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RESUMO 

 

 

CARVALHO, Guilherme da Silva Lourenço. Análise comparativa das propriedades 

fenotípicas e genotípicas de amostras de origem humana e animal de Streptococcus 

pseudoporcinus. 2017. 107f. Tese (Doutorado em Microbiologia) – Faculdade de Ciências 

Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.  

 

O gênero Streptococcus é alvo de constante reclassificações dentre suas espécies. O 

objetivo deste estudo foi avaliar as características apresentadas por 24 amostras de 

Streptococcus pseudoporcinus, sendo 19 de origem humana, incluindo uma derivada da 

amostra tipo, e cinco de origem animal (isoladas de leite), em comparação com amostras de 

referência de Streptococcus porcinus. Estas amostras foram caracterizadas por testes 

fisiológicos, perfil total de proteínas por SDS-PAGE, susceptibilidade a antimicrobianos e 

atributos relacionados a virulência. Além disso, a técnica de MALDI-TOF foi utilizada na 

caracterização das amostras, aliado a análise filogenética e genômica comparativa in silico. 

Também foi analisado o perfil proteômico utilizando espectrometria de massa (ESI-Q-TOF). 

Dos testes fisiológicos utilizados, a hidrólise do hipurato foi o único capaz de diferenciar as 

espécies. Na metodologia de MALDI-TOF, os resultados obtidos revelaram valores de 

escores distintos dependendo do tipo do protocolo empregado. Extratos proteicos obtidos pelo 

tratamento com ácido fórmico e acetonitrila, demonstraram resultados eficazes. A partir dos 

espectros obtidos, foi determinada uma similaridade entre as amostras do estudo. Houve uma 

perfeita discriminação entre as amostras S. pseudoporcinus das de S. porcinus. 

Adicionalmente, as amostras de S. pseudoporcinus obtidas de leite mostraram uma maior 

correlação entre si. Os dados obtidos com a metodologia de MALDI-TOF foram também 

avaliados quanto à identificação de biomarcadores, demonstrando a presença de picos intra e 

inter-específicos. A análise dos perfis proteicos obtidos por SDS-PAGE revelou uma grande 

similaridade entre as espécies, não tendo sido suficientemente discriminatória. A análise pelo 

pareamento das sequências do gene rrs, disponibilizadas em bancos de dados públicos, 

revelou que as amostras de S. pseudoporcinus de fonte humana estão menos relacionadas com 

as amostras de fonte animal. Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos demonstraram 

66,0% de amostras de S. pseudoporcinus de origem humana resistentes à tetraciclina. Todas 

as amostras se mostraram capazes de formar biofilmes, sendo que a suplementação do meio 

de cultura com sacarose ou glicose aumenta consideravelmente a quantidade de biomassa 

aderida. As amostras tipo de ambas as espécies, quando cultivadas sob a forma de biofilmes 

apresentaram valores de concentração inibitória até 40.000 vezes maiores que células 

planctônicas. Diversas proteínas relacionadas a virulência foram identificadas pelas análises 

proteômica e genômica. Ambas as espécies foram capazes de aderir a células humanas. A 

genômica comparativa mostrou uma similaridade muito maior entre amostras de origem 

animal do que com amostras de origem humana de S. pseudoporcinus, tanto pelas sequências 

gênicas quanto pelas análises de predição de proteínas. 

 

Palavras-chave: Streptococcus pseudoporcinus. Streptococcus porcinus. Virulência. MALDI-TOF 

MS. Biofilmes. Genômica. Proteômica. 

  



ABSTRACT 

 

 

CARVALHO, Guilherme da Silva Lourenço. Comparative analysis of phenotypic and 

genotypic properties of human and animal isolates of Streptococcus pseudoporcinus. 2017. 

107f. Tese (Doutorado em Microbiologia) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.  

 

The genus Streptococcus is constantly suffering reclassifications. The aim of this study 

was to evaluate the characteristics presented by 24 isolates of Streptococcus pseudoporcinus, 

including a derivative of the type strain, being 19 obtained from human clinical especimens 

and five from animal origin (milk samples). Six Streptococcus porcinus reference strains were 

included for comparative purposes. These isolates were characterized by physiological tests, 

protein profiles by SDS-PAGE, antimicrobial susceptibilities and virulence-related 

characteristics. Additionally, MALDI-TOF MS technique was used in order to characterize 

these isolates, allied with phylogenetic analysis and whole genome sequencing. Proteomic 

assays were carried out by mass spectrometry (ESI-Q-TOF). Physiological tests results 

indicated that hippurate hydrolysis was the only one able to differentiate the species. The 

results obtained by MALDI-TOF MS showed distinct scores values, depending on the 

protocol employed to the samples preparation. Protein extracts obtained by the treatment with 

formic acid and acetonitrile, have shown effective results in discriminate between S. 

pseudoporcinus and S. porcinus species. Additionally, high correlation degrees were 

identified among samples of S. pseudoporcinus obtained from milk. The data obtained by 

MALDI-TOF MS were also assessed to identify biomarkers, demonstrating the presence of 

intra and interspecies spectra. The analysis of the protein profiles obtained by SDS-PAGE 

revealed a great similarity between the species and it was not sufficiently discriminatory. The 

analysis by the rrs gene sequences that S. pseudoporcinus isolates belonging to human 

sources were less related to the isolates obtained from milk samples. Antimicrobial 

susceptibility testing demonstrated 66.0% of the S. pseudoporcinus of human origin were 

resistant to tetracycline. The isolates were able to form biofilms, and supplementation of the 

culture medium with sucrose or glucose considerably increases the amount of biomass 

adhered. Biofilms of type strains of both species showed inhibitory concentration values up to 

40,000 times greater than planktonic cells. Several virulence-related proteins have been 

identified by proteomics and genomics analyses. Both species were able to adhere to human 

cells.  

 

Keywords: Streptococcus pseudoporcinus. Streptococcus porcinus. Virulence. MALDI-TOF. 

Biofilms. Genomics. Proteomics. 
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INTRODUÇÃO  

 

 

Streptococcus – Histórico e Características Gerais 

 

 

O gênero Streptococcus, pertencente à família Streptococacceae, reúne 

microrganismos que se apresentam como células esféricas ou ovóides, Gram positivas, 

medindo menos que 2 µm de diâmetro, formando pares ou cadeias, que são melhores 

evidenciadas quando estes microrganismos são cultivados em meio líquido. Não são células 

móveis, como também não formam esporos. São anaeróbios facultativos, com algumas 

espécies necessitando de um suplemento adicional de CO2 para crescimento ótimo sendo, 

portanto, caracterizadas como capnofílicas. Todos os componentes do gênero apresentam 

metabolismo fermentativo produzindo, predominantemente, o ácido lático como produto 

final; porém, sem a formação de gás. Na quase totalidade, as espécies do gênero não 

apresentam citocromos e são catalase negativa (BRANDT; SPELLERBERG, 2009; 

FACKLAM, 2002; HARDIE; WHILEY, 1997).  

Historicamente, o termo “streptococcos” foi primeiramente referido por Billroth, em 

1874, para descrever microrganismos isolados de feridas, que se apresentavam na forma de 

cocos arranjados em cadeias e aos pares. No final do século 19, a participação de cocos Gram 

positivos nas doenças infecciosas humanas já estava bem estabelecida e Rosebach, em 1884, 

utilizou pela primeira vez o nome Streptococcus, de maneira genérica, para descrever bactérias 

isoladas de lesões supurativas, as quais nomeou de Streptococcus pyogenes (apud HARDIE; 

WHILEY, 1997). Os anos iniciais do século 20 foram marcados pelo intenso desenvolvimento 

de metodologias fundamentais à caracterização bacteriana, que tiveram grande impacto na 

classificação e entendimento da importância clínica e econômica do gênero Streptococcus 

(COLMAN, 1990; FACKLAM, 2002; SPELLERBERG; BRANDT, 2015). Estas incluíram: (i) 

a diferenciação das espécies ou grupos de espécies baseada na atividade hemolítica em meio 

ágar adicionado de sangue, proposto por Shottmuler em 1903, que identifica os padrões de 

hemólise α (alfa ou parcial), β (beta ou total) e γ (gama ou não hemolítico) (apud FACKLAM, 

2002); (ii) reações de fermentação de açúcares; e (iii) detecção, por testes sorológicos, de 

antígenos (carboidrato ou substância C) obtidos de extratos ácidos das células bacterianas 

(HARDIE; WHILEY, 1997).  
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A classificação baseada nas características antigênicas do carboidrato ou substância C, 

presente na parede celular dos estreptococos, foi descrita por Rebecca Lancefield, em 1933. 

Esses antígenos correspondem a polissacarídeos associados à parede celular ou a ácidos 

teicóicos presentes no espaço entre a membrana e a parede celular. Para realização de testes 

sorológicos determinantes dessa classificação, faz-se necessário a extração dessa substância por 

métodos clássicos como o originalmente descrito por Lancefield (1933) que emprega ácido 

clorídrico a quente; ou ainda os que utilizam ácido nitroso (EL KHOLY; WANNAMAKER; 

KRAUSE, 1974), formamida (FULLER, 1938), lise enzimática (WATSON; MOELLERING; 

KUNZ, 1975) ou autoclavação (RANTZ; RANDALL, 1955). Os antígenos presentes nos 

extratos promovem reações com antissoros específicos e permitem a caracterização das espécies 

em 20 grupos sorológicos, designados por letras maiúsculas do alfabeto: A, B, C, D, E, F, G, H, 

L, M, N, O, P, Q, R, S, T, U, V e W (KILIAN, 1998; SPELLERBERG; BRANDT, 2015). 

A princípio, o sucesso desta metodologia foi prontamente reconhecido, particularmente, 

por discriminar as amostras beta-hemolíticas responsáveis por infecções humanas. Nestes casos, 

o arranjo em grupos sorológicos apresentava considerável correlação com os resultados obtidos 

em testes bioquímicos, anteriormente propostos. Entretanto, a sua ampla utilização resultou na 

constatação de que algumas espécies fisiologicamente não relacionadas podiam apresentar o 

mesmo grupo antigênico; enquanto que, amostras de estreptococos geneticamente relacionadas 

podem apresentar antígenos heterogêneos nessa classificação, passando então a confundir a 

taxonomia dos Streptococcus (HARDIE; WHILEY, 1997; FACKLAM, 2002). Além disso, 

diferentes antígenos de grupo podem encontrados em amostras de uma única espécie e algumas 

espécies não apresentam estruturas caracterizáveis pelo esquema de Lancefield 

(SPELLERBERG; BRANDT, 2015). 

Em sequência à caracterização sorológica descrita por Lancefield, Sherman em 1937, 

reunindo os dados até então conhecidos de diferenciação por atividade hemolítica, grupos 

antigênicos do carboidrato C e testes fenotípicos, propôs a criação de quatro grupos de 

estreptococos, que foram denominados de piogênico, viridans, láctico e enterococos. O grupo 

dos piogênicos incluía espécies com características beta-hemolíticas, apresentando os 

antígenos dos grupos A, B, C, E, F e G, comuns em infecções humanas e animais. O grupo 

viridans incluiu as espécies frequentemente isoladas da cavidade oral e trato intestinal, que 

além de não serem beta-hemolíticas, também apresentavam resultados negativos nos testes 

selecionados para caracterização dos grupos, tais como tolerância a altos valores de pH, 

concentrações elevadas de cloreto de sódio (6,5% de NaCl) e crescimento a 10ºC. O grupo 

láctico reuniu espécies comumente isoladas de produtos láticos, não associadas às infecções 
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humanas, não beta-hemolíticas, incapazes de crescer a 45ºC e em meios contendo 6,5% de 

NaCl. Enquanto que, no grupo dos enterococos foram reunidas as amostras de origem fecal 

que apresentavam características marcadamente diferentes dos demais grupos, como 

crescimento em uma ampla faixa de temperatura (10°C a 45°C), em meio contendo 6,5% NaCl 

e em caldo com pH ajustado para 9,6, além da capacidade de resistir a temperatura de 60°C por 

30 minutos. A partir de então, a classificação de Sherman passou a ser a mais amplamente 

aceita para os estreptococos (apud HARDIE; WHILEY, 1997). 

Nas duas décadas seguintes (anos 50 e 60), a maioria dos estudos que acarretaram em 

sugestões e mudanças na estrutura taxonômica do gênero Streptococcus relacionavam-se a 

amostras pertencentes ao grupo viridans, principalmente aquelas isoladas da cavidade oral, 

(COLMAN; WILLIAMS, 1965; COYKENDALL, 1989). Entretanto, a inclusão de novas 

espécies e a heterogeneidade observada nas diferentes tentativas de arranjos propostos até 

então, permaneciam como motivadores de novos estudos taxonômicos. Com isso, na oitava 

edição do Manual Bergey, de 1974, a descrição de Deibel e Seeley reorganizou o gênero, 

mais uma vez, em quatro grupos nomeados de I a IV, reunindo 21 espécies. Os autores 

omitiram a caracterização de Sherman, diante da descoberta de espécies que permeavam os 

grupos originalmente descritos por este autor (WHITWORTH, 1990; HARDIE; WHILEY, 

1997). 

A partir da década de 80, com o desenvolvimento de novas técnicas, utilizando 

principalmente hibridação DNA/DNA, modificações taxonômicas significativas ocorreram, 

acarretando tanto a transferência de espécies reconhecidas para outros gêneros – como a 

criação de Enterococcus (SCHLEIFER; KILPPER BÄLZ, 1984) e Lactococcus 

(SCHLEIFER et al., 1985) – quanto na inclusão de novas espécies a Streptococcus. A 

diferenciação dos principais gêneros de cocos Gram positivos catalase negativos passou a ser, 

portanto, mais facilmente determinada pelo emprego de diferentes métodos moleculares. 

Entretanto, um conjunto de provas que conjuga características morfológicas e fisiológicas é, 

também, eficaz na caracterização dos principais gêneros associados ao hospedeiro humano e 

animais, contribuindo para caracterização tradicional destes microrganismos.  

O avanço das técnicas moleculares culminou com uma nova classificação para os 

estreptococos, em 1995, sugerida por Kawamura e colaboradores. Estes autores, avaliando 

sequências do gene que codifica o rRNA 16S dividiram o gênero Streptococcus em seis 

grupos principais: bovis, salivarius, mutans, mitis, anginosus ou milleri e piogênico.  

Em 2002, Facklam considerando que a taxonomia de Streptococcus, apesar de refletir 

os avanços obtidos com as técnicas moleculares (como hidridização DNA-DNA, 
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sequenciamento do gene que codifica 16S rRNA, entre outras), que proporcionaram delinear 

um painel do relacionamento filogenético entre as espécies, resultaram em numerosas e 

variadas alterações, que terminaram por complicar o reconhecimento das espécies pelos 

métodos utilizados nos laboratórios de rotina que se valem de diferentes testes como: 

aglutinação de antígenos a carboidratos – grupos de Lancefield, detecção de enzimas como a 

pirrolidina aminopeptidase e β-glicuronidase, hidrólise de hipurato, susceptibilidade a 

bacitracina, detecção da formação de acetoína a partir de glicose – teste de Voges-Proskauer – 

e detecção do fator CAMP (Christie, Atkins e Munch-Petersen). Assim, considerando que o 

teste chave para agrupar os estreptococos seria a atividade hemolítica em ágar sangue, o autor 

separou o gênero em dois grandes grupos: os β-hemolíticos e os não β-hemolíticos. Ambos os 

grupos apresentavam subdivisões, definidas por características fenotípicas, ressaltando a 

necessidade de sua identificação e com a intenção de favorecer a classificação no diagnóstico 

clínico. No primeiro, agrupou as espécies beta-hemolíticas e, no segundo, alocou o 

Streptococcus pneumoniae, Streptococcus suis e os grupos bovis, salivarius, mutans, 

sanguinis, mitis e anginosus (não β-hemolíticos). 

Em 2006, em um trabalho de revisão, Köhler reúne os dados até então obtidos pelos 

diversos autores, reporta a importância do arranjo dos estreptococos em grupos filogenéticos, 

inclui espécies recém-descobertas e destaca a necessidade da utilização da metodologia de 

sequenciamento de genes alvo, particularmente rrs que codifica o rRNA 16S. Análises da 

similaridade entre as sequências tanto deste quanto de outros genes, como o gene responsável 

pela expressão de superóxido dismutase manganês-dependente (gene sodA) e aquele que 

codifica a subunidade B da RNA polimerase (gene rpoB), tem sido indicadas como 

ferramentas importantes para a caracterização de novas espécies, (POYART et al., 1998, 

2002; DRANCOURT et al., 2004; PINHO et al., 2016; SHEWMAKER et al., 2012; VELA et 

al., 2011).  

A taxonomia do gênero permanece dinâmica e nestes últimos dez anos pode-se observar a 

inclusão de novas espécies, bem como a realocação de outras. Dessa forma, de acordo com LPSN 

(List of prokaryotic names with standing in nomenclature <http://www.bacterio.net>, último 

acesso em maio de 2017), o gênero Streptococcus está atualmente constituído cerca de 100 

espécies e subespécies. São elas: S. acidominimus, S. agalactiae, S. alactolyticus, S. anginosus 

subsp anginosus, S. anginosus subsp whileyi, S. australis, S. caballi, S. cameli, S. canis, S. caprae, S. 

caprinus, S. castoreus, S. constellatus subsp. constellatus, S. constellatus subsp. pharyngis, S. 

constellatus subsp. viborgensis, S. criceti, S. cristatus, S. cuniculi, S. danieliae, S. dentapri, S. 

dentasini, S. dentiloxodontae, S. dentirousetti, S. devriesei, S. didelphis, S. downei, S. 
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dysgalactiae subsp. dysgalactiae, S. dysgalactiae subsp. equisimilis, S. entericus, S. equi 

subsp. equi, S. equi subsp. ruminatorum, S. equi subsp. zooepidemicus, S. equinus, S. ferus, S. 

gallinaceus, S. gallolyticus subsp. gallolyticus, S. gallolyticus subsp macedonicus, S. 

gallolyticus subsp. pasteurianus, S. gordonii, S. halichoeri, S. halotolerans, S. henryi, S. 

hongkongensis, S. hyointestinalis, S. hyovaginalis, S. ictaluri, S. infantarius subsp. coli, S. 

infantarius subsp. infantarius, S. infantis, S. iniae, S. lactarius, S. loxodontisalivarius, S. 

lutetiensis, S. macacae, S. marimammalium, S. marmotae, S. massiliensis, S. merionis, S. 

minor, S. mitis, S. moroccensis, S. mutans, S. oligofermentans, S. oralis subsp dentisani, S. 

oralis subsp oralis, S. oralis subsp tigurinus, S. oricebi, S. oriloxodontae, S. orisasini, S. 

orisratti, S. orisuis, S. ovis, S. panodentis, S. pantholopis, S. parasanguinis, S. parasuis, S. 

parauberis, S. peroris, S. pharyngis, S. phocae subsp phocae, S. phocae subsp salmonis, S. 

pleomorphus, S. pluranimalium, S. plurextorum, S. pneumoniae, S. porci, S. porcinus, S. 

porcorum, S. pseudopneumoniae, S. pseudoporcinus, S. pyogenes, S. ratti, S. rifensis, S. rubineri, 

S. rupicaprae, S. salivarius subsp. salivarius, S. salivarius subsp. thermophilus, S. 

saliviloxodontae, S. sanguinis, S. sinensis, S. sobrinus, S. suis, S. tangierensis, S. thermophilus,S.  

S. thoraltensis, S. tigurinus, S. troglodytae, S. troglodytidis, S. uberis, S. urinalis, S. ursoris, S. 

vestibularis. 

As espécies do gênero são exigentes em termos nutricionais, tornando necessário o uso 

de meios de cultura complexos. Apresentam crescimento ótimo na temperatura de cerca de 

37ºC. A parede celular é composta principalmente de peptideoglicana associada a uma 

variedade de carboidratos, ácido teicóico e antígenos proteicos de superfície. Açúcares 

aminados e glicosamina também estão sempre presentes na composição da peptideoglicana, 

enquanto galactosamina só constitui a parede celular de algumas espécies. São capazes de 

formar cápsulas de ácido hialurônico nas primeiras fases de crescimento, enquanto que uma 

cápsula polissacarídica é detectável na superfície de amostras pertencentes à espécie S. 

pneumoniae (SPELLERBERG; BRANDT, 2015). 

