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RESUMO 

 

 

Matheus Amaral Leal 

 

 

 

Potencial de virulência em amostras de Streptococcus agalactiae obtidas de fontes 

humanas e animais no Brasil 

 

Orientador: Tatiana de Castro Abreu Pinto 

 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 
Streptococcus agalactiae tem importância na medicina humana e veterinária, pois é um 

importante agente de mastite em bovinos e de infecções invasivas neonatais em humanos, 

além de causar outras doenças. Fatores de virulência associados à capacidade de aderência e 

de evasão do sistema imune podem contribuir para a patogenicidade do microrganismo em 

diferentes hospedeiros e sugere-se que a habilidade das amostras de GBS em causar doença 

possa ser de natureza multifatorial. Assim, essa pesquisa tem como objetivo geral avaliar 

aspectos envolvidos na virulência deste microrganismo entre amostras de GBS isoladas de 

humanos e animais no Brasil. Para tanto, foi investigada a presença dos genes envolvidos na 

produção de variantes de pilus e gene envolvido na produção de BibA através de PCR 

convencional, além de avaliar a capacidade de sobrevivência em sangue humano e a 

capacidade de autoagregação celular. Os resultados desse estudo foram relacionados com a 

capacidade de produção de biofilme, descrita em trabalhos anteriores. Todas as 149 amostras 

avaliadas albergavam ao menos uma das variantes de pilus pesquisadas, sendo a variante PI-

2a associada com amostras de fontes humanas e a variante PI-2b com amostras de fontes 

animais. A grande maioria (cerca de 95%) das 149 amostras analisadas apresentava o gene 

bibA, sendo amplicons de 400-600 pb associados com amostras de fontes humanas e 

amplicons de 700-900 pb associados com amostras de fontes animais. Mais de 80% dentre as 

22 amostras de GBS selecionadas para avaliação da capacidade de autoagregação foram 

capazes de autoagregar in vitro. A forte capacidade de autoagregação celular foi associada 

com amostras albergando somente uma variante de pilus (PI-1, PI-2a ou PI-2b), e não foi 

necessariamente associada a produção forte de biofilme. Uma proposta de classificação dos 

fenótipos de autoagregação celular foi desenvolvida e precisa ser melhor avaliada. Todas as 

10 amostras selecionadas para avaliação da capacidade de sobrevivência em sangue humano 

total foram capazes de sobreviver em sangue humano total in vitro, e a maior capacidade de 

sobrevivência foi associada com amostras obtidas de colonização vaginal/anal humana. A 

presença de genes de pilus, de bibA e a capacidade de autoagregar e sobreviver em sangue 

parece ser uma característica comum na espécie S. agalactiae, assim como é a produção de 

biofilme, embora diferentes perfis contemplando esses quatro aspectos pareçam ser 

específicos a alguns sítios ou hospedeiros.  

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae, fatores de virulência, pilus, BibA, sobrevivência 

em sangue humano, autoagregação celular. 
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aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 
Streptococcus agalactiae is important in human and veterinary medicine as it is an importante 

agent of mastitis in cattle and invasive neonatal infections in humans, besides causing other 

diseases. Virulence factors associated with the adherence and immune system evasion 

capacity may contribute to the microorganism pathogenicity in different hosts and it is 

suggested that the ability of GBS strains to cause disease may be multifactorial in nature. 

Thus, this research aims to evaluate aspects involved in the virulence of this microorganism 

among GBS strains isolated from humans and animals in Brazil. To this end, the presence of 

genes involved in the production of pilus variant and gene involved in BibA production was 

investigated by conventional PCR, as well as to evaluate the survival capacity in human blood 

and the capacity of GBS cell autoaggregation. The results of this study were related to biofilm 

production results, described in previous works. All 149 strains evaluated harbored at least 

one of the pilus gene variants, being PI-2a associated with human strains and PI-2b with 

animal strains. The vast majority of them (around 95%) also had bibA gene, with amplicons 

of 400-600 bp associated with human strains and amplicons of 700-900 bp associated with 

animal strains. More than 80% of 22 GBS strains selected to evaluate autoagreggation 

capacity were able to autoaggregate in vitro. The strong ability to autoaggregate was 

associated with strains harboring only one pilus variant genes (PI-1, PI-2a or PI-2b), and was 

not necessarily associated with a strong biofilm production. A proposal for classifying GBS 

strains according to autoaggregation phenotypes was developed and needs further evaluation. 

All 10 strains selected to evaluate survive in whole human blood capacity were able to survive 

in whole human blood in vitro, and a stronger ability in this regard was associated with strains 

recovered from vaginal/anal colonization. Presence of pilus genes, bibA gene and the ability 

to autoaggregate and survive in whole human blood seem to be common characteristics in the 

species S. agalactiae, as also is the production of biofilms, although different profiles covering 

these four features seem to be specific to certain niches and hosts.  

Keywords: Streptococcus agalactiae, virulence factors, pilus, BibA, survival in human blood, 

cell autoaggregation. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Streptococcus agalactiae 

Os estreptococos são bactérias do filo Firmicutes e de grande importância na medicina 

humana. Atualmente são descritas 129 espécies e 23 subespécies no gênero Streptococcus 

(Euzeby, 2019), sendo as espécies mais estudadas Streptococcus agalactiae, Streptococcus 

pyogenes, Streptococcus mutans e Streptococcus pneumoniae. São microrganismos 

nutricionalmente exigentes, crescendo bem em ágar sangue, em atmosfera contendo 5% de 

dióxido de carbono (CO2) e caldo nutriente suplementado com glicose (Teixeira, Pinto e 

Merquior, 2015; Murray, Rosenthal e Pfaller, 2017). 

Ao serem submetidos à coloração de gram, são visualizados em microscopia óptica 

como cocos gram-positivos em cadeias. Apresentam colônias puntiformes brancas ou 

cinzentas em placas contendo ágar sangue de carneiro e podem apresentar alfa (quando há 

hemólise parcial), beta (quando a lise das hemácias é completa) ou gama-hemólise (quando há 

a ausência de hemólise). 

Os estreptococos são catalase negativos, e os testes bioquímicos e fisiológicos que 

podem ser empregados para auxilio na identificação de amostras de origem clinica são: 

avaliação da hemólise, teste de sensibilidade a bacitracina, teste de sensibilidade à optoquina, 

teste de bile-solubilidade, teste do fator CAMP, teste da bile-esculina, detecção da enzima 

hidrolítica de PYR (L-pirrolidona-β-naftilamida) e crescimento em NaCl 6,5% (Tabela 1). O 

conjunto de resultados pode ser usado para prever a espécie (Teixeira, Pinto e Merquior, 

2015; Murray, Rosenthal e Pfaller, 2017; Rosa-Fraile e Spellerberg, 2017).  

Os estreptococos podem ser classificados segundo Lancefield, o que diferencia as 

espécies de acordo com o carboidrato C, ou o ácido teicoico no caso dos grupos D e H (Elliot, 

1962; Rosan e Argenbright, 1982), dividindo-os em 20 grupos sorológicos (A-H e K-V). 

Streptococcus agalactiae, a espécie abordada neste estudo, é conhecido também como 

estreptococos do grupo B (GBS, do inglês group B Streptococcus), devido à composição do 

carboidrato C (ramnose, N-acetilglicosamina e galactose). As principais características 

utilizadas para ajudar na identificação desta espécie são a resistência à bacitracina, a produção 

do fator CAMP e, apesar de sua hemólise poder ser variável, a maioria das amostras obtidas 

de fontes humanas apresentam beta-hemólise (Lancefield, 1934; Teixeira, Pinto e Merquior, 

2015; Murray, Rosenthal e Pfaller, 2017; Rosa-Fraile e Spellerberg, 2017). Uma carcateristica 

da espécie é a presença de capsula polissacarídica, que pode ser usada para identificação em 

sorotipos, para GBS já foram identificados 10 sorotipos (Ia, Ib, II a IX) (Paoletti, Bradford e 

Paoletti, 1999; Tsolia et al., 2003; Slotved et al., 2007). Testes moleculares também podem 
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ser utilizados como ferramentas mais rápidas e precisas de identificação da espécie, como a 

reação de polímerase em cadeia (PCR) para detecção de genes espécie-específicos como o 

dltS, gene de uma histidina-quinase específica de GBS (Morozumi et al, 2015; Arora et al., 

2017). Testes sorológicos, como aqueles visando a detecção do carboidrato C do grupo B, 

também são utilizados. MALDI-TOF MS (abreviatura do inglês Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry) também tem sido proposto como 

uma alternativa mais rápida para identificação de espécies bacterianas, incluindo S. agalactiae 

(Binghuai et al., 2014; Rosa-Fraile e Spellerberg, 2017). 

A identificação precisa deste microrganismo é necessária uma vez que S. agalactiae é 

um dos principais causadores de meningite, pneumonia e bacteremia em neonatos, sendo 

também um comum agente de mastite bovina (Teixeira, Pinto e Merquior, 2015; Murray, 

Rosenthal e Pfaller, 2017).  

 

Tabela 1. Esquema simplificado para diferenciação dos principais grupos ou espécies de 

estreptococos encontrados em espécimes clínicos de origem humana (Teixeira, Pinto e 

Merquior, 2015). 

Testes bioquimicos ou fisiológicos 

Espécie/ categoria 

S. 

agalactiae 

S. 

pyogenes 

S. 

pneumoniae 

Grupo C e 

G 

Grupo sorológico B A - C ou G 

Hemólise Beta Beta Alfa Beta 

CAMP + - - - 

Bacitracina Resistente Sensível Resistente Resistente 

Optoquina Resistente Resistente Sensível Resistente 

Bile esculina - - - - 

Bile solubilidade - - + - 

Hidrólise do PYR - + - - 

NaCl 6,5% + - - - 

 

1.2 Infecções causadas por GBS em animais  

Diversos estudos têm demonstrado S. agalactiae como agente de infecções em animais 

como vacas, cães, peixes, camundongos, elefantes, porquinhos-da-india, lagartos-esmeralda, 
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ratos, cobras, coelhos, cabras, porcos, tartarugas, sapos, focas, golfinhos, lhamas, entre outros 

(Yildirim et al., 2008; Pereira et al., 2010; Delannoy et al., 2013; Morach et al., 2017; Tavella 

et al., 2018). Nesse contexto, GBS se destaca como um dos principais agentes causadores de 

mastite em bovinos, caprinos e outros mamíferos ruminantes (Keefe, 2012; Klaas e Zadoks, 

2017; Ruegg, 2017). 

A mastite é a infecção da glândula mamária, e pode ter mais de 130 diferentes agentes 

causais, sendo GBS um dos agentes etiológicos mais comuns em vacas leiteiras. A doença 

causa uma redução significativa no bem-estar do animal e consequentes perdas econômicas 

aos produtores e à indústria de laticínios em todo o mundo (Elhaig e Selim, 2014; Almeida et 

al., 2016; Lakew, Fayera e Ali, 2019). Pode ser classificada em mastite clínica ou subclínica.  

