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Influéncia da vacinagéo sobre o nivel de infeccéo estafilococica da
glandula mamadria de vacas leiteiras submetidas
a desafios naturais*

Vaccination influence on staphylococcal infection level of the mammary
gland in dairy cows submitted to natural challenge

*kk

José Eurico de Faria,** Marcelo Souza Pinto,** Renato Dale**, Belmiro -Zamperlini

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia da vacinagdo com vacina celular anti-Staphylococcus aureus,
contendo adjuvante sulfato dextran e éleo mineral, na prevengéo e controle de mastite estafilocécica e comparar os resultados
desta vacina com outra de mesma composi¢do, porém contendo apenas o sulfato dextran como adjuvante. Foram utilizadas
. 15 vacas leiteiras de raga holandesa, pura ou mestiga, com 58 quartos mamarios funcionais, de propriedade localizada no
municipio de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Os animais foram vacinados, por via intramuscular, no inicio do periodo “seco” e,
novamente, um més apds a primeira vacinagdo. Os niveis de infecc@o dos quartos mamarios foram avaliados em trés
periodos distintos: final da lactacdo (antes da primeira vacinagao), semana do parto e um més apds o parto. Estes niveis de
infecgdo nao diferiram estatisticamente (p>0,05), pelo teste do Qui-quadrado, com os verificados nos mesmos periodos em
animais vacinados com vacina semelhante, porém sem o adjuvante 6leo mineral (Faria,1995). As taxas de cura e de nova
infecgdo de quartos mamarios foram, respectivamente, de 84,62% e 15,56% durante o periodo “seco” e de 50% e 10,53%
durante o primeiro més de lactagéo. Os resultados mostraram uma maior predominancia do efeito curativo sobre o preventivo,
fato evidenciado quando comparado ao que acontece com o uso da vacina contendo somente o sulfato dextran como adjuvante,
conforme relatado por Faria (1995).

Palavras-chave: mamite bovina; vacinas; Staphylococcus aureus.

Abstract

The purpose of this study was to evaluate the efficacy of the anti-Staphylococcus aureus vaccine, containing dextran sulfate and
mineral oil in the prevention and control of the mammary gland Staphylococcal infection. The results were compared with those
of a similar vaccine containing only dextran sulfate as adjuvant. Fifty eitgh mammaries quarters from fifteen Holstein or Holstein
X Zebu dairy cows from a herd of a farm located in Vigosa, M.G, Brazil were vaccinated, by intramuscular injection, at the
beginning of dry period, receiving a booster injection four weeks later. The levels of mammary quarter infection were evaluated
at three different periods: end of lactation (before the first vaccination), parturition week and one month after the parturition. The
infection levels during the three periods studied did not show any significant difference (p> 0,05) between the group treated with
this vaccine and the group studied by Faria (1995), using similar vaccine, without mineral oil. The rates of cure and new
intramammary infection (IMI) were, respectively, 84,62% and 15,56%, during the dry period and, 50,00% and 10,53% during the
first month of lactation. The results showed that this vaccine is more effective in eliminating IMI than in preventing new IMI. This
was more evident when results were compared to those obtained using vaccine containing only dextran sulphate, as reported
by Faria (1995).

Keywords: bovine mastitis; vaccines; Staphylococcus aureus.

total das perdas, visto que a diminuigao é substancial nas

Introducao

A mamite é considerada a principal doenga que afeta os re-
banhos leiteiros em todo o mundo e aquela que proporciona
as maiores perdas econdmicas na exploragao leiteira. Esti-
ma-se que mundialmente as perdas anuais pela doenga séo
da ordem de 35 bilhdes de ddlares e, na Argentina, de aproxi-
madamente 221 milhdes por ano (Giraudo et al.,1997). A que-
da na produgdo de leite é responsavel pela maior parcela do

