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"Ah! Senhor Deus, eis que fizestes os céus e a terra com 
o teu grande poder e com o teu braço estendido; coisa 
alguma te é demasiadamente difícil. Grande em conselho 
e  magnífico  em  obras;  porque  os  teus  olhos  estão 
abertos sobre os caminhos dos filhos dos homens, para 
dar a cada um segundo o seu proceder, segundo o fruto 
das tuas obras”. 
 (Efésios 8:33) 
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Espécies Do Complexo “Streptococcus bovis / Streptococcus equinus” 
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Orientador: Lúcia Martins Teixeira 
Co-orientador: Felipe Piedade Gonçalves Neves 
 
 
Resumo  da  dissertação  de  mestrado  apresentada  ao  Programa  de  Pós-
Graduação em Ciências Biológicas (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. 
Paulo de  Góes  (IMPPG), da  Universidade  Federal  do Rio  de  Janeiro  (UFRJ), 
como parte dos requisitos necessários à obtenção do título de Mestre em Ciências 
(Microbiologia). 
 
 
O  complexo  “Streptococcus bovis/Streptococcus equinus”  é  composto  por 
espécies  altamente  relacionadas,  de  difícil  diferenciação  tanto  por  métodos 
convencionais quanto moleculares. Nos últimos anos, o interesse pela precisão na 
identificação  desses  microrganismos  foi  renovado,  sobretudo  por  seu 
envolvimento em infecções invasivas em seres humanos e pelas evidências  de 
uma associação entre o seu isolamento a partir de sangue e a ocorrência de câncer de 
cólon.  Apesar  de estudos recentes terem trazido importantes contribuições, a  posição 
taxonômica  precisa  de  algumas das espécies  continua controversa. Recentemente, 
nosso laboratório iniciou estudos com o intuito de melhor esclarecer as relações 
taxonômicas  desse  complexo  de  microrganismos  empregando  uma  abordagem 
polifásica. Tais estudos permitiram a criação de um banco dados que pode servir 
de base para a avaliação de novas metodologias utilizadas para a análise desses 
microrganismos.  A  presente  proposta  teve  como objetivos avaliar  o  potencial 
discriminatório  de  metodologias  alternativas  para  a  identificação  desses 
microrganismos e realizar uma análise filogenética empregando três segmentos 
gênicos (16SrDNA,  pheS  e  hsp60).  Para  tal,  foram  estudadas  23  amostras de 
referência  e uma coleção de 134 amostras clínicas pertencentes a este complexo 
de microrganismos. Dois sistemas miniaturizados de identificação foram avaliados,  
incluindo o API 20 Strep e o Rapid ID 32 Strep. Ambos apresentaram falhas em 
identificar corretamente algumas amostras. Dentre as amostras clínicas, aquelas 
pertencentes  à  S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus  foram  mais  frequentemente 
identificadas  com precisão. A  análise  do16SrDNA permitiu a  separação de S. 
alactolyticus e S. gallolyticus em clusters distintos, enquanto que S. equinus e S. 
infantarius foram agrupadas em diferentes subdivisões de um mesmo cluster. Por 
outro lado, a análise das sequências dos genes pheS e hsp60 evidenciaram uma 
distinção  mais clara entre essas quatro espécies, embora não tenha propiciado 
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uma distinção tão nítida entre as subespécies de S. gallolyticus. A análise conjunta 
dessas sequências possibilitou a discriminação segura entre todas essas espécies 
e subespécies. Foi constatada, ainda, uma divergência ampla entre as sequências 
dos genes pheS e hsp60 das amostras de S. infantarius subsp. infantarius e S. 
infantarius  subsp. coli, sugerindo a possível separação dessas subespécies em 
duas  espécies  distintas,  embora  as  sequências  do  gene  16S  rDNA    dessas 
subespécies indiquem uma baixa divergência. Os resultados do presente estudo 
demonstram a aplicabilidade da análise de sequências conservadas presentes em 
múltiplos loci no genoma bacteriano para auxiliar na identificação das espécies 
pertencentes  ao  complexo  “S.  bovis/S.  equinus”  e  para  refletir  as  relações 
filogenéticas entre esses microganismos.   
 
Palavras-chave:  Complexo  “Streptococcus  bovis/Streptococcus  equinus”, 
identificação fenotípica, identificação molecular, análise filogenética. 
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Comparative Analysis of Alternative Techniques for the Identification of 
Species belonging to the "Streptococcus bovis / Streptococcus equinus" 
Complex 
 
Author: Giseli da Silva da Costa Wienen 
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Abstract of the  Dissertation  presented  to  the Programa de  Pós-graduação  em 
Ciências Biológicas (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes 
(IMPPG),  Universidade  Federal  do  Rio  de  Janeiro  (UFRJ),  as  part  of  the 
requirements to receive the degree of Master in Sciences (Microbiology). 
 
The “Streptococcus bovis/Streptococcus equinus” complex is composed by highly 
related  species,  which  are  difficult  to  differentiate  by  conventional  methods.  An 
increasing interest  in the  accurate identification of  these  microorganisms  was 
generated  by  their  involvement  in  serious  infections  in  humans,  mainly 
endocarditis, and the finding of a strong association between bacteremia and the 
occurrence of colon cancer. Despite of significant contributions of recent studies, 
the real taxonomic position of some species remains controversial. Recently, our 
laboratory  initiated  studies  to  clarify  the  taxonomic  relationships  of  these 
microorganisms by means of a polyphasic approach. These studies generated a 
data base that can be used for evaluation of new methodologies for the analysis of 
these  microorganisms. The present study  aimed  to  evaluate  the  discriminatory 
power of alternative methodologies for the identification of these microorganisms 
and  to  perform  a  phylogenetic  analysis  by  using  three  different  conserved 
sequences (16SrDNA, pheS and hsp60). Reference strains (total of 23) as well as 
clinical isolates (total of 134) belonging to this complex of microorganisms were 
included in this study. Two miniaturized identification systems were assessed: the 
API 20 Strep and the Rapid ID 32 Strep. Both systems failed in accurately identify 
some strains, although strains belonging to S. gallolyticus subsp. gallolyticus have 
been identified with higher efficiency. Analysis of the 16SrDNA sequence allowed 
the separation of S. alactolyticus  and S. gallolyticus  in distinct clusters, while S. 
equinus and S. infantarius  were grouped into different subdivisions of the same 
cluster.  On  the  other  hand,  by  using  analysis  of  both  the  pheS  and  hsp60 
sequences,  these  four  species  were  clearly  discriminated,  although  some 
difficulties  were found to discriminate S. gallolyticus subspecies. Concatenated 
analysis of  these sequences  allowed  a  reliable  separation  of all  species  and 
subspecies belonging to this complex of microorganisms. Also, an elevated degree 
of divergence between S. infantarius subsp. infantarius and S. infantarius subsp. 
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coli was observed by using pheS and hsp60 sequence analysis. These findings 
suggest  a  possible  separation  of  these  subspecies  into  two  distinct  species, 
although these two subspecies shared a high similarity in the 16SrDNA sequences. 
