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RESUMO

PENA, Junnia Luisa, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, fevereiro de 2019.
Interagcao entre Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis e as bactérias
causadoras de mastite bovina, Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae, em linhagem de células epiteliais da glandula mamaria bovina.
Orientadora: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Coorientadores: Abelardo Silva
Junior e David Germano Gongalves Schwarz.

O estudo do agente etioldégico da paratuberculose em ruminantes, Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP), tem ganhado expressiva importancia no
cenario cientifico nas ultimas décadas. Contudo, ainda existe uma caréncia
significativa em relacdo ao conhecimento do comprometimento de determinados
orgaos acometidos. Dentre esses, seu papel na glandula mamaria ainda é
incompreendido, embora suspeita-se que MAP nao tenha relagdo direta com a
mastite, mesmo sendo eliminado no leite, a qual é a 22 via de eliminacado desta
bactéria. Neste estudo, foi avaliado a influéncia de MAP em cocultura com as
principais bactérias causadoras de mastite bovina, Staphylococcus aureus e
Streptococcus agalactiae, em células epiteliais mamarias (MAC-T) em diferentes
tempos. Foram realizados ensaios de internalizagdo bacteriana, contagem de
colbnias, ensaios moleculares e avaliacdo da viabilidade das células MAC-Ts. Os
resultados demonstraram que a presengca de MAP dentro das células MAC-T,
confirmada pelos ensaios moleculares de qPCR, nao favoreceu a internalizacéo de
S. agalactiae, mas favoreceu a internalizagao de S. aureus significativamente no
tempo 30 minutos. Os ensaios de viabilidade celular realizados pelo teste de MTT
(brometo 3 - [4,5-dimetil-tiazol - 2-il] - 2,5 - difenil-tetrazdlio), confirmaram que
durante os ensaios de internalizagao, as células MAC-T se apresentaram viaveis,
evidenciando que o processo de internalizagdo nao foi influenciado pela morte
celular e sim pela presenga de MAP, S. aureus e S. agalactiae. Esses resultados
confirmam a existéncia da interacdo entre MAP e os agentes classicos causadores
da mastite bovina S. aureus e S. agalactiae, favorecendo internalizagéo de S. aureus
e nao influenciando a invasao de S. agalactiae durantes os ensaios de internalizacao

bacteriana em células da glandula mamaria bovina — MAC-T.
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ABSTRACT

PENA, Junnia Luisa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2019.
Interaction between Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis and those
causing bovine mastitis, Staphylococcus aureus and Streptococcus agalactiae,
in bovine mammary gland epithelial cell line. Advisor: Maria Aparecida
Scatamburlo Moreira. Co-advisors: Abelardo Silva Junior and David Germano
Goncalves Schwarz.

The study of the etiological agent of paratuberculosis in ruminants, Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP), has gained significant importance in the
scientific scenario in recent decades. However, there is still a significant lack in
relation to the knowledge of the involvement of certain affected organs. Among
these, its role in the mammary gland is still misunderstood, although it is suspected
that MAP is not directly related to mastitis, even though it is eliminated in milk, which
is the second route of elimination of this bacterium. In this study, the influence of
MAP on coculture with the main bacteria causing bovine mastitis, Staphylococcus
aureus and Streptococcus agalactiae, on mammary epithelial cells (MAC-T) at
different times was evaluated. Bacterial internalization, colony counts, molecular
assays and viability evaluation of MAC-Ts cells were performed. The results
demonstrated that the presence of MAP within the MAC-T cells, confirmed by the
molecular assays of qPCR, did not favor the internalization of S. agalactiae, but
favored the internalization of S. aureus significantly in the time 30 minutes. Cell
viability assays performed by the MTT test (3 - [4,5-dimethyl-thiazol-2-yl] -2,5-
diphenyl-tetrazolium bromide) confirmed that during the internalization assays, were
found to be viable, evidencing that the internalization process was not influenced by
cell death but by the presence of MAP, S. aureus and S. agalactiae. These results
confirm the existence of the interaction between MAP and the classic causative
agents of bovine mastitis S. aureus and S. agalactiae, favoring the internalization of
S. aureus and not influencing the invasion of S. agalactiae during the bacterial

internalization tests in cells of the gland bovine mammary - MAC-T.



1. INTRODUGAO

A mastite bovina € responsavel pelo insucesso econdmico nas fazendas
leiteiras, comprometendo a sanidade e o bem estar dos animais, bem como a
qualidade do leite. Esta enfermidade pode estar correlacionada com a
paratuberculose, visto que a segunda maior via de eliminagdo do seu agente
etiolégico, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), é o leite, sendo
esta enfermidade caracterizada por uma enterite granulomatosa crénica incuravel,
que acomete principalmente os ruminantes, responsavel por grandes perdas
econdmicas na cadeia produtiva.

As interagbes entre MAP e os agentes classicos causadores da mastite
bovina ainda sao pouco compreendidas, podendo estar contribuindo para o
desenvolvimento e a persisténcia da mastite nos rebanhos. O tratamento tradicional
da mastite consiste primeiramente em realizar o isolamento, a identificacédo e o
antibiograma para os agentes causadores desta enfermidade, e assim a utilizagao
dos antibidticos. Porém os resultados nem sempre sao satisfatérios, e na maioria
das vezes ocorre uso indiscriminado de antibidticos, que podem contribuir para
resisténcia antimicrobiana. Desta forma, destaca-se a importancia sobre a
investigacao do tipo e da natureza patogénica de espécies bacterianas relacionadas
a mastite, desenvolvendo tratamentos efetivos e a¢des preventivas eficazes.

Em 1993, um estudo realizado em bovinos por Wilson et al., descobriram que
novos casos de mastite subclinica e crénica eram menores em bovinos portadores
de paratuberculose subclinica, sendo detectadas por analises microbiolégicas de
leite e por cultura fecal respectivamente, demonstrando uma possivel associacao e
interacao entre os agentes desta enfermidade.

Considerando a auséncia de estudos e as crescentes implicacbes
econdmicas da paratuberculose e mastite bovina, o objetivo deste trabalho foi
determinar a interagédo entre MAP e os agentes classicos causadores de mastite
bovina S. aureus e S. agalactiae em células epiteliais mamarias bovinas (MAC-T),

em condi¢des experimentais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, € um bacilo Gram-
positivo, aerdbico, ndo formador de esporos, ndo-mével, alcool acido resistente
(BAAR), que possui uma parede celular complexa, relativamente impermeavel,
composta por lipidios e peptideos, incluindo os acidos micolicos que sao
caracteristicos da familia Mycobacteriaceae, sendo melhor corados pela técnica de
Ziehl-Nilseen (Timms et al., 2011).

A presenca desta parede celular aumenta a resisténcia do MAP a diversos
valores de pH, produtos quimicos e calor, e promove a sua sobrevivéncia no
ambiente, e em contrapartida restringe a absorcao de nutrientes, fazendo com que
seu crescimento seja lento, mesmo em condi¢des ideais, dificultando a cultura em
laboratério (Marino et al., 2017).