vacas infectadas. Incluem-se, ainda, gastos com medicamen-
tos, leite descartado, servigos veterinarios, descarte prema-
turo de animais e diminuigdo no valor comercial dos animais
infectados. Isso sem contar as perdas ocasionadas a indus-
tria de laticinios devido a queda na qualidade do produto em
fungdo das alteragdes na sua composi¢do quimica, a cres-
cente preocupacgdo com os residuos de antibiético no leite,
além dos possiveis riscos a saude publica.
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No Brasil, e na maioria dos paises, o Staphylococcus aureus
é a causa predominante da mamite bovina (Waage et al.,
1999). Os estafilococos, especialmente S. aureus, apresen-
tam grande resisténcia aos tratamentos convencionais, o que
evidencia a importancia do desenvolvimento de novas pes-
quisas sobre o controle da infecgao estafilocécica na glandu-
la mamaria.

Programas de vacinagao sao designados para potencializar
o sistema imune do animal a responder a um estimulo
antigénico especifico. Vacinas para mamite elicitam um re-
crutamento de neutréfilos e macréfagos para o sitio de infec-
¢a0, além de estimular a produgéo de anticorpos especificos.
A imunizagado pode aumentar a concentragao de neutréfilos
através da liberagao de mediadores da inflamacgao (citocinas)
por populagdes de linfécitos antigeno-especificos. Anticorpos
especificos sado requeridos para a opsonizagdo da bactéria e
para promover a fagocitose por macroéfagos e neutréfilos. Além
de servir como opsoninas, 0s anticorpos ainda neutralizam
toxinas bacterianas, interferem nos mecanismos de adesao
da bactéria e induzem a lise do patégeno invasor. Tanto o
ndamero de neutréfilos quanto a concentragdo de anticorpos
sdo baixos na glandula mamaria saudavel, sem infecgao.
Assim, protocolos de imunizagao, que sdo capazes de
potencializar estes componentes bactericidas importantes,
podem contribuir para um controle efetivo da mamite (Sordillo
et al,, 1997).

A vacinagao contra mamite tem sido avaliada com o intuito de
aumentar o titulo de anticorpos especificos no sangue e no
leite, promovendo imunidade por aumentar a fagocitose das
bactérias invasoras e a neutralizagdo das toxinas (Nickerson
et al,, 1993 ; Nordhaug et al., 1994b ; Sordillo et al., 1997).

As vacinas sao utilizadas com o objetivo de eliminar infec-
¢bes intramamarias crdnicas, prevenir o estabelecimento de
novas infecgdes e/ou reduzir a freqUéncia e severidade da
doenga clinica. Porém, as vacinas que sao freqlientemente
avaliadas aparentam nao reduzir consistentemente a incidén-
cia de novas infecgdes ou eliminar infecgdes crénicas. No
entanto, estudos recentes apontam que as vacinas tém redu-
zido efetivamente a incidéncia de mamite clinica (Tyler et al.,
1993 ; Sordillo et al., 1997).

Muitas tentativas tém sido realizadas visando prevenir a
mamite por Staphylococcus aureus através da vacinagao.
Muitos destes estudos usaram sistematicamente bacterinas
derivadas do cultivo de culturas in vitro (Brock et al., 1975 ;
Yoshida et al., 1984 ; Pankey et al., 1985 ; Watson, 1992 ;
Nickerson et al., 1993 ; Nordhaug et al., 1994a ; Nordhaug et
al., 1994b ; Faria, 1995 ; Watson et al., 1996 ; Calzolari et al.,
1997 ; Giraudo et al., 1997).

Evidéncias sugerem que as toxinas estafilocécicas também
séo importantes por causarem danos ao tecido hospedeiro e
promover o crescimento bacteriano. Estudos tém mostrado
que novilhas vacinadas com vacinas de S. aureus, formula-
das para estimular anticorpos antipseudocapsula
estafilocécica, contendo a e b-toxina, reduziram a taxa de no-
vas infecgbes intramamarias e ainda, a infecgéo foi de menor
duraga@o que no grupo nao vacinado (Sears et al., 1990 apud
Sordillo et al., 1997). Os autores relatam que a eficacia deste
novo tipo de formulagéao de vacinas ainda nao foi avaliada em
condigdes naturais mas, Faria (1995), em experimento reali-
zado no Brasil, mostrou o comportamento de uma bacterina
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contendo antigenos pseudocapsulares, em vacas submeti-
das a desafios naturais.

