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Efeito da vacinacao contra a Mastite Estafilococica
sobre a associacao de Staphylococcus sp. a células do leite’

Effect of the vaccination against Staphylococcal Mastitis
on the association of Staphylococcus sp. to milk cells

Vagner Miranda Portes, Camila Wolff, Adil Knackfuss Vaz & William Dick

RESUMO

A mastite estafilocécica ocasiona prejuizos considerdveis aos produtores, a industria leiteira e aos consumidores. O
controle desta doenga através de vacinacao resulta numa protecao modesta, o que tem inibido a utilizag@o de vacinas pelos
criadores. Para avaliar o efeito da vacinag@o sobre um dos principais mecanismos imunolégicos de defesa, foram utilizados
dois grupos de cinco animais, sendo um vacinado com vacina comercial (MASTAPH®) e o outro ndo vacinado. Foi provocada
uma mastite transitdria e estéril nestes animais, através da aplicacdo de endotoxina de Escherichia coli em um quarto mamario,
para a obten¢do de células inflamatérias. As amostras foram dividas em: animais vacinados e ndo vacinados; com ou sem opso-
nizacao prévia das amostras bacterianas; e utilizacdo de cepas de Staphylococcus aureus e de Staphylococcus sp. para a obser-
vagao de fagocitose. As células foram colocadas em contato com as cepas de estafilococos por meia hora, para desencadear o
processo de fagocitose e adesdo celular. Posteriormente, foram feitos esfregacos em laminas, utilizando-se a coloragdo de Wright,
e contadas as células bacterianas aderidas as células. A contagem foi feita em duplicata, por dois operadores diferentes. Os
resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica (Teste de t ndo pareado), onde se verificou um aumento significativo na
associacdo de bactérias as células inflamatérias nos animais vacinados, tanto quando a amostra bacteriana utilizada era Staphylococcus
sp. ou S. aureus (p<0.01). O prévio tratamento das bactérias com soro imune aumenta significativamente o nimero de bactérias
associadas a células (p<0.01). Concluiu-se que a utilizagdo desta vacina comercial para mastite estafilocécica mostrou-se
eficaz, aumentado a associacdo de Staphylococcus sp. a células inflamatérias do leite.

Descritores: mastite, Staphylococcus sp., imunoglobulinas, fagocitose.

ABSTRACT

Staphylococcal mastitis causes considerable economic losses to the producer, the milk industry and to the consumers.
The control of this disease through vaccination results in a modest protection, and this has inhibited its use. This experiment
was designed to evaluate the effect of a commercial vaccine against staphylococcal mastitis on the association of this bacterium
to milk cells. Two groups of five animals each were utilized. One was vaccinated with a a commercial vaccine (MASTAPH®),
as per the manufacturer’s recommendation and the other was left unvaccinated. Inflammation was induced in one quarter of the
mammary gland of all animals, by the infusion of Escherichia coli endotoxin, to obtain inflammatory cells. The samples were
further divided as follows: vaccinated and unvaccinated animals; previous opsonization of the bacterial strains and no opso-
nization; phagocytosis and adhesion of a Staphylococcus aureus strain of Staphylococcus sp. Cells were co-incubated with the
bacteria for ¥2 hour, to trigger the adhesion and phagocytosis process. After that, slides were prepared, and the number of bacteria
associated to cells was counted. The counts were made in duplicate, and by two different operators. The results obtained were statis-
tically analyzed using the unpaired t test. It was found a significant increase in the number of bacteria associated to inflamma-
tory cells in vaccinated animals, irrespective to when the bacterial sample used was Staphylococcus sp. or S. aureus (p<0,01).
The previous treatment of the bacteria with immune serum significantly increased the number of bacteria associated to cells (p<0,01).
It was concluded that the vaccine used in this experiment was able to increase Staphylococcus sp. association to milk cells.
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INTRODUCAO

Dentre as doencas que atingem a pecudria lei-
teira, a de maior importdncia em termos econdmicos
€ a mastite estafilocécica [2]. O Sthaphylococcus sp. é
o agente mais freqlientemente isolado de amostras de
leite proveniente de vacas com mastite [6,16,20]. O con-
trole da mastite depende mais da prevencdo que de
tratamentos [4], sendo o aumento da capacidade de res-
posta imune do animal, através de vacinag¢do contra
agente especifico, uma importante estratégia de con-
trole [18]. Vacinas contra esta doencga tém efeito limi-
tado, atuando como um paliativo para a redugdo das
perdas [3,24]. O uso destas vacinas torna-se uma deci-
sdo econdmica para veterindrios e criadores, pois reduz
custos e tem reflexos positivos sobre a qualidade do
leite e a saide publica, ao reduzir a necessidade do uso
de antibidticos. Estudos mostram uma potencializac@o
da antibioticoterapia associada a vacinagao, elevando
os indices de cura de 20 a 30% para 70 a 80% [19,23].
O mecanismo de agd@o desta vacina foi apenas parcial-
mente elucidado, mas acredita-se que a presenga de
opsoninas do tipo IgG2 facilita a opsonizacdo das bacté-
rias e a sua fagocitose, pois neutréfilos de ruminantes
tém receptores de membrana para o fragmento Fc deste
isotipo de imunoglobulina [5,8,13-15,17]. Além disso,
a IgA atuaria, como em outros epitélios, dificultando a
adesdo das bactérias [12]. Este isotipo também & o pri-
meiro a interagir com as proteinas dependentes de ferro
expressas in vivo por diversas espécies bacterianas [10].
Avaliou-se a eficicia do uso de vacina através do esti-
mulo a fagocitose e adesdo bacteriana por células do
leite, pois este € um dos mecanismos aceitos para pro-
tecdo da glandula mamadria.

