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RESUMO

Objetivou-se neste estudo desafiar leucocitos polimorfonucleares (PMNL)
sanguineos de ovelhas com espécies de Staphylococcus (S. aureus, S.
haemolyticus, S. chromogenes, S. simulans, S. xylosus, S. sciuri eS.
devriesi) isolados de diferentes nichos ecoldgicos de ovelhas. Para isso, foi coletado
sangue de 14 ovelhas da Raca Santa Inés (7 primiparas e 7 multiparas) e 14
ovelhas da raca Lacaune (7 primiparas e 7 multiparas). Avaliamos a viabilidade, a
producdo intracelular de espécie reativa de oxigénio (ERO) dos PMNL, e a
capacidade de resistir a fagocitose opsonizada e ndo opsonizada dos diferentes
isolados de Staphylococcus spp. por citometria de fluxo. Inicialmente observamos as
possiveis diferencas na viabilidade, nas respostas fagociticas e na producéo
intracelular de espécies reativas de oxigénio por PMNL sanguineos de ovelhas
Santa Inés e Lacaune, primiparas e multiparas, desafiados com um isolado de
Staphylococcus aureus. Posteriormente, avaliamos o comportamento de escape das
defesas imunes dos isolados de estafilococos aureus e n&o aureus, considerando a
fagocitose e a inibicdo da producdo de ERO por PMNL do sangue de ovelhas da
raca Santa Inés. Observamos maior intensidade de fagocitose de S. aureus por
PMNL de ovelhas multiparas e nenhum efeito da paridade sobre a funcionalidade
dos PMNL sanguineos foi encontrado. O comportamento de fagocitose foi diferente
entre as racas Santa Inés e Lacaune e a opsonizacdo de S. aureus mediada por
anticorpos foi associada a uma menor intensidade de fagocitose por ovelhas
primiparas. Os PMNL de ovelhas Lacaune levaram a maior média geométrica de
intensidade da fluorescéncia (GMFI) da producdo de ERO intracelular quando
estimulados com S. aureus, sugerindo que uma maior atividade microbicida e/ou
inflamagéo poderia ser desencadeada nessas ovelhas. Nossos resultados mostram
gue ovelhas multiparas fagocitaram mais que as primiparas e que fagocitaram mais
Staphylococcus nédo aureus (SNA) do que S. aureus. Entre os isolados de SNA,
Staphylococcus chromogenes foi 0 que apresentou maior média geométrica da
intensidade de fluorescéncia (GMFI) de fagocitose. Todas as espécies, exceto S.
devriesi apresentaram maior porcentagem de fagocitose opsonizada do que néao
opsonizada. Pela primeira vez, demonstramos que ovelhas multiparas fagocitaram

mais que ovelhas primiparas, além de observarmos maior intensidade de fagocitose



de S. chromogenes por PMNLs de ovelhas. Dessa forma, nosso estudo fornece
novos insights sobre a funcionalidade dos PMNLs em ovelhas primiparas e
multiparas, o que poderia afetar sua saude, junto a outras possiveis variaveis como

manejo e condi¢des sanitarias do rebanho.

Palavras-chave: Staphylococcus ndéo-aureus, Staphylococcus aureus, mastite,
citometria.



ABSTRACT

The aim of this study was to challenge blood polymorphonuclear leukocytes (PMNL)
from sheep with Staphylococcus species (S. aureus, S. haemolyticus, S.
chromogenes, S. simulans, S. xylosus, S. sciuri eS. Devriesi) isolated from different
ecological niches of sheep. For this, blood was collected from 14 Santa Inés sheep
(7 primiparous and 7 multiparous) and 14 Lacaune sheep (7 primiparous and 7
multiparous). We evaluated the viability, the intracellular production of reactive
oxygen species (ROS) of PMNL, and the ability to resist opsonized and non-
opsonized phagocytosis of the different Staphylococcusspp isolates. by flow
cytometry. Initially, we observed the possible differences in viability, phagocytic
responses and intracellular production of reactive oxygen species by blood PMNL
from Santa Inés and Lacaune sheep, primiparous and multiparous, challenged with a
Staphylococcus aureus isolate. Subsequently, we evaluated the escape behavior of
the immune defenses of aureus and non-aureus staphylococcus isolates, considering
phagocytosis and the inhibition of ROS production by PMNL from the blood of Santa
Inés sheep.We observed a higher intensity of phagocytosis of S. aureus by PMNL
from multiparous ewes and no effect of parity on the functionality of blood PMNL was
found. The phagocytosis behavior was different between the Santa Inés and
Lacaune breeds and the antibody mediated S. aureus opsonization was associated
with a lower intensity of phagocytosis by primiparous sheep. The PMNL of Lacaune
ewes led to the highest geometric mean fluorescence intensity (GMFI) of intracellular
ROS production when stimulated with S. aureus, suggesting that greater microbicidal
activity and / or inflammation could be triggered in these ewes. Our results show that
multiparous sheep phagocytized more than primiparous ewes and that phagocytized
more non-aureus Staphylococcus (ANS) than S. aureus. Among SNA isolates,
Staphylococcus chromogenes was the one with the highest geometric mean
fluorescence intensity (GMFI) of phagocytosis. All species, except S. devriesi,
presented a higher percentage of opsonized phagocytosis than non-opsonized. For
the first time, we demonstrated that multiparous ewes phagocytosed more than
primiparous ewes, in addition to observing a higher intensity of phagocytosis of S.

chromogenes by sheep PMNLs. Thus, our study provides new insights into the



functionality of PMNLSs in primiparous and multiparous ewes, which could affect their

health, along with other possible variables such as herd management and health
conditions.

Keywords: Non-aureus staphylococci, Staphylococcus aureus, mastitis, cytometry,
sheep.
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1. Introducéo

Pouco se sabe sobre a resposta imune celular de ovelhas quando desafiadas
por patdgenos bacterianos, em especial o Staphylococcus spp., importante patdégeno
causador de processos infecciosos como a mastite, uma das principais doencas que
acometem os ovinos. Esta infecgdo afeta negativamente a producédo, seja ela de
leite ou carne, e 0 bem-estar animal. Estudos indicam que Staphylococcus spp. sao
isolados de até 70% dos casos de mastite clinica em ovelhas de producéo leiteira
(BERGONIER; BERTHELOT, 2003) e até 40% das ovelhas de corte (ARSENAULT
et al., 2008).

Staphylococcus aureus é um dos agentes etiolégicos mais importantes por
ser responsavel pela maioria dos casos clinicos e pela severidade dos mesmos,
apesar do risco de sua incidéncia em um rebanho ser inferior a 7% em uma lactacéo
(ARSENAULT et al., 2008), e por estar associado ao tipo mais grave da doenca, a
mastite gangrenosa. Nos casos de mastite subclinica, os agentes etiol6gicos mais
prevalentes em ovinos sao Staphylococcus néo-aureus (SNA), 0s quais podem
causar a forma clinica da doenca, além de atuar como reservatdrio de genes de
viruléncia para outras bactérias como S. aureus (ACOSTA et al., 2016).

Em ovelhas da raca Santa Inés, que séo destinadas a producéo de cordeiros
para abate, a incidéncia da mastite é, ainda, mais importante, pois estes animais
apresentam uma alta producao de leite quando comparados com animais de outras
racas destinadas a exploracdo comercial da carne, resultando em acumulo de leite
na glandula mamaria. Ja para as ovelhas da raca Lacaune tém sua relevancia por
estarem diretamente relacionadas a producdo de leite, ou seja, sdo animais com
potencial explorado para tal finalidade, o que os tornam vulneraveis por estarem
proximos aos possiveis fatores de risco inerentes a cadeia de producdo, como a
rotina de ordenha (MARTA; PIRES, 2016; VERISSIMO et al., 2010).

A mastite € uma das principais causas de descarte de ovelhas produtoras de
leite. Nos rebanhos, as consequéncias econbmicas da mastite, clinica ou subclinica,
incluem perda direta da producdo de Ileite, alteragdo da qualidade e das
propriedades do leite para producdo de derivados e custo com profissional
especializado para diagndstico e controle da mastite (VERISSIMO et al., 2010).

18



Por outro lado, a literatura relacionada a ovelhas leiteiras diverge dos
resultados encontrados para bovinos leiteiros, principalmente quanto a etiologia e a
menor incidéncia de mastite clinica em relagdo a mastite subclinica. Em ambas as
espécies, 0s SNA sdo geralmente os microrganismos mais frequentemente isolados
na mastite subclinica. No entanto, os pequenos ruminantes mostram uma resposta
mais intensa frente a esses patdgenos, com maior frequéncia de isolamento,
presenca ou ndo de sinais clinicos (ACOSTA et al., 2016; SOUZA et al., 2012).

A mastite como todo processo inflamatorio, também aumenta a producéo de
radicais livres que causam lesdes por lipoperoxidacdo, causando danos as
proteinas, células e tecidos (ALBA et al., 2019). Na resposta inflamatoria, o sistema
imunolégico € ativado para eliminar o patégeno. Durante a mastite, € comum
observar um expressivo aumento da contagem de células sométicas no leite,
principalmente devido ao influxo massivo de leucdcitos polimorfonucleares (PMNL)
(EZZAT ALNAKIP et al., 2014). A migracdo de neutréfilos da corrente sanguinea
para o tecido da glandula maméria ocorre como resposta a moduladores imunes,
principalmente as citocinas pro-inflamatorias do tipo Interleucina (IL-1a, IL-1R8, IL-6,
IL-8, IL-12) e o Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) (RIOLLET; RAINARD;
POUTREL, 2000; SORDILLO; SHAFER-WEAVER; DEROSA, 1997), as quais,
dentre outras funcdes, ativam a capacidade fagocitica dos neutrofilos (BANNERMAN
et al., 2004). Contudo, algumas bactérias sdo capazes de modular a producdo de
citocinas das células do sistema imunoldgico da glandula mamaria, o que modifica a
resposta imune inata do hospedeiro. A interacdo entre bactérias patogénicas e
células do sistema imunologico, epitélio, endotélio e glandula é complexa (EZZAT
ALNAKIP et al., 2014).
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2. Revisao Bibliografica

2.1 Neutro6filos

Os neutréfilos sdo reconhecidos como importante célula do sistema
imunoldgico inato e estdo na primeira linha de defesa celular do hospedeiro contra
invasbes de microrganismos. Comumente identificam e eliminam patdégenos de
maneira rapida e eficaz, através de uma variedade de mecanismos citotoxicos,
modulam a resposta imunolégica recrutando outras células imunes e
desencadeando cascatas inflamatérias (LODGE et al., 2017). Em ovinos, a
porcentagem de neutrofilos pode variar entre 10 — 50% dos leucdcitos sanguineos
circulantes (JAIN, 1986).

Em animais sadios, os neutréfilos circulantes séo inativos, no entanto, quando
h&d exposicdo a agentes primarios, como a ativacdo de plaquetas por fator
estimulante de colénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) ou por
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), eles se tornam mais responsivos ao
recrutamento e aos sinais de ativacdo. Durante o processo de resposta dos
neutréfilos h4 o aumento da captacdo de patégenos e execucdo de mecanismos de
morte por meio de quimiotaxia, fagocitose, exocitose granular, producédo de espécie
reativa de oxigénio (ERO) e liberacdo de armadilha extracelular de neutréfilos (NET)
(LODGE et al., 2017).

Os neutréfilos possuem duas alternativas para eliminar as bactérias: podem
atuar extracelular ou intracelularmente. Na via extracelular, estes liberam compostos
toxicos por degranulacdo, liberando espécies reativas de oxigénio (ERO) ou
liberando armadilhas extracelulares de neutréfilos (NET) (BRINKMANN et al., 2004).
Na via intracelular provocam a morte bacteriana dentro do fagolisossomo através de
enzimas lipossémicas liberadas dos granulos e de ERO (FLANNAGAN; COSIO;
GRINSTEIN, 2009).

Os neutroéfilos migram para os locais onde ha inflamagéo e infeccdo pelo
processo de quimiotaxia. Eles rolam ao longo das células endoteliais, extravasam
atraidos por substancias sinalizadoras para finalmente reconhecer o patogeno,

fagocitar e provocar a morte bacteriana (LODGE et al., 2017). Esse recrutamento de
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neutroéfilos tem como objetivo primario destruir o patégeno por diversos mecanismos
e de forma secundaria, preservar a integridade do tecido afetado (PETZL et al.,
2008).

O sistema de quimiocinas € complexo e envolvem mais de 50 distintas e 20
receptores acoplados a proteina G (D’AMBROSIO; PANINA-BORDIGNON;
SINIGAGLIA, 2003; GANGUR; BIRMINGHAM; THANESVORAKUL, 2002; ONO et
al., 2003). Compreende uma superfamilia de moléculas de polipeptideos,
classificadas em quatro subfamilias - CXC, CC, CX3C e C, onde C representa
cisteina e X ou X3 representa um ou trés aminoacidos. Também podem ser
representadas pelas letras do alfabeto grego a, B, y e 6, com base na presenca de
uma cisteina no terminal amino, sendo elas: subfamilia a que possui duas cisteinas
separadas por um Unico aminoacido, designada CXC; a subfamilia B que possui
duas cisteinas, designada CC; a subfamilia y que possui uma cisteina, designada C
e a subfamilia & que possui duas cisteinas separadas por trés aminoacidos,
designada CXs3C. Para unificar a nomenclatura da quimiocinas, cada subfamilia é
nomeada com a letra L e um namero, por exemplo, IL-8 € 0 novo nome para CXCL
nao sendo as subfamilias especificas para as células-alvo (SCHALM’S, 2010).

Sdo distintas de outros quimioatraentes como 0s componentes do
complemento C3a e Cb5a e o fator de ativacao de plaquetas e leucotrieno B4. Essas
sdo produzidas constitutivamente ou em resposta a estimulos inflamatérios e
regulam a hematopoiese, o trafego de leucdcitos, a angiopoiese, a arquitetura
tecidual e a organogénese. Respostas diversas a quimioatraentes s6 é possivel
gracas a capacidade das células de expressar uma combinacdo Unica de receptores
de quimiocinas e a complexa rede de sinalizacdo intracelular que pode resultar na
estimulacao do receptor (SCHALM’S, 2010).