A mastite clinica é definida pela presença de pus, coágulos, flocos, sangue no leite ou pelo 

inchaço do quarto mamário ou úbere e percepção de dor. Na forma subclínica não há 

alterações visíveis no úbere e no leite, porém a composição deste produto sofre mudanças 

consideráveis nos seus elementos como acidez, presença de álcool e elevada contagem de 

células somáticas (Mdegela, 2009; Lipkens et al., 2019). 

A transmissão do agente causador de mastite normalmente ocorre pelo contato de 

vacas doentes com vacas sadias, ou através das mãos ou equipamentos dos ordenhadores 

(Lakew, Fayera e Ali, 2019). Recentemente foi sugerido que a transmissão de GBS pode 

também acontecer pelo ambiente, através do contato do animal com a cocheira, bebedouro, 

chão e paredes da área de alimentação, além das fezes de outros animais. Nesse contexto, são 

indicadas como medidas preventivas o aprimoramento da prática da ordenha e a limpeza 

correta dos úberes no momento da ordenha (Jorgensen et al., 2016; Cobo-Ángel et al., 2018; 

Svennesen et al., 2019). 

Durante as últimas décadas, alguns países desenvolvidos testemunharam uma redução 

drástica na ocorrência de GBS em gados leiteiros devido à implementação de programas 

especificamente projetados para o controle da mastite bovina. Entre outros aspectos, tais 

programas são baseados na administração de infusões antimicrobianas a todo o rebanho para 

tratar e prevenir a doença. O sucesso desses programas se sustenta no fato de esse 

microrganismo permanece susceptível à maioria dos agentes antimicrobianos de escolha, 

incluindo as penicilinas semi-sintéticas (Keefe, 1997; Radostits et al., 2000; Rubhun, 2000; 

Gomes e Henriques, 2015; Ruegg, 2017). 

No Brasil, existem 180 formulações antimicrobianas aprovadas para tratamento e 

prevenção de mastite bovina (http://www.sindan.org.br). Os principais antimicrobianos 
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utilizados no tratamento e na prevenção das infecções causadas por S. agalactiae em animais 

são penicilinas, cefalosporinas, tetraciclinas, aminoglicosídeos, macrolídeos e lincosamidas 

(Tenhagen et al., 2006). Dessa forma, os antibióticos ainda se apresentam como principal 

ferramenta para tratar e prevenir mastite em rebanhos leiteiros (Erskine et al., 2002; 

Roberson, 2012; Klaas e Zadoks, 2017; Krömker e Leimbach, 2017). 

 No Brasil, um estudo realizado no período de fevereiro de 2012 a janeiro de 2013, em 

uma fazenda produtora de leite bovino em Minas Gerais, demonstrou que a mastite era a 

condição que mais contribuía para o impacto econômico na indústria leiteira, sendo a redução 

da produção de leite de 54,9%, estimando um prejuízo de US$ 91.552,69 (Guimarães et al., 

2017). Outro estudo, também realizado em Minas Gerais em 2004 com dados de 2002, 

estimou que o custo de cada caso de mastite clínica é de US$ 100,43, levando em conta os 

custos de exames, medicamentos, mão-de-obra adicional, descarte de leite, descarte precoce 

ou morte de vacas e honorários do médico veterinário. Apesar de defasados, estes valores 

evidenciam a importância da doença na lucratividade dos sistemas de produção de leite e 

justificam os esforços para manter a doença sob controle (Carneiro et al., 2004). 

Apesar dos esforços terem sido direcionados para o controle dessas infecções em 

diversos países, muitas fazendas leiteiras em todo o mundo continuam a apresentar circulação 

predominante de GBS, ou vêm observando um recente ressurgimento no número de casos de 

mastite por esse microrganismo (Kalmus et al., 2011; Klimienė et al., 2011; Mweu et al., 

2012; Bi et al., 2016; Jorgensen et al., 2016). 

 

1.3 Infecções causadas por GBS em humanos 

Streptococcus é um gênero frequente na microbiota de humanos saudáveis, estando 

presente em vários sítios, como vias respiratórias e trato intestinal. S. agalactiae é encontrado 

na microbiota vaginal de 1% a 34% da população gestante mundial, variando de acordo com 

as regiões geográficas do mundo, podendo se apresentar como colonizador assintomático 

desse sítio (Kwatra et al., 2016; Russell et al., 2017; Clouse et al., 2019). GBS também pode 

ser encontrato em adultos não gestantes em sítios como orofaringe, trato geniturinário, trato 

gastrointestinal e outros, tanto como colonizador assintomático quanto como agente 

infeccioso (Chrenien et al., 1979; Chaiwarith et al., 2011; Falagas et al., 2006; Roloff et al., 

2018; Collin et al., 2019).  

Na maioria das infecções neonatais associadas a GBS, o microrganismo é transmitido 

verticalmente da mãe para o filho antes ou durante o nascimento. Infecções adquiridas antes 
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do nascimento ocorrem pela capacidade de S. agalactiae penetrar na cavidade amniótica 

através da placenta íntegra e causar infecções fulminantes no feto (Teixeira, Pinto e Merquior, 

2015; Yadeta et al., 2018). 

Infecções neonatais por GBS desenvolvidas em até sete dias de vida são classificadas 

como síndrome precoce, nas quais a aquisição do microrganismo ocorre ainda no útero em 

consequência da aspiração de líquido amniótico contaminado ou durante a passagem pelo 

canal vaginal colonizado. As infecções que se desenvolvem entre uma semana e três meses de 

vida são classificadas como síndrome tardia, e a aquisição do microrganismo geralmente 

ocorre pelo contato com a própria mãe, com outras crianças infectadas ou até mesmo com o 

ambiente hospitalar (Schuchat e Wenger, 1994; Gibbs, Schrag e Schuchat, 2004; Faro et al., 

2010; CDC, 2010; Schrag e Verani, 2013; Doare e Heath, 2013; Teixeira, Pinto e Merquior, 

2015). Dentre as manifestações clínicas precoces mais comuns em neonatos estão pneumonia, 

artrite séptica, sepse, meningite e síndrome da angústia respiratória. Já a manifestação clínica 

tardia mais comum é a bacteremia associada à meningite (Furyk, Swann e Molyneux, 2011; 

Teixeira, Pinto e Merquior, 2015; Gao et al., 2018). 

Em gestantes, GBS pode causar infecção urinária, sepse grave, tromboflebite séptica, 

corioamnionite, endometrite puerperal, celulite e fascite, além de levar ao aborto ou parto 

prematuro (Furyk, Swann e Molyneux, 2011; Carroll, 2014; Teixeira, Pinto e Merquior, 

2015). Em adultos não gestantes, os quadros clínicos mais comuns são bacteremia, 

pneumonia, infecções respiratórias e geniturinárias, e infecções de pele e tecidos moles. A 

maioria dos casos relatados em adultos não gestantes está associada a fatores clínicos 

apresentados pelos pacientes, como diabetes mellitus, câncer, idade avançada, cirrose 

hepática, terapia com corticosteroides, HIV e outros estados de imunocomprometimento 

(Falagas et al., 2006; Lambertsen, 2010; Chaiwarith et al., 2011; Collin et al., 2019). 

Para prevenir as infecções neonatais causadas por GBS, Centers for Disease Control 

and Prevention (CDC) publicou em 1996 recomendações que consistem no rastreamento do 

microorganismo em todas as mulheres entre a 35ª e a 37ª semana de gestação utilizando 

culturas vaginais e retais (CDC, 1996, 2000, 2010). Todas as gestantes que apresentam 

culturas positivas para GBS devem ser submetidas ao programa de Profilaxia Antibiótica 

Intraparto ou IAP (sigla em inglês para Intrapartum Antibiotic Prophylaxis) (CDC, 1996, 

2000, 2010).  

O agente antimicrobiano de escolha para a administração intraparto é ampicilina, 

apesar de que cepas de GBS com susceptibilidade reduzida a beta-lactâmicos vêm sendo 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yadeta%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29559801
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esporadicamente relatadas desde 2008 (Kimura et al., 2008; Dahesh, 2008; Nagano et al., 

2012; Nagano et al., 2014; Seki et al., 2015; Cooper, Abbott e Gould, 2016; Bonofiglio et al., 

2018). Além disso, frequentemente são observados episódios de falha terapêutica, nos quais, 

apesar da amostra bacteriana apresentar-se fenotipicamente sensível aos beta-lactâmicos, não 

há sucesso na descolonização da paciente. Para os casos de gestantes alérgicas a penicilinas, 

são recomendados os antibióticos cefazolina para casos com baixo risco de anafilaxia, e 

clindamicina ou eritromicina para casos com alto risco de anafilaxia (Pearlman, Pierson e 

Faix, 1998; Schrag et al., 2002; CDC, 2010). 

A implementação de IAP resultou na redução marcante da incidência de síndrome 

neonatal precoce por GBS, principalmente nos Estados Unidos e em países da Europa (Schrag 

et al., 2002; CDC, 2007). Estudos mostraram, contudo, que a recolonização da mãe ocorre em 

até 65% dos casos após o tratamento com antibióticos; e não houve mudanças na incidência 

da síndrome de início tardio (infecções ocorrendo de sete dias até três meses de idade) 

(Schrag et al., 2000; Hansen et al., 2004; Manning et al., 2008). 

A Sociedade Brasileira de Pediatria (Costa, 2011; SBP, 2018) recomenda a política de 

rastreamento de gestantes e tratamento daquelas colonizadas desde 2011, mas a aderência a 

essas recomendações parece ser ainda baixa (cerca de 20% dos casos) no Brasil (Le Doare et 

al., 2017). 

 

1.4 Epidemiologia molecular de GBS 

A classificação em tipos capsulares tem sido utilizada como base para estudos 

epidemiológicos e de patogenicidade de GBS. A distribuição dos sorotipos pode variar de 

acordo com vários aspectos, incluindo a região geográfica, quadro clínico, faixa etária do 

paciente e a origem da amostra. 

O sorotipo III é o mais frequente entre neonatos com infecção invasiva, enquanto o 

sorotipo V tem destaque entre amostras de adultos não gestantes (Lamy et al., 2006; Tazi et 

al., 2010; Bellais et al., 2012; Florindo et al., 2014; Alhhazmi, Hurteau e Tyrrell, 2016). 

Entretanto, cinco sorotipos (Ia, Ib, II, III e V) são os mais prevalentes no mundo, assim como 

no Brasil (Melin e Efstratiou, 2013; Russel et al., 2017; Hall et al., 2017; Botelho et al., 2018; 

Do Nascimento et al., 2019;  Furfaro et al., 2019; Madrid et al., 2019). Somente no Japão os 

sorotipos VI e VIII, raramente encontrados em outras regiões do mundo, são frequentes 

(Weisner et al., 2004; Tazi et al., 2011; Edmond et al., 2012; Melin e Efstratiou, 2013; 

Morozumi et al., 2016). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bonofiglio%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29548731
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5861770/#B70
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5861770/#B149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5861770/#B149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5861770/#B10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5861770/#B40
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alhhazmi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27098960
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hurteau%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27098960
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tyrrell%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27098960
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Em animais é observada a prevalência dos mesmos sorotipos capsulares detectados em 

humanos, com variações em sua distribuição de acordo com a região geográfica (Simões et 

al., 2007; Palmeiro et al., 2010; Corrêa et al., 2011; Pinto et al., 2013; Rato et al., 2013; Yang 

et al., 2013).  