As metodologias utilizadas frequentemente na rotina laboratorial para identificação das 

amostras de estreptococos beta-hemolíticos de origem humana de maior prevalência como S. 

pyogenes e S. agalactiae, são limitadas a avaliação da susceptibilidade à bacitracina (com a 

utilização de discos impregnados com 0,04U deste antimicrobiano), produção do fator CAMP, 

que atua sinergicamente com a beta-hemolisina produzida por Staphylococcus aureus, e a 

caracterização sorológica para os grupos de Lancefield. Além destes, S. pneumoniae é 

diferenciado de outros estreptococos alfa-hemolíticos pelos testes de susceptibilidade à 

optoquina e solubilidade em presença de bile (DUARTE, 2000). 
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Por outro lado, caracterização das demais espécies de Streptococcus, que não são 

rotineiramente identificadas com precisão por métodos sorológicos, envolve a utilização de uma 

grande variedade de testes fisiológicos, que inclui a verificação da produção de ácidos a partir 

de determinados açúcares e álcoois, decarboxilação da arginina, hidrólise da esculina, do amido 

e do hipurato, utilização do piruvato de sódio, redução do meio de leite de Litmus, crescimento 

em presença de telurito e de tetrazólio, tolerância a determinadas temperaturas, a concentrações 

de cloreto de sódio e a bile, formação de polissacarídeos extracelulares a partir de sacarose, 

produção das enzimas pirrolidonil arilamidase e leucina aminopeptidase (SPELLERBERG; 

BRANDT, 2015). A realização desta bateria de testes é laboriosa e frequentemente não está 

incluída na rotina diagnóstica. Sistemas comerciais de identificação rápida, como API20 Strep, 

Rapid ID 32 Strep entre outros são também recomendados. Estes sistemas incluem os testes 

convencionais, como a utilização de açúcares e testes para detecção de enzimas (por exemplo, 

β-glicuronidase, β-galactosidase, fosfatase alcalina e leucina aminopeptidase), que são úteis na 

caracterização das espécies. Porém, esses sistemas falham frequentemente na caracterização das 

espécies mais recentes por não contemplarem os testes necessários para sua identificação 

(SPELLERBERG; BRANDT, 2016) 

Assim, métodos moleculares têm sido aplicados nos estudos relativos à caracterização das 

espécies de Streptococcus, bem como na rotina diagnóstica, no intuito de aumentar a precisão e 

substituir os testes fisiológicos laboriosos que demandam um longo tempo na obtenção dos 

resultados. Dentre estes, a utilização da metodologia da reação em cadeia da polimerase – PCR 

(polymerase chain reaction) tem sido proposta e diversos estudos tem se dedicado ao 

desenvolvimento de protocolos espécie-específicos e para variados genes alvo e caracterização 

rápida desses microrganismos (GRINWIS et al., 2009; ING et al., 2012; KIM et al., 2013; 

MORICONI et al., 2017; SHOME et al., 2012). 

Mais recentemente, uma ferramenta útil que tem sido empregada na identificação dos 

microrganismos é a espectrometria de massa por tempo de voo com ionização e dessorção a 

laser assistida por matriz (no inglês, matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight 

mass spectrometry, MALDI-TOF MS). Os sistemas disponíveis e mais utilizados para a 

caracterização bacteriana empregando MALDI-TOF são MALDI Biotyper Systems, 

comercializado pela Bruker Co. (Billerica, MA, EUA); e VITEK® MS, da bioMérieux 

(Marcy-l'Étoile, França), que se baseiam na formação de espectros de análise de proteínas, 

principalmente as ribossomais, que juntos compõem um perfil próprio específico que então é 

comparado com um banco de dados como referência, realizando assim a identificação 

(MURRAY, 2012). 
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A metodologia de MALDI-TOF MS já foi aplicada com sucesso à caracterização de 

diversos microrganismos, incluindo espécies do gênero Streptococcus, tendo a rapidez e custo 

benefício como suas vantagens principais (AGERGAARD et al., 2017; ALATOOM et al, 

2011; ALMUZARA et al., 2016; BIZZINI et al, 2010; CHERKAOUI et al, 2010; CLARK et 

al, 2013; LASCH et al., 2014; MANI; THACHIL; RAMACHANDRAN, 2017; 

McELVANIA et al., 2013; MITCHELL et al., 2015; PINTO et al., 2017; SCHULTHESS et 

al., 2013; WOJEWODA, 2013). Os avanços em tecnologia da informação/ciência da 

computação e desenvolvimento de bancos de dados abrangentes e bem validados de espectros 

de massa representando diversos tipos de bactérias e fungos possibilitaram a automação do 

MALDI-TOF MS e análise de dados associados, fornecendo uma ferramenta para 

identificação de organismos e aplicação ao diagnóstico microbiológico. Dessa forma, o 

emprego dessa metodologia na caracterização bacteriana, particularmente no diagnóstico das 

infecções humanas, tem representado um avanço nessa área, por conjugar a rapidez dos 

resultados com o baixo custo do teste, apesar do equipamento ainda apresentar um valor 

elevado (MURRAY, 2012). 

Sistemas mais avançados de caracterização bacteriana incluem as análises de 

sequenciamento de genoma completo – WGS (whole-genome sequence). De fato, o emprego 

desta metodologia ao diagnóstico bacteriano, ainda representa uma alternativa de custo 

elevado e, portanto, de baixa aceitação. Entretanto, os métodos de sequenciamento de última 

geração fornecem de uma única vez dados relativos à resistência e a virulência, além de 

informações relativas à diversidade bacteriana na investigação de surtos. Com o emprego 

desta metodologia são obtidos resultados de eficácia incomparável na caracterização rápida 

das espécies bacterianas, taxonomia, metagenômica de amostras clínicas e vigilância de 

patógenos, representando uma tendência eficaz reconhecida das análises microbiológicas para 

um futuro próximo (CROUCHER et al., 2013; DEURENBERG et al., 2017; GAIARSA et 

al., 2015). 
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Virulência e Infecções Causadas por Streptococcus 

 

 

Os microrganismos pertencentes ao gênero podem ser isolados a partir de uma ampla 

diversidade de sítios anatômicos em animais de sangue quente e em seres humanos, seja 

compondo a microbiota anfíbiôntica ou como agentes patogênicos. Três fatores são citados 

como os responsáveis pelo sucesso do gênero estar presente em diferentes hospedeiros: 

habilidade para aderir na maioria das superfícies presentes no meio ambiente; capacidade de 

utilizar rapidamente nutrientes presentes em um meio em constante mudança e capacidade de 

tolerar, resistir ou até mesmo destruir as defesas do hospedeiro (SPELLERBERG; BRANDT, 

2015).  

Várias espécies são capazes de expressar adesinas, que reconhecem componentes do 

soro, da matriz extracelular (como fibronectina e plasminogênio) e das células do hospedeiro, 

ou ainda, de outros microrganismos. Também, enzimas glicolíticas como a frutose bifosfato 

aldolase, a enolase e gliceraldeído-fosfato-desidrogenase possuem um papel crucial na 

patogênese de Streptococcus (FULDE et al, 2013; NOGUEIRA et al, 2012; OLIVEIRA et al, 

2012). Essas características facilitam a presença nos mais diversos processos infecciosos 

como cárie, faringite, meningite, endocardite, gangrena, infecções nos tratos geniturinário e 

respiratório, sepse e uma gama infecções em animais (BROUWER et al., 2016; LUKOWSKI 

et al., 2017; SEGURA et al., 2016; WILKENING; FEDERLE, 2017). Além disso, esses 

microrganismos também são capazes de expressar diversas toxinas que agem sobre as células 

do hospedeiro trazendo prejuízos à ação do sistema imune, beneficiando os processos de 

invasão do microrganismo. O repertório de toxinas exibido por Streptococcus inclui 

hemolisinas, proteases e superantígenos (BARNETT et al., 2015). 

S. pyogenes, ou estreptococos do grupo A de Lancefield, é um dos mais importantes 

patógenos no gênero e exclusivo de seres humanos, sendo o agente etiológico de diversas 

infecções em humanos, com graus variados de severidade, porém, o trato respiratório superior 

(causando faringite estreptocócica) e a pele (causando impetigo) são os principais sítios de 

infecção e de transmissão. Estão, portanto, associados tanto a infecções superficiais quanto 

profundas graves, particularmente devido à expressão de toxinas, superantígenos e 

mecanismos mediados pelo sistema imune do hospedeiro Algumas cepas têm emergido como 

causas graves de doenças invasivas, destacando-se a síndrome do choque tóxico 

estreptocócico e a fascite necrosante (AL-AJMI et al., 2012; JAGGI, 2011; LYNSKEY; 

LAWRENSON; SRISKANDAN, 2011; WILKENING; FEDERLE, 2017). 
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A proteína M é um importante fator de virulência nesta espécie. Presente também em 

outras espécies, esse antígeno de superfície permite uma evasão da fagocitose por células do 

hospedeiro. Essa molécula possui uma porção N terminal muito variável, caracterizando um 

tipo específico para cada antígeno. Esse fato foi explorado por Lancefield, ao utilizar 

antissoros diferentes para testar subtipos de S. pyogenes (FISCHETTI, 2016; McMILLAN et 

al, 2013; METZGAR; ZAMPOLLI, 2011). Além da proteína M, outros fatores de virulência 

são importantes para espécie como DNase, hialuronidase, C5a peptidase, enzimas que 

degradam IgG, exotoxina pirogênica Spe A e C e estreptoquinase (CUNNINGHAM, 2000; 

McARTHUR et al., 2012; OLSEN; MUSSER, 2010; STEER et al., 2012). 

Outra espécie relevante é S. agalactiae, ou estreptococos do grupo B de Lancefield 

que foram, inicialmente, reconhecidos como patógenos importantes em mastite bovina. Causa 

sepse neonatal, tendo como principal fator de risco a colonização do trato genitourinário e 

gastrintestinal da gestante. É responsável, também, por doenças invasivas em adultos, 

geralmente associadas a infecções pós-parto ou em pacientes imunossuprimidos e portadores 

de doenças de base, como indivíduos soropositivos para o vírus da imunodeficiência humana – 

HIV, diabete, câncer, dentre outras (NAN et al., 2015; PEROVIC et al., 1999; VORNHAGEN; 

ADAMS WALDORF; RAJAGOPAL, 2017). Como causador de mastite bovina, apresenta um 

impacto relevante na produção de leite, sendo capaz de sobreviver por longos períodos dentro 

da glândula mamária. A transmissão pode ocorrer de animal para animal, devido à falta de 

higiene do ordenhador, através das mãos e equipamentos contaminados (DEB et al., 2013; 

KEEFE, 2012). 

S. pneumoniae é considerado um dos agentes mais comuns de pneumonia adquirida na 

comunidade e uma das principais causas de meningite, bacteremia, otite média aguda e 

sinusite, principalmente em crianças com idade inferior a cinco anos, idosos e pessoas 

imunocomprometidas (OGUNNIYI et al., 2007; WEISER, 2010). Os pneumococos podem 

fazer parte da microbiota anfibiôntica do trato respiratório superior e apesar dessa colonização 

ser assintomática pode progredir para doença respiratória ou até mesmo sistêmica uma vez 

que o patógeno é capaz de atingir sítios originalmente estéreis, como ouvido médio, pulmões 

e corrente sanguínea. A doença pneumocócica é então precedida pela colonização 

nasofaríngea, a qual pode ser considerada uma importante fonte de transmissão horizontal do 

referido patógeno na comunidade (BOGAERT; GROOT; HERMANS, 2004). Os membros 

desta espécie apresentam uma cápsula de natureza polissacarídica que constitui sua camada 

mais externa e encontra-se covalentemente associada à parede celular. A produção da cápsula 

é importante para a virulência dos pneumococos e está intimamente associada à resistência a 
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fagocitose no hospedeiro (PÉREZ-DORADO; GALAN-BARTUAL; HERMOSO, 2012). 

Outros fatores de virulência também contribuem para a patogênese do S. pneumoniae, tais 

como a autolisina (LytA), pneumolisina (Ply), o antígeno de superfície pneumocócica A 

(PsaA), e a proteína de superfície pneumocócica A (PspA), os quais podem atuar também 

como alvos de identificação molecular do microrganismo e vem sendo considerados para o 

desenvolvimento de novas vacinas (JEDRZEJAS, 2001; KADIOGLU et al., 2008; 

NAKAGAWA et al., 2010). 

Em relação às espécies mais relacionadas às infecções em animais pode-se destacar S. 

equi subsp equi e o S. equi subsp zooepidemicus, que expressam o antígeno de grupo C de 

Lancefield. O primeiro é um patógeno animal, reconhecido agente de infecções do trato 

respiratório em equinos (garrotilho). O segundo é isolado de infecções humanas, mas também é 

causa frequente de mastite em bovinos. S. equi subsp zooepidemicus apresenta uma proteína de 

superfície característica (Szp), antigenicamente variável e estruturalmente semelhante à proteína 

M (EYRE et al., 2010; TIMONEY, 2014). A espécie S. uberis destaca-se como agente 

etiológico de mastite bovina, causando infecções crônicas e persistentes, que apesar das 

estratégias de prevenção, é de difícil controle. S. uberis é capaz de sobreviver 

intracelularmente por longos períodos, proporcionando um microambiente adequado para a 

persistência da infecção (LEIGH, 1999; TAMILSELVAN et al., 2006). O S. canis é isolado 

da pele, trato respiratório superior e genital em cães causando aborto séptico, vaginites, 

mastites, síndromes análogas ao choque tóxico e fascite necrosante; pode também ser 

responsável por mastite em bovinos (incluindo subclínica) e por artrite séptica e linfadenite 

em gatos (FULDE; VALENTIN-WEIGAND, 2013; SYKES, 2014). 

Já a espécie S. suis, que apresenta os antígenos R, S ou T de Lancefield, é um 

importante patógeno zoonótico, estando envolvido em infecções em suínos e podendo ser 

transmitido aos seres humanos pelo contato com animais doentes ou através da ingestão de 

carne ou produtos derivados crus. Nos seres humanos, é causador de infecções severas como 

meningite, artrite e síndrome do choque tóxico, podendo ser fatal. Este microrganismo 

apresenta adesinas específicas para componentes da matriz extracelular, células epiteliais e 

endoteliais, bem como uma cápsula polissacarídica, que contribui para sua disseminação e 

virulência (FITTIPALDI et al., 2012; GOYETTE-DESJARDINS et al., 2014; SEGURA et 

al., 2017). 

S. porcinus e S. pseudoporcinus são espécies altamente relacionadas cuja 

caracterização precisa é dependente de testes moleculares. A primeira foi originalmente 

descrita por Collins e colaboradores, em 1984, como capaz de expressar os antígenos dos 
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grupos E, P, U e V, sendo um importante agente etiológico da linfadenite estreptocócica em 

suínos, podendo causar também abscessos, pneumonia e sepse nesses animais. Apesar de estar 

mais associada às infecções em suínos, a espécie S. porcinus já foi descrita a partir de 

infecção em humanos (SHEWMAKER et al., 2012). S. pseudoporcinus foi recentemente 

caracterizada a partir de amostras provenientes de trato genitourinário de mulheres, que 

haviam sido erroneamente caracterizadas como S. porcinus (BEKAL et al., 2006). Membros 

da espécie S. pseudoporcinus são fisiologicamente semelhantes à S. agalactiae, podendo 

inclusive apresentar reação cruzada com antissoro do grupo B de Lancefield, sendo este fato 

também associado à S. porcinus (SHEWMAKER et al., 2012; SUWANTARAT et al., 2015).  

Para a maioria das espécies de Streptococcus, a cronicidade das infecções, em 

humanos ou animais, leva a um pior prognóstico e a possibilidade de falhas terapêuticas 

(BALDASSARRI et al., 2006; CAGGIANO et al., 2017; DAGAN et al., 2001; GOMES et 

al., 2016; LORA-TAMAYO, 2017; MARTIN et al., 2015). Infecções crônicas podem estar 

associadas à formação de biofilmes que proporcionam um refúgio tanto frente às células do 

sistema imune do hospedeiro, quanto de antimicrobianos; atuando como um reservatório de 

microrganismos altamente munidos de diversos mecanismos de virulência, sabidamente 

competentes a atuar em um processo infeccioso (HØIBY, 2017; MOSER et al., 2017; SINGH 

et al., 2017).. Dentre as espécies do gênero, S. mutans, S. pneumoniae e S. pyogenes são as 

que apresentam um maior número de trabalhos relacionados na literatura especializada. 

Enquanto que, para as demais os dados são raros ou inexistentes. 

 

 

Infecções Estreptocócicas Associadas a Biofilmes 

 

 

Biofilmes são comunidades organizadas onde microrganismos crescem e sobrevivem 

aderidos a superfícies ou interfaces, envolvidos por uma matriz constituída de substâncias 

poliméricas extracelulares (DONLAN, 2002). Inicialmente o termo “biofilme” foi usado de 

maneira coloquial e só foi publicado cientificamente em 1977 por Harremoës, no artigo 

"Half-order reactions in biofilm and filter kinetics". Em 1978, Costerton e colaboradores 

conceituaram biofilmes como células isoladas e microcolônias embebidas em uma grande e 

hidratada matriz composta, predominantemente, de exopolímeros. Já em 1995, o mesmo 

grupo de pesquisadores estendeu este conceito, explicando os mecanismos pelo quais os 

microrganismos aderem aos materiais bióticos e abióticos e os benefícios acumulados por este 
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nicho, e demonstraram que a adesão desencadeia a expressão dos genes que controlam a 

produção de componentes bacterianos necessários para o processo como um todo, que seria 

regulado por genes específicos transcritos durante a adesão inicial da célula. 

A formação do biofilme pode ser divido em etapas: adesão e interação célula a célula, 

formação de microcolônias, formação de um biofilme confluente e desenvolvimento de uma 

estrutura tridimensional (DONLAN; CONSTERTON, 2002; O’TOOLE et al., 2000), 

conforme exemplificado na FIGURA 1.  

 

 

Figura 1 – Esquema representativo da sequência temporal da formação de biofilmes por 

Streptococcus 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) Inicialmente, as células bacterianas se associam a superfície (colonizadores primários), utilizando 

interações de “longo alcance”, como pili, que, quando in vivo podem, inclusive, atravessar a camada 

de muco, presente na superfície de células eucarióticas. (B) Em seguida, interações mais fortes são 

estabelecidas, com a expressão de múltiplas adesinas, representadas como apêndices mais curtos. (C) 

A adaptação nutricional e ao ambiente, a expressão de moléculas sinalizadoras (representadas como 

estrelas), que acarretam o desencadeamento de mecanismos geneticamente regulados por Quorum 

sensing, e a produção de substância polimérica extracelular (EPS, matriz extracelular) determinam o 

acúmulo e aparecimento de agregados celulares. (D) A incorporação de outros micro-organismos, 

coagregação e sinalização, permitem o desenvolvimento de “comunidades” complexas, que contêm 

associações específicas com a rede metabólica, conferindo uma maior eficiência na utilização dos 

nutrientes e reduzindo a susceptibilidade aos antimicrobianos e às defesas do hospedeiro.  

Fonte: Adaptado de Nobbs (2009). 

  

(A)                                   (B)                                 (C)                               (D) 
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Todo o processo é dirigido pelo fenômeno de quorum sensing, através da participação 

de moléculas sinalizadoras, que determinam a expressão gênica de acordo com a densidade 

populacional (MAJUMBAR; MONDAL, 2017; WILLIAMS et al., 2007). A adesão inicial 

ocorre quando os colonizadores primários interagem com proteínas e outros compostos 

orgânicos através de ligações físico-químicas. A interação célula a célula e formação de 

microcolônias são etapas dependentes das condições ambientais, tais como temperatura, pH, 

níveis de oxigênio, hidrodinâmica, osmolaridade e a presença de determinados íons, 

nutrientes e fatores derivados do meio biótico. Esses fatores incidem nas vias de regulação 

dos elementos enzimáticos e estruturais que são necessários para a formação e dispersão, 

determinando o padrão comportamental de uma espécie bacteriana no desenvolvimento de seu 

biofilme (COSTERTON et al., 1987; DUNNE JR, 2002; GOLLER; ROMEO, 2008; 

LAPPIN-SCOTT; BASS, 2001).  

Na adesão inicial, as fímbrias e flagelos desempenham um importante papel, pois são 

capazes de romper a barreira eletrostática promovida pela hidrofobicidade da própria célula 

em contato com a superfície do substrato (DONLAN, 2002; JAMES et al., 2017). Estudos 

têm demonstrado que a maioria dos microrganismos adere mais rapidamente às superfícies 

hidrofóbicas, como plásticos, do que hidrofílicas como vidro e metais (FRANCOLINI et al., 

2017; GLAUSER et al., 2017; GOLLER; ROMEO, 2008; SÁNCHEZ-SALCEDO et al., 2017). 

Após o desenvolvimento em condições adequadas, os colonizadores primários passam 

a ser substrato para a aderência de secundários, saindo da condição de microcolônias para 

uma grande comunidade bacteriana. Durante esse processo, há um aumento na produção de 

substâncias poliméricas extracelulares (EPS) criando uma matriz em torno das células. Para 

garantir a circulação de nutrientes e demais moléculas necessárias para o desenvolvimento do 

biofilme, os grupos de células são separados por canais (BERLANGA; GUERRERO, 2017; 

FLEMMING, 2016; GUILHEN et al., 2017; STEWART; FRANKLIN, 2008). 

Toda essa sequência garante que a comunidade esteja aderida irreversivelmente ao 

substrato, iniciando, logo em seguida, o processo de maturação do biofilme. Neste momento, 

há um aumento na densidade celular dos grupos formados, levando a uma maior 

complexidade. Essa expansão prossegue até alcançar um equilíbrio dinâmico, onde as células 

mais externas do biofilme se destacam, partindo para dar início a uma nova etapa de 

colonização (DUNNE JR, 2002; MARSHAL, 1992). O fluxo de fluídos externos ao biofilme, 

onde o substrato se encontra, pode promover esse destacamento, porém esse processo também 

pode ser realizado ativamente, através das enzimas secretadas pelas bactérias que quebram a 
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matriz extracelular, liberando-as (KIM; LEE, 2017; NADELL et al., 2009; PETROVA; 

SAUER, 2016; TELGMANN et al., 2004). 

Foi observado que mutantes deficientes para produção de EPS não foram capazes de 

formar biofilme, revelando sua importância na adesão inicial e suporte estrutural para a 

comunidade (MADSEN et al., 2015; NADELL et al., 2009; SCHAEFFER et al., 2016). As 

propriedades físicas e químicas das substâncias poliméricas extracelulares podem variar, é 

predominantemente aniônico, podem ser compostos por íons metálicos, cátions divalentes e 

outras macromoléculas como proteínas, DNA e lipídios (BRIANDET et al., 2001; DONLAN, 

2002; DUNNE JR, 2002; GHIGO, 2003). 

