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Resumo. Com o avanco no entendimento de bioprocessos, houve um significativo aumento
de novas técnicas as interacfes celulares. Dentre elas, a citometria de fluxo (CF), uma
importante ferramenta para contar e classificar particulas microscdpicas suspensas em meio
liquido em fluxo. Os parametros analisados sdo contetidos celulares de todas as origens, como
a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, agente etioldgico da linfadenite caseosa.
Assim, objetivou-se padronizar técnicas, através da Citometria de fluxo para avaliar a
contagem absoluta e os aspectos fisioldgicos de C. pseudotuberculosis e células fagocitarias
murinas. Foi cultivado o C. pseudotuberculosis em meio BHI —Tween 80 0,5%, seguido da
marcagdo deste microrganismo com corantes fluorescentes, em diferentes periodos e
diferentes estados fisioldgicos ao longo do seu crescimento. No ensaio de fagocitose
utilizaram-se células do peritdnio de murinos de duas linhagens ap6s peritonite induzida por
Tioglicolato de Sodio. Apds a adesdo celular, foi feito o desafio com bactérias coradas e apds
1h 30 min as células aderentes foram tripsinizadas, lavadas e centrifugadas para o ensaio por
CF. Foi observado um periodo de crescimento similar a uma curva padréo de crescimento
microbiano, além de permitir a distin¢do entres diferentes estados fisiolgicos. Os dados
obtidos na citometria evidenciam populac@es de células fagociticas contendo bactérias no
citoplasma. Observou-se uma populagdo de baixa complexidade interna, similar a
apresentada por linfocitos, e uma populagdo com complexidade interna moderada similar a
apresentada por células de origem monocitica. A técnica de citometria de fluxo com a
marcacao por florescéncia foi eficaz para a avaliagdo do crescimento e viabilidade de C.
pseudotuberculosis, bem como da interacdo das células bacterianas com as células
fagocitérias peritoneais murinas. A CF constitui-se, portanto, numa técnica eficiente para a
avaliacdo da curva de crescimento desta bactéria, permitindo a distincdo dos diferentes
estados fisioldgicos, inclusive podendo indicar um mecanismo de escape a fagocitose.

Palavras-chave: Citometria de fluxo, bioprocessos, microrganismo intracelular

Standardization of flow cytometric techniques to evaluate
Corynebacterium pseudotuberculosis murine phagocytic cells

Abstract. The understanding of bioprocesses has been allowed the increase of techniques to
study cellular interactions, such as flow cytometry (FC). This technic is an important tool for
counting and classifying microscopic particles suspended in flowing liquid medium, analyzing
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parameters from cells diverse origins, including bacteria. Thus, the aim of this study was to
standardize protocols by flow cytometry to evaluate the absolute count and physiological
aspects of Corynebacterium pseudotuberculosis in murine phagocytic cells. C.
pseudotuberculosis was grown in 0.5% BHI —Tween80 medium, followed by the labeling of
this microorganism with fluorescent dyes, at different periods and different physiological
stages. In the phagocytosis assay, murine peritoneal cells from two strains were used after
sodium thioglycolate-induced peritonitis. After cell adhesion, the challenge with stained
bacteria was done and after 1h 30 min the adherent cells were trypsinized, washed and
centrifuged for the (FC) assay. A growth period similar to a standard microbial growth curve
was observed, and allowed to distinguish among different physiological stages. Data obtained
from (FC) show phagocytic cell populations containing bacteria in the cytoplasm. A population
with low internal complexity, similar to that presented by lymphocytes, and a population with
moderate internal complexity similar to that presented by cells of monocytic origin were
observed. The (FC) technique with flowering marking was effective to evaluate the growth and
viability of C. pseudotuberculosis, as well as the interaction of bacterial cells with murine
peritoneal phagocytic cells. Therefore, FC is an efficient technique to evaluating the growth
curve of this bacterium, distinguishing different physiological stages, and may even indicate a
mechanism of escape from phagocytosis.

