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RESUMO: A eficiéncia da vacinacdo com bacterina de Staphylococcus aureus no controle da
mastite foi avaliada durante dezesseis semanas, em quarenta e cinco vacas da raga Jersey em
lactagdo, em um rebanho, na regifio metropolitana de Curitiba. A vacina foi elaborada a partir de
cepas de S.aureus coagulase positiva isoladas de casos de mastite subclinica da mesma proprieda-
de e que foram inativadas com formalina e adicionadas de hidroxido de aluminio a 2,50% como
adjuvante. O rebanho foi dividido em trés lotes de quinze animais, sendo o controle, sem nenhum
tratamento; o semanal, onde os animais receberam 3.0 ml da vacina, semanalmente, por via sub-
cutdnea na regido do linfonodo mamadrio; e o quinzenal, que recebeu o mesmo tratamento do
grupo anterior, mas a cada quinze dias. Amostras de leite foram colhidas de todos animais a cada
semana e submetidas ao California Mastitis Test (CMT) e Contagem de Células Somaticas (CCS).
Demonstrou-se que as percentagens de amostras de leite com CCS inferior a 3 x 10° cél./ml foram
maiores no grupo semanal (p < 0.05) do que nos demais grupos. Em relacio ao total de casos, o
nimero de amostras positivas ao CMT foi 59,60% menor (p < 0,05) no grupo semanal (9,16%) do
que no grupo controle (22,70%). Também, as percentagens de infec¢des moderadas a graves ao
CMT foram menores (p < 0,05) no grupo semanal (35,98%) do que nos grupos quinzenal (57,43%)
e controle (63,3%). Durante o experimento, em todos os grupos, os casos de mastites subclinicas
foram mais freqilientes do que as outras formas clinicas da doenca, atingindo 81,46% do total de
casos de mastites, sendo S. aureus o principal agente causador. No grupo semanal, a percentagem
de mastites subclinicas causadas por S. aureus foi menor (25,00%) do que no grupo controle
(32,25%) e no grupo quinzenal (43,75%). Concluiu-se que a vacinac@io com bacterina de S. au-
reus, tendo hidréxido de aluminio como adjuvante, quando aplicada subcutaneamente na regio
do linfonodo mamdrio, uma vez por semana durante o curso da lactacio, € capaz de diminuir tanto
a prevaléncia quanto a gravidade dos casos de mastite em vacas leiteiras.
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VACCINATION WITH Staphylococcus aureus BACTERIN FOR
MASTITIS CONTROL IN COWS

ALBERTON, L.R.A.; WERNER, PR.; CUNHA, L.; WARTH, J.E; FARACO, A.PPA.;
RIBAS, N.P. Vaccination with Staphylococcus aureus bacterin for mastitis control in cows. Arg. cién. vet.
zool. UNIPAR, 4(1), p: 31 - 40, 2001.

ABSTRACT: The efficiency of vaccination with Staphylococcus aureus bacterin in the control of mas-
titis in cows was evaluated in forty-five lactating Jersey cows. The bacterin was made from strains of
S.aureus coagulase-positive isolated from the same herd tested. The bacteria were inactivated with for-
malin and 2.5% aluminum hydroxide was added as adjuvant. The herd was divided in three groups of
fifteen animals as follows: Group I (control), without any treatment; Group II (weekly group) , where the
animals received weekly injections of 3.0 ml of the vaccine subcutaneously in the region of the mammary
lymph-node for sixteen weeks; and Group IIT (biweekly group), which received the bacterin in two-week
intervals for sixteen weeks. Samples of milk were collected weekly and evaluated with the California
Mastitis Test (CMT) and Somatic Cells Counts (SCC). Results demonstrated that the percentage of sam-
ples with SCC inferior to 3 x 107 cells/ml and 5 x 10° cells /ml was larger in the weekly group (p < 0.05)
than in other groups. The percentage of positive samples to CMT was 59.60% smaller (p < 0.03) in the
weekly group than in control (9.16% and 22.70%, respectively). The percentages of moderate to severe
infections according to CMT were smaller (p<0.05) in the weekly group (35.98%) than control (63.33%)
and biweekly groups (57.43%). During the experiment, in all the groups, cases of subclinical mastitis
were more frequent than other forms of the disease, reaching 81.46% of the total of cases, and Sthaphylo-
coccus aureus was the most frequent bacteria isolated. The percentage of S. aureus subclinical mastitis
cases was smaller in the weekly group (25.00%) than in control group (32.25%) and in the biweekly
group (43.75%). It was concluded that bacterin made from S. aureus isolated from the same herd and
containing aluminum hydroxide as adjuvant, when injected SQ repeatedly at one-week intervals in the
mammary lymph-node region during the course of lactation, is capable to decrease both the prevalence
and the severity of mastitis in lactating cows.
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VACUNACION CON BACTERINA DE Staphylococcus aureus EN EL
CONTROL DE LA MASTITIS BOVINA

ALBERTON, L.R.A.; WERNER, PR.; CUNHA, L.; WARTH, J.E; FARACO, A.PPA.;
RIBAS, N.P. Vacunacién con bacterina de Staphylococcus aureus en el control de la mastitis bovina. Ang.
cién. vet. zool. UNIPAR, 4(1), p: 31 - 40, 2001.