MATERIAIS E METODOS

Os indices de fagocitose e adesdo bacteriana
foram medidos in vitro, associando células inflama-
térias do leite a Staphylococcus sp. Foram utilizadas
células oriundas de secrecdo mamadria de dois grupos
de vacas, um nao vacinado e outro vacinado com uma
vacina comercial contra a mastite estafilococica (MAS-
TAPH®"). As células foram obtidas através da inocu-
lacdo intramamdria de endotoxina, produzindo uma
mastite estéril e transitéria. Quanto as amostras bac-
terianas, foram utilizadas cepas de Staphylococcus
aureus e de Staphylococcus sp. Cada amostra bacte-
riana foi subdividida em dois grupos: com e sem opso-
nizacdo prévia por soro imune. Os neutréfilos foram
colocados em contato com as cepas de estafilococos

por meia hora a 37°C, para desencadear o processo de
fagocitose e adesdo celular. Posteriormente, foram
feitos esfregacos em laminas, utilizando-se a coloracdo
de Wright e contadas as células bacterianas aderidas as
células inflamatdrias.

Animais

Foram utilizados dois grupos de cinco vacas,
livres de mastite, monitoradas através de CMT (Cali-
fornia Mastitis Test) e exames microbiolégicos sema-
nais. O grupo A foi vacinado conforme recomendacdo
de bula da vacina comercial utilizada (MASTAPH®"),
ou seja, duas doses com intervalo de trés a quatro
semanas. A vacina contém Staphylococcus aureus cap-
sulado e capaz de resistir a deficiéncia de ferro, alem
de apresentar um adjuvante que estimula a producgdo
de IgG2. O grupo B foi constituido de animais ndo
vacinados, isto é, o grupo controle.

Amostras bacterianas

Foram utilizadas para a observagdo de fagoci-
tose duas amostras de Staphylococcus sp.: uma amos-
tra coagulase positiva, manitol positiva e produtora
de pseudocipsulas de acordo com a técnica do ““Serum
Soft Agar” [22], e outra de um estafilococo coagulase
negativo e nao produtor de pseudocapsula.

Obtencao de neutroéfilos

Duas semanas apés a segunda dose da vacina,
os animais foram inoculados via intramamadria em um
quarto mamdrio com endotoxina de Escherichia coli,
para induzir uma mastite estéril e transitdria. A secre-
¢do mamadria destes animais foi assepticamente cole-
tada cerca de 12 horas apds a inoculagdo e mantida
refrigerada a temperatura de 5°C durante toda a exe-
cucdo do experimento. A dose de endotoxina utilizada
foi de 3ml, constituido pelo sobrenadante de um cul-
tivo de 24 horas de uma amostra sabidamente toxigénica
de Escherichia coli (E. coli 68). Em laboratério, a
secre¢do mamadria foi centrifugada por 30 min, a 300g
para a retirada da gordura. Apds a retirada da camada
de gordura, o “pellet” foi ressuspendido em PBS es-
téril tamponado, na temperatura de 5°C e centrifu-
gadas por 15 min, a 350g. As células foram submeti-
das a uma terceira centrifugacio para a retirada dos
resquicios de fibrina.

Avaliacdo da fagocitose
As amostras foram divididas em: 1 — animais
vacinados e animais nio vacinados; 2 — utilizacdo de
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soro imune (soro de vacas vacinadas) para opsonizagao
prévia das amostras bacterianas, e ndo utilizagdo de
soro para opsonizacdo; 3 — utilizacdo de cepas de
Staphylococcus sp., sendo uma amostra coagulase po-
sitiva e produtora de pseudocdpsulas, e outra coagu-
lase negativa e nao produtora de pseudocdpsula. Cerca
de 4 horas antes de serem colocadas em contato com o
soro imune, as amostras bacterianas foram cultivadas
em TSB (Trypitic Soy Broth) a 37°C, e depois centri-
fugadas a 300g por 15 min. O sobrenadante foi despre-
zado e as bactérias foram ressuspendidas em TSB na
concentragdo 0,5 na escala de MacFarland. A seguir,
as amostras bacterianas foram colocadas em contado
com o soro imune dos animais vacinados e ndo vaci-
nados por ¥2 hora a 37°C na estufa para que ocorresse
a opsonizagdo. Apds foram acrescentados as células
inflamatérias para desencadear o processo de adesdo e
fagocitose, sendo incubados por %2 hora a 37°C. Poste-
riormente, foram feitos esfregacos em laminas, utili-
zando-se a coloracdo de Wright, e contadas as células
bacterianas associadas as células inflamatorias [7,21].
A contagem foi feita em duplicata, por dois operadores
diferentes. Os indices de associacdo a células foram
comparados através do teste t nao pareado utilizando-
se 0 pacote estatistico GraphPad Instat version 3.05 for
Windows [9].

