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SINOPSE.- Foram estudadas 345 culturas de Staphyiococcus aureus, tipo cristal-violeta A, 
isoladas de bovinos com mastite, quanto à sua propriedade de produzir proteína A. Destas 
culturas, 341 (98,8%) se mostraram positivas no teste de hemaglutinação, 182 (52,7%) 
no teste de Ouchterlony e 180 (52,2%) na prova de precipitação em tubos capilares. Um 
extrato cru de proteína A obteve-se por extração com ácido fórmico e uma pré-purificação 
pelo tratari-tento deste extrato com fosfato de celulose. Proteína A, com um grau de pureza 
bastante elevado, conseguiu-se pela cromatografia de afinidade. Por focalização isoelétrica 
determinou-se um ponto isoelétrico ao redor de p11 4,4. 

INTRODUÇiO 

As mastites cansadas por Staphiiococcvs aureus nem 
sempre são oombatidas com eficácia apesar do uso de 
modernos produtos terapêuticos. Isto se deve em parte 
à crescente resistência dos estafilococos frente a anti-
bióticos. O combate eficaz destas infecções depende, 
cada vez mais, do exato conhecimento dos fatores de 
patogenicidade destas bactérias, entre eles a proteína A. 

jensen (1958, 1959) descreveu um antigeno, contido 
em extratos obtidos de S. aurcw, juo foi precipitado em 
ágar-gel por todos os soros sangüineos humanos exami-
nados. Este antígeno foi posteriorrnente denominado de 
proteína A por Cmv et ai, (1964). Forsgren e Sjóquist 
(1906), Forsgren (1908) e Grov et ai. (1970) cons-
tataram que a proteína A reagia com o soro sanguíneo 
humano e o soro de diversas espécies animais, ligando-se 
as partículas de Fc da imunoglobulina G (IgC). Maran-
dou e Oeding (1967) demonstraram proteína A em 54 
culturas de S. aureus das 120 examinadas. Forsgren 
(1970), usando um teste mais sensível, a hemaglutina.. 
ção, examinou -700 culturas de S. aureus isoladas em 
seres humanos, achando 692culturas positivas enquanto 
que das 100 culturas de S. epidcrmidi.s somente duas 
produziram proteína A. - 

Lbfkvist e Sjôquist (1962) extrairam proteína A de 
S. aureus pela fervura. Os mesmos autores (1963) usa-
ram posteriormente, para a extração, água destilada, en-
quanto que Yoshida et ai. (1963) obtiveram um extrato 
de proteína A por digestão do S. aurcus com dornase. 
Lbfkvist e Sjóquist (1962, 1983) conseguiram uma pu-
rificação parcial da proteína A porprecipitação ácida 
e posterior eletroforese. Yoshida et ai. (1963) e Grov 
et ai. (1964) purificaram a proteína A por cromato-
grafia em coluna e gel-filtração com. "Sephadex". 

Quanto à patogenicidade da proteína A, Custafson 
et ai. (1907) observaram em coelhos uma reação seme- 
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lEante à de Arthus, quando da injeção simultânea de 
proteína A e y-globulinas. Em cobaias não imunizadas, 
Gustafson et ai. - (1968) produziram uma reação de hi-
persensibilidade cutânea com a injeção de proteína A. 
Martin et ai. (1967) verificaram reações semelhantes 
no homem. - Sjdquist e Stalenheim (1969), Kronvall e 
Frommel (1970) e Stalenheim (1971) observaram que 
a proteína A fixava o complemento de diversas espécies 
animais. Um estudo mais completo da literatura exis-
tente sobre a proteína A está contido na tese de dou-
toramento (Mtiller 1973). 

Neste trabalho procurou-se verificar a incidência da 
proteína A em estafilococos isolados de bovinos e, ao 
mesmo tempo, isolar esta proteína com base na reação 
desta com as partículas de Fe da imunoglobulina G. 