Todos os aspectos envolvidos na vida celular como propriedades fisiológicas, 

genéticas, interações físico-químicas irão influenciar no biofilme (LANDINI et al., 2010). 

Devido a grande densidade celular, notoriamente superior a uma cultura de células 

planctônicas, as células aderidas encontram limitações no aporte de oxigênio e nutrientes, e 

níveis elevados de metabólitos secundários e substâncias excretadas, acarretando na formação 

de subpopulações localizadas em diferentes regiões, apresentando expressões gênicas e 

condições fisiológicas e metabólicas diferentes (Sporman, 2008). No entanto, essa expressão 

diferencial é causa, também, da própria heterogeneidade global, que é encontrada dentro do 

biofilme, no que tange ao gradiente químico de difusão em microescalas (STEWART; 

FRANKLIN, 2008). As alterações que ocorrem nas células aderidas quando comparadas com 

as planctônicas passam por diversos aspectos como a expressão de pili e flagelos, produção de 

polissacarídeos e até mesmo na morfologia (JEFFERSON, 2004). Estas alterações, na 

expressão gênica das células do biofilme, levam a um perfil metabólico diferente das células 

não aderidas, fazendo com que seu crescimento seja mais lento (ANDERL et al., 2003; 

ANDERSON; O’TOOLE, 2008; BORRIELLO et al., 2004; CABALLERO et al., 2013; 

DONLAN; COSTERTON, 2002; PIRES et al., 2016; ROMERO-LASTRA et al., 2017). 

Essa mudança no comportamento metabólico tem sido apontada como um mecanismo 

de escape aos agentes antimicrobianos, conferindo maior resistência. Um biofilme maduro 

pode tolerar concentrações 10-1000 vezes maiores que as necessárias para matar células 

planctônicas (BOUDJEMAA et al., 2016; CHUA et al., 2016; GARRISON et al., 2016; 

HOLMBERG; RASMUSSEN, 2016; LEWIS, 2001; URISH et al., 2016). Uma gama de 

agentes antimicrobianos age em moléculas relacionadas a síntese, portanto o lento ou o não 

crescimento dessas células, as tornem menos susceptíveis a sua ação (RANI et al., 2007; 

HØIBY et al., 2010). Além disso, a própria matriz extracelularfunciona como uma barreira 

física, impedindo a difusão dos agentes, levando a concentrações inferiores as inibitórias no 
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interior do biofilme e em alguns casos moléculas como DNA, polissacarídeos e proteínas 

interagem com o antimicrobiano, acarretando na diminuição de sua ação (DONLAN; 

COSTERTON, 2002). O ambiente enclausurado do biofilme também propicia a aquisição de 

determinantes de resistência por facilitar os processos de transferências de genes, além de 

conferir uma maior resistência à fagocitose dificultando a ação de defesa pelo hospedeiro 

(DAVEY;  O’TOOLE, 2000; LEWIS, 2001). Membros do gênero Streptococcus são 

conhecidos por formarem biofilmes em diferentes sítios anatômicos como superfície do dente, 

válvulas cardíacas e amígdalas, além de dispositivos médicos implantados (AN et al., 2017; 

CHAO et al., 2017; JUNG et al., 2015; MOSCOSO et al., 2006).  

Um formador já bem estudado é o Streptococcus mutans que consiste em um notável 

exemplo da formação de biofilme pela microbiota oral, sendo o principal agente etiológico da 

cárie dental, prevalente na quase totalidade dos casos (COSTALONGA; HERZBERG, 2014; 

HANADA, 2000; JOHANSSON et al., 2016; LU et al., 2017; MATSUI; CVITKOVITCH, 

2010).  Três fatores são fundamentais para o início e progressão da cárie: (i) habilidade para 

metabolizar carboidratos da dieta e produzir ácido lático (acidogenicidade), (ii) habilidade 

para crescer e sobreviver em ambiente de baixo pH (aciduricidade) e (iii) capacidade de 

utilizar de açúcares da dieta para produzir polímeros e formar o biofilme (BAKER et al., 

2017; BOWEN et al., 2016; KLEIN et al., 2015; SENADHEERA; CVITKOVITCH, 2008). 

A formação de biofilmes no dente é iniciada por interações específicas entre adesinas do S. 

mutans e receptores tanto do hospedeiro, como de outras bactérias como Streptococcus 

gordonii, Streptococcus mitis e Streptococcus sanguinis, que servem como pioneiros que 

iniciam a formação do biofilme. Esses colonizadores primários possibilitam a adesão dos 

secundários, criando uma diversidade dentro da comunidade bacteriana (KOLENBRANDER, 

2000; KOLENBRANDER et al, 2002; RICKARD et al, 2003). 

S. mutans coloniza a superfície dental via mecanismos sacarose dependente e 

independente. Na presença deste açúcar, enzimas glicosiltransferase (GTF), codificadas pelos 

genes gtfB, C e D, produzem polímeros insolúveis em água, que juntamente com proteínas 

ligantes de glucana (GBPs), desempenham um papel chave na adesão e acúmulo do biofilme 

(BANAS; VICKERMAN, 2003; NOBBS et al., 2009). O mecanismo independente de 

sacarose é mediado pela proteína associada à superfície, P1 (SpaP), que é uma adesina 

multifuncional que facilita a ligação do microrganismo aos componentes do esmalte bem 

como ao colágeno e a outras proteínas do hospedeiro (LEMOS et al, 2005). 

A espécie S. pneumoniae tem sido outro modelo dentro do gênero, onde os estudos em 

biofilmes têm estado mais concentrados. Recentemente, a formação de biofilme ganhou 
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atenção por uma possível participação na adaptação a diferentes condições e na virulência 

desse microrganismo. Diversos estudos têm associado alguns tipos de infecções como otite 

média e meningite, assim como a colonização da nasofaringe à capacidade de formar biofilme 

(CAMILLI et al., 2011; GILLEY; ORIHUELA, 2014; HALL-STOODLEY et al., 2006; 

O´BRIEN et al., 2009; PRINCIPI et al., 2017).  

Outra espécie associada à produção de biofilme e patogênica para o ser humano é S. 

pyogenes, sendo uma das primeiras observações realizadas por Akiyama e colaboradores 

(2003), em um estudo com amostras associadas a infecções da pele. Os autores observaram, 

através de microscopia confocal de varredura a laser, que as células bacterianas 

apresentavam-se organizadas nas lesões na forma de microcolônias, que pareciam estar 

envolvidas por uma matriz. Desde então, outros estudos vêm documentando a habilidade dos 

microrganismos dessa espécie em formar biofilme e revelando características importantes 

como o papel crucial da proteína M no estabelecimento dessas estruturas, assim como de 

outros fatores, incluindo adesinas como AspA, SCL1 e SpeB (COURTNEY et al., 2009; 

DOERN et al., 2010; LEMBKE et al., 2006; MANETTI et al., 2010; MADDOCKS et al., 

2011; OLIVER-KOZUP et al., 2013; THENMOZHI et al., 2011). 

A formação de biofilme também pode ter um importante papel na patogenicidade de S. 

agalactiae (ISIAKU et al., 2017; KAUR et al. 2009; PARKER et al., 2016; RINAUDO et al., 

2010).  Esses microrganismos já foram identificados em dispositivos intrauterinos em 

associação com S. aureus e Staphylococcus epidermidis (DONLAN; COSTERTON, 2002). Já 

em 2009, Kauer demonstrou que amostras isoladas de mulheres grávidas assintomáticas 

foram melhores formadoras de biofilmes do que as sintomáticas. Outros estudos revelam a 

importância do pili na aderência inicial do S. agalactiae para a formação do biofilme, 

principalmente o do tipo 2a (KONTO-GHIORGHI et al., 2009; RINAUDO et al., 2010; 

SPRINGMAN et al., 2014). Em relação às amostras de S. agalactiae envolvidas em casos de 

mastite bovina, considera-se que a cronicidade da infecção está diretamente relacionada à 

formação de biofilmes (CONTRERAS; RODRÍGUEZ, 2011; MICHIE et al., 2003). 

Também, já foi reportado que a mastite causada por S. uberis, caracteristicamente 

crônica e persistente, é um processo relacionado a biofilmes (GÜNTHER et al., 2017; 

McDOUGALL et al., 2004; MOLIVA et al., 2017; SCHÖNBORN et al., 2017). Além 

disso, a formação de biofilmes já foi relacionada como um evento importante para a 

patogênese de outras espécies de Streptococcus como S. sanguinis (GE et al., 2008), S. 

gordonii (SILVERMAN et al., 2010), S. parasanguinis (LIANG et al., 2011) e S. suis 

(WANG et al., 2011). 
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O paradigma do biofilme vem tomando espaço dentro do estudo da Microbiologia nos 

últimos anos, pois é cada vez mais notável e perceptível que as células bacterianas quando em 

seu ambiente natural não estão dispostas, em maioria, na forma planctônica. Sendo assim, o 

estudo da dinâmica e relação das células sésseis com o hospedeiro demonstra ser mais 

próximo à realidade, do que em suas culturas puras. 

 

 

A Espécie Streptococcus pseudoporcinus 

 

 

A espécie Streptococcus porcinus foi proposta em 1984 para acomodar estreptococos 

beta-hemolíticos fisiologicamente relacionados, pertencentes aos grupos sorológicos E, P, U e 

V, além de três grupos antigênicos experimentais à época (C1, 5916T e 7155A). Estes 

microrganismos foram descritos como importantes agentes de infecções piogênicas em 

suínos, como linfoadenites, abscessos hemorrágicos, pneumonia, sepses e aborto séptico 

(COLLINS et al., 1984; PLAGEMANN, 1988). No hospedeiro humano, a presença de S. 

porcinus já foi considerada; entretando desde 2006, Bekal e colaboradores, realocaram as 

amostras anteriormente caracterizadas nesta espécie em uma nova entidade taxonômica que 

denominaram Streptococcus pseudoporcinus. 

Os membros da espécie S. pseudoporcinus são, portanto, cocos Gram-positivos, beta-

hemolíticos, que têm sido isolados do trato genitourinário de mulheres e que apresentam 

características fenotípicas, determinadas em testes fisiológicos convencionais, muito 

semelhantes a S. porcinus, como também a S. agalactiae (PEREIRA et al., 2013; 

SHEWMAKER et al., 2012; SUWANTARAT et al., 2015). Mesmo em frequência reduzida, 

a presença de S. pseudoporcinus associada ao hospedeiro humano tem sido relatada. Além 

disso, Shewmaker e colaboradores, em 2012, também sugeriu a existência de uma subespécie 

desses microrganismos que foi associada a bovinos, podendo também como S. agalactiae ter 

envolvimento em quadros de mastite. 

De fato a elevada proximidade filogenética dessas espécies determina até o momento 

que a caracterização das amostras só é realmente realizada de forma eficaz diante de análises 

de homologia das sequências do genes referendados em estudos de caracterização de espécies 

bacterianas como por exemplo rrs, que codifica o rRNA 16S, e rpoB, que codifica a 

subunidade beta da RNA polimerase (SHEWMAKER et al., 2012; SUWANTARAT et al., 

2015) 



30 

A prevalência e o real significado clínico da presença de S. pseudoporcinus no trato 

genitourinário feminino, bem como a sua possível associação às infecções no neonato e 

puerpéricas ainda não foram esclarecidas. É sugerido, entretanto, que esta espécie, diante da 

extrema semelhança com S. agalactiae possa estar sendo subnotificada, particularmente 

diante da falta de alternativas técnicas nos laboratórios de rotina para sua identificação 

(STONER et al, 2011; SUWANTARAT et al., 2015). 
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1 OBJETIVOS 

 

 

Diante da carência de dados a cerca de S. pseudoporcinus, tanto relacionados às 

características fenotípicas e de virulência, quanto a necessidade de avaliação de métodos 

complementares para sua identificação, este estudo se propôs a investigar uma coleção de 

amostras previamente caracterizadas como pertencentes a S. pseudoporcinus, em comparação 

com amostras de referência S. porcinus, uma espécie filogeneticamente relacionada, visando 

contribuir com dados complementares ao entendimento da biologia desses microrganismos. 

 

Desta maneira, foram objetivos específicos deste trabalho: 

 

a) Caracterizar através de testes fisiológicos as amostras de ambas espécies, na busca de 

marcadores específicos que favoreçam a identificação da espécie; 

b) Aplicar e avaliar o potencial de identificação por da metodologia de MALDI-TOF 

MS, incluindo análises de agrupamentos pela aplicação de algoritmos específicos na 

comparação dos espectros obtidos; 

c) Avaliar a metodologia de análise do perfil de proteínas totais pela técnica de SDS-

PAGE, quanto a capacidade de discernimento entre amostras de S. pseudoporcinus e 

S. porcinus;  

d) Comparar sequências obtidas de bancos de dados públicos referentes gene rss, que 

codifica rRNA 16S, em análises filogenéticas como ferramenta de caracterização da 

espécie;  

e) Avaliar o perfil de susceptibilidade a um conjunto de antimicrobianos, comuns no 

traramento das infecções causadas por estreptococos beta-hemolíticos; 

f) Caracterizar atributos relacionados a virulência de S. porcinus e S. pseudoporcinus 

através de ensaios de formação de biofilmes de adesão às células de linhagem HeLa; 

g) Analisar comparativamente o perfil proteômico das espécies utilizando espectrometria 

de massas; 

h) Comparar pelo emprego de algoritmos específicos e em uma análise in silico, as 

sequências disponíveis do genoma completo das amostras tipo de ambas espécies.  

  



32 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.1 Amostras Bacterianas  

 

Foram estudadas 24 amostras de Streptococcus pseudoporcinus, sendo 19 de origem 

humana, incluindo uma derivada da amostra tipo ATCC BAA 1381
T
, e cinco de origem 

animal (isoladas de leite). As amostras de origem humana e de leite foram obtidas no período 

de 1987 a 2005. Foram também analisadas para fins comparativos seis amostras de S. 

porcinus, incluindo a derivada da amostra tipo ATCC 43138
T
 desta espécie. As amostras 

avaliadas neste estudo foram gentilmente cedidas pelo Streptococcus Laboratory do Centers 

for Disease Control and Prevention, CDC (Atlanta, GA, EUA).  

As amostras estavam mantidas em tanques de nitrogênio líquido sob a forma de 

suspensões densas em solução contendo Skim Milk (BD Diagnostics, Franklin Lakes, NJ, 

EUA) a 10% (p/v) e glicerol (Reagen, Quimibrás Indústrias Químicas S/A, Rio de Janeiro, 

Brasil) a 10% (v/v), como estoque da Coleção de Culturas do Laboratório de Apoio 

Biotecnológico do Departamento de Microbiologia Médica do Instituto de Microbiologia 

Paulo de Góes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob a coordenação da Profª Lúcia 

Martins Teixeira. 

As amostras bacterianas foram reativadas por semeadura em meio de ágar sangue de 

carneiro (meio AS, Plast-Labor Ind e Com. Materiais e Equipamentos de Laboratório, Rio de 

Janeiro, RJ), e incubação em estufa bacteriológica a 36ºC ±1ºC por 18 h-24 h e em atmosfera 

contendo 5% de CO2. Todos os testes incluídos neste estudo foram realizados a partir de uma 

cultura recente, em meio ágar sangue de carneiro, que foi definida como um subcultivo, 

obtido nas mesmas condições (a 36ºC ±1ºC por 18 h-24 h e 5% de CO2), do crescimento 

proveniente da suspensão estoque. 

 

2.2 Caracterização das Amostras Bacterianas por Testes Fisiológicos 

 

As amostras bacterianas foram avaliadas por testes fisiológicos convencionais, com 

base nas recomendações de Facklam (2002) e de Teixeira et al. (2005). Além da análise das 

características morfotintoriais pelo método de Gram, características hemolíticas em meio de 
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ágar sangue e determinação da ausência da produção de catalase, as amostras foram 

caracterizadas pelo emprego dos testes descritos abaixo. 

 

2.2.1 Hidrólise de L-Pirrolidonil-β-Naftilamida (Teste do PYR) 

 

Para a execução destes testes, uma suspensão espessa de cada amostra, obtida a partir 

de um crescimento recente, foi preparada em 0,2 mL de caldo Todd-Hewitt (Todd-Hewitt 

Broth, THB, BD Diag.) contendo 0,01% (p/v) de PYR (Sigma-Aldrich Co., St Louis, EUA). 

Após um período de 4 h de incubação a 36±1°C, foram adicionadas duas gotas de solução 

reveladora, contendo 1% (p/v) dimetilamino cinamaldeído (Sigma-Aldrich Co.) em HCl a 

10% (v/v). A leitura do teste foi realizada imediatamente e em até 10 min, após agitação 

suave. O teste é considerado positivo pelo aparecimento de coloração rosa forte ou púrpura. 

 

2.2.2 Crescimento na Presença de 6,5% de Cloreto de Sódio (Teste do NaCl 6,5%) 

 

As amostras foram inoculadas em meio Heart Infusion Broth (HIB, BD Diag.), 

suplementado com cloreto de sódio na concentração de 6,5% (p/v); 0,1% de solução alcóolica 

de púrpura de bromocresol (Sigma-Aldrich Co.) a 1,6% (p/v) e 0,1% (p/v) de D-glicose. O 

resultado positivo é indicado através da turvação do meio, acompanhada ou não da mudança 

da cor do indicador, de púrpura para amarelo, em até sete dias de incubação na temperatura de 

36±1°C. 

 

2.2.3 Hidrólise da Arginina 

 

As amostras foram inoculadas em 3 mL do meio Moeller Decarboxylase Broth (BD 

Diag) acrescido de 1% (p/v) de L-arginina (Sigma-Aldrich Co.) e recoberto com uma camada 

de aproximadamente 5 mm de óleo mineral estéril. Após incubação a 36±1°C por até sete 

dias, o surgimento de coloração púrpura, decorrente da alcalinização do meio, devido à 

hidrólise da arginina e liberação de grupos NH2, é indicador de resultado positivo. O 

aparecimento da coloração amarela, decorrente da acidificação do meio devido ao consumo 

da glicose sem a concomitante hidrólise da arginina, é indicador de resultado negativo. 
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2.2.4 Hidrólise da Esculina 

 

Este teste foi realizado pela inoculação das amostras bacterianas em meio Heart 

Infusion Agar (BD Diag.), contendo 0,1% (p/v) de esculina (Sigma-Aldrich Co.) e 

solidificado inclinado em tubos 13X100 mm, incubados a 36±1°C por até sete dias. Testes 

positivos resultam do crescimento bacteriano determinante da hidrólise da esculina em 

esculetina que reagem com sais de ferro presentes no meio tornando-o enegrecido. 

 

2.2.5 Hidrólise do Hipurato 

 

Foi verificada através da inoculação das amostras em meio de cultura HIB contendo 

hipurato de sódio (Sigma-Aldrich Co.) a 1% (p/v) e incubação na temperatura de 36±1°C por 

18h-24h. Após esse período, os crescimentos serão centrifugados e, ao sobrenadante, 

adicionado reagente de cloreto férrico na proporção de 1:4 (v/v). O teste positivo é verificado 

através da observação da formação de um precipitado durante o período de até 10 min em 

temperatura ambiente. 

 

2.2.6 Utilização do Piruvato de Sódio 

 

A utilização do piruvato de sódio foi avaliada em meio contendo 1% de Triptona (BD 

Diag.), 0,5% (p/v) de extrato de levedura (BD Diag.), 0,5% (p/v) de K2HPO4 (Merck Brasil, 

Rio de Janeiro, RJ), 0,5% (p/v) de NaCl (Merck Brasil), 0,01% (p/v) do indicador de pH 

bromotimol e 1% (p/v) de piruvato de sódio (Sigma-Aldrich Co.). Testes positivos são 

reconhecidos pelo aparecimento da coloração amarela, resultante da utilização do substrato 

como fonte única de carbono e acidificação do meio. 

 

2.2.7 Teste de Voges-Proskauer (VP) 

 

A produção de acetilmetilcarbinol pelas amostras estudadas foi observada após 

transferência do crescimento bacteriano em meio AS para 2 mL de caldo VP, com auxílio de 

um swab, e incubação na temperatura de 36±1°C por 6 h. A produção deste composto é 

visualizada após adição dos seguintes reagentes: A, constituído de uma solução alcoólica 

(etanol) de 5% (v/v) de α naftol; e B, constituído de uma solução de creatina a com 0,3% (p/v) 
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em hidróxido de potássio a 40% (p/v). A formação de uma coloração avermelhada, em até 30 

min em temperatura ambiente, é um indicativo de teste positivo. 

 

2.2.8 Utilização de Carboidratos 

 

Os testes de utilização de carboidratos foram realizados em meio HIB acrescido de 1% (p/v) 

do respectivo carboidrato e de solução alcoólica do indicador de pH púrpura de bromocresol a 0,1% 

(p/v). A mudança de cor do indicador de púrpura para amarelo é resultante da utilização do 

carboidrato e acidificação do meio, determinando a positividade do teste. Os carboidratos testados 

foram: lactose, manitol, sacarose, sorbitol, trealose e metil--glicopiranosídeo Os testes foram 

incubados por até sete dias a 36ºC ± 1°C. 