In  conclusion,  our  results  showed  the  applicability  of  the  analysis  of  conserved 
sequences  at  diverse  bacterial  genome  loci  as  adjunct  methods  for  the 
identification  of  bacterial  species belonging  to  the  “S. bovis/S. equinus”  complex, 
and to reflect the taxonomic relationships among these microorganisms. 
 
Keywords:  "Streptococcus  bovis/Streptococcus  equinus”  complex,  phenotypic 
identification, molecular identification, phylogenetic analysis. 
 
 
 
 
 
 
Rio de Janeiro 
August 2009 
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Introdução 
1. Aspectos gerais sobre o gênero Streptococcus               
Os microrganismos do gênero Streptococcus compreendem um conjunto de 
cocos Gram-positivos que se dividem em um só plano, agrupando-se em cadeias de 
tamanhos  variáveis.  Uma  característica  peculiar  deste  grupo  é  não  produzir  a 
enzima catalase. Os membros deste gênero são exigentes em termos nutricionais, 
necessitando  de  meios  complexos,  contendo  soro  ou  sangue  para  o  seu 
crescimento.  A  necessidade  de  atmosfera  rica  em  CO
2
  durante  o  período  de 
crescimento desses microrganismos é variável entre as diferentes espécies. Glicose 
e outros carboidratos são metabolizados por fermentação, sendo o ácido lático o 
principal produto final desse metabolismo (RUOFF, WHILEY & BEIGHTON,1999). 
A identificação das espécies deste gênero é relativamente complexa, havendo 
a necessidade de utilização de diversos esquemas fenotípicos, dentre os quais se 
destacam: padrões hemolíticos em meios de ágar-sangue de carneiro (permitindo a 
classificação  em  ,    ou  não-hemolíticos),  características  de  patogenicidade, 
grupagem  sorológica  baseada  nas  diferenças  antigênicas  do  carboidrato  C 
(classificação de Lancefield, 1933) e características bioquímicas (LARSEN,1995). 
Atualmente, embora esses esquemas ainda sejam de grande utilidade, a 
introdução  e  ampla  aplicação  de  métodos  moleculares  têm  trazido  importantes 
contribuições para a identificação e caracterização precisa desses microrganismos. 
Entre  os  membros  do  gênero  Streptococcus  cuja  taxonomia  e  métodos  de 
caracterização  tiveram  avanços  significativos,  oriundos  da  aplicação  de  métodos 
moleculares, estão aqueles anteriormente denominados de estreptococos do grupo 
D. 
Os estreptococos possuidores do antígeno do grupo D eram, antigamente, 
divididos  em  duas  categorias:  os  enterococos  e  os  não-enterococos.  A  partir  de 
meados  da  década  de  1980,  a  taxonomia  desses  microrganismos  sofreu 
modificações significativas (KILIAN et al., 2005). Com a alocação dos enterococos 
em  um  novo  gênero  (Enterococcus),  os  estreptococos  do  grupo  D  ficaram 
representados, em termos de importância médica, pela espécie Streptococcus bovis. 
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Uma vez que esses microrganismos também são positivos para o teste da hidrólise 
da  esculina  em  presença  de  bile,  a  sua  diferenciação  daqueles  pertencentes  ao 
gênero Enterococcus se baseia em provas bioquímicas, tais como o crescimento na 
presença de  6,5%  de  cloreto  de  sódio  (NaCl)  e  a  hidrólise  do  L-pirrolidonil- -
naftilamida  (teste  do  PYR),  para  os  quais  são  negativos.  Outra  característica 
diferencial é a sua maior susceptibilidade aos antimicrobianos, pois, em geral, os 
enterococos  são  mais  resistentes  a  penicilina,  a  cefalosporinas  e  aos 
aminoglicosídeos (SINAVE, 2007). 
Assim  como  os  enterococos,  esses  microrganismos  são  encontrados 
normalmente no trato gastrintestinal em 5-16% da população normal, sendo este a 
sua principal porta de entrada para bacteremias e endocardites. (SIEGMAN-IGRA & 
SCHWARTZ, 2003; SINAVE, 2007). 
Uma particularidade interessante de S. bovis é sua tendência de se encontrar 
associado  ao câncer  de cólon,  embora não haja evidência  de qualquer  relação 
etiopatogênica. Devido a esta associação, é recomendável pesquisar este tipo de 
câncer em pacientes com bacteremia causada por esses microrganismos (SINAVE, 
2007). 
2. Complexo “Streptoccus bovis / Streptococcus equinus” 
Na medida em que houve um maior interesse acerca  da espécie S. bovis, 
principalmente devido a essa forte associação com bacteremia e a ocorrência de 
câncer de cólon, e com o advento de técnicas moleculares a partir de meados da 
década de 1980, novas metodologias foram introduzidas para o estudo desses 
microrganismos, constatando-se a complexidade dessa espécie e a necessidade de 
esclarecimento de  questões taxonômicas. Consequentemente,  várias espécies ou 
denominações novas foram propostas e esses microrganimos foram agrupados em 
um  complexo  de  espécies  altamente  relacionadas,  que  tem  sido  frequentemente 
referido como grupo ou complexo “Streptococcus bovis / Streptococcus equinus”. 
Os estreptococos pertencentes a este complexo compartilham as seguintes 
características: cocos Gram-positivos, que se apresentam como células esféricas ou 
ovóides  arranjadas  aos pares  ou em  cadeias  curtas,  catalase-negativos, imóveis, 
não-esporulados,  não-pigmentados,  anaeróbios  facultativo;  são  alfa  ou  não-
hemolíticos  e não  crescem  em  caldo  contendo 6,5%  de  NaCl;  não  hidrolisam  a 
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arginina, o PYR e o hipurato de sódio; hidrolisam o LAP (L-leucina- -naftilamida); 
não  produzem  fosfatase  alcalina;  produzem  acetóina;  apresentam  colônias 
circulares, lisas e inteiras quando crescidas em meio ágar-sangue ou ágar nutriente; 
crescem bem a 45 °C; e a maioria hidrolisa a esculina e cresce na presença de 40% 
de bile (SINAVE, 2007). 
A  seguir  são  apresentados  alguns  aspectos  de  espécies  descritas  ou 
denominações propostas para os membros do complexo “S. bovis / S. equinus”: 
  Streptococcus equinus 
Streptococcus  equinus  (equinus, latim, eqüinos  =  cavalo).  Esta  espécie  foi 
descrita em 1906 por Andrewes & Horder (apud HODGE & SHERMAN, 1937) como 
sendo  um  microrganismo  que  não  possuía  propriedades  patogênicas,  não-
hemolítico,  que  apresentava  a  forma  de  cocos  Gram-positivos  arranjados  em 
cadeias  curtas,  isolado  originalmente  de  intestino  e  estrume  de  cavalos. 
Características adicionais compreendem a fermentação da  sacarose, salicilina e 
coniferina  e  a  não  fermentação  de  lactose,  manitol  e,  geralmente,  de  rafinose  e 
inulina, embora algumas amostras variantes utilizem esses açúcares. 
Em  1937,  HODGE  &  SHERMAN  demonstraram  que  S.  equinus  não 
hidrolisava o amido, sendo este teste considerado importante para diferenciá-los da 
espécie de S. bovis que hidrolisava o amido ativamente. Já em 1962, Dunican & 
Seeley determinaram que o S. equinus era capaz de hidrolisar o meio de amido se 
este possuísse um carboidrato facilmente fermentável como a glicose, e que não 
estivesse em uma atmosfera com 5% de CO2 e 95% de N2. 