MATERIAL, E MáTODOS 

Para a verificação da incidência de proteína A foram 
utilizadas 345 culturas de estafilococos da coleção do 
Instituto de Bacteriologia e Imunologia da justos Liebig-
Universitlit, Ciessen. Estas culturas, todas isoladas de 
bovinos, foram coagulase positivas (Meyer 1968), fer-
mentaram o manitol (Elek 1930) e mostraram no ágar 
cristal-violeta - a coloração característica do tipo A, bo-
vino (Meyer 1967). - 

Aproteína A foi testada qualitativamente pela ágar-
-gel-difusão (Ouchterlony 1948) e por precipitação em 
tubos capilares (Ilaukenes et ai. 1961) com anti-soros 
ou soluções de -globulinas. Como teste quantitativo 
usou-se a hemaglutinação baseada no método de Fors-
gren (1970). Para este teste foram sensibilizados eri-
trócitos de ovino com um anti-soro de coelho contra 
eritrócitos de ovinos. Para o teste propriamente dito 
diluiu-se a proteína A até uma diluição final de 
1:280.000, adicionando então a suspensão de eritrócitos 
sensibilizados. A atividade da proteína A foi expressa 
em unidades (U), sendo que 1 U estava contida na 
mais alta diluição de uma solução de proteína A que 
ainda apresentava uma hemaglutinação claramente visí-
vel. A atividade especifica foi dada em U/mg proteína. 
- Fibrinotisina foi testada de acordo com o método de 

líentschel e Blobel (1968); hemotoxinas, segundo 
Cladstone (1966); a DNase, em meio com ácidos nu-
cléicos (Baltimore Biological Laboratory, Baltimore, lsla-
ryland, USA); fosfatase, pelo método de Schaeg et ai. 
(1972); o fator gema de ovo, em um meio contendo 2% 
de ágar e .10% de emulsão de gema de ovo (Oxoid, 
Londres); o "Clumping Factor", pelo método de Duthie 
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(1955), e PV leucocidinas, conforme o - método de 
Gladstone e Van lleningen (1957). 

As capas de S. aureus foram cultivadas em frascos 
de Erlenmeyer contendo 100 ml de "Caseinpepton Soja-
mehlpepton-B.ouiflon' (E. Merck AG, Darrnstadt) ou em 
um fermentadoi ("Laborfermenter", Eschweiler, Kiel) 
contendo 151 de meio de cultura. O cultivo se deu por 
18 horas a 37°C. Após o cultivo as bactérias foram 
lavadas 3 vezes em solução salina estéril (0,14 M) e 
posteriormente liofilizadas. As condições ótimas de eu!-
tivo foram determinadas no fermentador levando em 
consideração o plI, a densidade ótica (620nm), nómero 
de bactérias com capacidade de reprodução (determi-. 
nado pelo sistema de contagem em placa de cultura) e 
a produção de proteína A. Para a tomada destes dados 
foram coletadas provas durante as diversas fases de 
incubação. 

Para a extração da proteína A foram usados os se-
guintes métodos: 1) para o exame da ocorrência de 
proteína A nas diversas culturas de S. aureus, utilizou-se 
um extrato obtido por fervura das bactérias por 1 hora 
e posterior precipitação com HCI (Jensen 1958, 1959); 
2) para o isolamento de proteína A usou-se a cepo 
S. aurejus K 807. Estas bactérias foram tratadas com 
ácido fórmico p. a. (9,8% a 100%) baseado no método 
do Brsickler et at. (1973), que utilizaram esta forma de 
extração para o isolamento do "Clumping Factor". Após 
o tratamento com ácido fórmico, o sobrenadante obtido 
foi precipitado coro acetona, e este precipitado, por sua 
vez, ressuspendido em solução salina (0,14M). 

Para uma pré-purificação, este extrato foi tratado com 
fosfato de celulose (Whatman Biochemicals Ltd., Lon-
dres) por 30 mio, e depois fitrado. Para 140 ml de 
extrato foram utilizados 3 g de fosfato de celulose. O fil-
trado foi utilizado para a posterior purificação da pro-
teína A enquanto que do fosfato de celulose isolou-se 
o "Clumping Factor". 