 

2.2.9 Teste de CAMP 

 

O teste de CAMP foi realizado através da inoculação em meio AS de uma amostra de 

Staphylococcus aureus (ATCC 25293), produtora de beta-lisina, na forma de uma estria 

perpendicular e próxima ao inóculo, também em estria, das amostras teste. Após incubação a 

36±1°C por 18h-24h, os testes positivos foram identificados pelo aumento da extensão da 

zona de hemólise, na região de interseção do crescimento da amostra de S. aureus e da 

amostra teste, pela ação sinérgica da beta-lisina e de fatores tipo CAMP, respectivamente. 
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2.3 Caracterização das Amostras Bacterianas por Espectrometria de Massa - MALDI-

TOF 

 

2.3.1 Caracterização das Espécies S. porcinus e S. pseudoporcinus 

 

As amostras foram semeadas em placas de ágar sangue e incubadas a 37°C por 18-24 

h em atmosfera contendo 5% de CO2. A partir do crescimento obtido, três procedimentos 

diferentes foram realizados: (i) COL – as colônias foram, com auxílio de palitos de madeira, 

aplicadas diretamente na placa de aço inoxidável polida fornecida pelo fabricante do 

equipamento (MSP 96 target polished steel BC, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemanha); 

(ii) FOR – as colônias foram aplicadas diretamente na placa de aço com auxílio de palitos de 

madeira e, em seguida, 1 μL de ácido fórmico foi adicionado sobre as mesmas; e (iii) as 

colônias foram depositadas em tubos Protein LoBind (Eppendorf, Alemanha) onde foram 

adicionados 5 µL de ácido fórmico a 70% e 5 µL de acetonitrila PA (Tedia, EUA), os tubos 

foram centrifugados (5.000 x g por 3 min) e, posteriormente, 1 µL do sobrenadante contendo 

o extrato proteico foi aplicado sobre a placa de aço. Nos três métodos, após a aplicação, todos 

os spots da placa foram recobertos com 1 µL da matriz HCCA (Sigma-Aldrich Co., St Louis, 

EUA), constituída por uma solução de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico a 10 mg/mL em 

acetonitrila a 50% e ácido tricloroacético a 2,5%. 

Os espectros foram gerados com auxílio do espectrômetro de massa Microflex LT 

(Bruker Daltonics, Alemanha), utilizando o software FlexControl no modo automático 

(MBT_FC.par). A calibração do aparelho foi realizada de acordo com as instruções do 

fabricante, utilizando uma amostra padrão da espécie bacteriana Escherichia coli J53.  

Após a realização da espectrometria, o software gera escores para cada amostra, 

levando em consideração a comparação do espectro teste com o de referência do banco de 

dados, comparação reversa do espectro de referência com o teste, e a correlação das 

intensidades do espectro teste e o de referência. Cada um destes fatores tem um escore 

máximo de 1,000, levando ao logaritmo (escore) máximo de 3,000. Assim sendo, os escores 

podem variar de 0,000 a 3,000. Escores entre 0,000 e 1,699 são classificados como "no 

reliable identification", o que significa que não há uma sugestão segura de identificação, nem 

mesmo de gênero. Escores entre 1,700 e 1,999 são considerados como provável identificação 

de gênero e uma sugestão de espécie é dada. Por outro lado, escores entre 2,000 e 2,299 são 

considerados como identificação segura de gênero e provável identificação de espécie, ao 
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passo que escores entre 2,300 e 3,000 são considerados como identificação segura de gênero e 

altamente provável identificação de espécie.  

 

2.3.2 Agrupamento das Amostras a partir dos Resultados de MALDI-TOF MS 

 

Para a determinação dos agrupamentos das amostras a partir de MALDI-TOF MS, os 

espectros foram processados e analisados utilizando o software BioNumerics versão 7.1 

(Applied Maths, Ghent, East Flanders, Bélgica). Para a construção de árvores representativas 

do agrupamento das amostras, foram utilizados o coeficiente de correlação de Pearson e o 

algoritmo Neighbor Joining. Os espectros foram também avaliados quanto à presença de 

biomarcadores específicos das amostras de S. pseudoporcinus comparadas as de S. porcinus, 

através da avaliação da presença de picos espécie-específicos. 

 

2.4 Perfis de Proteínas Totais por SDS-PAGE 

 

O procedimento de SDS-PAGE descontínuo foi realizado utilizando o protocolo 

descrito por Laemmli (1970) com modificações. Preparações solúveis foram aplicadas em 

reservatórios do gel de empilhamento contendo 4% de acrilamida, preparado com Tris-HCl 

0,125 M (pH 6,8). O gel de separação contendo acrilamida a 10% (p/v) foi preparado com 

Tris-HCl 0,375 M (pH 8,8). O tampão de corrida foi composto de Tris-HCl 0,025 M e glicina 

0,192 M (pH 8,3). A concentração final de SDS tanto nos géis como no tampão utilizado na 

cuba foi de 0,1% (p/v). 

A eletroforese foi efetuada em um sistema Mini-Protean II (Bio-Rad) sob corrente 

constante de 20 mA. O final da corrida foi evidenciado pela chegada da linha do indicador à 

base inferior do gel. Os géis foram corados com uma solução contendo Coomassie Blue R-

250 (Bio-Rad) a 0,125% (p/v) em metanol:ácido acético:água na proporção 5:1:4, e 

descorados com o mesmo solvente. Padrões de pesos moleculares (Precision Plus Protein 

Dual Color Standards; Bio-Rad) foram incluídos em cada corrida. Os géis foram desidratados 

através do tratamento com solução de metanol a 50% (v/v) e glicerol a 0,5% (v/v) por 20 min, 

após o qual foram envolvidos em papel celofane e deixados à temperatura ambiente por, pelo 

menos, 24 h. 

Os géis foram visualizados sob luz branca com o sistema MiniBis Pro (DNR Bio-

Imaging Systems Ltd., Jerusalém, Israel) e armazenados digitalmente com o auxílio do 
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software GelCapture (DNR Bio-Imaging Systems). A análise automatizada dos perfis de 

proteínas foi realizada com auxílio do programa BioNumerics versão 7.1 (Applied Maths) 

empregando coeficiente Pearson, com tolerância de 1 % para o cálculo dos índices de 

similaridade e o método Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages 

(UPGMA) para a construção do dendrograma. Amostras relacionadas foram consideradas as 

que apresentaram percentuais de similaridade ≥80%. 

 

2.5 Análise Filogenética de S. pseudoporcinus  

 

As amostras de S. porcinus foram avaliadas por análise da sequência de nucleotídeos 

do gene rrs, que codifica rRNA 16S. As sequências dos genes foram obtidas a partir do banco 

de dados do sítio do National Center for Biotechnology Information – NCBI (National 

Library of Medicine – NLM, Bethesda, MD, EUA), previamente depositadas por 

pesquisadores associados ao Streptococcus Laboratory (CDC, Atalanta, GA, EUA) em um 

trabalho de colaboração com o nosso grupo de pesquisa. Foram avaliadas as sequências 

provenientes de 18 amostras (do total de 24 amostras) de S. pseudoporcinus e cinco (dentre as 

seis amostras) de S. porcinus, que foram incluídas para fins comparativos. 

Para a realização da análise filogenética foi utilizado o software MEGA versão 5.5.2 

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis, TAMURA et al., 2011). As sequências extraídas 

foram alinhadas com auxílio do ClustalW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994) e 

foram construídas árvores pelo emprego do método de UPGMA e Neighbor joining, incluindo 

1.000 bootstraps, com as distâncias evolutivas calculadas utilizando o método maximum 

composite likelihood. 
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2.6 Susceptibilidade aos Antimicrobianos 

 

2.6.1 Teste de Difusão em Ágar 

 

A partir de um crescimento recente, foi preparada uma suspensão bacteriana em 

solução salina fisiológica (NaCl a 0,85%) estéril, com turbidez correspondente ao padrão 0,5 

da escala de McFarland, representativa de 1,5 X 10
8
 UFC/mL. A suspensão bacteriana foi 

semeada na superfície do meio ágar Müeller-Hinton acrescido de 5% de sangue desfibrinado -

de carneiro (PlastLabor, Ind. e Com.), com auxílio de swabs estéreis e em três direções 

distintas. Discos impregnados com antimicrobianos foram depositados sobre o inóculo de 

forma distribuída e espaçadamente e as placas incubadas a 36°C ±1°C por 18 h. 

Para o teste de susceptibilidade foram utilizados discos contendo os seguintes 15 

antimicrobianos nas concentrações designadas entre parênteses: ampicilina (10 μg), cefoxitina 

(30 μg), clindamicina (10 μg), cloranfenicol (30 μg), eritromicina (15 μg), levofloxacina (5 

μg), penicilina (10 μg), tetraciclina (30 μg) e vancomicina (30 μg). Os discos de 

antimicrobianos foram obtidos da Oxoid Ltd (Hampshire, Reino Unido). A amostra de 

referência Streptococcus penumonia ATCC 49619 foi utilizada como controle nos testes. 

Os halos de inibição foram interpretados de acordo com os critérios estabelecidos pelo 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015), para a determinação das categorias 

de susceptibilidade (sensível, intermediário e resistente). A amostra de referência 

Streptococcus penumoniae ATCC 49619 foi utilizada como controle nos testes. 

 

2.6.2 Teste de Microdiluição em Caldo 

 

A concentração mínima inibitória (CMI) para ampicilina e eritromicina foi 

determinada de acordo com os padrões estabelecidos pelo documento M07-A10 CLSI (2015). 

Para tal, foram preparadas soluções 10 vezes concentradas dos antimicrobianos. Com essas 

soluções, foram feitas diluições duplas e seriadas em caldo Müeller-Hinton (BD Diag.). 

acrescido de 5% de sangue lisado de cavalo (MHB-Sg), Alíquotas de 100 μl de cada diluição 

foram distribuídas em placas de microtitulação de 96 poços e de fundo em “U” (Corning Inc., 

Acton, MA, EUA). 

Os inóculos constaram de suspensões bacterianas com turvação semelhante à escala 

0,5 McFarland em MHB, posteriormente diluídas na razão de 1/20 no mesmo meio de cultura. 

A partir desta, foram distribuídos 10 μL em cada poço da placa, previamente preenchido com 
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100 μl das diluições dos antimicrobianos. As microplacas foram incubadas por 18 h – 24 h a 

36°C±1ºC. Após o período de incubação, a CMI foi considerada como a menor concentração 

do antimicrobiano (em μg/mL) onde não foi identificado, visualmente, crescimento 

bacteriano. A amostra de referência Streptococcus penumoniae ATCC 49619 foi utilizada 

como controle nos testes. 

A determinação da CMI foi realizada para as amostras tipo de S. pseudoporcinus e S. 

porcinus e utilizadas também como parâmetros de comparação nas análises da 

susceptibilidade à estes antimicrobianos por biofilmes formados por essas amostras. 

 

2.7 Caracterização de Atributos de Virulência de S. porcinus e S. pseudoporcinus 

 

2.7.1 Formação de Biofilmes 

 

2.7.1.1 Análise Quantitativa da Biomassa 

 

A formação de biofilme foi realizada em placas de microtitulação com 96 poços, de 

poliestireno e fundo chato (Corning Incorporated, Corning, NY, EUA) de acordo com as 

recomendações de Teldolkar et al., (2004). A partir de um crescimento recente (36±1ºC por 

18h – 24h) em ágar sangue de carneiro (Plast-Labor Ind. e Com., Rio de Janeiro) foi 

confeccionada uma suspensão apresentando turbidez equivalente à escala 0,5 da escala de 

McFarland no meio THB (Todd-Hewitt Broth, BD Diag. System, EUA).  

A cada poço da placa de microtitulação, foram adicionados 200 µL das suspensões 

bacterianas padronizadas. As placas foram incubadas a 36°C±1°C, durante 24 h em atmosfera 

enriquecida com CO2 (capnofilia). Após o período de incubação, o meio de cultura contendo 

células planctônicas foi removido e os poços, contendo biofilmes aderidos, foram lavados 

com 100 µL de solução salina fisiológica (0,85% de NaCl, USB Corporation, Cleveland, OH, 

EUA) estéril. 

Os biofilmes foram fixados com 100 µL de metanol 99% por 15 min, em temperatura 

ambiente. O sobrenadante foi removido e 50µL de cristal violeta 0,2% (Merck, Nova Jersey, 

EUA) foram distribuídos em cada um dos poços. Após incubação por 15 min, em temperatura 

ambiente, o excesso de cristal violeta foi gentilmente removido com água destilada. O corante 

impregnado foi solubilizado com 150 µL de ácido acético a 15% (Quimibrás Ind. Química 

S.A., Rio de Janeiro, Brasil). A absorvância foi medida a λ570 nm em leitor de microplacas 
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IMark (Microplate Absorbance Reader, Bio-Rad, Philadelphia, EUA). Como critério de 

análise, os resultados foram equivalentes à média das leituras de seis para cada oito réplicas 

por amostra, não sendo utilizados no cálculo o maior e o menor valor de DO de cada ensaio. 

Todos os ensaios foram realizados em duplicata e as médias obtidas foram comparadas e os 

desvios padrão incluídos nos resultados. Os resultados obtidos foram utilizados nas avaliações 

comparativas da produção de biofilmes pelas espécies estudadas.  

 

2.7.1.2 Influência da Presença de Glicose e de Sacarose na Formação de Biofilme  

 

Para avaliar a influência de diferentes concentrações de açúcares, foram acrescidas 

quantidades de 0,25%, 0,5%, 0,75% ou 1,0% de glicose ou de sacarose a o meio HIB, cuja 

fórmula original não inclui açúcares. A formação de biofilmes, durante 24 h a 36°C±1°C e 

sob agitação e em capnofilia, foi avaliada pela quantificação da biomassa pelo método do 

cristal violeta, conforme descrito acima, na presença das diferentes concentrações testadas 

para ambos os açúcares.  

 

2.7.1.3 Susceptibilidade aos Antimicrobianos dos Biofilmes de S. pseudoporcinus 

 

A determinação da concentração inibitória de biofilmes (CIB) seguiu as 

recomendações de Pettit et al. (2005). Os ensaios foram realizados em placas de 

microtitulação de poliestireno com fundo chato. A cada um dos poços foram distribuídos 200 

µL de uma suspensão bacteriana com turbidez equivalente a escala 0,5 de McFarland, 

confeccionada em meio BHI, provenientes de uma cultura recente em AS. As placas foram 

incubadas a 36°C±1°C e por 24 h e sob agitação, em uma atmosfera capnofílica.  

Após incubação, o meio de cultura foi removido e os biofilmes foram lavados 

gentilmente, por uma vez, com solução salina fisiológica (NaCl 0,85%). Sobre os biofilmes 

formados, foram adicionados 100 µL das soluções de ampicilina ou de eritromicina (Sigma-

Aldrich Co.), confeccionadas em caldo Müeller-Hinton (MHB, BD Diag.) e previamente 

diluídas na razão dois. As concentrações testadas corresponderam ao intervalo entre 10 

µg/mL e 640 µg/mL, para ambos os antimicrobianos. Após incubação a 36°C±1°C por 24 h, 

foram adicionados, a cada um dos poços, 5µL de uma solução aquosa contendo 0,22% de azul 

de Alamar (Resazurin, Sigma-Aldrich Co.).  
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As placas foram incubadas por 1 h a 36°C±1°C e, posteriormente, foi realizada a 

leitura da absorvância nos comprimentos de onda 570 nm e 600 nm em um leitor Spectra Max 

190 (Molecular Devices, Sunnyvale, Califórnia, EUA). Para todos os ensaios foram incluídos 

controles correspondentes a biofilmes cultivados nas mesmas condições dos testes, porém na 

ausência de antimicrobianos. Todos os ensaios foram realizados em duplicata. Foi 

considerada CIB os valores que apresentaram percentual de redução do Alamar menor ou 

igual a 50% em relação ao controle na ausência do antimicrobiano (100%). 

O percentual de redução do azul de Alamar foi calculado usando a seguinte fórmula: 

(      )      (      )    
(       )       (       )     

      

Onde: 

εox600 = 117216, coeficiente molar de extinção do azul de Alamar na forma oxidada; 

εox570 = 80586, coeficiente molar de extinção do azul de Alamar na forma oxidada; 

εred570 = 155677, coeficiente molar de extinção do azul de Alamar na forma reduzida; 

εred600 = 14652, coeficiente molar de extinção do azul de Alamar na forma reduzida; 

A= absorvância nos poços testes;  

A´= absorvância nos poços controle (sem antimicrobiano),  

λ1= 570 nm; 

λ2= 600 nm. 

 

 

2.7.2 Ensaios de Aderência em Linhagem Celular HeLa 

 

Os ensaios de aderência foram realizados em cultura de células utilizando a linhagem 

celular HeLa e a amostra de S. pseudoporcinus derivada de ATCC BAA 1381
T
 (amostra tipo), 

bem como de S. porcinus derivada ATCC 43138
T
 para fins comparativos. O protocolo 

utilizado seguiu as recomendações de Barocchi et al. (2006) e Burnham et al. (2007).  

As amostras bacterianas foram cultivadas em meio ágar sangue por 18h-24h a 

36ºC±1°C em atmosfera contendo 5% de CO2 e então suspensas em solução salina até 

atingirem turbidez equivalente à da escala 5 de McFarland (1,5x10
9
 UFC/mL). Diluições 

seriadas deste inóculo foram semeadas em ágar sangue e incubadas para a contagem de UFC 

correspondente ao inóculo inicial do ensaio.  

Utilizando placas de 24 poços para cultivo celular (TPP, Suíça), a linhagem celular 

HeLa foi cultivada até a formação de uma monocamada, a qual foi lavada 1x com tampão 

fosfato salina – PBS (0,1M fosfato de sódio monobásico; 0,1M fosfato de sódio dibásico; pH 

7,4) e incubada em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich Co.), 
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contendo a suspensão bacteriana na proporção de 1:50 a 37°C por 2 h em atmosfera 

enriquecida com 5% de CO2. 

Em seguida, foram realizadas três lavagens com tampão PBS (pH 7,4) para a remoção 

das células bacterianas não aderentes. Para a enumeração das bactérias aderentes, as células 

epiteliais foram descoladas dos poços da placa através do tratamento com 100 µL de tripsina 

(Sigma-Aldrich Co.) a 0,25%. A seguir, as células epiteliais foram lisadas por meio da adição 

de 200 µL de Triton X-100 (Sigma-Aldrich Co.) a 0,025% gelado. Diluições seriadas em 

salina fisiológica estéril (NaCl a 0,85%) foram semeadas (10 µL) em meio de ágar sangue, as 

placas foram incubadas por 18h-24h a 36ºC±1°C em atmosfera contendo 5% de CO2. Após o 

período de incubação, as colônias foram contadas e o valor das unidades formadoras de 

colônia por mililitro calculado. As placas utilizadas para contagem foram as que apresentaram 

entre 30 e 300 colônias. Valores obtidos de três experimentos independentes e em triplicata 

foram utilizados para construção de gráficos representativos das taxas de adesão das amostras 

em plataforma EXCEL (Microsoft Office Company). 

 

2.8 Análise Proteômica Comparativa entre S. porcinus e S. pseudoporcinus 

 

2.8.1 Preparo das Amostras 

 

Após reativação em placas contendo Trypticase Soy Agar (TSA, Difco Labs.) 

suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro (TSA-S) e incubação a 35°C por 

18h-24h em atmosfera com 5% de CO2, as amostras RS-21 (S. porcinus) e RS-36 (S. 

pseudoporcinus) foram inoculadas em 25 mL de caldo Todd-Hewitt (Todd-Hewitt Broth, 

THB, Difco Labs.) em tubo cônico de 50 ML por 18 horas. Após o crescimento celular, os 

tubos foram centrifugados a 21000 x g por 10 minutos três vezes. O sobrenadante foi 

descartado e o sedimento foi lavado com 10 mL de Tris HCL 40 mM (pH 8,0). O material foi 

novamente centrifugado nas mesmas condições. Após esse procedimento, o sobrenadante foi 

descartado e adicionou-se 5 mL de tampão de extração contendo Tris HCl 1M (pH 8,0), Ureia 

8M e SDS 1%. Então, o material foi levado ao processador ultrasônico (Sonics VCX 130 

Vibra-Cell, Sonics & Materials, EUA)  por 15 minutos com intervalos de pulso de 5 segundos 

em potência de 15 watts. Durante o processo, as amostras foram mantidas refrigeradas com 

gelo ao redor do frasco. Por fim, o material foi novamente centrifugado a 21000 x g por 10 

minutos.  
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As amostras foram precipitadas em ácido tricloroacético (TCA) a 10% na proporção 

de 1,0 mL de proteína para 278 mL de TCA, seguida de incubação em banho de gelo durante 

60 minutos. Após centrifugação a 14.000 x g durante 10 minutos a 4
o
C, as amostras foram 

lavadas cinco vezes com solução de etanol-éter 50% (v/v) seguida também de centrifugação 

sob as mesmas condições. A concentração de proteínas foi determinada com reagente BCA 

Protein Assay Reagent (Smith et al.,1985), utilizando como padrão, a albumina bovina sérica.  

 

2.8.2 Análise dos Resultados 

 

Os peptídeos obtidos foram avaliados em um instrumento do tipo Q-Tof Micro 

(Waters Corporation, Milford, MA, EUA) acoplado a um NanoUPLC (Nanoaquicty, Waters 

Co.), pertencentes a Unidade de Espectrometria de Massas e Proteômica (UEMP) do Centro 

de Ciências de Saúde da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ. 

Os dados brutos das sequências peptídicas foram processados com auxílio do 

aplicativo Data Explorer 4.2 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA), para serem 

identificados utilizando o banco de dados do NCBInr, através do MASCOT (Matrix Science 

Ltd., disponível em http://www.matrixscience.com), na base Bacteria (Eubacteria). 

