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RESUMO 

NASCIMENTO, C. S. Interação de cepas de Lactobacillus crispatus com 

Streptococcus agalactiae em culturas celulares mimetizando o ambiente vaginal. 

2023. 93f. Tese (doutorado) - Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade 

de São Paulo, São Paulo, 2024. 

 

A microbiota vaginal é dominada pelo gênero Lactobacillus, mantendo um pH ácido crucial 

para a saúde. Alterações hormonais e a menopausa podem impactar essa microbiota. 

Estreptococos do Grupo B (EGB) são associados a infecções neonatais e podem colonizar a 

microbiota vaginal. A interação entre Lactobacillus e EGB é complexa, com resultados 

conflitantes em estudos in vitro e in vivo. O uso de probióticos contendo Lactobacillus pode ter 

benefícios, como alterar a positividade para EGB em um grupo que recebeu o tratamento. 

Contudo a replicabilidade deste resultado é limitada, e os mecanismos envolvidos nessa 

interação ainda são pouco elucidados. Portanto o objetivo desse estudo foi caracterizar cepas 

de EGB, avaliar sua interação com L. crispatus em diversas condições. Neste estudo foram 

selecionadas seis cepas, pertencentes aos sorotipos Ia, II, III e V. Essas cepas foram 

caracterizadas de acordo com o sorotipo capsular, presença de genes de virulência 

(hialuronidase, β-citolisina/hemolisina, e ilhas de pili 1, 2a e 2b), resistência a antimicrobianos 

(penicilina, cefepima, vancomicina, eritromicina e clindamicina), curva de crescimento, 

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) e Multi-Locus Sequence Typing (MLST). 

O resultado de MLST identificou os sequence types ST1, ST23 ST28 e ST182, e os clonal 

complexes CC1, CC19 e CC23. Cepas possuem a maior parte dos genes de virulência testados. 

Somente uma cepa apresentou alguma resistência, no caso à eritromicina e clindamicina.  

Resultados que estão de acordo com a literatura como os principais descritos em isolados 

clínicos. Os ensaios de interação realizados foram: crescimento em co-cultura, formação de 

biofilme, ensaios de adesão e exclusão em cultura celular e por fim, análise do perfil proteico. 

Alguns efeitos de L. crispatus no EGB observados foram aumento na formação de biofilme de 

EGB e diminuição da sua proliferação quando em co-cultura. Contudo esses resultados 

variaram de acordo com a cepa de EGB. Nos ensaios de competição em cultura celular, a 

presença de L. crispatus levou à diminuição da adesão em uma cepa pertencente ao sorotipo 

III, e aumento de adesão em uma cepa pertencente ao sorotipo V. Quando a cultura de células 

recebeu tratamento prévio de L. crispatus, nos ensaios de exclusão, houve menor adesão de 

EGB. Contudo todos os efeitos observados são cepa-dependente; não foram encontradas 

associações entre o comportamento das cepas e seu sorotipo capsular ou fenótipo MLST. 

Estudos futuros podem elucidar as respostas ativadas na presença de microrganismos 

comensais. 

Palavras-chave: microbiota vaginal, Estreptococos, MLST, Lactobacillus, virulência, 

colonização.  
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ABSTRACT 

NASCIMENTO, C. S. Interaction between Lactobacillus crispatus and 

Streptococcus agalactiae strains in cell cultures mimicking the vaginal 

environment. 2023. 93f. Tese (doutorado) - Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2023. 

 

The vaginal microbiota is dominated by the genus Lactobacillus, which helps to maintain a 

crucial acidic pH for health. Hormonal changes and menopause can impact this microbiota. 

Group B Streptococcus (GBS) are associated with neonatal infections and can colonize the 

vaginal microbiota. The interaction between Lactobacillus and GBS is complex, with 

conflicting results in in vitro and in vivo studies. The use of probiotics containing Lactobacillus 

may have benefits, such as altering GBS positivity in a treated group. However, the replicability 

of this result is limited, and the mechanisms involved in this interaction are still poorly 

understood. The use of probiotics containing Lactobacillus may have some benefits, but further 

research is needed. These strains were characterized based on capsular serotype, presence of 

virulence genes (hyaluronidase, β-cytolysin/hemolysin, and pili islands 1, 2a, and 2b), 

antimicrobial resistance (penicillin, cefepime, vancomycin, erythromycin, and clindamycin), 

growth curve, Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), and Multi-Locus Sequence 

Typing (MLST) Therefore, the aim of this study was to characterize GBS strains, evaluate their 

interaction with L. crispatus under various conditions. Six strains were selected for this study, 

belonging to serotypes Ia, II, III, and V. MLST results identified sequence types ST1, ST23, 

ST28, and ST182, and clonal complexes CC1, CC19, and CC23. Most strains possessed the 

tested virulence genes, with only one strain showing resistance to erythromycin and 

clindamycin. These results are in line with the literature. Interaction assays included co-culture 

growth, biofilm formation, adhesion and exclusion assays in cell culture, and, finally, protein 

profile analysis. Some observed effects of L. crispatus on GBS included an increase in GBS 

biofilm formation and a decrease in GBS proliferation during co-culture. However, these results 

varied according to the GBS strain. GBS interaction with L. crispatus resulted in increased 

biofilm formation and decreased proliferation in co-culture. In cell culture competition assays, 

the presence of L. crispatus led to decreased adhesion in one GBS strain belonging to serotype 

III and increased adhesion in one strain belonging to serotype V. When cell culture received 

pre-treatment with L. crispatus, exclusion assays showed lower GBS adhesion. However, all 

observed effects are strain-dependent; no associations were found between strain behavior and 

capsular serotype or MLST phenotype. Future studies may elucidate the responses activated in 

the presence of commensal microorganisms. 

Keywords: vaginal microbiome, Streptococcus, MLST, Lactobacillus, virulence, colonization.  
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1 Introdução 

 

1.1 Microbiota Vaginal 

 

A microbiota vaginal humana é um ambiente complexo que contém mais de 200 espécies 

de bactérias (MENDLING, 2016). Apesar da sua diversidade, diferentemente da microbiota de 

outros sítios do corpo humano, o ambiente vaginal é geralmente dominado pelo gênero 

Lactobacillus. (FRANCE et al., 2022; MENDLING, 2016; RAVEL et al., 2011). Os principais 

Lactobacillus encontrados na microbiota vaginal são: L. crispatus, L. gasseri, L. iners e L. 

jensenii (FRANCE et al., 2022; MENDLING, 2016; RAVEL et al., 2011). 

A mucosa vaginal é constituída por um epitélio pavimentoso estratificado, apoiado em 

um denso tecido conjuntivo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). É uma região que, quando 

estimulada por estrogênio, produz grandes quantidades de glicogênio, substrato utilizado por 

Lactobacillus para a produção de ácido lático, um importante regulador de pH da região vaginal 

(FRANCE et al., 2022; GODHA et al., 2018). O pH é um parâmetro significativo para a 

compreensão da homeostase do corpo humano (GODHA et al., 2018). O valor de pH da região 

vaginal considerado normal está na faixa entre 3.8 e 4.5 (GODHA et al., 2018; THE NORTH 

AMERICAN MENOPAUSE SOCIETY, 2007). Esse pH ácido é mantido por microrganismos 

produtores de ácido lático, também conhecidos como LAB (Lactic Acid Bacteria) (TIWARI, 

2022), cujo representante mais comum é o gênero Lactobacillus, mas que compreende outros 

gêneros, como Bifidobacterium. (TIWARI, 2022). 

Muitas flutuações hormonais acontecem no corpo feminino, tanto no ciclo menstrual 

quanto em períodos como idade reprodutiva e menopausa (FRANCE et al., 2022). O epitélio 

vaginal responde ao estímulo hormonal gerando proliferação de células, cujo ápice ocorre na 

ovulação, sendo assim ocorrem flutuações no nível de glicogênio livre durante o ciclo 

menstrual, o que pode afetar a abundância de LAB (CHOPRA et al., 2022; FRANCE et al., 

2022). 

Durante a menstruação, o fluído menstrual interage com a parede vaginal, o que leva à 

neutralização do pH ácido normalmente encontrado nesse ambiente, levando ao seu aumento 

para entre 7.2 e 7.4 (CHOPRA et al., 2022). Estas alterações levam ao aumento da proliferação 

de microrganismos anaeróbios, e à diminuição da prevalência de Lactobacillus (CHOPRA et 
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al., 2022). Durante a fase folicular, a diminuição do fluxo menstrual resulta na diminuição do 

pH novamente, no aumento na degradação de glicogênio e na produção de ácido lático pelas 

LAB (CHOPRA et al., 2022). Já na fase lútea ocorre o espessamento tanto do endométrio quanto 

do epitélio vaginal, resultando no aumento da deposição de glicogênio nessa região, levando à 

possível neutralização de pH; há também a queda súbita de LH e FSH, resultando em um 

cenário propício para proliferação de diversos microrganismos(CHOPRA et al., 2022). O ciclo 

menstrual e suas pertinentes características estão ilustrados na Figura 1. 

 

Figura 1: Fases do ciclo menstrual incluindo níveis hormonais, ciclos uterino e ovariano e flutuações no pH 

e microbiota vaginal (adaptado de Chopra et al, 2022). 

 

Além disso, a idade também pode impactar a composição da microbiota vaginal, sendo 

que meninas na pré-menarca e mulheres pós-menopausa têm menor probabilidade de possuir 

uma microbiota dominada pelo gênero Lactobacillus; o que pode estar associado ao menor 
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nível de estrogênio circulante, quando comparado ao de mulheres em idade reprodutiva 

(CHOPRA et al., 2022; FRANCE et al., 2022). 

Existem muitas variações na composição da microbiota vaginal durante a idade 

reprodutiva (FRANCE et al., 2022). No início da puberdade, os filos dominantes são 

Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria, e nos estágios mais tardios da puberdade há 

dominância de Firmicutes (CHOPRA et al., 2022). Em um estudo brasileiro que avaliou a 

microbiota de mulheres em idade reprodutiva, sendo um grupo de gestantes e um grupo de não 

gestantes, foi observada a dominância de Firmicutes e predominância do gênero Lactobacillus 

(>80%) (SPARVOLI et al., 2020). 

Considerando tais variabilidades, para melhor compreender a comunidade microbiana 

vaginal, Ravel et al obtiveram swabs vaginais de 396 mulheres norte americanas, dos quais 

foram feitos a extração de DNA genômico, o sequenciamento de duas regiões variáveis do gene 

16srRNA, e análise das sequências obtidas (RAVEL et al., 2011). O grupo então classificou 

cada comunidade em cinco Community State Types (CSTs), sendo que quatro destas são 

dominadas por Lactobacillus spp. (RAVEL et al., 2011). As CSTs I, II, III e V são dominadas 

por L. crispatus, L. gasseri, L. iners e L. jensenii, respectivamente; já a CST IV é caracterizada 

pela baixa prevalência de lactobacilos e pela presença de microrganismos associados à vaginose 

bacteriana (RAVEL et al., 2011). Atualmente, CSTs são comumente utilizadas para avaliar a 

microbiota vaginal humana, tanto da perspectiva homeostática quanto da epidemiológica. 

A CST IV está associada à presença de bactérias anaeróbias e ao pH elevado (>4.5); 

alguns sintomas como corrimento anormal e odor podem ocorrer, porém a comunidade CST IV 

pode se apresentar de forma assintomática (FRANCE et al., 2022; RAVEL et al., 2011). Os 

principais microrganismos associados à CST IV são pertencentes aos gêneros Prevotella, 

Dialister, Atopobium, Gardnerella, Megasphaera, Peptoniphilus, Sneathia, Eggerthella, 

Aerococcus, Finegoldia, e Mobiluncus (CHOPRA et al., 2022; RAVEL et al., 2011). Apesar de 

não ser a espécie dominante, L. iners e L. crispatus foram detectados em mais da metade das 

comunidades pertencentes a CST IV (RAVEL et al., 2011). A comunidade IV também está 

associada à presença de microrganismos patogênicos não anaeróbios, como Escherichia coli e 

Streptococcus agalactiae (MENDLING, 2016). 

Estudos da microbiota vaginal apontaram a necessidade de subdividir a CST IV em dois 

grupos: CST IV-A e CST IV-B. CST IV-A contém os gêneros Anaerococus, Peptoniphilus, 

Corynebacterium, Prevotella, Finegoldia e Streptococcus. CST IV-B é caracterizada pela 
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presença de Atopobium, Gardnerella, Sneathia, Mobiluncus, Megasphera e alguns 

microrganismos da ordem Clostridiales (KALIA; SINGH; KAUR, 2020).  

A compreensão da composição da microbiota vaginal é essencial, contudo, ainda há 

muitas lacunas de conhecimento na compreensão de como esses microrganismos interagem 

entre si (CHOPRA et al., 2022). Por isso são necessários estudos que demonstrem como 

microrganismos que dominam a microbiota vaginal (Lactobacillus) influenciam o metabolismo 

de microrganismos associados a doenças. 
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1.2 L. crispatus 

 

Como mencionado anteriormente, a microbiota vaginal é predominantemente composta 

pelo gênero Lactobacillus, com exceção apenas da CST IV, que é caracterizada pela presença 

de bactérias anaeróbias (FRANCE et al., 2022; MENDLING, 2016; RAVEL et al., 2011). 

Contudo, há variações na prevalência de CSTs, de acordo com a região geográfica; na América 

do Norte, Europa e Índia, a CST I (dominada por L. crispatus)  é a mais prevalente (SARAF et 

al., 2021), já no México e no Brasil, há maior abundância da CST III (dominada por L. iners) 

(MARCONI et al., 2020; SARAF et al., 2021). 

