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EFICACIA DE VACINAS CONTRA MASTITE POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS: UMA
REVISAO SISTEMATICA.
DENIO GARCIA SILVA DE OLIVEIRA', ULISSES DE PADUA PEREIRA?, LUCIANE DOS
REIS MESQUITA?, GERALDO MARCIO DA COSTA*, LUCIANO JOSE PEREIRA’

RESUMO

A mastite bovina é a doenca que causa maiores perdas econdmicas na producdo de leite em todo o
mundo, sendo Staphylococcus aureus o agente mais frequentemente associado a doenga. Com isso, o
objetivo desta revisdo sistemdtica foi avaliar a eficicia de vacinas contra mastite por S. aureus e,
quando possivel, sugerir quais protocolos imunoterdpicos demonstraram resultados mais promissores.
A pesquisa eletronica foi realizada nos bancos de dados PubMed e Web of Science no més de
novembro de 2009. Apenas foram incluidos no estudo trabalhos que testaram vacinas in vivo na
espécie bovina. Dos 24 artigos selecionados, foram analisados o design experimental, a qualidade
metodolégica, tipo de vacinas (bacterinas mais toxoides, vacinas de DNA mais proteinas
recombinantes e apenas de proteina recombinante) e os resultados encontrados pelos trabalhos. Este
trabalho de revisao sistemdtica sugere que, tanto as vacinas as quais empregaram as novas tecnologias,
quanto algumas daquelas hd muito tempo consolidadas (vacinas de bacterinas) tém demonstrado bons
resultados, o que endossa sua utilizacdo como ferramentas na prevencdo e controle da mastite bovina
causada por S. aureus. Contudo, as variagdes metodoldgicas e, em alguns casos, a falta de critérios
cientificos dificultam a avaliagao da efici€ncia destas vacinas.
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INTRODUCAO

A mastite bovina é a principal doenca causadora de perdas econdmicas na produgdo de leite
em todo o mundo. Dentre vdrios patdgenos, Staphylococcus aureus é o agente etioldgico mais
frequentemente associado a doenca, normalmente relacionado a infec¢des subclinicas ou cronicas. A
taxa de cura dos tratamentos antibidticos para este agente é baixa e por isso a doenga ndo tem sido
efetivamente eliminada e/ou controlada em muitos rebanhos (CARTER & KERR, 2003). Isto pode ser
atribuido a habilidade de S. aureus de formar biofilme e de sobreviver dentro das células epiteliais e
macréfagos e, com isso, resistir aos tratamentos antibiéticos (ALMEIDA et al., 2006;).

Devido as limitages do tratamento, o desenvolvimento de vacinas que confiram protecdo
contra novas infecgdes por S. aureus € de extremo interesse para o setor produtivo. De modo geral
vacinas contra S. aureus possuem resultados variados dependendo do tipo de vacina, adjuvantes,
dentre outros fatores (HOEDEMAKER et al., 2001).

Devido a grande variedade de tipos de vacinas contra S. aureus e de estudos com resultados
discrepantes ndo hd um consenso de qual protocolo imunoterdpico resulta em protecdo efetiva e/ou
resultados mais promissores para futuras pesquisas. Alguns trabalhos sdo realizados com menor rigor
cientifico e, com isso, seus resultados podem ser questionados. Vacinas contra mastite bovina causada
por S. aureus sdo amplamente estudadas hd décadas, porém ha uma caréncia de revisdes sistematicas
sobre o assunto. Revisdes sistemdticas permitem uma visualizagdo mais clara dos resultados e também
por sugerir de forma imparcial os melhores protocolos a serem utilizados e/ou pesquisados. Portanto, o
objetivo deste estudo foi sistematicamente revisar a eficicia das vacinas contra novas infeccdes da
glandula mamadria por S. aureus ja descritas na literatura e quando possivel sugerir qual ou quais
vacinas tiveram melhores e/ou promissores resultados.
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METODOS
Estratégia de pesquisa:

Uma pesquisa eletronica foi realizada no més de novembro de 2009, utilizando o banco de
dados PubMed com as seguintes palavras: ("cow” OR "bovine") AND ("mastitis" AND
"Staphylococcus aureus") AND ("vaccine"). Para confirmar a busca e também com o intuito de obter
trabalhos suplementares, estratégia similar foi utilizada no banco de dados Web of Science.