Diversas células do organismo podem expressar quimiocinas, e além dos
leucdcitos, as células endoteliais, epiteliais e musculares podem expressar
guimiocinas e seus receptores. A expressao do receptor varia de acordo com o
estagio de diferenciacdo dos leucocitos e a exposicdo a estimulos de ativacao
(SCHMID-SCHONBEIN et al., 1980). Quando as quimiocinas se ligam a receptores
dos leucdcitos, causam a ativacdo de varias vias de sinalizacdo celular que resulta

em polarizacdo e locomocédo, através da ativacdo das moléculas de adesédo a
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integrina. Essa locomocé&o dos leucocitos em direcdo a concentragcdes mais altas de
um determinado quimioatraente é denominada quimiotaxia (SCHALM'’S, 2010).

O recrutamento de PMNL do sangue para a glandula maméria é o principal
mecanismo no combate a processos infecciosos. No entanto, algumas
caracteristicas tornam o PMNL no leite, um fagocito menos eficaz quando
comparado ao do sangue. Além do seu envelhecimento espontaneo (TIAN et al.,
2005), no leite, o PMNL ingere globulos de gordura e caseina, resultando em
grandes vacuolos intracelulares ligados & membrana. Essa internalizacdo da
membrana celular leva a perda de pseudopodes e arredondamento celular,
havendo, ainda a migracdo dos granulos citoplasmaticos que se fundem aos
vacuolos formando os fagolisossomos. Essa perda de membrana e de granulos
citoplasmaticos resulta na diminuicdo da atividade fagocitica e bactericida do PMNL
(PAAPE; BANNERMAN; ZHAO, 2003). O PMNL no leite também tem menos reserva
de energia na forma de glicogénio armazenado (cerca de 38%) menos que o PMNL
do sangue (NEWBOULD, 1973).

Todos os fatores que diminuem a viabilidade do PMNL diminuem também o
seu potencial fagocitico. Em cabras, a viabilidade dos neutrofilos no sangue foi de
91,8% e no leite de 70,3%, uma tendéncia semelhante a das vacas leiteiras, no qual
as porcentagens de neutroéfilos apoptoticos no leite e no sangue durante a lactacao
foram de cerca de 35% e 5%, respectivamente (VAN OOSTVELDT et al., 2001). Até
0 momento, ndo h& na literatura essa informagéo para ovelhas.

Componentes bacterianos como acido lipoteicdico (LTA) e lipopolissacarideo
(LPS) atuam como moduladores na dindmica dos neutrofilos, induzindo as
alteracdes morfologicas que permitirdo a execucdo de suas fungcdes como a efusao
de selectinas (CD62L), degranulagdo, secrecdo de citocinas e ativacdo de
mecanismos de explosdo oxidativa. O LTA também é responséavel pela inibicdo da
apoptose, aumentando a vida util dos neutrofilos, ativando sua degranulacao,
estimulando a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e ativando o fator nuclear
kappa beta, o receptor CD14 e o receptor do tipo toll 2 (LOTZ et al.,, 2004,
RAINARD et al., 2008).

Neutrdéfilos ativos secretam uma variedade de citocinas que estdo envolvidas
principalmente na resposta imune inata e liberam o fator de necrose tumoral-a (TNF-

a), IL-1 B e IL-6. A liberacdo dessas citocinas nos locais de inflamagcdo amplifica o

22



processo inflamatério. Também produzem interferon-gama (IFN-y), IL-12 e fator de
crescimento transformador-B, conhecido por modular a imunidade adaptativa.
Secretam as quimiocinas CC e CXC. As quimiocinas CC incluem a proteina
inflamatéria macrofagica -1a e -1B, as quimiocinas CXC incluem CXCL8 (IL-8) e
CXCL10 (proteina 10 induzida por IFN-y). Deste modo, os neutréfilos amplificam a
resposta inflamatéria atraindo mais células inflamatérias para o local (SCHALM'S,
2010).

Apés a fagocitose, o neutréfilo sofre alteragbes constitutivas que o levam a
apoptose (BRATTON; HENSON, 2011) e expressar em sua superficie os receptores
CD44, sinalizando aos macrofagos que o removam (SWAIN et al., 2015). A rapida
apoptose dos neutréfilos apds a fagocitose € essencial para a resolucdo da infecgéo,
visto que alguns patégenos bacterianos conseguem alterar a apoptose normal dos
neutrofilos induzida por fagocitose para sobreviver e causar doenca (BOUTET et al.,
2004; LOTZ et al., 2004; NATHAN, 2006).

2.2 Fagocitose

Os neutrdéfilos caracterizam-se por sua capacidade eficaz de fagocitar que
consiste na ingestdo de bactérias e outras particulas mediadas por receptor
(PEYRON; MARIDONNEAU-PARINI; STEGMANN, 2001; SWAIN et al., 2015). Para
que a fagocitose ocorra é necessario 0 reconhecimento entre as bactérias e os
PMNL, que ocorre por componentes do complemento e as imunoglobulinas (PAAPE
et al., 2002). Esse processo ocorre com a internalizacdo da particula apdés a
formacao de uma vesicula que passara por um processo gradual de maturacdo se
fundindo aos granulos, digeridos por enzimas proteoliticas e radicais de oxigénio
reativos (SCHALM’S, 2010).

As particulas ou microrganismos alvo sinalizam e ativam os neutréfilos
através de suas proteinas de superficie (PAAPE; BANNERMAN; ZHAO, 2003), além
de citocinas e quimiocinas liberadas pelos tecidos (SWAIN et al.,, 2015). Os
microrganismos sao captados pelo fagossomo e a ligagdo com o receptor fagocitico
inicia a cascata de fosforilagdo, permitindo a expansao do pseuddépode por meio de
alteracées dindmicas no citoesqueleto de actina. Com o amadurecimento do

fagossomo, adquirem atividade microbicida por fusdo de outros componentes,
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incluindo granulos citosolicos que contém proteases abundantes e peptideos
antimicrobianos (LODGE et al., 2017).

Os granulos citosdlicos presentes no fagossomo sao classificados pelo seu
conteudo protéico em: I. Granulos azurofilicos ou primarios, Il. Granulos secundarios
ou especificos e lll. Granulos de gelatinase.

Os Granulos primarios sao ricos em mieloperoxidase (MPO), defensinas,
serinas e proteases como a elastase de neutrofilos (NE), catepsina G e proteinase 3
(CASCAO; ROSARIO; FONSECA, 2009), tem como mecanismo antibacteriano mais
importante a peroxidase que na presenca de peroxido de hidrogénio e ions
halogenetos destroem as bactérias.

Os granulos secundarios contém lactoferrina abundante e matriz
metaloproteinase-8 (MMP-8) (CASCAO; ROSARIO; FONSECA, 2009), s&o
negativos para a peroxidase e ndo sao tdo densos quanto os granulos primarios
(PAAPE; BANNERMAN; ZHAO, 2003).

Os Granulos de gelatinase sdo cheios de metaloproteinase-9 (MMP-9)
(CASCAOQ; ROSARIO; FONSECA, 2009), também s&o peroxidase negativo, ja foram
identificados em vacas, cabras e ovelhas, sdo maiores que 0s primarios e 0s
secundarios (BAGGIOLINI et al., 1985), esses granulos contém lactoferrina,
importante devido a afinidade pelo ferro, tornando-o indisponivel para as bactérias
Gram-negativas que necessitam desse elemento para o crescimento e compostos
bactericidas independentes de oxigénio, as defensinas (PAAPE; BANNERMAN;
ZHAO, 2003).

Os granulos especificos e de gelatinase também possuem p22phox e
gp91phox, que sédo subunidades da membrana NADPH oxidase, as quais irdo
permitir a producdo de ERO (CASCAO; ROSARIO; FONSECA, 20009).

Além dos efeitos antimicrobianos, a liberacdo externa de proteases pode
degradar a matriz extracelular, permitindo que os neutréfilos transitem pelos tecidos
do hospedeiro, mas que também contribuem para danos teciduais (LODGE et al.,
2017).

No local da infec¢do, os neutrdfilos empregam inUmeros mecanismos de
captura e morte de microrganismos, apresentando em condigcbes de hipoxia,
intensificacdo das vias de sinalizacdo e a potencializacdo da fagocitose
(WALMSLEY et al.,, 2006), faciltando a liberacdo de peptideos e proteases
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antimicrobianas (LODGE et al., 2017), por exemplo: a MMP-9, lactoferrina, NE e
MPO de neutrofilos ativos (HOENDERDOS et al.,, 2016), expressdo de opsonina
(FCgllIbR), do complemento (C1lgrp e C5aR) (WANG,; LIU, 2009), importantes para o
reconhecimento e ingestdo de patégenos, aumenta também a expressdo de FCgR
(SIMMS; D’AMICO, 1993) e CD11 (MCGOVERN et al., 2011).

Varios mecanismos antimicrobianos sao ativados dentro do fagossomo
maduro, os quais s&o divididos didaticamente em mecanismos dependentes de
oxigénio e mecanismos independentes de oxigénio, embora esses mecanismos
interajam de maneiras complexas (SCHALM’S, 2010).

Os mecanismos dependentes de oxigénio estdo localizados nos granulos
primarios, séo iniciados pelo processo de fagocitose ou perturbacdo da membrana
celular e dependem de uma nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato (NADPH)
oxidase ligada a membrana, a qual consiste em cinco componentes proteicos
essenciais. O complexo NADPH oxidase catalisa a reducdo do oxigénio molecular
em anion superéxido (NADPH + O2 — NADP * + H* + O%), esse rapido consumo de
oxigénio foi denominado de “explosédo respiratéria”. Os anions superdxido sao
rapidamente transformados em peroxido de hidrogénio (H202) e podem, também,
ser convertidos em radicais de hidroxila (OH¢) na presenca de metais cataliticos,
como o ferro. A mieloperoxidase catalisa a conversao de ions H202 e halogenetos
em acidos hipo-halosos, sendo o acido hipocloroso o primeiro produzido. Por fim, o
H20: interage com acidos hipo-halosos para produzir o oxigénio singlete (*0O2), que é
uma forma de oxigénio de alta energia com potencial para atacar ligac6es duplas,
interagindo com lipidios insaturados, ligacdes de carbono, grupos sulfidrila e amino,
acidos nucleicos, nucleotideos de pirimidina e enzimas dentro de organismos
invasores. Para proteger as celulas dos efeitos nocivos desses oxidantes, existem
uma variedade de sistemas antioxidantes que incluem o superéxido dismutase
citosdlico, a glutationa peroxidase, a glutationa redutase e catalase, os quais
convertem radicais de oxigénio em agua (SCHALM’S, 2010).

Os mecanismos independentes de oxigénio se baseiam na teoria de que o
sistema NADPH oxidase ajusta o pH fagossbmico e bombeia elétrons para o
vacuolo fagocitico (SEGAL, 2005) e é esse movimento de ions através da
membrana do fagossomo que produz as condicdes favoraveis a morte do

organismo, independente de oxigénio (SCHALM’S, 2010).
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2.3 Espécie Reativa de Oxigénio (ERO)

A producdo de ERO pelos neutréfilos desempenha papel fundamental na
destruicdo de patdgenos bacterianos e fungicos através da ativagdo da cadeia de
transporte de elétrons NADPH-oxidase. A NADPH oxidase é um doador de elétrons
gue reduz o di-oxigénio molecular para formar o anion superoéxido, produzindo uma
matriz ERO antimicrobiana (LODGE et al., 2017).

A atividade microbicida de ERO varia de acordo com a espécie bacteriana, a
depender do arsenal de mecanismos de escape desses microrganismos, por
exemplo, ela contribui significativamente no combate a Staphylococcus aureus, no
entanto para Escherichia coli sua contribuicdo € menor (ELLSON et al., 2006;
MCGOVERN et al., 2011).

ApOs a ativacao do PMNL a partir da ligagdo dos componentes do
complemento e das imunoglobulinas na sua superficie é iniciada a explosao
oxidativa, seguida pelo aumento do consumo de oxigénio e da atividade
monofosfatica hexose (KARNOVSKY; BADWEY, 1986). A estimulacdo da NADPH-
oxidase inicia a atividade da hexose monofosfato. Quando a membrana plasmatica
do PMNL é agredida, libera grandes quantidades de superéxido (O%) e peréxido de
hidrogénio (H202) (DULIN; PAAPE; NICKERSON, 1988; MEHRZAD et al., 2001). O
O? e 0 H202 formado na superficie celular e na membrana fagossdmica interagem e
formam radical hidroxila e 'O2, componentes chave dos mecanismos de morte
dependentes de oxigénio do PMNL (PAAPE; BANNERMAN; ZHAO, 2003).

Quando o fagossomo contém microrganismo com granulos primarios ou
azurdfilo, a mieloperoxidase é liberada. Esta enzima catalisa a formacdo do
hipoclorito, um agente oxidante de CI- e H202. A explosdo respiratoria pode ser
monitorada por avaliar atividade quimioluminescente (CL) do PMNL. Nessa
situacdo, 0 oxigénio e os metabdlitos estdo altamente instaveis e eletricamente
excitados, essa excitacdo é acompanhada por emissdo de luz ou CL (PAAPE,
BANNERMAN, ZHAO, 2003).