Keywords: Flow cytometry, bioprocesses, intracellular microorganism

Estandarizacion de las técnicas de citometria de flujo para evaluar las células
fagociticas de Corynebacterium pseudotuberculosis murinas

Resumen. Con el avance en la comprension de los bioprocesos, ocurridé un aumento
significativo de nuevas técnicas de interacciones celulares. Dentre esas técnicas esta la
citometria de flujo (CF), una herramienta importante para contar y clasificar particulas
microscopicas suspendidas en medio liquido en flujo. Los pardmetros analizados son
contenidos celulares de todos los origenes, como la bacteria Corynebacterium
pseudotuberculosis, el agente etioldgico de la Linfadenitis Caseosa. Este estudio tiene como
objetivo estandarizar técnicas utilizando la citometria de flujo para evaluar el contaje absoluto
y los aspectos fisioldgicos de C. pseudotuberculosis y células fagociticas murinas. Fue
cultivada C. pseudotuberculosis en medio BHI — Tween 80 0,5%, con posterior marcacion
de este microorganismo con tintes fluorescentes, en diferentes periodos y diferentes estados
fisiologicos a lo largo de su crecimiento. En el ensayo de fagocitosis, se utilizaron células de
peritoneo murino de dos linajes, posterior a peritonitis inducida por tioglicolato de sodio.
Después de la adhesion celular, se realizo el desafio con bacterias tefiidas y después de 1h 30
min las células adherentes fueron tripsinizadas, lavadas y centrifugadas para el ensayo por
CF. Fue observado un periodo de crecimiento similar a una curva estandar de crecimiento
microbiano y fue posible distinguir diferentes estados fisiol6gicos. Los datos obtenidos de la
citometria de flujo demuestran poblaciones de células fagociticas que contienen bacterias en
el citoplasma. Se observé una poblacion con baja complejidad interna, similar a la presentada
por los linfocitos, y una poblacion con complejidad interna moderada, similar a la presentada
por las células de origen monocitica. La técnica de citometria de flujo con la marcacién por
fluorescencia fue efectiva para evaluar el crecimiento y la viabilidad de C.
pseudotuberculosis, asi como la interaccion de las células bacterianas con las células
fagociticas peritoneales murinas. Por lo tanto, la CF es una técnica eficiente para evaluar la
curva de crecimiento de esta bacteria, permite la distincion de diferentes estados fisioldgicos
e incluso puede indicar un mecanismo de escape de la fagocitosis.

Palabras clave: citometria de flujo, bioprocesos, microorganismo intracelular

Introducéo

Com o0 avanco tecnoldgico de bioprocessos, muitas técnicas foram criadas para conhecer as
interacOes celulares. Assim, utilizando a citometria de fluxo é possivel realizar analises de varias células,
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através de aplicag6es em meio liquido em fluxo (Jelinek et al., 2017). Essa técnica possibilitara conhecer
etapas fisioldgicas e de viabilidade celular em culturas bacterianas (Kennedy & Wilkinson, 2017). Esse
processo injeta as células que atravessa a cAmara através do feixe de radiacdo, perpendicular ao fluxo
(Cho et al., 2010). Esse método consiste na adicdo de corante fluorescente para que moléculas sejam
coradas e seja captada pelo sistema éptico para determinar o nimero de células e seus constituintes
(AIvarez-Barrientos et al., 2000; Suhren & Walte, 2000; Yakimov et al., 2019).

Dentre as aplicagdes de uso da citometria de fluxo, podem-se contar células bacterianas, como C.
pseudotuberculosis, agente etioldgico da linfadenite caseosa em ovinos e caprinos, doenga cosmopolita
(Dorella et al., 2006; Morales et al., 2017). Esse género € constituido por bactérias pleomdrficas,
intracelular facultativo, Gram-positivas, imoveis e ndo esporuladas (Dorella et al., 2006).

A bactéria pode sobreviver & fagocitose, permitindo sua disseminagéo no hospedeiro e promovendo
sua sobrevivéncia intracelular (Jones et al., 2000). Assim, a prevaléncia da doenca é subestimada devido
a forma subclinica. No entanto, trabalhos mostram alta prevaléncia (Guimaraes et al., 2011). Alguns
testes, como ELISA foram relatados como eficazes em programas de controle da enfermidade (Meyer
et al., 2005). Essa incidéncia mostra a importancia da técnica de citometria de fluxo devido a
sensibilidade de detec¢do em relacdo a outros métodos. O estudo da viabilidade e interagdo bactéria-
célula hospedeira é importante para padronizar técnicas de citometria de fluxo e avaliar aspectos da
interacdo entre C. pseudotuberculosis e células fagocitarias murinas.