  Streptococcus bovis 
Streptococcus  bovis  (bovis,  latim,  bovinos).  Esta  espécie  foi  descrita  por 
Orla-Jansen  em  1919,  que  a  isolou  de  fezes  bovinas  (apud  KIEL  & 
SKADHAUGE,1973). As amostras de S. bovis são caracterizadas pelo crescimento 
em temperaturas que variam de 22°C a 45°C e pela capacidade de formação de 
cápsula e hidrólise  do amido. Estes microrganismos são capazes de fermentar a 
arabinose, mas não fermentam manitol, e podem ser variáveis quanto à fermentação 
da inulina e rafinose. 
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Ainda  em  1919,  Orla-Jansen  descreveu  outro  grupo  de  estreptococos 
encontrados no leite e em fezes bovina, semelhante ao S. bovis, sendo proposto o 
nome  Streptococcus  inulinaceus,  pela  capacidade  de  fermentar  a  inulina  mais 
intensamente que os S. bovis, fermentar também o manitol, mas não hidrolisar o 
amido  com  a  mesma  intensidade  e  não  fermentar  a  arabinose.  Tais  amostras 
diferiam do S. bovis por não formar cápsulas e por ter uma variação de temperatura 
de crescimento menor. 
Sherman (1937) concluiu que as diferenças apresentadas entre S. bovis e S. 
inulinaceus não justificavam a consideração de S. inulinaceus como uma espécie 
distinta, propondo que deveria ser considerado como uma variante de S. bovis. Em 
um artigo seguinte, Sherman  (1938) relatou que uma proporção substancial de 
amostras de S. bovis era capaz de fermentar o manitol e este ponto de vista tem 
sido geralmente aceito desde então (apud KIEL & SKADHAUGE, 1973). 
Em  1937,  Sherman propôs o seu esquema  de classificação que dividia os 
Streptococcus dentro de quatro categorias: os piogênicos, os viridans, os láticos e os 
enterococos. A  divisão dos  enterococos de Sherman excluía o S. bovis  e o  S. 
equinus, pois estes microrganismos não cresciam a 10°C e nem em meio contendo 
6,5 de NaCl, sendo estes agrupados na divisão viridans. 
Estudos  realizados  posteriormente  relataram  que  os  estreptococos 
pertencentes a divisão dos enterococos de Sherman possuíam o antígeno do grupo 
D de Lancefield (DEIBEL, 1964). Os estreptococos do grupo D foram reconhecidos, 
desde então, como S. bovis, S. equinus e a divisão denominada, por Sherman, de 
enterococos, que consistia de S. faecalis, S. faecium e sua variante “durans”. 
Em 1972, Facklam descreveu que S. bovis, S. equinus e S. bovis  variante 
eram reconhecidos por não crescerem em temperaturas de 10°C e nem em caldo 
contendo  NaCl a  6,5%. A hidrólise do amido e  a formação de polissacarídeos 
mucóides em ágar ou caldo contendo 5% de sacarose eram as características 
singulares de S. bovis entre as amostras do grupo D. Já as amostras de S. bovis 
variante diferiam dos S. equinus pelo crescimento em leite litmus ou pela formação 
de ácido a partir da lactose. Devido ao número limitado de amostras e à limitação do 
espectro de testes, o biotipo S. bovis variante não foi designado como uma nova 
espécie.  Ficou desde então estabelecido  que  as  amostras  de  S.  bovis  típicas, 
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encontradas em seres humanos, seriam o biotipo I, enquanto que as amostras de S. 
bovis variante comporiam biotipo II. 
Portanto,  levando-se  em  consideração inicial  a  fermentação  do  manitol,  foi 
desenvolvida a caracterização fenotípica de amostras de S. bovis em dois biotipos: o 
biotipo I, que compreende amostras manitol positivas e o biotipo II, compreendendo 
amostras manitol negativas. O biotipo II pode ainda ser dividido em dois subtipos, 
baseado em características fenotípicas determinadas pelo sistema Rapid Strep. O 
biotipo II.1 é composto por amostras que fermentam amido, melibiose e glicogênio, 
mas não trealose, e que não produzem  -glicuronidase e  -galactosidase (GARVIE 
& BRAMLEY, 1978; COYKENDALL & GUSTAFSON, 1985). As amostras do biotipo 
II.2 fermentam trealose, mas não amido e glicogênio e produzem  -glicuronidase e 
-galactosidase (COYKENDALL & GUSTAFSON, 1985; KNIGHT & SHLAES, 1985). 
Esta terminologia foi, até algum tempo atrás, comumente usada para a identificação 
de amostras de origem clínica (RUOFF et al., 1989). 
Com  base  em  resultados  de  estudos  de  hibridização  DNA-DNA,  Farrow  e 
colaboradores (1984) propuseram a classificação dos estreptococos do grupo D em 
seis grupos genômicos, a maioria dos quais englobaria amostras do Complexo “S. 
bovis / S. equinus” e outras espécies relacionadas. Esses autores concluíram que o 
S. equinus e o S. bovis são sinônimos por apresentarem grau de homologia de DNA-
DNA  acima  de  70%  e os  enquadraram  no  grupo de  homologia  1.  O  epíteto  S. 
equinus  deveria  ter  prioridade  de  uso  sobre  a  denominação  S.  bovis,  mas  é 
raramente  usado  em  bacteriologia  clínica  humana.  Utilizando  esta  mesma 
metodologia, outros autores demonstraram não haver similaridade suficiente entre 
amostras de S. bovis dos biotipos I e II isoladas de humanos e as amostras-tipo de 
S.  bovis  e  S.  equinus  para  considerá-las  variantes  de  uma  mesma  espécie.  Foi 
observado também que amostras de S. bovis biotipo II.2 de origem humana eram 
muito relacionadas geneticamente às amostras de S. bovis biotipo I (COYKENDALL 
& GUSTAFSON, 1985; KNIGHT & SHLAES, 1985). 
A partir de  1984,  ano  marcado pela publicação da proposta de criação do 
gênero  Enterococcus  (SCHLEIFER  &  KILPPER-BÄLZ,  1984),  separando  esses 
microrganismos dos demais estreptococos do grupo D, e do trabalho acima referido 
de Farrow e colaboradores (1984), apresentando resultados de estudos moleculares 
sobre  esses  microrganismos,  diversos  outros  estudos  foram  sendo  publicados, 
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sobretudo a partir de meados da década de 1990, contribuindo para a aquisição de 
um conhecimento mais amplo e o aumento do número de espécies consideradas 
como pertencentes a essa categoria de estreptococos, como apresentado a seguir: 
  Streptococcus alactolyticus 
Streptococcus alactolyticus  (a.lac.to.ly.ti.cus.,  prefixo  grego  a  =  não;  nome 
latino lac, lactis = leite; adjetivo grego lyticus = que digere; alactolyticus, que não 
digere leite). Espécie descrita por Farrow e colaboradores (1984), pertencente ao 
grupo de homologia 6, para englobar amostras lactose negativas isoladas de porcos 
e  galinhas,  que  eram  previamente chamadas  de  S.  equinus.  Entretanto,  Bentley, 
Leigh  &  Collins (1991) relataram que a  espécie  S. alactolyticus, aparentemente 
associada exclusivamente a animais é claramente um táxon distinto, embora sua 
afinidade filogenética com o complexo “S. bovis / S. equinus” seja evidente. 