Complementar à classificação em sorotipos, a técnica de MLST (multilocus sequence 

typing) permite classificar as amostras de S. agalactiae circulantes no mundo em ST 

(sequence type) e CC (complexo clonal), sendo cada CC composto por um número variável de 

STs que apresentam um mesmo ancestral comum. 

De forma geral, a maioria das cepas de S. agalactiae obtidas de humanos pode ser 

agrupada em quatro principais complexos clonais: CC1, CC17, CC19 e CC23 (Sorensen et 

al., 2010; Da Cunha et al., 2014). Estudos mostram que os CCs 1, 19 e 23 estão 

frequentemente associados à colonização assintomática em gestantes e são identificados como 

bem adaptados à mucosa vaginal (Jones et al., 2003; Manning et al., 2008; Teatero et al. 

2017), mas também são encontrados como causa de infecções invasivas inclusive em adultos 

(Jones et al., 2003). Já o CC17 é considerado o clone hipervirulento de S. agalactiae, sendo 

essas cepas responsáveis pela grande maioria dos casos de meningite neonatal (Jones et al., 

2003; Poyart et al., 2008; Florindo et al., 2014). Estudos evolutivos e análises filogenéticas 

comparativas fornecem evidências de que o CC17, apesar de associado a infecções invasivas 

em neonatos atualmente, tenha um ancestral comum a clones de S. agalactiae circulantes 

entre bovinos (Bisharat et al., 2004; Héry-Arnaud et al., 2007). Já entre as amostras de GBS 

de origem bovina, destacam-se os CCs 61 e 67, que são exclusivamente encontrados nesses 

hospedeiros (Bisharat et al., 2004; Sukhnanand et al., 2005; Sorensen et al., 2010; Yang et 

al., 2013; Springman et al., 2014). Mais recentemente, contudo, o CC103 vem se destacando 

como um clone emergente em mastite bovina em vacas leiteiras na Europa e parte do leste da 

Ásia (Zadoks et al., 2011; Yang et al., 2013). 

 

1.5 Fatores envolvidos na virulência de GBS 

Fatores de virulência são mecanismos, estruturas ou metabólitos bacterianos utilizados 

por bactérias no desenvolvimento do processo infeccioso. São utilizados para evadir o sistema 

imunológico, aderir a tecidos, invadir células ou produzir danos ao hospedeiro. Para que um 

patógeno seja capaz de estabelecer doença, normalmente são necessárias três etapas: contato, 

invasão e disseminação (Taddei e Martinez, 2015). A colonização e a persistência no 

hospedeiro são fatores críticos para as doenças mediadas por S. agalactiae, e compreender a 
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interação de fatores que conduzem à transmissão e à infecção persistente é essencial para o 

desenvolvimento de abordagens que levem à prevenção dessas doenças (CDC, 2002; Rosini e 

Margarit, 2015).  

 

1.5.1 Cápsula polissacarídica 

O principal fator de virulência desta espécie é a cápsula polissacarídica. A presença de 

uma cápsula polissacarídica com composição variável permitiu que os estreptococos do grupo 

B fossem classificados em diferentes tipos capsulares (Lancefield, 1934). Atualmente são 

descritos dez sorotipos: Ia, Ib, II a IX (Paoletti, Bradford e Paoletti, 1999; Tsolia et al., 2003; 

Slotved et al., 2007). Cada um desses polissacarídeos capsulares consiste em um polímero de 

peso molecular elevado, composto de unidades monossacarídicas repetidas de galactose, 

glicose, N-acetilglicosamina e ácido N-acetilneuramínico (ácido siálico). Estes 

polissacarídeos capsulares são essenciais para o microrganismo, atuando na inibição da 

fagocitose e da ativação do complemento na ausência de anticorpos específicos, além de 

induzirem a produção de citocinas pró-inflamatórias (Teixeira, Pinto e Merquior, 2015). 

Os polissacarídeos capsulares vêm sendo considerados os principais alvos para a 

elaboração de vacinas contra S. agalactiae e devem incluir os sorotipos mais prevalentes 

associados a doença (Baker e Edwards, 2003; Slotved et al., 2007; Hillier et al., 2009; Nobbs, 

Lamont e Jenkinson, 2009; Melin e Efstratiou, 2013; Dzanibe e Madhi, 2018). Atualmente 

está em desenvolvimento uma vacina trivalente, contendo os sorotipos Ia, III e V, e sendo 

proposta uma vacina pentavalente contendo Ia, Ib, II, III e V (Kobayashi et al., 2019). 

 

1.5.2 Pilus 

Pili são compostos por polímeros proteicos ancorados na parede celular que se 

projetam para fora da superfície bacteriana. Essas estruturas são formadas por subunidades 

ligadas covalentemente, chamadas de proteína estrutural principal (BP do inglês backbone 

protein) e proteínas auxiliares (AP1 e AP2 do inglês ancillary proteins), localizadas na ponta 

e na base da estrutura, respectivamente (Rosini et al., 2006; Teixeira, Pinto e Merquior, 

2015). Três variantes de pili já foram identificadas até o momento em GBS e os genes 

codificadores estão alocados em ilhas genômicas denominadas de PI-1, PI-2a e PI-2b (PI 

abreviatura do inglês pilus islets) (Rosini et al., 2006). Acredita-se que todas as amostras de 

GBS possuam ao menos uma das três variantes de pili já descritas (Rosini et al., 2006; 

Margarit et al., 2009). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kobayashi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28017431
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Essas estruturas já foram relacionadas à aderência e/ou invasão a células epiteliais 

(Dramsi et al., 2006; Konto-Ghiorghi et al., 2009), células endoteliais de capilares cerebrais 

(Maisey et al, 2007, Lazzarin et al., 2017), células pulmonares (Krishnan et al., 2007), 

migração transepitelial (Pezzicoli et al, 2008), assim como formação de biofilme (Rinaudo et 

al., 2010), aderência a glicoproteínas da saliva (Brittan e Nobbs, 2014) e resistência a 

fagócitos (Maisey, Doran e Nizet, 2008). A contribuição de pilus para a patogênese de GBS 

foi inicialmente investigada em cepas expressando a variante PI-2a. Mutantes para esta 

variante apresentaram diminuição na aderência e invasão ao epitélio humano (Maisey et al., 

2007; Konto-Ghiorghi et al., 2009). Além disso, já foi demonstrado que a proteína AP1-2a 

medeia o recrutamento de neutrófilos e melhora a penetração na barreira hematoencefálica 

(BHE) de camundongos (Banerjee et al., 2011). 

 

1.5.3 BibA (adesina bacteriana imunogênica de estreptococos do grupo B) 

BibA é uma adesina imunogênica que pode estar presente em amostras de GBS. É 

uma proteína ancorada na parede celular de aproximadamente 58% até o momento, envolvida 

na aderência bacteriana às células epiteliais humanas (Santi et al., 2007; 2009). É possível 

também encontrar uma forma solúvel dessa proteína em meio de cultura com crescimento de 

S. agalactiae (Santi et al., 2007; 2009). Um mutante nocaute no gene codificador desta 

proteína demonstrou menor capacidade de aderência às células epiteliais do pulmão, intestino 

e cérvice (Santi et al., 2007). A superexpressão de BibA, por sua vez, resultou no aumento da 

aderência às células epiteliais humanas (Santi et al., 2007). Além disso, foi relatado que BibA 

ajuda na sobrevivência de GBS em sangue humano através da interferência com a via clássica 

do complemento, conferindo atividade anti-fagocítica (Santi et al., 2007; 2009). Dessa forma, 

BibA parece ser um fator de virulência com múltiplas ações em GBS, contribuindo para a 

colonização da mucosa, aderência às células hospedeiras e resistência à fagocitose. 

Apesar da localização do gene bibA no genoma de GBS ser conservada em todas as 

amostras analisadas até o momento (lócus gbs2018), é relatada uma alta variabilidade na 

sequencia interna deste gene, levando a descrição de 4 diferentes variantes (I, II, III e IV) e 

diferentes alelos (Brochet et al., 2006; Santi et al., 2007; 2009), que podem se correlacionar 

com fonte de isolamento e/ou sorotipo. Uma dessas variantes, a variante IV, apesar de 

inicialmente descrita como um alelo do gene bibA, se revelou ser na verdade um outro gene, o 

gene hvgA (abreviatura do inglês GBS hypervirulent adhesin). Este gene é exclusivamente 

associado com amostras do ST17, ocupando o lócus gbs2018 nestas cepas e atuando como um 
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marcador do clone hipervirulento de GBS (Tazi et al., 2010). Sugere-se que a proteína HvgA, 

também presente na parede celular, esteja envolvida na aderência de GBS a células do epitélio 

intestinal, a células epiteliais coroides e a células do endotélio vascular; assim, esta proteína 

seria a responsável pelo tropismo de ST17 pelas meninges favorecendo a translocação do 

intestino e da barreira hematoencefálica pelo microrganismo (Tazi et al., 2010). 

Curiosamente, as variantes de bibA detectadas entre amostras de origem bovina parecem 

apresentar alta similaridade genética com o gene hvgA, destacando mais uma vez a íntima 

relação genética que o clone hipervirulento em humanos (ST17) apresenta com clones de 

circulação em bovinos (Lamy et al., 2006). 

 

1.5.4 Outras proteínas produzidas por GBS 

Dentre as proteínas presentes na superfície celular bacteriana, incluem-se a proteína de 

ligação à laminina (Lmb), proteínas de ligação ao fibrinogênio e a fibronectina (FbsA, FbsB, 

CspA), sendo ambas importantes para mediar a aderência de GBS à matriz extracelular 

(MEC). 

Já as proteínas ricas em serina (Srr-1 e Srr-2) permitem a aderência à queratina 

humana presente em tecidos do pulmão, pele e vagina (Gutekunst, Eikmanns e Reinscheid, 

2004; Lindahl, Stalhammar-Carlenalm e Areschoug, 2005; Maisey, Doran e Nizet, 2008; 

Nobbs, Lamont e Jenkinson, 2009; Parker et al., 2016). 

A proteína ScpB (ou C5a peptidase) atua clivando e inativando o fator C5a do sistema 

complemento, o qual é responsável pelo recrutamento de neutrófilos ao sítio de infecção 

(Herbert, Beveridge e Saunders, 2004; Maisey, Doran e Nizet, 2008). 

A família de proteínas Alp (do inglês alpha-like proteins) inclui as proteínas Cα, Rib, 

R e Alp 1 a 4 (Wastfelt et al., 1997; Lachenauer et al., 2000; Bolduc et al., 2002; Maisey, 

Doran e Nizet, 2008), que se ligam a células epiteliais humanas e induzem a produção de 

anticorpos protetores específicos. 

A proteína Cβ também está localizada na superfície da célula bacteriana, e se liga à 

porção Fc de IgAs e apresenta propriedades ligantes ao fator H do sistema complemento, 

sugerindo um papel importante na evasão do sistema imune (Heden, Frithz e Lindahl, 1991; 

Gravekamp et al., 1999; Berner et al., 2002; Jarva et al., 2003; Lindahl, Stalhammar-

Carlenalm e Areschoug, 2005; Maisey, Doran e Nizet, 2008). 