A paratuberculose bovina é uma doencga infecciosa bacteriana cronica de
distribuicdo mundial, também conhecida como doenca de Johne, causada pelo
agente etiolégico Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). A doencga é
caracterizada pelo desenvolvimento de enterite granulomatosa crénica, perda de
peso progressiva, diarreia cronica, desidratacdo e morte, sendo considerada de
significativo impacto econdmico devido as perdas na produgdo animal (Lombard et
al., 2005; Mckenna et al., 2006; Smith et al., 2009; Kudahl e Nielsen, 2009; Marino et
al., 2017; Sallam et al., 2018).

O desenvolvimento da paratuberculose é classificado em trés fases, onde a
fase | é subclinica, sem eliminacdo do agente, e o processo infeccioso se
desenvolve sem que haja a eliminagdo da bactéria; a fase Il é classificada como
subliclinica excretora, durante a qual a concentracdo de MAP na mucosa intestinal e
no lumem intestinal aumentam progressivamente; ja a fase lll, € a manifestagao
clinica e excretora da doenca, caracterizada por diarreia cronica e pelo
aparecimento dos sintomas de um processo infeccioso generalizado (Cocito et al.,
1994; Buerguelt et al., 2000).

Alguns estudos sugerem uma possivel associacdo entre MAP e a doencga de
Crohn (DC), que € caracterizada por um disturbio gastrointestinal crénico em
humanos, onde esta possivel associacdo tem sido o foco de pesquisa ha muitos

anos devido as semelhancgas na patogénese da doenga de Crohn com a doencga de



Johne (Mendonza et al., 2009, Pierce et al. 2009, Schwalm et al., 2018), e pelo fato
que o leite e produtos lacteos poderiam ser a principal fonte de contaminagao para
os humanos.

Embora no Brasil ndo existam programas de controle e erradicagdo da
paratuberculose, esta enfermidade € uma doenga de notificagdo obrigatoria ao
servico veterinario oficial, que requer notificacdo imediata de qualquer caso
confirmado, conforme descrito na Instrucdo Normativa MAPA n° 50, de 23 de
setembro de 2013.

Apesar da ocorréncia da doenga e da detecgdo do agente no Brasil em
rebanhos de bovinos, bufalos, cabras, ovelhas, e em leite cru e pasteurizado
(Carvalho et al., 2009; Carvalho et al., 2012), sabe-se que os métodos para estimar
a prevaléncia da paratuberculose diferem entre estados, prejudicando a avaliagao
total de rebanhos nacionais.

Ha dificuldades em detectar a paratuberculose em animais infectados que néo
apresentam os sinais de doenga, mas uma vez detectada deve ser comunicada ao
OIE (World Organisation for Animal Health), conforme indicado no seu Cddigo
Sanitario para os Animais Terrestres. A cultura fecal, embora tecnicamente dificil e
demorada, detecta animais infectados acima de seis meses ou mais, antes de
desenvolverem sinais clinicos, o que € muito importante, uma vez que esta doenca
tem uma progressao lenta e muitos animais sdo assintomaticos (OIE, 2019).

Internacionalmente, a paratuberculose causa danos consideraveis ao
comércio, resultantes da limitacdo do comércio de animais de producao infectados
(Marino et al., 2017). Essas perdas contribuiram para que paises desenvolvidos
adotassem a implementagdo de programas de controle e erradicagdo da
paratuberculose, ja os paises em desenvolvimento ainda ndo possuem essa mesma
prioridade preventiva em seus rebanhos (Schwarz et al., 2012).

Embora a paratuberculose seja mais evidente no trato gastrintestinal e
linfonodos mesentéricos, a contaminacdo pode ser disseminada para outros locais
extra-intestinais, como na glandula mamaria, sendo MAP isolado no leite
(Sweeney,1997), considerado segunda via de eliminacdo deste agente em fase Il
da doenca. Mesmo que exista uma possibilidade de transmissao vertical, a principal
forma de transmissao é horizontal, onde leite e o contato de uberes e tetos sujos
com fezes de animais afetados podem contaminar os bezerros durante a lactagao
(Sweeney et al., 1997; Clarke et al., 2008; Doré et al., 2012).



Os animais mais jovens s&o 0s mais susceptiveis, em média nos primeiros
seis meses de vida (Windsor e Whittington, 2010), ainda ndo tendo esclarecimentos
sobre o porqué dos estagios iniciais da vida serem os mais importantes para a
contaminagao, podendo haver ligagdo com imaturidade do sistema imune inato e ou
adaptativo, e pela capacidade de absorcao intestinal de macromoléculas intactas em
animais jovens poderiam ser cruciais para a suscetibilidade (Sweeney 2011). Essa
suscetibilidade precoce a contaminagdo também pode estar relacionada a
capacidade limitada de animais jovens de controlar patdgenos intracelulares,
enquanto os bovinos adultos parecem ser refratarios a infec¢cao (Marino et al., 2017).

O grau de detecgdo de MAP nas fezes pode estar relacionado a outros
fatores, principalmente com a quantidade de MAP ingerida, que atingira o intestino
de animais susceptiveis, onde o epitélio intestinal serve como a primeira barreira
defensiva contra o microrganismo, principalmente por mecanismos inatos como
glicocalis, juncdes celulares e peptideos antimicrobianos (Bannantine e Bermudez
2013).

No entanto, MAP tem a capacidade de ignorar essas defesas e causar
infeccdo passando por dois tipos de células: M (células microfold) e enterécitos. A
entrada de MAP nas células M depende da ligacdo entre fibronectinas (FN) e
proteinas de ligagao a fibronectina (FAPs) expressas pelo microrganismo.

Sendo assim, a predilegdo de MAP para células M esta principalmente
relacionada a ligagdo por um mecanismo dependente de FN e, subsequentemente,
os FN-opsonizados se ligam a integrinas B1 presentes na superficie luminal de
células M (Byrd et al., 1993; Secott et Al., 2004).

O bloqueio das subunidades de integrina revelou uma diminuicdo da invasao
de MAP nas células M, indicando a importancia seletiva da subunidade B1 e o
envolvimento da integrina aVB3 neste processo (Secott et al., 2004). Um estudo
desenvolvido por Bermudez et al., (2010), relatou que ao usar o anticorpo IgG anti-
a5 B1 de camundongos, observou-se uma redugcao de 37,3% na entrada de MAP
nas ceélulas, mostrando que o microrganismo ativou outras vias, além de
dependentes de FN para internalizacao.

MAP possui um comportamento importante para sua manutencao nas células,
pois quando se internaliza, existe uma supressao rapida das vias de comunicagao
celular que incluem jungdes de comunicagdo, juncbes de fendas e jungdes

aderentes, formando um complexo de jungéo intercelular capaz de estabelecer



maior resisténcia a infeccdo, mas quando ha uma diminuicdo na expressao de
genes relacionados a esta via, reduz a eficacia da barreira imune local (Khare et al.,
2012).

