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Smnorpsk.-  Foram estudadas 345 culturas de Staphylococcus aureus, tipo cristal-violeta A,
isoladas de bovinos com mastite, quanto i sua propriedade de produzir proteina A. Destas
culturas, 341 (98,8%) se mostraram positivas no teste de hemaglutinacio, 182 (52,7%)
no teste de Quchterlony e 180 (52,2%) na prova de precipitacgio em tubos capilares, Um
extrato cru de proteina A obteve-se por extra¢io com 4cido férmico e uma pré-purificacio
pelo tratamento deste extrato com fosfato de celulose, Proteina A, com um grau de pureza
bastante elevado, conmseguiu-se pela cromatografia de afinidade. Por focalizagio isoelétrica
determinou-se um ponto isoelétrico ao redor de pH 4,4, -~

" INTRODUGAOQ

As mastites causadas por Staphilococcus aureus mem

. sempre sdo combatidas com eficicia apesar do uso de

modernos produtos terapéuticos. Isto se deve em parte
4 crescente resisténcia dos estafilococos frente a anti-
bidticos. O combate eficaz destas infecgGes depende,
cada vez mais, do exato conhecimento dos fatores de
patogenicidade destas bactérias, entre eles a proteina A,

Jensen (1938, 1939) descreveu um antigeno, contido
em extratos obtidos de S. aureus, que foi precipitado em
4gar-gel por todos os soros sangiilneos humanos exami-
nados.- Este antigeno foi posteriormente denominado de
proteina A por Grov et aF. (1964}, Forsgren e Sjoquist
(1966), Forsgren (1968) e Grov et al. (1970) cons-
tataram que a proteina A reagia com o soro sangiiineo
humano e o soro de diversas espécies animais, ligando-se
as particulas de Fe da imunoglobulina G (IgG), Maran-
don e Oeding (1967) demonstraram proteina A em 54
culturas de S. gureus das 120 examinadas. Forsgren
{1970), usando um teste mais sensivel, a hemaglutina-
¢do, examinou 700 culturas de S. aureus isoladas em
seres humanos, achando 692 culturas positivas enquanto

- que_das 100 culturas de S, epidermidis somente duas

produziram proteina A.’ . :

Lofkvist e Sjéquist (1962) extrairam proteina A de
S. aureus pela fervura, Os mesmos autores (1963) usa-
ram posteriormente, para a extracio, dgua destilada, en-
guanto que Yoshida et al. (1963) obtiveram um extrato
e proteina A por digestio do S. qureus com domase.
Lofkvist ¢ Sjoquist (1962, 1963) conseguiram uma pu-
rificagdo parcial da proteina A por precipitacio Acida
e posterior eletroforese, Yoshida et af (1963) e Grov
et al. (1964) purificaram a proteina A por cromato-
grafia em coluna e gel-filtragio com “Sephadex”.

Quanto 4 patogenicidade da proteina A, Gustafson
et al. (1967) observaram em coelhos uma reagio seme-
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lhante & de Arthus, quande da injecio simultinea de
proteina A e y-globulinas. Em cobaias ndo imunizadas,
Gustafson ef al.- (1968) produziram uma reagio de hi-
persensibilidade cutinea com a inje¢io de proteina A.
Martin et al. (1967) verificaram reagbes semelhantes
no homem. Sjbquist e Stalenheim (1969), Kronvall e
Fromme! (1970} e Stalenheim (1971) observaram que
a proteina A fixava o complemento de diversas espécies
animais. Um estudo mais completo da literatura exis-
tente sobre a proteina A estid contido na tese de dou-
toramento {Miiller 1973).

Neste trabalho procurou-se verificar a incidéncia da
proteina A em estafilococos isolados de bovinos e, ao
mesmo tempo, isolar esta proteina com base na reacgio
desta com as particulas de Fe da imunoglobulina G.

MaTeERIAL E METODOS

Para a verificagic da incidéncia de proteina A foram
utilizadas 345 culturas de estafilococos da colecdo do
Instituto de Bacteriologia e Imunologia da Justus Liebig-
Universitit, Giessen, Estas culturas, todas isoladas de
bovinos, foram coagulase positivas {Meyer 1966), fer-
mentaram o rnanito% (Elek 1950) e mostraram no éﬁzt
cristal-violeta. a coloragiic caracteristica do tipo A, bo-
vino (Meyer 1967).

