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INTRODUÇÃO 

 Streptococcus sanguinis é uma das 
espécies comensais benéficas mais abundantes no 
microbioma bucal, que tem como característica a 
alta competitividade para colonizar as superfícies do 
esmalte na ausência de sacarose (Kreth et al., 2017). 
No entanto, apesar de sua característica comensal 
na cavidade bucal, S. sanguinis está comumente 
associada a infecções cardiovasculares 
oportunistas, como a endocardite infecciosa (EI).  

 Os sistemas de dois componentes (SDC) 
modulam os transcriptomas bacterianos em 
resposta a estímulos ambientais específicos. Os 
genomas de cepas de S. sanguinis incluem um 
grande número de SDC completos (12 a 14 SDC) 
(Mattos-Graner & Duncan, 2017). Resumidamente, 
estes são formados por duas proteínas básicas, uma 
sensora de membrana e uma intra-citoplasmática 
reguladora de resposta. Além destes, S. sanguinis 
apresenta o gene de uma proteína reguladora de 
resposta órfã (covR), a qual recebe essa designação 
pelo fato de não haver o gene da proteína sensora 
cognata. Os SDC designados VicRK e CovR regulam 
genes requeridos para biogênese e manutenção da 
integridade da parede celular associadas à 
virulência. 

 Há evidências de que as infecções 
sistêmicas associadas a S. sanguinis envolvem um 
subgrupo restrito de cepas com expressão 

aumentada de genes de virulência, em decorrência 
de mutações espontâneas nos genes que codificam 
as proteínas dos SDCs VicRK e CovR. Portanto, o 
objetivo deste projeto foi investigar a associação de 
polimorfismos de VicRK e CovR com os fenótipos de 
resistência de S. sanguinis a antibióticos utilizados 
para tratamento e prevenção da EI.  

METODOLOGIA 

1. Cepas 
a) Cepas utilizadas descritas na tabela 
b) Cultivo em BHI (CO2 10%, 37°) por 24h. 
c) Após crescimento, cepas transferidas para 

tubos contendo 4ml de BHI e incubadas 
(CO2 10%, 37°) por 18h. 

Tabela 1. Cepas usadas nesse estudo 
Cepas Sítio de Isolamento Referência 
   
SK36 Biofilme dental ATCC 
SK49 Biofilme dental Kilian et al, 1989 
SK72 Biofilme dental Kilian et al, 1989 
SK115 Biofilme dental Kilian et al, 1989 
SK160 Biofilme dental Kilian et al, 1989 
SK330 Cavidade oral Kilian et al, 1989 
SK353 Cavidade oral Kilian et al, 1989 
SK678 Corrente sanguínea Kilian et al, 1989 
SK1056 Corrente sanguínea Kilian et al, 1989 

 

2. Ensaios de determinação das 
concentrações inibitórias e bactericidas 
mínimas (CIM e CBM, respectivamente) para 
os antibióticos. 
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a) Antibióticos e concentrações testadas 
apresentadas na tabela 2.  

b) Microplacas de 96 poços contendo 100µl de 
BHI, 100µl de solução de antibiótico em 
diluição seriada (1:2)  

c) Adição de 100µl das culturas bacterianas 
(A550nm = 0,05). 

d) Placas incubadas (CO2 10%, 37°) por 24h.  
e) Análise visual para detecção de 

crescimento, determinação das CIM e 
leituras das absorbâncias em leitor de 
microplacas (Versa Max).  

f) Para determinação de CBM, alíquotas das 
amostras em que não se observou 
crescimento visível foram plaqueadas em 
meio livre de antibiótico e incubadas por 48h 
(CO2 10%, 37°).  

Tabela 2. Antibióticos e concentrações testadas 
Antibiótico (faixa de concentração testada) Classe 
Penicilina (0,015 – 9,37 µg/ml) Beta-lactâmico 
Meticilina (0,03 – 18,74 µg/ml) Beta-lactâmico 
Amoxicilina (0,015 – 9,37 µg/ml) Beta-lactâmico 
Eritromicina (0,015 – 9,37 µg/ml) Macrolídeoo 
Doxiciclina (0,015 – 9,37 µg/ml) Tetraciclina 
Daptomicina (0,14 – 75,1 µg/ml) Lipopeptídeo 
Dalbavancina (0,015 – 9,37 µg/ml) Glicopeptídeo 
Vancomicina (0,015 – 9,37 µg/ml) Glicopeptídeo 