O mecanismo pelo qual MAP evade as células epiteliais ainda nao esta
claramente descrito, mas é sabido que dentro das células M, MAP ¢é facilmente
deslocado para a regido basal e capturado por células dendriticas ou macréfagos.
Por outro lado, quando dentro dos enterdcitos, MAP parece estimular as proteinas
Gdtas Cdc42 e RhoA que promovem o trafego de MAP ao interior dos endossomas,
onde se acidifica. Este processo é crucial para a rapida producéo de IL-1B, atraindo
macréfagos subepiteliais e infectando-os de forma mais eficiente (Lamont et al.,
2012; Bannantine e Bermudez 2013).

Patel et al. (2006) descobriram que a eficiéncia da invasao nas células
epiteliais bovinas foi maior quando MAP foi previamente incubado no leite ou quando
ja foi passada através de células epiteliais mamarias, demonstrando que existem
outros fatores que contribuem para a maior disseminagdo do agente para os
macrofagos subepiteliais.

MAP pode invadir macréfagos por caminhos diferentes, acoplando-se a
receptores distintos, sejam receptores do complemento, receptores de
imunoglobulina, manose e eliminador, levando a diferentes estimulos do sistema
imunologico (Guirado et al., 2013). No interior dos macrofagos, MAP é capaz de
prevenir a maturagdo e acidificacdo de fagosomas, bem como a formagao de
fagolissomos, responsaveis pela atividade de catabolizagdo de componentes
estrangeiros, pois MAP pode estimular a producdo de fosfatase lipidica SapM,
eliminando fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) da membrana de fagosoma e prevenindo
sua maturacao (Vergne et al., 2005).

As interagbes entre MAP e os agentes classicos causadores da mastite
bovina ainda sdao pouco compreendidas, podendo estar contribuindo para o
desenvolvimento e a persisténcia da mastite nos rebanhos. A mastite bovina é uma
inflamagdo na glandula mamaria que afeta a sanidade dos bovinos, sendo
classificada de forma aguda ou cronica diante do seu curso de duragao, de forma
clinica ou subclinica diante da intensidade dos seus sintomas e sinais e
epidemiologicamente dividida em contagiosa ou ambiental (Barros, 2016).

E considerada como a principal causa de perdas econdmicas na industria de

laticinios em todo o mundo, principalmente devido a uma diminuicdo na quantidade



e na qualidade do leite, bem como pelos gastos com tratamento, com o uso de
antimicrobianos e descarte do leite das vacas tratadas durante o periodo de caréncia
(Cheng et al., 2019).

Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus s&o considerados
originalmente como patdgenos de mastite contagiosa, no entanto, ambos os
patégenos foram recentemente isolados de locais extramamarios e ambientais,
indicando que outros locais além do ubere podem contribuir para a disseminagao
desses patdogenos potencialmente causando infecgbes intramamarias (Svennesen et
al., 2018).

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva, sendo a maioria das
suas estirpes coagulase-positiva, podendo ser encontrada na pele do ubere, nas
amigdalas, no trato urogenital baixo, e no trato respiratorio superior, dos animais e
nas maos do ordenhador, bem como nas camas e reservatorios de agua, sendo o
ubere sua maior fonte de infecgdo, onde a transmissdo ocorre, principalmente,
durante a ordenha, pelas maos dos ordenhadores e por teteiras contaminadas
(Radostits et al., 2002; Andrews et al., 2008; Quinn et al., 2011).

A maioria das infecgbes por S. aureus é crbnica, subclinica e com elevadas
contagem de células somaticas (CCS), tendo por vezes periodos de infecgéo clinica
que pode ser suave ou até mesmo gangrenosa. S. aureus adere as células epiteliais
da glandula mamaria, invadindo-as e passando assim para o tecido intersticial,
sendo resistentes a fagocitose pelos neutréfilos e danificam as células mamarias,
podendo levar a fibrose e formacido de abcessos. O tratamento por antibioterapia é
dificil, uma vez que desenvolvem mecanismos de resisténcia ou por uso
inadequado, pois durante a inflamacgao o antibiético ndo penetra em abcessos, nao
alcancando S. aureus intracelular (Smith, 2009).

A aderéncia a superficie celular pode permitir que S. aureus invada as células
epiteliais, instalando-se em partes mais profundas da glandula mamaria (Hensen et
al., 2000). Este potencial invasivo € um importante fator de viruléncia relacionado a
mastite, permitindo que o microrganismo sobreviva e se multiplique dentro das
células epiteliais, e assim ser protegido dos mecanismos de defesa do hospedeiro e
acao do agente antimicrobiano, podendo persistir no hospedeiro por um longo
periodo sem causar inflamagao aparente (Alva-Murillo et al., 2012; Bardiau et al.,
2014).



Streptococcus agalactiae sao cocos Gram-positivos, catalase negativos, que
sobrevivem durante pouco tempo no ambiente, mas que pode persistir na glandula
mamaria por longos periodos, sendo a maior fonte de infec¢gdo do ubere de vacas
infectadas, bem como em ambiente contaminado, que também ira contribuir na
propagacéo (Aires, 2010).

A bactéria S. agalactiae esta frequentemente associada a mastite subclinica e
€ o patdgeno que mais contribui para a elevacdo da CCS e contagem bacteriana
total (CBT) no leite, sendo considerado como um dos principais agentes
responsaveis pela redu¢cado da producao e da qualidade do leite, além do risco de
disseminagao desse agente para outros animais do rebanho (Brito et al., 1999).

A capacidade de S. agalactiae de causar doenga depende da produgéo de
numerosos fatores de viruléncia, incluindo polissacarideo, os antigenos alfa e beta
da proteina C, proteina de superficie Rib, hialuronato liase e peptidase C5a que
realizam a mediacao da ligacéo a fibronectina e contribui para a invasédo das células
epiteliais, sendo codificadas pelos genes cps, bca, bac, rib, hly e scpB,
respectivamente (Emaneini et al., 2016).

A resposta imune inata é fundamental para o controle da proliferacao de
microrganismos e para a erradicacdo de patdgenos que invadem a glandula
mamaria, e esta intimamente relacionada com a resposta imune adquirida, sendo
importante para estabelecer um componente de memoaria caracteristico (Oviedo-
Boyso et al. 2007). A glandula mamaria contém fatores bacteriostaticos inespecificos
que podem atuar independentemente ou em associacdo com imunoglobulina (lg).
Um desses fatores é a lactoferrina produzida pelas células epiteliais, macrofagos e
neutrofilos, que liga ions de ferro livres presentes no leite, tornando-os indisponiveis
para bactérias que precisam deste metal como um fator de crescimento ou uma
fonte de ferro, e serve como fonte de ferro para S. agalactiae (Sordillo et al., 2002).