Entre as enzimas secretadas por GBS, pode-se destacar a hialuronidase, que tem 

atividade hidrolítica sobre o ácido hialurônico presente na MEC de tecidos animais, do cordão 
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umbilical, fluido sinovial, cartilagem, cérebro, entre outros, permitindo, assim, a disseminação 

do microrganismo pelo rompimento da barreira física tecidual (Hynes e Walton, 2000; 

Teixeira, Pinto e Merquior, 2015). Além disso, outra enzima importante é a hemolisina, 

responsável pela característica beta-hemolítica de GBS e é uma citolisina formadora de poros 

em membranas de diferentes células, sendo não imunogênica e estável em relação ao oxigênio 

(Nizet, 2002). Esta enzima está associada à infecção pulmonar por contribuir para a 

penetração através das barreiras epiteliais e pulmonares (Doran, Liu e Nizet, 2003; Hensler et 

al., 2005), e promoção da infiltração de leucócitos no fluido cérebro-espinhal (Doran et al., 

2002). O fator CAMP é caracterizado pela ligação a imunoglobulinas IgG e IgM pela porção 

Fc, levando a formação de poros nas membranas celulares do hospedeiro e consequente lise 

celular (Christie, Atkins e Munch-Petersen, 1944; Lang e Palmer, 2003). Por ser uma 

característica comum a todas as amostras de GBS, a produção de fator CAMP é um dos 

atributos usados na identificação laboratorial (Hensler et al., 2008). 

A maioria das espécies de estreptococos orais possuem antígenos da família I/II, que 

estão envolvidos na autoagregação celular, formação de biofilme e interação com células 

eucarióticas e matriz extracelular do hospedeiro (Zhang et al. 2006; Nobbs, Lamont e 

Jenkinson, 2009; Brady et al. 2010; Maddocks et al. 2011;  Franklin et al. 2013; Chuzeville et 

al. 2015). Recentemente, análises in silico mostraram a presença de genes codificantes de 

proteínas desta família em GBS e a possibilidade de aquisição do gene pelo GBS através de 

elementos conjugativos e integrativos (Chuzeville, et al., 2015, Rego, et al., 2016). Em GBS 

esse gene foi associado com interação com Candida albicans com adesão ao eptélio vaginal 

(Pidwill, et al., 2017) e adesão ao endotélio cerebral (Deng et al., 2019).  

 

1.5.5 Produção de biofilme 

A formação de comunidades em biofilmes pode facilitar a sobrevivência, a 

proliferação microbiana e ainda aumentar a resistência a antimicrobianos, já que organismos 

dentro de biofilmes podem subverter a privação de nutrientes, mudanças de pH, componentes 

do sistema imune do hospedeiro, ação de produtos químicos e ação de antimicrobianos. Além 

disso, a proximidade entre as células bacterianas dentro de um biofilme favorece a troca de 

material genético entre elas, o que pode favorecer também a disseminação de determinantes 

de resistência antimicrobiana e de patogenicidade (Costerton, Stewart e Greenberg, 1999; 

Stewart e Costerton, 2001; Parsek e Singh, 2003; Jefferson, 2004; Lewis, 2005; Hall-Stoodley 
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e Stoodley, 2005; Manetti et al., 2007; Dufour, Leung e LaVesque, 2010; Rosini e Margariti, 

2015). 

Um biofilme é definido como uma comunidade microbiana séssil caracterizada por 

células ligadas fortemente a um substrato, uma interface e/ou umas às outras, embebidas em 

uma matriz de substâncias poliméricas extracelulares, composta de polissacarídeos, proteínas 

e/ou DNA extracelular, os quais são produzidos por essa comunidade (Costerton, Stewart, 

Greenberg, 1999; Donlane Costerton, 2002). Estima-se que mais de 65% das infecções 

bacterianas em humanos envolvam a produção de biofilmes (Lewis, 2007). 

As primeiras evidências da participação de S. agalactiae em biofilmes foram propostas 

por Marrie e Costerton em 1983, os quais encontraram biofilmes com S. agalactiae em 

dispositivos intrauterinos (Marrie e Costerton, 1983). A partir da década de 2000, uma 

crescente atenção tem sido voltada para esse tema, e alguns estudos têm demonstrado que a 

habilidade de produção de biofilme por essa bactéria in vitro pode estar associada a outros 

fatores de virulência. Alguns autores demonstraram que a formação de biofilme pode ser 

associada ao tipo de pilus (Konto-Ghiorghi et al., 2009; Margarit et al., 2009; Rinaudo et al., 

2010; Parker et al., 2016; Ferreira, 2017), ou ao tipo capsular (Xia et al., 2015; Ferreira, 

2017). 

No entanto, as informações disponíveis ainda são majoritariamente restritas a amostras 

de S. agalactiae recuperadas de colonização e infecção humana, sendo ainda poucos os 

trabalhos que demonstram o envolvimento de amostras de S. agalactiae de origem animal 

com a formação de biofilme. Apesar disso, com base na aparência histopatológica e 

ultraestrutural das bactérias dentro dos tecidos das glândulas mamárias bovinas, acredita-se 

que os biofilmes bacterianos estejam comumente envolvidos também com essa doença 

(Costerton, Stewart e Greenberg, 1999). Os estudos publicados nesse sentido apontam que há 

uma tendência de amostras de origem animal se apresentarem como melhores produtoras de 

biofilme quando comparadas com amostras de origem humana (Ebrahimi et al., 2013; Parker 

et al., 2016; Pang et al., 2017; Kaczorek et al., 2017; Ferreira, 2017). Na glândula mamária de 

animais, as comunidades semelhantes a biofilme podem facilitar a sobrevivência microbiana 

aumentando a resistência a antibióticos e a proteção contra mecanismos de defesa do 

hospedeiro (Melchior, Fink-Gremmels, Gaastra, 2006; Rosini e Margarit, 2015). Além disso, 

foi encontrada uma correlação positiva entre a formação de biofilme e a aderência às células 

epiteliais mamárias de bovinos (BMECs). A capacidade de aderência às BMECs é importante 

para as bactérias colonizarem a glândula mamária lactante, apesar do fluxo de leite, que 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xia%20FD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25448634
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resulta na excreção de células bacterianas planctônicas (Leigh, 1999). Portanto, é razoável 

especular que a aderência eficiente e a forte formação de biofilme permitem com que as cepas 

adaptadas aos bovinos colonizem e persistam na glândula mamária bovina, onde são capazes 

de sobreviver por longos períodos de tempo levando a um quadro crônico (Pang et al., 2017) 

 

1.5.6 Capacidade de autoagregação celular 

A colonização e a infecção dos tecidos-alvo por S. agalactiae são dependentes da 

capacidade de aderir e persistir nas superfícies epiteliais das mucosas do hospedeiro. Portanto, 

a aderência tem um papel fundamental na patogênese do microrganismo, seja aderindo em 

células do hospedeiro, na matriz extracelular ou em superfícies inertes. Além disso, muitas 

bactérias tem a capacidade de se aderir a outras células bacterianas da mesma espécie. Essa 

capacidade é denominada de autoagregação (Trunk, Khalil e Leo, 2018). 

Autoagregação é um dos primeiros passos na formação de biofilme, já anteriormente 

relatado neste trabalho. A autoagregação está normalmente associada a proteínas de superfície 

celular, incluindo pilus e fimbria, mas também pode estar associada a exopolissacarídeos, 

DNA extracelular, ou efeitos eletrostáticos (Martinez, 1983; Jonsson e Wadström, 1984; 

O'Toole e Kolter, 1998; Misawa e Blaser, 2000; Farrell e Quilty, 2002; Das et al., 2010; 

Arenas et al., 2014; Formosa-Dague et al., 2016; Trunk, Khalil e Leo, 2018).  

A autoagregação pode ser dada de duas maneiras: as bactérias planctônicas podem se 

aderir a uma superfície do substrato como células únicas e, em seguida, recrutar mais células 

planctônicas por agregação para formar uma única microcolônia, ou células planctônicas 

agregadas em suspensão podem se instalar na superfície do substrato (O'Toole e Kolter, 1998; 

Beloin et al., 2008; Dunne 2002; Kragh et al., 2016; Shabayek e Spellerberg, 2018; Trunk, 

Khalil e Leo, 2018). Além disso, autoagregação também pode estar associada a vantagens 

competitivas quando há redução da quantidade de nutrientes, na resistência a toxinas ou 

antibióticos e na sobrevivência ao sistema imune (Galdiero et al., 1988; Hahn, Moore e Höfle, 

2000; Fexby et al., 2006; Blom et al., 2010; Corno et al., 2016; Kragh et al., 2016; Trunk, 

Khalil e Leo, 2018). 

 

1.5.7 Capacidade de sobreviver em sangue humano 

Diversos patógenos desenvolveram mecanismos para sobreviver dentro de 

macrófagos, evitando assim a resposta imune do hospedeiro. Os patógenos são englobados 

pelos macrófagos e outros fagócitos através de um processo chamado fagocitose (Thi, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shabayek%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29593684
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spellerberg%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29593684
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Lambertz e Reiner, 2012). A maioria das bactérias que entram na corrente sanguínea são 

eliminadas através da ativação do sistema complemento pela ação das proteínas na superfície 

bacteriana ou pelo processo chamado opsonofagocitose. O sistema complemento consiste em 

conjunto de proteínas solúveis presentes no sangue, com o papel de opsonizar ou lisar células 

invasoras. A opsonização refere-se ao revestimento do patógeno por anticorpos e/ou proteínas 

do complemento, de modo que ele se torne mais facilmente capturado e destruído pelas 

células fagocíticas (Nonaka, 2014; Thau e Mahajan, 2018). No entanto, quando esses 

mecanismos não são ativados corretamente ou quando as bactérias possuem mecanismos de 

evasão imunológica, o indivíduo fica sujeito a infecções graves, como bacteremia e 

meningite, associadas a alta morbimortalidade (Maten et al., 2017).  

Em um estudo para analisar as alterações no transcriptoma que ocorrem durante a 

cultura de curto prazo no sangue humano utilizando uma cepa de S. aureus, foi demonstrado 

que além de diversas mudanças metabólicas, a expressão de aproximadamente 25% de todos 

os genes de S. aureus que codificam mecanismos de defesa e fatores de virulência conhecidos 

e putativos é alterada, e que a expressão de 15% desses genes é aumentada, incluindo aqueles 

que codificam a proteína de adesão intercelular B (icaB), a proteína de ligação ao fibrinogênio 

extracelular (efb), o precursor da proteína A de ligação à imunoglobulina G (spa), dentre 

outros (Malachowa e DeLeo, 2011). 

Os mecanismos que capacitam o GBS a sobreviver no sangue ainda não foram 

completamente elucidados, porém já foi demonstrado que este microrganismo é capaz de 

sobreviver intracelularmente em fagócitos (Valentin-weigand et al., 1996, Sagar et al., 2013). 