26



2.4 Armadilha extracelular de Neutrofilos (NET)

Os neutrofilos ativados podem liberar no espacgo extracelular cromatinas
descondensadas advindas do seu DNA junto a enzimas e peptideos antimicrobianos
(SCHALM’S, 2010), que formam as NET, ricas em proteases que sao responsaveis
pelo aprisionamento e morte de patdégenos através de um mecanismo ndo oxidativo
(SWAIN et al., 2015). Sua formacéo € estimulada por mediadores pré-inflamatérios,
incluindo o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) (BRINKMANN et al., 2004). Essas armadilhas ou redes aderem
aos patogenos e facilitam a morte de microrganismos considerados grandes para
serem fagocitados (URBAN; LOURIDO; ZYCHLINSKY, 2006). Ha indicios de que
alguns microrganismos podem utilizar as NET para a formacdo de biofilmes,
provocando danos diretos ao tecido (JUNG et al., 2015).

Apo6s a formacdo das NET, os neutrofilos sofrem um mecanismo de morte
independente da apoptose, conhecido por NET-osis, a qual € dependente da
geracdo de espécies reativas de oxigénio pela NADPH-oxidase (LIPPOLIS et al.,
2006). Decorrente dessa dependéncia de disponibilidade pelo oxigénio molecular,
estudos sugerem que em condi¢cdes de hipoxia a producdo de NET seja reduzida,
assim como a disponibilidade de ERO (TOHME et al., 2016).

2.5 Apoptose

ApoGs a fagocitose, um modo ndo oxidativo de morte celular é ativado no
neutroéfilo, provocando a apoptose. Os neutrofilos sofrem apoptose constitutiva,
resultando em um curto tempo de sobrevivéncia. No entanto, a apoptose pode ser
atrasada nos locais com presenca de inflamacéo por ambos os sinais do hospedeiro
(GM-CSF) e das bactérias (LPS) (HASLETT, 1999).

A apoptose pode ocorrer de duas formas: |I. por meio da via extrinseca,
quando ocorre a ligagdo entre os receptores de morte na superficie celular, como
FAZ; ou Il. através da via intrinseca, acionada pelas mitocondrias. Estudos
microscopicos identificaram poucas mitocondrias nos neutrofilos, mas com o auxilio

de corantes fluorescentes foi possivel visualizar uma complexa rede mitocondrial
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gue controla o destino celular, liberando proteinas pro-apoptoticas como o citocromo
¢ no citosol (MAIANSKI et al., 2004).

A capacidade de uma célula sofrer a apoptose é determinada pelas vias de
sinalizagdo pré e anti-apoptoética. A familia de proteinas Bcl-2 desempenha papel
importante, mediando esses processos. Um mecanismo chave pelo qual essas
proteinas mediam a apoptose é através da regulacdo do citocromo ¢ mitocondrial
(ADAMS, 1998; ANTONSSON; MARTINOU, 2000) o qual corresponde a um co-fator
na ativacdo de proteases altamente especificas da familia das caspases como a
caspase-8, que ativa caspases efetoras, incluindo a caspase-3 e inicia a apoptose
(HIRATA et al., 1998). Quando ativadas, as caspases clivam e ativam outros
membros da familia das caspases levando a amplificacdo de uma cascata
proteolitica, que leva a clivagem de substratos intracelulares, condensagédo da
cromatina, fragmentacdo do DNA, contracdo celular, fragmentacdo da membrana
plasmatica, resultando na morte celular (GRANVILLE et al., 1998; REED, 2000).

Os membros da familia Bcl-2 promovem a liberagcdo do citocromo ¢ na via
pré-apoptética e restringem o transporte do citocromo ¢ para fora da mitocéndria na
via anti-apoptotica (PAAPE; BANNERMAN; ZHAO, 2003).

Das 14 caspases distintas identificadas em mamifero, sete (caspases -1, 3, 4,
7, 8,9, 10) sdo expressas em PMNL (SANTOS-BENEIT; MOLLINEDO, 2000). Entre
essas sete caspases, a caspase-3 e 8 tém um papel central na mediacdo da
apoptose de PMNL. A apoptose espontdnea de um PMNL é temporariamente
associada a ativacdo de ambas as caspases e é atenuado por inibidores especificos
da caspase-3 e da caspase-8 (KHWAJA; TATTON, 1999).

Embora o PMNL fornega um efeito benéfico eliminando o agente infeccioso, a
exposicdo prolongada do PMNL no tecido provoca lesdo (CAPUCO; PAAPE;
NICKERSON, 1986). Um mecanismo pelo qual pode ocorrer a lesdo é através da
liberacdo de radicais e proteases toxicos de oxigénio, agentes que sdo bactericidas
e citotoxicos para o tecido do hospedeiro (LEDBETTER; PAAPE; DOUGLASS, 2001,
WARD, 1983). Portanto, a eliminacdo rapida do PMNL por macrofagos apos a
neutralizacdo bacteriana e apoptose € essencial para minimizar a lesdo inflamatoria
no hospedeiro, pois a perda da integridade da membrana das células necréticas é

acompanhada pela liberacdo de conteudos celulares que prejudicam as células
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vizinhas e desencadeiam resposta inflamatéria (GRANVILLE et al., 1998; REED,
2000).

2.6 Mecanismos de escape da resposta imune por S. aureus

Para combater o arsenal de mecanismos de defesa apresentado pelos PMNL,
0S microrganismos bacterianos desenvolvem mecanismos de escape contra essas
barreiras imunoldgicas do hospedeiro. S. aureus é conhecido por desafiar a eficacia
dos neutrofilos e é bem conhecido por sua capacidade de evitar a fagocitose
(FOSTER, 2005; KRAUS; PESCHEL, 2008). Esta bactéria pode expressar varios
componentes antiopsénicos na superficie celular, incluindo uma capsula de
polissacarideo e a proteina de superficie A (spa), que permitem as bactérias resistir
eficientemente a fagocitose. Esta espécie também possui varios mecanismos que
permitem sobreviver dentro das células fagociticas, incluindo enzimas que
neutralizam os radicais livres (FOSTER, 2005).

S. aureus possui fatores de viruléncia para alterar a ativacdo, quimiotaxia e
adesdo dos neutrofilos, por exemplo, a proteina inibidora da quimiotaxia de S.
aureus (CHIPS), uma exoproteina que inibe a migracdo e a ativacdo de neutroéfilos
(HAAS et al., 2004). Outras proteinas inibidoras produzidas por ele sédo: FLIPR E
FLIPR-LIKE que se ligam ao FPRL 1 (Receptor peptideo formil tipo 1, expresso
pelos neutréfilos); staphopain A que impede o recrutamento de neutrdéfilos induzido
por ligantes do CXCR2; A toxina do tipo enterotoxina estafilococica X (SEIX) e a
proteina estafilococica do tipo superantigeno 5 (SSL5), ambas inibem a ligacédo do
PSGL-1 (ligante 1 da glicoproteina P-selectina) as selectinas (MCGUINNESS;
KOBAYASHI; DELEO, 2016).

S. aureus também produz varios fatores de viruléncia que tém como alvo
diferentes etapas no sistema de complemento, com inibicdo da ativacdo do
complemento levando a diminuicdo da deposicdo de opsoninas e interrupcdo da
ligagdo da imunoglobulina a antigenos bacterianos; também produz varias enzimas
em resposta aos neutréfilos para degradar e desintoxicar ERO, produz duas
coagulases, coagulase a (Coa) e a proteina de ligacdo ao fator von Willebrand
(vWbp) (MCCARTHY; LINDSAY, 2010), ambas se associam a protrombina para

gerar estafilotromina enzimaticamente ativa, que cliva os peptideos A e B do
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fibrinogénio para gerar fibrilas de fibrina (FRIEDRICH et al., 2003). Isso protege S.
aureus dos fagocitos e contribui para a formacdo de lesdes de abscesso
estafilococico (GUERRA et al., 2017; THAMMAVONGSA et al., 2015).

Com isso em mente, € incontestavel que a longa co-evolugdo entre os
microrganismos e as células imunoldgicas do hospedeiro possa estar envolvida na
selecdo de bactérias bem adaptadas ao hospedeiro, o que pode estar relacionado
ao estabelecimento, gravidade e persisténcia da infecgdo, bem como o resultado de
possiveis intervencdes terapéuticas e de prevencao (HORN et al., 2018; SPAAN et
al., 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Desafiar leucocitos polimorfonucleares (PMNL) sanguineos de ovelhas com
espécies de Staphylococcus (S. aureus, S. haemolyticus, S. chromogenes, S.
simulans, S. xylosus, S. sciuri e S. devriesi) isolados de diferentes nichos ecoldgicos

de ovelhas.

3.2 Especificos

- Avaliar diferencas na viabilidade, na resposta fagocitica e na producao intracelular
de espécies reativas de oxigénio por leucécitos polimorfonucleares sanguineos de
ovelhas Santa Inés e Lacaune, primiparas e multiparas, desafiadas com

Staphylococcus aureus.

- Avaliar a resisténcia a fagocitose e inibicdo de Espécie Reativa de Oxigénio (ROS)
por Leucécitos Polimorfonucleares (PMNL) sanguineos de ovelhas Santa Inés frente
as distintas espécies de Staphylococcus (S. aureus, S. haemolyticus, S.
chromogenes, S. simulans, S. xylosus, S. sciuri, S. devriesi) isolados de diferentes

nichos ecoldgicos.

37



CAPITULO 1

(Artigo submetido a Small Ruminant Research)

Blood polymorphonuclear leukocytes responses against Staphylococcus

aureus in primiparous and pluriparous Lacaune and Santa Inés ewes

Michele Flavia Sousa Marques®?", Guilherme Santana de Moura?, Fernando
Nogueira de Souza®#, Ronaldo Gomes Gargano?, Kamila Reis Santos?, José
Augusto Ferronatto?, Alice Maria Melville Paiva Della Libera3, Rinaldo Aparecido

Motal

Laboratério de Doencas Infecciosas, Departamento de Medicina Veterinaria,
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Av. Dom Manoel de Medeiros
s/n, Recife, PE 52171-900, Brazil;

2Laboratério de Caprinocultura e Ovinocultura, Centro de Ciéncias Humanas, Sociais
e Agrérias, Universidade Federal da Paraiba, Bananeiras, 58220-000, Brazil;
3Veterinary Clinical Immunology Research Group, Departamento de Clinica Médica,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Av.
Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva 87, S&o Paulo 05508-270, Brazil;

“Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal da Paraiba,
Areia 58397-000, Brazil.

*Corresponding author: Michele Flavia Sousa Marques. Email:
michele_flavia4d@hotmail.com. Infectious Diseases Laboratory, Department of
Veterinary Medicine, Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE), Av. Dom
Manoel de Medeiros, Recife, PE 52171-900, Brazil.

ABSTRACT

In this study, we evaluated the viability, intracellular production of reactive oxygen
species (ROS) and phagocytosis of Staphylococcus aureus by blood
polymorphonuclear leukocytes (PMNLS) in primiparous and pluriparous Santa Inés
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and Lacaune ewes. Blood was collected from 14 Santa Inés ewes (seven
primiparous and seven pluriparous) and 14 Lacaune ewes (seven primiparous and
seven pluriparous). The viability of PMNLSs, intracellular ROS production, and S.
aureus phagocytosis were evaluated using flow cytometry. Apart from a higher
intensity of S. aureus phagocytosis by PMNLs from pluriparous ewes, no effect of
parity on the blood PMNLs functionality was found. This finding suggests that
pluriparous ewes could be more protected against S. aureus, although further field
studies are needed. Antibody-mediated opsonization of S. aureus was associated
with a lower intensity of S. aureus phagocytosis in both primiparous and pluriparous
ewes, while it had no effect on the percentage of S. aureus phagocytosis. The
percentage and geometric mean fluorescence intensity (GMFI) of S. aureus
phagocytosis behaved differently in Lacaune and Santa Inés ewes, which could be
explained by breed and farm effects. The intensity of intracellular ROS production by
PMNLs when stimulated with S. aureus was higher than that of unstimulated basal
PMNLs in both primiparous and pluriparous ewes, while no effect on the percentage
of PMNLs that produced ROS was observed. Here, the PMNLs from Lacaune ewes
led to a higher GMFI of intracellular ROS production when stimulated with S. aureus,
which suggests that higher microbicidal activity and/or inflammation could be
triggered in these ewes. Thus, our study provides novel insights into PMNLs’
functionality in primiparous and pluriparous ewes, which could impact their health,
although further research is needed to extrapolate conclusions to the field.

Keywords: polymorphonuclear neutrophil leukocyte; phagocytosis; bactericidal

activity; ewe; Staphylococcus aureus.

1. INTRODUCTION

Polymorphonuclear neutrophil leukocytes (PMNLs) participate in the early
stages of inflammatory processes following a rapid and massive influx of PMNLs
from the blood to the infection site shortly after the pathogen enters to the body
(Souza et al., 2012). Thus, PMNLs are critical for limiting pathogen survival and
dissemination through their ability for phagocytosis and to kill the invading bacteria
through oxygen-dependent and -independent mechanisms. In this regard, phagocytic
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destruction of engulfed bacteria relies on the production of bactericidal reactive
oxygen species (ROS), and ROS can be released extracellularly into the
environment at the site of infection or intracellularly in the phagolysosome following
phagocytosis of bacteria (Nguyen et al., 2017). Therefore, the intracellular generation
of ROS represents part of the main arsenal against invading bacteria (Rinaldi et al.,
2007; Rinaldi et al., 2008; Blagitz et al., 2013; Della Libera et al., 2015;).

Although PMNLs provide the first line of defense against invading pathogens
(Paape et al., 2003), and variations in susceptibility to infectious diseases, such as
mastitis, among sheep breeds and parity have been reported (Larsgard and
Vaabenoe, 1993; Bergonier and Berthelot, 2003; Takano et al., 2018), no previous
study has investigated the variations in PMNL function on primiparous and
pluriparous in dairy- (e.g., Lacaune) and meat-producing (e.g., Santa Inés) ewes,
especially against Staphylococcus aureus. S. aureus is a primary etiological agent of
clinical mastitis in ewes and can account for a large proportion of chronic subclinical
intramammary infections (IMlIs; Vasileiou et al., 2019). Thus, we sought to explore the
viability, intracellular ROS production and phagocytosis of S. aureus by PMNLs in

primiparous and pluriparous Santa Inés and Lacaune ewes.