O fracasso frequente do tratamento por antibiéticos para combater infecgdes
bacterianas e recorréncia dessas infecgdes podem estar relacionadas, entre varios
fatores, a capacidade de S. aureus de invadir e sobreviver dentro de uma ampla
variedade de células eucaridticas, tais como células epiteliais glandula mamaria ou
células imunes (Beccaria et al., 2018).

O tratamento tradicional para a mastite bovina visa realizar o isolamento, a
identificacdo e o antibiograma para o agente causador desta enfermidade. A nao

adocao destas etapas geram tratamentos falhos, que estdo diretamente ligados



resisténcia aos antimicrobianos, levando a persisténcia dos patdgenos, causando a
recidiva da mastite. Estudos do microbioma do leite demonstram a presenca de
grande diversidade de agentes na microbiota, evidenciando que agentes
“secundarios” possam estar contribuindo para o desenvolvimento da mastite, e nado
somente os agentes classicos que sao facilmente de isolar.

A presenca de MAP nas células epiteliais mamarias € considerada uma fase
de transicdo até que os macréfagos sejam recrutados para a infecgédo local onde o
MAP podera infecta-los (Lamont et al., 2012), e desta forma as células epiteliais
mamarias podem ser um potencial reservatério de MAP para animais susceptiveis.

Patel et al., (2006) relataram que dentro das células da glandula mamaria,
MAP ¢é encontrado dentro de vacuolos citoplasmaticos, observados de forma similar
quando infectados em macréfagos, sendo este um mecanismo que desativa os
sistemas de defesas dos macrofagos, permitindo a sobrevivéncia e multiplicagéo de
MAP em seu interior. MAP pode também invadir linhagens de células epiteliais
mamarias bovinas (MAC-T) tanto pela via apical quanto pela via basolateral com
eficiéncia similar, podendo se translocar em células mamarias, tanto através das vias
ascendentes como sistémicas.

Um estudo de Lamont et al., (2012) realizando cocultura de células MAC-T e
macrofagos derivados de mondcitos bovinos, demonstrou que MAP usa um
mecanismo diferente de outras micobactérias, sendo dependente de calcio
extracelular para a acidificacdo de fagosomas e producao de IL-1B, que sao fatores
do hospedeiro necessarios para a translocagéo bacteriana para macréfagos.

Schwarz et al., (2015), estabeleceram um paréametro de detecgdo de DNA de
MAP em 6rgaos de camundongos C57BL/6 experimentalmente infectados pela via
intraperitoneal, e avaliou a contribuicdo desses 6rgaos na expressao de citocinas pro
e anti-inflamatdrias durante a infeccdo por MAP, relatando que apds sessenta dias
apo6s a infecgao foi possivel detectar a expressdo IFN-y pelo baco e figado, bem
como TNF-a e IL-4 pelo ileo.

A mastite pode induzir uma resposta local, nos quartos da glandula mamaria
nao infectados que reagem ao quartos infectados (Jensen et al., 2013), bem como
uma resposta sistémica, incluindo alteragbes no perfil transcricional de 6érgaos
distantes, como o figado, que podem responder liberando proteinas de fase aguda
na corrente sanguinea (Jiang et al., 2008).



Proteinas Quinases Ativadas por Mitogénio (MAPK) sdo ativadas por estresse
quinases que sao ativadas pela sinalizagdo TLR-2, onde MAPK-p38 desempenha
um importante papel na supressdao da resposta antimicrobiana em macréfagos
(Weiss et al., 2008), realizando a indugdo da producdo de uma citocina anti-
inflamatoria, IL-10, e assim MAPK-p38 e IL-10 agem para suprimir a resposta
antimicrobiana e resposta imune, levando a persisténcia de MAP dentro de
macrofagos (Souza et al., 2006; Bannantine et al., 2015).

Pelo fato da resposta celular a infeccéo levar em consideragdo o tipo de
microrganismo patogénico e o tipo de célula desafiada, nas células epiteliais
mamarias, MAP pode usar a acidificacdo dos fagossomas e a produgdo de IL1[3
como estratégias para quimiotratamento de macréfagos, permitindo a translocagao
do lado da mucosa para as superficies basais para estabelecer infecgado (Lamont et
al., 2012). Dentro de macréfagos, MAP tem a capacidade de prevenir a acidificagao
de fagossomos por inibigdo da ativagdo do vacuolar H + -ATPase (Arsenault et al.,
2014), bem como ativar vias de sinalizacdo capazes de produzir citocinas que
modulam a resposta imune, depois da ligagdo de membrana pelo receptor Toll-like
(TLR)-2.

Independentemente da via de infeccdo mamaria, foi descrito por Schwarz et.
al. (2018), a hipdétese de que a infeccdo prévia por E. coli em células epiteliais
mamarias de bovinos, podem facilitar translocacdo do MAP subepitelial, em
membrana basal ou sistémica, para a regiao de mucosa, sendo liberada no leite pela
célula com maior eficiéncia.

Um estudo de Wilson et al. (1993) descobriram que novos casos mastite
subclinica e infeccao crénica foram menores em vacas MAP-positivas e demonstrou
que a taxa de infecgdo Staphylococcus aureus e Serratia spp. estava reduzido em
vacas com paratuberculose. Embora a infeccdo mamaria possa ocorrer por varios
agentes infecciosos, a contribuicdo mutua de outras bactérias na agdo do MAP sob
a glandula mamaria nao é estabelecida.

Li et al., (2016), relataram que a presenca de levedura morta e componentes
de parede celular de levedura de Saccharomyces cerevisiae, diminuiram a eficacia
da ligacdo de MAP em células epiteliais mamarias de bovinos em estudo sob
condi¢cbes experimentais, sugerindo que esses componentes poderiam contribuir

para a reducao do risco de infecgao por MAP na glandula mamaria.
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Embora um estudo experimental de Larsen e Miller (1978) e Schwarz, et al.
(2018) tenham relatado que aparentemente MAP nado causa inflamagao da glandula
mamaria bovina, os achados de estudos subsequentes demonstraram a presenca
de MAP nas glandulas mamarias e no leite de animais sintomaticos ou

assintomaticos (Streeter et al., 1995; Barrington et al., 2003).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Determinar a interacdo entre Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP) e as bactérias causadoras de mastite bovina, Staphylococcus aureus e

Streptococcus agalactiae, em células epiteliais mamarias bovinas (MAC-T) em

condi¢cdes experimentais.

3.2 Objetivos Especificos

(i) avaliar a capacidade da presenca de MAP influenciar o processo de
internalizacdo de S. aureus ou S. agalactiae, em linhagens de células MAC-T, em

relacao a diferentes tempos de interacao.

(i) avaliar a viabilidade das células MAC-T durantes os ensaios co-infectivos.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado entre julho de 2017 a dezembro de 2018, nos
Laboratérios de Doengas Bacterianas (LDBAC), Laboratério de Virologia Animal
(LVA) e de Biologia Molecular (BIOMOL), localizados no Departamento de

Veterinaria na Universidade Federal de Vigosa, Vigosa — Minas Gerais.