Rorir e colaboradores (2016) demonstraram que cepas de GBS do ST-17 sobreviveram 

intracelularmente por mais tempo que cepas de outros STs, e que cepas do sorotipo III são 

mais capazes de sobreviver às condições de estresse dentro do fagossomo em relação a outros 

sorotipos (Rorir et al., 2016). Estudos já mostraram que alguns fatores de virulência desta 

espécie podem contribuir para essa capacidade de sobrevivência em sangue humano, dentre 

eles as preoteínas de superfície BibA, Cβ, e ScpB (Bohnsack et al., 1997; Santi et al., 2007; 

Maisey, Doran e Nizet, 2008; Santi et al., 2009). 
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2. JUSTIFICATIVA  

 

Streptococcus agalactiae é um importante agente de mastite em bovinos e de 

infecções invasivas neonatais em humanos, o que demonstra a ampla gama de infecções que 

pode ser associada a esta espécie. Fatores de virulência associados à capacidade de aderência 

e de evasão do sistema imune podem contribuir para a patogenicidade do microrganismo nos 

diferentes hospedeiros. Em estudo recente do grupo, foi demonstrado que amostras de GBS 

de origens humana e animal isoladas no Brasil são, em sua maioria, fortemente produtoras de 

biofilme (Alvim, 2019); característica esta que pode estar envolvida tanto com a aderência 

quanto com a evasão do sistema imune do hospedeiro. 

No entanto, a habilidade das amostras de GBS em causar doença é de natureza 

multifatorial, e outros aspectos como a variante de pilus, a presença de BibA, o tipo capsular, 

a capacidade de autoagregação e a sobrevivência em sangue humano podem ser 

características importantes para a patogênese das infecções causadas por GBS. Contudo, ainda 

há poucos estudos sobre a ocorrência de alguns desses fatores de virulência entre diferentes 

amostras de GBS, especialmente entre amostras circulantes no Brasil. 

Dessa forma, nosso estudo visa contribuir para o melhor entendimento desses aspectos 

e sua relação com características epidemiológicas e moleculares entre amostras de GBS 

circulantes no Brasil, agregando conhecimento sobre a distribuição de genótipos e fenótipos 

potencialmente envolvidos na virulência de amostras obtidas de humanos e animais em nosso 

meio nos últimos 40 anos, ajudando a entender os fatores que contribuem para a disseminação 

do microrganismo e ampliando as possibilidades de sua prevenção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 

 

3. OBJETIVOS 

 

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar alguns aspectos envolvidos na 

virulência de GBS, incluindo a ocorrência de genes envolvidos com a produção de pilus e da 

proteína BibA e a capacidade de autoagregação celular e de sobrevivência em sangue 

humano, entre amostras isoladas de humanos e animais no Brasil, tendo como estratégias: 

 

• Avaliar a ocorrência e distribuição de genes das variantes de pili; 

• Avaliar a ocorrência e distribuição do gene bibA; 

• Avaliar a capacidade de autoagregação celular in vitro; 

• Avaliar a capacidade de sobrevivência em sangue humano in vitro; 

• Correlacionar os resultados obtidos com os resultados de fenótipo de produção 

de biofilme determinados previamente para avaliar uma possível associação entre eles. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Amostras bacterianas 

Neste estudo foram incluídas 149 amostras de Streptococcus agalactiae isoladas no 

Brasil entre 1978 e 2019, sendo 33 de origem animal (mastite bovina e caprina) e 116 de 

origem humana (casos de infecção ou colonização assintomática). Todas as amostras 

pertencem à coleção de culturas do Laboratório de Cocos Patogênicos e Microbiota (LCPM), 

encontrando-se estocadas em solução de skim-milk com 10% de glicerol a -80 ºC. As 

amostras foram isoladas, identificadas e parcialmente caracterizadas durante a execução e 

desenvolvimento de trabalhos prévios (Duarte et al., 2005; Fernandes, 2011; Pinto et al., 

2013; Dutra et al., 2014; Ferreira, 2017; Botelho et al., 2018; Alvim, 2019). A tabela 2 ilustra 

o número de amostras avaliadas por fonte de isolamento. 

 

Tabela 2. Distribuição das amostras de Streptococcus agalactiae incluídas no presente estudo 

de acordo com a fonte de isolamento. 

Fonte clínica de isolamento Número de amostras 

Mastite animal (bovina e caprina) 33 

Colonização vaginal/anal humana 43 

Colonização de orofaringe humana 10 

Infecção urinária humana 37 

Infecção invasiva humana1 10 

Outros² 16 

Total 149 

1Foram consideradas amostras recuperadas de fluidos e sítios originalmente estéreis, como sangue, líquor, 

líquido ascítico, placenta e líquido aminiótico. 
2Foram consideradas amostras recuperadas de feridas cirúrgicas obstétricas, lavado broncoalveolar, esperma, 

canal auditivo externo, próstata, umbigo de neonato e de fontes desconhecidas. 

 

4.2 Obtenção de DNA bacteriano  

Para obtenção de DNA das amostras de GBS analisadas, foi utilizada a resina Chelex 

100 (Bio-Rad, EUA) conforme descrito por Pinto e colaboradores (2013). Um volume de 200 

μL de solução contendo Chelex a 5% e proteinase K (0,2 mg/mL) foi utilizado para a 

preparação de uma suspensão bacteriana densa (suficiente para encher uma alça calibrada de 1 

μL) a partir de um cultivo recente. Estas suspensões foram incubadas a 56 ºC por uma hora e, 

após homogeneização, incubadas a 95 ºC por 10 minutos. O material foi centrifugado (10000 

g/ 3 minutos) e o sobrenadante utilizado como fonte de DNA molde para todas as reações de 
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amplificação gênica por PCR descritas a seguir. O DNA foi quantificado utilizando o 

equipamento Qubit® fluorometer (Invitrogen, EUA) e armazenado a -20ºC até seu uso. 

 

4.3 Detecção de genes codificadores das variantes de pili  

Todas as 149 amostras de GBS foram incluídas nesta etapa do trabalho. Cada um dos 

genes codificadores das variantes de pilus (PI-1, PI-2a, PI-2b) foi detectado por PCR uniplex 

convencional utilizando protocolo e iniciadores descritos por Otaguiri e colaboradores (2013) 

(Tabela 3). A mistura para a reação de amplificação teve um volume final de 25 μL contendo 

1U de Taq DNA polimerase (Sinapse inc, EUA) e seu respectivo tampão 1X, 200 μM de cada 

deoxinucleosideo trifosfatado (Invitrogen, EUA), 0,5 μM de cada iniciador, 2 mM de MgCl2 e 

50 ng de DNA.  

A reação de amplificação foi realizada nas seguintes condições: desnaturação inicial a 

95 ºC por 3 minutos, 35 ciclos de 95 ºC por 30 segundos, anelamento a 60 ºC por 1 minuto, 

extensão de 45 segundos a 72 ºC e extensão final de 5 minutos a 72ºC. Um total de 5 μL de 

cada produto de PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1%. O marcador 

molecular de 100 pb (Invitrigen, EUA) foi utilizado para estimar o tamanho do amplicon. 

Para corar o gel foram usados 37,5 μL do corante Unisafe dye (Uniscience, EUA) em 500 mL 

de água destilada, e a presença da banda do tamanho esperado (Tabela 3) foi evidenciada com 

a ajuda de um transiluminador com luz UV e aceita como resultado positivo. Foram utilizadas 

como controles positivos das variantes PI-1, PI-2a e PI-2b as amostras de S. agalactiae CL 

9567, 7256 e CL 5604, respectivamente; todas pertencentes à nossa coleção de culturas. 

 

Tabela 3. Iniciadores utilizados para amplificação dos genes codificadores das variantes de 

pilus entre as amostras de S. agalactiae 

Variante 

de pilus 
Sequência dos iniciadoresa 

Tamanho do 

ampliconb 

PI-1 
F: AACCACTAGCAGGCGTTGTCTTTG 

R: TGAGCCCGGAAATTCTGATATGCC 
147 pb 

PI-2a 
F: GCCGTTAGATGTTGTCTTCGTACT 

R: TTTACTGCGGTCCCAAGAGCTTC 
117 pb 

PI-2b 
F: AAGTCTTGACCAAGGATACGACGC 

R: ATCGTGTTACTTGCCCTGCGTA 
152 pb 

aF: forward; R: reverse; bpb: pares de base 
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4.4 Detecção de gene envolvido na produção de BibA 

Todas as 149 amostras de GBS foram incluídas nesta etapa do trabalho. O gene 

codificador de BibA foi amplificado por PCR convencional de acordo com protocolo e 

iniciadores descrito por Santi e colaboradores (2009), utilizando os iniciadores forward: 

5’AATCGAAAACAACGTTGGAAAG e reverse: 5’AAACCAGGCTTCATCAGTCATT. A 

mistura para a reação de amplificação teve um volume final de 20 μL contendo 4 μL de 

MasterMix 5x (Sinapse inc, Brasil), 0,2 μM de cada iniciador e 50 ng de DNA.  

A reação de amplificação foi realizada nas seguintes condições: desnaturação inicial a 

94 ºC por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 30 segundos, anelamento a 55 ºC 

por 45 segundos, extensão a 72 ºC por 2 minutos e extensão final de 4 minutos a 72ºC. Um 

total de 5 μL de cada produto de PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1%. 

O marcador molecular de 100 pb (Invitrigen, EUA) foi utilizado para estimar o tamanho do 

amplicon. Para corar o gel foram usados 37,5 μL do corante Unisafe dye (Uniscience, EUA) 

em 500 mL de água destilada, e a presença da banda evidenciada com a ajuda de um 

transiluminador com luz UV foi aceita como resultado positivo. Como controle positivo foi 

utilizada a amostra de S. agalactiae CL 7017, pertencente a nossa coleção de culturas. 

 

4.5 Avaliação da capacidade de autoagregação celular in vitro 

Foram incluídas nesta etapa do trabalho 22 amostras de GBS (tabela 5), selecionadas 

de forma a representar a variedade de fontes de isolamento, sorotipos, variantes de pilus e de 

bibA encontrada no estudo. Para análise da capacidade de autoagregação celular, foi realizado 

o ensaio com base no protocolo descrito por Pope e colaboradores (2011) com algumas 

modificações. 

As amostras de GBS foram semeadas em placas de ágar sangue e incubadas a 37º C 

em atmosfera contendo 5% de dióxido de carbono (CO2) por 24 horas. A partir do 

crescimento, 5 a 10 colônias foram inoculadas em 5 mL de THB e incubadas a 37º C em 

atmosfera contendo 5% de dióxido de carbono (CO2) por 24 horas. Após o período de 

incubação, o tubo contendo o crescimento foi centrifugado a 14000 g por 10 minutos e o meio 

sobrenadante descartado. O sedimento foi homogeneizado em 10 mL de salina em um tubo 

estéril, o qual foi apoiado sobre uma superfície, onde ficou imóvel em temperatura ambiente 

por 60 minutos.  

Nos tempos inicial (0) e final (60 min), foram coletados da parte superior da suspensão 

(0,5 cm abaixo da interface ar-líquido) 100 μL, os quais foram depositados em uma placa de 
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microtitulação de poliestireno de 96 poços com fundo chato (NEST, China), que foi então 

submetida à leitura da densidade ótica a 600 nanômetros (DO600nm) em leitor de placas de 

microtitulação (SpectraMax Plus 384 Absorbance Microplate). Ao final foi calculado o fator 

de agregação celular, que consistiu na média de redução dos valores de DO600nm, sendo a 

redução considerada o resultado da subtração do valor de DO600nm final a partir do inicial. 