Material e métodos

Para o uso de animais no experimento, foi aprovado o processo de nimero 006/2010 da Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA/ICS — UFBA). Para a anélise da viabilidade celular foram utilizadas
as cepas T1 e C57 de C. pseudotuberculosis cultivadas em meio liquido BHI (infusdo de cérebro e
coragdo) com Tween 80 0,5%. Foram retirados 3,0 mL da cultura com 2, 6, 12, 24, 48 e 72 horas. As
bactérias foram lavadas com solucdo salina 0,9% e centrifugadas por quatro minutosa 8.000g. O
sobrenadante foi desprezado, acrescentou-se o SYBR Safe™ (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA),
incubou-se por 20 minutos no escuro, & temperatura ambiente. Depois da incubagdo procedeu-se outra
lavagem para retirada do excesso dos reagentes, o pellet bacteriano foi ressuspenso e o iodeto de
propidio foi adicionado visando a verificagdo da permeabilidade celular, e posterior mensuracdo pelo
citdmetro de fluxo. Para a contagem absoluta de microrganismos em suspensdo foram utilizados tubos
TruCount (Becton Dickson, EUA), contendo pellet de microesferas fluorescentes, com a quantidade de
beads constantes em cada lote. Sendo o seguinte calculo: Bactérias totais = (N° beads eventos bactérias /
N° de beads A+B) X N° de Beads por pl.

A determinacdo da atividade fagocitica de macrofagos foram utilizados dez camundongos machos,
sendo cinco da linhagem CBA e cinco suicos, pesando entre 25 — 30 g, mantidos no biotério do
Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular — ICS/UFBA. Todos os animais submetidos ao
experimento recebiam agua e ragdo ad libitum com condigdes controladas de iluminacéo e temperatura.
Os animais foram condicionados no laboratério pelo menos uma hora antes do experimento. Injetou-se
3,0 mL de tioglicolato na cavidade peritoneal, ap6s quatro dias realizou-se sacrificio por deslocamento
cervical. Para tanto o abdémen teve assepsia realizada e exposi¢do do periténio em fluxo laminar, logo
em seguida foi injetado 5,0 mL de solucdo salina estéril (0,9% NaCl) a 4° C, massageando-se
manualmente para a recuperacdo do contelido por aspiracdo com seringa. O material coletado foi
condicionado em um tubo plastico de 15,0 mL estéril (mantido no gelo). Depois deste procedimento,
realizou-se a centrifugacéo por 10 minutos numa rotacdo de 1.500 g a 4°C. Desprezou-se 0 sobrenadante
e lavou o precipitado por duas vezes com 5,0 mL de solugdo salina estéril (a 1.500 g por 5 m a 4° C).
Apos precipitacdo celular desprezou o sobrenadante e ressuspendeu as células em 1 mL de RPMI.
Realizou a contagem das células para obter a concentragdo 2 x 10° células por poco de cultura.

Células peritoneais (2 x 10°/ml) foram acondicionadas em placas de cultura de 24 pocos contendo
laminulas e incubadas a 37°C, 5% de CO,, por 24 horas. Ap0s este periodo procedeu-se lavagem com
1,0 mL de solucéo salina e em seguida realizou-se a infecgdo na proporgdo de 1:10 (bactéria:células
fagociticas), com as linhagens T1 e C57 de C. pseudotuberculosis, apds 1h30min procedeu-se a
coloracdo das células aderidas as laminulas com uma mistura dos corantes hematolégicos Wright e
Giemsa e a seguir a fixagcdo em laminas para observacdo em microscopio optico.
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Paro o ensaio de citometria de fluxo (CF) foi utilizada a mesma metodologia de cultivo descrita acima.
Ap6s 1h30min da infeccdo as células aderidas foram ressuspensas utilizando tripsina e em seguida foi
realizado a mensuracdo no citdmetro de fluxo (FACScalibur — Becton Dickinson, San Jose, EUA), que
permite ajustar o ndmero de eventos celulares para até 10.000, em uma analise automatizada de trés
pardmetros celulares: tamanho (determinado pela difracdo do raio laser — “Forward scatter”, granulosidade
ou complexidade interna (determinada pela refracdo e reflexdo do raio laser — “Side Scatter” - SSC) e
intensidade relativa de fluorescéncia (FL1) para marcar o DNA bacteriano e para o ensaio de permeabilidade
de membrana no canal de intensidade (FL3). No ensaio de fagocitose utilizou-se DotPlot de complexidade
— SSC por fluorescéncia especifica (FL1), sendo ainda utilizado um sistema de computador contendo o
software CELL Quest para aquisi¢do, armazenamento e andlise imediata ou posterior dos dados referentes
ao material estudado. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Resultados