4.1 Isolados bacterianos e cultura

Foram utilizados Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) cepa
K-10 (isolado de bovino), isolado de Staphylococcus aureus (SA33) e de
Streptococcus agalactiae (SA3930), ambos obtidos de leite bovino com mastite

cedidos pela Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora — MG).

4.1.1 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP)

MAP foi cultivado em caldo de Middlebrook (MB) 7H9 contendo 0,2% de
glicerol, 10% de catalisador de dextrose de acido oleico (OADC) e micobactina J (2
mg/L) (Allied Monitor, Inc. Fayette, MO), a 37 °C por aproximadamente seis
semanas até atingir a densidade o6ptica [ODgpo] = 0.5, equivalente a 10°% UFC/mL,
conforme padronizado por Schwarz, 2016. A pureza foi certificada por meio de

cultivo microbiolégico e ensaios moleculares (PCR - padrao do 1S900).

4.1.2 Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae

Os isolados de S. aureus e S. agalactiae foram cultivados em agar BHI
durante 48 horas e uma colbnia de cada isolado foi incubada durante 4 h a 37 °C em
5 mL de caldo BHI até atingir densidade dptica a [ODggo] = 0.3 equivalente a 10’
UFC/mL, previamente padronizado. Resumidamente, os isolados foram cultivados
em caldo BHI overnight, sendo 5 mL desta cultura transferidos no dia seguinte para
50 mL de caldo BHI estéril, sendo posteriormente incubados em estufa com agitagao

(rom = 200), e aferido os valores de crescimento bacteriano entre 0,1 a 1,0.
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Constatando o crescimento, procedeu-se o plaqueamento em agar BHI em duplicata

e repetidos por trés vezes.
4.2 Células epiteliais da glandula mamaria (MAC-T) e condi¢des de cultura

As células MAC-T foram cultivadas em frascos de cultura celular T25 (TPP
Techno Plastic, St. Louis, MO, EUA) a 37 ° C com 5% de CO,, contendo Meio de
Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco-BRL, Grand Island, NY, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado por calor (FBS, Sigma-
Aldrich, St. Louis MO, EUA) e 1% de penicilina / estreptomicina (100 pg/ml) até a
confluéncia das células. Depois de visualizar a monocamada no microscopio de
contraste de fase Nikon (Nippon Kogaku KK, Toéquio, Japao), as células foram
lavadas com tampéo fosfato-salino (PBS) (pH 7.2), ressuspensas em tripsina a
0,25% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), seguindo o protocolo do LVA, e

posteriormente utilizadas nos experimentos.
4.3 Ensaio de internalizagao bacteriana

O ensaio de internalizagédo foi realizado seguindo o procedimento descrito
anteriormente por Bouchard et al., 2013. As monocamadas confluentes de células
MAC-T foram preparadas como descrito acima, lavadas duas vezes com PBS (pH
7.2) em temperatura ambiente, ressuspensas com tripsina a 0,25% durante 5
minutos e coradas com 0,4% de azul de tripano (Invitrogen) para contagem de
células viaveis em camara de hemocitdbmetro. As células MAC-T foram distribuidas
(3x10° células) em placas de poliestireno de 24 pocos em meio de cultura celular
(DMEM, FBS a 10%, sem antibidticos) e incubadas em estufa a 37 °C com 5% de
CO; durante 24 h. Uma seringa com agulha de calibre 21 foi utilizada para romper os
grumos de MAP. Apds 90-95% de confluéncia de monocamadas, as células foram
lavadas duas vezes com PBS (pH 7.2) em temperatura ambiente e desafiadas com
MAP (1,0 x 10° UFC) durante 2 h. Apds esse periodo as células foram lavadas
novamente por trés vezes com PBS em temperatura ambiente e desafiadas com S.
aureus e S. agalactiae (1,0 x 10" UFC/mL) separadamente durante 10 min, 30 min e
120 min, seguindo um passo de incubacdo adicional de 2 h com DMEM

suplementado com gentamicina (100 ug/mL). Este passo garantiu que qualquer
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bactéria extracelular (aderida ou plancténica) ndo permanecesse viavel devido a
acao bactericida do antimicrobiano. Subsequentemente, os sobrenadantes de
cultura foram descartados e as monocamadas foram lavadas quatro vezes com PBS
(pH 7.2) em temperatura ambiente e lisadas com 50 yL de tripsina 0,25% (p / v)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e Triton X-100 a 0,1% (vol / vol) (Amersham, Arlington
Heights, IL) em PBS (pH 7.2) durante 10 min. Os lisados foram submetidos a
diluicdo seriada e plaqueados em agar BHI, e as contagens bacterianas foram
determinadas apds incubagao a 37°C durante 24h. Os ensaios foram realizados em

triplicatas, e repetidos trés vezes.
4.4 PCR quantitativa em tempo real absoluta — gPCR

As amostras obtidas dos ensaios de invasédo bacteriana foram primeiramente
centrifugadas a 12.000 xg durante 5 min e lavadas duas vezes com PBS (pH 7.2)
em temperatura ambiente.

Para a extracdo de DNA, o kit DNeasy UltraClean Microbial Kit (50) —
(QIAGEN) foi utilizado seguindo as recomendacbes do fabricante, com
modificagcdes. As quantificacbes das amostras de DNA foram realizadas em
nanodrop.

As qPCRs foram realizadas através do kit “bactotype MAP PCR Kit (96) -
(QIAGEN)”, seguindo as recomendagbes do fabricante, com intuito de confirmar a

presenca de MAP no interior das células MAC-T.
4.5 Viabilidade das células MAC-T

A viabilidade celular dos ensaios de internalizacdo bacteriana, foi verificada
por meio do teste de MTT (brometo 3 - [4,5-dimetil-tiazol - 2-il] - 2,5 - difenil-
tetrazdlio). Células MAC-T foram cultivadas (1,0 x 10° células) em trés placas de
poliestireno de 96 pocos, separadamente nos tempos 10, 30 e 120 minutos. Cerca
de 10 mL de MAP (ODgpo = 0.5) foi transferido para tubo graduado tipo falcon e
centrifugado por 5 minutos, a 4°C e 10.000 xg, descartando o sobrenadante e
lavando duas vezes o sedimento com 10 mL de PBS (pH 7.2). Apds lavagem, foi
adicionado 10 mL de DMEM sem antibiético e succionado com seringa acoplada de