RESUMEN: La eficacia de la vacunacién usando bacterina de Staphylococcus aureus en el control de la
mastitis bovina fue evaluada en cuarenta y cinco vacas da la raza Jersey en lactacién, en un rebafio de la
regién metropolitana de la ciudad de Curitiba. La bacterina fue preparada con cepas del S.aureus coagu-
lase positiva aisladas de los casos de mastitis subclinica de lo mismo rebaio y que fueron inactivadas con
formalina y recibieron la adicién de hidréxido de aluminio al 2,50% como adyuvante. El rebano fue
dividido en tres grupos de quince animales: el grupo control, sin tratamiento; el grupo semanal, donde los
animales recibieron 3,0 ml de la bacterina semanalmente, inyectada por via subcutdnea en la regién de lo
linfonodo mamario durante dieciséis semanas; y lo quincenal, que recibié lo mismo tratamiento del grupo
anterior, pero a cada quince dias también durante dieciséis semanas. Muestras de leche fueron colectadas
de todos los animales a cada semana, y sometidas a los siguientes testes: California Mastitis Test (CMT)
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y Cuenta de Células Somdticas (CCS). Se demostrd que los porcentajes de muestras de la leche con CCS
abajo de 3 x 1(F células/ml fueron mayores en lo grupo semanal (p < 0,05) do que los otros dos grupos.
En relacién a el total de casos, lo nlimero de muestras positivas a el CMT fue 59,60% menor (p <0,05) en
el grupo semanal (9,16%), en relacién a el grupo control (22,70%). Los porcentajes de infecciones mode-
radas a graves a el CMT también fueron menores (p < 0,05) en el grupo semanal (35,98%), en relacion a
los grupos quincenal (57,43%) y control (63,3%). Durante el experimento, en todos los grupos, los casos
de mastitis subclinicas fueron mas frecuentes do que las otras formas clinicas de la enfermedad, alcanzan-
do 81,46% del total de los casos de mastitis, sendo S. aureus el principal causador. En el grupo semanal,
el porcentaje de mastitis subclinicas causadas por S. aureus fue menor (25,00%) do que en el grupo
control (32,25%) y en el grupo quincenal (43,75%). Se concluyé que la vacuna con la bacterina del S.
aureus, conteniendo hidréxido de aluminio como adyuvante, cuando aplicada por la via subcutinea en la
region del linfonodo mamario, una vez por semana durante el curso de la lactacion, es capaz de disminuir

tanto la prevalencia cuanto la gravedad de los casos de mastitis en vacas en lactacion,
PALABRAS-CLAVE: mastitis, Staphylococcus aureus, bacterina, vacunacion, vaca

Introducio

Em todo o mundo, estudos recentes mos-
tram a importancia do Staphylococcus sp na masti-
te bovina, como demonstraram SEDDEK (1997),
no Egito, onde o Staphylococcus aureus € respon-
sdvel por 32,78% das mastites bacterianas; e SWA-
MI (1998), na India, que constatou que 54,05% das
mastites subclinicas sdo causadas pelo Staphylo-
coccus epidermitis e 44,50% pelo Staphylococcus
aureus. Da mesma maneira, LOGUE (1997) de-
monstrou que, na Escécia, o Staphylococcus au-
reus € 0 agente causal mais prevalente e mais difi-
cil de controlar, sendo responsavel pelas altas con-
tagens de células somdticas e por casos de mastite
subclinica. Além disso, a importincia do patégeno
como causador de mastites aumentou nos ultimos
anos, como demonstrou ZECONNI (1998), em re-
banhos italianos, onde houve aumento da percen-
tagem de infeccdes causadas por S. aureus de 10%
em 1973 para 35% em 1996. Ainda MIHATU
(1996), estudando a flora microbiana de amostras
de leite de vacas com mastites subclinicas, isolou
Staphylococcus sp em 62,70% das amostras, sen-
do 45,00% do tipo coagulase positiva e 17,70%
coagulase negativa.

No Brasil, VIANNI (1992) isolou S. aureus
coagulase positiva de 52,22% e S. aureus coagula-
se negativa de 16,67% das amostras em estudo rea-
lizado em Itaguai - Rio de Janeiro. Da mesma ma-
neira, COSTA (1995), em Sido Paulo e Minas Ge-
rais, constatou que 34,00% das mastites em 3.574
vacas eram devido ao Staphylococcus sp e 21,77%
ao Streptococcus sp.