  Streptococcus intestinalis 
Streptococcus  intestinalis  (in.test.in.alis.,  adjetivo  masculino  latino  intestinalis, 
pertencendo ao intestino). Em 1988, Robinson e colaboradores propuseram o nome 
de S. intestinalis para um grupo de estreptococos beta-hemolíticos e ureolíticos que 
eram  membros  predominantes  da  microbiota  intestinal  de  porcos.  Em  1999, 
Vandamme e colaboradores verificaram que o motivo para a espécie S. intestinalis, 
descrita por Robinson e colaboradores, em 1988, ser beta-hemolítico estaria no fato 
de  os  pesquisadores  terem  usado  o  meio  Brain-Heart  Infusion  Agar  (BHI-A) 
acrescido  de  5%  de  sangue,  um  meio  que  não  é  normalmente  usado  para 
caracterização de hemólise,  e  demonstraram  que as amostras de S. intestinalis 
eram  alfa-hemolíticas em ágar Columbia suplementado com sangue. Baseados, 
ainda, em ensaios de hibridização DNA-DNA e em perfis de proteínas totais, estes 
autores sugeriram que Streptococcus intestinalis (ROBINSON et al., 1988) fosse um 
sinônimo  de  Streptococcus  alactolyticus  (FARROW  et  al.,  1984),  o  que 
posteriormente foi confirmado por Schlegel e colaboradores (2003). 
 
 
  Streptococcus caprinus 
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Streptococcus caprinus  (caprinus,  latim,  da  cabra). A  espécie S.  caprinus  foi 
descrita  por  Brooker  e  colaboradores,  em  1994,  englobando  estreptococos 
encontrados  no  intestino  de  cabras  selvagens.  É  capaz  de  crescer  em  meio 
complexo  contendo  ácido  tânico,  formando  halos de  clareamento, e  também  de 
crescer em  meio  complexo  com  menos  de  2,5%  (p/v)  de  taninos  condensados, 
derivados de Acacia aneura. Entretanto, Sly e colaboradores (1997) observaram que 
a  espécie  S.  caprinus  tratava-se  de  um  sinônimo  da  espécie  Streptococcus 
gallolyticus (OSAWA, FUJISAWA & SLY, 1995), mas o epíteto específico gallolyticus 
tem a prioridade nomenclatural. 
  Streptococcus gallolyticus 
Streptococcus gallolyticus (gallolyticus, adjetivo masculino latino, que digere 
galato).  Osawa  e  colaboradores  (1995)  demonstraram  que  amostras  isoladas  de 
coalas, cães, vacas e outros animais pertenciam ao grupo de homologia 2 de Farrow 
et  al.  (1984) e  propuseram  o  nome  de  Streptococcus  gallolyticus,  baseado  na 
capacidade  destas amostras degradarem o galato. Os autores observaram que 
essas  amostras  degradavam  os  taninos  com  liberação  de  ácido  gálico  e,  em 
seguida, havia  descarboxilação do  ácido gálico  em pirogalol. Algumas  amostras 
requerem crescimento em atmosfera enriquecida com CO
2
. Estes microrganismos 
crescem a 10°C e 45°C, mas sua temperatura ótima de crescimento é de 37°C 
Estes  autores  também  incluíram  em  seus  estudos  amostras  de  infecção 
humana de S. bovis  pertencentes aos biotipos I e II e, baseados em estudos de 
reassociação de DNA, relacionaram as amostras de S. bovis dos biotipos I e II.2 a 
espécie S. gallolyticus. Estudos posteriores confirmaram, através da análise do perfil 
de proteínas totais e da utilização de sondas rRNA 16S, que nenhuma amostra de 
origem  humana  denominada  S.  bovis  pelos  critérios até então utilizados estava 
relacionada ao grupo S. bovis / S. equinus descrito por Farrow et al. (1984) e foi 
sugerido que todas as amostras humanas de S. bovis I e II.2 fossem identificadas 
oficialmente  como S. gallolyticus  (NELMS  et  al.,  1995; DEVRIESE  et  al.,  1998). 
Entretanto,  Clarridge  e  colaboradores  (2001)  demonstraram,  através  de  testes 
fenotípicos e do sequenciamento do gene que codifica o rRNA 16S, que as amostras 
de  S.  bovis  do  biotipo  II.2  constituíam  uma  genoespécie  distinta  de S.  bovis,  S. 
gallolyticus e S. infantarius. 
  Streptococcus infantarius 
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Streptococcus infantarius (in.fan.ta´ri.us. adjetivo latino  infantarius  relacionado 
aos  infantes).  Em  1997,  Bouvet  e  colaboradores  propuseram  a  nomenclatura  de 
Streptococcus  infantarius  para  algumas  amostras  do  grupo  de  homologia  4  de 
Farrow et al. (1984). Em 2000, Schlegel e colaboradores validaram a nomenclatura e 
propuseram a divisão em duas subespécies: S. infantarius subsp. infantarius para 
amostras  -glicosidase  negativas e esculina variáveis  e  S.  infantarius  subsp.  coli 
para  amostras  -glicosidase  e  esculina  positivas.  As  amostras  descritas  por 
Coykendall & Gustafson (1985) e Knight & Shlaes (1985) como S. bovis II.1 foram 
relacionadas a espécie S. infantarius e encontravam-se distribuídas em ambas as 
subespécies. 
  Streptococcus macedonicus 
Streptococcus  macedonicus  (ma.ce.´do.ni.cus.  adjetivo  masculino  latino; 
macedônicos, da Macedônia, Norte da Grécia, de onde a bactéria foi primeiramente 
isolada). Espécie descrita por Tsakalidou e colaboradores (1998), isolada do queijo 
grego Kasseri (feito com leite de ovelha ou leite de ovelha e cabra). Não hidrolisa a 
esculina. 
  Streptococcus waius 
Streptococcus  waius  (waius.  Substantivo  Neo  Zelandês  maori  waiu  =  leite). 
Espécie descrita por  Flint e  colaboradores  (1999), compreendendo amostras de 
estreptococos isoladas do leite e laticínios e que toleram a pasteurização (72°C/ 15 
segundos), crescem em temperaturas acima de 52°c, em caldo contendo NaCl a 7% 
e em uma faixa de pH variando de 4,0 a 10,0. Amostra-tipo: 3/1 = CIP 106079 = SS 
1563.  Baseados  em  análises  da  seqüência  do  espaçador  intergênico  16S-23S, 
RAPD-PCR,  análise  por  eletroforese  em  campo  pulsado,  experimentos  de 
hibridização DNA-DNA e em estudos fenotípicos, Manachini e colaboradores (2002), 
consideraram  as  espécies S. macedonicus  e  S.  waius sinônimos, sendo  que  S. 
macedonicus tem prioridade nomenclatural. 