2. MATERIALS AND METHODS

This research complied with the Ethical Principles in Animal Research and
was approved by the Bioethics Commission of the Federal University of Paraiba
(Protocol n. 2811270520). Here, 14 Santa Inés ewes (seven primiparous and seven
pluriparous) from a research center and 14 Lacaune ewes (seven primiparous and
seven pluriparous) from a commercial dairy flock were used. Both farms used a semi-
intensive system. The Lacaune and Santa Inés ewes were fed Tifton grass as the
roughage supplemented with specific concentrated feed, vitamins, and minerals.
Clinical examinations were carried out in all animals, and only clinically healthy ewes
at the time of blood sampling were included in the present study. From each ewe,
blood samples were collected in sterile BD Vacutainer® tubes containing heparin (8
mL) from each animal for flow cytometric PMNL functions and without anticoagulant
(4 mL) to obtain the serum for S. aureus opsonization. All samples were tested at the

same time under similar conditions.
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2.1 Bacterial strain and growth conditions

Here, an S. aureus strain isolated from a case of ovine clinical mastitis that
carried five staphylococcal-enterotoxin-encoding genes (sea, seb, sec, sed, and see)
and the beta-lactamase-encoding gene (blaZ) were used. The intracellular production
of ROS and phagocytosis assays were evaluated using the bacterium during its late
exponential growth phase. First, the isolates were grown on 5% sheep blood agar
plates. Then, fresh colonies of each bacterium were grown overnight in brain heart
infusion (BHI, cat. n. 1135, ThermoFisher™, U.K.) broth at 37 °C. Subsequently, the
staphylococci suspension was diluted at 1:1000 and overnight cultured at 37 °C in
fresh BHI broth. Then, the bacteria in the late exponential growth were centrifuged at
2500 xg for 15 minutes and washed twice with Dulbecco’s phosphate buffer (cat. n.
14190185, Gibco, Paisley, U.K.). Afterward, bacteria were resuspended in RPMI-
1640 (cat. n. R7638, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) with 10% heat-inactivated fetal
bovine serum (Cultilab, Campinas, Brazil) and stored at —80 °C for a maximum of 7 d.
Before thawing at —80 °C, an aliquot of the bacterial suspension was taken to
determine the bacterial concentration (colony forming units mL?') and for 5(6)-
carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester (CFSE)-labeling of S. aureus for
the phagocytosis assay. S. aureus concentration was assessed by culturing the
bacterial suspension on BHI agar plates in dilution series. Then, on the day of the
experiment, the bacterial concentration was adjusted to the final inoculum dose (1 x
10° S. aureus mL™?) to obtain 1 x 107 S. aureus mL™* per sample.

2.2 5(6)-carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester (CFSE)-labeling of

S. aureus for phagocytosis assay

To evaluate the phagocytosis assay, the live bacterium was labeled with
CFSE, prepared as described by Vander Top et al. (2006). Briefly, the bacteria
suspension was incubated at 37 °C for 30 min in the dark with an equal volume of a
2.0 yM solution of CFSE (cat. n. C1157, Invitrogen, USA). Afterward, the bacterial
suspensions were centrifuged at 10,000 xg for 10 minutes and washed three times
with Dulbecco’s phosphate buffer (cat. n. 14190185, Gibco, Paisley, U.K.), and
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further resuspended in RPMI-1640 (cat. n. R7638, Sigma-Aldrich, St. Louis, IL, USA)
with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (Cultilab, Campinas, Brazil), and stored
at —80 °C for a maximum of 7 d. To ensure that S. aureus viability was not affected by
CFSE labeling, aliquots of the staphylococci suspensions were serially diluted on BHI
agar before and after bacteria labeling and on the day of experiment to check if the
viability of the stock solution was not altered. The bacterium labeling in CFSE was

confirmed using flow cytometry (Supplementary Figure S1).

2.3 Staphylococcus aureus opsonization

First, the autologous blood bovine serum was complement-inactivated by heat
treatment (incubation for 30 min at 56 °C). Afterward, for antibody-mediated S.
aureus opsonization, live bacteria were incubated for 20 min at 37 °C with 10%

autologous blood bovine complement-inactivated serum (Barrio et al., 2000).

2.4 Neutrophil identification

A conservative gate was created using cell size (forward scatter) and cell
granularity (side scatter) characteristics to identify blood PMNLs (Smits et al., 1997,
Keogh et al., 2011; Souza et al., 2012).

2.5 Intracellular reactive oxygen species production

The intracellular ROS  production was evaluated using 2.7
dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) as a flow cytometry probe as
previously described (Blagitz et al., 2017; Santos et al., 2017), with some
modifications. The intracellular ROS by PMNL were measured under unstimulated
(basal) and stimulated conditions with unlabeled live S. aureus. First, contaminating
erythrocytes were eliminated from 100 pL of blood from each sample through
hypotonic lysis by adding 1000 uL of 0.2% NaCl for 20 s; then, isotonicity was
restored by adding 1000 pL of 1.6% NaCl. The hypotonic lysis step was repeated
until complete lysis of erythrocytes was achieved. Subsequently, 1000 yL of PBS
was added and centrifugation was performed (400 xg for 8 min at 4 °C), and the
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samples were resuspended in 100 yL of PBS. Afterward, blood cells were incubated
at 37 °C for 30 min with 0.3 uM DCFH-DA (cat. n. D6883, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) with or without unlabeled live S. aureus. Then, 2000 pL of ice-cold 3 mM
EDTA was added and further centrifugation was performed (400 x g for 8 min at
4°C). The samples were resuspended in 1,000 uL of ice-cold PBS, then further
centrifuged at 400 x g for 8 min at 4 °C; then, the samples were resuspended in 300
ML of ice-cold PBS solution containing 1% bovine serum albumin and kept in the dark
until analysis. The unstimulated (no bacteria) baseline production of ROS by PMNLs
was determined as a negative control. As soon as possible, the sample readings
were carried out using a FACSCalibur™ flow cytometer (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems™, San Diego, USA) with argon (488 nm excitation) and
diode (635 nm excitation) lasers. FlowJo software (Tree Star Inc., Ashland, USA) was
used to analyze the data. Data are presented as percentage of PMNLSs that produced
ROS (percentage of stained cells) and geometric mean fluorescence intensity (GMFI)
of PMNLs that produced ROS; the latter provided an accurate measurement of the
brightness of stained PMNLs, and was thus an indicator of the intensity of ROS
production. The results were corrected for autofluorescence content using unlabeled
blood gated PMNLs from the same samples. An example of our gating strategy to
measure intracellular ROS production by PMNLs is shown in Supplemental Figure
S1.

2.6 Phagocytosis Assay

The phagocytosis assay was performed using flow cytometry with CFSE-
labeled live S. aureus (opsonized and nonopsonized bacteria), as described by Della
Libera et al. (2015) and Batista et al. (2018) with some modifications. First,
contaminating erythrocytes were eliminated from 100 pL of blood from each sample
through hypotonic lysis using the method described above. Subsequently, 1000 yL of
PBS was added and centrifugation was performed (400 x g for 8 min at 4 °C); then,
the samples were resuspended in 100 pL of PBS solution containing 1% bovine
serum albumin. Afterward, blood PMNLs were incubated with opsonized or
unopsonized CFSE-labeled staphylococci for 30 min at 37 °C. Subsequently, 2 mL of
ice-cold 3 mM EDTA was added to avoid bacteria adhering to the leukocyte
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membrane, which could be mistakenly identified as ingested (Hasui et al., 1989;
Rosseau et al.,, 1997). Then, 1000 pL of ice-cold PBS was added and further
centrifugation was performed (400 xg for 8 min at 4 °C). The samples were then
further centrifuged at 400 xg for 8 min at 4 °C and the samples were resuspended in
300 pL of ice-cold PBS solution containing 1% bovine serum albumin (BSA) and kept
in the dark until analysis. Then, the samples were read using a FACSCalibur™ flow
cytometer (Becton Dickinson Immunocytometry Systems™, San Diego, USA) with
argon (488 nm excitation) and diode (635 nm excitation) lasers. FlowJo software
(Tree Star Inc., Ashland, USA) was used to analyze the data. Data are presented as
percentage of PMNLs that phagocytosed CFSE-labeled bacteria (percentage of
stained cells) and GMFI of PMNLSs that phagocytosed bacteria (stained PMNLS); the
latter provided an accurate measurement of the brightness of stained cells, and was
thus an indicator of the number of bacteria phagocytosed per PMNL. The results
were corrected for autofluorescence content using nonlabelled blood gated PMNLs
from the same animal. An example of our gating strategy to determine PMNLS’

phagocytosis is shown in Supplemental Figure S2.

2.7 Detection of apoptosis

The death of blood PMNLs was assessed using dual labeling with annexin V
and propidium iodide (Pl; K2350, APOPTEST™-FITC, Dako Cytomation, The
Netherlands) and flow cytometry analysis as previously described (Della Libera et al.,
2015). First, contaminating erythrocytes were eliminated from 100 pL of blood from
each sample through hypotonic lysis using the method described above.
Subsequently, 1000 yL of binding buffer (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, MgClz 1
mM, and CaClz 1.8 mM) was added and centrifugation was performed (400 xg for 8
min at 4 °C); then, the samples were resuspended in 100 pyL of binding buffer
containing annexin-V FITC and incubated at room temperature for 20 min in the dark.
Immediately before the analysis using flow cytometry, 5 yuL of Pl was added. The
living nonapoptotic PMNLs were negative for both FITC-labeled annexin-V and PI
staining. PMNLs that were positive for FITC-labeled annexin-V but negative for PI
were classified as early apoptotic. PMNLs that were positive for both labels were
identified as late apoptotic. PMNLs that were positive for Pl but negative for FITC-
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labeled annexin-V were classified as necrotic (Souza et al., 2020). A total of 20,000
cells per sample were examined. FlowJo software (Tree Star Inc., Ashland, USA)

was used for data analysis.

2.8 Statistical analysis

The statistical analysis was performed using the SAS On Demand for
Academics software (2020 SAS Institute Inc.
https://www.sas.com/en_us/software/on-demand-for-academics.html). Data normality
and homogeneity of variances were verified using the Shapiro-Wilk test and the
Levene test, respectively. Data with Gaussian distribution were modeled using the
PROC GLM (generalized linear model). We assumed that breed, parity, and the
interaction between breed and parity acted as fixed factors. Multiple post hoc
analyses of interaction were conducted using the Bonferroni adjusted test. The
percentage of ROS production by PMNLs under unstimulated and S. aureus
stimulated conditions and late apoptosis were evaluated using nonparametric
statistics. Comparisons of pairs (breed and parity) were performed using the Mann—
Whitney test. Then, the variables were classified according to breed and parity,
resulting in four independent groups (primiparous Santa Inés, pluriparous Santa Inés,
primiparous Lacaune, and pluriparous Lacaune), which were evaluated using the
Kruskal-Wallis test and the Mann-Whitney post hoc test. For multiple analyses,
Bonferroni correction was adopted to avoid type | error. SPSS software (version 20,
IBM Corporation, Armonk, New York, USA) was used to evaluate the effect of
antibody-mediated S. aureus opsonization on phagocytosis. The impact of S. aureus
on the intracellular ROS production by PMNLs was evaluated intragroup using the
paired-t test or the Wilcoxon test. Results are shown as mean + standard error.

Significance was set at P < 0.05 unless otherwise indicated.

3. RESULTS

Here, no effect of parity on PMNLSs viability was detected (Supplemental Table

S1). Nonetheless, a higher percentage of apoptotic PMNLs (P = 0.003; Figure 1A)
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and lower percentage of viable PMNLs (P = 0.01, Figure 1B) were found in Santa

Inés ewes.
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Figure 1. Percentage of apoptotic (A; annexin-V FITC*/PI) and viable (B; annexin-V
FITC/PI) blood polymorphonuclear leukocytes (PMNLS) in Santa Inés and Lacaune

ewes. Different letters indicate P < 0.05.

Apart from the effect of parity on the GMFI of S. aureus phagocytosis (P =
0.009), no impact of parity on the blood PMNLSs’ functionality was found. In this
regard, pluriparous ewes had a higher GMFI of S. aureus phagocytosis than
primiparous ewes (Figure 2B). Antibody-mediated S. aureus opsonization led to
lower GMFI of S. aureus phagocytosis in both primiparous (P = 0.01) and pluriparous
(P = 0.002) ewes; there was no effect on the percentage of S. aureus phagocytosis.
A significant interaction for breed and parity was observed in the GMFI of
unopsonized (P = 0.04) and opsonized (P = 0.02) S. aureus phagocytosis and the
percentage of PMNLs that produced ROS under the S. aureus-stimulated condition
(P =0.008).
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Figure 2. Percentage (A) and geometric mean fluorescence intensity (GMFI; B) of
unopsonized (NO) and antibody-mediated opsonized (OPS) S. aureus phagocytosis

by PMNLSs in primiparous and pluriparous ewes. Different letters indicate P < 0.05.
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The percentage and GMFI of S. aureus phagocytosis behaved differently in
Lacaune and Santa Inés ewes (Figure 3A). For instance, whereas Laucane ewes
showed a higher percentage (P = 0.016) of unopsonized S. aureus phagocytosis,
Santa Inés ewes displayed a higher percentage (P = 0.0001) of opsonized S. aureus
phagocytosis (Figure 3A). The antibody-mediated S. aureus opsonization negatively
affected the percentage (P = 0.001) and GMFI (P = 0.001) of S. aureus phagocytosis
in Lacaune ewes. In Santa Inés ewes, the antibody-mediated S. aureus opsonization
led to a higher percentage of S. aureus phagocytosis (P = 0.027), but no effect on the
GMFI S. aureus (P = 0.25) was observed.
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0 20 40 60 80 0 5 10 15 20 25

Phagocytosis (%) Phagocytosis (GMFI)

Figure 3. Percentage (A) and geometric mean fluorescence intensity (GMFI; B) of
unopsonized (NO) and antibody-mediated opsonized (OPS) S. aureus phagocytosis

by PMNLs in Lacaune and Santa Inés ewes. Different letters indicate P < 0.05.