Para a purificação da proteína A utilizou-se um mé-
todo de cromatografia por afinidade com "Sepharose" 
4 E (Pharmacia, Uppsala, Suécia). Esta 'Sepharose" foi 
ativada com cianeto de bromo (Schuchard, München) 
e posteriormente conjugada com y-globulina de soro hu-
mano (Cohn Fract. II). O método de ativação e san-
sibilização da "Sepharose" foi descrito por Cuatrecasas 
e Anfinsen (1971), Para 20 ml de "Sepharose" foi uti-
lizado 1 g de ?-globulina. A "Sepharose" sensibilizada 
foi introduzida em uma coluna de cromatografia e o 
extrato de proteína A passado passivamente por esta 
coluna. Finda a absorção separou-se a proteína A da 
"Sepharose" com ácido acético 0,1 N, coletando frações 
de 4m1, 

Anti-soros foram obtidos de coelhos pelo método de 
Kretschmar (1987). Para a determinação quantitativa 
de proteínas foi utilizado o método da biureta segundo 
Beisenherz et ai. (1953). A eletroforese vertical em 
poliacrilamida-gel, para proteínas com ponto isoelétrico 
ácido, foi efetuada de acordo com o método de Davis 
(1964) e Schmitt (1968) e a eletroforese para proteí-
nas com ponto isoelétrico alcalino de acordo com Reis-
feId et ai. (1962). Para a imunoeletroforese utilizou-se 
uma solução tamponada de veronal (p}I 8,6) e "special 
agar NoMe" a 1%. Aplicadas as soluções de proteina A 
a serem testadas, realizou-se a separação eletroforética 
por 3 horas a 250 V e 4 0 C. Para a imunoprecipitação 
foram usados anti-soros, soro humano e soluções de 
'-globulina. As reações foram interpretadas 48 horas 

após e fotografadas. A focalização isoelétrica efetuou-se 
de acordo com o método modificado por Schaeg et ai. 
(1972). 

RESULTADOS. 

Das 345 culturas de S. aureus examinadas quanto à sua 
propriedade de produzir proteína A, 341 (98,8%) mos-
traram-se positivas no teste de hemaglutinação cpm dife-
rentes titulas finais (Fig. 1), 182 (52,7%) no teste de 
Ouchterlony e 180 (52,2%) na prova de precipitação em 
tubos capilares, 
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Fia. 1. Títulos finais de proteína A, expressos em unidade,, 
das 345 cufturas de Staphyloeocci.is atcreus examinadas no tecf e 

dc hcmagutinação. 	 - 

A cepa 8. aureus K 807 utilizada para a produção de 
proteína. A produziu "Clumping Factor", coagulase, 
a e 3 hemotoxilinas, fosfatase e nuclease mas não fibri-
nolisina, I'V-leucocidina e fator gema de ovo. As con-
dições ótimas de cultivo para a produção de proteína A 
no fermentador foram obtidas após uma incubação de 
18 horas a 370 C (Fig. 2). O extrato desta cepa obtido 
por ácido fórmico continha 8.000 ti de proteína 
A/0,1 ml = 54.000 U/mg proteína. Pelo tratamento 
deste extrato de- proteína A com fosfato de celulose 
obteve-se uma considerável pré-purificação, já que 60% 
das proteínas contidas no extrato, principalmente pro-
teínas alcalinas, foram absorvidas pelo -fosfato de celu- 

13000 
n 

 9,0 

8000 0,9 

0.1 • 	-/ 4 - "_. 9.0 a 
512 - •, , 

28 0 • 
a 	/ - 

0,s 
° Z 

- 
- PROTEINJA A 

ExTrNço 

a, 	2 1 -- - CONTAGEM 

- PR 

8 	12 6 	20 	24 	28 	32 	36 	40 	44 	48 
H0RA6 

Fio. 2. Crio-cimento, densidade dtica, p71 e produçtío de 
o 	

pro- 
teína A da capa Stphy1ococes auresis K 807 no 

fei'meniadc'r a 37' C. 
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Jose. A proteína A, urna proteína ácida, não foi absor-
vida apresentando agora uma atividade de 8.000 U/0,1 
ml de extrato = 160.000 Ufmg proteína. 

Um grau de pureza bastante elevado obteve-se pela 
cromatografia de afinidade. Toda a proteína A contida 
no extrato foi absorvida pela "Sepharose" conjugada com 
-globulina, já que após a passagem pela Sepharose" 

o extrato não apresentou mais atividade alguma no teste 
de hemaglutinação. Com  ácido acético 0,1 N foi possí-
vel romper a ligação da proteína A às 'y-globulinas cn 
jugadas à "Sepharose". A. proteína A foi reencontrada 
na 2 a,  3•a e 4a  fração coletaria com urna atividade de 
2 . 10" U/0,1 ml = 3 . 10" UJmg  proteína. A densi-
dade ótica das fraçcs coletadas foi medida a 280 nm, 
sendo que a extinção máxima medida correspandeu à 
atividade máxima da proteína A (Fig. 3). Nesta solu-
ção de proteína A não havia mais "Clumping Factor", 
coagulase, a e hernotoxinas, fosfatase e nuclease. 