Selecao dos estudos:

Foram selecionados apenas estudos nos quais foram testadas vacinas in vivo na espécie
bovina, ou seja, trabalhos in vivo que utilizaram camundongos, ratos, coelhos e cobaios foram
excluidos. Resultados ndo concordantes em relagdo a viruléncia em camundongos e bovinos de
amostras de S. aureus isoladas de mastite bovina ja foram relatados (CHANG et al., 2008).

Todos os tipos de vacinas foram selecionados, com o intuito de se verificar o efeito dos
diferentes protocolos vacinais na resposta imune e na protecao frente ao desafio experimental ou frente
as infecgOes naturais durante a lactagdo. Nao houve restricdo de data nem de nimero de animais para
os artigos selecionados. Apenas artigos em inglés foram incluidos.

Extracao dos dados:

Dois autores realizaram as buscas separadamente e posteriormente conferiram os artigos
selecionados de acordo com os critérios de inclusd@o. Quando houve divergéncia entre os artigos
encontrados, todos os critérios foram revisados e discutidos.

Os dados relacionados ao delineamento experimental dos artigos estdo apresentados na
Tabela 1.

Critérios de qualidade:

Nem todos os parametros utilizados foram pontuados em escala de qualidade, porém foram
levados em consideracdo por poderem ser relevantes para posterior discussdo (como por exemplo, o
tipo de vacina, o tipo de adjuvante utilizado, se a vacina é oriunda de uma estipe autdgena ou nao).
Adaptados de acordo com outras revisdes sistemdticas (NEGRI et al., 2009; NOLI & AUXILIA,
2005), alguns parametros foram classificados como adequados (score= 2), ndo claros ou parcialmente
adequados (score= 1) e inadequados (score= 0). Alguns pardmetros foram classificados apenas como
adequados (score= 1) ou inadequados (score= 0). Os parametros pontuados foram: Nimero amostral;
Randomizagao; Detec¢do de animais negativos para S. aureus antes do experimento; Realizagcdo de
desafio experimental; Estirpe bacteriana utilizada no desafio experimental; Indu¢do da resposta imune
celular e humoral; Nivel de protec@o vacinal frente ao desafio experimental ou a infeccdes naturais por
S. aureus durante a lactagdo; Efeito vacinal adverso; Efeito na contagem de células sométicas (CCS).

O ranqueamento dos trabalhos de acordo as pontuacdes dos pardmetros se encontra na
Tabela 1, sendo a pontuagdo méxima de 15 pontos.

RESULTADOS

A busca pelo banco de dados PubMed resultou em 57 artigos, sendo que 14 foram excluidos
por ndo realizarem estudos in vivo na espécie bovina, 7 por serem artigos de revisdo de literatura e 14
por estudarem apenas estrutura de antigenos e/ou proteinas bacterianas. Com isso, um total de 22
artigos foram selecionados para este trabalho. Dos 22 artigos selecionados, em 16 deles se testaram
vacinas de bacterinas (bactérias inativadas) usando uma Unica ou mais de uma estirpe bacteriana,
toxoide e diferentes adjuvantes. Em dois artigos, se testaram bactérias vivas como vacina (cepa
atenuada e cepa mutante avirulenta). Dois outros trabalhos testaram vacinas de DNA mais proteinas
recombinantes e em outro estudo testou apenas proteina recombinante. Um estudo testou a infusdo
intramamadria de lipopolissacarideos (LPS) de E. coli com o intuito de aumentar a resposta
inflamatdria local e com isso impedir a ades@o e invasao da glandula mamaria por S. aureus.

Dois trabalhos adicionais, ausentes na busca do PubMed, foram selecionados na busca feita
na base de dados da Web of Science. Estes dois trabalhos estudam o efeito de vacinas de bacterinas
utilizando diferentes adjuvantes.