In the present study, no effect of parity on the intracellular ROS production
was found. Therefore, the GMFI of intracellular ROS production by PMNLs when
stimulated with S. aureus was higher than that of basal unstimulated PMNLSs in both
primiparous (P = 0.01) and pluriparous (P = 0.005) ewes (Figure 4). Conversely,
there was no significant difference in the percentage of PMNLs that produced ROS
between unstimulated control and S. aureus stimulated PMNLSs in primiparous (P =

0.11) and pluriparous (P = 0.45) ewes.
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Figure 4. Percentage (A) and geometric mean fluorescence intensity (GMFI; B) of
unstimulated (UNS) and S. aureus stimulated (SA) intracellular reactive oxygen
species (ROS) production by PMNLs in primiparous and pluriparous ewes. Different

letters indicate P < 0.05.

Here, the PMNLs from Lacaune ewes led to a higher GMFI of intracellular
ROS production when stimulated with S. aureus than those from the Santa Inés
ewes (P = 0.001; Figure 5), although no effect of breed on the percentage of PMNLs
that produced ROS was observed. The percentage of PMNLs that produced ROS
when stimulated with S. aureus was higher than that of unstimulated control PMNLSs
that produced ROS in Santa Inés ewes (P = 0.015; Figure 5), but no effect on
Lacaune ewes (P = 0.87) was observed. Nonetheless, the GMFI of intracellular ROS
production by PMNLs when stimulated with S. aureus was higher than unstimulated
basal ones in Lacaune ewes (P = 0.001), and the same trend was observed in Santa
Inés ewes (P = 0.09).
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Figure 5. Percentage (A) and geometric mean fluorescence intensity (GMFI; B) of
unstimulated (UNS) and S. aureus stimulated (SA) intracellular reactive oxygen
species (ROS) production by PMNLs in Lacaune and Santa Inés ewes. Different

letters indicate P < 0.05.
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4. DISCUSSION

The viability of PMNLs and their functionality are inextricably connected
(Mehrzad et al., 2004); as such, no effect of parity on the viability of blood PMNLSs or
on the percentage of PMNLs that phagocytosed S. aureus and produced ROS was
found. Conversely, although there was no impact of parity on the intensity of ROS
production by PMNLs, a higher intensity of unopsonized and antibody-mediated
opsonized S. aureus phagocytosis in pluriparous ewes was observed. This finding
suggested that mid- to end-lactating pluriparous ewes could be more protected
against S. aureus infections, although further field studies are needed. In this regard,
the mammary gland immunity markedly relies on a massive and rapid diapedesis of
viable functional PMNLs from blood to the mammary gland, which is crucial for the
clearance of invading pathogens and prevention of the establishment of mastitis, as
milk-resident PMNLs are less functional than blood PMNLs (Paape et al., 2003). In
contrast to our findings, Mehrzad et al. (2009) reported a pronounced reduction in
opsonic S. aureus phagocytosis by PMNLSs in pluriparous compared to primiparous
dairy cows during early lactation. This discrepancy could be intrinsically related to the
species and/or to lactation stage (as no ewes in the early lactation period were used
here). Sander et al. (2011) reported that the phagocytic activity of PMNLS in
pluriparous cows increased from the first parturition until three weeks after parturition,
but the same did not occur in primiparous cows. This led to a higher phagocytosis
activity of blood PMNLs in the third week after parturition in pluriparous cows when
compared to primiparous ones, which is in agreement with our findings in ewes.

Overall, the antibody-mediated S. aureus opsonization partially inhibited the
intensity of S. aureus phagocytosis by PMNLs in both primiparous and pluriparous
ewes, although no effect on the percentage of S. aureus was found. Although the
exact mechanisms need to be further elucidated, blood serum mainly has IgG1. IgG1
could inhibit the opsonic activity of PMNLs (Guidry et al., 1993), whereas IgM and
IgG2 are the main opsonizing antibodies for PMNLs (Guidry et al., 1993; Paape et
al., 2003).

A lower viability rate of blood PMNLs was observed in Santa Inés ewes;

however, we should consider that Lacaune and Santa Inés ewes originated from
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different flocks. As a result, breed effect could not be distinguished from farm effect,
whereas other factors such as management practices could have affected our
findings. A discrepancy in the percentage of antibody-mediated S. aureus opsonized
and unopsonized phagocytosis between Lacaune and Santa Inés ewes was
observed; this could be related to herd effects such as management practices. In this
regard, the increase in the percentage of S. aureus phagocytosis under the antibody-
mediated condition in Santa Inés ewes could reflect the higher circulation of S.
aureus in this flock, as this herd had a serious mastitis problem as reported by a
veterinarian, and consequently lead to the production of S. aureus-specific antibodies
that promote phagocytosis.

Finally, the PMNLs from Lacaune ewes led to a higher GMFI of intracellular
ROS production when stimulated with S. aureus, which suggests that higher
microbicidal activity and/or inflammation could have been triggered in these ewes.
We should also consider that ROS levels can dictate a variety of cellular signaling
pathways that mediate pathological processes including inflammation (Dupré-
Crochet et al., 2013), which were not specifically measured here.

5. CONCLUSIONS
For the first time, we demonstrated a higher intensity of S. aureus
phagocytosis by PMNLs from pluriparous compared to primiparous ewes. This could,
at least in part, make pluriparous ewes more resistant to S. aureus infections. Thus,
our study provides novel insights into PMNLs’ functionality in primiparous and
pluriparous ewes, which could impact their health, although further research is

needed to extrapolate conclusions to the field.
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Supplementary Material

Supplemental Table S1. Percentage (mean percentage + standard error) of blood PMNLSs viability of primiparous

and pluriparous Santa Inés and Lacaune ewes

Primiparous Pluriparous Primiparous Pluriparous
Santa Inés . Lacaune Lacaune
Santa Inés
Annexin V-FITC*/PI- (%) 7.84+1.718 7.11+1.142 3.41+0.48° 4.26 +0.63°
Annexin V-FITC*/PI* (%) 1.77£0.392 1.84 £ 0.542 1.71+0.142 1.65+0.192
Annexin V-FITC/PI* (%) 1.06 £0.212 1.11+0.28% 1.33+0.15% 0.85+0.132
Annexin V-FITC/PI - (%) 89.31+2.12° 89.92 + 1.46° 93.54 + 0.532 93.23+0.832

Different letters among columns indicate P < 0.05.
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Supplementary Figure S1. Flow cytometry histogram overlay showing the geometric mean fluorescence
intensity (FL1-H) of unlabelled (on the left, in orange; geometric mean fluorescence intensity = 1.98) and 5(6)-
carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester (CFSE)-labeled S. aureus (on the right, in purple; geometric

mean fluorescence intensity = 1,248).
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Supplementary Figure S2. Successive gating scheme for identifying polymorphonuclear leukocytes (PMNLS)
and their viability, intracellular reactive oxygen production, and phagocytosis of S. aureus. First, a conservative
gate was created using cell size (forward scatter, FSC-H) and cell granularity (side scatter, SSC-H)
characteristics to identify blood PMNLs (A) in all flow cytometry tubes intended for phagocytosis of S. aureus
(C) or intracellular reactive oxygen species (ROS) production (D). First, after gated PMNLSs were identified (A),
the autofluorescence of PMNLSs were determined using unlabelled cells (B). After gated PMNLs were identified
(A), the recordings of the side angle light scatter (SSC-H) and fluorescent properties (FL1-H*) for 5(6)-
carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester (CFSE) gated PMNLs, which provided information about the
percentage of CFSE-labeled S. aureus that was phagocytosed (C), and among CSFE*-positive PMNLSs, the

geometric mean fluorescence intensity of S. aureus phagocytosis by PMNLs was determined. The 2°,7’-
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dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) is a cell-permeable, nonfluorescent probe that is converted by ROS to
2°,7’-dichlorofluorescein (DCF) in a dose-dependent manner, resulting in a green fluorescence emission that was
detected at 500-530 nm (FL1 channel). Here, after gated PMNLSs were identified (A), the recordings of the side
angle light scatter (SSC-H) and fluorescent properties (FL1-H*) for DCF* gated PMNLSs provided information
about the percentage of PMNLs that produced ROS under unstimulated (basal; D1) and S. aureus stimulated
(D2) conditions, and among DCH*-positive PMNLs, the geometric mean fluorescence intensity of ROS

production by PMNLSs was determined.
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RESUMO

Objetivou-se neste estudo avaliar as variacbes entre as diferentes espécies de
estafilococos, de diferentes nichos ecologicos associados a ovinos de resistir a
fagocitose e inibir a atividade de explosdo respiratdria por leucocitos
polimorfonucleares sanguineos (PMNL) de ovelhas. Foram utilizadas 12 matrizes
ovinas, da ragca Santa Inés (6 primiparas e 6 multiparas), no fim de lactagdo e 25
isolados bacterianos correspondendo a sete espécies de Staphylococcus (cinco
isolados de S. aureus, quatro isolados de S. haemolyticus, trés isolados de S.
chromogenes, quatro isolados de S. simulans, dois isolados de S. xylosus, seis
isolados de S. sciuri e um isolado de S. devriesi) de diferentes nichos ecoldgicos de
ovelhas e borregos (leite — amostras clinica e subclinica, pele de teto das ovelhas e
tonsila de borrego) com historico de coleta simultanea. Para o ensaio de fagocitose,
os estafilococos viaveis foram marcados com corante CFSE. A fagocitose
opsonizada, ndo opsonizada e a producao intracelular de espécies reativas de
oxigénio (ERO) por PMNL foram analisadas por citometria de fluxo. Nossos
resultados mostram que ovelhas multiparas fagocitaram mais que as ovelhas
primiparas e que Staphylococcus ndo aureus (NAS) foram mais fagocitados do que
S. aureus. Entre os isolados de NAS, Staphylococcus chromogenes foi 0 que
apresentou maior média geométrica da intensidade de fluorescéncia (GMFI) de
fagocitose. Todas as espécies, exceto S. devriesi apresentaram maior porcentagem
de fagocitose opsonizada do que ndo opsonizada. S. haemolyticus foi o patdégeno
gque menos estimulou a producdo de ERO, enquanto S. sciuri teve maior
porcentagem de producdo de ERO em ovelhas primiparas. Concluimos que ovelhas
multiparas fagocitaram mais que ovelhas primiparas, assim como, a diversidade na
resposta imune entre os isolados bacterianos utilizados, com destague ao S.
chromogenes que foi o mais fagocitado e que nenhuma espécie inibiu a producéo
intracelular de espécies reativas de oxigénio. Reforcamos assim, a importancia de
estudos considerando as espécies e suas caracteristicas para o entendimento das

doencas associadas.

Palavras-chave: Mastite, Staphylococcus aureus, Estafilococos né&o-aureus,

imunidade inata.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the variations between different species of
staphylococci, from different ecological niches associated with sheep to resist
phagocytosis and inhibit the activity of respiratory explosion by blood
polymorphonuclear leukocytes (PMNL) of sheep. Twelve Santa Inés sheep breeders
(6 primiparous and 6 multiparous) were used at the end of lactation and 25 bacterial
isolates corresponding to seven species of Staphylococcus (five isolates of S.
aureus, four isolates of S. haemolyticus, three isolates of S. chromogenes, four
isolates of S. simulans, two isolates of S. xylosus, six isolates of S. sciuri and one
isolate of S. devriesi) from different ecological niches of sheep and lambs (milk -
clinical and subclinical samples, skin of sheep roof and lamb tonsil) with history of
simultaneous collection. For the phagocytosis assay, viable staphylococci were
marked with CFSE dye. Opsonized, non-opsonized phagocytosis and intracellular
production of reactive oxygen species (ROS) by PMNL were analyzed by flow
cytometry. Our results show that multiparous ewes phagocytosed more than
primiparous ewes and that Staphylococcus non-aureus (NAS) were more
phagocytosed than S. aureus. Among the NAS isolates, Staphylococcus
chromogenes was the one with the highest geometric mean fluorescence intensity
(GMFI) of phagocytosis. All species, except S. devriesi, presented a higher
percentage of opsonized phagocytosis than non-opsonized. S. haemolyticus was the
pathogen that least stimulated the production of ROS, while S. sciuri had a higher
percentage of ROS production in primiparous sheep. We concluded that multiparous
ewes phagocytized more than primiparous ewes, as well as the diversity in the
immune response among the bacterial isolates used, with emphasis on S.
chromogenes, which was the most phagocyte and that no species inhibited the
intracellular production of reactive oxygen species. Thus, we reinforce the
importance of studies considering the species and their characteristics to understand

the associated diseases.

Keywords: Mastitis, Staphylococcus aureus, Non-aureus staphylococci, innate

immunity.
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1. Introducéo

Os leucdcitos polimorfonucleares (PMNL) correspondem as células do
sistema imune com importante capacidade fagocitica na defesa do organismo
animal contra a invasdo por patogenos (SCHALM’'S, 2010). Deste grupo, 0s
neutrofilos se destacam pela capacidade de identificar e eliminar microrganismos
invasores de maneira rapida e eficaz, capazes de modular a resposta imunoldgica e
desencadear cascatas inflamatérias (LODGE et al., 2017). Os neutréfilos eliminam
bactérias fagocitadas por meio do mecanismo dependente de oxigénio, liberando
compostos téxicos por degranulacdo e produzindo espécies reativas de oxigénio
(ERO) que representam o principal arsenal contra bactérias invasoras, e por meio de
um mecanismo independente de oxigénio com a producdo de peptideos
microbicidas e proteases (BLAGITZ et al.,, 2013; DELLA LIBERA et al.,, 2015;
RINALDI et al., 2007).