Giraudo et al. (1997), avaliando uma bacterina contendo S.
aureus e Streptococcus sp., causadores de mamite, em novi-
Ihas, sob condigbes naturais, verificaram uma redugdo das
infecgdes intramamarias por S. aureus de 18,8% para 6,7%,
nas novilhas vacinadas antes do parto (uma dose 8 e outra 4
semanas antes do parto) e para 6% no grupo vacinado poés-
parto (uma dose 1 semana apds e outra 5 semanas pés-par-
to). Tal efeito ainda foi mantido por, no minimo, 6 meses e nao
se observou efeito sobre a contagem de células somaticas ou
sobre o nivel de infecgao estreptocécica. Os autores atribuem
a eficacia da vacina estudada, sobre a infecgao estafilocdcica,
a alta concentracao (1 x 10'"°UFC/ml) de antigenos bacterianos
e polissacarideos capsulares adotada.

Ao comparar a eficacia de uma interleucina-2 bovina
recombinante (rBolL-2) como adjuvante numa vacina com
Staphylococcus aureus frente a um desafio experimental,
DeRosa e Sordillo(1997) observaram que todos os animais,
incluindo o grupo controle que recebeu salina como
adjuvante, exibiram aumento similar nos titulos séricos de
anticorpos antipseudocapsula de S. aureus e que os ani-
mais tratados com salina mostraram um aumento significante
de anticorpos anti-a-toxina, se comparado com o grupo tra-
tado com rBolL-2. No entanto, os niveis lacteos de anticorpos
antipseudocapsula, nestes, foram superiores ao controle.
Os autores concluiram que, embora os animais tratados
com rBolL-2 tenham exibido um aumento na producgéo de
citocinas pela estimulagdo antigénica, a eficacia deste pro-
tocolo de vacinagao foi inferior ao comparado com a prote-
¢ao oferecida pelo tratamento com salina como adjuvante.

Em trabalho semelhante ao aqui realizado, Faria (1995) ava-
liou a eficiéncia de uma vacina celular de Staphylococcus
aureus adjuvada pelo sulfato dextran na prevengao e controle
da infeccao estafilocécica na glandula mamaria em rebanho
bovino leiteiro. A vacina, entdo, reduziu o nivel de infecgdo na
semana do parto, mas nao um més apos, e foi mais eficaz na
prevengao que na eliminagao das infecgdoes da glandula
mamaria durante o periodo “seco”.

Este estudo teve como objetivos avaliar a eficiéncia da vacina
celular adjuvada com sulfato dextran e 6leo mineral na pre-
vencao e controle de mamite estafilocécica e comparar os
resultados desta vacinagdo com aqueles de trabalho feito
anteriormente (Faria, 1995) em que a vacina possuia apenas
o sulfato dextran como adjuvante, e ainda prolongar os efei-
tos da vacinagao sobre a redugao do nivel de infecgéac duran-
te o periodo “seco,” para o periodo de lactagao.

Material e métodos

O experimento foi desenvolvido nas dependéncias do Labo-
ratério de Bacteriologia do Setor de Medicina Veterinaria Pre-
ventiva do Departamento de Veterinaria, Universidade Fede-
ral de Vigosa. .

Animais: Foram avaliados 58 quartos mamarios de 15 vacas
de raca holandesa, puras ou mestigas de holandesa com
zebu, com idade e nimero de partos que variaram de 3 a 8
anos (média de 5 anos) e 1 a 4 crias (média de 2 crias/vaca),
respectivamente, de propriedade localizada no municipio de
Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Os animais foram introduzidos
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no experimento no final da lactagéo, ocasidao em que se co-
lheram as primeiras amostras de leite. A duragéo do periodo
“seco” foi, em média, de 96 dias.