Foram incluídos na placa também poços contendo apenas salina estéril (controle 

branco). Cada amostra foi avaliada em triplicata e em três ensaios independentes. Como 

controle positivo da capacidade autoagregação celular foi utilizada a amostra de 

Streptococcus mutans ATCC 20556; e foram consideradas incapazes de autogregar as 

amostras de GBS que apresentaram fatores de agregação significativamente menores do que o 

da amostra controle.  

 

4.6 Avaliação da capacidade de sobrevivência em sangue humano in vitro 

Foram incluídas nesta etapa do trabalho 10 amostras de GBS (tabela 6), selecionadas 

de forma a representar a variedade de fontes de isolamento, sorotipos, variantes de pilus e de 

bibA encontradas no estudo. Para análise da capacidade de sobrevivência em sangue humano 

total, foi realizado o ensaio conforme o protocolo descrito por Corrêa e colaboradores (2010), 

o qual encontra-se esquematizado na figura 1. 

As amostras de GBS foram semeadas em placas de ágar sangue e incubadas a 37º C 

em atmosfera contendo 5% de dióxido de carbono (CO2) por 24 horas. A partir do 

crescimento foi preparada uma suspensão a turbidez de 0,5 na escala de McFarland, da qual 

foi retirado 1 μL e adicionado em um eppendorf com 99 μL de salina, ao qual então foram 

adicionados 200 μL de sangue humano total fresco (recém coletado). Essa suspensão foi 

diluída a 10 e 100 vezes, e 10 μL de cada diluição foram inoculados de forma confluente em 

placas de ágar sangue. Essa primeira semeadura correspondeu ao tempo inicial do 

experimento. A seguir, os tubos contendo GBS e sangue humano foram incubados a 37ºC sob 

leve agitação (35 oscilações por minuto) durante 3 horas e, após esse período, novas diluições 

(10 e 100 vezes) foram preparadas e inoculadas de forma confluente em placas de ágar 

sangue. Essa segunda semeadura correspondeu ao tempo final do experimento. As placas 

foram incubadas a 37ºC em atmosfera contendo 5% de CO2 por 24 horas. Após esse período, 

foram contadas as colônias nos tempos inicial e final para calcular a taxa de sobrevivência, 

conforme a seguinte fórmula: (UFC por ml tempo final*diluição/UFC por ml tempo 

inicial*diluição) *100. 
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Cada amostra foi avaliada em triplicata e em três ensaios independentes. O sangue foi 

coletado de três doadores voluntários, jovens adultos e saudáveis, utilizando tubos de coleta 

com heparina (BD Vacutainer, EUA). Foram utilizados os mesmos doadores em cada ensaio. 

 

 

Figura 1. Esquema demonstrando as etapas do ensaio de sobrevivência em sangue humano 

total realizado no presente estudo. 

 

4.7 Análises estatísticas 

Os cálculos estísticos foram realizados com auxílio do software Prism v5.0 

(GraphPad, EUA), utilizando o teste t de Student não pareado (quando comparados dois 

grupos apenas) ou o método de one-way ANOVA com comparações múltiplas pelo teste de 

Tukey (quando comparados três ou mais grupos entre si). Valores de p≤0,05 foram 

considerados significativos. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Ocorrência e distribuição de genes codificadores das variantes de pili 

Todas as 149 amostras albergavam ao menos um dos genes codificadores de variante 

de pilus, apresentando um dos seguintes cinco perfis: PI-1 (n=13), aquelas que apresentaram 

somente o gene PI-1; PI-2a (n=55), aquelas que apresentaram somente o gene PI-2a; PI-2b 

(n=19), aquelas que apresentaram somente o gene PI-2b; PI-1 e PI-2a (n=43), aquelas que 

apresentaram o gene PI-1 juntamente com o gene PI-2a; PI-1 e PI-2b (n=19), aquelas que 

apresentaram o gene PI-1 juntamente com o gene PI-2b. 

O perfil PI-2a foi o mais frequente (37%) entre as 149 amostras analisadas, mas a 

distribuição dos perfis variou de acordo com a fonte de isolamento (Figura 2).  De forma 

geral, PI-2a (com ou sem PI-1) foi a variante mais frequente (78%) em amostras de fontes 

humanas enquanto PI-2b (com ou sem PI-1) foi o mais frequente (73%) entre amostras de 

mastite animal. 

 

 

Figura 2. Distribuição dos genes das variantes de pilus de acordo com a fonte de isolamento 

entre 149 amostras de S. agalactiae. 
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 Quando analisada a distribuição das variantes de pilus de acordo com o fenótipo de 

produção de biofilme (forte ou fraca produção) previamente determinado por Alvim (2019) e 

as diferentes fontes de isolamento, foi observado que a forte produção de biofilme foi mais 

associada à presença da variante PI-2a (com ou sem PI-1) entre as amostras de origem 

humana e da variante PI-2b (com ou sem PI-1) entre as amostras de mastite animal (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Distribuição dos genes das variantes de pilus entre 89 amostras de S. agalactiae 

fortemente produtoras de biofilme (conforme previamente determinado por Alvim, 2019) de 

acordo com a fonte de isolamento. 

 

5.2 Ocorrência e distribuição de gene codificador de BibA 

Entre as 149 amostras analisadas, 141 (94,6%) apresentavam o gene bibA; e entre elas 

foram observados três diferentes tamanhos de produtos de amplificação: entre 400 e 600 pb 

(81 amostras), entre 700 e 900 pb (57 amostras) ou 2000 pb (3 amostras). 

Notou-se que os tamanhos estimados dos produtos de amplificação apresentaram 

distribuição diferente de acordo com a fonte de isolamento (Figura 4). Enquanto amplicons de 

700-900 pb foram mais frequentes em amostras de mastite animal, amplicons de 400-600 pb 
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foram os mais comuns nas amostras de diferentes fontes humanas, exceto entre amostras de 

colonização de orofaringe, entre as quais 60% apresentaram amplicons de 700-900 pb. 

 

 

Figura 4. Distribuição dos diferentes tamanhos de produtos de amplificação do gene bibA 

entre 149 amostras de S. agalactiae de acordo com a fonte de isolamento. 

 

Além disso, em amostras de origem humana, a geração de amplicons entre 700 e 900 

pb foi proporcionalmente maior (50%) em amostras apresentando somente a variante de pilus 

PI-1, em comparação aos outros perfis de diferentes variantes de pilus (Tabela 4). Já entre as 

amostras de mastite animal, amplicons de 700-900 pb foram os mais comuns independente do 

perfil de pilus (Tabela 4). Amplicons de 2000 pb, por sua vez, foram encontrados somente em 

amostras albergando a variante de pilus PI-2a (com ou sem PI-1) independente de fonte de 

isolamento. 

As oito amostras negativas para o gene bibA foram representadas por três amostras de 

mastite animal e cinco amostras de fontes humanas diversas, incluindo sangue, secreção 

vaginal, umbigo de neonato e urina, além de uma amostra cuja fonte é desconhecida. Todas 
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elas, exceto a obtida de urina humana, apresentavam a variante de pilus PI-2b (com ou sem 

PI-1). 

 

Tabela 4. Distribuição dos diferentes tamanhos de produtos de amplificação do gene bibA 

entre 149 amostras de S. agalactiae de acordo com a fonte de isolamento e o perfil de 

variantes de pilus. 

Fonte de 

isolamento 

Perfil de pilus 

(N) 

400-600 pb 

% (N) 

700-900 pb 

% (N) 

2000 pb 

% (N) 

bibA-negativo 

% (N) 

Fontes humanas 

(116 amostras) 

PI-1 sozinho (12) 50% (6) 50% (6) 0 0 

PI-2a ± PI-1 (90) 68% (61) 29% (26) 2% (2) 1% (1) 

PI-2b ± PI-1 (14) 50% (7) 21% (3) 0 27% (4) 

Total 74 35 2 5 

Mastite animal 

(33 amostras) 

PI-1 sozinho (1) 0 100% (1) 0 0 

PI-2a ± PI-1 (8) 25% (2) 63% (5) 12% (1) 0 

PI-2b ± PI-1 (24) 17% (4) 71% (17) 0 12% (3) 

Total 6 23 1 3 

 

Quando analisada a distribuição dos amplicons de bibA de 400-600 pb e 700-900 pb 

de acordo com o fenótipo de produção de biofilme (previamente estabelecido por Alvim, 

2019), observou-se que a maioria das amostras de origem humana fortemente produtoras de 

biofilme (62,5%) apresentavam amplicons de 400-600 pb enquanto que a grande maioria das 

amostras de mastite animal fortemente produtoras de biofilme (78%) geravam amplicons de 

700-900 pb (Figura 5). 

Todas as três amostras apresentando produtos de amplificação de 2000 pb eram 

fortemente produtoras de biofilme. Entre as oito amostras negativas para o gene bibA, todas as 

três de mastite animal e mais uma de origem humana (obtida de urina) foram classificadas 

como fortemente produtoras de biofilme; as outras quatro eram fracamente produtoras de 

biofilme. 

 



26 

 

 

Figura 5. Distribuição dos diferentes tamanhos de produtos de amplificação do gene bibA 

entre 82 amostras de S. agalactiae fortemente produtoras de biofilme (conforme previamente 

determinado por Alvim, 2019) de acordo com a fonte de isolamento. 

 

5.3 Capacidade de autoagregação celular 

Entre as 22 amostras de GBS avaliadas nesta etapa do estudo, apenas quatro (18%) 

foram classificadas como não autoagregativas, apresentando fatores de autoagregação celular 

significativamente menores (p<0,0001) do que o observado para a amostra controle S. mutans 

ATCC 20556, que foi de 0,084 (Figura 6). 

Ao avaliar os fatores de autoagregação agrupando as amostras analisadas de acordo 

com a fonte de isolamento, apesar de não haver diferença estatisticamente significante entre 

eles (p>0,05), foi observado que os maiores valores foram associados com amostras obtidas 

de colonização de orofaringe seguidas por aquelas de infecções invasivas (Figura 7). 
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Figura 6. Médias dos fatores de autoagregação celular in vitro de 22 amostras de S. 

agalactiae e a amostra utilizada como controle positivo (S. mutans ATCC 20556). 

***p<0,0001 

 

Figura 7. Médias dos fatores de autoagregação celular in vitro de 22 amostras de S. 

agalactiae agrupadas de acordo com a fonte de isolamento. 
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Quando avaliadas as amostras de acordo com o fenótipo de produção de biofilme, 

notou-se que a média dos fatores de autoagregação de amostras classificadas como 

fracamente produtoras de biofilme (0,022) foi o dobro da média obtida para aquelas 

consideradas fortemente produtoras de biofilme (0,011), apesar de não ter sido a diferença 

estatisticamente significante (p>0,05). 