Embora seja claro o conhecimento de que os PMNL formem a primeira linha
de defesa celular do hospedeiro contra patdgenos causadores da mastite (PAAPE et
al., 2003), pouco se sabe sobre as variacdes entre as distintas espécies e estirpes
de estafilococos, especialmente os estafilococos ndo-aureus (NAS), em sua
capacidade de resistir e evadir os PMNL em ovinos. Diante disso, € indiscutivel que
a longa coevolugdo entre 0s microrganismos e as ceélulas imunes pode estar
envolvida na selecdo de microrganismos bem adaptados ao hospedeiro e a
determinados nichos ecoldgicos, o que pode estar relacionado ao estabelecimento,
gravidade e persisténcia da infec¢cdo, bem como, podem impactar o resultado de
possiveis intervencdes terapéuticas e medidas de prevencdo (HORN et al., 2018;
SPAAN et al., 2013).

As bactérias do género Staphylococcus compreendem a principal causa de
mastite ovina (BLAGITZ et al., 2012; BLAGITZ et al., 2014; VASILEIOU et al., 2019).
Dentre as espécies, Stapylococcus aureus € um patégeno com perfil
predominantemente contagioso e esta associado a forma mais grave de mastite
(mastite gangrenosa), representando risco de perda da glandula maméaria e a vida
da matriz (SANTOS et al., 2007; SEYFFERT et al., 2012). Por outro lado, o grupo
diversificado de NAS é o mais comumente isolado de amostras de ovelhas
(BLAGITZ et al., 2012; BLAGITZ et al., 2014; VASILEIOU et al., 2019). Estafilococos
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nao aureus compreendem um grande grupo de diferentes espécies de estafilococos,
cujas variacOes na persisténcia da infeccao, resisténcia antimicrobiana, viruléncia e
comportamento epidemioldgico foram relatados (VANDERHAEGHEN et al., 2014).
No entanto, pouco se sabe sobre a capacidade das distintas espécies e estirpes de
estafilococos em evadir as defesas imunoldgicas de ovelhas.

Desta forma, objetivou-se avaliar a capacidade de distintas espécies de
estafilococos associados a ovinos de resistir a fagocitose e inibir a producdo
intracelular de espécies reativas de oxigénio por PMNL sanguineos de ovelhas da

raca Santa Inés primiparas e multiparas.

2. Material e Métodos

2.1 Animais e Amostras

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) sob o n° 2811270520.

Foram coletadas 24 amostras de sangue periférico de 12 matrizes ovinas da
raca Santa Inés (6 primiparas e 6 multiparas) em final de lactacéo, provenientes de
uma instituicdo de pesquisa e submetidas ao mesmo manejo higiénico-sanitario e
nutricional. O sistema de criacdo era semi-intensivo, com animais a pasto durante o
dia e confinados a noite, com suplementacdo concentrada e mineral no cocho e
dgua ad libitum. Todas as ovelhas foram submetidas ao exame clinico e se
apresentavam clinicamente sadias no momento da coleta das amostras de sangue.

As amostras de sangue foram coletadas em dois tubos a vacuo (4 mL cada)
com heparina e um tubo sem anticoagulante para obtencéo do soro de cada ovelha

para a pré-opsonizacao bacteriana.

2.2 Isolados bacterianos

Foram utilizados 25 isolados bacterianos correspondendo a sete espécies de
Staphylococcus proveniente de diferentes nichos ecolégicos de ovelhas e borregos

(mastite subclinica - MSC, mastite clinica - MC, pele de teto das ovelhas - P e tonsila
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de borrego - T), sendo cinco isolados de S. aureus (1 MSC, 2 MC, 1 P, 1T), trés de
S. chromogenes (1 MSC, 1 MC, 1P), um de S. devriesi (1 MSC), quatro de S.
haemolyticus (1 MSC, 1 MC, 1 P, 1 T), seis de S. sciuri (3 MSC, 1 C, 1P, 1T),
quatro de S. simulans (1 MSC, 1 MC, 1 P,1 T) e dois de S. xylosus (1 MSC, 1 P),
cuja caracterizacdo genotipica esta apresentada na Tabela 1. A identificacdo dos
isolados bacterianos foi determinada por espectrometria de massas (MS) com fonte
de ionizagdo e dessorgao a laser assistida por matriz — MALDI (Matrix Assisted
Laser Desorption/ lonization) e analisador de massas do tipo tempo-de-voo (TOF,;

SCHULTHESS et al., 2014).

Tabela 1: Lista de isolados bacterianos utilizados para os ensaios de producdo

intracelular de espécies reativas de oxigénio e fagocitose por PMNL sanguineos de ovelhas

Santa Inés.

Espécies Nicho Genes de Genes de

bacterianas viruléncia resisténcia

S. aureus Apice de teto sea, seb, sed -

S. aureus Mastite subclinica sea, seb, sec -

S. aureus Mastite subclinica - -

S. aureus Mastite clinica sea, seb, sec blaz

S. aureus Tonsila de - -
borrego

S. chromogenes Mastite subclinica - -

S. chromogenes Apice de teto - -

S. chromogenes Mastite clinica sea, seb, sec blaZ

S. devriesi Mastite subclinica - -

S. haemolyticus Mastite clinica sea, seb, sec blaz

S. haemolyticus Apice de teto sea, seb, sec -

S. haemolyticus Tonsila de sea, seb, sec -
borrego

S. haemolyticus Mastite subclinica sea, seb, sec

S. sciuri Mastite subclinica sea, seb, sec -

S. sciuri Tonsila de sea, seb, see blaZ
borrego
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S. sciuri Mastite subclinica - -
S. sciuri Mastite clinica sea,seb, see -
S. sciuri Apice de teto - -
S. sciuri Mastite subclinica sec -
S. simulans Mastite clinica sea, seb, sec -
S. simulans Tonsila de - -
borrego
S. simulans Mastite subclinica - -
S. simulans Apice de teto seb, sec -
S. xylosus Mastite subclinica - -
S. xylosus Apice de teto - -

2.3 Condicbes de crescimento para ensaio de fagocitose e producdo de ERO

O ensaio de fagocitose e producdo de ERO foram avaliados usando bactérias
marcadas e ndo marcadas com éster succinimidilico da carboxifluoresceina (CFSE),
respectivamente. Primeiro, os isolados foram cultivados em placas de agar sangue
de carneiro a 5%. Em seguida, colonias frescas de cada bactéria foram cultivadas
overnight em caldo de infusdo de cérebro e coracdo (BHI, cat. n. 1135,
ThermoFisher™, Basingstoke, UK) a 37 °C. Subsequentemente, todos os isolados de
estafilococos foram diluidos a 1:1.000 e cultivados overnight a 37 °C em caldo BHI.
As bactérias foram utilizadas na fase de crescimento exponencial tardio e foram
centrifugadas a 2.500 x g por 15 minutos e lavadas duas vezes com tampao de
fosfato de Dulbecco (DPBS; cat. n. 14190185, Gibco, Paisley, Reino Unido).
Posteriormente, as bactérias foram ressuspensas em RPMI-1640 (cat. n. R7638,
Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) com 10% de soro fetal bovino inativado por calor
(Cultilab, Campinas, Brasil) e armazenadas a -80 °C por no maximo 7 dias. As
suspensoes de bactérias foram posteriormente cultivadas em placas de agar BHI em
diluicbes seriadas e o numero de coldnias (unidades formadoras de colénias por mL-
1) foi determinado. Entdo, 107 bactérias ndo marcados com CFSE foram adicionadas
aos leucdcitos sanguineos para o ensaio de producéo intracelular de ROS por PMNL
para obter uma multiplicidade de infeccdo de 25 (MOI = 25). Em seguida, para
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garantir a viabilidade bacteriana foi realizada a diluicdo seriada em agar BHI da
suspensao bacteriana para determinar o numero de estafilococos vivos antes do

congelamento a -80 °C e apds o descongelamento (no dia do experimento).

2.4 Marcacdao das bactérias

Para a avaliagao do ensaio de fagocitose, estafilococos vivos foram marcados
com éster succinimidilico da carboxifluoresceina (CFSE) (cat. n. C1157, Invitrogen,
Califérnia, EUA) como previamente descrito por Vander Top et al. (2006).
Resumidamente, a suspensdo de bactérias foi incubada a 37 °C por 30 min no
escuro com volume igual de uma solugdo com 2,0 uM de CFSE. Posteriormente, as
suspensdes de bactérias foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos trés vezes
com DPBS (cat. n. 14190185, Gibco, Paisley, UK) e ressuspensas em RPMI-1640
(cat. n. R7638, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) com 10% de soro fetal bovino
inativado pelo calor (Cultilab, Campinas, Brasil), e armazenado a -80 °C por no
maximo sete dias.

Para garantir que a viabilidade das bactérias ndo fosse afetada pela
marcacao bacteriana com CFSE, foi determinada a contagem bacteriana da
suspensao de cada estafilococo por diluicdo seriada em agar BHI antes e apos a
marcacdo das bactérias com CFSE, e no dia do experimento (ap0s
descongelamento) para verificar se a viabilidade foi alterada . Para o presente
estudo, 107 inéculo de bactérias marcadas com CFSE foram adicionados ao sangue
para obter MOI de 25. Posteriormente, a marcacdo com CFSE das bactérias foi

confirmada por citometria de fluxo (Figura Suplementar S1).
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Fig. S1. Sobreposicdo do histograma da citometria de fluxo mostrando a média
geométrica da intensidade de fluorescéncia (FL1-H) de S. aureus ndo marcado (a
esquerda, em laranja; média geométrica da intensidade de fluorescéncia = 1,98) e
da marcada com éster succinimidilico da carboxifluoresceina (CFSE) (a direita, em
azul média geométrica da intensidade de fluorescéncia = 1248).

2.5 Pré-opsonizacédo das bactérias

Para obtencédo do soro ovino, as amostras de sangue coletadas em tubos a
vacuo sem anticoagulante foram centrifugadas a 3400 rpm por 15 min. O sistema
complemento do soro ovino autélogo foi inativado por tratamento térmico (incubagao
por 30 min. a 56°C). Posteriormente, para a opsonizacdo, as bactérias vivas foram
incubadas durante 20 min. a 37 °C com 10% de soro autélogo apds inativacdo do
sistema complemento (BARRIO et al., 2000).

2.6 ldentificacdo de neutrofilos

A populacdo de PMNL do sangue foi identificada por suas caracteristicas de
tamanho celular (dispersao direta) e granularidade celular (dispersao lateral) por
meio da citometria de fluxo (SMITS; BURVENICH; HEYNEMAN, 1997; KEOGH et
al., 2011; SWAIN et al., 2015)

2.7 Producdo intracelular de ERO

A producado de ERO intracelular foi avaliada por citometria de fluxo usando o
diacetato de 2', 7" - diclorofluoresceina (DCFH-DA) como sonda (BLAGITZ et al.,
2017; SANTOS et al., 2017; SOUZA et al.,, 2018). Para a avaliagdo da producéao
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intracelular de ERO, os PMNL foram estimulados com o estafilococo vivo néo
marcado com CFSE (aproximadamente na proporcédo de 25 bactérias por PMNL).
Inicialmente, 100 pL de sangue total foi utilizado para lise hipoténica das hemacias,
com a adicdo de 1.000 pL de NaCl 0,2% por 20 s; depois a isotonicidade foi
restabelecida com a adi¢cdo de 1.000 pL de NaCl 1,6%. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas a 400 g por 8 min, e os leucdécitos sanguineos foram incubados
com 200 yL de 0,3 mM DCFH-DA (cat. n. D6883, Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
juntamente com estafilococos ndo marcados por 30 minutos a 37 °C. Logo apés, as
amostras foram centrifugadas a 400 g por 8 min, e ressuspendidas em 300 pL de
DPBS.

A producédo basal ndo estimulada (sem bactérias) de ERO por PMNL também
foi determinada (controle negativo). Aqui, 20.000 células, excluindo a maioria dos
detritos foram avaliadas por amostra. As leituras das amostras foram realizadas
utilizando um citémetro de fluxo FACSCalibur™ (Becton Dickinson Immunocytomtry
Systems™, San Diego, EUA) com lasers de argonio (excitacdo 488 nm) e diodo
(excitacdo 635 nm). O software FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, EUA) foi usado para
analisar os dados. Os dados sao apresentados como porcentagem de PMNL que
fagocitaram bactérias marcadas com CFSE (porcentagem de células coradas) e
média geométrica de intensidade de fluorescéncia, a qual fornece uma medicéo
precisa do brilho das células marcadas e é, portanto, um indicador do nimero de
bactérias fagocitadas por PMNL. Os resultados foram corrigidos quanto ao contetdo
de autofluorescéncia usando células de sangue ndo marcadas das mesmas

amostras.

2.8 Ensaio de fagocitose

O ensaio de fagocitose foi realizado por citometria de fluxo (DELLA LIBERA et
al.,, 2015) usando estafilococos vivos marcados com CFSE (bactérias pré-
opsonizadas e nao opsonizadas). Inicialmente, 100 pL de sangue total foi utilizado
para lise hipotdnica das hemacias, com a adi¢cao de 1.000 puL de NaCl 0,2% por 20 s;
depois a isotonicidade foi restabelecida com a adi¢éo de 1.000 uL de NaCl 1,6%. As
amostras foram centrifugadas a 400 g por 8 min, e posteriormente os PMNL

sanguineos foram incubados com estafilococos marcados com CFSE
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(aproximadamente uma proporcao de 25 bactérias por PMNL) pré-opsonizados ou
nao opsonizados por 30 minutos a 37 °C. Em seguida, foram adicionados 2 mL de
EDTA 3 mM, para excluir bactérias aderentes a membrana leucocitaria que
poderiam ser erroneamente identificadas como ingeridas (BATISTA et al., 2018).
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 400 g por 8 min, e as amostras
resuspendidas em 300 puL de DPBS. Aqui, 20.000 células, excluindo a maioria dos
detritos, foram avaliadas por amostra.