  Streptococcus pasteurianus e Streptococcus lutetiensis 
Streptococcus  pasteurianus  (pas.teu.´ri.an.us.  O  nome  pasteurianus  vem  do 
Instituto  Pasteur,  onde  a  espécie  foi  caracterizada).  Espécie  descrita  por  Poyart, 
Quesne  &  Trieu-Cuot  (2002)  que  compreende  amostras  anteriormente 




 
 
9 

caracterizadas como S. bovis biotipo II.2. Streptococcus lutetiensis (lu.te´ti.en.sis. O 
nome Lutetia (Lutécia) de Paris, onde a espécie foi caracterizada). As amostras de 
Streptococcus lutetiensis, espécie descrita por Poyart, Quesne & Trieu-Cuot (2002), 
eram anteriormente caracterizadas como S. infantarius subsp. coli. 
3. Propostas Taxonômicas 
Estudos  mais  recentes  trouxeram  importantes  contribuições  para  o 
entendimento sobre esse complexo de microrganismos, mas vários aspectos ainda 
continuam por ser esclarecidos ou melhor delineados.  
 Em  2002,  Poyart,  Quesne  &  Trieu-Cuot,  baseados  principalmente  no 
sequenciamento do gene que codifica a enzima superóxido dismutase dependente 
do manganês (gene sodA), definiram cinco diferentes clusters entre as espécies que 
compõem o Complexo “S. bovis/S. equinus”: 
  As amostras-tipo de S. equinus e S. bovis compreenderam um cluster, e, por 
uma questão de prioridade, prevaleceu a designação S.equinus. 
  As amostras-tipo de S. gallolyticus, S. caprinus, S. macedonicus e S. waius 
foram  alocadas  em  um  cluster,  correspondendo  a  uma  única  espécie, 
denominada S. gallolyticus; 
  As  duas  subespécies  que  constituíam  a  espécie  S.  infantarius  foram 
separadas  em  dois  clusters  distintos,  sendo  que  um  desses  clusters 
compreendeu  a  espécie  S.  infantarius  e  incluiu  a  amostra-tipo  de  S. 
infantarius  subsp  infantarius.  O  outro  cluster  foi  representado  por  S. 
infantarius subsp. coli, levando a proposição de sua reclassificação como uma 
nova espécie, denominada S. lutetiensis; 
  O cluster restante compreendeu todas as amostras previamente identificadas 
como S. bovis biotipo II.2, cuja nomenclatura proposta foi S. pasteurianus. 
Em  seguida,  Schlegel  e  colaboradores  (2003;  2004)  publicaram  novos 
estudos sobre a sistemática das espécies do complexo “S. bovis/S. equinus” e, com 
base em resultados fenotípicos, análises genéticas e filogenéticas (hibridação DNA-
DNA  e  sequenciamento  do  gene  que  codifica  o  rRNA  16S), observaram  que  as 
espécies  S.  gallolyticus  (S.  bovis  biotipo  I  e  S.caprinus),  S.  bovis  biotipo  II.2  (S. 
pasteurianus), S.  macedonicus  e S.  waius  constituíam  um  mesmo  DNA cluster 
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dividido em três diferentes subgrupos. Tais subgrupos foram ainda diferenciados por 
características bioquímicas e diferenças no seqüenciamento do gene que codifica o 
rRNA 16S. Portanto, de acordo com os critérios atuais para definição de espécies, 
foram propostas as denominações S. gallolyticus subsp. gallolyticus, S. gallolyticus 
subsp.  pasteurianus e S.  gallolyticus subsp.  macedonicus. Estes autores  também 
confirmaram que S. alactolyticus, S. equinus, S. gallolyticus e S. macedonicus são, 
respectivamente,  sinônimos  de  S. intestinalis,  S.bovis, S.  caprinus  e  S. waius e 
dividiram, então, as espécies deste complexo em quatro genomoespécies distintas: 
  Genomoespécie  1  →  corresponde  a  espécie  S.  equinus,  agrupando  as 
amostras-tipo de S. equinus e S. bovis; 
  Genomoespécie  2  →  inclui  as  espécies  previamente  identificadas  como  S. 
gallolyticus, S. macedonicus e S. pasteurianus (S. bovis II.2), as quais foram 
subdivididas  em  três  subespécies:S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus, 
gallolyticus subsp. macedonicus e gallolyticus subsp. pasteurianus; 
  Genomoespécie  3  →  compreende  a  espécie  S.  infantarius  e  a  espécie 
anteriormente classificada como S. infantarius subsp. coli, a qual já havia sido 
reclassificada como S. lutetiensis por Poyart et al.(2002). Contudo, Schlegel et 
al (2004) dividiram esta genomoespécie em duas subespécies: S. infantarius 
subsp. infantarius e S. infantarius subsp.coli; 
  Genomoespécie  4  →  representada  pela  espécie  S.  alactolyticus  (S. 
intestinalis). 
Devido  à  variação  das  denominações  empregadas  pelos  diversos  autores, 
torna-se difícil  a  comparação  e  avaliação  de  várias informações  já existentes  na 
literatura  sobre membros  desse  complexo  de microrganismos. Por  outro  lado,  a 
aceitação  e  o  uso  amplo  das  novas  designações  de  membros  do Complexo  “S. 
bovis/S.  equinus”  dependerá  da  adoção,  pelos  microbiologistas  clínicos,  de 
procedimentos  que  permitam  identificar  com  precisão  cada  uma  das  distintas 
espécies (FACKLAM, 2002). Estudos adicionais precisam ser realizados levando em 
consideração  os novos  conhecimentos  sobre  a  taxonomia  e  nomenclatura dentro 
deste  grupo,  já  que  esses  microrganismos  continuam  sendo  encontrados  com 
frequência  significativa  em  hemoculturas  de  pacientes  com  bacteremias  e 
endocardite. 
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5. Patogênese e Principais Doenças 
Em  termos de  patogênese, como os  membros do Complexo “S. bovis/S. 
equinus” fazem parte da microbiota intestinal, não é por acaso que uma proporção 
razoável  de  pacientes  com  bacteremias  por  esses  microrganismos  apresenta 
concomitantemente lesões no trato gastrintestinal (ALAZMI  et al., 2006). Baseado 
nesse conceito, Klein e colaboradores (1977) descreveram os primeiros casos de 
endocardite por “S. bovis” associados com carcinoma de cólon. Desde então, vários 
relatos  vêm  sendo  descritos,  corroborando  essa  associação  (STEINBERG  & 
NAGGAR,  1977;  CROWLEY,  AHOLA  &  BEHAR,  1978;  LEVY,  VON  REYN  & 
ARBEIT,  1978;  SALTZMAN,  BRAND  &  MCKINLEY,  1981; LEPORT  et  al.,  1987; 
ZARKIN et al., 1990; BALLET et al., 1995; PERGOLA et al., 2001; GOLD, BAVAR & 
SALEM, 2004). 
Em 1987, Leport e colaboradores fizeram uma análise comparativa entre 77 
pacientes com endocardite, sendo 34  destas  causadas por “S.  bovis”  e  as  43 
restantes  por  outros  microrganismos.  Esses  autores  observaram  que  26%  dos 
pacientes com endocardite por “S. bovis” apresentavam concomitantemente câncer 
no cólon e 35% possuíam pólipos. Já no grupo dos pacientes com endocardite de 
outras  etiologias,  apenas  2%  e  7%  apresentavam  câncer  de  cólon  e  pólipos, 
respectivamente. 