 
3. Análise polimorfismos de VicRK e CovR 
a) Recuperação sequência dos genomas 

utilizando GenBank 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/geno
mes/. Etapa realizada em cooperação com 
Dr. Tsute Chen, The Forsyth Institute, 
Cambridge, MA, E.U.A. 

b) Alinhamento das sequências proteicas 
utilizando a ferramenta  

c) CLUSTALW https://www.genome.jp/tools-
bin/clustalw  para comparação com cepa 

referência SK36 e identificação de regiões 
polimórficas. 

d) Demarcação de domínios funcionais 
utilizando o software Simple Modulant 
Architeture Research Tool (SMART - 
http://smart.embl-heidelberg.de/  ) para 
assim, investigar se as mutações estão 
localizadas em regiões funcionais.  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 As tabelas 3 mostra os valores de CIM 
determinados nas cepas de S. sanguinis estudadas, 
para cada um dos antibióticos testados. Os valores 
de CBM foram iguais aos valores de CIM para todos 
os antibióticos, com exceção da amoxicilina para a 
cepa SK330 e dalbavancina para SK115, as quais 
demonstram um valor de CBM um pouco mais 
elevado que o de CIM (0,58 ± 0,00 e 0,58 ± 0,51, 
respectivamente).  Entre as cepas, a SK1056, SK678 
e SK353 foram as que se mostraram menos sensíveis 
a um maior número de antibióticos. A SK1056, 
isolada da corrente sanguínea, apresentou maiores 
valores de CIM para cinco dos oito antibióticos 
testados (amoxicilina, vancomicina, eritromicina, 
daptomicina e dalbavancina). A cepa SK678, 
também isolada da corrente sanguínea, apresentou 
maiores valores de CIM para quatro antibióticos 
(amoxicilina, daptomicina, dalbavancina e 
meticilina). A cepa SK353 apresentou maiores 
valores de CIM e CBM para quatro antibióticos 
(vancomicina, amoxicilina, meticilina e 
dalbavancina). Apesar de não ser isolada da corrente 
sanguínea, SK353 demonstra alta capacidade de 
invadir células endoteliais e virulência em modelo de 
coelho de EI (Baker et al., 2018; Alves et al., 2022)

     Tabela 3. Valores de CIM para S. sanguinis 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/
https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
http://smart.embl-heidelberg.de/
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 As proteínas sensoras de VicK das cepas S. 
sanguinis apresentam 449 a 450 aminoácidos (aa). 
Duas cepas (SK115 e SK160) apresentaram proteínas 
sem o aminoácido D-448. Mas comparações com os 
dados de suscetibilidade aos antibióticos, indicam 
que essa deleção não promoveu fenótipo de 
resistência. A cepa SK353 apresentou duas 
mutações de sentido trocado (W-320 por L e D-326 
por N). A figura 1 ilustra o alinhamento da região de 
VicK, nas quais estas mutações foram identificadas. 
Um dado importante é que essas mutações se 
localizam dentro ou próximas do domínio funcional 
HATPase_c, mostrado na figura 2. Este domínio 
promove a transferência de um grupo fosfato do ATP 

para o resíduo de histidina conservado nesta 
proteína sensora (Mattos-Graner & Duncan, 2017). 
Assim, estas mutações poderiam influenciar na 
atividade sensora de VicK e consequentemente, 
promover menor sensibilidade de SK353 aos quatro 
dos oito antibióticos testados e/ou maior capacidade 
de invadir células endoteliais.  

 Em VicR não foi identificado nenhum 
polimorfismo, o que é compatível com estudos 
prévios mostrando que VicR é altamente 
conservada, possivelmente por ser essencial para 
viabilidade de S. mutans e S. sanguinis (Moraes et al., 
2014; Mattos-graner & Duncan, 2017).  

 

Figura 1. Representação esquemática do alinhamento múltiplo de parte das sequências de VicK (posição 283 a 449) das cepas estudadas 
(identificadas à esquerda de cada sequência), usando a ferramenta CLUSTALW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw). A região funcional 
da proteína VicK (HATPase_c) está destacada em verde ciano. Os polimorfismos detectados são destacados em amarelo. A cepa SK36 foi 
utilizada como referência para identificação das mutações. 