Uma microbiota dominada por L. iners está relacionada a uma maior vulnerabilidade à 

determinadas doenças, como vaginose bacteriana (CHEE et al., 2020); além disso, L. iners 

produz apenas o isômero L-ácido lático, que é ineficaz na inibição de patógenos (CHEE et al., 

2020). Já o L. crispatus produz ambos os isômeros L- e D-ácido lático, e possui maior efeito 

protetor da microbiota vaginal contra patógenos (CHEE et al., 2020; ZALAMBANI et al., 

2023). Por este motivo, esse microrganismo será o foco deste trabalho. 

Além da importante função de manter o pH vaginal, o ácido lático também pode penetrar 

a membrana celular de patógenos, acidificando seu citosol, enfraquecer a parede bacteriana e 

induzir mudanças epigenéticas que podem afetar a expressão gênica da célula alvo 

(ZALAMBANI et al., 2023). Em ensaios in vitro, cepas de L. crispatus foram as mais eficazes 

na inibição de infecção por Chlamydia trachomatis, seja por mecanismo de produção de ácido 

lático (ZALAMBANI et al., 2023) ou pela ação de metabólitos secretados por esse 

microrganismo (NARDINI et al., 2016). 

Outro recurso presente nos Lactobacillus é a camada-S, subunidades proteicas repetidas 

que são encontradas na superfície do envelope celular de procariotos (SLEYTR et al., 1993). A 

inibição da camada-S afeta significativamente a capacidade do L. crispatus de aderir em células 

HeLa, portanto ela está envolvida na capacidade desse microrganismo de aderir em células 

eucarióticas (CHEN et al., 2007). Além disso, o L. crispatus demonstrou capacidade de inibir 

a adesão de Escherichia coli O157:H7 e Salmonella typhimurium a células HeLa em cultura, 

portanto é um microrganismo capaz de inibir a colonização de patógenos por meio de 

competição, e a camada-S é um componente chave dessa interação (CHEN et al., 2007). 
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O genoma do L. crispatus possui seis genes codificadores de bacteriocinas (ARGENTINI 

et al., 2022), que são peptídeos antimicrobianos secretados no ambiente, e promovem 

competição entre microrganismos (ARGENTINI et al., 2022; TIWARI, 2022), sendo que 

normalmente inibem o crescimento de outras espécies próximas geneticamente (curto espectro), 

contudo algumas bacteriocinas com ação de amplo espectro já foram descritas (TIWARI, 2022).  

A capacidade de inibição de microrganismos patogênicos varia entre os diferentes loci 

codificadores de bacteriocinas; contudo foram observadas atividades antimicrobianas de 

bacteriocinas presentes em L. crispatus contra Garnerella vaginalis, Escherichia coli e 

Streptococcus agalactiae (ARGENTINI et al., 2022). O mecanismo pelo qual essa inibição 

ocorre não foi completamente elucidado, pode estar associado à acidificação do meio 

(ARGENTINI et al., 2022), contudo mais estudos são necessários para melhor compreensão da 

ação das bacteriocinas. 

Um último componente do L. crispatus envolvido na modulação da microbiota vaginal é 

o peróxido de hidrogênio (H2O2). Estudos epidemiológicos mostram uma associação entre 

mulheres colonizadas com Lactobacillus produtores de peróxido de hidrogênio e menor 

incidência de vaginose bacteriana, Neisseria gonorrhoeae e HIV (Vírus da Imunodeficiência 

Humana) (MIKO; BARAKONYI, 2023). O peróxido de hidrogênio está associado à inibição 

do crescimento de patógenos in vitro, e também tem efeito anti-inflamatório, participando da 

regulação do sistema imunológico do hospedeiro (ARGENTINI et al., 2022; MIKO; 

BARAKONYI, 2023). 
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1.3 Estreptococos do Grupo B (EGB) 

 

Estreptococos do Grupo B (EGB) ou Streptococcus agalactiae foi identificado na 

década de 1960 como causador de doença em recém-nascidos e permanece sendo a principal 

causa de infecção neonatal (ARMISTEAD; OLER; WALDORF, 2019; EDMOND et al., 2012; 

EICKHOFF et al., 1964; ROSEN et al., 2017), sendo o agente responsável por um terço dos 

casos de sepse neonatal (STEPHENS; CHARNOCK-JONES; SMITH, 2023). A estimativa da 

Organização Mundial de Saúde (OMS) é que 150.000 mortes e natimortos são causados por 

EGB (SEALE et al., 2017).  

No Brasil, S. agalactiae coloniza de 4 a 28,4% das mulheres brasileiras, dependendo da 

região geográfica (NASCIMENTO; TADDEI, 2019). O principal fator de risco para infecção 

neonatal é a colonização materna, pois EGB é um membro comensal da microbiota vaginal 

(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2010; FILKINS et al., 2020; 

NAN et al., 2015). EGB é uma bactéria GRAM positiva cujo potencial patogênico depende de 

fatores de virulência encontrados no seu genoma; alguns desses fatores que promovem 

colonização no trato vaginal podem causar danos mais graves ao neonato (ARMISTEAD; 

OLER; WALDORF, 2019). 

Um desses fatores de virulência é o chamado fator CAMP, que se liga à membrana 

celular de eritrócitos, causando hemólise (CHRISTINE; ATKINS; MUNCH-PETERSEN, 

1944), esse efeito é amplificado pela esfingomielinase, secretada por S. aureus (CHRISTINE; 

ATKINS; MUNCH-PETERSEN, 1944; HENSLER et al., 2008). Um importante fator 

envolvido na ascensão de EGB do ambiente vaginal para o útero é a hialuronidase (PATRAS; 

NIZET, 2018), responsável pela degradação de ácido hialurônico, um importante componente 

da matriz extracelular (EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011). A ancoragem à matriz extracelular 

é facilitada por ilhas de pili, que promovem a adesão aos seus componentes, como colágeno, 

fibrinogênio e fibronectina (PATRAS; NIZET, 2018). Outro fator de virulência envolvido na 

invasão de EGB é a β-hemolisina/citolisina, que apresenta toxicidade para diversas células 

imunológicas (EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011; PATRAS; NIZET, 2018). 

Por ser um patógeno oportunista, EGB pode permanecer na microbiota vaginal como 

um microrganismo comensal, contudo ele possui sistemas de transdução de sinais, que são 

rigorosamente regulados, e respondem a estímulos ambientais, provocando alterações na 

expressão gênica de fatores específicos (como adesinas, pili, enzimas etc.) que levarão a sua 
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ascensão de microrganismo comensal para patógeno causador de infecções (ARMISTEAD; 

OLER; WALDORF, 2019). 

As principais doenças causadas por EGB são encontradas em mulheres e neonatos. Em 

mulheres, gestantes ou não, EGB é responsável por infecções do trato urinário, podendo ser 

recorrente (BOTELHO et al., 2018; RAABE; SHANE, 2019). Em bebês, EGB é responsável 

pela sepse neonatal, que tem duas manifestações: precoce e tardia. A sepse neonatal precoce é 

a manifestação dos sintomas durante a primeira semana de vida, já a sepse neonatal tardia ocorre 

entre 8 dias e três meses de vida (ARMISTEAD; OLER; WALDORF, 2019; RAABE; SHANE, 

2019; SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018). 

Nos casos de sepse neonatal precoce a pneumonia é um dos principais sintomas (CHOI 

et al., 2022). O “padrão ouro” para diagnóstico é o isolamento de EGB de sangue, fluído 

cerebrospinal ou outros fluídos estéreis através de cultura, porém atualmente há o aumento do 

uso de PCR quantitativo no contexto clínico (STEPHENS; CHARNOCK-JONES; SMITH, 

2023). Um diagnóstico laboratorial positivo para EGB resulta de colônias com morfologia 

característica em ágar sangue e teste CAMP positivo; adicionalmente testes bioquímicos e 

aglutinação em látex podem ser feitos (FILKINS et al., 2020). Devido ao alto risco do 

diagnóstico de sepse neonatal precoce, o tratamento pode ser iniciado antes da obtenção do 

resultado da cultura, caso haja um quadro clínico suspeito ou sejam identificados fatores de 

risco (STEPHENS; CHARNOCK-JONES; SMITH, 2023). Os sintomas são a forma primária 

de diagnóstico de sepse neonatal tardia (CHOI et al., 2022), sendo meningite o principal 

sintoma. Além disso, 20% dos pacientes que sobreviveram após o diagnóstico de sepse neonatal 

tardia, apresentam severas sequelas no seu desenvolvimento neurológico (STEPHENS; 

CHARNOCK-JONES; SMITH, 2023). 

As diretrizes publicadas pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) são 

direcionadas para o tratamento de mulheres gestantes colonizadas por EGB devido ao seu 

principal fator de risco ser a colonização da mãe (ARMISTEAD; OLER; WALDORF, 2019). A 

implementação das diretrizes diminuiu significativamente a incidência de sepse neonatal nos 

últimos 27 anos (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2010). Em 

2020 o protocolo foi atualizado pela American Society for Microbiology (ASM), entre outras 

mudanças, o período da coleta foi alterado de 35 a 37 semanas para 36 0/7 a 37 6/7 semanas, 

por ser o período que melhor indicará colonização por EGB durante o parto. Além disso foi 
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determinado que o melhor método de coleta é utilizando swab único primeiro no canal vaginal 

depois no canal retal (FILKINS et al., 2020). 

No caso de diagnóstico positivo, é feita a profilaxia intraparto com Penicilina; caso a 

paciente seja alérgica deve ser feito o teste de susceptibilidade antimicrobiana, sendo que 

clindamicina e eritromicina são os antimicrobianos alternativos utilizados nesse caso (FILKINS 

et al., 2020). O teste de sensibilidade recomendado pela ASM é necessário pois o uso frequente 

de antibióticos gerou um aumento na resistência a clindamicina e eritromicina (CENTERS FOR 

DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013), principalmente no Brasil (NASCIMENTO 

et al., 2019). A presença de EGB na microbiota vaginal, além de levar ao risco de infecção 

neonatal, altera a sua composição e homeostase (ROSEN et al., 2017; VRBANAC et al., 2018). 
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1.4 EGB e a microbiota vaginal 

 

A composição da microbiota vaginal é influenciada por fatores relacionados ao 

hospedeiro, como níveis hormonais, idade e gestação (CHOPRA et al., 2022; FRANCE et al., 

2022; MENDLING, 2016; SPARVOLI et al., 2020), e por fatores externos, como a presença de 

microrganismos patogênicos (MENDLING, 2016; RAZZAK; AL-CHARRAKH; AL-

GREITTY, 2011). Porém o grau de influência que EGB exerce sobre a composição da 

microbiota ainda é um assunto controverso. 

Apesar da importância clínica do EGB (ARMISTEAD; OLER; WALDORF, 2019),  

uma revisão sistemática de estudos publicados avaliando a microbiota vaginal, mostrou que 

menos de 30% reportam o status da colonização por EGB, sendo por métodos de cultura ou 

métodos moleculares, então é incerto se a presença desse microrganismo afeta os resultados 

destes estudos ou não (LIM et al., 2021).  

Além disso, maioria dos estudos sobre microbiota utilizam métodos de sequenciamento 

de regiões específicas do gene codificador do RNA 16S, o que pode tanto limitar a identificação 

de algumas espécies de microrganismos, quanto aumentar a variabilidade de resultados em 

estudos diferentes (LIM et al., 2021). Ademais, algumas publicações estão limitadas a 

identificação de gêneros e não atingem o nível de espécies, o que seria necessário para delinear 

o perfil da microbiota vaginal e identificar a presença de S. agalactiae (LIM et al., 2021). 

Uma publicação de Rosen et al faz parte da minoria, pois avaliou 428 amostras de 

microbiota vaginal, e além do sequenciamento das regiões V3 e V4 do gene 16S, fez também a 

pesquisa de EGB durante o pré-natal. Cada amostra foi classificada dentro de uma CST de 

acordo com a sua composição, e não foi encontrada uma correlação entre a presença de EGB e 

as CSTs. Contudo, ao observar os subgrupos da CST IV, foi encontrada maior proporção de 

amostras positivas para EGB na comunidade CST IV-A quando comparada à CST IV-B. Apesar 

dos resultados indicarem uma correspondência entre a presença de EGB e a abundância de 

algumas espécies, como Prevotella bivia, o grupo não conseguiu relacionar EGB com nenhuma 

espécie de Lactobacillus spp. (ROSEN et al., 2017). 

Além disso, foram encontradas diferenças significativas na microbiota vaginal de um 

grupo de 22 mulheres colonizadas por EGB, comparando-as a um grupo de 44 mulheres não 

colonizadas (MU et al., 2019). A abundância relativa do gênero Lactobacillus foi 
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significativamente maior no grupo de mulheres não colonizadas por EGB; já os gêneros 

Prevotella, Megasphaera e Streptococcus foram significativamente mais abundantes no grupo 

de mulheres colonizadas por EGB (MU et al., 2019).  

Já Roesch et al avaliou a microbiota vaginal de mulheres que receberam a profilaxia 

intraparto utilizando Penicilina. Foram coletadas amostras de mulheres com status de EGB 

positivo e negativo, que receberam ou não a antibioticoterapia. No grupo que recebeu a 

profilaxia, a α-diversidade e a riqueza foram maiores do que nos grupos que não receberam 

antibióticos. A explicação dos autores é que a microbiota saudável, composta em sua maioria 

por lactobacilos, de diversas espécies, foi afetada após o tratamento, abrindo espaço para 

crescimento de outras espécies de bactérias, o que aumentou a variabilidade dentro dessas 

comunidades. Neste caso, a influência de EGB na microbiota não foi observada de forma direta, 

mas sim indiretamente através do tratamento utilizando Penicilina (ROESCH et al., 2017). 