Colheita das amostras de leite: As amostras de leite para
exames bacteriolégicos foram colhidas antes da ordenha,
em frascos estéreis, tomando-se os devidos cuidados de
higiene e antissepsia. Os Uberes e tetas foram lavados e
desinfectados com produtos & base de iodo e secados com
toalha de papel descartavel. Os dois primeiros jatos de leite
foram colhidos na caneca de fundo escuro e o terceiro no
frasco para o exame bacterioldgico. Duas amostras de leite
foram colhidas na ultima semana da lactagdo, obedecendo
um intervalo de aproximadamente 24 horas entre cada co-
Iheita. Na lactacdo seguinte, mais duas amostras de leite
foram colhidas, sendo uma dentro da primeira semana p6s-
parto e outra um més apds o parto.

Isolamento e identificacdo do estafilococo: As amostras de
leite foram inicialmente pré-incubadas a 37°C, por seis a de-
zoito horas e, apés, fazendo-se uso de uma al¢a de platina,
foram estriadas em &agar sangue base adicionado de 5% de
sangue desfibrinado de carneiro. Apés, entdo, as placas fo-
ram incubadas a 37°C, por 24-48 horas (NATIONAL MASTITIS
COUNCIL,1969). As culturas que apresentaram caracteristi-
cas macroscoépicas e microscopicas proprias de estafilococos
foram submetidas as provas complementares visando sua
identificacdo presuntiva. A classificagdo presuntiva das prin-
cipais espécies de estafilococos se baseou, em parte, em
algumas das provas agrupadas em tabela por Kloos e
Schleifer (1986), que sdo: Hemolise em &agar sangue; Prova
da catalase (Holmberg,1973); Prova da coagulase (Schalm
et al., 1971); Reagdo da desoxirribonuclease (DNase) confor-
me Kowalski (1977); Fermentagdo do manitol ; Crescimento
anaerdbio em meio liquido de tioglicolato de Brewer; Reagao
de Voges-Proskawer, como descrita em Bier (1985).

Vacina e Vacinoterapia: A amostra de Staphylococcus aureus
utilizada na produgéo da vacina foi isolada de amostras de
leite de vacas com mamite clinica ou subclinica e identificada,
de acordo com os critérios mencionados anteriormente.Esta
amostra, entdo considerada patogénica, com hemélise alfa-
beta, foi cultivada e posteriormente inativada com formalina a
1% (v/v) e concentrada para 10'° bactérias/ml, adjuvada com
sulfato dextran (P.M. 500.000) na proporgédo de 50 mg/ml de
vacina (Watson, 1988 ; Faria, 1995) e 6leo mineral na propor-
¢do de 18%. A vacina foi aplicada em duas doses de dois
mililitros, por via intramuscular, na coxa, em lados alternados,
com intervalo de 30 dias.

Tratamento experimental: As 15 vacas foram vacinadas na
primeira semana do periodo “seco” e novamente um més
apds a primeira vacinagao.

Avaliagdo: Foi feita conforme Faria (1995):0s quartos mama-
rios foram considerados como infectados no momento da
secagem da lactagdo, quando foi isolado Staphylococcus
aureus em pelo menos uma das duas amostras de leite
colhidas na dltima semana de lactagdo. Essa metodologia,
em infecgdo experimental, demonstrou uma probabilidade
de 93,5% de se isolar o agente (Sears et al., 1990). O trata-
mento foi considerado eficaz quando os quartos infectados
com Staphylococcus aureus na Ultima semana da lactagéo,
mostraram-se sem infecgdo logo apds o parto. O tratamento
foi considerado ineficaz quando ‘os quartos infectados com

Staphylococcus aureus, na ultima semana da lactagdo, mos-
travam os mesmos patégenos logo apés o parto. Os quartos
sem infeccdo por Staphylococcus -aureus na Ultima semana
da lactagdo e infectados na primeira semana pés-parto fo-
ram considerados como infectados no periodo “seco”(nova
infecg@o). Os quartos sem infecgéo por Staphylococcus aureus
na Gltima semana da lactacdo e na primeira semana pés-
parto e infectados no primeiro més de lactagéo foram consi-
derados como infectados durante a lactagéo.