A curva de crescimento de C. pseudotuberculosis esta ilustrada na Tabela_1, onde mostra uma curva
padrdo de crescimento microbiano, contudo a técnica utilizada permitiu a distin¢do entres diferentes estados
fisiologicos, associados ao sistema de contagem absoluta, o que possibilitou mensurar o nimero de bactérias
viaveis, em injuria e mortas por cada microlitro (L) presente na suspenséo do cultivo (Figura_1).

Tabela 1. Valores absolutos de contagens bacterianos, diferenciando pelo o estado fisiol6gico, média dos valores em triplicata.

Tempo Vivas/pL Injaria/pL Mortas /puL Total/pL
2h 18,05 33,41 37,8 89,26

6h 23,45 237,34 52,36 313,15

12h 1162,84 6447,71 173,88 7784,43
24 h 25182,13 28391,01 1212,62 54785,76
48h 5264,3 23861,75 3269,56 32395,61
72h 1866,4 31524,05 5629 39019,45

No ensaio de fagocitose com visualiza¢do por microscopia Optica, foi observando uma boa adesdo celular
em laminulas. Evidenciando fagocitose por parte de macréfagos e de células compativeis com linfécitos, em
ambas as linhagens de C. pseudotuberculosis. Foi possivel visualizar a formacéao de vacuolos citoplasmaticos
nas células fagociticas, mostrando a ativacao devido a presenca de microrganismos, provavelmente pela
producdo de radicais livres e oxido nitrico para combater o microrganismo (Figura 2).
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Figura 1. Curva de crescimento de C. pseudotuberculosi sem meio BHI por diferentes
estados fisiologicos, sendo as vivas (marcacgdo de SYBRsafe exclusivamente), as
mortas (IP exclusivamente), células em injdria (coexpressam dos marcadores
SYBR e IP) e total as somas das duas populacdes.

Os dados obtidos na citometria de fluxo vém corroborar com os dados obtidos por microscopia éptica,
evidenciando populagdes de células fagociticas contendo bactérias no citoplasma, sendo observadas
duas populagdes envolvidas neste processo. Uma populacdo de baixa complexidade interna, similar a
apresentada por linfécitos, e uma populacdo com complexidade interna moderada similar a apresentada
por células de origem monocitica (Figuras 3, 4 e 5).
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A

Figura 2. Fotomicrografias Opticas, evidenciando a participacéo de células fagociticas em resposta ao microrganismo.
Formacédo de vacuolos citoplasmaticos. (A): aumento de 1.000 X, (B): aumento de 400 X.

Como pode ser observado nas figuras 4 e 5, existem uma clara diferenca entre a complexidade interna
nas células provenientes das duas linhagens murinas.
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Figura 3. Gréaficos DotPlot, mostrando a autofluorescéncia celular. (A): linhagem CBA,; (B): linhagem suica.
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Figura 4. Gréficos DotPlot, mostrando a populagdo de macréfagos e células compativeis com linfécitos participando
da fagocitose de microrganismos da linhagem T1. (A): linhagem CBA. (B): linhagem suica.
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Figura 5. Gréficos DotPlot, mostrando a populacdo de macréfagos e células compativeis com linfécitos participando
da fagocitose de microrganismos da linhagem C57. (A): linhagem CBA (B): linhagem suica.
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As células dos camundongos CBA participando da fagocitose de microrganismos da linhagem T1
apresentam uma maior granulacdo interna que aquelas encontradas no periténio dos camundongos da
linhagem suica, sugerindo uma maior ativacao celular. O mesmo fendmeno pode ser observado quando
as células participam na fagocitose da linhagem C57 (Figura 5).