Para uma observação direta, um estudo coletou 1860 swabs vaginais de mulheres 

gestantes no terceiro trimestre (STARC et al., 2022). Foram utilizados diversos meios de cultura 

e identificação por espectrometria de massa (MALDI-tof) para isolar diferentes espécies de 

Lactobacillus e alguns microrganismos patogênicos (STARC et al., 2022). Resultados 

demonstraram que L. crispatus foi isolado com maior frequência em mulheres não colonizadas 

por EGB. Contudo outros patógenos, como Gardnerella vaginalis, não tiveram correlação com 

o status de colonização por EGB. Os autores propões que a presença de L. crispatus possa ter 

efeito protetivo, prevenindo o estabelecimento da colonização por EGB (STARC et al., 2022). 

Sendo assim, é possível concluir que ocorrem mudanças significativas na microbiota 

vaginal quando há presença de EGB, mais estudos in vitro são necessários para compreender 

os mecanismos envolvidos em tais mudanças. 
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1.5 Lactobacillus e EGB 

 

A despeito das incertezas sobre a interação destes dois microrganismos in vivo, muitos 

experimentos tentam demonstrar a influência dos lactobacilos em EGB in vitro, tais resultados 

também são discordantes. Em uma pequena revisão sobre o assunto, foram selecionados onze 

artigos publicados nos últimos anos, com resultados controversos, a Tabela 1 contém um 

resumo dessas propostas.   

Tabela 1: Amostragem de artigos publicados sobre interação entre Lactobacillus e EGB 

Tipo de ensaio Microrganismos Interação Referência 

Adesão em células 

epiteliais vaginais 

primárias (in vitro) 

Lactobacillus fermentum; 

Lactobacillus rhamnosus 

Ambos reduziram a 

adesão de EGB às 

células epiteliais 

(ORTIZ et 

al., 2014) 

Administração de 

probiótico oral durante 

a gestação (in vivo) 

Florajen3®  

(Lactobacillus acidophillus; 

Bifidobacterium lactis; 

Bifidobacterium longum) 

Não houve alteração no 

número de mulheres 

colonizadas entre os 

grupos; contagem de 

colônias entre o grupo 

probiótico foi menor 

(HANSON 

et al., 2014) 

Influência do 

microrganismo e do 

sobrenadante no 

crescimento de 

patógenos (in vitro) 

Lactobacillus casei Somente o sobrenadante 

inibe o crescimento; 

contudo resultado 

depende do ensaio 

(JURADO; 

GÚZMAN; 

JARRÍN, 

2015) 

Administração de 

probiótico oral durante 

a gestação (in vivo) 

L. rhamnosus; Lactobacillus 

reuteri 

Houve redução na 

positividade de EGB no 

grupo que fez uso de 

probióticos 

(HO et al., 

2016) 

Administração de 

probiótico oral durante 

a gestação (in vivo) 

L. rhamnosus; L. reuteri; L. 

fermentum 

Não houve diferença na 

prevalência de 

colonização por EGB 

entre os grupos 

(OLSEN et 

al., 2018) 
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Efeito de 

Lactobacillus e 

sobrenadante na 

viabilidade de EGB 

Bacillus clausii, 

Bifidobacterium adolescentes, 

B. bifidus, B. infantis, 

Enterococcus faecium, L. 

acidophillus, L. bulgaricus, L. 

casei, L. casei Shirota, L. 

crispatus, L. paracasae, L. 

plantarum, L. reuteri, L. 

rhamnosus, S. thermophilus 

Foram observados halos 

de inibição para 

algumas cepas de 

Lactobacillus  

(BONIN; 

PENTEAD

O; 

QUEIROZ, 

2019) 

Administração de 

probiótico oral durante 

a gestação (in vivo) 

Lactobacillus salivarus Houve diminuição no 

número de mulheres 

colonizadas por EGB 

após administração de 

probiótico 

(MARTÍN et 

al., 2019) 

Viabilidade de EGB na 

presença de 

lactobacilos e 

sobrenadante (in vitro) 

Lactobacillus crispatus; 

Lactobacillus gasseri; 

Lactobacillus vaginalis 

Algumas cepas de 

Lactobacillus inibiram o 

crescimento de EGB 

(MARZIALI 

et al., 2019) 

Administração de 

probiótico oral durante 

a gestação (in vivo) 

L. rhamnosus; L. reuteri Colonização por EGB 

não variou 

significativamente entre 

os grupos 

(SHARPE et 

al., 2019) 

Efeito de lactobacilos 

no crescimento e 

formação de biofilme 

de EGB em células 

endometriais (in vitro) 

L. crispatus; L. gasseri; L. 

reuteri 

L. gasseri aumentou a 

adesão de EGB às 

células; somente o 

sobrenadante inibiu o 

crescimento, formação 

de biofilme e invasão 

celular 

(SHIRODA 

et al., 2020) 

Adesão em células 

epiteliais vaginais 

primárias e vk2/E6E7 

(in vitro) 

Lactobacillus crispatus; 

Lactobacillus gasseri 

Lactobacillus inibiram a 

adesão de EGB a células 

em todos os ensaios 

(HE et al., 

2020) 
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Efeito de lactobacilos 

na adesão de EGB a 

células HeLa e na 

diminuição do seu 

descolamento (in 

vitro) 

L. rhamnosus L. rhamnosus diminui 

deformações celulares 

causadas por EGB 

(CAJULAO; 

CHEN, 

2021) 

Administração de 

probiótico oral durante 

a gestação (in vivo) 

Florajen3®  

(Lactobacillus acidophillus; 

Bifidobacterium lactis; 

Bifidobacterium longum) 

Não houve alteração na 

colonização de EGB 

entre os grupos 

(HANSON 

et al., 2023) 

 

Desses artigos, nove demonstraram alguma forma de interação entre os Estreptococos 

do Grupo B e lactobacilos, porém quatro não tiveram resultados significativos. Alguns dos 

trabalhos fizeram intervenções em mulheres gestantes, administrando probióticos oralmente 

durante a gestação, dos seis artigos encontrados, ap enas dois obtiveram resultados positivos 

(HO et al., 2016; MARTÍN et al., 2019). 

Martín et al avaliou cepas de L. salivarus para determinar a produção de compostos 

antimicrobianos e o potencial de inibição do crescimento de EGB in vitro, algumas dessas 

tiveram resultados positivos, uma foi selecionada para administração como probiótico. O grupo 

da intervenção possuía 25 mulheres, para as quais foi administrado o probiótico. O grupo 

controle foi dividido em dois, sendo que 14 mulheres foram diagnosticadas com EGB positivo, 

controle 18 possuíam cultura de EGB negativa. Sendo assim o n dessa pesquisa é pequeno e 

mais estudos serão necessários para determinar se os resultados são reproduzíveis (MARTÍN et 

al., 2019). 

O artigo de Ho et al relatou um efeito significativo da administração de placebo, mas é 

importante considerar que o grupo controle possuía 50 voluntárias e somente 9 apresentaram 

exame de EGB negativo; o grupo que recebeu probióticos possuía 49 voluntárias e 21 

apresentaram exame de EGB negativo após o tratamento. Apesar de resultados significativos, 

o número de mulheres nos grupos ainda é pequeno, e a efetividade desse probiótico é menor 

que 50% (HO et al., 2016). 

Todos os artigos que fizeram intervenções utilizaram probióticos orais, o que não reflete 

a verdadeira interação entre esses microrganismos e os microrganismos da microbiota, 
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patógenos ou não. Desta forma, foram pesquisados também, artigos com experimentos in vitro, 

na tentativa de observar diretamente o efeito de lactobacilos em Estreptococos do Grupo B. E 

todos observaram influências significativas de lactobacilos probióticos na viabilidade e adesão 

de EGB a células epiteliais (BONIN; PENTEADO; QUEIROZ, 2019; CAJULAO; CHEN, 

2021; HE et al., 2020; JURADO; GÚZMAN; JARRÍN, 2015; MARZIALI et al., 2019; ORTIZ 

et al., 2014; SHIRODA et al., 2020). 

 Marziali et al observou uma inibição significativa, in vitro, de EGB na presença de 

diferentes cepas de L. crispatus e L. gasseri, contudo a atividade anti-EGB dessas cepas 

depende do pH do meio (MARZIALI et al., 2019). E Bonin et al avaliou a atividade in vitro de 

diversos probióticos e não observou eficiência de L. crispatus contra EGB, mas sim da espécie 

L. casei Shirota, disponível comercialmente (BONIN; PENTEADO; QUEIROZ, 2019). A 

eficácia de L. crispatus e L. gasseri foi observada in vitro em cultura de células vk2/e6e7 e 

célula epiteliais obtidas de mulheres saudáveis (HE et al., 2020). 

Foram encontrados três tipos de ensaios de adesão bacteriana a células vaginais: 

exclusão, competição e deslocamento. A principal diferença entre eles é a ordem em que os 

microrganismos são colocados na cultura. A eficiência dos lactobacilos na prevenção da adesão 

de EGB a células epiteliais depende também do tipo de experimento (ORTIZ et al., 2014). 

A interação entre EGB e disbiose, com consequente diminuição da prevalência de 

Lactobacillus ainda não foi demostrada (ROSEN et al., 2017). Porém, há evidências da 

eficiência de lactobacilos probióticos no combate a infecções vaginais, especialmente vaginose 

bacteriana, na literatura (FALAGAS; BETSI; ATHANASIOU, 2007; VITALI; ABRUZZO; 

MASTROMARINO, 2017; YA; REIFER; MILLER, 2010).  

Utilizar os lactobacilos probióticos como auxílio no tratamento de EGB poderia 

diminuir a frequência do uso de antibióticos. Nos Estados Unidos, a resistência as antibióticos 

alternativos, como Clindamicina e Eritromicina, tem aumentado constantemente desde o início 

dos anos 2000, sendo que a taxa de resistência a Eritromicina atingiu 50%  e à Clindamicina a 

30% em 2010 (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013). Um 

aumento significativo da resistência também tem sido observado no Brasil (NASCIMENTO et 

al., 2019). 

Apesar de muitos artigos publicados sobre o assunto, a relação entre probióticos 

vaginais, como Lactobacillus spp., e EGB apresenta muita variabilidade de resultados. 
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Portanto, novos estudos precisam determinar a verdadeira influência dos principais 

Lactobacillus spp. vaginais atualmente usados como probióticos na viabilidade de diversos 

sorotipos de EGB e na sua capacidade de aderir ao epitélio vaginal. 
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2 Objetivos  

 

2.1 Gerais 

Avaliar a interação entre cepas de lactobacilos probióticos disponíveis comercialmente 

e EGB. 

 

2.2  Específicos 

a. Caracterizar as cepas de EGB fenotípica e geneticamente 

b. Determinar quali e quantitativamente a influência de lactobacilos probióticos na 

viabilidade de EGB in vitro; 

c. Determinar quali e quantitativamente a influência de lactobacilos probióticos na 

adesão de EGB dos sorotipos Ia, II, III e V a células epiteliais in vitro; 

d. Avaliar a influência de lactobacilos probióticos na expressão de proteínas de EGB 

dos sorotipos Ia, II, III e V aderidos a cultura de células Hela; 
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3 Métodos 

 

Todos os ensaios foram realizados conforme descrito anteriormente, com auxílio de diferentes 

departamentos da Universidade de São Paulo, do Instituto Butantã e da Universidade Federal 

do Rio de Janeiro, conforme ilustrado na  Figura 2.. 

 

 

Figura 2: Delineamento experimental do projeto, ilustrando os diferentes processos e ensaios. 
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3.1 Microrganismos e linhagens celulares 

 

Streptococcus agalactiae (EGB): as cepas foram isoladas de mulheres gestantes. Foram 

utilizadas cepas pertencentes aos sorotipos: Ia (cepa 1), II (cepa 4), III (cepas 2 e 5) e V (cepas 

3 e 6). Estas cepas foram caracterizadas anteriormente (NASCIMENTO; TADDEI, 2019). As 

cepas estavam armazenadas em freezer a -80℃, e foram descongeladas e repicadas para cada 

ensaio. Para confirmar se as cepas estavam devidamente conservadas e descartar a possibilidade 

de contaminação, foi feito o teste CAMP (CHRISTINE; ATKINS; MUNCH-PETERSEN, 

1944) e Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-Time Of Flight mass spectrometry 

(MALDI-tof) (LAY, 2001) de todas as cepas. O teste CAMP consiste em semear as cepas em 

ágar sangue overnight a 37°C em estufa de CO2. No dia seguinte, a cepa ATCC 25923 de 

Staphylococcus aureus foi semeada em uma linha central em placa de ágar sangue, foi 

selecionada uma colônia de cada cepa a ser investigada, que foram semeadas de forma 

perpendicular conforme ilustração (Figura 3); placa de ágar sangue foi incubada em estufa de 

CO2 a 37°C, leitura foi feita após incubação overnight (CHRISTINE; ATKINS; MUNCH-

PETERSEN, 1944).  

 

Figura 3: Semeadura de cepas utilizadas na realização do teste CAMP 

Já a técnica de MALDI-tof consiste em selecionar colônias das cepas a serem investigadas, 

que foram previamente semeadas em ágar sangue, e aplicá-las em placa de aço inoxidável. A 

placa foi mantida em temperatura ambiente para permitir a secagem das colônias, em seguida 

foi aplicado 1µl de matriz, descrita previamente (TO et al., 2019). Após incidência de lasers 

(autoflex® maX, Bruker Daltonique, França), o perfil espectrofotômetro foi analisado 

utilizando software MALDI Biotyper 1.1(Bruker Daltonique, França), que gera resultados de 
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identificação bacteriana. Cepas foram confirmadas como Streptococcus agalactie caso seu 

score seja maior que 2,00 (LARTIGUE et al., 2009; LAY, 2001; TO et al., 2019). 

Lactobacillus spp.: foram obtidas cepas probióticas de L. crispatus (LCr86) (Jiangsu 

Wecare Biotechnology Co, Jiangsu, China). 