RESULTADOS

O resultado do miimero médio de bactérias asso-
ciadas a células inflamatorias, em cada tratamento e
nos diferentes grupos, consta da Tabela 1.

O nimero médio de Staphylococcus associado
a células inflamatdrias oriundos da glandula mamaria
de bovino foi significativamente maior (p<0,01) nos
grupos vacinados, independentemente da cepa bacte-
riana utilizada. O mesmo foi verificado quando se
utilizou a prévia opsonizacdo das cepas bacterianas
com soro imune, oriundo de vacas vacinadas. (Tabela
1 e Figura 1).

DISCUSSAO

Os animais vacinados apresentaram um au-
mento significativo no indice de fagocitose e adesdo
celular, independentemente da cepa de Staphylococcus
utilizada, seja coagulase positiva e produtora de pseudo-
cépsulas ou coagulase negativa e ndo produtora de
pseudocépsula. Isto foi verificado pelo acréscimo no
nimero médio de bactérias associadas a células infla-
matorias. A maioria destas células sdo provavelmente

neutrdfilos, responsdveis pela fagocitose de bactérias
na glandula mamaria. Desta forma, a vacina utilizada,
exerce efeito positivo sobre um dos mecanismos mais
aceitos de protecdo contra a mastite estafilocdcica, ou
seja, adesdo e a fagocitose por neutrdfilos do leite. O
aumento na fagocitose por neutréfilos posteriormente
a vacinacdo contra mastite estafilocdcica foi também
verificado por outros autores [11].

A média obtida de Staphylococcus aureus asso-
ciados a células em vacas ndo vacinadas foi seme-
lhante ao niimero médio de S. aureus por neutréfilo
observado por outros autores [7], que foram 4.2 e 5.3
respectivamente.

Paralelamente, observou-se que o nimero de
bactérias associadas a neutrdfilos do leite foi maior
quando utilizada prévia opsonizacdo das amostras de
Staphylococcus com soro imune, tanto no grupo no
qual foi utilizada amostra de Staphylococcus coagu-
lase positiva, como coagulase negativa (Tabela 1 e
Figura 1). Isto concorda com os achados registrados
na literatura [1]. Pode-se explicar isto pela producio
de anticorpos antigeno-especificos, especialmente do
tipo IgG2, que proporcionam um aumento na fago-
citose por neutréfilos, pois neutréfilos bovino apre-
sentam receptores de membrana para IgG2 [11].

Os resultados obtidos indicam que o uso da
vacina pode melhorar a resposta imune em vacas, atra-
vés de um acréscimo nos indices de adesdo e a fagoci-
tose, os quais sdo considerados importantes na prote-
¢do da glandula mamaéria de bovinos.

CONCLUSAO

O uso de vacina comercial contra mastite esta-
filocécica aumenta a associacido de Staphylococcus
sp. a células do leite. O prévio tratamento das bacté-
rias com soro imune aumenta significativamente o
nimero de bactérias associadas a células do leite. Por-
tanto, concluiu-se que a utilizacdo de vacina comer-
cial para mastite estafilocécica mostrou-se eficaz para
aumentar a associagdo de células provenientes de
vacas vacinadas a Staphylococcus sp., tratado previa-
mente com ou ndao com soro imune, obtido de vacas
vacinadas.

Agradecimento. Ao CNPq pela concessdo de Bolsa de Ini-
ciagdo Cientifica.

NOTAS INFORMATIVAS
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Tabela 1. Nimero médio de bactérias associadas a células de acordo com os tratamentos.

G Staphylococcus  Staphylococcus S. aureus S. aureus
rupo
sp. ¢/ soro sp. s/ soro c/ soro s/ soro
Vacinados 9,374 a' A2 6,99 aB 9,238a A 6,872 aB
Controle 4,278 b A 3,846 b B 4,05b A 4,216 b B

'Ndmeros na mesma coluna seguidos de letras minusculas diferentes diferem estatisticamente (Teste de t ndo pareado,
P<0,01).
2Nimeros na mesma linha seguidos de letras maidsculas iguais, diferem estatisticamente (Teste de t ndo pareado,
P<0,01).

10 Bact/cls

4 B Vacinados
-3 H Controles

Staph.

Staph. cureus  SP- s/ sp.c/
aureus soro
¢/ soro Soro

s/ soro

Figura 1. Nimero de bactérias associadas a neutréfilos mamarios.
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