Quando o S. aureus progride, através dos
ductos da glandula mamadria, as toxinas causam injd-
rias ao epitélio ductal que resultam em liberacfio de
substdncias quimiotdxicas, atraindo leucdcitos. As
toxinas causam também liberacio de lisossomos leu-
cocitdrios, aumentando a injiiria ao epitélio mama-
rio. Os fatores plasmdticos e células descamadas
formam grumos que ocluem os ductos e impedem
a drenagem dos 16bulos, induzindo retengao de lei-
te e involugdo do alvéolo comprometido. A persis-
téncia do §. aureus vidvel no foco inflamatdrio pro-
voca destrui¢io do ducto e expansio da reagiio in-
flamatdria com formac@o de microabeessos. O epi-
télio do ducto, constituido normalmente de uma
camada de células cubdides, sofre metaplasia pavi-
mentosa e torna-se estratificado. Posteriormente, o
estroma mamario € infiltrado por linfécitos e célu-
las plasmdticas, caracterizando um processo croni-
co. Como o §. aureus difunde-se para novas dreas
da glandula, focos adicionais de mastite se desen-
volvem. Deste modo, do ponto de vista patolégico,
focos de inflamacfio aguda e cronica podem coe-
xistir. Leucdcitos fagocitam os S. aureus, mas subs-
téncias produzidas por estes os protegem das enzi-
mas digestivas daqueles e sua sobrevivéncia pode
representar a morte do leucdcito. O rdpido cresci-
mento bacteriano, com produgiio de grandes quan-
tidades de alfa-toxinas pode resultar em constric-
¢do alveolar com isquemia e desenvolvimento de
gangrena (SCHALM, 1971).

Segundo OWENS (1997), arecuperacio de
infecgbes S. aureus € de 70,00%, enquanto a taxa
de cura para infeccoes antigas € muito baixa, menor
que 35,00%, ressaltando a natureza quase intratd-
vel da infecgo crénica.
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Segundo SORDILLO (1997), aimunidade
da glandula mamdria € representada pela barreira
fisica do esfincter da teta, pela queratina do canal
da teta e pela presenca de macréfagos, neutréfilos,
linfécitos e fatores soliveis como a lactoferrina,
moléculas do sistema complemento, lisozima, sis-
tema peroxido de hidrogénio—tiocianato—peroxida-
se, citocinas e anticorpos (IgG1, IgG2, [gA e IgM)
no leite. Acidos graxos como o mirfstico, palmito-
1éico e linoléico associados a queratina tém fungio
bacteriostética.

No pico de lactacdo, a grande quantidade
de leite produzida dilui os fatores de protecio da
glandula mamadria, em especial lactoferrinas, leu-
cocitos polimorfonucleares, anticorpos e lactope-
roxidases (SANDHOLM & KORHONEN, 1995).
Além disso, algumas cepas bacterianas, como do
S. aureus, formam em torno de si uma capsula vis-
cosa de polissacarideos como protecao e usam pro-
teinas do hospedeiro como caseina, fibrinogénio e
imunoglobulinas, para proteger-se do sistema imu-
ne. Algumas cepas de S. aureus podem aderir-se
aos tecidos protegendo-se do fluxo de saida do lei-
te durante as ordenhas (SANDHOLM ef al. 1990).

A proteina A, que € um componente da
parede celular do S. aureus, pode bloquear o pro-
cesso de opsonizagio quando se liga & porgio Fc
da imunoglobulina dificultando a fagocitose. Mui-
tos estatilococos apresentam pseudocdpsulas de po-
lissacarideos que impedem a formagao de anticor-
pos protetores. A formagio destes anticorpos s6 é
observada quando ocorre conjugacio destes polis-
sacarideos a proteinas carreadoras (FRIEDRI-
CHS,1998).

Segundo PHILPOT (1998), a contagem de
células somdticas (CCS) € uma técnica importante
para a monitorizacdo do stafus inflamatério das
glindulas mamérias em produgio. Outros estudos
tém demonstrado que durante a inflamacéo, o au-
mento no nimero de células somaticas é devido ao
fluxo de neutrdéfilos para a glindula maméria a fim
de combater a infeccio (HARMON & HE-
ALD,1982; MILLER & PAAPE, 1985; HAR-
MON,1994).

Virios métodos sio utilizados para contar
ou estimar o ndmero de células somaticas no leite
e, conseqiientemente para o diagndstico da masti-
te, dentre eles citam-se a Contagem Microscdpica
Direta (CMD), a Contagem Eletrénica de Células
(CEC), o California Mastitis Test (CMT) e o Wis-

consin Mastitis Test (WMT). Entretanto, a campo,
tem-se utilizado o CMT por ser um método pratico
e de eficdcia comprovada para diagnéstico da in-
flamacgdo das mamas em vacas em lactagdo (SIL-
VA, 1999).

RENEAU (1986) afirma que vacas ndo in-
fectadas deveriam ter CCS inferior a 3x 1(° céls/ml
a0s cinco dias ap6s o parto e PHILPOT (1998) afir-
ma que vacas com uberes saudédveis apresentam
CCS no leite inferior a 3 x 10° células por mililitro
de leite.