O valor de p < 0,01 foi inferido como parâmetro limiar (treshold) na caracterização 

dos peptídeos, que foram analisados em ESI-Q-TOF, para identificação em MS/MS Ion. 

Todos os resultados (matches) foram conferidos visualmente em relação aos espectros 

originais obtidos, considerando identificações válidas somente aquelas, cujas proteínas 

apresentavam três ou mais peptídeos diferentes, desde que pelo menos um apresentasse cinco 

resíduos sequenciados consecutivamente na série Y, B ou ainda de forma complementar. Em 

caso de um número inferior a três peptídeos, foi confirmada como identificação válida, a 

presença de pelo menos um peptídeo com no mínimo sete resíduos de ácidos aminados 

sequenciados consecutivamente na série Y e/ou B ou complementar. Também foi aceito como 

identificação válida da proteína com menos de três peptídeos, desde que um dos peptídeos 

apresentasse 100% de identidade exclusiva para a proteína identificada. A análise funcional 

das proteínas identificadas neste estudo foi realizada através do bando de dados Uniprot 

acoplado ao EMBL-Bank (http://www.ebi.ac.uk/embl). As análises proteômicas foram feitas 

em triplicata técnica. 
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2.9 Genômica Comparativa de S. porcinus e S. pseudoporcinus  

 

Para avaliação comparativa do genoma das espécies S. pseudoporcinus e S. porcinus 

foram selecionadas sequências disponibilizadas no banco de dados do NCBI. Assim, foram 

obtidas as sequências do genoma completo de três amostras de S. pseudoporcinus, sendo uma 

derivada da amostra tipo ATCC BAA 1381
T
, de origem humana, e duas SS-607 e SS-662, 

também incluídas nas demais análises deste estudo e oriundas de leite (origem animal). A 

sequência do genoma completo de uma amostra derivada da ATCC 43138
T
 de S. porcinus foi 

também obtida no mesmo banco de dados e avaliada (TABELA 1).  

Para tal, foi empregado o software Mauve versão 2.3 (DARLING et al., 2004), para o 

alinhamento dos genomas de ambas as espécies. Os dados de anotação estavam 

disponibilizados na plataforma PATRIC 3.2.76 (University of Chicago, Chicago, Il, EUA) e 

foram utilizados para compor as análises. Todos os genes anotados foram confirmados por 

alinhamento usando ferramenta BLAST (NCBI). Sequências de profagos foram identificadas 

utilizando o software PHASTER (Phage Search Tool Enhanced Release; ARNDT et al., 

2016). 
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Tabela 1 -  Amostras e números de acesso no GenBank das respectivas sequências de genoma 

completo utilizadas neste estudo 

 

Espécie Amostra Origem Fonte 
Nº de 

Acesso 

S. porcinus ATCC 43138
T 

Suíno Nódulos linfáticos AEUU01 

S. pseudoporcinus 
ATCC BAA 

1381
T
 

Humano Trato geniturinário AEUY02 

S. pseudoporcinus SS-607 Bovino Leite FMWC01 

S. pseudoporcinus SS-662 Bovino Leite FMWH01 
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3 RESULTADOS 

 

 

Neste estudo foram avaliadas 24 amostras previamente caracterizadas como 

pertencentes a espécie S. pseudoporcinus (sendo 19 de origem humana e cinco obtidas de leite 

– origem bovina); além de seis S. porcinus, que foram incluídas para fins comparativos. As 

amostras foram avaliadas quanto a diferentes aspectos fenotípicos e genotípicos (TABELA 2).  

 

Tabela 2 – Características das amostras de S. pseudoporcinus e S. porcinus avaliadas neste 

estudo 

Amostra 
Ano de 

Isolamento 
Espécime Origem Espécie 

ATCC BAA-1381
T
 ND ND 

Humana 

Streptococcus 

pseudoporcinus 

1217-87 1987 Placenta 

1451-92 1992 Placenta 

638-93 1993 Cérvix 

2144-93 1993 Cérvix 

209-94 1994 ND 

219-94 1994 Canal vaginal 

834-94 1994 Ferida 

1013-94 1994 Urina 

1014-94 1994 Biópsia de trato genital 

1256-95 1995 Ferida 

1533-95 1995 Cérvix 

2177-95 1995 Canal Vaginal 

2885-95 1995 Sangue 

3676-95 1995 Ferida 

3176-97 1997 Coto umbilical 

977-01 2001 ND 

143-04 2004 ND 

644-05 2005 ND 

3148-99 1999 Leite 

Bovino 

3152-99 1999 Leite 

3155-99 1999 Leite 

SS-607 ND Leite 

SS-662 ND Leite 

ATCC 43138
T
   

Suíno 
Streptococcus 

porcinus 

SS-608 ND ND 

SS-611 ND ND 

SS-740 ND ND 

SS-841 ND ND 

SS-1124 ND ND 

SS-608 ND ND 

     ND, não determinado 
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A confirmação da caracterização fenotípica foi realizada pela utilização de testes 

fisiológicos convencionais, que incluíram provas tanto destinadas à identificação em nível de 

gênero, quanto de espécie. Os resultados obtidos revelaram que, considerando a bateria de 

provas utilizada, nenhum dos testes empregados foi discriminatório para as espécies S. 

pseudoporcinus e S. porcinus. Todas as 30 amostras foram positivas nos testes de hidrólise da 

esculina e descarboxilação da arginina, e nos testes de utilização dos açúcares manitol, 

sacarose, sorbitol e trealose. Todas as amostras de ambas as espécies também exibiram o fator 

CAMP (TABELA 3). 

Os testes que se mostraram mais discriminatórios entre as espécies foram os de 

hidrólise do hipurato, onde 93% das amostras de S. pseudoporcinus de origem humana foram 

positivas e nenhuma S. porcinus apresentou este resultado. Entretanto, nenhuma das amostras 

de S. pseudoporcinus oriunda de leite foi positiva para o teste de hidrólise do hipurato. Além 

deste, foi observado também que todas as amostras de S. porcinus foram capazes de crescer 

na concentração de 6,5% de NaCl; enquanto que, apenas 42,1% das amostras de S. 

pseudoporcinus de origem humana e nenhuma oriunda de leite foi positiva para este teste 

(TABELA 3). 

Considerando-se as variações observadas entre as amostras de S. pseudoporcinus de 

origens distintas, foi observado que nos testes de hidrólise do hipurato e de utilização do 

piruvato de sódio como única fonte de carbono, o percentual de amostras humanas positivas 

foi de 94,7% e 84,2%, respectivamente. Entretanto, nenhuma das amostras oriunda de leite foi 

positiva nesses testes. Por outro lado, enquanto todas as amostras de S. pseudoporcinus 

isoladas de leite foram positivas nos testes de utilização de lactose e teste de Voges-

Proskauer, apenas 5,3% e 15,8%, repectivamente, das amostras de origem humana 

apresentaram esses mesmos resultados (TABELA 3). 
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Tabela 3 – Caracterização fenotípica de amostras de Streptococcus pseudoporcinus e 

Streptococcus porcinus por testes fisiológicos convencionais 

 

Testes fenotípicos 

Espécies / % de amostras positivas 

S. pseudoporcinus S. porcinus 

(n=6) Humanas (n=19) Leite (n=5) 

CAMP 100% 100% 100% 

PYR 84,2% 100% 83,3% 

6,5% de cloreto de sódio (NaCl) 42,1% 0% 100% 

Hidrólise da esculina 100% 100% 100% 

Descarboxilação da arginina 100% 100% 100% 

Hidrólise do hipurato 94,7% 0% 0% 

Utilização do piruvato de sódio 84,2% 0% 66,7% 

Teste de Voges-Proskauer 15,8% 100% 83,3% 

Utilização dos açúcares:    

Lactose 5,3% 100% 33,3% 

Manitol 100% 100% 100% 

Sorbitol 100% 100% 100% 

Sacarose 100% 100% 100% 

Trealose 100% 100% 100% 

MGP 94,7% 100% 66,7% 

CAMP, Christie, Atkins e Munch-Petersen; PYR, pirrolidonil β-naftilamida; MGP, metil--glicopiranosídeo. 

 

As amostras bacterianas foram também caracterizadas pelo emprego da metodologia de 

espectrometria de massa MALDI-TOF. Todas as amostras de S. pseudoporcinus e as de S. 

porcinus foram avaliadas por três protocolos distintos que incluíram a aplicação da colônia 

diretamente sobre a placa de aço polido (COL); o uso de ácido fórmico sobre a colônia (FOR); e 

a utilização de extrato proteico obtido pelo emprego de acetonitrila e ácido fórmico (EXT). 

Os resultados obtidos revelaram valores de escores distintos dependendo do tipo do 

protocolo empregado. A partir dos protocolos COL e FOR foram obtidos escores que 

variaram de 1,572 a 2,149 e de 1,498 a 2,163, respectivamente. Enquanto que, para o 

protocolo EXT os escores variaram de 1,812 a 2,201. Dessa forma, com o uso do protocolo 

COL 20,8% (5/24) das amostras de S. pseudoporcinus não foram identificadas (escores < 

1,699); e para FOR isto foi observado em 8,3% (2/24) das amostras. As que não foram 
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identificadas não foram coincidentes em ambos os protocolos. Também, não foi possível 

obter a caracterização de uma amostra de S. porcinus (16,7%; 1/6) com o emprego de COL.  

Todas as amostras de S. pseudoporcinus e de S. porcinus foram corretamente 

identificadas com o emprego de EXT. Assim, com EXT foi identificado um maior percentual 

de amostras incluídas na faixa de escore de >2,0 a < 2,29, que considera segura a 

caracterização do gênero e provável para espécie. Nenhuma amostra apresentou escore ≥ 2,3 

que garante a caracterização do gênero e da espécie, segundo as recomendações do fabricante 

do equipamento. A TABELA 4 apresenta os resultados obtidos com a metodologia de 

MALDI-TOF. Os valores dos escore apresentados representam os maiores obtidos em três 

experimentos independentes, para cada protocolo empregado (COL, FOR e EXT). Também 

cabe ressaltar que, as amostras 1217-87 e 3155-99 foram caracterizadas como S. porcinus 

pelos protocolos COL e FOR e como S. pseudoporcinus, quando do emprego de EXT. Da 

mesma forma, a amostras SS-607 e SS-662 foram consideradas S. porcinus no protocolo COL 

e S. pseudoporcinus em FOR e EXT. Considerando os valores de desvio padrão, o protocolo 

EXT foi superior aos demais utilizados (TABELA 4). Adicionalmente, os resultados 

determinaram que escores ≥1,800 asseguraram a caracterização da espécie. 

 

Tabela 4 – Distribuição das amostras de Streptococcus pseudoporcinus e Streptococcus 

porcinus em relação aos escores obtidos pelo emprego da metodologia de 

MALDI-TOF MS 

 

Dados obtidos por 

MALDI-TOF MS 

Espécies / Protocolos 

S. pseudoporcinus S. porcinus 

COL FOR EXT COL FOR EXT 

Faixas de escore (% de amostras): 

0,000 – 1,699 20,8% 8,3% 4,2% 16,7% - - 

1,700 – 1,999 66,7% 54,2% 83,3% 66,7% 33,3% - 

2,000 – 2,299 12,5% 37,5% 12,5% 16,7% 66,7% 100% 

2,300 – 3,000 - - - - - - 

Valores de escore: 

Mínimo 1,572 1,498 1,733 1,688 1,861 2,036 

Máximo 2,054 2,108 2,072 2,149 2,193 2,201 

Média 1,820 1,900 1,915 1,917 2,048 2,107 

Desvio padrão 0,134 0,150 0,082 0,141 0,122 0,056 

Legenda: MALDI-TOF MS, ionização e dessorção a laser assistida por matriz; COL, colônia, FOR, ácido fórmico sobre a 

colônia, EXT, extrato proteico (Ver Materiais e Métodos); -, Nenhuma amostra .   
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Os maiores valores obtidos com o protocolo EXT foram utilizados para determinação 

da similaridade entre as amostras do estudo e para identificação de biomarcadores pela análise 

dos espectros obtidos, com auxílio do software BioNumerics. Para tal, parâmetros 

empregados incluíram o coeficiente de correlação de Pearson e o método de agrupamento de 

vizinhos (Neighbor joining), a partir dos dados provenientes dos espectros obtidos. Os 

resultados demonstraram que houve uma perfeita discriminação entre as amostras S. 

pseudoporcinus das de S. porcinus, conforme pode ser observado na FIGURA 2. 

Adicionalmente, as amostras de S. pseudoporcinus obtidas de leite (3148-99, 3152-99, 3155-

99, SS-607 e SS-662) mostraram uma maior correlação entre si, do que com as demais 

amostras de origem humana ficando, portanto, agrupadas em um ramo único da árvore. 

Entretanto, a amostra 1217-87 (S. pseudoporcinus), que também apresentou o sorogrupo P de 

Lancefield, demonstrou uma maior correlação com as de S. porcinus (FIGURA 2) 

 

Figura 2 – Agrupamento das amostras de Streptococcus pseudoporcinus e Streptococcus 

porcinus de acordo com os resultados obtidos pela metodologia de MALDI TOF 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Legenda: Agrupament construído com auxílio do software BioNumerics (Applied Math, Belgica) utilizando o 

coeficiente de correlação de Pearson e o algoritmo Neighbor Joining. Em destaque, o ramo 

representativo das amostras de S. pseudoporcinus isoladasde leite. 

  

1217-87 

SS-662 

SS-607 

3152-99 

3155-99 3148-99 

2144-93 

            ATCC BAA 1381
T 

ATCC 43138
T 

638-93 1451-92 2177-95 

SS-608 

SS-1124 

SS-740 

SS-841 

SS-611 

1217-87 

3176-97 

3676-95 

1256-95 

1013-94 

143-04 

977-01 

644-05 
2885-95 

1014-94 

209-94 

219-94 

1533-95 

834-94 

Streptococcus pseudoporcinus 
 

Streptococcus porcinus 
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Os dados obtidos com a metodologia de MALDI-TOF foram também avaliados 

quanto à identificação de biomarcadores, determinados pela comparação dos picos presentes 

nos espectros de massa de cada uma das amostras bacterianas e na determinação daqueles que 

se mostraram espécie-específicos. Estas análises também foram conduzidas no software 

BioNumerics, empregando-se os seguintes parâmetros: constante de tolerância (constant 

tolerance) = 5; tolerância linear (linear tolerance) = 300; deslocamento horizontal máximo 

(maximum horizontal shift) = 1.  

A análise computadorizada quanto à presença ou ausência de biomarcadores inter e 

intra-espécies apontou um total de 50 picos analisados, considerando-se as 24 amostras de S. 

pseudoporcinus e as seis de S. porcinus (incluídas para fins comparativos). A FIGURA 3 

demonstra a comparação entre os espectros obtidos com as amostras tipo de S. 

pseudoporcinus (ATCC BAA-1381
T
) e de S. porcinus (ATCC 43138

T
). Foram identificados 

sete picos idênticos e algumas regiões com marcadores semelhantes (FIGURA 3).  

 

Figura 3 – Comparação dos espectros de massa obtidos pela metodologia de MALDI-TOF das 

amostras tipo de Streptococcus pseudoporcinus (ATCC BAA-1381
T
) e de 

Streptococcus porcinus (ATCC 43138
T
) 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Análise realizada com auxílio do software BioNumerics, empregando-se os seguintes parâmetros: 

constante de tolerância (constant tolerance) = 5; tolerância linear (linear tolerance) = 300; 

deslocamento horizontal máximo (maximum horizontal shift) = 1. Em destaque os valores de m/z dos 

picos comuns a ambas as amostras. 
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Já a comparação entre a amostra tipo de S. pseudoporcinus, de origem humana, com a 

amostra SS-662, oriunda de leite revelou 30 picos completamente coincidentes (FIGURA 4). 

 

Figura 4 – Comparação dos espectros de massa obtidos pela metodologia de MALDI-TOF entre 

amostras de S. pseudoporcinus de origem humana (ATCC BAA-1381
T
) e de leite (SS-

662) 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Análise realizada com auxílio do software BioNumerics, empregando-se os seguintes parâmetros: 

constante de tolerância (constant tolerance) = 5; tolerância linear (linear tolerance) = 300; 

deslocamento horizontal máximo (maximum horizontal shift) = 1. Em destaque os valores de m/z dos 

picos comuns a ambas as amostras. 

 

Considerando-se uma comparação de todas as amostras incluídas neste estudo, foi 

observado que um pico equivalente a 9446.56 m/z foi identificado em todas as amostras de S. 

pseudoporcinus, estando ausente nas de S. porcinus. Além deste, picos de 4064.66 m/z e 

8127.83 m/z também foram ausentes em S. porcinus e presentes em S. pseudoporcinus, 

excetuando-se para amostra 1217-87 (TABELA 5). Em relação à origem das amostras de S. 

pseudoporcinus foi identificado que um pico de 6371.08 m/z esteve presente em todas as 

amostras de origem humana e ausente nas de leite. Além deste, os de 5916.05 m/z e de 

66371.08 m/z  parecem ser mais característicos de amostras de origem humana. A TABELA 5 

apresenta os dados obtidos com as análises relativas à comparação dos picos identificados nos 

espectros obtidos por MALDI TOF.  
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Tabela 5 – Comparação dos valores de m/z (massa carga) identificados nos espectros obtidos 

pela metodologia de MALDI-TOF MS para as espécies Streptococcus 

pseudoporcinus (n=24) e Streptococcus porcinus (n=6) para a determinação de 

biomarcadores 

Valores de 

massa/carga 

(m/z) 

Espécies (% de amostras) 

S. pseudoporcinus 
S. porcinus 

(n=6) Leite 

(n=5) 

Humanas 

(n=19) 
1982.36 80,0 77,8 33,3 

2069.56 100 88,9 33,3 

2085.53 80,0 83,3 16,7 

2167.32 60,0 77,8 66,7 

2245.55 100 100 100 

2410.31 40,0 77,8 16,7 

2689.95 80,0 100 66,7 

2689.95 100 77,8 83,3 

3184.87 40,0 88,9 16,7 

3360.72 100 100 83,3 

3402.25 100 77,8 83,3 

3422.26 100 100 83,3 

3474.76 100 50,0 50,0 

3491.77 - 94,4 - 

3769.92 100 94,4 83,3 

3968.12 100 77,8 83,3 

4064.66 100  94,4* - 

4452.68 100 100 83,3 

4522.05 100 94,4 66,7 

4538.27 100 94,4 83,3 

4725.43 100 100 83,3 

4791.22 20,0 55,6 83,3 

5105.11 80,0 55,6 83,3 

5173.82 100 94,4 50,0 

5247.36 100 66,7 83,3 

5380.28 100 100 100 

5452.10 100 83,3 83,3 

5507.90 80,0 94,4 - 

5916.05 - 94,4 16,7 

5957.24 100 88,9 100 

6224.39 100 100 33,3 

6371.08 - 100 33,3 

6720.30 100 100 100 

6802.48 100 100 100 

6843.38 100 100 83,3 

6948.67 100 88,9 83,3 

6982.72 20,0 94,4 - 

7538.67 100 100 83,3 

7934.91 100 100 83,3 

8127.83 100  94,4* - 

8490.48 20,0 77,8 - 

9042.80 100 94,4 83,3 

9075.21 100 100 83,3 

9446.56 100 100 - 

9578.16 80,0 77,8 - 

9859.25 80,0 61,1 50,0 

10209.52 100 66,7 83,3 

10346.55 100 100 50,0 

10494.06 100 72,2 83,3 

10906.83 100 100 83,3 

    *Exceto a amostra 1217-87; -, nenhuma amostra. 
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A análise dos perfis proteicos obtidos pelo emprego da metodologia de SDS-PAGE 

revelou uma grande similaridade (valores > 80%) entre as espécies S. pseudoporcinus e S. 

porcinus não tendo sido suficientemente discriminatória. Dessa forma, esta metodologia não 

se mostrou útil para identificação da espécie. A FIGURA 5 apresenta o dendrograma obtido 

por SDS-PAGE. O arranjo formado reuniu a amostra tipo de S. porcinus em um percentual de 

similaridade > 80% com as amostras com as amostras 2144-93 e 834-94 de S. 

pseudoporcinus. Além disso, percentuais de similaridade >70% foram identificados em 

arranjos determinados entre as amostras SS-662 de S. pseudoporcinus e SS-608 e SS-740 de 

S. porcinus; como também entre SS-607 de S. pseudoporcinus e SS-611 e SS-841 de S. 

porcinus. A amostra SS-1124 de S. porcinus não foi incluída nessa análise por não sido 

possível a obtenção de extratos proteicos com qualidade satisfatória. 

 

Figura 5 – Dendrograma representativo do agrupamento das amostras de Streptococcus 

pseudoporcinus e Streptococcus porcinus determinado pelo emprego da 

metodologia de análise do perfil de proteínas totais obtido por eletroforese em 

gel de poliacrilamida acrecido de dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: - A construção do dendrograma foi realizada com auxílio do sofware BioNumerics (Applied Maths) 

empregando coeficiente Pearson, com tolerância de 1 % para o cálculo dos índices de similaridade e o 

método UPGMA para determinação dos agrupamentos. Amostras relacionadas foram consideradas as 

que apresentaram percentuais de similaridade ≥80% (linha pontilhada).  
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Através da utilização da metodologia de SDS-PAGE pode-se, também, observar a 

formação de três arranjos e dois perfis únicos entre as amostras S. pseudoporcinus. O grupo 

prevalente reuniu 14 amostras (58,3%; 14/24), seguido de um segundo agrupamento com seis 

amostras (25,0%; 6/24) que incluiu a amostra tipo da espécie. Além deste, um terceiro grupo 

reuniu duas amostras de S. pseudoporcinus (2144-93 e 834-94) juntamente com a amostra 

tipo de S. porcinus. Os perfis únicos corresponderam as amostras SS-607 e SS-662. 