agulha para romper os grumos de MAP. Na sequéncia, foram inoculados 200 uL
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MAP (2,0 x 10° UFC) em meio DMEM sem antibiético por 2 horas (1 mL de MAP =
1,0 x 10° UFC) nas placas de 96 pogos contendo MAC-T. Apds 2 horas de
inoculagao, as células foram lavadas com PBS (pH 7.2) em temperatura ambiente
por 3 vezes, sendo adicionados 200 pL (1,0 x 10" UFC/mL) de S. aureus ou S.
agalactiae, em meio DMEM sem antibiético, sendo incubados por 10, 30 e 120
minutos. Nos pogos para controle positivo foram adicionados 200 pL de Triton X-100
a 0,1% (vol / vol). No controle negativo foram adicionados 200 yL de DMEM sem
antibiotico e também incubados por 10, 30 e 120 minutos. Apds os tempos de
incubacéo, os pogos foram lavados com PBS em temperatura ambiente por 4 vezes.
Em seguida foi adicionado o MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) em PBS (pH 7.2) e
aplicados 100 yL em todos os pogos, sendo incubados por 2 horas a 37 ° C em 5%
de CO,. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 200 pL de
dimetilsulféxido (DMSO) e, incubados por 20 min a 37 ° C em 5% de CO,. A

absorbancia foi lida em espectrofotdmetro leitor de placa a 550 nm
4.6 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-wilk. Os
dados que tiveram distribuicdo normal foram apresentados como média e desvio
padrdao e comparados pelo teste ANOVA de uma via pelo teste de Tukey. Os dados
nao normais foram demostrados como mediana e intervalo interquartilico e
comparados pelo teste de Kruskal Wallis e pelo teste de Student Newman Keuls. Na
comparagao entre as variaveis MAC-T + agente e MAC-T + MAP + agente dentro
dos tratamentos foi utilizado o teste T para amostras independentes e o teste de
Mann Whitney. Esses dados foram analisados pelo programa SPSS 23 ao nivel de

5% de significancia.
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5. RESULTADOS

Para a realizagcao dos ensaios de internalizacdo bacteriana, foi realizada a
padronizagdo da curva de crescimento bacteriano, sendo definido tanto para S.
aureus quanto para S. agalactiae (Tabela 1). A concentracdo das bactérias usadas
foi [ODgoo nm]= 0.3 equivalente a 1,0 x 10’ UFC/ml.

Tabela 1: Média dos valores da relacéo entre a densidade optica (OD) e crescimento
bacteriano de Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, isolados de
mastite bovina.

ODesoonm S. aureus S. agalactiae
(UFC/mL)
0,1 42x10°  49x10°
0,2 8,9 x 10° 8,1 x 10°
0,3 1,0x10° 1,0 x 107
0,4 1,9 x 107 2,3x 10’
0,5 1,9 x 107 2,3x 10’
0,6 1,7x10" 46x10’
0,7 1,8 x 107 6,0 x 10’
0,8 2,1x10’ 3,3x 10’
0,9 3,0x10"  58x10’
1,0 3,9 x 10’ 5,0 x 107

No ensaio de internalizagao entre MAP e S. aureus, verificou-se diferenga no
tempo de 30 minutos, entre os tratamentos MAC + S. aureus e MAC-T + MAP + S.
aureus, 8conforme demonstrado na tabela 2 (Figura 1). O tratamento MAC-T + S.
aureus, demonstrou diferengas significativas entre os tempos 10 e 120 minutos
(p=0.001), e entre os tempos 30 e 120 minutos (p=0.048). Ja o tratamento MAC-T +
MAP + S. aureus, demonstrou diferenca entre os tempos 10 minutos e 30 minutos
(p=0.042), e entre os tempos 10 e 120 minutos (p<0.0001) (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios de unidades formadoras de colonias (UFC/mL), referentes
aos ensaios de internalizagédo bacteriana realizados em células epiteliais da glandula
mamaria (MAC-T), previamente infectadas com Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP), e co-infectadas por Staphylococcus aureus isolado de
mastite bovina.

Tempos (minutos) 10 30 120

MAC-T + S. aureus (UFC/mL) 10 (30)° 6000 (9000)*° 180000 (89000)?
MAC-T + MAP + S. aureus (UFC/mL) 140 (265)° 20000 (10500)* 79000 (175000)°

* diferenga estatisticamente significante da coluna 30 minutos entre os tratamentos (p=0.001); Letras
minusculas diferentes nas linhas: diferenga estatisticamente significante entre os momentos; Letras
minudsculas iguais nas linhas: sem diferencga estatisticamente significante entre os momentos;

Quando a co-infecgdo foi realizada com S. agalactiae, os ensaios nao
demonstraram diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 3). O tratamento
MAC-T + S. agalactiae, demonstrou diferencas significativas entre os tempos 10 e
120 minutos (p<0.0001), e entre os tempos 30 minutos e 120 minutos (p=0.030). Ja
o tratamento MAC-T + MAP + S. agalactiae, demonstrou diferenga entre os tempos
10 e 120 minutos (p< 0.0001), e entre os tempos 30 e 120 minutos (p= 0.029)
(Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios de unidades formadoras de colbénias (UFC/mL), referentes
aos ensaios de internalizagao bacteriana realizados em células células epiteliais da
glandula mamaria (MAC-T), previamente infectadas com Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP), e co-infectadas por Streptococcus agalactiae isolado
de mastite bovina.

Tempos (minutos) 10 30 120
MAC-T + S. agalactiae (UFC/mL) 0 (0)° 20 (75)° 140 (68)°
MAC-T + MAP + S. agalactiae (UFC/mL) 0 (0) 5 (15) 170 (445)°

Letras minusculas diferentes nas linhas: diferenga estatisticamente significante entre os momentos;
Letras minpusculas iguais nas linhas: sem diferenga estatisticamente significante entre os momentos;

As amostras de DNA foram extraidas, quantificadas e armazenadas em ultra
freezer a -80°C, para posterior realizagdo dos ensaios de gPCR (Anexo ). Os
ensaios de gPCR foram realizados para demonstrar a presenca de MAP dentro das
células MAC-T durante os ensaios de internalizacdo bacteriana, com co-infecgdes

por S. aureus ou S. agalactiae.
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Os valores encontrados pela técnica de gPCR, foram expressos na forma de
Ct, sendo convertidos para coépias gendbmicas de MAP, onde levou-se em
consideragao as informacgdes fornecidas pelo Kit “bactotype MAP PCR Kit (24) -
(QIAGEN), onde 8 pL do controle positivo, correspondem a 30 Ct, que corresponde
a 200 copias gendmicas e a 8,73 x 10’ UFC/mL. Durante os ensaios de gPCR foi
evidenciado a presengca de MAP em todos os tempos dos ensaios de internalizagao

bacteriana (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios expressos em copias gendmicas de Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP), obtidos por qPCR das amostras dos ensaios de
internalizacao, previamente infectadas com MAP e co-infectadas separadamente por
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae.