O uso de antimicrobianos no controle da
mastite ndo tem oferecido bons resultados. A re-
sisténcia dos patégenos a estes produtos tem sido
verificada por alguns pesquisadores. Também os
residuos destas drogas no leite tém limitado o tra-
tamento de vacas lactantes com mastite.

LANGONI (1999), estudando a sensibili-
dade aos antibioticos de cepas de S. aureits presen-
tes no leite, no estado de Sao Paulo, encontrou gran-
de incidéncia de resisténcia aos principais antimi-
crobianos. Também DONATELE (1999) demons-
trou, em estudo de sensibilidade de S. aureus coa-
gulase positiva no Estado do Rio de Janeiro, que
91,70% das cepas eram resistentes a penicilina,
64,50% @ oxacilina, 89,50% a ampicilina e 82,80%
a amoxicilina.

A vacinagdo tem por objetivo aumentar as
concentragdes de anticorpos no sangue e no leite
frente o organismo especifico, deste modo forne-
cendo imunidade pela inibi¢@o do crescimento bac-
teriano e da producio de toxinas. Pelo fato do S.
aureus responder tdo pouco a terapia com antibié-
ticos, vacinas contra estes microorganismos tém
sido mais estudadas (NICKERSON, 1998).

Muitos estudos iniciais utilizaram injecdes
de bacterinas derivadas de cultura in vitro. Embora
os titulos de anticorpos séricos aumentassem apds
a imunizagdo, concentracoes adequadas de anticor-
pos no leite somente sdo observadas apés a infla-
magcdo, pela presenca dos microorganismos. Titu-
los elevados de anticorpos do leite diminuem a se-
veridade da doenca, mas ndo tém efeito na preven-
¢do de nova infeccdo mamdria (BROCK, 1975).

YOSHIDA et al. (1984) formularam uma
vacina com Staphylococcus encapsulado, consis-
tindo de S. aureus tipo A e B inativados pelo calor,
além de polissacarideos capsulares extraidos de S.
epidermidis. Esta preparacio foi aplicada em dois
rebanhos pela via intramuscular seguida de refor-
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¢o 15 dias apds. Nos quatro meses seguintes, a taxa
de mastite por S. aureus, bem como a CCS foram
menores nas vacas vacinadas do que no grupo con-
trole.

WATSON et al. (1996) desenvolveram um
toxdide celular inativado, preparado de duas cepas
de Staphylococcus aureus que produziram material
pseudocapsular e hemolisinas beta e gama, e que
depois foram misturados com um adjuvante de dleo
mineral e Dextran sulfato. Apés aplicagio por via
intramuscular por duas vezes, em intervalos de 4 a 6
semanas durante as Gltimas 10 semanas de prenhez,
o niimero de casos clinicos de mastite foram meno-
res nas vacas vacinadas do que no grupo controle,
embora a diferenca nélo tenha sido significativa.

GIRAUDO er al. (1997) desenvolveram
uma vacina baseada em S. aureus inativados e en-
capsulados, extrato bruto de exopolissacarideos de
S. aureus, e espécies de S. aureus e Streptococcus sp
nao-encapsulados inativados, em adjuvante de hi-
dréxido de aluminio. As freqiiéncias de mastites fo-
ram reduzidas de 18% no grupo controle para 6,7 e
6,0% nas novilhas vacinadas pré-parto e pés-parto,
respectivamente, e este efeito foi mantido por no
minimo 6 meses. A producio de gordura aumentou
levemente no leite das vacas vacinadas, mas nio
houve efeitos na CCS quando comparada com a do
grupo controle.

Segundo TIZARD (1998), quando o anti-
geno entra nos linfonodos, inicia-se a captura linfo-
citica, ou seja, os linfécitos que de forma normal
passam livremente através desses érgios sdo captu-
rados de forma a ndo poderem sair. O mecanismo
do processo de captura ndo € claro, mas provavel-
mente resulta da interacdo entre antigeno e macré-
fagos, levando a liberacdo de um fator que ativa lin-
fécitos. A captura concentra linfocitos proximo aos
locais de actimulo antigénicos, o que aumenta a efi-
ciéncia da resposta imune. Alguns adjuvantes tam-
bém podem agir por meio da potencializagao da cap-
tura. Apés cerca de 24 horas, o linfonodo libera cé-
lulas capturadas e aumenta sua producio de células
de defesa durante aproximadamente sete dias.

Uma injec¢@o intramuscular de bacterina no
fim da lactac@o, seguida de uma inje¢iio de reforco
na drea do linfonodo mamdrio no periodo pré-parto,
resulta em altos titulos de anticorpos durante a lacta-
¢do subseqiiente e promove a proliferacio de célu-
las linfoides sensibilizadas no tecido mamério invo-
luido, produzindo grandes quantidades de IgA e IgM
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(NICKERSON, 1998).

A eficdcia de uma vacina pode ser medida
pela porcentagem de animais que respondem satis-
fatoriamente ao desafio. A eficécia real de uma va-
cina, chamada de fracio evitdvel (FE) € calculada
pela seguinte férmula:

FE =% MC - % MV
% MC
onde:
% MC= % de morte de controles
% MV= % de morte de vacinados

As vacinas boas e efetivas devem ter uma
FE de pelo menos 80%. Contudo, vacinas menos
efetivas tornam-se aceitiveis se nio houver nenhu-
ma melhor (TIZARD, 1998).