HeLa: Células foram gentilmente cedidas pela Professora Dra. Ana Carolina Moreno 

(Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo). Células HeLa foram 

cultivadas em DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - LGC Biotecnologia, Cotia, 

São Paulo, Brasil) enriquecido com 10% de soro fetal bovino (LGC Biotecnologia, Cotia, São 

Paulo, Brasil), a 37 °C com 5% CO2 (MANJU et al., 2018). 
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3.2 Caracterização de EGB 

 

Sorotipo capsular: todos os sorotipos capsulares foram determinados utilizando 

aglutinação em látex (PastorexTM, Bio-Rad, California, EUA), seguindo instruções do 

fabricante. Foi realizado PCR Multiplex com primers descritos na Tabela 2, seguindo os 

protocolos previamente descritos (IMPERI et al., 2010; NASCIMENTO; TADDEI, 2019).  

Tabela 2: Nome e sequência dos primers que foram utilizados na reação de Multiplex PCR para a 

sorotipagem capsular: 

Primer Sequência 5'-3' 

cpsI-Ia-6-7-F GAATTGATAACTTTTGTGGATTGCGATGA 

cpsI-6-R CAATTCTGTCGGACTATCCTGATG 

cpsI-7-R TGTCGCTTCCACACTGAGTGTTGA 

cpsL-F CAATCCTAAGTATTTTCGGTTCATT 

cpsL-R TAGGAACATGTTCATTAACATAGC 

cpsG-F ACATGAACAGCAGTTCAACCGT 

CpsG-R ATGCTCTCCAAACTGTTCTTGT 

CpsG-2-3-6-R TCCATCTACATCTTCAATCCAAGC 

CpsN-5-F ATGCAACCAAGTGATTATCATGTA 

CpsN-5-R CTCTTCACTCTTTAGTGTAGGTAT 

CpsJ-8-F TATTTGGGAGGTAATCAAGAGACA 

CpsJ-8-R GTTTGGAGCATTCAAGATAACTCT 

cpsJ-2-4-F CATTTATTGATTCAGACGATTACATTGA 

cpsJ-2-R CCTCTTTCTCTAAAATATTCCAACC 

cpsJ-4-R CCTCAGGATATTTACGAATTCTGTA 

cpsI-7-9-F CTGTAATTGGAGGAATGTGGATCG 

cpsI-9-R AATCATCTTCATAATTTATCTCCCATT 

cpsJ-Ib-F GCAATTCTTAACAGAATATTCAGTTG 

cpsJ-Ib-R GCGTTTCTTTATCACATACTCTTG 

 

Fatores de virulência: os genes de virulência pesquisados por PCR foram: hialuronidase, 

β-citolisina/hemolisina, ilhas de pili 1, 2a e 2b (Tabela 3), seguindo protocolo de amplificação 

descrito na literatura (NASCIMENTO; TADDEI, 2019; OTAGUIRI et al., 2013)  
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Tabela 3: Sequência de nucleotídeos de cada primer e tamanho amplicon esperado: 

Primer Sequência (5′-–3′) Tamanho do amplicon (bp) 

hylB F: TGTCTCCGAGGTGACACTTGAACT 

R: TTGTGTTGTGACGGGTTGTGGATG 

124 

cylE F: TCGGAACAAGTAAAGAGGGTTCGG 

R: GGGTTTCCACAGTTGCTTGAATGT 

130 

PI-1 F: AACCACTAGCAGGCGTTGTCTTTG 

R: TGAGCCCGGAAATTCTGATATGCC 

147 

PI-2a F: GCCGTTAGATGTTGTCTTCGTACT 

R: TTTACTGCGGTCCCAAGAGCTTC 

117 

PI-2b F: AAGTCTTGACCAAGGATACGACGC 

R: ATCGTGTTACTTGCCCTGCGTA 

152 

 

Resistência a antimicrobianos: a sensibilidade aos seguintes antimicrobianos: Penicilina, 

Cefepima, Vancomicina, Eritromicina e Clindamicina, foi testada utilizando o método de disco-

difusão conforme descrito previamente (BRCAST, 2016; NASCIMENTO; TADDEI, 2019). 

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP): foi feito de acordo com protocolo 

disponível (BEAURUELLE et al., 2018). O locus Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats (CRISPR1) foi amplificado utilizando a técnica de PCR (primer Forward: 

5’-GAAGACTCTATGATTTACCGC-3’; primer Reverse: 5’-

CAGCAATCACTAAAAGAACCAAC-3’), resultando em fragmentos de diversos tamanhos. 

O produto da reação foi então digerido pela enzima de restrição DdeI, e os diversos fragmentos 

foram submetidos à eletroforese em gel de agarose. A imagem resultante foi analisada 

utilizando software Bionumerics (Applied-Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica).  

Multi-Locus Sequence Typing (MLST): sete genes foram amplificados utilizando PCR, 

primers estão descritos na Tabela 4, a seguir. Cada fragmento foi sequenciado e analisado 

conforme protocolo previamente descrito (JONES et al., 2003). Os arquivos FASTA resultantes 

dos sequenciamentos foi visualizado e organizado utilizando o software Geneious Prime 

2023.0.4 (geneious by Dotmatics, Nova Zelândia). A sequência de cada fragmento foi 

submetida ao banco de dados PubMLST, que gera um número de alelo para cada sequência, a 

combinação do número do alelo de cada um dos sete loci resulta em um Sequence Type e Clonal 

Complex (JOLLEY; BRAY; MAIDEN, 2018). 
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Tabela 4: Primers utilizados para a reação de MLST com seus respectivos locus e funções: 

Locus Função Forward (5’ - 3’) Reverse (5’ - 3’) Tamanho 

do 

amplicon 

(pb) 

adhP Álcool 

desidrogenase 

GTTGGTCATGGTGAAGCACT ACTGTACCTCCAGCACGAAC 672 

pheS Fenilalanil 

tRNA sintetase 

GATTAAGGAGTAGTGGCACG TTGAGATCGCCCATTGAAAT 723 

atr Transporte de 

amino ácidos 

CGATTCTCTCAGCTTTGTTA AAGAAATCTCTTGTGCGGAT 627 

glnA Glutamina 

sintetase 

CCGGCTACAGATGAACAATT CTGATAATTGCCATTCCACG 589 

sdhA Serina 

desidratase 

AGAGCAAGCTAATAGCCAAC ATATCAGCAGCAACAAGTGC 646 

glcK Glicoquinase CTCGGAGGAACGACCATTAA CTTGTAACAGTATCACCGTT 607 

tkt Transquetolase CCAGGCTTTGATTTAGTTGA AATAGCTTGTTGGCTTGAAA 859 

 

3.3 Curva de Crescimento 

 

Para avaliar a progressão do crescimento dos EGB utilizados, foi construída uma curva 

de crescimento para cada sorotipo. Microrganismos armazenados em freezer a -20°C foram 

semeados em Ágar sangue overnight, e semeados em meio DMEM, com 10% de soro fetal 

bovino, referido aqui como DMEM+sfb, durante três horas, para obtenção de microrganismos 

em fase Log. Após esse período, a concentração das culturas foi ajustada para 1x108 UFC/ml 

utilizando espectrofotômetro, considerando a absorbância de 0,1 na faixa da densidade óptica 

(OD) de 600nm. Em comprimento de onda de 600nm (OD600) e absorbância de 1, a 

concentração de EGB (KOTHARY et al., 2017) e de Lactobacilos (DIMOV et al., 2007) é de 

1x109 UFC/ml. Para obter a concentração de 1x108 UFC/ml desses microrganismos foi utilizada 

absorbância de 0,1. A curva foi construída a partir da cultura a 1x108 UFC/ml, sendo que a 

absorbância foi medida a cada 60min durante 8h. Foram feitas quintuplicatas de todas as curvas. 
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3.4 Ensaios de co-cultura 

 

Os microrganismos, Lactobacillus e EGB foram semeados overnight em caldo 

DMEM+sfb. A fim de obter bactérias em fase log, as culturas overnight foram semeadas 

novamente em seus respectivos meios de cultura durante 3 horas (PAOLETTI; ROSS; 

JOHNSON, 1996). A concentração inicial de 1x108 UFC/ml, de ambos os microrganismos, foi 

obtida utilizando espectrofotômetro, conforme descrito anteriormente.  

Após a obtenção da concentração adequada, foram preparadas diluições de 1x107, 1x106, 

1x105, 1x104, 1x103 e 1x102 UFC/ml de ambos os microrganismos, utilizando solução salina. 

Os ensaios de interação foram feitos em placa de 12-wells. Cada solução com a concentração 

adequada foi semeada em placa contendo meio de cultura DMEM+sfb. Cada ensaio foi feito 

combinando EGB e uma cepa probiótica de lactobacilo. As cepas de EGB foram semeadas em 

ágar sangue e incubadas overnight; para obtenção de microrganismos em fase log as cepas de 

EGB e as cápsulas de lactobacilos vaginais foram incubadas em 5ml de meio líquido 

(DMEM+sfb), durante 3h em estufa de CO2. 

O conteúdo de cada poço é de 800µl de meio líquido (DMEM+sfb), 100µl da solução de 

cada microrganismo nas concentrações descritas(ORTIZ et al., 2014) , placas foram incubadas 

durante 1h, e quantificação foi feita utilizando método descrito a seguir.  

Os resultados dos primeiros ensaios de competição mostraram que o crescimento 

bacteriano de EGB na concentração inicial de 108 UFC/ml é muito alto, por isso baseado no 

que foi observado nas placas, a concentração ideal escolhida foi de 103 UFC/ml, assim os 

ensaios foram feitos com a concentração constante de EGB como visto na Tabela 5, essa 

combinação de concentrações foi utilizada em todos os ensaios seguintes. Foram utilizados 

quatro sorotipos de EGB (Ia, II, III e V) e uma cepa de L. crispatus (LC), sendo no total seis 

combinações para cada ensaio. Todos os ensaios foram feitos em triplicata.  

Tabela 5: Concentração inicial constante de EGB e concentração variável de Lactobacilos.  

EGB: 

Lactobacilo: 

1,0x103 

1,0x106 

1,0x103 

1,0x105 

1,0x103 

1,0x104 

1,0x103 

1,0x103 



36 

 

EGB: 

Lactobacilo: 

1,0x103 

- 

controle 

negativo 

- - 

 

 

3.5 Biofilme  

 

A produção de biofilme das cepas de EGB e de lactobacilos foi avaliada em ensaio. Cepas 

de EGB foram semeadas em ágar sangue overnight. Essas cepas e o lactobacilo liofilizado 

foram repicados em meio Todd-Hewitt Broth (THB) com adição de 1% de glicose. A 

concentração inicial dos microrganismos foi ajustada utilizando a escala de McFarland de 0,5, 

e todas as culturas foram transferidas para uma placa de 96-well (conforme Tabela 6), que foi 

incubada overnight. Foi analisada a capacidade de formação de biofilme de cada cepa 

isoladamente e das cepas de EGB na presença de LC em diferentes concentrações (50% e 90%) 

conforme tabela.  O biofilme foi corado utilizando cristal violeta preparado para esse ensaio. 

Resultados foram aferidos utilizando espectrofotômetro, com comprimento de onda de OD570 

(CRISTINA et al., 2019). 

Tabela 6: Distribuição das cepas de EGB e L. crispatus em diferentes concentrações para ensaio de 

formação de biofilme 

 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A C1 C1 + LC 50% C1 + LC 90% C4 C4 + LC 50% C4 + LC 90% C2 C2 + LC 50% C2 + LC 90% C5 C5+LC 50% C5+LC 90% 

B C1 C1 + LC 50% C1 + LC 90% C4 C4 + LC 50% C4 + LC 90% C2 C2 + LC 50% C2 + LC 90% C5 C5+LC 50% C5+LC 90% 

C C1 C1 + LC 50% C1 + LC 90% C4 C4 + LC 50% C4 + LC 90% C2 C2 + LC 50% C2 + LC 90% C5 C5+LC 50% C5+LC 90% 

D C1 C1 + LC 50% C1 + LC 90% C4 C4 + LC 50% C4 + LC 90% C2 C2 + LC 50% C2 + LC 90% C5 C5+LC 50% C5+LC 90% 

E C3 C3+LC 50% C3+LC 90% C6 C6+LC 50% C6+LC 90% Sag10* Sag19* 
  

Lc C- 

F C3 C3+LC 50% C3+LC 90% C6 C6+LC 50% C6+LC 90% Sag10 Sag19 
  

Lc C- 

G C3 C3+LC 50% C3+LC 90% C6 C6+LC 50% C6+LC 90% Sag10 Sag19 
  

Lc C- 

H C3 C3+LC 50% C3+LC 90% C6 C6+LC 50% C6+LC 90% Sag10 Sag19 
  

Lc C- 

 

* Cepas controle, forte e fraca formadora de biofilme, respectivamente. 
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3.6 Ensaios de interação com células epiteliais 

 

Células HeLa foram cultivadas em placa de 12-wells; foram aplicadas 5,0x104 células por 

poço, e a placa foi incubada overnight. Para obter confluência ideal de aproximadamente 80%, 

células foram coradas com Trypan e contadas em câmara de Neubauer (Louis & Siegel, 2011). 

 

3.6.1  Competição 

 

Para os ensaios de competição foram adicionados simultaneamente culturas de 

lactobacilos e EGB na concentração de 1,0x108 UFC/ml em proporção 1:1. No primeiro ensaio 

a cultura celular foi incubada com microrganismos a 37ºC durante 1h, porém o tempo foi 

insuficiente para infecção. Após resultados da curva de crescimento, para os ensaios seguintes 

o tempo de incubação foi aumentado para 3h. Ao final da incubação culturas foram lavadas 

com PBS duas vezes a fim de remover células não aderidas. Os resultados foram analisados 

conforme descrito no item 3.7.  