As leituras das amostras foram realizadas utilizando um citdmetro de fluxo
FACSCalibur™ (Becton Dickinson Immunocytomtry Systems™, San Diego, EUA)
com lasers de argbnio (excitacdo 488 nm) e diodo (excitacdo 635 nm). O software
FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, EUA) foi usado para analisar os dados. Os dados
sdo apresentados como porcentagem de PMNL que fagocitaram bactérias marcadas
com CFSE (porcentagem de células coradas) e média geométrica de intensidade de
fluorescéncia que fornece uma medicéo precisa do brilho das células marcadas e €,
portanto, um indicador do numero de bactérias fagocitadas por PMNL. Os
resultados foram corrigidos quanto ao contetdo de autofluorescéncia usando células

de sangue ndo marcadas das mesmas amostras.

2.9 Andlise estatistica

A analise estatistica foi conduzida utilizando dois programas estatisticos, 0
SAS OnDemand (SAS Institute., Cary, NC) e o SPSS (verséo 20, IBM. Armonk NY).
Inicialmente, a hipétese da normalidade da distribuicdo dos dados foi verificada por
meio de histogramas, graficos gg-plot e pelo teste de Shapiro-Wilk, ambas as
analises revelaram que os dados ndo apresentavam distribuicdo Gaussiana. Em
seguida as variaveis foram transformadas pelo método logaritmico, e novamente
suas distribuicbes foram avaliadas e as variaveis relacionadas a intensidade da
producdo de espécies reativas de oxigénio por leucocitos polimorfonucleares
assumiram distribuicdo normal. As outras variaveis passaram por novas
transformacdes, como a da raiz quadrada e do log-neperiano, € ndo assumiram
distribuicdo Gaussiana e foram avaliadas por meio da estatistica ndo paramétrica.
Para a avaliagdo das variaveis relacionadas a intensidade de producéo intracelular

de ERO foram confeccionados diferentes modelos para determinar o efeito do
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namero de partos e caracteristicas intrinsecas as bactérias (espécie e nicho) sobre a
intensidade da producao intracelular de espécies reativas de oxigénio.

Os modelos foram confeccionados utilizando o software SAS OnDemand por
meio do PROC GLIMMIX, onde se utilizou a distribuicdo Log-Normal. O niamero de
partos e as classificacbes de acordo com as caracteristicas das bactérias foram
considerados efeitos fixos, enquanto os animais foram incluidos como efeito
aleatorio nos modelos. Para todos os modelos mistos generalizados os critérios de
Akaike e Bayesiano, assim como a avaliacao grafica dos residuos do modelo, foram
avaliados. E por fim as comparacdes pareadas foram verificadas por meio do teste
de Tukey-Kramer.

As variaveis relacionadas a fagocitose das distintas espécies e estirpes de
estafilococos, assim como a porcentagem de producao intracelular de espécies
reativas de oxigénio foram verificadas utilizando estatistica ndo paramétrica
utilizando o software SPSS. Utilizando essa abordagem verificou-se o efeito do
namero de partos, opsonizacgao e efeitos inerentes as bactérias. A hipotese do efeito
do nimero de partos, assim como o efeito isolado das bactérias sobre a fagocitose e
a producdo intracelular de ERO foram verificadas utilizando o teste de Mann-
Whitney e para as avaliacfes de mais de dois grupos de bactérias, utilizou-se o teste
de Kruskall-Wallis. Por outro lado, o efeito da opsonizacdo foi considerado como
uma avaliacdo dependente, visto que as amostras eram oriundas do mesmo animal,
entdo utilizou o teste de Wilcoxon. Além disso, verificou possiveis interacdes entre o
namero de partos e bactérias ou a interacdo entre a opsonizacdo e as bactérias
testadas. Para isso foram criadas duas classificacbes no conjunto de dados
relacionadas ao numero de partos e as bactérias utilizadas, assim como para a
opsonizacado e bactérias usadas; essa nova classificagdo permitiu avaliar a interacao
entre os efeitos fixos do nimero de partos e bactérias ou opsonizacéo e bactérias.

A interacdo entre o numero de partos e as bactérias utilizadas foi verificada
pelo teste de Kruskall-Wallis como post hoc o teste de Mann-Whitney. O efeito da
interacdo entre a opsonizacdo e as bactérias utilizadas no estudo foi avaliada pelo
teste de Friedman como post hoc o teste de Wilcoxon. O método de Bonferroni foi
utilizado para corrigir o valor do nivel de significaAncia nas multiplas comparacdes das
avaliagbes ndo parameétricas. Para as inferéncias a significancia foi considerada
quando P < 0,05.
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3. Resultados

Considerando a média geométrica da intensidade de fluorescéncia (GMFI)
percebemos que as ovelhas multiparas fagocitaram mais que as primiparas, no
entanto, essa diferenca estatistica ndo foi observada na porcentagem de fagocitose
(Figura 1, | - 1l). Considerando a opsonizacdo, 0 grupo ndo opsonizado apresentou
maior GMFI de fagocitose do que o opsonizado. Ja na média percentual, o
opsonizado fagocitou consideravelmente mais que o ndo opsonizado (Figura 1, IlI -
V).

Parto
I 1L
Multipara —‘ A Multipara ‘{ A
Primipara B Primipara —‘ A
I T T I T T T 1
] 15 16 3 35 36 37 38
Fagocitose (GMFI) Fagocitose (%)
Opsonizacao
L v
Opsonizada ~‘ B Opsonizada ~{ A
Niio Opsonizada A Niio Opsonizada B
T T T T T T T T
13 L] 15 16 30 35 40 48
Fagocitose (GMFI) Fagocitose (%)

Figura 1: Efeito parto (I e Il) e opsonizagéo (Il e IV) sob a fagocitose por leucdcito

polimorfonuclear do sangue de ovelhas.
Letras diferentes indicam P = 0,0001.

Considerando a fagocitose de S. aureus e do grupo NAS percebeu-se que o
grupo NAS apresentou maior GMFI e maior porcentagem de fagocitose do que o S.
aureus, em ovelhas multiparas. S. aureus apresentou maior GMFI de fagocitose em
ovelhas multiparas do que em primiparas, mas percentualmente n&do houve
diferenca estatistica entre elas (Figura 2, | - 1). NAS e S. aureus apresentaram maior

GMFI no grupo nédo opsonizado do que no opsonizado, no entanto, observando os
b3



valores percentuais, 0s grupos opsonizados apresentaram fagocitose muito superior

aos nao opsonizados, tanto para S. aureus quanto para NAS (Figura 2, IlI - V).
L 1L
Multipara_NAS 4 A Multipara_NAS —] A
Primipara_NAS BC Primipara_NAS C
Multipara_S. aureus - B Multipara_S. auwreus —— B
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T T 1 T T T 1
12 14 16 18 32 34 36 38

Fagocitose (GMFI)

L
Nio opsonizada_NAS 4 aB
Opsonizada_NAS D
Nao opsonizada_S. aureus —{ BC
Opsonizada_S. aureits A D

1 I 1 1
)

Fagocitose (GMFI)

Fagocitose (%)
Iv.
Nao opsonizada NAS= (¢]

Opsomizada_NAS

>

Nao opsonizada_S. aureus - —| D

Opsonizada 5. aureus - B

I 1 1 I
30 35 40 45

Fagocitose (%)

Figura 2: Média dos quadrados minimos (+ SEM) da média geométrica da
intensidade de fluorescéncia (GMFI) e da porcentagem (%) da fagocitose de
Staphylococcus ndo aureus (NAS) e Staphylococcus aureus por leucécito
polimorfonuclear do sangue de ovelhas, considerando os efeitos parto (I e Il) e
opsonizacao (Il e 1V).

SEM: erro-padréo. Letras diferentes indicam P < 0,008.

Entre as diferentes espécies estudadas, S. chromogenes teve maior GMFI de
fagocitose, mas percentualmente nenhuma diferenca estatistica foi observada entre
as espécies bacterianas (Figura 3). Considerando o efeito parto houve diferenca
estatistica entre ovelhas primiparas e multiparas estimuladas por S. aureus e por S.
haemolyticus, entre as ovelhas primiparas. S. chromogenes foi mais fagocitado que
S. aureus, S. sciuri e S. haemolyticus, nas ovelhas multiparas e entre as médias
percentuais, nenhuma diferenca estatistica foi observada (Figura 4, I-1I). S.
haemolyticus e S. sciuri tiveram maior GMFI ndo opsonizada do que opsonizada. S.
chromogenes opsonizado teve maior GMFI do que S. aureus, S. sciuri e S.
haemolyticus opsonizados. Entre os ndo opsonizados, S. chromogenes foi mais
fagocitado que S. aureus ndo opsonizado (Figura 4 — Ill). Considerando as médias

percentuais, S. chromogenes, S. xylosus, S. simulans, S. haemolyticus, S. sciuri e S.
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aureus tiveram maior fagocitose opsonizada do que nao opsonizada. Ndo houve
diferenca estatistica entre a porcentagem das espécies opsonizadas e néao
opsonizadas.

A opsonizagdo elevou a porcentagem de fagocitose do S. sciuri e S.

haemolyticus que apresentaram maior GMFI ndo opsonizada (Figura 4 — V).

L
S. chromogenes A S. chromogenes A
S. xylosus B S, xylosus A
S. devriesi B S. devriest A
S. simulans — B S simulans — A
S. haemolyticus B S. haemolyticus A
S. sciuri B S. sciuri A
S. aureus B S. aurens A
I T T T 1 I T T T T 1
14 15 16 17 18 32 34 36 38 40 42
Fagocitose (GMFI) Fagocitose (%)

Figura 3: Média dos quadrados minimos (+ SEM) da média geométrica da
intensidade de fluorescéncia (GMFI) e da porcentagem (%) de fagocitose de S.
aureus, S. sciuri, S. haemolyticus, S. simulans, S. chromogenes, S. devriesi e S.
xylosus por leucécitos polimorfonucleares do sangue de ovelhas.

SEM: erro-padréo. Letras diferentes indicam P < 0,0024.
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Figura 4: Média dos quadrados minimos (+ SEM) da meédia geométrica da
intensidade de fluorescéncia (GMFI) e da porcentagem (%) de fagocitose de S.
aureus, S. sciuri, S. haemolyticus, S. simulans, S. chromogenes, S. devriesi e S.
xylosus por leucdcito polimorfonuclear do sangue de ovelhas, considerando o Efeito

parto (I e Il) e a opsonizacéo (lll e V).
SEM: erro-padréo. Letras diferentes indicam P < 0,0006.

Considerando os nichos ecologicos dos diferentes isolados, aqueles de
mastite clinica apresentaram maior GMFI de fagocitose do que os isolados de
mastite subclinica (Figura 5 — ), no entanto nenhuma diferenca estatistica foi

observada (Figura 5 —11).

L 1L
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Figura 5: Média dos quadrados minimos (+ SEM) da meédia geométrica da
intensidade de fluorescéncia (GMFI) e da porcentagem (%) de fagocitose de
distintas espécies de estafilococos associadas a ovinos, divididos por seu nicho

ecoldgico, por leucocito polimorfonuclear do sangue de ovelhas.
SEM: erro-padréo. Letras diferentes indicam P < 0,008.

Considerando a producédo intracelular de ERO por PMNL do sangue de
ovelhas, observou-se diferenca estatistica para o efeito parto (P = 0,012), entre
primiparas (99.793 £ 0.030) e multiparas (99.888 + 0.014). As ovelhas multiparas
desafiadas com S. sciuri produziram uma porcentagem maior de ERO do que as

ovelhas primiparas desafiadas com S. haemolyticus (Figura 7).
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Figura 6: Média dos quadrados minimos (+ SEM) da porcentagem (%) da producéao
intracelular de espécies reativas de oxigénio (ERO) por S. aureus, S. sciuri, S.
haemolyticus, S. simulans, S. chromogenes, S. devriesi, S. xylosus e de néo
estimulado (basal-controle) por leucdcito polimorfonuclear do sangue de ovelhas,

considerando o efeito parto
SEM: erro-padréo. Letras diferentes indicam P < 0,0004.

4. Discussao

Neste estudo, os PMNL sanguineos de ovelhas multiparas fagocitaram mais
gue os PMNL provenientes de ovelhas primiparas, sugerindo que as ovelhas
multiparas sdo mais eficientes em debelar as infec¢cdes por estafilococos,
provavelmente por ja terem sido desafiadas em algum momento de suas vidas. Em
outras circunstancias, Mehrzad et al. (2009) relataram que a fagocitose de
Staphylococcus aureus por PMNL em vacas primiparas no periodo pariparturiente
foi substancialmente maior do que em vacas multiparas, provavelmente por uma
resposta mais exacerbada do sistema imune dessas vacas no inicio da lactacao,
nao podendo afirmar que essa caracterpistica se mantém ao longo da lactacao.

O mecanismo de fagocitose opsonizada esta relacionado a imunidade inata
do animal. Esse processo se inicia com a neutralizagéo e fixacdo de opsoninas pelos
neutroéfilos na superficie bacteriana que séo reconhecidas por receptores especificos
(Fc (FcRs) e receptores do complemento (CRs) e desencadeiam 0 processo
fagocitico (VAN KESSEL; BESTEBROER; VAN STRIJP, 2014). Em nosso estudo,

0S componentes do sistema complemento foram inativados pelo calor e as
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imunoglobulinas foram as responsaveis pela caracteristica da resposta opsonizada.
Nossos resultados mostraram que a opsonizacdo impactou de forma positiva o
percentual de fagocitose de todos os isolados (S. aureus, S. simulans, S. xylosus, S.
chromogenes, S. haemolyticus e S. sciuri), exceto S. devriesi, que ndo apresentou
imunoglobulinas para caracterizar uma resposta fagocitica especifica. Sabe-se que a
opsonizacdo nao € obrigatoria para a ocorréncia do processo de fagocitose, no
entanto potencializa substancialmente a fagocitose e sdo dependentes da bactéria
alvo (VAN KESSEL; BESTEBROER; VAN STRIJP, 2014), pois esta relacionado a
um contato prévio com o patégeno que estimulou a producdo de células de
memoria que em nova infeccdo trara mais rapidez e especificidade de
imunoglobulinas a resposta imune do animal (JONG; KESSEL; STRIJP, 2019).