Já quando avaliados os fatores de autoagregação de acordo com o perfil das variantes 

de pilus, foi detectada uma diferença estatisticamente significante (p=0,0205) nas médias de 

valores entre amostras que albergavam apenas uma variante (PI-1 ou PI-2a ou PI-2b) e 

amostras que albergavam duas variantes simultaneamente (PI-1 + PI-2a ou PI-2b), sendo as 

primeiras superiores neste sentido (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Médias dos fatores de autoagregação celular in vitro de 22 amostras de S. 

agalactiae agrupadas de acordo com o perfil de genes variantes de pilus. *p=0,0205 

 

Foi também observado que amostras gerando amplicons de 400 pb para o gene bibA 

apresentaram, de forma geral e sem relevância estatística (p>0,05), fatores de autoagregação 

menores do que aquelas com que amplificaram fragmentos de 800-900 pb ou que não 

amplificaram o gene (Figura 9). 

 



29 

 

 

 

Figura 9. Médias dos fatores de autoagregação celular in vitro de 22 amostras de S. 

agalactiae agrupadas de acordo com o tamanho dos produtos de amplificação do gene bibA. 

  

 

Na tentativa de facilitar a interpretação dos resultados dos ensaios de autoagregação 

celular em estudos futuros, o presente estudo traz como proposta uma forma de classificar 

amostras de GBS de acordo com o fenótipo de autoagregação celular em fortemente ou 

fracamente autoagregativas, a espelho do que já é praticado para a classificação dos fenótipos 

de produção de biofilme. Dessa forma, foram consideradas fracamente autoagregativas 

aquelas cujos fatores de agregação foram menores ou iguais à média dos fatores de 

autoagregação de todas as 22 amostras analisadas (0,014 no caso deste estudo); enquanto que 

foram consideradas fortemente autoagregativas aquelas que apresentaram fatores de 

agregação maiores que esta média. Com isso, além das quatro amostras (18%) consideradas 

não autoagregativas, onze amostras (50%) foram classificadas como fortemente 

autoagregativas enquanto que sete amostras (32%) foram classificadas como fracamente 

autoagregativas (Tabela 5). 
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Tabela 5. Características das 22 amostras de S. agalactiae avaliadas nos ensaios de autoagregação celular dispostas em ordem decrescente do 

fator de autoagregação celular. 

Amostra Fonte Sorotipo Pilus bibA (em pb) Fenótipo de biofilmea Fator de autoagregação Fenótipo de autoagregação 

Sag 001 Orofaringe II PI-2a 900 Fraco 0,048 Forte 

Sag 095 Urina Ib PI-2a 800 Fraco 0,035 Forte 

Sag 009 Colonização vaginal/anal humana II PI-1 400 Forte 0,028 Forte 

Sag 030 Orofaringe Ia PI-1 800 Forte 0,027 Forte 

Sag 029 Orofaringe Ia PI-1, PI-2a 400 Forte 0,024 Forte 

Sag 074 Leite bovino Ia PI-2b 400 Forte 0,020 Forte 

Sag 082 Colonização vaginal/anal humana IV PI-1 800 Forte 0,020 Forte 

Sag 060 Sangue III PI-1, PI-2b negativo Fraco 0,018 Forte 

Sag 021 Líquor III PI-1 800 Fraco 0,015 Forte 

Sag 010 Orofaringe Ia PI-2a 800 Forte 0,015 Forte 

Sag 085 Sangue Ia PI-2a 800 Forte 0,015 Forte 

Sag 014 Leite bovino III PI-1, PI-2b negativo Forte 0,014 Fraco 

Sag 031 Líquor III PI-1, PI-2b 400 Fraco 0,013 Fraco 

Sag 002 Orofaringe Ib PI-1, PI-2a 800 Forte 0,012 Fraco 

Sag 041 Colonização vaginal/anal humana Ia PI-2a 400 Forte 0,011 Fraco 

Sag 013 Leite bovino III PI-1, PI-2b negativo Forte 0,010 Fraco 

Sag 083 Urina Ia PI-2a 400 Forte 0,006 Fraco 

Sag 087 Colonização vaginal/anal humana II PI-1 400 Fraco 0,003 Fraco 

Sag 033 Urina Ia PI-1, PI-2a 400 Forte 0,002 Não agregativa 

Sag 055 Colonização vaginal/anal humana III PI-1, PI-2a 400 Forte -0,004 Não agregativa 

Sag 027 Urina II PI-1, PI-2b 400 Forte -0,005 Não agregativa 

Sag 076 Leite bovino Ia PI-1, PI-2b 800 Forte -0,020 Não agregativa 
aConforme previamente determinado por Alvim (2019). 
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 5.4 Capacidade de sobrevivência em sangue humano 

Todas as dez amostras analisadas foram capazes de sobreviver em sangue humano 

total in vitro pelo período de 3 horas, porém apresentando diferentes potenciais para tal 

(Tabela 6). Três amostras (Sag 082, Sag 055 e Sag 074) tiveram destaque nesse ensaio, 

apresentando taxas de sobrevivência maiores do que a média obtida a partir de todas as 

amostras avaliadas; contudo, elas não compartilhavam nenhuma característica em comum 

entre as avaliadas neste estudo. 

No entanto, ao analisar os resultados agrupando as amostras de acordo com a fonte de 

isolamento, foram detectadas taxas de sobrevivência em sangue estatisticamente maiores 

(p=0,0020) entre as amostras obtidas de colonização vaginal/anal humana em relação a outras 

fontes (Figura 10). 

 

Figura 10. Médias das taxas de sobrevivência em sangue humano total in vitro de 10 

amostras de S. agalactiae agrupadas de acordo com a fonte de isolamento. **p=0,0020 

 

Diferente do que foi observado para a capacidade de autoagregação, diferentes perfis 

de variantes de pilus não foram associados com diferentes capacidades de sobreviver em 
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sangue humano in vitro (p>0,05). As médias das taxas de sobrevivência em sangue foram 

similares entre amostras albergando apenas uma variante de pilus (média=2643,8%) e 

amostras albergando duas variantes de pilus (média=2406,4%). 

Já em relação aos diferentes tamanhos de amplicons do gene bibA, apesar de não ter 

sido detectada diferença estatisticamente significante (p>0,05), notou-se que amostras que não 

amplificaram o gene apresentaram, em geral, menor capacidade de sobrevivência em sangue 

enquanto que amostras que geraram amplicons de 800 pb apresentaram a maior capacidade de 

sobreviver em sangue humano total in vitro (Figura 11). 

 

Figura 11. Médias das taxas de sobrevivência em sangue humano total in vitro de 10 

amostras de S. agalactiae agrupadas de acordo com o tamanho dos produtos de amplificação 

do gene bibA. 

 

Também não foi revelada diferença estatisticamente significante (p>0,05) nos taxas de 

sobrevivência em sangue entre amostras apresentando diferentes fenótipos de autoagregação, 

uma vez que as médias das taxas de sobrevivência em sangue foram similares entre amostras 

classificadas como fortemente autoagregativas (média=2600,5%) e amostras classificadas 

como fracamente ou não autoagregativas (média=2412%). Além disso, não foi possível 

analisar a capacidade de sobrevivência em sangue humano em relação ao fenótipo de 

produção de biofilme, uma vez que 9 das 10 amostras escolhidas eram fortemente produtoras 

(conforme previamente determinado por Alvim, 2019).
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Tabela 6. Características das 10 amostras de S. agalactiae avaliadas nos ensaios de sobrevivência em sangue humano total, dispostas em ordem 

decrescente da taxa de sobrevivência em sangue humano. 

 

Amostra Fonte Sorotipo Pilus bibA (em pb) Fenótipo de autoagregação Taxa de sobrevivência em sangue humano 

Sag 082 
Colonização 

vaginal/anal humana 
IV PI-1 800 Forte 6631% 

Sag 055 
Colonização 

vaginal/anal humana 
III 

PI-1, 

PI-2a 
400 Não agregativa 6202% 

Sag 074 Leite bovino Ia PI-2b 400 Forte 3626% 

Sag 013 Leite bovino III 
PI-1, 

PI-2b 
neg Fraco 1703% 

Sag 029 Orofaringe Ia 
PI-1, 

PI-2a 
400 Forte 1686% 

Sag 010 Orofaringe Ia PI-2a 800 Forte 1456% 

Sag 033 Urina Ia 
PI-1, 

PI-2a 
400 Não agregativa 1245% 

Sag 060 Sangue III 
PI-1, 

PI-2b 
neg Forte 1196% 

Sag 085 Sangue Ia PI-2a 800 Forte 1008% 

Sag 083 Urina Ia PI-2a 400 Fraco 498% 
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6. Discussão 

Streptococcus agalactiae é um importante agente de infecções em humanos, 

especialmente em mulheres grávidas e em recém-nascidos, podendo apresentar casos clínicos 

leves como infecção urinária ou até se manifestar em casos mais graves, como meningite e 

pneumonia. S. agalactiae é também um dos principais agentes causadores de mastite em 

animais leiteiros como vacas e cabras, levando a perdas econômicas para os produtores e para 

a indústria de laticínios em todo o mundo. Este microrganismo também pode ser encontrado 

em adultos não gestantes, em sítios como orofaringe, trato geniturinário, trato respiratório 

superior e outros, tanto como colonizador quanto como agente infeccioso (Teixeira, Pinto e 

Merquior, 2015; Murray, Rosenthal e Pfaller, 2017). Tendo em vista a importância clínica de 

GBS na medicina humana e veterinária, é essencial que sejam realizados estudos visando a 

melhor compreensão de fatores ou mecanismos que possam estar associados ao seu potencial 

de virulência. Dessa forma, o presente estudo soma-se a esforços globais neste sentido e 

adiciona conhecimentos sobre a ocorrência e distribuição de genes envolvidos com a 

virulência e avaliação e classificação de fenótipos in vitro que também podem estar 

associados perfis de maior patogenicidade de amostras de GBS que circulam em nosso meio. 

Em concordância ao que é encontrado na literatura, neste estudo todas as 149 amostras 

apresentaram ao menos um gene codificador de alguma variante de pilus (Rosini et al., 2006; 

Margarit et al., 2009). Além disso, foi observada a correlação entre os diferentes genes 

codificadores das variantes de pilus e as fontes de isolamento das amostras, PI-2a (com ou 

sem PI-1) foi a variante mais comum entre as amostras de origem humana, a variante PI-2b 

(com ou sem PI-1) foi a mais frequente entre as amostras de origem animal. Esses dados 

concordam com o que já foi descrito na literatura (Martins et al., 2013; Parker et al., 2016; 

Pang et al., 2017), sugerindo que o pilus pode ter um papel na especificidade de amostras de 

GBS com os diferentes hospedeiros. 