Andlise estatistica: os resultados obtidos neste experimento,
quanto ao nimero de quartos mamarios infectados e néo
infectados por Staphylococcus aureus, foram analisados e
comparados aos obtidos por Faria (1995), através do teste do
Qui-quadrado ao nivel de 5% de significancia.

Resultados e discussao

Tanto no momento da secagem da lactagdo, quanto na se-
mana do parto e no periodo de um més apés o parto, néo
ocorreram diferencas estatisticamente significativas (p>0,05)
em relacdo aos quartos infectados e nao infectados com
Staphylococcus aureus, entre o grupo vacinado com sulfato
dextran e 6leo mineral (Tabela 1) e o vacinado apenas com
sulfato dextran (Tabela 2).

Tabela 1: Niveis de infecgdo de quartos mamarios, por
Staphylococcus aureus, no momento da secagem da
lactagdo, na semana e um més apos o parto, em vacas
submetidas ao tratamento com vacina celular adjuvada com
sulfato dextran e 6leo mineral, em rebanho da Zona da Mata
de Minas Gerais - 1997

Numero e percentual de quartos mamarios

Periodos Infectados Nao Total
infectados
Secagem 13 (22,4 %) 45 (77,6 %) 58 (100,0 %)
Semana do parto 9 (155%) 49 (84,5%) 58 (100,0 %)

1més pos-parto 11 (19,0%) 47 (81,0%)  58(100,0 %)

Tabela 2: Niveis de infecgdo de quartos mamarios, por
Staphylococcus aureus, no momento da secagem da lactagao,
na semana e um més apds o parto, em vacas submetidas ao
tratamento com vacina celular adjuvada com sulfato dextran,
em rebanho da Zona da Mata de Minas Gerais — 1994

Numero e percentual de quartos mamarios

Periodos Infectados Nao Total
infectados
Secagem 6(10,91%) 49 (89,09 %) 55 (100,0 %)

Semana do parto
1 més pds-parto

6 (10,91%)
7 (12,96%)

49 (89,09 %)
47 (87,04 %)

55 (100,0 %)
54 (100,0 %)

Fonte: Faria (1995).

As taxas de cura e de nova infecgdo de quartos, durante o
periodo “seco”, foram respectivamente: 84,62% e 15,56% para
os animais vacinados com a vacina celular adjuvada com
sulfato dextran e 6leo mineral (Figura 1), enquanto que essas
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mesmas taxas verificadas por Faria (1995), em animais que
receberam ‘o tratamento com a vacina que possuia apéenas o
sulfato dextran como adjuvante (Figura 2) foram, respectiva-
mente, de 33,33 % e 4,08 %.

Embora a taxa de cura do grupo tratado com vacina adjuvada
com sulfato dextran e 6leo mineral (84,62 % - Figura 1) tenha
sido muito superior a do grupo tratado com a vacina adjuvada
apenas com sulfato dextran (33,33% — Figura 2), conforme
Faria (1995), nota-se que a taxa de nova infecao foi também
muito superior (15,56% - Figura 1) a encontrada por Faria
(1995), 4,08% (Figura 2). Mesmo assim, nao foi possivel en-
contrar diferenca estatistica (p > 0,05) entre os efeitos curativo
e preventivo das duas vacinas, em todo o periodo de estudo,
quando analisadas pelo teste do Qui-quadrado. Também nao
houve diferenga estatisticamente significativa (p> 0,05) nos
niveis de infecgdo com Staphylococcus aureus, no periodo
seco e na lactagao, entre as duas vacinas.