A proteina A foi testada qualitativamente pela égar-
-gel~<fifus§o {Ouchterlony 1948) e por precipitagio em
tubos capilares (Haukenes et al. 1961) com anti-soros
ou solugdes de y-globulinas. Como teste quantitativo
usou-se a hemaglutinagfio baseada no método de Fors-
gren (1970), Para este teste foram sensibilizados eri-
trécitos de ovino com um anti-soro de coelho contra
eritréeitos de ovinos. Para o teste propriamente dito
diluiu-se - a proteina A até uma diluigdo final de
1:260.000, adicicnando entdo a suspensio de eritrocitos
sensibilizados. A atividade da proteina A foi exgressa
em unidades (U), sendo que 1 U estava contida na
mais - alta diluicio de uma solu¢dc de proteina A que
ainda apresentava uma hemaglutinagio claramente visi-
vel. A atividade especifica foi dada em U/mg proteina.

Fibrinolisina foi testada de acordo com o método de
Hentschel e Blobel (1968); hemotoxinas, segundo
Gladstone {1966); a DNase, em meio com 4cidos nu-
cléicos (Baltimore Biological Laboratory, Baltimore, Ma-
ryland, USA); fosfatase, pelo método de Schaeg et al.
(1972); o fator gema de ovo, em um meio contendo 2%
de 4gar e .10% de emulsio 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 Heningen {19537, )

As cepas de 8. agureus foram cultivadas em frascos
de Erlenmeyer contendo 100 ml de “Caseinpepton Soja-
mehlpepton-Bouillon™ (E. Merck AG, Darmstadt) ou em
um fermentador. {“Laborfermenter”’, Eschweiler, Kiel)
contendo 151 de meio de cultura. O cultivo se deu por
18 horas a 37°C. Apds o cultivo as bactérias foram
lavadas 3 vezes em solugio salina estéril (0,14M) e
posteriormente liofilizadas. As condi¢fes 6timas de cul-
tivo foram determinadas no  fermentador levando ‘em
considera¢fio o pl, a2 densidade ética (620nm}, ntmero
de bactérias com capacidade .de reproducio (determi-
nado pelo sistema de contagem em placa de cultura) e
a producio de proteina A, Para a tomada destes dados
foram coletadas provas. durante as diversas fases de
incubacao. . ‘ Lo

Para a extragio da proteina A foram usados os se-

guintes métodos: 1) para o exame da ocorréncia de .

proteina A nas diversas culturas de S. aureus, utilizou-se
um extrato obtido por fervura das bactérias por 1 hora
e posterior precipitagio com HCl (Jensen 1958, 1959);
2} para o isolamento de proteina A usou-se a cepa
S. gureus K 807. Estas bactérias foram tratadas com
dcido férmico p. a. (9,8% a 100%) baseado no método
de Briickler ef al. (1973}, que utilizaram esta forma de
extragio para o isolamento do “Clumping Factor”. Apés
o tratamento com &cido férmico, o sobrenadante obtido
foi precipitado com acetona, e este precipitado, por sua
vez, ressuspendido em solugao salina (0,14M). .

Para uma pré-purifica¢io, este extrato foi tratado com
fosfato de celulose {Whatman Biochemicals Ltd., Lon-
dres) por 30 min. e depois fitrado. Para 140ml de
extrato foram utilizados 3 g de fosfato de celulose. O fil-
trado foi utilizado para a posterior purificacio da pro-
teina A enquanto que do fosfato de celulose - isolou-se
o “Clumping Factor”. ’ '

Para a purificagio da protelna A utilizou-se um mé-
todo de cromatografia por afinidade com “Sepharose™
4 B (Pharmacia, Uppsala, Suécia). Esta “Sepharose” foi
ativada com cianeto de bromo (Schuchard, Miinchen}
e posteriormente conjugada com y-globulina de sore hu-
mano (Cohn Fract. II}). O método de ativagio e sen-
sibilizagio da “Sepharose” foi descrito por Cuatrecasas
e Anfinsen (1971). Para 20ml de “Sepharose™ foi uti-
lizado 1g de y-globulina, A “Sepharose” sensibilizada
foi introduzida em uma coluna de cromatografia e o
extrato de proteina A passado . passivamente por esta
coluna. Finda a absorgio separou-se a proteina A ‘da