Nio se conseguiu encontrar referéncias na
literatura quanto ao emprego de vacina (bacterina)
contra §. aureus injetada na regido do linfonodo
mamario, em intervalos de uma ou duas semanas,
durante quatro meses em vacas lactantes. Assim,
conduziu-se o presente experimento, cujo principal
objetivo foi avaliar a eficdcia dessa nova alternativa
terapéutica.

Material e Métodos
Animais e manejo do rebanho

Foram utilizadas vacas lactantes daraga Jer-
sey, de alto padrdo zootécnico, em uma propriedade
da regido metropolitana de Curitiba'. A composi-
¢ao da dieta varia conforme a producio e as vacas
sdo separadas em quatro lotes, segundo a producio
e sanidade da glandula mamadria, sendo que as vacas
com mastite subclinica, cronica ou que estejam em
tratamento permanecem no Gltimo lote a ser orde-
nhado para evitar que o leite com residuos e patoge-
nos se misture no tanque de coleta.

A ordenha € feita mecanicamente duas ve-
zes ao dia. A sala de ordenha esta instalada em for-
ma de espinha de peixe e tem capacidade para or-
denhar seis vacas por vez. A cada ordenha, todas
as vacas sao submetidas ao teste do caneco do fun-
do escuro para detectar possiveis mastites clinicas.
Antes da ordenha, as tetas siio submergidas em uma
solucdo desinfectante a base acido cloroso e didxi-
do de cloro. Caso as tetas estejam sujas, elas sdo
lavadas com dgua antes desse procedimento. A se-
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guir, as tetas sao limpas e secas com toalha de pa-
pel, usando-se uma toalha para cada teta. Apds a
ordenha, aplica-se 0 mesmo produto usado antes
da ordenha.

Semanalmente, as vacas sao submetidas ao
California Mastitis Test (CMT), sendo que a partir
desse teste a inflamagio da mama € classificada
em leve (trago e positiva +) , moderada (positiva
+4) e grave (positiva +++).

Isolamento do patogeno

Amostras de leite foram colhidas assepti-
camente em frasco estéril das vacas que apresenta-
vam mastite subclinica detectadas pelo método do
CMT e CCS. As amostras foram enviadas sob re-
frigeracdo para o laboratdrio® para isolamento do
agente etioldgico da mastite. No laboratorio, as
amostras de leite foram semeadas em dgar manitol
e dgar sangue e as placas incubadas a 37°C durante
48 a 72 horas.

A andlise do crescimento bacteriano, em
ambos 0s meios de cultivo foi realizada conjunta-
mente. As coldnias brancas ou amareladas, com
ou sem hemoélise em dgar sangue e apresentando
didmetro maior que Imm foram coradas pela téc-
nica de Gram e submetidas ao teste de coagulase
em lamina. Cocos Gram-positivos e coagulase po-
sitivos foram considerados como sendo S. aureus.
Concomitantemente, no dgar manitol, coldnias
amarelo douradas, manitol positivas foram consi-
deradas suspeitas. Estas foram semeadas em agar
sangue e submetidas aos mesmos procedimentos
citados anteriormente.

As cepas isoladas de, no minimo, 10 ani-
mais da mesma propriedade foram utilizadas para
a confecciio da vacina.

Elaboracao da vacina

As cepas de S. aureus coagulase positiva
utilizadas como antigeno vacinal foram submeti-
das aos testes de sensibilidade e resisténcia aos prin-
cipais antimicrobianos, para determinar sua pure-
za, sendo utilizadas as cepas que apresentaram com-
portamento idéntico.

Acepade S. aureus coagulase positiva iso-
lada foi cultivada em 250 ml de caldo BHI com
1% de glicose, em frascos de Erlenmeyer com ca-
pacidade para 1.000 ml e incubado em estufaa 37°C

durante 5 dias sob agitagiio continua.

Apos este periodo, o cultivo foi submetido
a dois teste de pureza, semeando-se em agar san-
gue de carneiro e dgar manitol, que foram incuba-
dos a 37 °C por 48 horas. Para os procedimentos
de contagens do nimero de bactérias (determina-
¢do do nimero de unidades formadoras de colonia
- UFC), utilizou-se a técnica de diluigio decimal
até 10" em solucio fisiolGgica até obter-se 17 x
10? UFC/ml em placa para contagem em dgar.