Um  estudo  mais  recente,  realizado  por  Pergola  e  colaboradores  (2001), 
demonstrou resultados semelhantes com relação a essa associação, uma vez que 
neoplasias  intestinais  foram  constatadas  em  55%  dos  40  pacientes  com 
endocardites  causadas  por  “S.  bovis”,  em  contraste  com  os  apenas  4%  dos  166 
pacientes com endocardites causadas por outros agentes etiológicos.  
Acredita-se que essa associação seja resultado de dois fatores: (i) mudanças 
na microbiota do cólon em pacientes com carcinoma de cólon, uma vez que Klein e 
colaboradores (1977) observaram um aumento na taxa de colonização por “S. bovis” 
(56%) nesses pacientes; e (ii) o fato de que esta bactéria possa ter uma propensão 
específica  tanto  para  invadir  a  mucosa  intestinal  quanto  para  desenvolver 
bacteremia  e  endocardite.  Contudo,  os  fatores  que  promovem  o  aumento  da 
colonização, o acesso à circulação sistêmica e o alojamento em válvulas cardíacas 
ainda permanecem por ser elucidados. 
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Não está claro se “S. bovis” tem um papel etiológico no carcinoma de cólon 
ou se é meramente um marcador para a doença. Alguns pesquisadores sugerem 
que o aumento da colonização por essa bactéria no trato gastrintestinal pode ser 
responsável por essas lesões. Antígenos extraídos da parede celular dessa bactéria 
foram capazes de estimular a produção de citocinas inflamatórias e promover lesões 
pré-malignas em modelos animais (ELLMERICH et al., 2000; BIARC et al., 2004). 
Esses microrganismos são capazes de causar inflamação crônica no cólon e, de um 
modo  geral,  doenças  inflamatórias  crônicas  estão  associadas  a  lesões  malignas, 
como esofagite de Barrett, gastrite crônica secundária a infecção por  Helicobacter 
pilori levando ao carcinoma gástrico, doença inflamatória do intestino no carcinoma 
de cólon e hepatite B ou C crônica causando hepatoma (KOK et al., 2007). 
Também há na literatura relatos recentes sobre a aderência de S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus, S. gallolyticus subsp. pasteurianus e S. infantarius subsp. coli , 
que são os membros deste complexo de microrganismos com maior relevância na 
clínica  humana. Foi  observada  uma  grande aderência in  vitro  dos  componentes 
presentes  na  superfície  dessas  células  às  proteínas  de  matriz  extracelular, 
principalmente colágeno do tipo I e IV, fibrinogênio e fibronectina. Essas proteínas 
são expostas em tecidos danificados e são reconhecidas como alvo para aderência 
de  muitos  patógenos,  desempenhando,  portanto,  um  importante  papel  no 
estabelecimento  desses  microrganismos  para  uma  posterior  infecção  e/ou 
disseminação (SILLANPÄÄ et al. 2008). 
Algumas espécies do complexo  “S. bovis / S. equinus”  não  são  conhecidas 
como  agentes  etiológicos  de  infecções  em  seres  humanos,  embora  causem 
infecções em animais. Outras raramente são isoladas de processos patológicos em 
hospedeiros humanos. Na área da microbiologia médica, os estreptococos do grupo 
D que apresentam importância clínica são ainda referidos, com alguma frequência, 
como S. bovis e os  seus biotipos, uma vez que  ainda são poucos os estudos 
empregando as denominações mais recentemente propostas. 
Embora  ocasionalmente  os  membros  deste  complexo  de  microrganismos 
estejam  associados  com  infecções  do  trato  urinário,  peritonite  espontânea, 
meningite  e  sepse  neonatais  e  raramente  com  artrite  séptica,  endoftalmite, 
osteomielite  vertebral  e  peritonite  associada  à  diálise  peritoneal  ambulatorial 
contínua, os quadros clínicos mais comuns causados por estes microrganismos são 
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bacteremia e endocardite (CALDERÓN, PEIRÓ & PEÑALVER, 1992; HECHMANN-
WITTRUP et al., 1999; VILAICHONE et al., 2002; GAVIN et al., 2003; BLEIBEL et 
al., 2007; SINAVE, 2007). 
No entanto, esses microrganismos não são frequentemente isolados a partir 
de bacteremias nos EUA e o SENTRY Antimicrobial Surveillance Program não os 
lista  entre  os  20  microrganismos  mais  frequentes  responsáveis  por  infecções  da 
corrente  sanguínea  naquele  país.  Eles  foram  identificados  apenas  em  0,8%  das 
bacteremias causadas  por  estreptococos, sendo  S. pneumoniae a  espécie mais 
frequente deste gênero causadora deste tipo de infecção. De acordo com o SCOPE 
Program  de  30  hospitais  norte-americanos,  os  estreptococos  em  geral 
correspondem a 6% de todas as amostras isoladas de hemoculturas e, dessas, “S. 
bovis” representa 2,4% (SINAVE, 2007). 
Internacionalmente, os dados do SENTRY indicam que os estreptococos do 
grupo D foram identificados em 1,3% e 6,9% das bacteremias estreptocócicas no 
Canadá e na América Latina, respectivamente (SINAVE, 2007). 
Por outro lado, nos EUA, os microrganismos  mais comumente encontrados 
como agentes etiológicos de endocardite infecciosa subaguda em válvulas nativas 
de  pacientes  que  não  haviam  sido  submetidos  a  tratamento  com  drogas 
intravenosas  foram  os  estreptococos  da  categoria  dos  “viridans”  e  “S.  bovis“ 
(SINAVE,  2007). Na Alemanha,  Kupferwasser e colaboradores (1998), analisando 
177 casos de endocardite infecciosa, verificaram que “S. bovis” foi responsável por 
12,5% dos casos. 
Os estreptococos do grupo D respondem por cerca de 5,0% a 15,1% de todos 
os casos de endocardite infecciosa (KUPFERWASSER et al., 1998; HERRERO et 
al.,  2002; TRIPODI et  al.,  2004;  FERREIROS  et  al.,  2006).  Em  alguns  países,  a 
frequência  de  endocardite  por  esses  microrganismos  vem  aumentando 
significativamente nos últimos anos. A proporção de endocardites estreptocócicas 
cresceu de 10,9% para 23,3% após 1989, sendo que, na França, essa proporção foi 
para  56,7%,  em  contraste  com  o  resto  da  Europa  (9,4%)  e  os Estados  Unidos 
(6,0%). Estudos recentes revelaram que “S. bovis” é responsável por 25% de todos 
os  episódios  de  endocardite  infecciosa  na  França  (HOEN  et  al.,  2002;  2005; 
GIANNITSIOTI et al., 2007). 
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De  um  modo  geral,  os  europeus  têm maior  tendência  em  albergar  esses 
microrganismos  no  trato  gastrintestinal  devido  aos  hábitos  alimentares 
(CORREDOIRA  et  al.,  2007).  Há  também  relatos  de  uma  maior  incidência  de 
endocardite causada por “S. bovis” em moradores de áreas rurais, o que se deve, 
em parte, ao contato direto com gado, cavalos e outros animais que são colonizados 
por estas espécies no intestino (GIANNITSIOTI et al., 2007). 