Os camundongos das linhagens CBA e suica (Figura 4 e 5) apresentam duas populagdes participando
ativamente da fagocitose. Uma delas é composta por células de tamanho pequeno e de baixa
complexidade interna, com dispersdo de luz similar a apresentada pelos linfécitos; a outra populacédo é
de tamanho médio a grande e de complexidade interna moderada, similar aquela apresentada pela
populacdo de macréfagos. Células peritoneais de camundongos CBA apresentaram maior capacidade
de fagocitose e um maior envolvimento de células mononucleares fagociticas nesta atividade. Para a
linhagem suica, observou-se uma maior participacdo de células compativeis com linfécitos na fagocitose
deste microrganismo (Figuras 6 e 7).
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Figura 6. Diferenga do MFI entre as duas cepas de C. pseudotuberculosis, sendo a intensidade de fluorescéncia
diretamente relacionada com a quantidade de bactéria fagocitada (T1 > C57, P < 000,1). (A): células
compativeis com linfdcitos. (B): células mononucleares fagociticas.
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Figura 7. Diferenga de percentual de células infectadas, evidenciando um maior percentual de células tipo
linfocitos na linhagem de camundongo suica do que CBA (P < 000,1). (A): células compativeis com
linfocitos. (B): células mononucleares fagociticas.

Comparando-se as cepas bacterianas estudadas, observou-se que a cepa C57 de C.
pseudotuberculosis, apresentou a média de intensidade de fluorescéncia (MFI), muito menor em relacéo
a cepa T1 atenuada, nos linfécitos e principalmente nos macréfagos. E importante salientar que a MFI
esta diretamente relacionada a quantidade de bactérias fluorescentes fagocitadas.

Discussao

As técnicas de cultivo e marcacdo fluorescente utilizadas no estudo possibilitaram a mensuracao e
distincdo entre diferentes estados fisiolégicos dos microrganismos (Sanders & Mourant, 2013). A
viabilidade bacteriana é definida de forma cléssica, pela capacidade de formarem coldnias em meios de
cultura solidos ou proliferarem em meios de cultura liquidos. Isto define que as bactérias estdo “vivas”,
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com capacidade de replicacdo, sendo possivel quantifica-las. Porém, este sistema de deteccdo de
viabilidade é dependente do seu crescimento, o que sé pode ocorrer na presenca dos nutrientes corretos
e condicBes de osmose, temperatura e aerobiose ou anaerobiose (Cheswick et al., 2019; Engelkirk &
Duben-Engelkirk, 2012).

Para os microrganismos fastidiosos ou aqueles que ndo se adaptam as condi¢des artificiais de
laboratério o resultado da viabilidade seria negativo, porém a técnica de citometria de fluxo associada
ao uso de fluorocromo é capaz de detectar subpopulacdes dentro de uma populagéo, o que corresponde
a diferentes niveis de funcionalidade da célula (Cheswick et al., 2019; Shapiro, 2008). As técnicas de
microbiologia classica utilizadas para monitorar a proliferacdo e a viabilidade celular apresentam varios
inconvenientes. A densidade Optica, 0 peso seco e a contagem padrdo de colénias podem indicar
crescimento associado a divisdo celular, mas ndo fornecem informacdes sobre o estado fisioldgico das
bactérias (Lobete et al., 2015). O fluorocromo SYBR Green € um ligante da fita dupla de DNA usado
com uma boa sensibilidade para deteccdo e quantificacdo de microrganismos marcados por citometria
de fluxo (Assuncéo et al., 2006). O SYBR Safe possui uma intensidade de brilho alta, sem relatos de
efeitos negativos na viabilidade de microrganismos.