Nove trabalhos testaram o efeito protetor da vacina realizando desafio experimental in vivo
em bovinos. Desses nove trabalhos, apenas cinco resultaram em prote¢do de pelo menos 50% dos
quartos mamdrios infectados, um resultou em protecdo intermedidria (entre 30% a 50%) e trés
resultaram em baixa protecdo. O nimero de animais utilizados por grupo experimental nesses
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trabalhos variou de trés a 10 animais e a dose bacteriana utilizada no desafio experimental variou de
50 a 8000 UFC (unidades formadoras de colOnias).
Tabela 1- Pontuagdo dos critérios de avaliacdo dos artigos selecionados.

Autor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Total
Leitner et al., 2003* 1 2 1 1 1 1 2 1 1 11
Shkreta et al., 2004 1 2 1 2 1 1 2 0 1 11
Chang et al., 2008 1 2 1 1 1 1 2 1 1 11
Watson 1984 1 1 1 2 1 0 2 0 2 10
Hu et al., 2003 1 2 0 2 1 1 0 0 2 9
Pellegrino et al., 2008 1 2 1 1 1 1 0 0 2 9
Prenafeta et al., 2009 1 2 1 1 1 1 0 0 2 9
Nickerson et al., 1993 1 1 1 1 1 1 1 0 1 8
O'brien et al., 2000 1 2 0 2 0 1 0 0 2 8
Carter e Kerr 2003 1 2 0 2 0 1 0 0 2 8
Derosa e Sordillo, 1997 0 0 1 1 1 0 2 0 2 7
Leitner et al., 2003b 2 2 0 1 0 1 0 1 1 8
Watson et al., 1994 1 2 0 0 2 0 0 0 1 6
Watson et al., 1996 2 1 0 0 0 1 0 0 2 6
Calzolari et al., 1997 2 1 0 0 0 1 0 0 2 6
Hoedemaker et al., 2001 2 1 0 1 0 1 0 0 1 6
Kauf et al., 2007 1 1 1 0 1 1 0 0 1 6
Middleton et al., 2009 2 2 0 0 0 1 0 0 1 6
Yoshida et al., 1984 2 0 0 0 0 1 0 0 2 5
Nordhaug et al., 1994b 2 0 0 1 0 0 0 0 2 5
Tenhagen et al., 2001 2 1 0 0 0 1 0 0 1 5
Lee et al., 2005 1 0 0 2 0 1 0 0 1 5
Nordhaug et al., 1994* 2 0 0 0 0 0 0 0 2 4
Giraudo et al., 1997 1 0 0 0 0 1 0 0 2 4

1-  Nudmero médio de animais por grupo experimental: score 0 (< que 4 animais/grupo), score 1 (4-19 animais/grupo) e score 2 (igual
ou acima de 20 animais/grupo).

2-  Forma de detec¢do de animais negativos antes do experimento: foram classificados como adequados (score= 2) os estudos em que
os animais foram submetidos a testes sorolégicos (ELISA) comprovando nio terem tido exposic@o prévia a bactéria ou antigeno
utilizado na vacina. Trabalhos que fizeram apenas testes por exemplo: California Mastitis Test-CMT e cultura bacteriana do leite
de cada quarto mamdrio foram classificados como parcialmente adequados (score= 1). Jd apenas avaliacdo clinica da glandula
mamdria foram classificados como inadequados (score= 0).

3-  Desafio in vivo:adequados (score= 1) quando realizaram o desafio experimental in vivo e inadequados (score= 0) quando ndo
realizaram.

4-  Avaliagdo do efeito da vacina na resposta imune: boa protecio frente ao desafio experimental ou infec¢io natural (score= 2),
protecdo > que 50% dos quartos mamadrios desafiados, intermedidrios (score= 1) protecdo entre 30 e 50% e com baixa prote¢do
(score= 0) < que 30% ou trabalhos que nio fizeram desafio experimental.

5-  Vacina testada com amostras homologas e heter6logas: cepas bacterianas homdlogas e heter6logas (score= 2), cepas bacterianas
homologas ou heterdlogas (score= 1) quando testado apenas com incidéncia natural de infec¢des de S. aureus (score= 0).

6-  Efeito adverso: presenca de efeitos adversos (granulomas, abscessos, dor a palpagdo) (score= 0) sem efeitos adversos (score= 1).