“Sepharose” com 4cido acético 0,1 N, coletando fragdes

de 4ml,

Anti-soros foram obtidos de coelhos pelo método de
Kretschmar (1967). Para a . determinagio quantitativa
de proteinas foi utilizado o método da biureta segundo
Beisenherz et al. (1953). A eletroforese vertical em
poliacrilamida-gel, para proteinas com ponto isoelétrico
acido, foi efetuada de acordo com o método de Davis
(1964) e Schmitt (1968) e a eletroforese para protei-
nas com ponto isoelétrico alcalino de acordo com Reis-
feld et al. (1962), Para a imunoeletroforese utilizou-se
uma solugio tamponada de veronal (pH 8,6) e “special
agar Noble” a 1%. Aplicadas as solucBes de proteina A
a serem testadas, realizou-se a separagio eletroforética
por 3 horas a 250 V e 4°C. Para a imunoprecipitagio
foram usados anti-soros, soro humano e solugles de
y-globulina. As reagSes foram interpretadas 48 horas
apds e fotografadas. A focalizagio isoelétrica efetuou-se
c(le acordo com o métode modificado por Schaeg et al.

1972).
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- ResuLTADOS .

Das 345 culturas de S. aureus examinadas quanto i sua
propriedade de produzir proteina A, 341 (98,8%) mos-
traram-se positivas no teste de hemaglutinagio com dife-
rentes titulos finais (Fig. 1), 182 (52,7%) no teste de
Ouchterlony e 180 (52,2%) na prova de precipita¢io em
tubos capilares, :
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. UNIDADES DE PROTEINA A/0,\ml EXTRATO
Fic. 1. Titulos finais de proteina A, expressos em unidades,
das 345 cultures de Staphylococcus aureus examinadas no teste

' - de hemaglutinagdo, = -

A cepa S. aureus K 807 utilizada para a produciio de
proteina . A produziu - “Clumping Factor”, coagulase,
a e 3 hemotoxilinas, fosfatase e nuclease mas nio fibri-
nolisina, PV-leucocidina e fator’ gema de ovo.'As con-
digdes 6timas de cultivo para-a produgio de proteina A
no fermentador foram obtidas apés uma incubagio "de
18 horas a 37°C (Fig. 2). O extrato desta cepa obtido
por 4cido férmico - continha * 8.000 de proteina
A/01ml = 54.000 U/mg proteina. Pelo : tratamento
deste extrato de proteina A com fosfato de celulose
obteve-se uma considerdvel pré-purificacio, j4 que 60%
das proteinas contidas no extrato, principalmente pro-
teinas alcalinas, foram absorvidas pelo -fosfato de celu-
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Fic. 2. Crescimento, densidade dtice, pH e producdo de pro-
teina A da cepa Staphylococcus aureus K 807 no .
fermentador . a 37° C. L
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lose. A protefna A, uma proteina 4cida, ndo foi absor-
vida apresentando agora uma atividade de 8.000 U/0,1
ml de extrato = 160,000 U/mg proteina,

Um grau de pureza bastante elevado obteve-se pela
cromatografia de afinidade. Toda a proteina A contida
na extrato foi absorvida pela “Sepharose’ conjugada com
y-globulina, j4 que apds a passagem pela “Sepharose’
o extrato nio apresentou mais atividade alguma no teste
de hemaglutinagio, Com 4cido acético 0,1 N foi passi-
vel romper a ligagdo da proteina A as vy-globulinas con-
jugadas 4 “Sepharose”. A proteina A foi reencontrada
na 2.2, 3.2 e 42 fracic coletada com uma atividade de
2. 10’“ U/0,1lml = 3. 10" .U/mg proteina. A densi-
dade 6tica das fracdes coletadas foi medida a 280 nm,
sendo que a extingio mAxima medida corresponden a
atividade méixima da proteina A (Fig.'3). Nesta solu-
¢ido de proteina A ndo havia mais “Clumping Factor™,
coagulase, o« e B hemotoxinas, fosfatase e nuclease.
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Fic. 3. Cromatogrr'fm de afamdadc d'a pmtema A,

A proteina A obtida por cromatografxa de afinidade
mostrou na eletroforese vertical em poliacrilamida-gel
para proteinas 4cidas 2 bandas de proteina e na eletro-
forese para proteinas basicas 1 banda difusa (Fig. 4).
Nesta mesma -figura podem ser observadas igualmente
as fases de purificagdo antermres a cromatografla de
afinidade. .
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Eletroforese vertical em poliacrilamida-gel do extrato