 

3.6.2 Exclusão 

 

Ensaios de exclusão foram feitos em duas etapas, primeiramente lactobacilos foram 

adicionados à cultura celular em concentração de 108 UFC/ml, células infectadas foram 

incubadas overnight. Em seguida células foram infectadas com EGB (sorotipos Ia, II, III e V) 

na concentração de 108 UFC/ml, e a placa foi incubada durante 3h. Os resultados foram 

analisados conforme método descrito no item 3.7.  
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3.7 Quantificação bacteriana 

 

3.7.1 Contagem de microrganismos viáveis 

 

Ao fim de cada ensaio de co-cultura entre diferentes microrganismos, foi feita a 

quantificação dos microrganismos que permaneceram viáveis através uma contagem em placa. 

Foi feita semeadura em meio específico para EGB (StrepB ChromoSelect Selective Agar Base, 

Sigma-Aldrich, EUA). Foram aplicados 100µl do conteúdo de cada poço, utilizando alça de 

Drigalski de vidro para espalhar o conteúdo. Após incubação overnight, foram contadas as 

colônias de cada placa (Figura 4). 

 

Figura 4: Foto de placa de EGB com colônias visíveis (azuladas) para contagem manual de células viáveis.  
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3.7.2 Contagem visual 

 

Uma lamínula circular estéril foi posicionada em cada poço antes dos ensaios em cultura 

de células. Após o ensaio o conteúdo do poço foi desprezado e cada poço foi lavado com PBS 

para remover microrganismos e células não aderidos. O conteúdo remanescente foi fixado 

utilizando metanol absoluto, lamínulas foram incubadas durante 5 minutos. O corante GIEMSA 

foi diluído em água destilada e deionizada em proporção 1:20, lamínulas foram coradas durante 

1h. Após lavadas com água destilada e deionizada, lamínulas foram fixadas em lâmina 

utilizando esmalte incolor. A quantidade de EGB aderidos em células HeLa foi estimada 

utilizando contagem manual com o auxílio do software ImageJ (SCHNEIDER; RASBAND; 

ELICEIRI, 2012); foram contadas ao menos 25 células HeLa viáveis (Figura 6), e foi feita a 

média de EGB aderidos por célula Hela. 

 

Figura 5: Lamínulas coradas e aderidas na lâmina para contagem visual 

 

Figura 6: Contagem manual feita no programa ImageJ 
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3.8 Análise de proteínas do sobrenadante 

 

A fim de avaliar se a presença de LC influencia na produção proteica de EGB, foram 

feitas eletroforeses proteicas (SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel 

electrophoresis) do sobrenadante de alguns ensaios de co-cultura e de competição em células 

HeLa. Foram utilizados os sobrenadantes das co-culturas das cepas 1, 4 e 6; e foram obtidos 

sobrenadante de dos ensaios de competição de todas as cepas. 

 

3.8.1 Precipitação de proteínas 

 

Nos ensaios de proteínas, a obtenção do sobrenadante foi realizada a partir de co-cultura 

overnight ou ensaios com células. O procedimento envolveu pipetar amostras em alíquotas de 

1 ml, em tubos Eppendorf de 1,5 ml, seguido pela centrifugação a 3.000g por 20 minutos. O 

sobrenadante foi cuidadosamente coletado e o pellet foi descartado. Posteriormente, o 

sobrenadante foi armazenado a -20°C para análises posteriores. Para a precipitação de proteínas 

do sobrenadante, preparou-se uma solução de ácido tricloroacético (TCA) na proporção 1:1, 

onde 200 µl de TCA (100%) foram adicionados a cada uma das alíquotas de 1 ml. As amostras 

foram homogeneizadas suavemente por inversão, e então incubadas a -20°C durante a noite ou 

até que estivessem congeladas. Após o período de incubação, as amostras foram centrifugadas 

a 14.000 rpm por 25 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi descartado, permitindo que as amostras 

escorressem em papel absorvente. Em seguida, 500 µl de acetona pura, mantida a 4°C, foram 

adicionados às amostras, sem a necessidade de homogeneização. As amostras foram 

centrifugadas novamente a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi descartado. 

Esse processo foi repetido por mais duas vezes. Posteriormente, os tubos contendo os pellets 

foram deixados secar, com as tampas abertas, até que a acetona evaporasse, o que levou 

aproximadamente 5 minutos. Após a etapa de secagem, os pellets foram ressuspensos em Tris-

HCl 1,5M pH 8.8, e todas as alíquotas foram pipetadas para o mesmo tubo. Para a desnaturação 

da amostra, aplicou-se uma mistura de amostra e um tampão de amostra (Sample buffer) na 

proporção 1:1 em tubos Eppendorf de 1,5 ml. Essas amostras foram, então, desnaturadas em 

um banho seco a 96°C por 5 minutos.  
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3.8.2 Preparo do gel de acrilamida 

 

Foram preparados géis de acrilamida nas concentrações de 10, 12 e 15%, conforme 

descrito anteriormente (SAMBROOK; RUSSEL, D, 2000). 

  

3.8.3 Corrida de eletroforese 

 

O tampão de corrida foi preparado pelo processo de diluição da Tris glicina 10%, que 

consistiu em misturar 100 ml de Tris com 10 ml de SDS, completando com água destilada até 

atingir 1 litro. Primeiramente, o suporte com o gel foi fixado na cuba. No gel, procedeu-se à 

aplicação de 5µl de ladder e 20µl de amostra. Após essas etapas, a corrida foi realizada a 90V 

por aproximadamente 120 minutos, mantendo constante observação da separação das bandas 

de ladder pré-coradas. 

 

3.8.4 Coloração dos géis  

 

O método utilizado foi a coloração rápida por prata (SAMBROOK; RUSSEL, D, 2000). 

As soluções utilizadas foram: solução fixadora, solução tiossulfato, solução corante e solução 

stop, preparadas conforme descrito anteriormente. Primeiramente, o gel foi colocado em 100 

ml de solução fixadora e aquecido no micro-ondas por 30 segundos. Em seguida, o gel foi 

mantido sob agitação à temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, a solução fixadora 

foi descartada, e adicionou-se 100 ml de etanol a 30% ao gel, que foi aquecido no micro-ondas 

por 30 segundos e o mantido sob agitação à temperatura ambiente por 5 minutos. A etapa 

seguinte consistiu em descartar o etanol e acrescentar tiossulfato de sódio ao gel, que foi 

aquecido por 30 segundos e o mantido sob agitação à temperatura ambiente por 5 minutos. Em 

seguida, a solução de tiossulfato foi descartada, e o gel recebeu água destilada. Novamente, o 

gel foi aquecido no micro-ondas por 30 segundos mantido sob agitação à temperatura ambiente 

por 2 minutos. Esse processo foi repetido, descartando a água destilada e acrescentando mais 

água destilada, seguida pelo aquecimento e o gel foi mantido sob agitação. Após essas etapas, 

o gel foi submetido à solução corante, aquecendo-o no micro-ondas por 30 segundos e o 

mantendo sob agitação à temperatura ambiente por 5 minutos. A solução corante foi descartada, 
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e o gel recebeu água destilada, o gel foi mantido sob agitação por mais 1 minuto. A etapa final 

envolveu a adição da solução reveladora ao gel. O gel foi mantido sob agitação sempre 

observando a coloração. O processo foi interrompido acrescentando a solução de parada, e o 

gel foi mantido sob agitação à temperatura ambiente por 10 minutos. Após a conclusão de todas 

as etapas, as soluções anteriores foram descartadas, e o gel foi submerso em água destilada e 

mantido sob agitação por 10 minutos. Por fim, as bandas foram observadas e o gel foi 

escaneado. 

A fim de determinar se há alteração nas concentrações proteicas dos microrganismos 

quando em co-cultura, a concentração proteica foi dosada diretamente do sobrenadante 

utilizando kit Bradford Protein Assay (BioRad, California, Estados Unidos), seguindo 

instruções do fabricante. A concentração dos sobrenadantes foi ajustada para 40µg/ml, foram 

aplicados 30µl de amostra por poço em gel de 12% de acrilamida. A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80V durante 2h30min. 

Para determinação quantitativa do gel SDS-Page as imagens foram analisadas utilizando 

o software ImageJ (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012). Foi feita a quantificação de 

uma das bandas, de aproximadamente 20kDa, utilizada para referência. Cada coluna foi 

selecionada manualmente (Figura 7), foi construído um gráfico com picos de intensidade de 

cada banda, uma linha foi acrescentada manualmente na base do pico de interesse de cada 

coluna e foi calculada a sua área (Figura 8). O valor da área foi utilizado pelo software para 

calcular o percentual de cada pico de acordo com a coluna de referência (coluna 1). Por último, 

a densidade relativa de cada banda foi obtida dividindo o seu percentual pelo percentual da 

coluna de referência;  
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Figura 7: Gel de eletroforese processado utilizando o software ImageJ, seta indica banda selecionada para 

análise.  

 

Figura 8: Exemplo de gráfico de densidade de uma das colunas do gel SDS-Page, incluindo cálculo da área 

de um dos picos 

3.9 Análise 

 

Para avaliar o efeito de LC em EGB todos os resultados foram avaliados utilizando o teste 

2way-ANOVA (Analysis Of Variance), com teste post-Hoc Tukey. O software utilizado para 

análise foi o GraphPad Prism versão 10.0.0 para Windows (GraphPad Software, Boston, 

Massachusetts USA,www.graphpad.com). 
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4 Resultados 

 

4.1 Caracterização das cepas de Estreptococos do Grupo B (EGB) 

 

A caracterização das cepas de EGB demonstrou que as cepas selecionadas pertencem a 

diferentes sorotipos, Sequence Types e Clonal Complexes. E essas características não estão 

conectadas entre si.  

Todas as cepas utilizadas nesse estudo foram positivas para o teste CAMP (Figura 11), e 

foram identificadas como Streptococcus agalactiae pelo MALDI-ToF (Tabela 7). Os resultados 

do PCR multiplex e aglutinação em látex (Figura 9) para sorotipo capsular foram os mesmos 

entre si, confirmando que ambos são métodos válidos para obtenção deste dado (Tabela 9). No 

que se refere aos genes de virulência e sensibilidade a antimicrobianos, as cepas selecionadas 

têm um padrão consideravelmente uniforme, de alta positividade para fatores de virulência e 

baixa resistência aos antimicrobianos testados. Com exceção da cepa 2, que não possui a ilha 

de pili 2b e possui resistência a eritromicina e clindamicina, sendo o fenótipo de resistência 

induzível a Macrolídeos, Lincosamidas e Estreptograminas B (iMLSB). 

Tabela 7: Resultado dos scores de cada cepa de acordo com MALDI-ToF: 

cepa Resultado Maldi-Tof score 

1 Streptococcus agalactiae 2,149 

2 Streptococcus agalactiae 2,445 

3 Streptococcus agalactiae 2,39 

4 Streptococcus agalactiae 2,359 

5 Streptococcus agalactiae 2,47 

6 Streptococcus agalactiae 2,241 
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Figura 9: Exemplo do cartão utilizado nos testes de aglutinação em látex; é possível observar a aglutinação 

características de resultados positivos.  

 

De acordo com o resultado do sequenciamento MLST, as seis cepas selecionadas 

pertencem a quatro diferentes Sequence Types (STs) e três diferentes Clonal Complexes (CCs) 

(Tabela 8 e Tabela 9). O ST 23 foi encontrado em duas cepas, pertencentes aos sorotipos Ia e 

III, o ST1 foi encontrado em duas cepas, ambas pertencentes ao sorotipo V, o ST182 foi 

encontrado em uma cepa pertencente ao sorotipo III e o ST28 em uma cepa pertencente ao 

sorotipo II. Assim como o ST23, e CC23 foi encontrado nas mesmas duas cepas pertencentes 

aos sorotipos Ia e III, o CC1 também foi encontrado nas mesmas cepas que o ST1, já o CC19 

foi encontrado em duas cepas, uma pertencente ao sorotipo III (ST182) e uma pertencente ao 

sorotipo II (ST28) (Tabela 8 e Tabela 9). 

Tabela 8: Resultados de ST e CC com número do alelo e locus correspondente de acordo MLST: 

Cepa adhP pheS atr glnA sdhA glcK tkt ST CC 

1 5 4 6 3 2 1 3 ST23 CC23 

2 1 1 3 2 18 2 2 ST182 CC19 

3 1 1 2 1 1 2 2 ST1 CC1 

4 1 1 3 5 2 2 2 ST28 CC19 

5 5 4 6 3 2 1 3 ST23 CC23 

6 1 1 2 1 1 2 2 ST1 CC1 

 

Resultados de RFLP demonstraram que as cepas são distintas geneticamente, com 

exceção das cepas 2 e 5, que apresentaram altíssima similaridade, o que pode ser explicado pelo 

fato das suas pertencerem ao sorotipo III.  
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Tabela 9: Resumo dos resultados de caracterização das cepas de EGB utilizadas nesse trabalho: 

Cepas 

Sorotipo 

capsular 

(PCR 

Multiplex) 

Sorotipo 

capsular 

(aglutinação 

em látex) 

Genes de 

virulência 

Resistência a 

antimicrobianos 

Sequence 

Type 

Clonal 

Complex 

1 Ia Ia 

hyIB, 

cyIE, P1, 

P1-2A, P1-

2B 

Susceptível a 

todos os 

antimicrobianos 

testados 

ST23 CC23 

2 III III 

hyIB, 

cyIE, P1, 

P1-2A 

Resistente à 

eritromicina e 

clindamicina 

(fenótipo 

iMLSB) 

ST182 CC19 

3 V V 

hyIB, 

cyIE, P1, 

P1-2A, P1-

2B 

Susceptível a 

todos os 

antimicrobianos 

testados 

ST1 CC1 

4 II II 

hyIB, 

cyIE, P1, 

P1-2A, P1-

2B 

Susceptível a 

todos os 

antimicrobianos 

testados 

ST28 CC19 

5 III III 

hyIB, 

cyIE, P1, 

P1-2A, P1-

2B 

Susceptível a 

todos os 

antimicrobianos 

testados 

ST23 CC23 

6 V V hyIB, 

cyIE, P1, 

Susceptível a 

todos os 

ST1 CC1 
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P1-2A, P1-

2B 

antimicrobianos 

testados 

 

 

Figura 10: Gel de eletroforese resultante da reação de RFLP. M: Marcador de peso molecular (100pb); 

números indicam cepas de EGB. 