 



4 
 

XXXII Congresso de Iniciação Científica da UNICAMP - 2024 
 

Figura 2. Representação esquemática dos polimorfismos presentes na proteína VicK. O software Simple Modulant Architeture Research Tool 
(SMART - http://smart.embl-heidelberg.de/) foi utilizado para identificar a posição dos aminoácidos e região de domínios funcionais na proteína. 
Os domínios funcionais PAS, PAC, HisKA e HATPase_c são representados por formas e cores específicas nas regiões de aminoácidos 
correspondentes (escala inferior). Duas mutações de sentido trocado, uma conservativa e outra não-conservativa dentro do domínio 
HATPase_c foram identificadas na cepa de S. sanguinis SK353, isolada da cavidade bucal. As posições dos aminoácidos trocados estão 
marcadas entre colchetes. As cepas com as respectivas mutações estão identificadas entre parênteses. 

Curiosamente muitos polimorfismos foram 
encontrados na proteína CovR, a qual possui 229 
aminoácidos. A figura 3 ilustra o alinhamento das 
sequências de CovR de todas as cepas, indicando o 
total de 18 polimorfismos. Destes, 13 estavam em 
domínio funcional REC e cinco no domínio 
Transreg_c (figura 4). Sendo que o domínio REC (de 
“receiver domain”) contém um aminoácido 
aspartato (D) que recebe o grupo fosfato para 
ativação e o domínio C-terminal Transreg_c (de 
“transcriptional regulatory”) está envolvido na 
ligação às sequências alvo do DNA (Mattos-Graner & 
Duncan, 2017). O número de polimorfismos 
encontrados em CovR foi muito superior encontrado 
em S.  mutans (Oliveira et al,. 2021), indicando 
grande importância desse gene na adaptação de S. 
sanguinis a estímulos ambientais.  

 A cepa SK72 foi a que apresentou maior 
número de polimorfismos (n=9), seguida de SK160 e 
SK678 (n=5), SK1056 (n=4), SK115, SK330 e SK353 
(n=3) e SK49 (n=2). Devido a SK72 apresentar maior 
sensibilidade a três dos antibióticos testados, estes 

dados sugerem que os polimorfismos identificados 
nesta cepa não contribuem para resistência dos 
antibióticos. Já a SK1056 e SK353 que apresentaram 
menor sensibilidade a múltiplos antibióticos, 
apresentaram polimorfismos em regiões de 
domínios REC e Transreg_c (SK1056: posições 55, 90 
e 177; SK363: posição 213 aa) não detectados em 
SK72. Essas regiões apresentam potencial 
interferência na ativação e/ou interação de CovR com 
genes que afetam a sensibilidade a diferentes 
antibióticos. A cepa SK678, a qual apresentou 
resistência a alguns antibióticos, também 
apresentou polimorfismos em CovR não presentes 
em SK72 (posições 55 e 116 aa). O aa 55 de CovR 
consiste no resíduo de aspartato (D) envolvido na 
fosforilação de CovR (Gusa et al., 2006; Mattos-
Graner & Duncan, 2017). Curiosamente, as duas 
cepas isoladas da corrente sanguínea (SK678 e 
SK1056) apresentaram a substituição do D-55. 
Assim, esta mutação pode estar associada a 
fenótipos de resistência a antibióticos e virulência 
sistêmica.  

 

A                                                                                                          B 

     

Figura 3. Representação esquemática de alinhamento múltiplo das sequências completas de CovR de cepas S. sanguinis. Os alinhamentos 
foram realizados utilizando-se a ferramenta CLUSTALW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw). A) A região de domínio REC (“receiver”) é 
destacada em verde; os polimorfismos são destacados em amarelo. B) Em continuidade da sequência de A, o domínio Transreg_c 
(“Transcriptional regulatory protein, C terminal”) é destacado em verde; os polimorfismos são destacados em amarelo. Tendo como referência 
a cepa SK36. 
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Figura 4. Representação esquemática dos polimorfismos presente na proteína CovR. O software Simple Modulant Architeture Research Tool 
(SMART - http://smart.embl-heidelberg.de/) foi utilizado para identificar os domínios funcionais desta proteína. 

CONCLUSÕES 

 Dessa forma, nenhum polimorfismo foi 
detectado em VicR entre as cepas de S. sanguinis, 
compatível com seu papel essencial para a 
viabilidade da bactéria.  

 A cepa SK353 resistente a múltiplos 
antibióticos apresentou polimorfismos em regiões 
funcionais da proteína sensora VicK, indicando 
potencial influência deste polimorfismo no fenótipo 
de multirresistência. 

 O regulador CovR é altamente polimórfico 
na espécie S. sanguinis, sendo que cepas 
multirresistentes a antibióticos albergam 
polimorfismos em sítio de fosforilação chave para 
sua função reguladora. 
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