Frg, 4
de proteing A obtide com delde férmico (a, b), extrato tratado
com fosfato de celulose (¢, d) e protefna A apds a cromatografia
de - afinidade (e, f). I.- Eletroforese para proteines dcidas
(= —» +) I, .Ele!'rofarese para protefnas bdsicas (+ — =)
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No teste de Ouchterlony a proteina A purificada
produziu somente 1 linha de precipitagio com os anti-
-soros contra as cepas de 8. gureus K 807 e Cowan I,
1 linha com soro sangiiineo humano e 1 linha com
v-globulina de soro humane (Fig. 5).

' Fie. 5, Proteina A no teste de Quchterlony: a) Anti-soro contra

o Staphylococcus aureus X 807; b) y-globulina de soro humano;

..¢) anti-soro contra o Staphylococcus aureus Cowan I; d) soro

humano; e) proteina A.

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

Fic. 6. Imunoeletroforese da proteina A com anti-soro conira o

Staphylococeus aureus K 807 (a), com anti-soro contra o Staphy-

lcbcoccus aureus Cowan I (b), com sore humano (¢} e com .
-globulma de sore humano (e).

Através da focalizagio isoelétrica foi possivel deter-
minar um ponto esoelétrico entre o pH 4,25 e 4,65
(Fig. 7).

Pesq. agropec. bras., Sér. Vet, 8:115-119. 1573
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Fic, 7. A focalizac@o isoclétrica da - proteina :.A obtida 1'101'
cromatografia de afinidade. - - . Lo
.. Discussio £ ConcLusGEs

Nos testes de hemaglutix{agéo"irerifiéoﬁ¥se'_ que ' 98,8%

das culturas de'S. aureus, tipo A bovino, produziram

proteina A, o que nos levou a concluir que a proteina A

é formada por quase todos os estafilococos patogénicos .

de bovinos. A resultados idénticos chegaram Oeding e

Haukenes (1963) e Forsgren (1970) sobre a incidéncia .

da proteina A em estafilococos patogénicos isolados do
homem. A extragio da proteina A com 4cido férmico

mostrou-se bastante vantajosa, pois permitiu isolar deste -
mesmo extrato em um projeto paralelo a este, o “Clump- -
ing Factor”,. O tratamento deste extrato' cru de pro- -

teina A com fosfato de celulose resultou em uma pré-

-purificagio acentuada, j4 que 60% das proteinas alca-

linas foram absorvidas pelo fosfato de celulose. A cro-

matografia de afinidade, como métode de purificacio

para a proteina A, apresentou uma grande simplificacio
metodolégica em relagio ‘aos - tradicionais métodos de
purificacio com “Sephadex” G 100 ou G 150 {Forsgren
& Sjoquist 1966, 1969). A razio de nfo termos obtido
uma proteina A altamente purificada, acreditamos estar
no fato de que usamos para a’ cromatografia de.afini-
dade y-globulina de soro sangiilneo humano (Cohn-
-Fract, II) e ndo IgG puro. Estas nossas suspeitas foram
confirmadas por um trabalho de Hielm et ol. (1972),
publicado apds o término da parte_ experimental deste

trabalho. Estes autores utilizaram para a .cromatografia

de afinidade IgG e obtiveram uma proteina’ A com alto
grau de pureza.’ RN N T
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Of 345 cultures of Staphylococcus aureus, crystal-violettyp A, from cattle, 341 (98.8%)
were protein A-positive in the hemagglutination test, 182 (52.7%) in the Ouchterlony double
immune diffusion test and 180 (52.2%) in the precipitin ring test. Protein A was produced
by growing the staphylococel for 18 hours at 37°C in fermenters with respectivelly 15 1
caseine-peptone broth, The staphylococei were sedimented by continuous-flow centrifugation
at 73,700 x g, washed repeatedly in sterile 0.14M Nacl and extracted with formic acid to
obtain protein A, Partial purification of protein A in the formic acid extract could be
achieved by absorbing basic proteins without protein A-activity onto cellulose phosphate
and subsequente affinity-chromatography with human «y-globuline, faction II of Cohn.

The - final product had’ an isoelectric point at about pH 4.4, as shown by isolectric
focussing. : : g
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