 

m    1    2    3    4    5     6 



48 

 

 

Figura 11: Placa de ágar sangue com cepa de Staphylococcus aureus no centro e cepas investigadas 

semeadas perpendicularmente a ele. Todos os resultados mostrados na figura são positivos.   
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4.2 Curva de crescimento 

 

Dentre as cepas de EBG avaliadas, o perfil de crescimento foi concordante, após quatro 

horas de crescimento, a maioria das cepas atingiu a fase estacionária; com exceção da cepa 4 

(única pertencente ao sorotipo II) que possui um padrão de crescimento mais lento, 

permanecendo com absorbância constante até os tempos T6, T7 e T8, quando houve 

crescimento, porém, ainda reduzido (Figura 13, Tabela 10). Foram feitas cinco replicatas 

biológicas, sendo cada ensaio feito em unicata, porém para todos os cálculos estatísticos, foram 

selecionados três dos pontos da curva com maior similaridade entre si.  

 

 

  

b) 

a) 

Figura 13: absorbância da cultura de EGB, obtida a cada 60min; (a) curvas vistas em conjunto, (b) curvas vistas 

separadamente 
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Tabela 10: Média das absorbâncias das triplicatas das curvas de crescimento 

cepa T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 

1 0,106667 0,271333 0,581 0,862667 0,879667 0,893667 0,841333 0,849 0,863333 

2 0,1 0,159 0,314667 0,531667 0,837333 0,885333 0,999 0,849333 0,694667 

3 0,106667 0,202 0,477 0,477 0,887667 0,849 0,883 0,858667 0,792 

4 0,126667 0,115333 0,115333 0,161667 0,154333 0,201 0,262 0,303 0,476667 

5 0,126667 0,193667 0,657333 0,838667 0,909333 0,820333 0,905667 0,830667 0,855333 

6 0,080333 0,259 0,744333 0,901667 0,895333 0,860667 0,813667 0,816333 0,780333 

 

4.3 Biofilme 

 

Foram feitos quatro ensaios separados de formação de biofilme. Foram encontradas 

diferenças significativas na formação de biofilme na presença e ausência de LC para as cepas 

1, 2, 3 e 4 (Figura 14).  

 

Figura 14: Formação de biofilme na presença e ausência de LC. LC 50%: proporção de EGB e LC é de 

1:1; LC 90%: proporção de EGB e LC é de 1:10 (“*” = p<0,05; “**” = p<0,001; “***” = p<0,0001). 
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O teste Tukey demonstra que diferentes cepas possuem distinta capacidade de formação 

de biofilme (Tabela 11). Além disso, foi observada a capacidade de formação de biofilme da 

cepa LC, o que é incomum. 

Tabela 11: Comparação entre valores de p em diferentes condições de formação de biofilme (“*” = 

p<0,05; “**” = p<0,001; “***” = p<0,0001): 

cepa biofilme isolado vs 

biofilme LC50 

biofilme isolado vs 

biofilme LC90 

biofilme LC50 vs 

biofilme LC90 

1 <0,0001*** 0,2607 0,0008** 

2 0,0751 0,0257* 0,8974 

3 0,5956 <0,0001*** <0,0001*** 

4 0,0057* 0,0818 0,5638 

5 0,3399 0,0736 0,6960 

6 0,4928 0,9847 0,5962 
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4.4 Co-cultura 

 

Para avaliar a capacidade do LC de interferir no crescimento de EGB, foram feitos ensaios 

de co-cultura entre esses microrganismos; foram utilizadas concentrações decrescentes de LC 

para estabelecer se essa interação depende da concentração de lactobacilos. O teste 2-way 

ANOVA foi utilizado para comparar o resultado do crescimento das cepas na presença LC em 

relação ao controle. Quando comparado crescimento entre as cepas nas diferentes 

concentrações de LC, foram encontradas diferenças entre as cepas 1, 2, 3 e 4 (Figura 15, Tabela 

12). 

 

Figura 15: Contagem de colônias viáveis após incubação com concentrações decrescentes de LC (“*” = 

p<0,05; “**” = p<0,001; “***” = p<0,0001). 

Entre as cepas 1 e 4, houve diferença significativa no crescimento de EGB na ausência 

de LC (controle) e todas as concentrações de LC testadas, já para a cepa 2 houve diferença para 

as concentrações 106, 104 e 103. E para a cepa 3, houve diferença somente entre a concentração 

104 e controle.  
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Tabela 12: Valores de p comparando crescimento de EGB em diferentes concentrações de LC com 

crescimento na ausência de LC (“*” = p<0,05; “**” = p<0,001; “***” = p<0,0001): 

cepa Concentração de LC p 

1 

106 <0,0001*** 

105 0,0006** 

104 0,0011* 

103 0,0024* 

2 

106 0,0122* 

105 0,2251 

104 0,0086* 

103 0,0117* 

3 

106 0,3133 

105 0,7926 

104 0,9951 

103 0,0183* 

4 

106 0,0008** 

105 0,0006** 

104 0,0002** 

103 <0,0001*** 

5 

106 0,6583 

105 0,7148 

104 0,8038 

103 0,9299 

6 

106 0,8253 

105 0,9937 

104 0,9940 

103 0,9935 
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4.5 Ensaio de Competição 

 

Foram comparados o número de EGB aderidos a células HeLa na presença ou ausência 

de LC (Tabela 13). Entre as comparações individuais, houve significativa diminuição da adesão 

de EGB às células Hela na presença de LC somente para a cepa 2 (p= 0,0205); e houve aumento 

na adesão de EGB na presença de LC para a cepa 6 (p= 0,0366) (Figura 16). A Figura 18 

exemplifica um campo visualizado em objetiva de 40x, após coloração de GIEMSA. 

 

Figura 16: Número de bactérias aderidas a células Hela em diferentes condições (“*” = p<0,05). 

 



55 

 

 

Figura 17: Contagem do número de células Hela após ensaio de competição em diferentes condições (“*” = 

p<0,05). 

 

Tabela 13: Média de microrganismos aderidos a células Hela em diferentes condições 

cepa EGB EGB na presença de LC LC na presença de EGB 

1 2,517944782 3,719955965 1,3182438 

2 4,588459167 1,680984928 0,3309714 

3 7,438327664 5,697129946 1,6450726 

4 2,957889324 3,184679273 0,512254 

6 3,261929261 5,392530189 2,6518998 
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a) 

b) 

EGB 
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Figura 18: Microscopia ótica microrganismos aderidos a células Hela; lâmina corada utilizando GIEMSA 

após ensaio de competição. (a) EGB isoladamente, retângulo indica seção representada na figura (b); (c) 

Cepa de EGB e L.  crispatus, retângulo indica seção representada na figura (d). 

 

A fim de melhor compreender a capacidade de adesão de EGB a células Hela, os 

resultados foram comparados entre diferentes cepas dentro da mesma condição. Foi realizado 

o teste post-hoc de Tukey. Quando comparada a adesão de EGB isoladamente, houve diferença 

significativa entre a cepa 3 (sorotipo V) e as cepas 1 (sorotipo Ia; p<0,0001), 4 (sorotipo II; 

p=0,0369) e 6 (sorotipo V; p<0,0001); e entre a cepa 1 e a cepa 4 (p=0,0168). 

Quando comparada a adesão de EGB a células Hela na presença de LC, houve diferença 

significativa entre a cepa 2 (sorotipo III) e as cepas 3 (sorotipo V; p=0,0001) e 6 (sorotipo V; 

c) 

d) 

LC EGB 
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p= 0,00040); e entre as cepas 3 e 4 (p=0,0320). Para avaliar se há efeito da presença de EGB 

na adesão de LC às células Hela, o número de LC aderido foi comparado entre as cepas e na 

ausência de EGB.  

Por fim, foram comparados o número total de células Hela encontrados nos campos 

observados, comparando as condições: cepas de EGB, presença ou ausência de LC e controle 

negativo (ausência de quaisquer microrganismos). As cepas 3 (sorotipo V) e 4 (sorotipo II) 

apresentaram contagem de células Hela significativamente diferente quando na presença ou 

ausência de LC (p=0,0001 e p=0,0156 respectivamente); além disso, houve um número 

significativamente maior de células Hela na ausência de microrganismos quando comparado à 

presença de LC (p=0,0017) (Figura 17). 

 

4.6 Ensaio de Exclusão 

 

Para o ensaio de exclusão, células foram tratadas previamente com LC, e depois 

infectadas com EGB, então foram comparados o número de EGB aderidos a células Hela que 

receberam tratamento ou não (Tabela 14). Foram encontradas diferenças significativas na 

adesão de EGB pré e pós-tratamento (EGB+LC) entre as cepas 1 (p<0,0001), 2 (p=0,0065) e 4 

(p=0,0308), como apresentado na Figura 19. 
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Figura 19: Número de bactérias aderidas a células Hela após ensaio de Exclusão (“*” = p<0,05) 
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Figura 20: Microscopia ótica microrganismos aderidos a células Hela; lâmina corada utilizando GIEMSA 

após ensaio de exclusão. (a) EGB isoladamente, retângulo indica seção representada na figura (b); (c) Cepa 

de EGB e L.  crispatus, retângulo indica seção representada na figura (d). 

 

 

  

c) 

d) 

LC 

EGB 
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Tabela 14: Média de microrganismos aderidos em diferentes condições: 

cepa EGB aderido em células Hela EGB aderido em células Hela tratadas 

1 2,907235 1,396515 

2 2,967028 1,350456 

3 3,782774 2,808736 

4 2,504438 3,696193 

6 3,339264 3,443937 

 

A recuperação de LC após o ensaio foi baixa, independentemente da presença de EGB ou 

não. Mesmo assim foram comparados os números de LC aderidos a células Hela em diferentes 

condições, entre as cepas e controle, contudo não foram encontradas diferenças estatisticamente 

significativas. 

Foi feita a contagem de células Hela encontradas após o ensaio de exclusão entre as cepas 

de forma individual, comparando a presença e ausência de EGB. Somente a cepa 4 (sorotipo II, 

p=0,0415) mostrou resultado significativamente maior de número de células na presença de LC 

quando comparado à sua ausência. 

 

Figura 21: Contagem do número de células Hela após ensaio de exclusão em diferentes condições (“*” = 

p<0,05). 
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Os resultados de interação demonstraram que a interação entre Estreptococos do Grupo 

B e L. crispatus (LC) varia entre cepas; resultados estão resumidos na Tabela 15. 

 

Tabela 15: Resumo dos resultados de caracterização de EGB e de ensaios de interação com LC; setas 

indicam aumento ou diminuição de EGB na presença de LC em diferentes condições: 

cepas 
Sorotipo 

capsular 

Sequence 

Type 

Clonal 

Complex 
Biofilme Co-cultura 

Hela-

competição 

Hela-

exclusão 

1 Ia ST23 CC23 ↑ ↓ - - 

2 III ST182 CC19 ↑ ↓ ↓ - 

3 V ST1 CC1 ↑ ↓ - - 

4 II ST28 CC19 ↑ ↓ - ↓ 

5 III ST23 CC23 - - - - 

6 V ST1 CC1 - - ↑ - 

 

4.7 Proteínas do sobrenadante 

 

O primeiro ensaio foi realizado com proteínas do sobrenadante de algumas cepas quando 

em co-cultura com LC, foram preparados dois géis, em concentração 10% e 15% de 

poliacrilamida, e as proteínas precipitadas foram diluídas nas proporções 1:2 e 1:10 (Figura 22). 

Não foram observadas diferenças entre os padrões de banda obtidos, independentemente da 

presença do LC. 
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Figura 22: Géis de poliacrilamida de proteínas precipitadas do sobrenadante dos ensaios de co-cultura. (a) 

gel a 10%, diluição a 1:2; (b) gel a 15%, diluição a 1:2; (c) gel a 10%, diluição a 1:10; (d) gel a 15%, diluição 

a 1:10. M: marcador de peso molecular (BioRad); bandas rosas de referência representam 25kDa e 75kDa. 

 

Também foram obtidos os sobrenadantes dos ensaios de competição em células Hela. 

Foram preparados géis em duas concentrações diferentes, e duas diluições diferentes das 

proteínas extraídas, assim como anteriormente. Os géis a 10% de poliacrilamida provavelmente 

foram incubados tempo além do necessário em solução reveladora, o que explica a aparência 

“estourada” de algumas bandas de maior peso molecular. A diluição mais adequada para 

observação dos padrões em gel foi a de 1:10, e a melhor concentração de gel utilizada foi a de 

15%. Apesar disso, não foi observada a ou ausência de bandas entre as diferentes condições.  

A cultura de células é feita com meio DMEM enriquecido com 10% de soro fetal bovino, 

e os sobrenadantes obtidos dos ensaios de competição também consistiam neste meio de cultura. 

Por isso, levantou-se a hipótese de que o padrão observado nos géis poderia ser devido à 

presença do soro fetal bovino, que possui elevada concentração de proteínas. Por esse motivo, 

todos os ensaios de competição foram repetidos, dessa vez com meio DMEM sem nenhuma 

suplementação. Como visualizado nos géis anteriores, fora m utilizadas as condições 
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consideradas ideais: gel de poliacrilamida a 15%, concentração de proteínas precipitadas a 1:2. 