7-  Nivel de protecdo ao desafio exposto (desafio experimental): adequados (score= 2) resposta imune humoral e celular in vitro no
grupo vacinado foi significativamente maior que no grupo controle, parcialmente adequados (score= 1) quando apenas a resposta
imune humoral do grupo vacinado foi significativamente maior que o grupo controle e inadequados (score= 0) quando nao houve
mensuracio de nenhum paradmetro de imunidade ou nio houve diferenga estatistica entre os grupos.

8- Reducdo de CCS no grupo vacinado apés desafio: score= 1 quando a vacina resultou em redugdo significativa da CCS e score= 0
quando ndo houve a redugio da CCS ou quando ndo determinada.

9-  Tipo de ensaio: adequados (score= 2), inadequados (score= 0) trabalhos nao randomizados e no claros (score=1).

Os trabalhos que apresentaram melhores resultados em relacdo a protecdo contra novas

infeccdes foram os que apresentaram as maiores pontuagdes de acordo com os critérios de qualidade
avaliados. Seis desses nove trabalhos fizeram o desafio experimental com estirpes heterélogas e
apenas dois deles foram randomizados. Dos estudos in vivo, apenas duas das vacinas estudadas,
classificadas como de boa protecdo, apresentaram efeito adverso (abscessos/ inchaco e elevacdo da
temperatura retal) apds sua aplicagdo (Tabela 1).

Os tipos de vacinas utilizadas nestes trabalhos os quais resultaram em protecdo acima de

50% dos quartos infectados foram: bacterina de trés estirpes bacterianas distintas, vacina viva
atenuada, vacina de DNA mais proteina recombinante e vacina de proteina recombinante.
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J4, dentre os 15 trabalhos os quais ndo realizaram desafio experimental, nove foram
randomizados e trés relatam a observacdo de efeito adverso (granulomas, dor e/ou edema) apds a
vacinacdo. Quatro estudos resultaram em aumento significativo tanto da resposta imune humoral
quanto celular, e dois trabalhos foram feitos com estirpes bacterianas autdgenas. O nimero de animais
utilizado por grupo experimental variou de cinco a 730 animais.

DISCUSSAO

A maioria dos trabalhos, nos quais se fez desafio experimental, utilizou um “N” pequeno por
grupo experimental, o que pode dificultar a mensuragdo do efeito vacinal pesquisado. Devido a isto, ao
fato de que muitas vacinas testadas ndo terem demonstrado bons resultados na prote¢do contra novas
infecgdes de S. aureus (MIDDLETON, 2008) e também ao fato de a mastite bovina causada por este
agente ser de dificil tratamento e controle, as vacinas que resultaram em pelo menos 50% de prote¢ado
dos quartos infectados foram classificadas com pontuagdo maxima para este critério.

Adicionalmente a imunogenicidade natural do antigeno, a eficicia das vacinas contra mastite
também pode ser determinada pelo seu adjuvante. Geralmente os adjuvantes utilizados sdo adjuvante
incompleto de Freund (FICA) e hidréxido de aluminio (COX & COULTER, 1997; YIP et al., 1999),
além de microesferas de poli (DL-lactideco-glycolide).

A incidéncia de novas infec¢des intramamadrias naturais durante a lactacdo pode ser devido a
vérios fatores, tais como manejo e a prevaléncia do agente no rebanho (LeBLANK et al., 2006). A
cura espontanea possivelmente interfere na avaliagdo do efeito protetor de vacinas contra S. aureus.
Dentre os fatores que podem interferir na capacidade de cura espontanea de um animal, destaca-se a
idade, status imunitdrio, resisténcia genética, dentre outros (SEARS & McCARTHY, 2003). Por isso,
uma randomizacao criteriosa dos trabalhos faz-se necessaria, pois assim o efeito do individuo se dilui
e torna os resultados mais confidveis.

Houve uma grande variac@o em relacdo ao tipo de estirpe utilizada no desafio (homéloga ou
heterdloga) e na dose de bactéria administrada no desafio. Dosagem bacteriana muito elevada no
desafio experimental pode ndo mimetizar o desafio real que o animal sofre nos rebanhos e resultar em
efeito protetor vacinal subestimado (PELLEGRINO et al., 2008). Estes fatores podem dificultar a
avaliac@o da capacidade protetora real das vacinas.