Estas infecções acometem principalmente indivíduos com idade acima de 50 
anos,  sobretudo  idosos  com  idade  média  de  67  anos.  Essa  faixa  etária  é 
consideravelmente superior à dos pacientes com endocardites causadas por outros 
estreptococos, estafilococos e outras bactérias (SINAVE, 2007). Com relação à taxa 
de  mortalidade das  infecções  causadas  por  esses  microrganismos,  não  há  uma 
concordância na  literatura.  Em  1998, Kupferwasser e  colaboradores  observaram 
uma alta taxa de mortalidade (45%), quando comparadas a endocardites causadas 
por outros agentes (25%). Por outro lado, Tripodi et al. (2004) observaram uma taxa 
de mortalidade menor (16,7%) em pacientes com endocardite por S. bovis. 
Bacteremia por esses microrganismos também são comuns em pacientes HIV 
positivos com uma taxa de mortalidade bastante elevada (71%). O papel da AIDS 
em facilitar o desenvolvimento desse processo infeccioso é incerto, porém acredita-
se que alterações na regulação imune e mudanças na microbiota do cólon possam 
promover essa infecção sistêmica (ALAZMI et al., 2006). 
O S. bovis biotipo I está relacionado a bacteremias com ou sem endocardite e 
lesões malignas ou pré-malignas no cólon, enquanto que o S. bovis biotipo II está 
mais associado com bacteremia de origem hepatobiliar (SINAVE, 2007). 
Corredoira e colaboradores (2005) observaram que, em 50% dos pacientes 
com bacteremia  por  S.  bovis  II,  a  porta  de  entrada  para a  infecção  foi  a  árvore 
hepatobiliar, em contraste com apenas 5% dos pacientes com bacteremia por  S. 
bovis  I.  Ruoff  e  colaboradores  (1989)  e  Corredoira  e  colaboradores  (2005) 
investigaram a associação entre neoplasias intestinais e bacteremias por S. bovis e 
observaram que, respectivamente, em seus estudos, 71% e 57% dos pacientes com 
bacteremias por S. bovis I apresentavam lesões malignas ou pré-malignas no cólon. 
Em contrapartida, S. bovis II estava associado a lesões no cólon em apenas 17% e 
15%  dos  casos,  respectivamente.  Da  mesma  maneira,  a  associação  entre 
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bacteremia e endocardite foi muito maior com S. bovis I em ambos os estudos (94% 
e 74%, respectivamente) do que com S. bovis II (18% e 15%, respectivamente). 
Adotando  as nomenclaturas  recentemente  propostas,  S.  gallolyticus  subsp. 
gallolyticus estaria mais frequentemente associada a bacteremias em pacientes com 
câncer de cólon do que S. gallolyticus subsp. pasteurianus e as duas subespécies 
de S. infantarius. 
Outros possíveis fatores de risco para o desenvolvimento de bacteremia por 
S. bovis são pólipos neoplásicos e outras lesões malignas no trato gastrintestinal, 
como  carcinoma  de  esôfago,  estômago  e  pâncreas  e  linfoma  gástrico 
(HERRINGTON  et  al.,  1980;  PIGRAU  et  al.,  1988).  Há  também  relatos  de 
bacteremias por S. bovis associadas com doença crônica do fígado (ZARKIN et al., 
1990; TRIPODI et al. 2004), doença inflamatória do intestino (MOSHKOWITZ et al., 
1992)  e  parasitose intestinal  (colite  por  Strongyloides  stercoralis)  (LINDER  et  al., 
2000). 
S. infantarius subsp. infantarius pode ser isolado de fezes de humanos e já foi 
detectado  em  hemoculturas,  inclusive  em  casos  de  endocardite  (MIHAILA-
AMROUCHE, SCHLEGEL & BOUVET, 2004). Amostras desta subespécie também 
já  foram isoladas de produtos alimentícios (laticínio e ervilha congelada). Já  S. 
infantarius  subsp.  coli tem  sido isolado exclusivamente  de humanos,  porém  de 
diversos espécimes clínicos, como fezes, urina e sangue, incluindo alguns casos de 
endocardite (EUZÉBY, 2003). 
Atualmente,  S.  alactolyticus,  S.  equinus  e  as  três  subespécies  de  S. 
gallolyticus são as espécies pertencentes ao complexo “S. bovis  / S. equinus”  de 
interesse na microbiologia veterinária. 
S. alactolyticus normalmente é encontrado no intestino de porcos e galinhas e 
pode ser isolado de suas fezes, sendo uma das espécies predominantes no cólon de 
suínos. Esta espécie  também  já foi isolada em associação com  Corynebacterium 
suicordis  de  um  caso  de  pericardite  em  suíno,  mas  até  o  presente  momento 
nenhuma infecção foi atribuída formalmente a esta espécie (EUZÉBY, 2003). 
Amostras de S.  equinus podem ser isoladas de intestino e fezes de seres 
humanos,  ruminantes  (bovinos  e  ovinos),  cavalos  e  porcos,  sendo,  às  vezes, 
isoladas da vagina de equinos e, com menor frequência, do útero de cadelas. Estes 
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microrganismos  podem  causar  bacteremias  em  seres  humanos,  mastite  em 
ruminantes  e,  eventualmente,  septicemia  em  cães  (HODGE  &  SHERMAN,  1937; 
EUZÉBY, 2003). 
S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus  está  preferencialmente  relacionado  a 
infecções septicêmicas em pombos, denominadas estreptococoses (DE HERDT et 
al., 1992). Esta espécie também tem sido isolada de casos de mastite bovina, assim 
como do rúmen de cabras selvagens e fezes de diversos animais, como ruminantes, 
cavalos, cães, pombos, coalas, cangurus e outros (DEVRIESE et al., 1998). 
S.  gallolyticus  subsp.  pasteurianus  já  foi  isolado  de  diversos  espécimes 
clínicos humanos, como líquor, líquido ascítico, sangue, urina e espécimes coletados 
do  trato genital, sendo responsável por  casos de  meningite  e  sepse neonatais  e 
endocardites (GAVIN et al., 2003; MIHAILA-AMROUCHE et al., 2004; AKAHANE et 
al., 2009). Entretanto, casos de septicemia em aves (ganso, pato e peru) também já 
foram evidenciados para esta subespécie (EUZÉBY et al., 2003., BARNETT et al., 
2008). 
A espécie S. gallolyticus subsp. macedonicus foi isolada de queijo grego do 
tipo  Kasseri  e  também  de  queijos  italianos.  Amostras  desta  subespécie  também 
foram  isoladas  de  biofilmes  presentes  em  peças  de  aço  inoxidável  utilizadas  na 
indústria de laticínios (TSAKALIDOU et al., 1998; FLINT, WARD & BROOKS, 1999; 
EUZÉBY, 2003). 