Para analisar a relação evolutiva de S. pseudoporcinus foram alinhadas as sequências 

nucleotídicas dos genes rrs de 18 amostras de S. pseudoporcinus. Cinco amostras de S. porcinus 

foram incluídas para fins comparativos. Foram construídas duas árvores filogenéticas, uma pelo 

método de UPGMA (FIGURA 6) e outra por Neighbor joining (FIGURA 7). Todas as amostras 

de S. pseudoporcinus se mostraram distanciadas de S. porcinus.  

Além disso, dentre as 18 amostras de S. pseudoporcinus avaliadas foram identificados 

dois principais clados. Um deles foi constituído apenas pelas amostras de origem humana; 

enquanto o outro reuniu apenas as amostras obtidas de leite (de origem animal). 

Adicionalmente, a amostra 1217-87 foi a mais divergente. Além disso, as amostras 2144-93, 

834-94 e 143-04 também não apresentam similaridade de 100% com as demais. As duas 

análises revelaram que as amostras de S. pseudoporcinus de fonte humanas menos 

relacionadas com as amostras de fonte animal.  

 

Figura 6 – Árvore filogenética mostrando a relação de S. pseudoporcinus e S. porcinus com 

base no alinhamento de sequências do gene rrs (16S rRNA) pelo método de 

UPGMA 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

Legenda: Construída com emprego de 1.000 bootstraps; distâncias evolutivas calculadas utilizando o método 

maximum composite likelihood. A régua indica a distância evolutiva relativa. Os números nos braços do 

dendograma são o valores de bootstraps na formação do grupo.  
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Figura 7 – Árvore filogenética mostrando a relação de S. pseudoporcinus e S. porcinus com base 

no alinhamento de sequências do gene rrs (16S rRNA) pelo método de Neighbor 

Joining 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Construída com emprego de 1.000 bootstraps; distâncias evolutivas calculadas utilizando o método 

maximum composite likelihood. A régua indica a distância evolutiva relativa. Os números nos braços do 

dendograma são o valores de bootstraps na formação do grupo.  

 

 

Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos por metodologia de difusão em ágar 

revelaram que todas as amostras (de ambas espécies) foram sensíveis a cefoxitina, 

levofloxacina e vancomicina. Além disso, as amostras de S. pseudoporcinus isoladas de leite 

foram sensíveis a todos os antimicrobianos testados. Por outro lado, 66,0% das amostras de S. 

pseudoporcinus de origem humana foram resistentes à tetraciclina. Da mesma forma, 50,0% 

das amostras de S. porcinus também apresentaram esta característica. Além da tetraciclina, 

taxas de não susceptibilidade relativas as amostras de S. porcinus foram identificadas apenas 

para penicilina (16,6%). 

Entretanto, 16,2%, 11,1% e 5,5% das amostras de S. pseudoporcinus de origem 

humana foram não susceptíveis ao cloranfenicol, clindamicina e eritromicina, 

respectivamente. Em relação aos beta-lactâmicos, 11,1% e 5,5% dessas amostras não foram 

susceptíveis a penicilina e a ampicilina, respectivamente. 
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A capacidade de formar biofilmes foi investigada no contexto da expressão de 

atributos de virulência por esses microrganismos. A quantificação da biomassa relativa à 

formação de biofilme foi realizada pela avaliação espectrofotométrica a λ=570nm. Os 

resultados foram obtidos pela variação na impregnação do cristal violeta na matriz do 

biofilme formado nas paredes e no fundo dos poços das placas de microtitulação. Os valores 

das leituras são proporcionais à intensidade da cor obtida na solução descorante (ácido 

acético), pela retirada do corante impregnado no biofilme. Conforme descrito nos materiais e 

métodos, a formação do biofilme foi categorizada em: forte DO570 ≥ 0,6; média 0,3 < DO570 < 

0,599; ou fraca 0,1 < DO570 < 0,299.  

Todas as amostras de S. pseudoporcinus, assim como de S. porcinus, se mostraram 

capazes de formar biofilmes. Entretanto, os resultados obtidos com a formação de biofilmes 

das 24 amostras de S. pseudoporcinus em meio THB (que contém 0,2% de glicose em sua 

constituição original) revelaram que 37,5% das amostras foram produtoras em níveis médios, 

com valores que variaram de DO570 0,31 a 0,49. As demais amostras formaram biofilmes em 

níveis fracos (DO570 0,1 a 0,28). Nenhuma amostra de S. pseudoporcinus produziu biofilmes 

em níveis fortes sob essas condições de cultivo. As amostras de S. porcinus incluídas para fins 

comparativos também produziram biofilmes em níveis fracos a médios (três amostras cada 

com valores DO570  0,2 a 0,29 e 0,3 a 0,37, respectivamente). Estes dados estão apresentados 

na FIGURA 8. 

A formação de biofilmes pelas amostras tipo de Streptococcus pseudoporcinus (ATCC 

BAA-1381
T
) e de Streptococcus porcinus (ATCC 43138

T
) foi avaliada também em meio de 

cultura adicionado glicose ou sacarose. Os resultados obtidos mostraram um aumento de até 

dez vezes nos valores de densidade ótica. Em presença de sacarose, o aumento na formação 

de biofilme pela amostra de S. pseudoporcinus foi diretamente proporcional ao aumento da 

concentração de açúcar. Este fato não foi observado para a amostra de S. porcinus, que 

formou uma maior biomassa na menor concentração deste açúcar – 0,25% e 0,5% (p/v); 

excetuando-se a concentração 1,0% (p/v), em decorrência do elevado desvio padrão. 

Com relação à adição de glicose, foi observado um efeito diferente para ambas as 

espécies. De fato a adição de glicose proporcionou os maiores valores de DO, refletindo uma 

maior biomassa. Entretanto, para S. pseudoporcinus pode-se observar um aumento 

considerável quando da adição de 0,75% e 1,0% de glicose. Enquanto que, para S. porcinus, 

apesar dos valores de DO serem comparáveis em todas as concentrações deste açúcar, pode-se 

observar uma discreta redução da biomassa quando da adição das concentrações mais 

elevadas (0,75% e 1,0%). A FIGURA 9 apresenta estes resultados. 
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Figura 8 – Valores de densidade ótica relativos a quantificação da biomassa em biofilmes 

produzidos por amostras de S. pseudoporcinus e de S. porcinus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Colunas representam as médias da DO em dois experimentos independentes com seis réplicas cada; 

barras representam desvio padrão. 

 

Figura 9 – Valores de densidade ótica relativos a quantificação da biomassa em biofilmes 

produzidos pelas amostras tipo de Streptococcus pseudoporcinus (ATCC BAA-

1381
T
) e de Streptococcus porcinus (ATCC 43138

T
) na presença de diferentes 

concentrações de sacarose e de glicose 

 

. 

 

 

 

 

Legenda: Colunas representam as médias da DO em dois experimentos independentes com seis réplicas cada; 

barras representam desvio padrão. 
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Foi também avaliado comparativamente a susceptibilidade de biofilmes formados 

pelas amostra tipo de S. pseudoporcinus e de S. porcinus, frente à ação de ampicilina e 

eritromicina, que são antimicrobianos normalmente utilizados no tratamento das infecções 

causadas por microrganismos do gênero Streptococcus. Foram determinados os valores de 

concentração inibitória mínima (CIM, para células planctônicas) e de concentração inibitória 

dos biofilmes (CIB). Os valores de CIB, obtidos pelo ensaio de redução do azul de Alamar, 

foram extremamente elevados para ambos os antimicrobianos, variando de 5.000 (para 

eritromicina) para mais de 40.000 (para ampicilina) vezes. Biofilmes de S. pseudoporcinus se 

mostraram menos susceptíveis à ação de ampicilina do que S. porcinus (TABELA 6). 

 

Tabela 6 – Valores de concentração inibitória mínima (CIM)
1
 e concentração inibitória de 

biofilmes (CIB)
2
 das amostras tipo de Streptococcus pseudoporcinus e de 

Streptococcus porcinus 

Amostras 

Antimicrobianos
 

AMPICILINA  

(em µg/mL) 

ERITROMICINA 

(em µg/mL) 

CIM CIB 
% de 

aumento
2 CIM CIB 

% de 

aumento
2 

S. pseudoporcinus 

(ATCC BAA-1381
T
) 

≤ 0,015 > 640 >40.000 0,12 > 640 >5.000 

S. porcinus 

(ATCC 43138
T
) 

0,06 > 640 >10.000 0,12 > 640 >5.000 

1CIM, determinada pelo teste de microdiluição em caldo; 2percentual de aumento da CIB em relação a CIM 

 

A aplicação da técnica de espectrometria de massa (ESI-Q-TOF) permitiu identificar 

um total de 92 proteínas, sendo 46 para cada amostra tipo das espécies S. pseudoporcinus e S. 

porcinus. A análise das sequências de peptídeos revelou que para S. pseudoporcinus foram 

identificadas 27 proteínas relacionadas ao metabolismo de aminoácidos e proteínas, 10 

relacionadas ao metabolismo de carboidratos, uma única relacionada à síntese de ATP, cinco 

proteínas relacionadas ao metabolismo de ácido nucleico e três correspondentes a outras 

funções. Em S. porcinus foram identificadas 24 proteínas relacionadas ao metabolismo de 

proteínas e aminoácidos, 11 relacionadas ao metabolismo de carboidratos, duas a síntese de 

ATP, duas a resposta ao estresse, cinco ao metabolismo de ácido nucleico e duas 

correspondentes a outras funções. A análise funcional foi realizada na base de dados EMBL-
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Bank (<http://www.ebi.ac.uk/embl>). A distribuição das proteínas por espécie e por categoria 

funcional está apresentada na FIGURA 10. 

 

Figura 10 – Distribuição das proteínas por função biológica obtidas das amostras tipo de 

Streptococcus pseudoporcinus (ATCC BAA-1381
T
) e de Streptococcus porcinus 

(ATCC 43138
T
), após separação por SDS-PAGE e identificação por 

espectrometria de massas (ESI-Q-TOF) 

 

 

 

 

 

 

 

Na Tabela 7 estão identificadas as proteínas encontradas pela análise proteômica, 

agrupadas de acordo com sua função, identificadas com o respectivo código do banco de dados 

Swiss Prot. Para garantir uma segurança maio na identificação, somente foram listadas as 

proteínas que apresentavam um score ≥ 60. É possível notar a presença de diversas proteínas 

relacionadas ao metabolismo de aminoácidos, provavelmente pelo fato do extrato proteico ter 

sido confeccionado no momento de crescimento exponencial das células bacterianas. 

  

S. pseudoporcinus S. porcinus 

metabolismo de proteínas e aminoácidos metabolismo de carboidratos

síntese de ATP resposta ao estresse

metabolismo de ácido nucleico outras funções
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Tabela 7 – Caracterização
1
 das proteínas das amostras tipo de Streptococcus pseudoporcinus 

(ATCC BAA-1381
T
) e de Streptococcus porcinus (ATCC 43138

T
) identificação 

por espectrometria de massas (ESI-Q-TOF) 

 

Função biológica
 
/ Proteínas 

SwissProt 

(código de acesso) 

Amostras 

ATCC BAA-1381
T
 ATCC 43138

T
 

 Metabolismo de Aminoácidos e proteínas:    

Fator de elongação Tu 
EFTU_STRP3 

EFTU_STRS2 
+ + 

Fator de elongação G 
EFG_STRU0 

EFG_STRU0 
+ + 

Fator de elongação Ts EFTS_STRPD + - 

Fator de elongação P EFP_STREM + - 

Arginina deaminase ARCA_STRU0 + + 

Ornitina carbamoiltransferase OTC_STRU0 + + 

Proteína ribossomal 50S L1 RL1_STRU0 + + 

Proteína ribossomal 50S L2 RL2_STRU0 + + 

Proteína ribossomal 50S L3 
RL3_STRU0 

RL3_STRT1 
+ + 

Proteína robossomal 50S L4 
RL4_STRSV 

RL4_STRP1 
- + 

Proteína ribossomal 50S L5 RL5_STRU0 + + 

Proteína ribossomal 50S L6 RL6_STRU0 + - 

Proteína ribossomal 50S L7/L12 RL7_STRE4 - + 

Proteína ribossomal 50S L13 RL13_LACPL + - 

Proteína ribossomal 50S L14 RL14_STRA1 - + 

Proteína ribossomal 50S L15 RL15_STRU0 + - 

Proteína ribossomal 50S L16 RL16_STRU0 + - 

Proteína ribossomal 50S L17 RL17_LACLA + - 

Proteína ribossomal 50S L20 RL20_STRP1 + - 

Proteína ribossomal 50S L22 RL22_STRA1 + - 

Proteína ribossomal 30S S1 RS1_STRR6 + + 

Proteína ribossomal 30S S2 RS2_STRE4 - + 

Proteína ribossomal 30S S3 RS3_STRU0 + + 

Proteína ribossomal 30S S4 RS4_STRU0 + + 

Proteína ribossomal 30S S5 
RS5_STRP6 

RS5_STRR6 
+ + 

Proteína ribossomal 30S S7 RS7_STRU0 + + 

Proteína ribossomal 30S S8 RS8_STRP1 + + 

Proteína ribossomal 30S S9 RS9_STRR6 + - 

Proteína ribossomal 30S S10 RS10_STRE4 - + 

   Continua 
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Tabela 7 – Caracterização
1
 das proteínas das amostras tipo de Streptococcus pseudoporcinus 

(ATCC BAA-1381
T
) e de Streptococcus porcinus (ATCC 43138

T
) por 

espectrometria de massas (ESI-Q-TOF). Continuação 

 

Função biológica
 
/ Proteínas 

SwissProt 

(código de acesso) 

Amostras 

ATCC BAA-1381
T
 ATCC 43138

T
 

Proteína ribossomal 30S S11 RS11_STRA1 + - 

Proteína ribossomal 30S S12 RS12_STRP1 + - 

Proteína ribossomal 30S S13 RS13_STRPB + - 

Partícula de proteína de reconhecimento de 

sinal 
SRP54_STRMU - + 

Superóxido dismutase  SODM_STRPO - + 

Fator de iniciação de tradução IF-2 IF2_STRE4 - + 

Fator de reciclagem de ribossomo RRF_STRE4 - + 

 Metabolismo de Carboidratos:    

Enolase 
ENO_STRS2 

ENO_STRA1 
+ + 

Gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase G3P_STREQ + + 

Glutamino-frutose-6-fosfato aminotransferase GLMS_STRP6 + - 

Acetato quinase  

ACKA_STRA3 

ACKA_STREM 

ACKA_STRU0 

ACKA_STRP1 

+ + 

Fosfoglicerato quinase 
PGK_STRP2 

PGK_STRR6 

PGK_LACPL 

+ + 

Trifostato isomerase TPIS_STRA1 + - 

Formato acetiltransferase  PFL_STRMU + + 

Piruvato quinase KPYK_LACLA + + 

Frutose bifosfato aldolase ALF_STRP1 - + 

Glicose-6-fosfato isomerase G6PI_STREM - + 

Fosfoglicerato mutase  GPMA_STRU0 - + 

Lactato desidrogenase  LDH_STRU0 - + 

 Síntese de ATP:    

ATP sintase subunidade alfa 
ATPA_STRU0 

ATPA_STRPD 
+ + 

ATP sintase subunidade beta ATPB_STRU0 - + 

 Resposta ao Estresse:    

Chaperonina 60 kDa CH60_STRA1 + + 

Chaperona DnaK 
DNAK_STRAG 

DNAK_STRPZ 
+ + 

   Continua 
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Tabela 7 – Caracterização
1
 das proteínas das amostras tipo de Streptococcus pseudoporcinus 

(ATCC BAA-1381
T
) e de Streptococcus porcinus (ATCC 43138

T
) por 

espectrometria de massas (ESI-Q-TOF). Continuação 

 

Função biológica
 
/ Proteínas 

SwissProt 

(código de acesso) 

Amostras 

ATCC BAA-1381
T
 ATCC 43138

T
 

 Metabolismo de Ácido Nucleico: 
   

RNA polimerase subunidade alfa 
RPOA_STRS2 

RPOA_STRA1 
+ + 

RNA polimerase subunidade beta RPOC_STRR6 - + 

Uracil fosforibosil transferase 
UPP_STRU0 

UPP_STRE4 
+ + 

Repressor transcripcional de CodY sensor 

de GTP 
CODY_STRU0 + - 

Fosforilase de Purina Nucleosidica tipo 

DeoD 
DEOD_STRPB + + 

CTP sintetase PYRG_STRA1 + - 

Ribose-fosfato pirofosfoquinase KPRS1_STRPN - + 

 Outras Funções: 
   

Fator trigger 
TIG_STRU0 

TIG_STRE4 
+ + 

Acetil-coA carboxilase carboxil 

transferase subunidade Beta 
ACCD_STRE4 + - 

AAC/APH Bifuncional AACA_ENTFA + - 

Provável  pirofosfatase inorgânica 

manganês dependente  
PPAC_STRU0 - + 

Legenda: 
1
A caracterização das proteínas foi realizada com auxílio do Mascot (ver Materiais e Métodos), com 

escores iguais ou superiores a 60 e p<0,01; 
2
A função determinada por consulta a base de dados EMBL-

Bank (http://www.ebi.ac.uk/embl); SDS-PAGE, eletroforese em gel de poliacrilamida acrescido de 

dodecil sulfato de sódio. 

 

 

Considerando-se aderência como uma etapa fundamental ao estabelecimento de um 

processo infeccioso, foi avaliado também a capacidade da amostra tipo de S. pseudoporcinus  

em aderir a células de linhagem HeLa. Os resultados foram comparados com os obtidos para a 

amostra tipo de S. porcinus. Foi demonstrado que a adesão às células HeLa, em ambas as 

espécies, ocorreu na ordem de grandeza de até 10 já com 30 min de contato. Para ambas 

espécies, o número de células aderidas aumentou de maneira progressiva até 180 min. 

Entretanto, foi observado que o número de células de S. pseudoporcinus aderidas foi de até 

100% maior do que de S. porcinus nos tempos avaliados (FIGURA 11). 
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Figura 11 – Interação das amostras tipo de Streptococcus pseudoporcinus (ATCC BAA-

1381
T
) e de Streptococcus porcinus (ATCC 43138

T
) com células HeLa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Colunas representam as médias das unidades formadoras de colônias por mililitro (UFC/mL) em três 

experimentos independentes com três réplicas cada; barras representam desvio padrão. 

 

 

Em relação às análises realizadas com as sequências do genoma completo das 

amostras de S. pseudoporcinus foi observado que, para a amostra tipo desta espécie ATCC 

BAA-1381
T
, de origem humana, foram identificados 2.045 genes preditos, 37,23% de 

conteúdo G+C, 20 operons de rRNA, 58 genes de tRNA. Para as amostras de origem de leite, 

a SS-607 apresentou 2.082 genes preditos, 37,39% de conteúdo C+G, quatro operons de 

rRNA, 42 genes de tRNA; e SS-607 apresentou 2.088 genes preditos, 37,34% de conteúdo 

C+G, quatro operons de rRNA, 43 genes de tRNA (FIGURA 12). Já a amostra tipo de S. 

porcinus (ATCC 43168
T
) apresentou 1.956 genes preditos, 36,8% de conteúdo C+G, 15 

operons de rRNA, 57 genes de tRNA. 
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Figura 12 – Mapa circular do genoma de amostras das espécies S. porcinus (ATCC 43168
T
) e 

S. pseudoporcinus de origem humana (ATCC BAA-1381
T
) e de leite (SS-607 e 

SS-662) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Mapa construído utilizando a ferramenta CGview na plataforma PATRIC; G, guanina; C, citosina; GC 

content+; GC skew – (Assimetria do conteúdo GC nas fitas positiva e negativa). S. porcinus / 1 contig; 

S. pseudoporcinus ATCC 43168
T 

/ 34 contigs; SS-607/44 contigs e SS-662/47 contigs. 

 

 

O alinhamento dos genomas revelou que as amostras de S. pseudoporcinus, ATCC 

BAA 1381
T
, SS-607 e SS-662, apresentaram algumas exclusões e várias regiões de inversões 

e translocações em relação ao genoma da amostra ATCC 43168 de S. porcinus. Foi observado 

também, vários rearranjos decorrentes de translocação e inversões de regiões de sequência nos 

genomas das amostras de S. pseudoporcinus, entretanto as amostras isoladas de animal, SS-

ATCC BAA 1381
T
 ATCC 43168

T 

SS-607 SS-662 
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607 e SS-662, foram mais relacionadas e apresentou um menor número de rearranjos 

cromossômicos quando comparadas a amostra de S. pseudoporcinus de origem humana 

(FIGURA 13).  

 

 

Figura 13 – Alinhamento do genoma de amostras das espécies S. porcinus (ATCC 43168
T
) e 

S. pseudoporcinus de origem humana (ATCC BAA-1381
T
) e de leite (SS-607 e 

SS-662) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Alinhamento dos genomas usando o software Mauve. Os blocos com cores idênticas representam 

blocos colineares locais (LCB), indicando regiões de DNA homólogas compartilhadas por dois ou 

mais cromossomos sem rearranjos de sequência. Os LCB indicados abaixo da linha preta horizontal 

representam regiões que alinharam na orientação inversa. Rearranjos cromossômicos e inversões de 

regiões de sequência podem ser vistos representados por blocos coloridos ligados pelas linhas.  