Mesmo assim, não foram observadas diferenças significativas nos padrões de bandas (Figura 

23). 

Foram observadas algumas diferenças nas intensidades de bandas entre as diferentes 

condições e cepas, contudo, por não ter sido realizada a padronização da concentração inicial 

de amostra a ser aplicada em gel, essas diferenças podem ser atribuídas a outros fatores, não 

correlacionados ao experimento em si.  

 

 

Figura 23: Gel de poliacrilamida a 15%, proteínas precipitadas diluída a 1:2. M: marcador de peso 

molecular (BioRad); bandas rosas de referência representam 25kDa e 75kDa. 

 

O gel realizado após dosagem de proteínas pode ser observado na Figura 24. É possível 

observar diminuição na intensidade das bandas nas colunas Lc3 e Lc4, quando comparadas às 

demais. Quando calculada a densidade relativa de uma das bandas, é possível observar que a 

cepa 3 apresenta densidade relativa menor quando na presença de Lc (Figura 25). Resultados 

deste gel indicam que há inibição da produção de proteínas dos microrganismos LC e EGB 

quando cultivados simultaneamente, se comparados às culturas isoladas. 
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Figura 24: Gel de poliacrilamida de proteínas do sobrenadante resultante dos ensaios de competição 

utilizando células Hela. (a) cepas 1, 2 e 3; (b) cepas 4 e 6 e controles. M: marcador de peso molecular 

(BioRad); banda superior representa 250kDa e banda inferior representa 10kDa. 

a) 

b) 
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Figura 25: Valor da densidade relativa de uma das bandas do gel SDS-Page de diferentes amostras 
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5 Discussão 

 

Estudos que avaliam a prevalência de EGB mostram que diferentes sorotipos 

possuem prevalências variadas, dependendo da localidade), porém. de forma geral, os 

sorotipos Ia, III e V são os mais prevalentes (ANDRADE et al., 2017; BELARD et al., 

2015; BOTELHO et al., 2018; CAMPBELL et al., 2000; DAVIES et al., 2001; GRAY 

et al., 2011; GRIMWOOD et al., 2002; HÅKANSSON et al., 2008; HICKMAN et al., 

2004; IPPOLITO et al., 2010; JONES et al., 2006; KUNZE et al., 2011; LE DOARE et 

al., 2016; LEE et al., 2010; LIÉBANA-MARTOS et al., 2015; LU et al., 2014; 

MADZIVHANDILA et al., 2011; MOYO et al., 2000; NASCIMENTO; TADDEI, 

2019; PALMEIRO et al., 2010; ROCCASALVA et al., 2008; SIMOES et al., 2007; 

SOARES et al., 2013; TSOLIA et al., 2003; UH et al., 1997; WANG et al., 2015).  

 

 

 

Figura 26: Prevalência de sorotipos capsulares de EGB em diferentes localidades. 

 

As cepas selecionadas no presente estudo pertences aos sorotipos Ia, II, III e V, sendo 

assim incluem os sorotipos predominantes. A diferenciação dos sorotipos capsulares de EGB 
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tem sido uma importante ferramenta epidemiológica, já que diferentes sorotipos estão 

associados a diferentes patologias (EDMOND et al., 2012; EDWARDS; NIZET; BAKER, 

2011). 

O sorotipo III está associado a doenças invasivas, sendo o principal sorotipo isolado em 

casos de sepse tardia em neonatos (DAMMANN et al., 2022), também é frequentemente 

associado a casos de meningite (SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018). Já os sorotipos Ia e V 

são comumente isolados em casos de doença invasivas em adultos não-gestantes (SHABAYEK; 

SPELLERBERG, 2018). A cápsula é um importante fator de virulência de EGB por mimetizar 

epítopos do hospedeiro, sendo um significativo recurso na evasão do sistema imunológico, além 

de interferir com o sistema complemento, afetar a fagocitose de neutrófilos e facilitar a 

sobrevivência intracelular desses microrganismos (SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018).  

Neste trabalho, o genótipo dos sorotipos capsulares foi determinado, conforme descrito 

anteriormente (IMPERI et al., 2010). Além disso, partículas de látex cobertas por anticorpos 

específicos para cada sorotipo foram aplicadas em teste de aglutinação, garantindo assim que a 

expressão dos epítopos capsulares corresponde ao encontrado no genoma de cada 

microrganismo. 

Apesar de sua importância, a cápsula não é essencial para que o EGB mantenha seu 

potencial patogênico, já que este microrganismo possui a capacidade de mudar a conformação 

de sua cápsula através de um método descrito como capsular switching (BELLAIS et al., 2012).  

Em artigo publicado por Bellais et al, cepas isoladas de hospitais franceses pertencentes 

ao clonal complex CC17 foram identificadas como sendo cepas dos sorotipos III e IV, contudo, 

uma intensa caracterização molecular dessas cepas identificou que elas são muito próximas 

geneticamente, sendo a cápsula o único fator que as diferenciava (BELLAIS et al., 2012). Além 

disso, a região próxima ao locus cps (codificante da cápsula de polissacarídeos), tem muitos 

pontos de recombinação (BELLAIS et al., 2012). Sendo assim, o sorotipo capsular é 

insuficiente para presumir o comportamento de um microrganismo, por isso muitos resultados 

deste trabalho são divergentes entre cepas do mesmo sorotipo, ou semelhantes entre cepas de 

sorotipos diferentes.  

Para este projeto foram construídas curvas de crescimento de 8h (T0 a T8), e as cepas 

selecionadas mostram que a fase estacionária ocorre após 3h (cepas 1, 3, 5 e 6) e 4h (cepa 2). 

Com exceção de um estudo publicado em 1987, com cultura de EGB em líquido amniótico e 

crescimento constante até 24h após incubação (HOSKINS et al., 1987), a curva de crescimento 

de EGB atinge fase estacionária entre 3h e 6h, como no presente estudo, corroborando dados 
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previamente publicados (LIN et al., 2017; SULLIVAN; GOH; ULETT, 2021; TORRES et al., 

2021). De forma geral, a curva de crescimento foi convergente entre os sorotipos, com exceção 

da cepa 4, do sorotipo II. 

Em uma revisão sistemática, o sorotipo II foi isolado em 19% dos casos de colonização 

materna por EGB na América do Sul e em 12% dos casos de colonização materna totais, sendo 

o quarto sorotipo mais prevalente em casos de colonização (BIANCHI-JASSIR et al., 2020); já 

em casos de doenças maternas invasivas, foi isolado em 13% do total de amostras, em neonatos, 

foi isolado em 7% dos casos de doença precoce e 1% dos casos de doença tardia (BIANCHI-

JASSIR et al., 2020). É um sorotipo que pode estar presente em casos patológicos, mas é mais 

associado à colonização do que a doenças invasivas. A curva de crescimento construída neste 

trabalho pode indicar que uma das explicações para sua baixa competitividade em doenças 

invasivas seja seu lento crescimento. Contudo, apenas uma cepa pertencente ao sorotipo II foi 

utilizada neste estudo, futuras pesquisas utilizando mais cepas poderão elucidar a curva de 

crescimento do sorotipo II. 

O Multi-Locus Sequence Typing (MLST) das cepas de EGB deste estudo as classificou em 

três Clonal Complexes (CCs) e quatro Sequence Types (STs). O MLST avalia sete genes 

housekeeping, sendo que cada gene possui entre quatro e onze alelos, permitindo a classificação 

de 4.4 x 105 genótipos diferentes de EGB (JONES et al., 2003). As cepas deste estudo 

pertencem ao CC1, CC19 e CC23, o que é esperado pois, de acordo com a literatura, a maioria 

das cepas de EGB isoladas de amostras humanas pertencem ao CC1, CC10, CC17, CC19, CC23 

e CC26 (MOTALLEBIRAD et al., 2021; SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018). Um dos 

clones mais associado a doenças invasivas é o CC17 (BELLAIS et al., 2012; SHABAYEK; 

SPELLERBERG, 2018), que não foi encontrado entre as cepas aqui estudadas. 

Assim como a classificação de microrganismos em sorotipos capsulares, a distribuição 

geográfica de STs e CCs é variada, tal qual sua patogenicidade (BIANCHI-JASSIR et al., 2020; 

MOTALLEBIRAD et al., 2021; SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018). A análise de 30 cepas 

de Estreptococos do Grupo B resistentes à eritromicina mostrou que a maior parte desses 

isolados pertence ao CC19  (MOTALLEBIRAD et al., 2021), neste estudo duas cepas foram 

atribuídas ao CC19, sendo que uma delas é resistente à eritromicina, a cepa 2, pertencente ao 

sorotipo III e ao ST182. 

Estudos anteriores mostraram que a resistência a eritromicina varia entre 4% a 14% das 

cepas de EGB isoladas no Brasil (NASCIMENTO et al., 2019). A eritromicina é um antibiótico 

pertencente à classe dos Macrolídeos, cuja ação envolve interação com a subunidade 50S do 
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ribossomo bacteriano (HAYES; O’HALLORAN; COTTER, 2020). Alguns dos mecanismos de 

resistência incluem: modificação do alvo, bomba de efluxo e inativação enzimática (HAYES; 

O’HALLORAN; COTTER, 2020). A resistência a antimicrobianos sofre constante aumento, 

por isso é necessário que estudos epidemiológicos de EGB incluam testes de sensibilidade a 

antimicrobianos. Futuros estudos podem confirmar se cepas pertencentes ao CC19 têm maior 

tendência à resistência a eritromicina. 

A cepa 2 também é resistente à clindamicina, sendo pertencente ao fenótipo iMLSB. 

Significando que a resistência a clindamicina é observada na presença de eritromicina, que liga-

se ao alvo no ribossomo, impedindo assim a ação da clindamicina (HAYES; O’HALLORAN; 

COTTER, 2020). A clindamicina pertence à classe das Lincosamidas, que são estruturalmente 

distintas dos Macrolídeos, porém têm semelhante mecanismo de ação, interagindo com a 

subunidade 50S do ribossomo bacteriano (HAYES; O’HALLORAN; COTTER, 2020). Em 

estudo anterior, tanto a resistência à eritromicina quanto à clindamicina foi encontrada em mais 

de 20% das cepas avaliadas (NASCIMENTO; TADDEI, 2019). Desta forma deve-se considerar 

incluir ensaios de resistência a antimicrobianos quando cepas de EGB estão sendo 

caracterizadas. 

Uma revisão sistemática mostrou 17 estudos que realizaram MLST de amostras isoladas 

de doenças invasivas, e o clonal complex mais comum foi o CC1, em 37% das amostras, destas, 

a maior parte pertence ao sorotipo V (BIANCHI-JASSIR et al., 2020). No atual estudo, foram 

encontradas duas cepas atribuídas ao CC1, as cepas 3 e 6, ambas pertencentes ao sorotipo V e 

ST1.  

As cepas 1,2 e 3 mostraram aumento da produção de biofilme na presença de LC. Sendo 

que a cepa 1, pertencente ao sorotipo Ia, apresentou maior produção de biofilme na 

concentração de LC a 50%, com subsequente diminuição de biofilme quando a concentração 

de LC foi aumentada para 90%. Já a cepa 2, pertencente ao sorotipo III, apresentou maior 

formação de biofilme quando na presença de LC a 90%, sendo maior que a produção 

isoladamente. A cepa 3, pertencente ao sorotipo V, também apresentou a maior formação de 

biofilme na presença de LC a 90%, sendo significativamente maior do que a produção na 

presença de LC a 50% e quando considerado isoladamente. Por fim, a única cepa pertencente 

ao sorotipo II, a cepa 4, apresentou maior formação de biofilme quando na presença de LC a 

50%, sendo maior do que a produção de biofilme isoladamente.  

Quando foi feita a comparação entre pares de cepas, produção de biofilme da cepa 3 na 

presença de LC, na concentração 1:1, foi significativamente diferente da maioria das outras, o 
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que indica que há uma maior influência do L. crispatus na produção de biofilme desta cepa 

específica, o que pode explicar seu perfil encontrado em amostras clínicas. Contudo, essa 

influência é concentração-dependente, pois o aumento da concentração de LC leva à diminuição 

da diferença na produção de biofilme entre a cepa 3 e as demais. 

A formação de biofilme pelo EGB está associada à cápsula de polissacarídeos e à presença 

de ilha de pili 2a (SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018), e cylE (BALASUBRAMANIAN et 

al., 2023); sendo que todas as cepas investigadas possuem estes genes de virulência, é esperado 

que sejam eficientes produtoras de biofilme. Nie et al demonstrou que a deficiência em CRISPR 

prejudica a capacidade do EGB de aderir, invadir e produzir biofilme, sendo assim o gene 

CRISPR está também envolvido na formação de biofilme de EGB (NIE et al., 2022).  

No presente trabalho, foi investigada a presença do locus CRISPR1, o produto de PCR 

desse locus foi utilizado na reação RFLP entre as cepas. Este fragmento foi amplificado em 

todas as cepas, e a reação de RFLP indicou maior similaridade entre as cepas 2 (sorotipo III, 

ST182, CC19) e 5 (sorotipo III, ST23, CC23). Destas, somente a cepa 2 apresentou diferença 

significativa na formação de biofilme isoladamente ou na presença de LC, contudo essa 

diferença foi concentração-dependente. Portanto, além da presença do gene CRISPR, este 

estudo levanta a hipótese que sua sequência também esteja envolvida na formação de biofilme 

pelas cepas de EGB. 

Duas cepas apresentaram maior formação de biofilme na presença de LC a 50% e duas 

apresentaram maior formação de biofilme na presença de LC a 90%. Sendo que os resultados 

observados independem do sorotipo capsular, do sequence type e do clonal complex das cepas 

estudadas. Estudos futuros deverão determinar quais são os mecanismos pelos quais L. 

crispatus leva ao aumento da produção de biofilme de EGB. 