A inativacdo das bactérias foi feita adicio-
nando-se formalina ao caldo para atingir a concen-
tragdo de 6/1000. A seguir, o caldo bacteriano foi
incubado a 37°C por 48 horas, ap6s as quais foi
realizado o teste de esterilidade. Este consistiu na
colheita de 10 ml da suspensio, que foram semea-
dos em Thioglicolato e caldo Sabouraud e incuba-
dos a 37°C durante 48 a 72 horas e a 21°C durante
15 dias, respectivamente. Uma vez constatada a es-
terilidade, adicionaram-se ao caldo 25 ml de solu-
¢io de hidréxido de aluminio a 10% como adju-
vante vacinal, atingindo a concentracao final de
2,5% na vacina. Testes de inocuidade foram reali-
zados inoculando-se 1ml da bacterina em duas co-
baias (Cavia porcelus) pela via subcutinea. Com-
provada sua inocuidade, a bacterina foi envasada
em frascos contendo 50 ml e mantida refrigerada
em geladeira a 2 - 8°C.

Delineamento experimental

Foram utilizadas 45 vacas em lactacdo es-
colhidas de forma aleatéria e divididas em trés gru-
pos de 15 vacas cada. O grupo controle nio rece-
beu nenhum tipo de tratamento; o grupo semanal
era vacinado semanalmente, cada vaca recebendo
3,0 ml da bacterina por via subcutinea na regido
adjacente ao linfonodo mamadrio e o grupo quinze-
nal era vacinado a cada quinze dias da mesma ma-
neira que o grupo semanal. O experimento teve du-
racdo de quatro meses, o grupo semanal recebendo
um total de 16 doses de vacina e o grupo quinze-
nal, oito doses de vacina. As vacas eram vacinadas
apos a ordenha, enquanto se alimentavam no free-
stall. Amostras de leite eram colhidas semanalmen-
te de todas as vacas dos trés grupos. O leite era
colhido, diretamente do baldo na sala de ordenha,
em frascos especiais fornecidos pelo laboratério da
APCBRH com capacidade para 30 ml e contendo
uma pastilha de dicromato de potissio como con-
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servante. As amostras eram datadas, identificadas
e enviadas ao laboratério a temperatura ambiente
para contagem de células somaticas (CCS). A con-
tagem de c€lulas somdticas foi feita com equipa-
mento automético’ , no laboratério da APCBR. A
CCS foi estudada em nivel de 3 x 10° céls/ml que
foi utilizado como limite entre a mama sadia e a
infectada.

As vacas que apresentavam mastite clinica
ou contagem de células somdticas acima de 5x10°
céls/ml de leite, foram submetidas a exames bacte-
riolégicos para identificar o patégeno.

Analise estatistica

As varidveis foram analisadas por meio do
teste do Qui-quadrado.

Nesta andlise ndo foram levadas em conta
as formas mais brandas de mastite, possiveis dife-
rengas na qualidade do leite, bem como as despe-
sas com mao-de-obra e prejuizos com descarte de
animais.

Calculo da eficacia da vacina

O célculo foi feito através da formula pro-
posta por TIZARD, 1998, cujo resultado € uma
estimativa da fra¢fio evitdvel da vacina. Para tanto,
substituiu-se a percentagem de mortes pela percen-
tagem de mamas afetadas.

FE= % MAGC — % MAGS
% MAGC

onde:
%% MAGC= % de mamas afetadas grupo de con-
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% MAGS= % de mamas afetadas grupo semanal
Resultados

Reacio a aplicacio da vacina

Em nenhum dos animais foram observa-
das reacoes locais ou sistémicas, atribuivelis a pre-
senca da vacina no tecido subcutineo préximo a
regido do linfonodo mamadrio, a ndo ser discreto e
passageiro aumento de volume no local da aplica-
cao, que foi atribuido ao trauma proprio da admi-
nistrac@io da vacina. A posicdo dos animais no free
stall facilitou grandemente o procedimento, tanto
para a aplicagdo como a avaliagio de eventuais re-
acoes.

Prevaléncia da mastite durante o experimento

Durante 16 semanas de experimento, nas
45 vacas ocorreram 27 casos de mastite, sendo que
22 casos (81,48%) foram de mastites subclinicas e
cinco casos (18,54%) de mastite clinica.

Quanto a mastite subclinica, 16 casos
(72,72%) foram causados por S. aureus coagulase
positiva, trés (13,60%) por S. aureus coagulase ne-
gativa, e em trés (13,60%) das amostras nio se con-
seguiu isolar o patdgeno. As mastites subclinicas
causadas por S. aureus coagulase positiva ocorre-
ram nos trés grupos, distribuidos da seguinte for-
ma: 32,25% no grupo controle; 25,00% no grupo
semanal; e 43,75% no grupo quinzenal.

Analise da contagem de células sométicas/ml de leite

Tabela | - Nimero de amostras de leite com contagem de células somadticas superior e inferior a 3x10° Céls/ml em vacas
vacinadas contra mastite com bacterina des. aurens sob dois esquemas posoldgicos diferentes, durante 16

semanas
GRUPO ACIMA DE 3X10° céls/ml ABAIXO DE 3X10° ¢éls/ml TOTAL
n % n % n
Controle 80 3827 129 61,72 209
Semanal 46 18,77° 199 81,22 245
Quinzenal 59 29,200 143 70,80 202
Total 185 28,20 471 71,80 656

Nota: a € diferente de b (p <0,05).