 

 

Das proteínas preditas a partir da anotação do genoma sequenciado, foram 

identificadas 13.189 proteínas para a amostra de S. pseudoporcinus ATCC 43168
T
; e para SS-

607 e SS-662 (amostras isoladas de leite), foram preditas um total de 13.068 e 13.130, 

respectivamente. Já para a amostra de S. porcinus o número de proteínas preditas foi de 

12.778.  

Um total de 1.422 proteínas preditas foi compartilhado pelos quatro genomas 

(FIGURA 14). Das proteínas preditas a partir da anotação dos genomas, observamos que a 

amostra de S. porcinus, apresentou um total de 10.995 proteínas não compartilhadas com os 

SS-607 

SS-662 

ATCC 43168T 

ATCC BAA 1381T 
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genomas de S. pseudoporcinus avaliados. Já as amostras de S. pseudoporcinus isoladas de 

leite, SS-607 e SS-662, compartilharam um maior número de proteínas preditas entre si 

(5.598); enquanto que, a amostra isolada de humano compartilhou 3.759 e 3.766 proteínas 

com a amostra SS-607 e SS-662, respectivamente. Isto demonstrou uma diferença maior entre 

a amostra humana e as oriundas de leite do que estas duas entre si. As três amostras de S. 

pseudopoRcinus compartilharam entre si um total de 3.753 proteínas preditas (FIGURA 14).  

 

 

Figura 14 – Diagrama de Venn construído para determinar a relação das proteínas preditas do 

genoma de amostras das espécies S. porcinus (ATCC 43168
T
) e S. 

pseudoporcinus de origem humana (ATCC BAA-1381
T
) e de leite (SS-607 e SS-

662) 

 

             
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Diagrama de Venn apresentando o número de proteínas preditas pelo sequenciamento do genoma 

completo, compartilhadas ou não entre as amostras. As amostras foram representadas por cores 

diferentes. Os números na região interseccional indicam proteínas compartilhadas por duas ou mais 

amostras. 

 

 

O alinhamento múltiplo das sequências de aminoácidos de proteínas preditas dos 

genomas sequenciados revelou um elevado número de eventos de translocação entre a 

ATCC BAA-1381
T
 SS-607 
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amostra de S. porcinus com as de S. pseudoporcinus. Também foi observado que as amostras 

da espécie S. pseudoporcinus, SS-607 e SS-662, isoladas de leite, foram altamente 

relacionadas entre si e determinaram uma menor homologia com a de origem humana. 

Proteínas homólogas preditas e que se encontravam na região de 280.000 a 380.000 (pelo 

Mauve) foram observadas apenas para as amostras de S. pseudoporcinus; mesmo a amostra de 

origem humana tendo demonstrado uma menor região de homologia com as amostras 

provenientes de leite (FIGURA 15). 

 

 

Figura 15 – Alinhamento das proteínas preditas a partir das sequências do genoma de 

amostras das espécies S. porcinus (ATCC 43168
T
) e S. pseudoporcinus de 

origem humana (ATCC BAA-1381
T
) e de leite (SS-607 e SS-662) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Alinhamento das sequências de aminoácidos originárias da anotação dos genomas usando o software 

Mauve. As regiões de mesma cor representam homologia do mesmo bloco em locais colineares do 

genoma. 

 

 

O sequenciamento do genoma também revelou a presença de determinantes de 

resistência a tetraciclina. Na amostra de origem humana de S. pseudoporcinus foi identificado 

o gene tetM; enquanto que na amostra de S. porcinus, o gene tetO. Também, de forma 

supreendente foi anotada uma enzima modificadora de aminoglicosídeos [aminoglicosídeo 

nucleotidiltransferase / ANT(6)], responsável pela resistência a níveis elevados de 

aminoglicosídeos, na amostra de S. pseudoporcinus de origem humana. Nas amostras de S. 

SS-607 

SS-662 

ATCC 43168T 

ATCC BAA 1381T 
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pseudoporcinus isoladas de animal (SS-607 e SS-662) não foram anotados genes ou mutações 

associados a mecanismos de resistência aos antimicrobianos.  

Como elementos relacionados à virulência dessas amostras, destacamos que em todas 

as amostras avaliadas (de S. pseudoporcinos e de S. porcinus) foram anotadas as proteínas 

cisteína protease de estreptococos SpeB (codificada por speB), a frutose bifosfato aldolase de 

classe II (codificada por fba) e a UTP--glucose-1-phosphate uridililtransferase (codificada por 

galU). Entretanto, apenas na amostras de S. pseudoporcinus foi identificada a proteína de 

ligação à fibronectina – Fbp.  

A anotação do genoma também revelou a presença de fagos apenas no genoma de S. 

porcinus. Um fago intacto (PHAGE_Strept_Str_PAP_1_NC_028666) de origem em 

Streptococcus e dois incompletos, um de Staphylococcus e outro de Bacillus, foram anotados 

no genoma da amostra desta espécie avaliada. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

Estudos relacionados ao esclarecimento das características e atributos de virulência e 

de resistência da espécie Streptococcus pseudoporcinus, considerado por alguns autores como 

uma espécie subnotificada, diante de sua proximidade filogenética com outras espécies do 

gênero, como S. porcinus e até mesmo S. agalactiae, ainda são raros. Após o reconhecimento 

de S. pseudoporcinus como uma nova espécie de estreptococos e a realocação de amostras 

anteriormente identificadas como S. porcinus (BEKAL et al, 2006.), algumas poucas 

tentativas de estabelecimento da epidemiologia, prevalência, incidência e caracterização 

desses microrganismos foram realizadas. Nesse sentido, a relação de Streptococcus 

pseudoporcinus como agente de infecções em humanos vem sendo paulatinamente 

estabelecida (GAUDREAU et al., 2007; STONER et al., 2011, SHEWMAKER et al., 2012). 

A maioria dos estudos disponíveis tem relacionado S. pseudoporcinus à colonização e 

infecções do trato genitourinário feminino. Entretanto, casos descritos na literatura recente 

também associaram ruptura prematura de membranas e insuficiência cervical em mulheres 

grávidas à espécie S. porcinus (PEREIRA et al., 2013). Portanto, ainda há características 

peculiares destas duas espécies que precisam ser determinadas, com a finalidade de esclarecer 

melhor a participação de ambas em infecções de origem humana, além dos casos descritos em 

animais. Sendo assim, é fundamental a busca de metodologias eficazes de discriminação entre 

essas espécies que possam subsidiar estudos epidemiológicos que esclareçam a participação 

de S. pseudoporcinus nas infecções humanas. 

Este estudo teve por objetivo caracterizar diferentes aspectos de amostras pertencentes 

à espécie S. pseudoporcinus quanto à virulência, perfil de proteínas, métodos de 

caracterização (fenotípico, MALDI-TOF MS e molecular), resistência aos antimicrobianos e 

estudos de proteômica e genômica, em uma abordagem comparativa com amostras de S. 

porcinus. Cabe declarar que a amostragem utilizada neste estudo foi gentilmente cedida pelo 

Streptococcus Laboratory pertencente ao Centers for Disease Control and Prevention, um 

laboratório de referência mundial no estudo de microrganismos do gênero Streptococcus e 

que já estavam previamente caracterizadas em nível de espécie pelo emprego de uma bateria 

extensa de testes fisiológicos. 

De fato, mesmo assim poucas são as diferenças relacionadas aos testes de 

caracterização fisiológica entre as espécies S. pseudoporcinus e S. porcinus. Neste estudo, 

empregamos uma bateria de testes, apesar de também extensa, mais simplificada do que o 
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frequentemente sugerido para caracterização das espécies de Streptococcus (FACKLAM, 

2002; SPELLERBERG; BRANDT, 2015). Nossos resultados obtidos neste estudo apontaram 

a hidrólise do hipurato como o teste que se mostrou mais discriminatório, dentre as provas 

convencionais que foram utilizadas. Este dado está de acordo com o relatado por Shewmaker 

e colaboradores (2012) que também consideraram este teste como diferencial para essas 

espécies.  

Por outro lado, cabe ressaltar que o teste de hidrólise do hipurato também é 

considerado uma prova diferencial na caracterização de S. agalactiae, uma espécie há muito 

reconhecida como importante patógeno associado à colonização do trato genitourinário de 

gestantes, responsável, também, por doenças invasivas em neonatos e adultos 

imunossuprimidos (NAN et al., 2015; VORNHAGEN; ADAMS WALDORF; RAJAGOPAL, 

2017). Além disso, esses microrganismos estão também relacionados como causadores de 

mastite bovina, determinando com frequência impacto econômico à produção de leite (DEB et 

al., 2013; KEEFE, 2012). Considerando a semelhança de quadros clínicos e hospedeiros entre 

S. pseudoporcinus e S. agalactiae, fica claro que a caracterização fisiológica baseada nos testes 

comumente indicado para caracterização das espécies do gênero Streptococcus falham na 

separação desses microrganismos, particularmente, frente à provas que fazem parte da rotina 

diagnóstica em laboratórios de microbiologia. Cabe ressaltar que, também como S. agalactiae, 

as amostras de S. pseudoporcinus, bem como S. porcinus, foram produtoras do fator CAMP. 

Recentemente, a técnica de MALDI-TOF MS está se firmando como uma ferramenta 

eficaz em laboratórios de microbiologia, tanto para pesquisa quanto para a rotina 

diagnóstica, apesar da sugestão de utilização já tenha ocorrido há pelo menos três décadas 

(SENG et al., 2009). Diante do interesse crescente no emprego dessa metodologia na 

caracterização bacteriana e da escassez de dados relativos a espécie em estudo, 

consideramos a necessidade de avaliar a eficácia da espectrometria de massa MALDI-TOF 

na caracterização de S. pseudoporcinus. 

Neste estudo foi destacado como um parâmetro fundamental à esta análise, a etapa 

de preparação das amostras. Diversos estudos já declararam a importância desta etapa, 

visando a garantia de uma melhor qualidade dos espectros obtidos, que certamente resultam 

em uma caracterização mais eficiente, bem como uma maior reprodutibilidade dos 

resultados (DEVRINEK et al., 2012; McELVANIA et al., 2013; SCHULTESS et al., 2016; 

TOH-BOYO; WULFF; BASILE, 2012).  

Assim, foram avaliadas três preparações diferentes baseadas na utilização direta da 

colônia, no emprego de ácido fórmico sobre a colônia e na extração de proteínas (com a 



73 

utilização de ácido fórmico e acetonitrila) como uma etapa prévia à análise no equipamento. 

Neste estudo, a metodologia de MALDI-TOF MS foi conduzida no equipamento da Bruker 

Daltonics, que inclui o espectrômetro de massa MicroflexLT e os softwares FlexControl e 

Biotyper 3.0. Protocolos diferentes foram empregados na tentativa também de avaliar se 

situações mais simples, menos laboriosas e rápidas (como o caso da aplicação direta da 

colônia bacteriana) seriam viáveis, considerando a maior praticidade para o uso por 

laboratórios de rotina.  

Entretanto, os resultados obtidos reforçaram que, para as amostras avaliadas neste 

estudo, de ambas espécies S. pseudoporcinus e S. porcinus, o preparo da amostra, através da 

extração prévia das proteínas pelo emprego de acetonitrila e ácido fórmico, se revelou como 

uma etapa fundamental para obtenção de bons escores, consequentemente, uma identificação 

mais segura. Além disso, foi observado também, que os parâmetros determinados pelo 

fabricante do equipamento, como níveis de segurança para caracterização de gênero de 

espécie, diretamente relacionado a escores iguais ou superiores a 2,300, podem ser revistos e 

adaptados para esses microrganismos. De fato, uma caracterização coerente foi obtida com 

escores a partir de 1,800, tanto para a espécie S. pseudoporcinus, quanto para S. porcinus. 

A utilização diretamente da colônia sobre a placa de aço polido que é inserida 

diretamente no aparelho, seria a metodologia mais prática e rápida, mas foi observado que 

neste caso, 20,8% (5/24) das amostras de S. pseudoporcinus não foram identificadas (escores 

< 1,699). Da mesma forma, foi observado que 8,3% (2/24) das amostras não foram 

identificadas pelo método do emprego de ácido fórmico diretamente na colônia. Já a 

utilização de extratos proteicos, não somente garantiu a caracterização de todas as amostras 

incluídas neste estudo como também revelou valores baixos de desvio padrão, quando da 

análise dos escores obtidos. Este fato ressalta a homogeneidade desses valores, corroborando 

assim a eficácia do método.  

Os escores obtidos pelo método de extração foram também avaliados no software 

BioNumerics (Applied Math, Belgica) para avaliação dos agrupamentos dessas amostras 

baseados nos espectros obtidos por essa metodologia. Os resultados obtidos foram 

surpreendentes e sugerem que a metodologia de MALDI-TOF MS, nessa plataforma utilizada 

para o uso em diagnóstico microbiológico, foi capaz de discriminar as espécies S. 

pseudoporcinus de S. porcinus em ramos distintos de uma árvore construída baseada no 

coeficiente de correlação de Pearson e agrupamento por Neighbor joining. Além disso, foi 

observado que, as amostras de S. pseudoporcinus de origem humana se reuniram em 

agrupamentos distintos das amostras oriundas de leite, que constituíram um agrupamento 
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único. Certamente, o número de amostras empregadas neste estudo é de fato reduzido para 

que possamos estabelecer com segurança a eficácia da metodologia de MALDI-TOF MS com 

esse nível de discriminação. 

Além disso, o emprego de MALDI-TOF MS também nos permitiu sugerir a existência 

de biomarcadores que podem vir a auxiliar na separam dessas espécies, Considerando-se uma 

comparação de todas as amostras incluídas neste estudo, foi observado que um pico 

equivalente a 9446.56 m/z foi identificado em todas as amostras de S. pseudoporcinus, 

estando ausente nas de S. porcinus. Além deste, picos de 4064.66 m/z e 8127.83 m/z também 

foram ausentes em S. porcinus e presentes em S. pseudoporcinus, excetuando-se para amostra 

1217-87, que se mostrou mais relacionada à S. porcinus que as demais amostras. Em relação à 

origem das amostras de S. pseudoporcinus foram também identificados pico de 6371.08 m/z, 

5916.05 m/z e de 66371.08 m/z que foram mais relacionados as amostras de origem humana, 

e que certamente contribuíram para o arranjo distinto entre amostras de origens diferentes 

(humana e leite), 

Além disso, a separação das amostras oriundas de leite em um ramo distinto, também 

foi observada com as análises filogenéticas obtidas pelo pareamento das sequências do gene 

rrs, que codifica o rRNA 16S, reiterando, portanto, o sucesso da metodologia de MALDI-

TOF na caracterização das amostras utilizadas neste estudo. A análise da sequência do gene 

que codifica o 16S rRNA já foi declarada como o melhor método para a identificação de 

microrganismos da espécie S. porcinus e Streptococcus pseudoporcinus (DUARTE et al., 

2005).  

Considerando uma comparação entre os arranjos obtidos pela metodologia de 

MALDI-TOF MS e a árvore filogenética construída pelo pareamento das sequências obtidas 

do gene rrs, para 25 das 30 amostras incluídas neste estudo, foi também possível observar 

outro resultado concordante, além da separação das amostras de leite em ramos distintos. Em 

ambas as metodologias, a amostra de S. pseudoporcinus 1217-87 foi destacada das demais. 

No caso dos resultados por MALDI-TOF-MS, esta amostra foi, dentre as de S. 

pseudoporcinus, a que se mostrou mais relacionada as de S. porcinus. Também, pelos arranjos 

obtidos pelas análises das sequências de rrs, a amostra de S. pseudoporcinus 1217-87 foi a 

mais destacada entre as amostras de origem humana, constituindo um ramo único na árvore 

filogenética. No momento, o único dado que dispomos para justificar esse achado é que, 

dentre as amostras incluídas no estudo 1217-87 é pertencente ao sorogrupo P de Lancefield 

(comunicação pessoal, Shewmaker ,P.L.) um dos mais frequentes associados a amostras de S. 

porcinus (DUARTE et al., 2005; SPELLERBERG; BRANDT, 2015). Estes resultados podem 
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apenas sugerir uma maior proximidade dessa amostra com a espécie S. porcinus. Entretanto, 

análises adicionais, que incluam até mesmo o sequenciamento do genoma completo de 1217-

87 são necessárias para que se possa determinar com segurança as razões desses achados. De 

qualquer forma, a concordância dos resultados obtidos, corroboram a eficácia da metodologia 

de MALDI-TOF na caracterização de S. pseudoporcinus. 

Apesar dos relatos sobre S. pseudoporcinus serem extremamente escassos na 

literatura, um estudo recente destacou a importância da utilização de MALD-TOF MS na 

caracterização desta espécie em um estudo de busca ativa, para identificação das taxas de 

colonização por S. agalactiae (SUWANTARAT et al., 2015). A partir de 3.276 culturas de 

secreção do trato genital de mulheres, o autores identificaram 32 amostras (1,0%) de S. 

pseudoporcinus (cuja caracterização também foi confirmada pelo sequenciamento do gene 

rrs) e ressaltaram a importância do emprego de MALDI-TOF MS neste achado. Da mesma 

forma, declararam que o número reduzido de espectros disponíveis no banco de dados do 

equipamento, provavelmente refletem escores mais baixos do que os considerados como 

seguros para caracterização em nível de espécie. Os mesmos autores indicaram que apenas 

53% das amostras de S. pseudoporcinus teriam sido identificadas com base nos critérios 

determinados pelo fabricante do aparelho. Esses dados corroboram nossos achados e indicam 

a eficácia dessa metodologia de caracterização de microrganismos, cuja utilização em maior 

escala ainda é recente, considerando que pode auxiliar em estudos sobre a prevalência de S. 

pseudoporcinus em casos de colonização e de infecção de origem humana. 

A análise de proteínas totais por eletroforese em gel de poliacrilamida acrescido de 

dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) tem se mostrado relativamente simples, fácil e 

reprodutível para uma rápida e segura diferenciação e caracterização das espécies de 

diferentes gêneros bacterianos (MERQUIOR et al., 1994; TEIXEIRA et al., 2011), pois 

determinam com frequência perfis espécie-específicos. Embora esta metodologia represente 

características fenotípicas, ela também proporciona uma excelente aproximação da 

informação genômica de um microrganismo. Entretanto, em nosso estudo, esta metodologia 

não se mostrou eficaz na discriminação das espécies S. porcinus e S. pseudoporcinus. 

Sabendo da importância de se elucidar as características expressas por S. 

pseudoporcinus, realizamos uma investigação inicial, através de espectrometria de massas 

ESI-Q-TOF das diferentes proteínas expressas pela amostra tipo desta espécie em comparação 

à S. porcinus. As análises revelaram um padrão muito semelhante em ambas as espécies, que 

apresentaram proteínas envolvidas em diferentes funções como: metabolismo de carboidratos, 

proteínas e ácidos nucléicos, enovelamento de proteínas, biossíntese de ácidos graxos, 
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proteases, reações de oxirredução, síntese da parede celular e translocação de polipeptídeos e 

uma grande número de proteínas ribossomais. Porém, consideramos que, de forma cautelosa, 

os dados obtidos devam ser utilizados como suporte para avaliações futuras que empreguem 

metodologias quantitativas de espectrometria de massas. De qualquer forma, é interessante 

registrar que o perfil protéico dessas espécies; porém, sabemos da necessidade imperiosa na 

condução de análises quantitativas para que perfis comparativos entre as espécies possam ser 

melhor avaliados. 

Streptococcus apresentam-se como causadores de infecções principalmente, devido ao 

potencial de colonização e infecção. Esta versatilidade certamente está associada a um arsenal 

de fatores de virulência que estão distribuídos entre a maioria dos membros do gênero, os 

quais incluem adesinas, toxinas, proteases e a formação de biofilmes. Este último proporciona 

aos microrganismos um ambiente em que podem se proteger das defesas do hospedeiro e de 

possíveis agentes antimicrobianos, atuando também como um reservatório. Streptococcus são 

conhecidos por formarem biofilmes em diferentes sítios anatômicos como superfície do dente, 

válvulas cardíacas e amígdalas, além de dispositivos médicos implantados (MOSCOSO; 

GARCÍA; LÓPEZ, 2006). No gênero destacam-se S. mutans e S. pneumoniae, como espécies 

cuja formação de biofilmes tem participação crucial no estabelecimento de infecção (JIANG 

et al., 2016; WALSH & CAMILLI, 2011). Além disso, com relação ao S. agalactiae, existem 

amostras envolvidas em casos de mastite bovina, que levam a considerar que a cronicidade da 

infecção está diretamente relacionada a formação de biofilmes (CONTRERAS; 

RODRÍGUEZ, 2011; MICHIE et al., 2003). Porém, em S. agalactiae a participação de 

biofilmes nas infecções humanas ainda não está completamente esclarecido (KONTO-

GHIORGHI et al., 2009; PARKER et al., 2016; RINAUDO et al., 2010). 