Tempos (minutos) 10 30 120 Controle Positivo
Copias gendmicas (S. aureus) 152,92 165,06 162,26 202,13
Copias gendmicas (S. agalactiae) 148,99 165,90 164,43 198,46

Tratamentos
MAC.T + S. aureus
MAC.T + MAP + S. aureus

] MAC.T + S. agalactiae
] MAC-T + MAP + S, agalactiae

1,000,000

100,000

10,0004

UFC/mI

1,000+

100

10 30 120
Tempo (minutos)

Figura 1. Comparacdao entre os tratamentos dos ensaios de internalizagao
bacteriana em células MAC-T, previamente infectadas com Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP) e co-infectadas separadamente com Staphylococcus
aureus e Streptococcus agalactiae realizados nos tempos 10, 30 e 120 minutos.
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Os resultados obtidos pelos ensaios de MTT, com co-infecgdo de S. aureus,
evidenciaram diferengas significativas no tempo 120 minutos (Figura 2), entre os
tratamentos MAC-T + MAP + S. aureus e controle positivo (p= 0.003), e também
entre os tratamentos MAC-T + MAP e controle positivo (p<0.0001), constatando a
permanéncia da viabilidade celular de MAC-T durante todos os tempos dos ensaios

de internalizac&o bacteriana (Tabela 5).

1.500

250nm

1.000+

Absorbancia

- & T B :

000

v L Ly L2 T
MAC-T+S. sereus  MAC-T+MAP+ MAC-T+MAP Controle Negative Controle Positivo
S. sureus

Tratamentos

Figura 2. Comparagao entre os tratamentos submetidos ao ensaio de MTT, apos
ensaio de internalizacdo em células MAC-T previamente infectadas por
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), sendo a co-infecgao realizada
por Staphylococcus aureus, no tempo 120 minutos.
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Tabela 5. Valores médios de absorbancia (550nm) dos ensaios de internalizacéo
realizados em células epiteliais da glandula mamaria (MAC-T), previamente
infectadas com Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), co-infectadas
por Staphylococcus aureus, submetidas ao teste de MTT (brometo 3 - [4,5-dimetil-
tiazol - 2-il] - 2,5 - difenil-tetrazdlio).

Controle negativo (MAC-T)

Tempos (minutos) 10 30 120

MAC-T + S. aureus 0.370 (0.700) 0.659 (1.144) 1.062 (1.123)
MAC-T + MAP + S. aureus 0.481 (0.782) 0.711 (1.109) 1.225 (1.098)?
MAC-T + MAP 0.389 (0.615) 0.425 (0.534) 0.425 (0.197)°
Controle positivo (Triton 0,01%) 0.082 (0.033) 0.149 (0.174) 0.071 (0.019)°

0.315 (0.527) 0.265 (0.540) 0.366 (0.292)

Letras minusculas na coluna 120 minutos diferentes: diferenca significativa para S. aureus; Letras
minusculas na coluna 120 minutos iguais: sem diferenga significativa para S. aureus;

No tempo 120 minutos (Figura 3), verificou-se diferenca significativa entre os
tratamentos MAC-T + S. agalactiae e o controle positivo (p=0.044), entre MAC-T +
MAP + S. agalactiae e o controle positivo (p= 0.027) e entre MAC-T + MAP e o
controle positivo (p=0.015), também constatando a permanéncia da viabilidade
celular de MAC-T durante todos os tempos dos ensaios de internalizagdo bacteriana
(Tabela 6).
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Figura 3. Comparagao entre os tratamentos submetidos ao ensaio de MTT, apds
ensaio de internalizagdo em células MAC-T previamente infectadas por
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), sendo a co-infecgéo realizada
por Streptococcus agalactiae, no tempo 120 minutos.

Tabela 6. Valores médios de absorbancia (550nm) dos ensaios de internalizagcéo
realizados em células epiteliais da glandula mamaria (MAC-T), previamente
infectadas com Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), co-infectadas
por Streptococcus agalactiae, submetidas ao teste de MTT (brometo 3 - [4,5-dimetil-
tiazol - 2-il] - 2,5 - difenil-tetrazdlio).

Tempos (minutos) 10 30 120

MAC-T + S. agalactiae 0.338 (0.565) 0.422 (0.681) 0.764 (0.834)°
MAC-T + MAP + S. agalactiae 0.352 (0.527) 0.435(0.584) 0.740 (0.863)°
MAC-T + MAP 0.338 (0.512)  0.384 (0.450) 0.637 (0.666)°
Controle positivo (Triton 0,01%) 0.081 (0.029) 0.145 (0.155) 0.078 (0.008)*

Controle negativo (MAC-T)

0.357 (0.592)

0.444 (0.670)

0,685 (0.553)

Letras mindsculas na coluna diferentes 120 minutos: diferenga significativa para S. agalactiae; Letras
minusculas na coluna iguais 120 minutos: sem diferenca significativa para S. agalactiae;
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6. DISCUSSAO

Hipotetizou-se neste trabalho que a infecgcdo prévia por MAP facilita a
interacdo com os agentes classicos da mastite bovina, S. aureus ou S. agalactiae,
podendo contribuir no agravamento da mastite e na permanéncia desses agentes no
interior de células epiteliais mamarias. Na tentativa de constatar esta interacao,
foram realizados ensaios de internalizagdo bacteriana em células MAC-T,
previamente infectadas com MAP, e posteriormente co-infectadas por S. aureus ou
S. agalactiae. Esta ideia é relevante, tendo em vista um estudo inédito realizado em
nosso laboratorio por Schwarz (2016), demonstrando a interagdo entre MAP e E.
coli, onde a presenga de E. coli poderia atrair MAP de regides distantes como a
l&mina propria ou os linfonodos supramamarios, aumentando a liberagédo de MAP no
alvéolo glandular. Este fato sugere uma possivel interagdo entre MAP e bactérias
isoladas de mastite bovina.

Os tempos utilizados nos ensaios de internalizagéo bacteriana foram 10, 30 e
120 minutos, levando em consideragéo o processo de acidificacdo de fagossomos
em macréfagos, que ocorre apos 10 minutos de infecgdo por MAP, sendo
completado por 120 minutos pés-infecgcado, conforme relatado por Kugadas et al.
(2016).

Foi verificado neste trabalho que a infecgédo prévia de MAP em células MAC-
T, favoreceu a rapida internalizacdo de S. aureus no tempo 10 minutos, porém
sendo significativa estatisticamente no tempo 30 minutos (Figura 1). Esses
resultados corroboram com os estudos de co-infencao realizados em leveduras, por
Li et al. (2016), onde foi observado que a presenca dos componentes da parede
celular de Saccharomyces cerevisiae, interferiu na ligagdo de MAP com as células
MAC-T e células epiteliais intestinais bovinas, reduzindo sua capacidade de adesao.
Patel et al. (2006) descobriram que MAP apresentou maior capacidade de
internalizacao em células MAC-T quando incubado previamente em leite crua 37 ° C
por 24 horas. Além disso, Lamont et al. (2012) relataram que as células do epitélio
mamario formam jungdes justas de baixa resisténcia ou difusas que pode diminuir a
resisténcia da transmembrana, facilitando a internalizagdo. Fato semelhante poderia
acontecer diante dos desafios realizados com S. aureus.