Os resultados provenientes das provas do CMT estdo agrupados nas tabelas 2 a4, sendo que a distribuigio
de mastite, segundo sua gravidade entre os grupos, estdo representados graficamente na figura 1.
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Tabela 2 - Nimero de mamas afetadas com mastite, ao teste do CMT em vacas vacinadas contra mastite com bacterina de
S, aureus sob dois esquemas posoldgicos diferentes, durante 16 semanas

GRUPO MAMAS AFETADAS MAMAS NAO AFETADAS TOTAL
N % n % n
Controle 87 22,700 637 T3 824
Semanal 83 9,16 823 90,83 906
Quinzenal 174 24,85° 526 75,14 700
Total 444 18,27 1986 81,73 2430

CMT- California Mastitis Test
Nota: a é diferente b (p < 0,05).

Tabela 3 - Nimero de mamas afetadas, segundo a severidade da reagiio pelo CMT, em vacas vacinadas contra mastite
com bacterina de S. aureus, sob dois esquemas posolégicos diferentes, durante 16 semanas

GRUPO Trago + -t o+ TOTAL

n % n % n % N % n %
Controle 108 13,1 195 23,6 179 21,7 342 41,5¢ 824 100
Semana 304 33,5 276 30.4 145 16,0 181 19,97 906 100
Quinzenal 97 13,8 201 28,7 133 19,0 269 384" 700 100

Nota: a, b, ¢ sio diferentes entre si (p < 0,03).
CMT: California Mastitis Test

Trago: suspeito; +,++ e +++ resultados positivos em ordem de severidade da reagio ao CMT

Tabela 4 - Gravidade da infec¢fio mamdria, de acordo com o CMT, em vacas vacinadas contra mastite ¢com bacterina de S.
aureus sob dois esquemas posolégicos diferentes, durante 16 semanas

GRUPO LEVE MODERADA A GRAVE TOTAL

N % n % N %
Controle 303 36,7 521 63,3¢ 824 100
Semanal 580 64,1 326 35,94 906 100
Quinzenal 298 42,6 402 5740 700 100

Nota: a, b, ¢ sfio diferentes entre si (p < 0,05).
CMT: California Mastitis Test
Leve: reagbes suspeitas e positivas + ao CMT

Moderada a grave: reagbes posilivas ++ ¢ +++ a0 CMT

i

Figura 1 -Distribui¢@o dos casos de mastite quanto & gravidade da leséo, segundo reaciio ao CMT (California Mastitis
Test), em vacas vacinadas contra mastite com bacterina de Staphylococcus aureus, sob dois esquemas poso
légicos diferentes, durante 16 semanas
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Calculo da eficacia da vacina

Por meio da férmula de fracdo evitdvel da
vacina (FE), o resultado para o grupo semanal foi de
59,60%, no entanto para o grupo quinzenal néo foi
possivel determinar porque ndo houve diferengas en-
tre este grupo e o controle.

Discussao e Conclusoes

Na andlise da contagem de células somati-
cas, verificou-se que no grupo semanal, a percenta-
gem de amostras com CCS inferior a 3,0 x 10° céls/
ml, foi maior em 31,60% em relagéo ao grupo con-
trole. Considerando que no leite de glandulas saudéd-
veis a CCS deve ser inferior a 3,0 x 10° céls/ml (RE-
NEAU, 1986) e que contagens acima desse valor
indicam inflamagdo da mama (PHILPOT, 1998),
pode-se dizer que a bacterina aplicada semanalmen-
te diminui a percentagem de vacas portadoras da
doenca. A metafilaxia provavelmente tenha estimu-
lado o suficiente a produgio de anticorpos para, con-
seqiientemente, diminuir a extensio da injiiria ao epi-
t€lio mamario causado pelo S. aureus e diminuir a
atracao de células de defesa para o foco da inflama-
¢ao.

Encontrou-se percentagem menor de mamas
afetadas nas vacas vacinadas semanalmente do que
no grupo controle (9,16% e 22,70%, respectivamen-
te), o que representa uma diminuigdo de 59.60% na
percentagem de mamas afetadas. Além disto, as per-
centagens de mamas afetadas ao CMT, classificadas
como moderadas e grave, foram signficativamente
menores no grupo semanal, comparando-se com o
grupo controle e quinzenal (35,98%, 63,22% e
5743%, respectivamente). A estimulagfio semanal
foi eficaz na reducdo do nimero de casos de mastite
e na gravidade das infecgdes. Para que isso tenha
ocorrido, era necessdrio que ja houvesse grande quan-
tidade de imunoglobulinas e células de defesa dispo-
niveis e capazes de proteger a glindula em tempo
hdbil quando infectada, jd que o S. aureus, apesar de
ter alta patogenicidade, tem baixo poder imunogéni-
co (FRIEDRICHS, 1998) e o leite dilui grande parte
dos fatores de defesa da glandula (SANDHOLM &
KORHONEN, 1995). A aplica¢iio da vacina repeti-
damente e a intervalos relativamente curtos foi, apa-
rentemente, o fator capaz de manter os niveis de imu-
noglobulinas, células e outros fatores num patamar
adequado para enfrentar o desafio representado pelo
Staphylococcus aureis.