Para combater o arsenal de mecanismos de defesa apresentado pelos PMNL,
0S microrganismos bacterianos desenvolvem mecanismos de escape contra essas
barreiras imunolégicas do hospedeiro. S. aureus € conhecido por desafiar a eficacia
dos neutréfilos e € bem conhecido por sua capacidade de evadir a fagocitose
(GUERRA et al., 2017; THAMMAVONGSA et al., 2015). Por isso, estudos anteriores
investigaram a capacidade de S. aureus associado a mastite em resistir a fagocitose
e a morte bacteriana em bovinos (SUTRA; RAINARD; POUTREL, 1990;
AARESTRUP; SCOTT; SORDILLO, 1994; BARRIO et al., 2000). No entanto, pouco
se sabe sobre essas caracteristicas relacionadas aos NAS, embora alguns estudos
anteriores tenham caracterizado a capacidade desse grupo de bactérias de resistir a
fagocitose e a morte bacteriana por fagocitos em humanos (SCHUTZE et al., 1991,
SPILIOPOULOU et al., 2012).

Além disto, quando analisamos NAS, como um grupo, estas espécies foram
mais fagocitados que S. aureus, indicando que S. aureus é mais eficiente em evadir
a resposta fagocitica dos PMNL. No entanto, quando consideramos a
heterogenidade deste grupo bacteriano, observa-se que S. chromogenes foi mais
fagocitado por PMNL que S. aureus, sugerindo que S. aureus e as demais espécies
de NAS séo capazes de evadir a esta resposta neutrofilica. Neste contexto, quando
avaliamos as distintas espécies de NAS e consideramos a variacdo substancial
entre as espécies, como por exemplo, a inducdo de uma resposta inflamatoria
mensurada pela contagem de células somaticas (CCS), destacamos que o0s

estafilococos séo divididos em novobiocina resistante e sensiveis, e que 0s
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estafilococos sensiveis a novobiocina sdo considerados patdégenos principais, e
portanto levam ao maior aumento da CCS. Por outro lado, os estafilococos
resistentes a novobiocina sdo considerados patdgenos secundarios, entre eles S.
xylosus e S. sciuri (SOUZA et al., 2012). Salientamos que entre NAS resistentes a
novobiocina, S. sciuri representa uma excecdo, pois, mesmo sendo classificado
como patdgeno secundario, muitas vezes tem a capacidade de causar mastite
clinica, aumentar contagem de células somaticas (CCS) e portar varios genes de
viruléncia (CONDAS et al.,, 2017), apresentando perfil semelhante a S. aureus
(MOURA, 2020; NEMEGHAIRE et al., 2014).

Portanto, todas as espécies de estafilococos sensiveis a novobiocina,
incluindo S. aureus foram capazes de evadir a fagocitose por PMNL. Em estudo com
bovinos, onde todas as espécies de NAS sdo considerados patdégenos secundarios,
diferentemente do que ocorre em ovelhas, Souza (2018) avaliou a fagocitose de S.
aureus e NAS (S. chromogens, S. haemolyticus e S. fleuretti) de bovinos
provenientes de diferentes nichos ecoldgicos por PMNL sanguineos e ndo encontrou
diferenca entre S. aureus e NAS — este Ultimo como um grupo. Avall-Jaaskeldinen et
al. (2013) avaliaram a resisténcia a fagocitose por distintos isolados de NAS
provenientes de diferentes nichos ecolégicos por macréfagos murinos, e notaram
comportamento distinto de S. aureus comparado a S. haemolyticus e S.
chromogenes, sendo este Ultimo o mais fagocitado, corroborando com nossos
achados. Desta forma, destacamos que até o momento ndo h& estudo disponivel
gue tenha investigado a capacidade de NAS associado a ovinos em resistir a
fagocitose e ao mecanismo de morte bacteriana por PMNL do sangue de ovelhas.

Também investigamos o efeito do nicho ecolégico sobre a resisténcia a
fagocitose e inibicdo da producéo intracelular de ERO por PMNL. Nesse contexto,
percebeu-se que os isolados de estafilococos provenientes de casos de mastite
clinica foram mais fagocitados do que os isolados de mastite subclinica.
Comumente, os patdogenos associados a mastite estdo sujeitos as pressdes da
resposta imune, falta de nutrientes (por exemplo, o ferro) e antibiéticos, o que pode
constituir um desafio ambiental que impulsiona a presséo seletiva para a coevolugéo
adaptativa das bactérias deste nicho ecoldgico. Por outro lado, as bactérias do apice
do teto e tonsila, por exemplo, sdo submetidas a pressbes distintas, como a

competicdo da microbiota, variado controle do sistema imunologico e exposicao
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intermitente a baixa concentracdo de antibidticos (GIULIERI et al.,, 2018).
Observamos que houve maior fagocitose de estafilococos isolados de casos
de mastite clinica por PMNL quando comparados aos isolados de mastite subclinica
pode indicar que o processo de fagocitose é fundamental para determinar a
severidade da infeccdo, uma vez que a mastite clinica apresenta um quadro mais
severo e muitas vezes autolimitante, sugerindo que a resposta do hospedeiro foi
capaz de eliminar a infeccdo. Por outro lado, a menor intensidade de fagocitose das
espécies isoladas de casos de mastite subclinica pode favorecer as IMI persistentes.
Em nosso estudo nenhuma espécie inibiu a producéo de ERO, pois todas
elevaram a producdo a niveis maiores ou semelhantes ao do controle né&o
estimulado. Percebeu-se que S. haemolyticus induziu menor produgdo de ERO
quando comparado ao S. sciuri que foi o patdgeno com maior porcentagem de
producdo de ERO em ovelhas primiparas, indicando que a producdo de ERO pode
mediar a resposta inflamatéria. De fato, deve-se considerar que os niveis de ROS
podem ditar uma variedade de vias de sinalizacdo celular que medeiam processos
patoldgicos, incluindo a inflamacgédo (DUPRE-CROCHET; ERARD; NUBE, 2013).
Nosso estudo demonstrou que a heterogeneicidade das espécies de NAS
pode impactar a resposta do hospedeiro, que pode estar relacionada com a evaséao
do processo de fagocitose por PMNL, podendo se refletir no processo inflamatério e

na gravidade da infecgéo.

5. Conclusao

Concluimos que ovelhas multiparas fagocitaram mais que ovelhas primiparas,
assim como, a diversidade na resposta imune entre os isolados bacterianos
utilizados, com destaque ao S. chromogenes que foi o mais fagocitado e que
nenhuma espécie inibiu a producéo intracelular de espécies reativas de oxigénio.
Reforcamos assim, a importancia de estudos considerando as espécies e suas

caracteristicas para o entendimento das doencas associadas.
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4. Consideracdes Finais

Este € o primeiro trabalho a avaliar a atividade de PMNL do sangue de
ovelhas desafiados com diferentes isolados de Staphylococcus spp. Os resultados
deste estudo demonstraram que a modulacdo da resposta imune, considerando a
funcdo fagocitica dos PMNL a S. aureus variou entre as racas estudadas e a
heterogeneicidade entre as espécies de NAS impactaram a resposta do hospedeiro,
fato que pode estar relacionado com a evasao do processo de fagocitose por PMNL,
podendo refletir no processo inflamatério e na gravidade da infeccdo. Sabe-se que a
modulacdo da resposta imune a um desafio infeccioso por patégeno bacteriano
depende da co-relacdo entre os envolvidos (caracteristica do isolado bacteriano e
competéncia imunolégica animal). Desta forma, estudos que busquem compreender
as caracteristicas das racas, influéncias relacionadas a aptiddo produtiva, ao
manejo, as condi¢bes sanitarias do rebanho e as espécies bacterianas envolvidas
nos processos infecciosos devem ser bem conhecidas e levadas em consideragéo
para o0 estabelecimento de alternativas para condutas terapéuticas, medidas

profilaticas e de prevencao a infecgdes.
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Capitulo 1

Anexos

Supplemental Figure S1. Flow cytometry histogram overlay showing the geometric mean fluorescence

intensity (FL1-H) of unlabelled (on the left, in orange; geometric mean fluorescence intensity = 1.98) and 5(6)-

carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester (CFSE)-labeled S. aureus (on the right, in purple; geometric

mean fluorescence intensity = 1,248).

Supplemental Table S1. Percentage (mean percentage + standard error) of blood PMNLSs viability of primiparous

and multiparous Santa Inés and Lacaune ewes

Primiparous Multiparous Primiparous Multiparous
Santa Inés R Lacaune Lacaune
Santa Inés
Annexin V-FITC*/7-AAD~ (%) 7.84+1.72% 3.41+0.48° 7.11+1.142 4.26 + 0.64°
Annexin V-FITC*/7-AAD" (%) 1.77 £0.392 1.71+£0.15% 1.85+0.552 1.65+0.192
Annexin V-FITC/7-AAD" (%) 1.06 £ 0.212 1.34+£0.162 1.11+0.292 0.85+0.132
Annexin V-FITC/7-AAD - (%) 89.31 +£2.13? 93.54 + 0.542 89.93 £ 1.472 93.23 +0.832

Different letters indicated P < 0.05.

80



Supplemental Table S2. Percentage and geometric mean fluorescence (mean + standard error) of blood

PMNLs opsonized and unopsonized S. aureus phagocytosis by primiparous and multiparous Santa Inés and

Lacaune ewes

Primiparous Multiparous Primiparous  Multiparous
Santa Inés R Lacaune Lacaune
Santa Inés
Unopsonized phagocytosis (%) 26.66 + 2.38" 66.29 + 6.47° 20.86 + 443"  56.81 + 9.64%
Unopsonized phagocytosis (GMFI) 13.66 + 0.592 25.07 £ 4.33° 16.04 +0.962  16.30 £ 0.372
Opsonized phagoctytosis (%) 37.33 £5.842 15.54 + 2.85° 36.77+5.858  19.58 + 4.78P
Opsonized phagoctytosis (GMFI) 13.49 + 0.26° 11.96 £ 0.15° 15.06 + 0.472 12.16 £ 0.25°

Different letters indicated P < 0.05.

Supplemental Table S3. Percentage and geometric mean fluorescence of intracellular ROS production (mean

percentage + standard error) by blood PMNLs under unstimulated (basal) and stimulated S. aureus conditions

by primiparous and multiparous Santa Inés and Lacaune ewes

Multiparous

Primiparous Primiparous  Multiparous
Santa Inés Santa Inés Lacaune Lacaune
Basal ROS Production (%) 97.36 £ 2.232 99.61 = 0.072 99.56 + 0.252  99.71 £ 0.042
Basal ROS Production (GMFI) 923.9 + 157.32 640.9 £58.17¢  730.6 + 124.4* 633.7 + 57.58¢2
ROS production under S. aureus 99.97 + 0.01° 99.73 £ 0.08? 99.90 £ 0.042  97.29 +2.27°
stimulation condition (%)
ROS production under S. aureus 1102 £ 227.28 966.3 £51.178 963.0 £ 146.82 1108 + 169.5?

stimulation condition (GMFI)

ROS: reactive oxygen species. GMFI: geometric mean fluorescence intensity. Different letters indicated P < 0.05.
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Supplemental Figure S2. Overall geometric mean fluorescence intensity (GMFI) of intracellular reactive

oxygen species (ROS) production by polymorphonuclear leukocytes under unstimulated (basal) and S. aureus-

stimulated conditions. Different letters indicated P < 0.05.
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Folder para divulga¢ao de informacgoes praticas

Ovelhas da raga Santa Inés sao

reconhecidas por sua 6tima
1 habilidade materna e Manejo de Ovelhas
capacidadede criar seus R %
Inflamag3o da glandula mamaria borregos. Santa Inés Pos Parto

que dificulta a amamentacgdo e o
desenvolvimento do borrego.

Pesquisadores:

Michele Flavia S. Marques
Méd. Veterinéria | P6s graduanda— UFPB| UFRPE
Michele_flaviad@hotmail.com
Guilherme Santana de Moura
Sinais: Méd. Veterindrio—P6s graduando — UFRPE
RN A . guilhermesmoura@hotmail.com
» Relutanciadaovelhaa Luciana B. B. C. da Costa
mamad a, Professora OSU-USA/Consultora
RN . . da-costa.2@osu.edu
+ Borregos inquietos. Rinaldo Aparecido Mota
Professor | Orientador— UFRPE | PPGBA
Rinaldo.mota@hotmail.com

E necessario estar atento aos Apoio: Para Evitar:
sinais para evitar perder a cria = B +* Ocorréncia de mastite
ou a propria matriz. ,& ﬂ e STAIE +* Mortalidade dascrias
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No Pos Parto é importante
observar:

Presenca de leite na glandula
mamaria

Mamada eficiente da(s) cria(s)

» Balanco da cauda durante
a mamada;

« Satisfacdo e calmaria pos
mamada.

Durante a Lactacio € importante
observar:

Parto simples (uma cria): |
i

- se a cria mama nos dois tetos

- se ndo esta havendo acumulo de
leite em uma das mamas

A = Normal;

B = Ovelha com mastite na
glandula mamaria direita,
decorrente do acimulo de leite.

Parto multiplo (duas ou mais crias):

- se todas as crias mamam €
ficam saciadas.

Quando realizar a secagem ?
Quando houver 6bito ou
separacaodo borrego

Protocolo de secagem :

n p

\

Realizar ordenha
1vez oo dia.

O ordenhador deve seguir as
*  normas de higiene de ordenha

e Producdio de leite menor que

200 mlL/dia, a ordenha passa
a ser em dias intercalados

e Com produgéio menor que
100 mL/dia, ordenhar 1 vez

por semana até a completa
secagem (produgdio menor
que 30 mL/semana ou
perda da caracteristica
ldctea)