O trabalho de Leitner et al. (2003a), que foi classificado com boa prote¢do contra novas
infecgdes, protegeu 70% dos quartos mamadrios desafiados no grupo vacinado e resultou também na
reducdo significativa da CCS ap6s o desafio experimental.

Trés dos quatro trabalhos que tiveram boa protecdo dos quartos infectados no desafio
experimental demonstraram efeito significativo da vacina no grupo vacinado em relacdo a resposta
imune humoral e celular. Nos outros dois trabalhos que também tiveram boa protecdo da vacina
(=50%), apesar de terem demonstrado resultado significativo no grupo vacinado em relagdo a resposta
imune humoral, a resposta imune celular ndo foi quantificada. Com isso, podemos sugerir que o
estimulo vacinal, a resposta imune humoral e celular estido associado a prote¢do vacinal.

Em alguns paises, como a Alemanha, ndo ha vacinas registradas contra mastite por S.
aureus, com isso, o uso de vacinas oriundas de estirpe bacteriana do préprio rebanho tem se tornado
popular. De acordo com os critérios avaliados, pode-se sugerir que essas vacinas ndo demonstraram
ser efetivas na preveng@o contra novas infec¢des de S. aureus. Isto se deve ao fato de que dentro de
um rebanho pode-se ter vérios genétipos de S. aureus diferentes (ANNEMULLER et al., 1999;
FITZGERALD et al., 1997). Com isso, apesar de resultados ndo muito satisfatérios, estas vacinas
ainda foram pouco estudadas testando-se estirpes bacterianas de diferentes fendtipos e/ou genétipos.

Entre os trabalhos que ndo se fez desafio experimental, quatro deles estimularam de forma
significativa a resposta imune humoral e celular, sendo que, desses quatro trabalhos, dois deles
utilizaram vacina de bacterina oriunda de uma ou trés estirpes bacterianas e um utilizou vacina de
DNA na primeira dose e vacina de proteina recombinante na dose de refor¢o. Porém, somente
submetendo-se os animais vacinados ao desafio experimental com cepas homdlogas e heterdlogas
pode-se ter resultados mais confidveis a respeito do efeito protetor destas vacinas.

Sabe-se que S.aureus possui uma grande variedade de fatores de viruléncia e que a presenca
destes fatores pode variar em diferentes amostras bacterianas (CLARKE et al., 2006). Desta forma,
uma vacina que estimule uma resposta imune eficiente contra as principais proteinas de adesdo e/ou
invasdo bacteriana serd eficiente contra diferentes estirpes bacterianas que utilizam tais mecanismos de
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adesdo e/ou invasdo. Este é o objetivo da nova geracdo de vacinas, ou seja, vacinas de DNA e
proteinas recombinantes. Estas novas tecnologias visam estimular uma resposta imune contra os
principais mecanismos (presentes em diferentes estirpes) utilizados na patogénese da bactéria de forma
eficiente e precisa (BROULLETTE et al., 2002; GAUDREAU et al., 2007). Devido a esta diferenca
entre os fatores de viruléncia presentes em diferentes estirpes bacterianas, muitas vacinas de bacterinas
s@o oriundas de mais de uma estirpe bacteriana.

Aproximadamente metade dos trabalhos que resultaram em boa protecao vacinal dos quartos
mamdrios infectados utilizaram as novas tecnologias de vacinas, ou seja, vacinas de DNA e/ou
proteinas recombinantes. Com esses resultados, podemos sugerir que essas novas tecnologias devem
ser mais pesquisadas empregando-se genes de fatores de viruléncia ainda nao testados e, se possivel,
associando-se dois ou mais genes com o intuito de produzir uma vacina de melhor efic4cia conforme
também sugerido por Middleton (2008).

Tanto as vacinas nas quais empregaram as novas tecnologias, quanto aquelas ha muito tempo
consolidadas (vacinas de bacterinas) t€m demonstrado bons resultados, o que endossa sua utilizagdo
como ferramentas na prevencao e controle da mastite bovina causada por S. aureus.

Contudo, as variagdes metodoldgicas e, em alguns casos, a falta de critérios cientificos
dificultam uma avaliacdo real e imparcial da eficiéncia destas vacinas.
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