A fragdo evitavel da vacina foi de 59,60%.
Mas segundo TIZARD (1998), as boas vacinas de-
vem ter uma fracdo evitdvel de pelo menos 80,00%.
Considerando o certo insucesso das vacinas contra
mastite estafilocdcica, uma fracao evitivel de apro-
ximadamente 60% de mamas com mastite parece ser
um resultado bastante animador.

Durante as dezesseis semanas de experimen-
to, as mastites subclinicas foram as mais freqiientes
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(81,46% do total de casos de mastite), sendo o S.

aureus o principal agente causador. Embora tenham

ocorrido em todos os grupos, no grupo semanal a

percentagem de mastites subclinicas causada por Sta-

phylococcus aureus foi menor, provando a eficién-
cia desse esquema posoldgico. No grupo quinzenal
foi onde ocorreu maior niimero de casos de mastite
clinica (43,75% do total dos trés grupos), sendo ape-
nas dois casos por S. aureus e o restante causadas
por coliformes. Em virtude do pequeno volume de
dados da avaliagio microbiolégica, nao foi possivel
fazer uma andlise estatistica para estabelecer dife-
rencas significativas, mas os dados obtidos permi-
tem dizer que, embora ndo tenha impedido que as
glindulas fossem infectadas, a gravidade e a preva-

Iéncia das infec¢des subclinicas causadas por S. au-

reus coagulase positiva foram menores nos animais

onde a vacina foi repetida semanalmente. A dimi-

nui¢do da gravidade da infecgdo nas vacas vacina-

das semanalmente tem um significado importante no
que diz respeito ao dano que o S. aureus causa ao
tecido secretor, que poderia comprometer seriamen-

te a produgéo em lactacoes futuras (SCHALM, 1971).

E questiondvel a influéncia do local da apli-
caciio das vacinas na resposta imunitdria do pacien-
te. Isto €, questiona-se se a aplicagdo da vacina nas
proximidades da mama e do linfonodo mamério in-
duziriam melhores respostas do que a aplica¢do no
tecido subcutaneo de qualquer outra regifio corporal.
NICKERSON (1998) e TIZARD (1998) afirmaram
que a deposi¢iio de antigeno naquela regidio resulta-
ria em uma maior proliferacio de células de defesa e
maior produgdio de imunoglobulinas, mas tal afirma-
¢do ndo pode ser confirmada no presente experimento
por ndo ter sido este o seu objetivo. Assim, recomen-
da-se que novas pesquisas sejam feitas para compro-
var aquela hipétese. Contudo, pode-se afirmar que
aquele local de aplicagdo € conveniente devido a po-
sigdo dos animais no estdbulo. Isto, aliado & ausén-
cia de reagdes adversas recomendam local e a via de
aplicagdo como ideais para vacinagfo das vacas con-
tra mastite.

Levando em conta estes resultados, podemos
afirmar que a pratica da metafilaxia com bacterina
de S.aureus aplicada semanalmente na regidio do lin-
fonodo mamdrio pode ser adotado temporariamente
como uma das medidas de controle da mastite estafi-
locéeica, juntamente com a terapia da vaca seca, des-
carte de animais cronicamente afetados, higiene e
regulagem adequada no equipamento de ordenha. A
duragdo do tratamento pode variar de rebanho para
rebanho, até que se consiga controlar as infecgdes
intramamarias pelo S. aureus no rebanho.

Com base nos dados obtidos no presente es-
tudo, pode-se concluir que:

1. A vacinagdo com bacterina de Staphylococcus
aureus isolados do préprio rebanho foi eficaz no
controle de mastite contagiosa em vacas lactan-
tes, sendo que a vacinacdo semanal apresentou
melhores resultados do que a vacinagio quinze-
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nal.

2. A prevaléncia de mastites subclinicas, bem como
a gravidade das mesmas infecgdes diminuiram
com a aplicagdo semanal.

3. Apesar de diminuir significativamente o nimero
de casos de mastites, a vacina¢do semanal ndo foi
capaz de impedir totalmente a ocorréncia da do-
enca no rebanho, comprovando que apenas a va-
cinagao ndo substitui as boas praticas de manejo.

4. A vacinagio pode ser empregada semanalmente
para ajudar a controlar as mastites em rebanhos,
onde a prevaléncia do Staphylococcus aureus
coagulase positiva for importante, sendo que o
tempo de tratamento pode variar de acordo com
cada rebanho.

5. A aplicacio subcutinea da vacina na regido do
linfonodo mamério € facil de ser executada devi-
do a posi¢io dos animais no free stall. Isto, aliado
a auséncia de reacGes locais, pode ser recomen-
dada como prética de rotina para administragao
de vacina anti-mastite.
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