Apesar de nos últimos anos estudos sobre a formação de biofilmes e sua estrutura tem 

sido objeto de diversos estudos envolvendo diferentes gêneros e espécies bacterianas, não 

existem relatos, que sejam de nosso conhecimento até o momento, a cerca dessas 

características relacionadas as espécies S. pseudoporcinus e S. porcinus. Diante disso, 

analisamos a formação de biofilmes por todas as amostras incluídas neste estudo. Também foi 

investigada a influência de concentrações de açúcares (sacarose e glicose), bem como dos 

antimicrobianos ampicilina e eritromicina, que rotineiramente são utilizados no tratamento de 

infecções estreptocócicas, no desenvolvimento dos biofilmes destes microrganismos. 

Todas as amostras foram capazes de produzir biofilme em meio THB. Entretanto, as 

amostras de ambas espécies produziram biofilmes em níveis fracos a médios de acordo com o 

protocolo utilizado. Porém, ao avarliamos a influência de diferentes concentrações de glicose 
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e sacarose no desenvolvimento dos biofilmes de S. pseudoporcinus e S. porcinus, foi 

observado um aumento considerável na biomassa acumulada determinando valores elevados 

de densidade ótica, indicando uma elevada formação dessas estruturas. Foi observado que os 

diferentes açúcares promoveram efeitos variados para ambas espécies. A glicose nas 

concentrações maiores gerou um leve decaimento na produção de biofilmes por S. porcinus 

quando comparado com as concentrações menores que mantiveram estável. O efeito em S. 

pseudoporcinus foi mais peculiar, onde na concentração de 0,5% houve uma leve redução, 

porém ocorreu um aumento considerável nas concentrações mais altas. Essa mesma espécie 

apresentou um comportamento mais previsível com relação a sacarose. O aumento na 

formação de biofilmes foi diretamente relacionado a concentração do açúcar, sendo o cultivo 

em 1% de glicose onde foram observadas os maiores valores de densidade ótica relativa a 

biomassa acumulada. Cabe ressaltar que nesta condição, foi observado um discreto declínio 

nos valores de densidade ótica para S. porcinus. 

Sabe-se que, um dos fatores que influenciam na produção de biofilmes é a 

disponibilidade de nutrientes (MOHAMED; HUANG, 2007). O metabolismo de carboidratos 

é essencial para a geração de energia e em bactérias e tanto a aquisição, quanto o consumo de 

açúcares são etapas altamente reguladas. Portanto, a disponibilidade de tais moléculas, 

principalmente as que são facilmente metabolizadas, como a glicose, ativa e suprime outras 

vias catabólicas desencadeando diversos mecanismos (TITGEMEYER;  HILLEN, 2002). 

Relatos presentes na literatura já demonstraram que o metabolismo de carboidratos regula a 

produção de biofilme, como por exemplo a rafinose que aumenta a formação por S. mutans 

quando cultivado mesmo em baixas concentrações de sacarose (NAGASAWA et al., 2017; 

McDOUGALD et al., 2011). Um efeito inverso pode ser exemplificado pela ação da glicose e 

lactose que reduzem a produção de biofilmes por Streptococcus uberis (MOLIVA et al., 

2017).  

Esses processos foram denominados de repressão de catabólicos carbônicos (carbon 

catabolite repression – CCR), uma rede reguladora na qual genes responsáveis por um 

metabolismo de determinado carboidrato são silenciados durante o crescimento do 

microrganismo na presença de um outro açúcar de maior preferência (ASANUMA et al., 

2004, BLANCHETTE et al., 2016). Portanto, existe um sensível controle que dependendo da 

disponibilidade de nutrientes regula a expressão gênica e certamente reflete nos níveis de de 

produção de biofilmes (DUARTE et al., 2008; PILLAI et al., 2004; WILLENBORG et al., 

2011). 
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Diante dos dados obtidos, podemos sugerir que o processo de estímulo e repressão 

catabólica possa ser responsável, ou pelo menos um dos fatores, para a formação de biofilme 

nas condições apresentadas neste estudo. Um mecanismo que está envolvido nesse processo e 

que é capaz de perceber as variações de nutrientes, levando ativação ou repressão de genes, é 

o mediado por proteínas presentes na superfície bacteriana, que participam do sistema de 

fosfotransferases de açúcares (sugar phosphotransferase system - PTS) (GALINIER; 

DEUTSCHER, 2017). Este sistema além de estar relacionado com o metabolismo de 

carboidratos, está conectado a outros processos celulares relacionados a virulência e a própria 

formação de biofilmes. A sensibilidade do sistema está relacionada a composição do meio e 

varia de microrganismo para microrganismo (GÖRKE; STÜLKE, 2008). Consideramos 

essencial uma avaliação mais aprofundada dos dados apresentados em nosso estudo, para que 

possam ser identificados os mecanismos pelos quais a influência da presença de açúcares no 

meio de cultura tenha sido um diferencial na formação de biofilmes por S. pseudoporcinus.  

Neste estudo foi avaliada a susceptibilidade para ampicilina e eritromicina, dos 

biofilmes formados pelas amostras tipo das espécies S. pseudoporcinus e S. porrcinus, 

comparativamente com a determinação da concentração inibitórias de células em cultura 

(planctônicas), por ensaios empregando o azul de Alamar.  

A escolha pela ampicilina, um beta-lactâmico que atua na parede celular, se deve ao 

fato de ser um dos antimicrobianos utilizados para a profilaxia e tratamento das infecções 

estreptocócicas (HARANDIAN et al., 2016). A segunda opção no tratamento das infecções 

estreptocócicas são os macrolídeos e as lincosaminas, particularmente para pacientes alérgicos 

aos beta-lactâmicos. O principal representante dos macrolídeos é a eritromicina que impede os 

movimentos de translocação do ribossomo fixando-se à subunidade ribossomal 50S (DE 

MOUY et al., 2001; GONZÁLEZ; ANDREU, 2003). 

Vários ensaios de susceptibilidade já demonstraram que células sésseis são capazes 

de tolerar níveis significativamente elevados de antimicrobianos em comparação com 

células planctônicas (ARCIOLA; CAMPOCCIA; MONTANARO, 2002; MONZÓN et al., 

2002 HASHEM et al., 2017) estabelecendo a resistência de biofilmes a ação destas 

substâncias. A estrutura do biofilme e matriz extracelular formada por polissacarídeos, 

proteínas e DNA, proporcionam um impedimento físico para as moléculas antimicrobianas, 

fazendo com que no interior da comunidade, a concentração destas não seja suficientemente 

alta para inibir o crescimento ou eliminar células. As reduzidas taxas de crescimento e de 

respiração celular e a presença de células persistentes impedem a ação de antimicrobianos 

que possuem mecanismo de ação no metabolismo de células ativas. Além disso, a presença 



79 

de enzimas que degradam moléculas bactericidas e bombas de efluxo auxiliam na defesa 

dessas estruturas (SINGH et al.2017). 

Neste estudo, foram realizados ensaios empregando azul de Alamar, na determinação 

dos valores de concentração inibitória de biofilmes (CIB), que foram definidos como a menor 

concentração do antimicrobiano que resultou em ≤ 50% na redução do composto. O azul de 

Alamar é indicador de oxirredução, e tem sido usado para a determinação da susceptibilidade 

de biofilmes a drogas antimicrobianas devido à sua praticidade e menor custo (BANDEIRA et 

al., 2013, DALECKI et al., 2016; PETTIT; WEBER; PETTIT, 2009). Também, já foi 

empregado em ensaios de susceptibilidade de microrganismos cultivados na forma 

planctônica, bem como na determinação da citotoxicidade de células eucariotas (BACK et al., 

1999; COLLINS et al., 1997). 

A ação dos antimicrobianos testados nos biofilmes foi extremamente reduzida quando 

comparada com os resultados obtidos com as células planctônicas, nos levando a crer que o 

controle ou tratamento de infecções com a presença de biofilme das espécies testadas seria 

inaplicável. Os resultados apresentados estão de acordo com o descrito na literatura para 

outros microrganismos (Pettit et al., 2005; Donlan & Costerton, 2002, Bandeira et al., 2013). 

Stewart e Costerton (2001) já afirmaram que quando no estado séssil, as bactérias 

tornam-se 10-1.000 vezes menos susceptíveis a vários agentes antimicrobianos do que células 

planctônicas. Nossos resultados apontaram valores ainda superiores a estes relativos a redução 

da susceptibilidade das espécies estudadas, tendo sido ainda mais evidente em relação a 

espécie S. pseudoporcinus. 

Uma etapa importante tanto para a formação de biofilmes, quanto para o 

estabelecimento de uma infecção é adesão dos microrganismos às células do hospedeiro. 

Neste estudo foi avaliada a capacidade de S. pseudoporcinus em aderir a células da linhagem 

HeLa. Foram também conduzidos ensaios com a amostra tipo de S. porcinus para fins 

comparativos. 

O cultivo de células HeLa representou a primeira linhagem bem sucedida in vitro de 

células humanas e é derivada de células oriundas de câncer cervical (MASTERS, 2002). Esta 

linhagem foi escolhida considerando a possível importância de S. pseudoporcinus na 

colonização e infecção do trato genital feminino. 

Nossos dados demonstraram a capacidade de S. pseudoporcinus em aderir em células 

humanas. Entretanto, apesar dos resultados demostrarem taxas inferiores, a amostra de S. 

porcinus, também apresentou valores consideráveis de adesão às células utilizadas. 

Consideramos que, a continuidade desses estudos possam vir a influenciar na determinação do 
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potencial patogênico da espécie S. pseudoporcinus corroborando com dados que determinem 

sua participação na patogênese das infecções humanas. Adicionalmente, dados iniciais que 

motivaram a separação das espécies S. porcinus e S. pseudoporcinus (BEKAL et al., 2006; 

FACKLAM, 2002; FULDE et al, 2013) como diferença de hospedeiros (animal e humano, 

respectivamente) precisam ser revistos, pois nossos resultados relativos a adesão à linhagem 

humana habilitam a ambas à interação e com o hospedeiro humano. 

O fato de encontrarmos na análise genômica sequência relacionada a fibronectina, 

também, reforça a ideia de uma especialização de S. pseudoporcinus a adesão às células 

humanas. Outro dado que obtivemos, desta vez, através da análise proteômica das espécies e 

que dá respaldo a este potencial, é a presença de proteínas ligantes de constituintes teciduais. 

A gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase, encontrada em ambas espécies, além de participar 

do metabolismo de carboidratos, possui reconhecida capacidade de se unir ao plasminogênio 

(BERGMANN et al., 2004, MOREAU et al., 2017). Outra proteína também encontrada, nas 

análises proteômicas,  foi a enolase, que também apresenta as características de pertencer a 

via glicolítica e estar relacionada a adesão ao hospedeiro e evasão do sistema complemento 

humano (AGARWAL et al., 2012 ; FULDE et al., 2013). Essa propriedade da proteína de 

possuir mais de uma função a torna conhecida como moonlighting protein. DnaK e a 

fosfoglicerato quinase, ligante de plasminogênio e ligante de actina, respectivamente, 

enquadram-se nesta categoria e também foram encontradas em ambas amostras (BOONE; 

TYRRELL, 2012; HENRY et al., 2015; JEFFERY, 2016). 

Em 2012, Shewmaker e colaboradores propuseram a subdivisão de S. pseudoporcinus 

em duas subespécies de acordo com as diferenças de hospedeiro e variações em alguns testes 

bioquímicos (S. pseudoporcinus subsp hominis e S. pseudoporcinus subsp lactis). Essa 

proposta, ainda não referendada nos motivou a avaliar e comparar as sequências de genoma 

completo, por análises in silico.  

Os dados obtidos em nossa análise genômica reforça esta proposta, pois foi observado 

que as amostras de origem animal, SS-607 e SS-662, apresentaram entre si uma menor 

quantidade de rearranjos e translocações do que quando comparadas com a amostra de S. 

pseudoporcinus de origem humana. Além disso, o número de proteínas preditas comuns entre 

as amostras SS-607 e SS-662 é consideravelmente maior do que entre a de origem humana. 

Esses dados, aliados aos provenientes do mapeamento desses genomas, podem ser 

considerados de relevância para sustentar propostas de separação dessas subespécies, que 

inclusive se relacionam com hospedeiros distintos. Adicionalmente, todas as demais análises 

realizadas neste estudo, como o alinhamento das sequências de rrs, e também de forma 
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surpreendente as análises por MALDI-TOF MS (que inclui o arranjo dos agrupamentos e a 

definição de picos específicos), indicam a existência de amostras com comportamentos 

distintos dentro de uma mesma espécie. Além disso, as análises do genoma completo também 

ressaltaram as diferenças entre S. porcinus e S. pseudoporcinus. 

O alinhamento múltiplo das sequências de aminoácidos de proteínas preditas dos 

genomas sequenciados revelou um elevado número de eventos de translocação entre a 

amostra de S. porcinus com as de S. pseudoporcinus. Também foi observado que as amostras 

da espécie S. pseudoporcinus, SS-607 e SS-662, isoladas de leite, foram altamente 

relacionadas entre si e determinaram uma menor homologia com a de origem humana. 

A análise genômica também demonstrou a presença de elementos relacionados a 

virulência como cisteína protease de estreptococos SpeB (codificada por speB), a frutose 

bifosfato aldolase classe II (codificada por fba) e UTP--glucose-1-phosphate 

uridylyltransferase (codificada por galU), assim como a presença de fagos, reforçando o 

potencial de transferência gênica que pode incrementar tanto os fatores de virulência, quanto a 

resistência destes microrganismos. SpeB é uma cisteína proteinase e uma das toxinas 

eritrogênicas de reconhecida no gênero Streptococcus, sendo mais frequente pela espécie S. 

pyogenes (NELSON; GARBE; COLLINS, 2011). Este fato nos alerta para o potencial 

patogênico associado a essas amostras. 

Uma proteína identificada pelas análises proteômicas em S. pseudoporcinus foi a 

acetiltransferase/fosfotransferase (AAC/APH), uma enzima bifuncional que confere a Gram 

positivos resistência a aminoglicosídeos (KRZYMIŃSKA et al., 2015, SMITH et al., 2014). 

Na genômica da mesma amostra, foi encontrado uma sequência relacionada a 

aminoglicosídeo 6-nucleotidiltransferase que também confere resistência a aminoglicosídeos 

(EL-BADAWY et al., 2017, YU et al., 2017). Esses dados nos parecem relativamente 

conflitantes e este fato precisa ser melhor avaliado. Entretanto, consideramos a hipótese de 

que as sequências proteicas podem de fato terem identificado uma enzima modificadora de 

aminoglicosídeos e apontou, mesmo que numa faixa de relativa segurança, uma das mais 

comuns presentes nos bancos de dados disponíveis. Assim, ressaltamos a existência desses 

marcadores em S. pseudoporcinus. Mas, possivelmente o gene anotado pelas análises 

genômicas seja o dado mais corretamente associado a essas amostras. Análises futuras 

deverão ser realizadas para traçar o perfil de resistência a um painel extenso de 

antimicrobianos pertencentes a classe aminoglicosídeos para que possamos definir o espectro 

de atuação da enzima anotada. 
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Ainda com relação a resistência aos antimicrobianos, na análise genômica foram 

encontrados determinantes de resistência a tetraciclina (tetO e tetM), que dão suporte aos 

resultados encontrados no teste de susceptibilidade aos antimcirobiaonos. Foi, portanto, 

interessante notar que determinates distintos foram relacionados a espécies diferentes (S. 

pseudoporcinus – tetM; S. porcinus – tetO). A resistência a tetraciclina, que já foi identificada 

em amostras dessas espécies em estudos anteriores (FACKLAM et al. 1995; DUARTE et al., 

2005, SHEWMAKER et al., 2012). 

Assim sendo, o grande motivador deste estudo foi considerar a necessidade de avaliar, 

uma coleção de amostras de S. pseudoporcinus frente a uma gama de metodologias que 

pudessem explorar diferentes aspectos relacionados a esta espécie, que sugestivamente tem 

sido subnotificada ao longo dos últimos anos. Nesse sentido, nossos dados tem a pretensão de 

se somar ao ainda escassos documentos disponíveis na literatura internacional, e de contribuir 

com resultados relacionados ao emprego de metodologias atuais, envolvendo genômica e 

proteômica, auxiliando no entendimento de diferentes aspectos relacionados a biologia dessa 

espécie de Streptococcus. Adicionalmente, foi nosso objetivo buscar metodologias que 

contemplem de maneira mais eficaz a discriminação entre S. pseudoporcinus e espécies 

altamente relacionadas, como S. porcinus. Neste contexto, consideramos que MALDI-TOF 

MS deva ser considerada como candidata, em estudos futuros, em avaliações adicionais 

envolvendo um número maior de amostras, como também, em análises comparativas com 

outras espécies filogeneticamente relacionadas. 
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CONCLUSÃO 

 

 

Utilizando-se a bateria de testes propostos para a caracterização de cocos Gram-

positivos, catalase negativos e beta-hemolíticos, não é possível a diferenciação entre as 

espécies S. pseudoporcinus e S. porcinus. Os resultados obtidos neste estudo apontaram 

apenas a hidrólise do hipurato como o teste mais discriminatório, dentre as provas 

convencionais que foram utilizadas. Entretanto, este teste também é considerado um teste 

chave na caracterização de amostras de S. agalactiae, uma espécie há muito reconhecida 

como importante patógeno associado à colonização do trato genitourinário de gestantes, bem 

como agente de mastite bovina, compartilhando assim sítios que reconhecidamente estão 

também associados à S. pseudoporcinus. 

Sem dúvidas a metodologia mais discriminatória para a caracterização dessa espécie 

envolve a comparação de sequências do gene rrs (rRNA 16S). Porém, neste estudo foi 

possível determinar que a metodologia de MALDI-TOF MS foi capaz de identificar 

corretamente todas as amostras de ambas espécies. Entretanto, ficou claro que uma atenção 

especial se faz necessária nas etapas de preparo das amostras, antes das análises no 

espectrômetro. Resultados eficazes somente foram obtidos quando as amostras foram 

submetidas a extração de proteínas com acetonitrila e ácido fórmico. 

Os resultados obtidos por MALDI-TOF MS, revelaram que os parâmetros 

determinados pelo fabricante do equipamento, como níveis de segurança para caracterização 

de gênero de espécie, diretamente relacionado a escores iguais ou superiores a 2,300, devem 

ser revistos e adaptados para esses microrganismos. De fato, uma caracterização coerente foi 

obtida com escores a partir de 1,800, tanto para a espécie S. pseudoporcinus, quanto para S. 

porcinus. Além disso, foi possível identificar biomarcadores que podem ser melhor 

explorados na caracterização dessas espécies entre si e em relação a outro estreptococos. 

Os espectros obtidos em MALDI-TOF MS, pelo método de extração, quando 

submetidos a uma avaliação automatizada foi capaz de produzir agrupamentos entre amostras 

relacionadas, que refletiram na discriminação intra e inter-espécies. Este dado foi coerente 

com os resultados obtidos pela metodologia comparação de sequências do gene rrs.  

Apesar da técnica de SDS-PAGE ser uma boa indicação para uma rápida e segura 

diferenciação e caracterização das espécies de diferentes gêneros bacterianos, ela não foi 

capaz de discriminar entre as espécies S. pseudoporcinus e S. porcinus. 
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Um percentual considerável dentre as amostras pertencentes a espécie S. pseudoporcinus, 

bem como as de S. porcinus, foram não susceptíveis a tetraciclina, Além destes, percentuais de 

não susceptibilidade foram mais evidentes nas amostras de S. pseudoporcinus para os principais 

antimicrobianos utilizados no tratamento das estreptococcias, como ampicilina e eritromicina. De 

fato, as análises de genômica e proteômica identificaram importante marcadores de resistência aos 

antimcrobianos nas amostras tipo dessas espécies, como aqueles relacionados a resistência a 

tetraciclina e a aminoglicosídeos. 

Em relação à virulência foi observado que todas as amostras avaliadas de ambas as 

espécies são capazes de produzir biofilmes que se intensificam de maneira altamente perceptível, 

quando os microrganismos são cultivados em presença dos açúcares sacarose e glicose. 

Proteínas relacionadas a virulência das amostras foram identificadas, além de outras 

relacionadas ao metabolismo de carboidratos, proteínas e ácidos nucléicos, enovelamento de 

proteínas, biossíntese de ácidos graxos, proteases, reações de oxirredução, síntese da parede 

celular e translocação de polipeptídeos e uma grande número de proteínas ribossomais foram 

identificadas por proteômica. Enquanto que toxinas (SpeE), frutose bifosfato aldolase classe II 

(codificada por fba) e UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase (codificada por galU), 

assim como a presença de fagos, reforçando o potencial de transferência gênica que pode 

incrementar tanto os fatores de virulência, quanto a resistência destes microrganismos, foram 

caracterizadas pela avaliação de genômica n silico. 

A verificada adesão dos microrganismos às células humanas da linhagem HeLa, que 

foi mais evidente para a amostra tipo de S. pseudoporcinus do que S. porcinus. a presença de 

proteínas detectadas pela espectrometria de massas e preditas pela análise genômica, indica 

uma adaptação das espécies ao hospedeiro humano, revelando que esses microrganismos 

exibem um potencial patogênico. 

Reunindo os resultados obtidos com MALDI-TOF MS e análise das sequências do 

gene rrs (16S rRNA), e as avaliações por proteômica e genômica consideramos que a 

proposta de criação de subespécies (Streptococcus pseudoporcisus subsp hominis e 

Stretptococcus pseudoporcinus subsp lactis, SHEWMAKER et al., 2012) associadas a esses 

microrganismos é coerente, já que amostras de hospedeiros diversos mostraram características 

distintas tanto fisiológicas como associadas ao seu genoma Streptococcus pseudoporcisus 

subsp hominis e Stretptococcus pseudoporcinus subsp lactis. 
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