No presente estudo, foi observada uma eficacia de marcacdo de C. pseudotuberculosis sem torno de
95% das bactérias na concentracdo final 2X do SYBR, diferentemente do estudo realizado por
Chapeton-Montes et al. (2008) que utilizou 0 SYBR safe na concentragdo final de 20X, esse efeito
mostra que a técnica utilizada em nosso estudo obteve um bom padrdo de marcacgdo. Na microbiologia,
a CF tem mostrado vérias potencialidades, nomeadamente no estudo da susceptibilidade a
antimicrobianos e a participagdo no desenvolvimento de novas substancias com atividades
antimicrobianas (Kennedy & Wilkinson, 2017; Pina-Vaz et al., 2005; Pina-Vaz & Rodrigues, 2010). O
uso do SYBR safe associado ao IP, permite avaliar microbicidas que atua em nivel do DNA ou na parede
celular do microrganismo, medindo os diversos pardmetros celulares da bactéria. A necessidade do uso
de diferentes técnicas torna-se necessario para avaliar os padrdes de susceptibilidade aos diferentes
agentes microbicidas e a sua atividade combinada in vitro (Shapiro, 2008). Esse fluorocromo associado
a poderosa ferramenta que é a citometria de fluxo possibilita avaliar a resisténcia de um microrganismo
para um determinado farmaco, pois em curto periodo de tempo podemos obter esta informacao (Silva
et al., 2004).

No presente estudo, tanto a microscopia Optica quanto a citometria de fluxo possibilitaram
demonstrar a fagocitose C. pseudotuberculosis pelas células peritoneais das duas linhagens de
camundongos estudadas. As interacdes entre as bactérias intracelulares e células hospedeiras, tém sido
reportadas utilizando técnicas como microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo (CF), baseando-
se no uso de diferente fluorocromos para diferentes estruturas da célula. A CF tem sido utilizado para
medir a capacidade das bactérias intracelulares (Kennedy & Wilkinson, 2017; Nebe-von-Caron et al.,
2000). Além disto, também foi possivel perceber pela técnica de citometria de fluxo, diferencas no
padrdo da participacdo na fagocitose em relagdo as linhagens de camundongos utilizadas, onde se
observou uma diferenca no percentual de linfécitos participantes no ensaio. A linhagem de
camundongos Suica apresentou um maior percentual de linfdcitos participando do processo de
fagocitose. Xie et al. (2017), em estudos com linhagem C57BL, observaram que houve alteracdes no
percentual de linfocitos, sendo que esse percentual diminuiu a medida que os camudongos envelheciam;
porém, esses estavam livres de patdgenos. O fator de inibi¢do da migracdo de macrofagos (MIF)
apresentada pelas células que fagocitaram a cepa C57 foi menor que aquela apresentada pelas células
que fagocitaram a cepa T1, nas células do tipo linfocitos e principalmente naquelas com padrdo de
macrofagos, o que pode representar um mecanismo de escape apresentado pela primeira, uma cepa
selvagem, proveniente de um animal apresentando sinais clinicos da doenga.

Desta forma, pode-se destacar a aplicabilidade da citometria de fluxo na anélise de processos
interativos (microrganismos/célula hospedeiro) e tais constatacBes ja foram apresentadas por outros
autores, em outros modelos experimentais (Chapeton-Montes et al., 2008). Assim, os resultados aqui
apresentados confirmam que a citometria de fluxo é uma importante ferramenta para gerar informacdes
necessarias ao entendimento, com grande precisdo, de diversos processos interativos que dependam da
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quantificagdo e caracterizacdo morfoldgica e funcional na relagdo entre células parasitas e hospedeiras,
no caso especifico, entre C. pseudotuberculosis e células com atividade fagocitica de peritdnio murino.

Conclusoes

A técnica de citometria de fluxo com a marcagéo por florescéncia foi eficaz para a avaliagéo através
da curva de crescimento, permitindo a distingdo dos diferentes estados fisiolégicos e viabilidade de
Corynebacterium pseudotuberculosis, bem como a interacdo das células bacterianas com as células
fagocitarias peritoneais murinas. Além disso, macréfagos e células compativeis com linfocitos
peritoneais de camundongos das linhagens CBA e suica foram capazes de fagocitar C.
pseudotuberculosis, observando que a cepa C57 apresentou menor MIF dentro das células peritoneais
que a cepa T1, podendo indicar um mecanismo de escape a fagocitose.
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