O biofilme é um recurso que facilita o estabelecimento de uma comunidade microbiana 

um determinado sítio (SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018). Um estudo com 21 cepas de 

EGB as classificou entre fracas, moderadas ou fortes formadoras de biofilme, e associou a 

capacidade de formação de biofilme a determinados genes de virulência, sendo cfb, cylE, lmp, 

bca, rib e bac (BALASUBRAMANIAN et al., 2023). As cepas investigadas pelo estudo citado 

possuem ao menos dois dos cinco genes investigados, sendo que a maior parte possui quatro 

destes (BALASUBRAMANIAN et al., 2023). Para este estudo, apenas o gene cylE foi 

investigado, e estava presente em todas as cepas. Futuros estudos podem investigar a presença 

de outros fatores de virulência, não somente para compreensão das cepas, mas principalmente 
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para entender quais fatores no seu genoma a tornam mais ou menos susceptíveis à ação do L. 

crispatus. 

Já a cepa 6 apresentou maior adesão a células Hela nos ensaios de competição quando na 

presença de LC. A adesão a células epiteliais é um fator essencial para o estabelecimento da 

colonização da microbiota vaginal (JIANG; WESSELS, 2014), o aumento da adesão da cepa 6 

a células epiteliais na presença de LC pode implicar em uma resposta desse patógeno à presença 

de microrganismos comensais. Pesquisas futuras com cepas semelhantes à cepa 6 poderiam 

confirmar essa hipótese. Além disso, apesar de não ser o mais prevalente em doenças invasivas, 

o CC1 teve maior associação à morte fetal (LE GALLOU et al., 2023); as cepas desse estudo 

pertencentes ao CC1 tiveram resposta de formação de biofilme e de adesão a células epiteliais, 

logo, nossos estudos in vitro podem fornecer argumentos válidos para compreensão do perfil 

clínico desses microrganismos. 

Tanto a presença de L. crispatus nos ensaios de competição, quanto o pré-tratamento de 

células Hela com L. crispatus nos ensaios de exclusão foram eficientes para diminuir a adesão 

da cepa 2 às células. A cepa 2 pertence ao sorotipo III e aos ST28 e CC19. Conforme discutido, 

o sorotipo III está associado a cepas isoladas de doenças invasivas, portanto este trabalho 

apresenta um importante resultado, propondo a utilização de L. crispatus para inibir o 

estabelecimento da colonização de EGB, pelo que foi observado nos ensaios de exclusão, e para 

assistir no tratamento de mulheres colonizadas por EGB, de acordo com o que foi observado 

nos ensaios de competição. 

Entre cepas isoladas de colonização materna, os clonal complexes mais comuns foram 

CC19, CC23 e CC1 respectivamente (BIANCHI-JASSIR et al., 2020). No presente estudo, 

foram encontradas duas cepas pertencentes a cada um dos CCs citados. Apesar de serem cepas 

associadas à colonização materna, dentre as duas cepas atribuídas ao CC23, uma apresentou 

aumento na formação de biofilme na presença de LC (cepa 1) e uma apresentou aumento no 

crescimento quando em co-cultura com LC (cepa 5).  

Em um estudo recente realizado na Holanda, o CC23 tem aumentado em casos de 

infecções em neonatos (JAMROZY et al., 2020). O motivo da recente expansão do CC23 ainda 

não foi elucidado, o sequenciamento do seu genoma não indica nenhum gene ou variação gênica 

que explique o cenário clínico (JAMROZY et al., 2020). Por esses motivos são necessários 

estudos in vitro como este, que podem esclarecer o comportamento das cepas, e suas 

características fenotípicas, indo além do seu genótipo e genoma.  
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Artigos anteriores demonstraram a alta capacidade de EGB de invadir células Hela, 

possivelmente provocando sua apoptose (BOONE; BURNHAM; TYRRELL, 2011; 

BURNHAM; SHOKOPLES; TYRRELL, 2007; DAVIES et al., 2001). Neste trabalho a 

incubação de EGB com células Hela nos ensaios de competição não resultou em significativa 

perda de células Hela. Em estudos anteriores (dados não publicados) cepas de EGB foram 

incubadas com células Hela em período overnight, o que resultou na perda quase total dessas 

células.  

Ainda acerca da adesão de EGB a células Hela, Boonsilp et al avaliou cepas pertencentes 

ao mesmo sequence type (ST283) e mesmo sorotipo capsular (III) quanto à sua capacidade de 

aderir e invadir células epiteliais intestinais (Caco-2) (BOONSILP et al., 2022). Entre as cepas 

avaliadas, foram encontradas diferentes eficiências de invasão, mesmo sendo cepas tão 

geneticamente próximas. Os autores concluem que as diferenças fenotípicas observadas podem 

ser explicados pela expressão gênica, ou por mecanismos ainda não descritos (BOONSILP et 

al., 2022). O presente estudo observou muitos padrões fenotípicos diferentes entre cepas 

próximas, por isso são necessários futuros estudos que avaliem a expressão gênica de tais cepas, 

para acrescentar aos resultados já obtidos de caracterização molecular e fenotípica. 

A fim de observar possíveis resultados de diferentes expressões gênica, foram feitos 

diversos géis de poliacrilamida utilizando proteínas precipitadas do sobrenadante obtido dos 

ensaios de co-cultura e competição em células. O resultado esperado era de um padrão de 

bandas diferente entre cepas de EGB isoladamente e na presença de LC, havendo bandas de 

proteínas presentes ou ausentes em cada condição. Mas os ensaios de SDS-Page mostraram que 

o padrão de expressão de proteínas entre as cepas avaliadas é muito similar, até mesmo quando 

há envolvimento de células Hela.   

Tal resultado pode indicar que a expressão de proteínas no sobrenadante desses 

organismos é a mesma e futuros estudos poderiam avaliar a diferença na intensidade dessa 

expressão. Ou também pode indicar que o padrão de bandas é o mesmo, contudo a composição 

proteica desses sobrenadantes é divergente, já que tal visualização não é possível em gel. Os 

Estreptococos do Grupo B têm diversos recursos cuja ativação depende do ambiente em que 

esse microrganismo se encontra. Como nos exemplos a seguir. 

As enzimas superóxido dismutases são um dos maiores mecanismos de defesa de 

patógenos contra o estresse oxidativo (FLOHÉ; ÖTTING, 1984). Em determinadas condições, 

como na adição de peróxido de hidrogênio ao meio de cultura, cepas de EGB que possuem essa 

enzima apresentam maior resiliência; além disso, essas cepas apresentam maior sobrevivência 
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em infecções de camundongos (POYART et al., 2001). Outro fator, denominado Natural 

Resistance-Associated Macrophage Protein (NRAMP), que provê resistência a espécies 

reativas de oxigênio, também foi encontrado em cepas de EGB, e possibilita sua sobrevivência 

em ambientes de baixo pH (SHABAYEK et al., 2016). 

Outro mecanismo importante na resistência ao estresse oxidativo é a enzima NADH 

peroxidase, cuja expressão aumente significativamente em EGB durante sua internalização em 

macrófagos, facilitando sua evasão do sistema imunológico (KORIR et al., 2018). A expressão 

de glutationa, um antioxidante, em modelo animal foi correlacionada positivamente com a 

sobrevivência de EGB (WALKER et al., 2019). Estes resultados demonstram que o EGB tem 

a capacidade de alterar a expressão gênica de determinados fatores, a depender das suas 

condições. Contudo até o presente momento não foram encontrados trabalhos que demonstrem 

essa capacidade quando em cultivo com cepas de Lactobacillus, futuros estudos podem explorar 

melhor a expressão gênica resultante dessa interação.  

Calonghi et al investigou possíveis alterações em células Hela provocadas por 

determinados microrganismos, entre eles uma cepa de L. crispatus (CALONGHI et al., 2017). 

Nesse estudo a presença de L. crispatus tem a capacidade de influenciar a organização, fluidez 

e permeabilidade da membrana de células Hela, além de ter um efeito na sua produção de 

espécies reativas de oxigênio. Contudo, essa capacidade é cepa-dependente, uma cepa que 

provocou aumento na fluidez da membrana, mas não teve influência na expressão de integrinas, 

outra cepa que aumentou significativamente a expressão de integrinas também alterou a 

organização da membrana plasmática de células Hela. Apesar dessas diferenças, ambas as cepas 

mostraram atividade capaz de reduzir a adesão do patógeno Candida albicans a células Hela. 

(CALONGHI et al., 2017). A cepa comercial selecionada para este estudo precisa ser 

caracterizada em outros aspectos, mas a interação entre L. crispatus e células Hela descrita 

anteriormente poderia explicar os resultados encontrados nos ensaios de competição. 

Após o ensaio de exclusão foram observadas diferenças significativas entre o número de 

células Hela recuperadas da incubação com LC e o controle negativo para a cepa 4, onde houve 

maior recuperação de células Hela quando pré-tratadas com LC. Levantando a hipótese de que, 

há interação entre células Hela e L. crispatus. 

O tratamento prévio das células Hela com LC nos ensaios de exclusão resultou em maior 

recuperação de células Hela de forma geral, porém esta diferença só foi significativamente 

diferente para a cepa 4 (sorotipo II, ST28, CC19); no ensaio de competição as cepas 3 e 4 

levaram a uma menor recuperação de células Hela, o que não ocorreu no ensaio de exclusão. O 
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que levanta a hipótese de que EGB, quando entra em contato com células simultaneamente com 

LC, tem o seu potencial de aderir e invadir células Hela intensificado, porém quando entra em 

contato com células Hela previamente tratadas com LC esse efeito não é observado.  Há 

proteção de Lactobacillus no tecido, como já mostrados em outros ensaios. 

Estudos anteriores descrevem a capacidade do L. crispatus de aderir a células Hela 

(ORTIZ et al., 2014; ZÁRATE; NADER-MACIAS, 2006). Houve baixa recuperação de LC 

após o ensaio de competição, e baixíssima recuperação após o ensaio de exclusão, sendo que 

em muitos campos a não foram encontrados nenhum LC. O que pode indicar que essa cepa 

especificamente não tem desempenho de adesão suficiente na incubação prolongada.  

Zárate e Nader-Macias foram os primeiros a descrever os ensaios de competição e 

exclusão utilizados como base para elaboração dos ensaios feitos no presente trabalho 

(ZÁRATE; NADER-MACIAS, 2006). Os autores utilizaram quatro diferentes espécies de 

Lactobacillus isoladas de swabs vaginais, entre elas uma cepa de L. crispatus. Neste estudo de 

2006, as cepas de Lactobacillus selecionadas demonstraram capacidade de inibir a adesão de 

EGB em células epiteliais vaginais, sendo que os melhores resultados foram encontrados nos 

ensaios de competição, contudo os resultados de inibição por L. crispatus não foram 

significativos  (ZÁRATE; NADER-MACIAS, 2006). 

Outro estudo utilizou ensaios semelhantes, porém não utilizou L. crispatus, e sim uma 

cepa de L. fermentum e uma de L. rhamnosus, assim como no ensaio descrito anteriormente, 

foram utilizadas células epiteliais vaginais, obtidas de pacientes (ORTIZ et al., 2014). Os 

resultados desse estudo foram significativos, sendo que ambas as cepas inibiram a adesão de 

EGB a células epiteliais vaginais (ORTIZ et al., 2014). Um fator que diferencia os dois estudos 

descritos previamente e o presente estudo é a utilização de células imortalizadas, o que é uma 

limitação deste trabalho, futuras pesquisas poderão ser realizadas com outras linhagens 

celulares ou com células obtidas de voluntárias saudáveis. 
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6 Conclusão 

• Os estudos abordados neste trabalho revelam a complexidade da diversidade e do 

comportamento das cepas de Streptococcus agalactiae (EGB) em relação a 

sorotipos, crescimento, fatores de virulência e interações com outros 

microrganismos, como o Lactobacillus crispatus (LC); 

• As cepas de EGB deste estudo foram classificadas em diferentes clonal complexes 

(CCs) e sequence types (STs) com base no Multi-Locus Sequence Typing (MLST), 

e as análises fenotípicas mostraram diferenças entre essas cepas em relação à 

formação de biofilme, adesão a células epiteliais e interação com LC; 

• A interação entre EGB e LC pode ter efeitos variados, como aumento na formação 

de biofilme, adesão celular e crescimento bacteriano, dependendo das cepas e das 

concentrações de LC utilizadas; 

• A cepa 2, pertencente ao sorotipo III, CC19 e ST182, apresentou a maior 

vulnerabilidade à ação do L. crispatus. Apesar do aumento na formação de 

biofilme, os ensaios de co-cultura, competição e exclusão mostraram inibição de 

EGB; 

• Apesar de pertencer a diferences sorotipos capsulares e possuírem diferentes 

perfis de MLST, as cepas 1 e 3 apresentaram resultados semelhantes de interação 

com L. crispatus. Sendo que houve aumento na formação de biofilme, mas 

inibição do crescimento em co-cultura e diminuição da adesão em ensaios de 

exclusão; 

• Ao contrário do esperado, a cepa utilizada de LC inibiu o EGB em alguns dos 

ensaios, porém, também levou ao aumento de sua infecciosidade. Estudos futuros 

de transcriptoma de EGB poderão elucidar quais respostas estão sendo ativadas 

na presença de microrganismos comensais, como o L. crispatus; 

• Este estudo destaca a diversidade e complexidade das cepas de EGB, enfatizando 

a importância de avaliar não apenas o sorotipo capsular, mas também fatores 

fenotípicos e genéticos na compreensão da patogenicidade desse microrganismo. 

Além disso, há a necessidade de investigar mais a fundo as interações entre EGB 

e LC; 

• Os resultados apresentados sugerem que a ação do EGB depende da microbiota 

vaginal do hospedeiro. 
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