Em relação à ocorrência e distribuição do gene bibA, poucos são os estudos 

disponíveis na literatura que abordam este assunto até o momento, e a grande maioria das 

amostras analisadas geralmente são de origem humana. No entanto, os resultados sobre 

ocorrência deste gene entre as amostras incluídas neste estudo (em torno de 95%) corroboram 

os poucos dados disponíveis referentes a outros locais, que indicam uma ampla distribuição 

deste gene entre amostras de GBS independente de qualquer outra característica (Brochet et 

al., 2006; Santi et al., 2007; 2009). 
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Um achado interessante do presente estudo foi a associação de diferentes tamanhos de 

amplicons do gene bibA com a fonte de isolamento das amostras; algo ainda não relatado na 

literatura. Uma vez que diversos estudos, incluindo o presente, demonstram que existem 

diferentes variantes de pilus associadas a amostras de diferentes origens (humana versus 

bovina), é razoável especular que o mesmo possa acontecer para outras proteínas de 

superfície, como BibA, uma vez que são essas estruturas que provavelmente estão envolvidas 

com a interação inicial e fundamental da bactéria com o organismo de cada hospedeiro. Além 

disso, esses perfis específicos de genes de proteínas, incluindo pilus e BibA, parecem ser 

fundamentais para permitir que a amostra forme biofilme de forma eficiente e bem-sucedida 

em cada hospdeiro. Dessa forma, pode-se sugerir que amostras de GBS contendo genes para 

pilus PI-2a e variantes de bibA de 400-600 pb apresentam o perfil que indica sucesso na 

colonização e sua manutenção dentro do hospedeiro humano, enquanto que amostras de GBS 

que albergam genes para pilus PI-2b e variantes de bibA de 700-900 pb apresentam o perfil 

que indica sucesso no hospedeiro bovino. 

Não foi visto relação entre a distribuição dos diferentes tamanhos de amplicons de 

bibA e a produção de biofilme, uma vez que a distribuição dos diferentes tamanhos foi 

semelhante entre amostras fracamente produtoras e fortemente produtoras (dados não 

mostrados).  

Entre as oito amostras que foram consideradas negativas para a presença do gene 

codificador de BibA, seis pertencem ao sorotipo III e albergam a variante de pilus PI-2b; 

características essas que são frequentemente associadas ao ST17 (Davies et al., 2004; Teatero 

et al., 2014; Lazzarin et al., 2017). De fato, duas delas foram recentemente identificadas como 

pertencentes ao ST17 durante a execução de outros trabalhos do grupo (dados ainda não 

publicados). Levando em conta que os genes bibA e hvgA estão presentes no mesmo lócus 

(gbs2018) e portanto são mutuamente exclusivos (Tazi et al., 2010), é razoável especular que 

algumas amostras consideradas negativas para bibA neste estudo, principalmente aquelas 

potencialmente associadas ao ST17, podem na verdade albergar o gene hvgA em seu lugar 

(Tazi et al., 2010).   

Apesar de sua potencial associação com a virulência bacteriana, a capacidade de 

autoagregação celular é uma característica ainda pouco explorada entre amostras de GBS. A 

maioria dos estudos de autoagregação disponíveis na literatura é realizado com espécies de 

estreptococos orais, como S. mutans, que demonstram alta habilidade nesse quesito (Zhang et 

al., 2006; Nobbs, Lamont e Jenkinson, 2009; Brady et al., 2010; Maddocks et al., 2011; 
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Franklin et al. 2013; Chuzeville et al. 2015). No presente estudo, mais de 80% das amostras 

de GBS avaliadas demonstraram alguma capacidade de autoagregação celular, sugerindo que 

talvez esta seja uma característica também comum em amostras de GBS. A autoagregação 

pode ser usada como estratégia de sobrevivência em diversas situações adversas, como 

redução da quantidade de nutrientes, na resistência a toxinas ou antibióticos e na 

sobrevivência ao sistema imune (Galdiero et al., 1988; Hahn, Moore e Höfle, 2000; Fexby et 

al., 2006; Blom et al., 2010; Corno et al., 2016; Kragh et al., 2016; Trunk, Khalil e Leo, 

2018). Apresentar esta habilidade pode ser favorável para a sobrevivência do GBS nos 

diferentes sítios, uma vez que pode ser encontrado no sangue, liquido amniótico, orofaringe, 

trato geniturinário, trato gastrointestinal e outros (Chrenien et al., 1979; Chaiwarith et al., 

2011; Falagas et al., 2006; Kwatra et al., 2016; Russell et al., 2017; Roloff et al., 2018; 

Clouse et al., 2019; Collin et al., 2019); e  diferentes hospedeiros em que ele pode ser 

encontrado, como humanos, bovinos, peixes, caprinos e outros (Yildirim et al., 2008; Pereira 

et al., 2010; Delannoy et al., 2013; Morach et al., 2017; Tavella et al., 2018). 

Neste estudo, a maior capacidade de autoagregação foi observada entre amostras de 

GBS obtidas de colonização de orofaringe, sítio este habitado também pelos estreptococos 

orais, sugerindo que a habilidade de autoagregar possa contribuir para que certa bactéria tenha 

sucesso na colonização e na permanência neste ambiente. Essas amostras recuperadas de 

orofaringe humana se destacaram não somente pela alta capacidade de autoagregação, mas 

também se diferenciaram quando comparadas às amostras de GBS obtidas de outras fontes 

humanas por serem mais associadas a amplicons de bibA de 700 pb e apresentar a maior 

ocorrência de genes da variante PI-1. Esses dados indicam mais uma vez que, apesar de 

associado a diferentes manifestações clínicas em diferentes hospedeiros, as cepas de GBS 

tendem a se especializar apresentando perfis únicos de fatores e mecanismos de virulência que 

garantem sucesso em cada um dos sítios de cada tipo de hospedeiro. 

Foi observada relação com relevância estatística entre capacidade de autoagregação e a 

presença de apenas uma variante de pilus entre as amostras analisadas, assim, a presença de 

mais de um gene de pilus parece diminuir a capacidade de autoagregação das amostras. Isto 

também foi visto por estudos que correlacionavam as variantes de pilus com a capacidade de 

formação de biofilme (Parker et al., 2016; Ferreira, 2017). 

Além disso, neste estudo, propomos uma forma de avaliar a capacidade de autoagregar 

em amostras de GBS, classificando-as em fortemente autoagregativas, fracamente 

autoagregativas ou não autoagregativas. Tal proposta tem inspiração no que já é aplicado para 
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avaliação de produção de biofilme em GBS, e pode e deve ser utilizada em estudos futuros 

semelhantes no intuito de avaliar sua aplicabilidade. Novas amostras serão avaliadas em 

estudos futuros para que essa proposta de avaliação possa ser consolidada. 

Embora a autoagregação celular seja considerada o passo inicial da formação de 

biofilme nas espécies de estreptococos orais (O'Toole e Kolter, 1998; Beloin et al., 2008; 

Dunne, 2002; Kragh et al., 2016; Shabayek e Spellerberg, 2018; Trunk, Khalil e Leo, 2018), 

no presente estudo não foi observada relação entre forte capacidade de autoagregação e forte 

produção de biofilme entre as amostras de GBS analisadas. 

Igualmente, poucos são os dados na literatura sobre a capacidade de GBS de 

sobreviver em sangue humano total in vitro. Neste estudo, todas as 10 amostras de GBS 

avaliadas foram capazes de resistir e se multiplicar em contato com o sangue humano total in 

vitro.  

Curiosamente, as amostras com maiores taxas de sobrevivência foram as recuperadas 

de colonização vaginal/anal, tendo uma média de taxa de sobrevivência de 6417%. Apesar de 

curioso, é razoável especular que esses resultados demonstram uma relação direta dessas 

cepas com a capacidade de causar infecções invasivas neonatais, uma vez que a principal 

fonte desse tipo de infecção é o trato retovaginal materno colonizado pelo microrganismo. 

Além disso, ao se levar em consideração que devido o sítio onde o GBS é mais comumente 

encontrado é o trato vaginal (Patras e Nizet, 2018; Shabayek e Spellerberg, 2018), essas cepas 

podem ser mais adaptadas aos ataques do sistema imune, uma vez que, pela mucosa vaginal, 

essas cepas estariam em constante contato com elementos de defesa, como anticorpos e o 

sistema complemento. Além disso, as amostras recuperadas dos sítios estéries eram de 

infecções em neonatos, que são indivíduos com o sistema imune ainda em formação, logo não 

haveria uma seleção por cepas altamente resistentes ao sistema imune. 

Além disso, exceto pelas amostras de colonização vaginal/anal, as amostras obtidas de 

mastite animal apresentaram taxas de sobrevivência em sangue humano maiores do que os 

observados para as amostras recuperadas de fontes humanas. Esses dados corroboram Corrêa 

e colaboradores (2010), que demonstraram que amostras recuperadas de leite mastítico 

apresentavam uma melhor capacidade de sobrevivência em sangue humano do que amostras 

de fontes humanas. 

Diversos fatores de virulência estão associados à sobrevivência da bactéria ao ataque 

imunológico do sangue humano (Lang e Palmer, 2003; Liu et al., 2004; Lindahl, Stalhammar-

Carlenalm e Areschoug, 2005; Maisey, Doran e Nizet, 2008; Mereghett et al., 2008; Santi et 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shabayek%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29593684
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spellerberg%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29593684
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shabayek%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29593684
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spellerberg%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29593684
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al., 2009). Neste estudo, entre os fatores avaliados, foi observado que aquelas amostras de 

GBS que não apresentaram o gene bibA foram as que apresentaram também a menor 

capacidade de sobreviver a este ataque. Apesar de BibA já ter sido associada à habilidade de 

evasão do sistema imune do hospedeiro, sabe-se que a capacidade de sobreviver em sangue 

humano é de natureza multifatorial (Mee-Marquet et al., 2009; Yang et al., 2010). 

Os resultados do presente estudo adicionam dados inéditos quanto à caracterização de 

amostras de GBS circulantes no Brasil tanto em humanos quanto em animais, caracterizando 

de forma pioneira alguns aspectos envolvidos com a virulência bacteriana em cepas 

recuperadas de fontes clínicas variadas, o que pode levar ao melhor entendimento da biologia 

desta espécie bacteriana e contribuir para aprimorar medidas de controle e prevenção das 

infecções associadas a GBS em humanos e animais.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 

 

7. Conclusões 

 Todas as 149 amostras avaliadas albergavam ao menos uma das variantes de pilus 

pesquisadas, sendo a variante PI-2a associada com amostras de fontes humanas e a variante 

PI-2b com amostras de fontes animais. 

 A grande maioria (cerca de 95%) das 149 amostras analisadas apresentava o gene 

bibA, sendo amplicons de 400-600 pb associados com amostras de fontes humanas e 

amplicons de 700-900 pb associados com amostras de fontes animais. 

Mais de 80% das 22 amostras de GBS selecionadas quanto a capacidade de 

autoagregação foram capazes de autoagregar in vitro. A forte capacidade de autoagregação 

celular foi associada com amostras albergando somente uma variante de pilus (PI-1, PI-2a ou 

PI-2b), e não foi associada a produção forte de biofilme. Uma proposta de classificação dos 

fenótipos de autoagregação celular foi desenvolvida e precisa ser melhor avaliada utilizando 

mais amostras. 

Todas as 10 amostras selecionadas quanto a capacidade de sobrevivência em sangue 

foram capazes de sobreviver em sangue humano total in vitro, e a maior capacidade de 

sobrevivência foi associada com amostras obtidas de colonização vaginal/anal humana. 

A presença de genes de pilus, de bibA e a capacidade de autoagregar e sobreviver em 

sangue parece ser uma característica comum na espécie S. agalactiae, assim como é a 

produção de biofilme, embora diferentes perfis contemplando esses quatro aspectos pareçam 

ser específicos a alguns sítios ou hospedeiros. 
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