0,3 	 PR0TÍN 

No teste ele Ouchterlony a proteína A purificada 
produziu somente 1 linha de precipitação com os anti-
-soros contra as cepas de S. assreus K 807 e Cowan 1, 
1 linha com soro sangüíneo humano e 1 linha com 
-globuIina de soro humano (Fig. 5). 

1 	2 	3 	4 	5 	6 	7 	8 

FRÇ5ES 
Fia. 3. Cromatorc.f ia d.e afinidade da proteína A. 

A proteína A obtida por crornatografia de afinidade 
mostrou na eletroforese vertical cm poliacritamida-gel 
para proteínas ácidas 2 bandas de proteína e na eletro-
forese para proteínas básicas 1 banda difusa (Fig. 4). 
Nesta mesma figura podem ser observadas igualmente 
as fases de purificação anteriores à crornatografia de 
afinidade. 
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Fri, 4. Elet rol urine vertical em poliacrilamida-gel do extraf o 
di' proteína A obtido com ácido fórmico (a, b), extrato tratado 
coe, fof ato de celulose (a, d) e proteína A npós a cromatogra fia 
de afinidade (e, f). J. Eletrofarese  pera ptotemnar ácidas 

_+ -j-). H. Etefroforosc pera proteína8 básicas (-}- -* —). 

Fie. S. Proteína A no teste de Ouchterlony: a) Anti-coro contra 
o Staphylococcus enreus E 807; b) y-globutina da soro humano; 
a) anil-soro contra o Staphylncnccus aureus Cowan.1; d) soro 

humano; e) proteína A. 

Na imunoeletroforese a proteína A formou 2 linhas 
de precipitação com o anti-soro contra o S. aureux K 807, 
3 contra o S. aureus Cowan 1, 1 linha com soro humano 
e 1 com y.globulina extraída de soro humano (Fig. 6). 

Fie, 6. Imunaeíetro/orese á.' proteína A com anti-soro contra o 
Stsphylococcus soreu, E 807 (a), com anti-soro contra o Staphy. 

lococciis auresis Cowan 1 (b), core soro humano (a) e com 
y-globuiina de soro humano (e). 

Através da focalização isoe)étrica foi possível deter-
minar um ponto esoelétrico entre o pi! 4,25 e 4,65 

Fig. 7). 
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Fia. 7. A focalízaçlo iaoelótrica da proteína A obtida :or 
cromatogra[ia dc afinidade. 

DiscussXo E CONCLUSÕES 

Nos testes de hemaglutinação verificou-se que 98,8% 
das culturas de S. aureur, tipo A bovino, produziram 
proteína A, o que nos levou a concluir que a proteína A 
é formada por quase todos os estafilococos patogênicos 
de bovinos. A resultados idênticos chegaram Oedíng e 
}Iaukenes (1963) e Forsgren (1970) sobre a incidência.. 
da proteína A en estafilococos patogênicos isolados do 
homem. A extração da proteína A com ácido fórmico 
mostrou-se bastante vantajosa, pois permitiu isolar deste 
mesmo extrato em um projeto paralelo a este, o 'CIump-
ing Factor". O tratamento deste extrato• cru de pro-
teína A com fosfato de celulose resultou em uma pré-
-purificação acentuada, já que 60% das proteínas alca-
linas foram absorvidas pelo fosfato do celulose. A cro-
matografia de afinidade, como método de purificação 
para a proteína A, apresentou uma grande simplificação 
metodológica em relação aos tradicionais métodos de 
purificação com "Sephadex" G 100 ou G 150 (Forsgren 
& Sjôquist 1966, 1969). A razão de não termos obtido 
uma proteína A altamente purificada, acreditamos estar 
no fato de que usamos para a 1 cromatografia ele afini-
dade -gl.obulina de soro sangümneo humano (Cohn-
-Fract. II) e não IgG puro. Estas nossas suspeitas foram 
confirmadas por um traba'ho de Hjelm et ai. (1972), 
publicado após o término da parte, experimental deste 
trabalho. Estes autores utilizaram para a cromatografia 
de afinidade IgG e obtiveram uma proteína• A com alto 
grau de pureza 
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