Embora saiba-se que MAP né&o causa inflamacéo da glandula mamaria bovina

(Larsen e Miller, 1978; Schwarz, et al., 2018), alguns estudos inferem a possibilidade
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de que a glandula mamaria seja um reservatério de MAP, contribuindo para o
aumento da inflamacgao local do tecido ou a alteracdo da permeabilidade das células
mamarias (Streeter et al., 1995; Barrington et al., 2003). No presente estudo, a
internalizagdo de S. aureus foi favorecida pela presenga de MAP. Assim sugere-se
que MAP possa estar contribuindo para persisténcia dos casos de mastite bovina
por S. aureus.

A capacidade de S. aureus de invadir e sobreviver dentro das células
epiteliais mamarias, conferindo proteg¢édo contra o sistema imune do hospedeiro e o
tratamento com antibidticos, esta entre os fatores que contribuem para a
persisténcia desse patdégeno, levando a uma infecgéo intramamaria crénica (Almeida
et al., 2001; Dego et al., 2002; Oviedo-Boyso et al., 2008).

O favorecimento da internalizacdo de S. aureus causada por MAP neste
estudo confronta os resultados obtidos pelo estudo de Wilson et al. (1993), onde
relataram baixa incidéncia de casos de mastite subclinica e crénica, causada por S.
aureus e Serratia spp. em bovinos com paratuberculose.

S. aureus apresenta multiplos fatores de viruléncia (Bardiau et al., 2014),
onde a interagdo bacteriana com as células hospedeiras é o primeiro passo no
estabelecimento da mastite, que uma vez aderidas, as bactérias podem produzir
biofilme, que consiste em uma matriz polissacaridica que auxilia na aderéncia e
colonizacdo ao epitélio da glandula mamaria, protegendo as bactérias do sistema
imune do hospedeiro e a acao antimicrobiana (Pereira et al., 2009).

Os resultados nao significativos em 120 minutos (Tabela 2) sugerem que
entre 30 e 120 minutos apds a infeccao, MAP provavelmente foi re-internalizado,
sendo o periodo de 10 a 30 minutos mais significativo para o processo de
internalizagdo, quando co-infectado por S. aureus. Nesse contexto, Lamont et al.
(2012), relataram que a rapida internalizacédo de MAP e acidificagdo de fagossomos
nas ceélulas MAC-T ocorreram entre 10 e 30 minutos. Patel et al. (2006) relataram
que a passagem prévia de MAP através de células epiteliais mamarias aumentou
apos a invasao em células epiteliais intestinais. Ainda Schwarz, et al. (2018)
relataram que a reinvasao da MAP pode ocorrer devido a passagem prévia da MAP
pelas células MAC-T, e detectaram a diminuicdo de MAP em 120 minutos, nos
ensaios realizados em células MAC-T, previamente infectados com E. coli.

O padrao ouro para detecgao de MAP é o cultivo em meio sélido, como o

meio Middlebrook (MB) (Collins et al., 1993). Porém, neste trabalho optou-se pela
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deteccao de MAP através de gPCR, tendo em vista as dificuldades diante do cultivo
deste agente e pelo longo periodo para o desenvolvimento das primeiras colonias
(12-16 semanas). Foram utilizados kits especificos para deteccdo de MAP, que
proporcionaram mensuragdes de copias gendmicas de MAP dentro das células
MAC-T durante os ensaios de internalizacdo bacteriana, tanto com co-infecgéo por
S. aureus quanto por S. agalactiae (Tabela 4), garantindo a presenca de MAP
durante todos os tempos de co-infecgao.

Foi demonstrado pelo teste de MTT, que a baixa multiplicacdo de MAP
durante os ensaios reflete sua lenta atividade mitocondrial é lenta, e que a evidente
multiplicagdo de S. aureus uma atividade mitocondrial acelerada (Figura 2). Os
resultados do teste de MTT para os ensaios de co-infecgdo por S. agalactiae,
demonstraram que S. agalactiae se comportou em estado de nado proliferagao,
havendo internalizagdo, mas auséncia de multiplicagdo celular significativa (Figura
3). Neste ensaio de MTT também constatou-se a permanéncia da viabilidade celular
de MAC-T durante todos os tempos dos ensaios de internalizagdo, concluindo que o
processo de internalizacdo nao foi influenciado pela morte das células MAC-T e sim
pela presenca de MAP, S. aureus e S. agalactiae. Esses resultados corroboram com
os resultados relatados por Schwarz, (2016) onde o ensaio de MTT revelou que
tanto MAP quanto para E. coli, ndo diminuiram a viabilidade de células MAC-T por
120 minutos, também avaliada nos tempos 10 e 30 minutos pds-infecgdo em
diferentes tratamentos.

A co-infeccdo por S. agalactiae durante os ensaios de internalizacdo nao
demonstrou diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 3), evidenciando
que a presenga de MAP nao favoreceu a internalizagdo de S. agalactiae nas células
MAC-T (Figura 1). Esses resultados sugerem que MAP e S. agalactiae, podem
apresentar mecanismos semelhantes de internalizagédo, talvez competindo pelos
mesmos receptores.

No intestino, ao se internalizar, MAP realiza uma rapida supressao das vias
de comunicacgao celular formando um complexo de juncao intercelular capaz de
estabelecer maior resisténcia a infeccdo, mas quando ha uma diminuigdo na
expressao de genes relacionados a esta via, este agente reduz a eficacia da barreira
imune local (Khare et al., 2012). Mecanismos semelhantes aos descritos acima

também podem estar ocorrendo na glandula mamaria, e também a formacao de
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biofime por MAP (Aboagye E Rowe, 2018), justificando a dificuldade da

internalizacao de S. agalactiae.
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7. CONCLUSOES

Esses resultados confirmam a existéncia da interagdo entre MAP e os
agentes classicos da mastite bovina, S. aureus e S. agalactiae, favorecendo
internalizacao de S. aureus e nao influenciando a invasao de S. agalactiae durantes
0s ensaios de internalizagdo bacteriana em células da glandula mamaria bovina —
MAC-T, realizados nos tempos 10, 30 e 120 minutos, podendo contribuir no
agravamento da mastite e na permanéncia desses agentes no interior de células
epiteliais mamarias.

Constatou-se a permanéncia da viabilidade celular de MAC-T durante todos
os tempos dos ensaios de internalizacédo, pelo teste de MTT, concluindo que o
processo de internalizacdo nao foi influenciado pela morte das células MAC-T e sim

pela presenca de MAP, S. aureus e S. agalactiae.

8. PERSPECTIVAS

A continuagao dos estudos, principalmente sobre os esclarecimentos dos
reais comprometimentos inflamatérios da glandula mamaria, se tornam fundamentais
para compreender a patofisiologia de MAP, bem como das interagcbes com o0s
agentes classicos da mastite bovina.

A realizacado de ensaios “in vivo” também é uma ferramenta importante para
esta caracterizagao, tendo em vista que o comportamento e condi¢gdes dos ensaios
‘in vitro” ndo sao semelhantes, podendo apresentar resultados distintos.

O aprofundamento desses estudos proporcionara novas estratégias de

controle destes patégenos em rebanhos de bovinos.
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