107

A taxa de cura verificada neste experimento (Figura 1) foi res-
pectivamente mais alta e préxima as encontradas por
Nickerson et al. (1991), que estudaram uma bacterina comer-
cial (73%) e uma vacina com proteina A (83%).

A taxa de cura e de nova infe¢ggcao dos quartos, durante o
primeiro més de lactagao foi, respectivamente, de 50% e
10,53% (Figura 1). Nos animais submetidos ao tratamento
com vacina adjuvada somente com o sulfato dextran fo-
ram, respectivamente, de 25% e 8,51% (Figura 2), confor-
me Faria (1995).

A taxa de nova infec¢ao durante a lactagao (10,53%) foi menor
que a ocorrida durante o periodo “seco” (15,56%) (Figura 1). A
taxa de cura de infecgdo dos quartos mamarios foi maior du-
rante o periodo “seco”(84,62%) do que a ocorrida durante o
primeiro més de lactagao (50%).

Embora tenha havido redugdo de 6,9% no nivel de infecgao
na semana do parto (Tabela 1), os niveis de infecgao dos
periodos da secagem e semana do parto nao

Periodos - NGmero (e %) de quartos examinados (E), infectados (P) e nio infectados (N) em diferiram significativamente (p > 0,05).
trés periodos. A vacina mostrou eficacia ao aumentar a taxa
Secagem  58E 13P (224) 45N (77, s) de cura, porém nao reduziu a taxa de nova
infecgao. Esses resultados mostram um com-
Semanado 58E 11N (84,62) 7p (15,56) portamento diferente do observado com a va-
parto cina adjuvada somente com sulfato dextran,
que apresentou melhor eficacia na redugao
Um més da taxa de nova infecgdo do que da taxa de
apdos o cura.
parto 58E 4N
(50 00) (10 53) N&o se verificou redugao do nivel de infecgéo
durante o primeiro més de lactagdo, embora
Figura 1: Dinamica da infecgdo de quartos mamarios, por Staphylococcus aureus, do nesse periodo a taxa de cura (50%, Figura 1)

momento da secagem da lactagao até um més pds-parto da lactagdo seguinte, em vacas
submetidas ao tratamento com vacina celular adjuvada com sulfato dextran e éleo mineral,

em rebanho de Minas Gerais — 1997.

tenha sido superior a taxa de cura de animais
vacinados com a vacina adjuvada somente
com sulfato dextran (25%, Figura 2).

A vacina celular anti-Staphylococcus aureus,

periodos - Nimero (@ %) d N Inados (E), Infectados (F), o infectados 00) adjuvada de sulfato dextran e 6leo mineral,
eriodos - Numero (e %) de quartos examinados (E), infectados , ndo infectados e . PR P
nao-examinados (NE) em trés periodos. aphc_ada por via mtramuscular,. ndo provoca
reagdo adversa no local da aplicagao.
Secagem  55E 6 (1 0,9) 49N (89 09) Y . . .
Verificou-se, na vacina em questdo, uma mai-
s - 2N 33,33 408 47 or predominéncia do efeito curativo sobre o
e (83.3) preventivo, fato esse evidenciado quando
comparado ao que acontece com o uso da
Um més vacina contendo somente sulfato dextran
ap6s 0 como adjuvante, conforme relatado por Faria
parto 2N 4P 42N 1INE (1995).
- (25 00) (8,51) .
Os resultados apontam para a necessidade

Figura 2: Dinamica da infeccao de quartos mamarios, por Staphylococcus aureus, do
momento da secagem da lactagao até um més pds-parto da lactagdo seguinte, em vacas
submetidas ao tratamento com vacina celular adjuvada com sulfato dextran, em rebanho

da Zona da Mata de Minas Gerais — 1994.
Fonte: Faria (1995).
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