Na  literatura, há  apenas a  descrição  de  dois  casos  de  infecção,  ambos 
endocardite, causadas por S. gallolyticus subsp. macedonicus em seres humanos e 
a identificação da amostra em nível de subespécie, nos dois episódios, foi realizada 
por  meio  da  análise  do  gene  que  codifica  o  rRNA  16S.  Em  2002,  Herrero  e 
colaboradores reavaliaram os casos de endocardite causados por “S. bovis” entre os 
anos de 1975 e 1985 em um hospital nos EUA e demonstraram que uma amostra 
responsável  por  um  quadro  de  endocardite  no  ano  de  1978  era  estreitamente 
relacionada a amostra-tipo de S. gallolyticus subsp. macedonicus. O outro caso foi 
reportado recentemente por Malkin e colaboradores (2008), no qual o microrganismo 
foi isolado de um homem de 61 anos de idade, havendo o comprometimento de 
duas  válvulas  cardíacas.  Entretanto,  não  se  sabe  se  quadros  de  endocardite 
causados por essa subespécie estão associados com neoplasias intestinais, embora 
no primeiro caso o paciente apresentasse pólipo cecal. 
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Em  seres  humanos,  os  microrganismos  pertencentes  a  este  complexo, 
sobretudo S. gallolyticus subsp. pasteurianus, também são capazes de causar sepse 
ou meningites neonatais fulminantes, que são clinicamente indistinguíveis daquelas 
causadas por estreptococos do grupo B. A bacteremia é a manifestação clínica mais 
comum (72%) nos casos de infecção dentro da primeira semana de vida, enquanto 
que a meningite corresponde a 20% dos casos (GAVIN et al.,2003). Embora a sua 
associação  com infecções  neonatais  seja  rara,  é  possível  que  a  real  frequência 
destas infecções seja subestimada, já que muitas amostras clínicas de  “S. bovis” 
podem  ser  classificadas  erroneamente  como  enterococos  ou  estreptococos 
pertencentes  ao  grupo  dos  viridans  (AMERICAN  ACADEMY  OF  PEDIATRICS, 
2000). 
6. Métodos de Identificação 
A caracterização  dos  estreptococos  do  complexo  “S.  bovis  /  S.  equinus”  é 
comumente realizada através de testes fisiológicos convencionais ou de sistemas 
comerciais de identificação, como, por exemplo, API 20 Strep, Rapid ID 32 Strep e 
outros.  
A  maioria  destes  sistemas  comerciais  destina-se  a  identificação  de 
microrganismos de importância médica e possui vantagens como: necessidade de 
pouca manipulação e fornecimento de resultados rápidos e de fácil interpretação. 
Entretanto,  alguns  problemas  têm  sido  encontrados  quanto  à  identificação  de 
espécies  novas  ou  pouco  comuns,  cujos  testes  fisiológicos  necessários  não  são 
conhecidos ou as informações são incompletas. Outra desvantagem é a dificuldade 
apresentada por esses sistemas para a identificação de amostras de origem animal 
(FERTALLY & FACKLAM, 1987; BASCOMB & MANAFI, 1998). Além disso, essas 
caracterizações fenotípicas não são muito confiáveis, devido à expressão variável de 
determinadas características e a freqüente ambigüidade na interpretação de alguns 
resultados (POYART, QUESNE & TRIEU-CUOT, 2002). 
Nas  últimas  décadas,  diferentes  pesquisadores  têm  usado  tecnologias 
baseadas  em  ácidos  nucleicos  para  aprimorar  a  identificação  das  espécies  de 
estreptococos (FARROW et al., 1984; BENTLEY et al., 1991; KAWAMURA et al., 
1995; POYART et al., 1998; SCHLEGEL et al., 2004). Uma parte significativa destes 
estudos  envolve  a  aplicação  de  técnicas  baseadas  na  reação  em  cadeia  da 
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polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction), associada ou não a outras técnicas 
moleculares, empregando uma variedade de determinantes genéticos como alvo.  
Um alvo universal de DNA, ideal para ser utilizado na identificação microbiana 
ao  nível  de  espécies, deve  conter sequências  de  nucleotídeos bem  conservadas 
para  cada  espécie,  mas  também  variação  suficiente  para permitir  a  identificação 
espécie-específica (GOH et al., 1996). 
A  avaliação  do  caráter  polimórfico  dessas  sequências-alvo  pode  ser 
estabelecida através da sua amplificação parcial ou integral por técnicas de PCR, 
utilizando  oligonucleotídeos  iniciadores  que  reconheçam  regiões  altamente 
conservadas  que  flanqueiam  estes  alvos  de  DNA.  O  tamanho  e  a  sequência  do 
produto desta amplificação podem ser utilizados para a identificação de gêneros e 
espécies,  sendo essa análise realizada por sequenciamento ou, alternativamente, 
por meio da digestão com endonucleases de restrição (JENSEN, WEBSTER & 
STRAUS, 1993). 
Entretanto, diversos fatores contribuem para as dificuldades encontradas na 
identificação  dos  microrganismos  do  gênero  Streptococcus,  tanto  por  métodos 
fenotípicos quanto genotipicos. A taxonomia desse grupo de bactérias tem estado 
sob  frequente  revisão  e  muitas  novas  espécies  vêm  sendo  descritas, 
frequentemente sem informações suficientes sobre características diferenciais e a 
extensão  das  variações  fenotípicas  e  genéticas  dentro  das  espécies  propostas 
(FACKLAM, 2002). 
Nos últimos 40 anos, a taxonomia de procariotos sofreu profundas alterações 
na  direção  de um sistema  que  refletisse as  reais  relações evolutivas  entre os 
organismos, aproximando a classificação microbiana o melhor possível da realidade 
biológica.  O  uso  da  homologia  DNA-DNA  associada  a  uma  variedade  de 
características  ecológicas  e  fenotípicas  na  classificação  de  microrganismos  foi 
denominada de taxonomia polifásica por Colwell (1970). Colwell propôs a integração 
da informação do nível molecular ao ecológico de forma a se obter identificações e 
classificações mais precisas e confiáveis. Em princípio, toda informação genotípica, 
fenotípica  e  filogenética  pode  ser  incorporada  na  taxonomia  polifásica,  mas  a 
hibridização de DNA tem papel central no delineamento de espécies. A abordagem 
polifásica da taxonomia tem sido praticada nos últimos 20 anos e pressupõe que as 
descrições polifásicas de espécie devem refletir relações filogenéticas, ser baseadas 
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em  hibridização  de  DNA  do  genoma  total  e  fornecer  informação  genotípica, 
fenotípica e quimiotaxonômica adicional que dê consistência à espécie definida em 
termos filogenéticos. 
Em 1977, Woese & Fox publicaram um trabalho sobre o uso de sequências 
do  cronômetro  rRNA  16S  para  a  reconstrução  da  Árvore  da  Vida. 
Subsequentemente, demonstrou-se que  a  análise  das  sequências do  rRNA  16S 
seria extremamente útil na afiliação filogenética de bactérias em espécies, gêneros e 
famílias (WOESE, 1987), sendo, então, esta prontamente incorporada à taxonomia 
polifásica (STACKEBRANDT & GOEBEL, 1987). 
Atualmente,  a  taxonomia  polifásica  é  um  consenso entre sistematas, pois 
integra  dados  fenotípicos,  quimiotaxômicos,  moleculares  e  genômicos  com  o 
objetivo  de  representar  a  biodiversidade  nos  seus  diferentes  níveis,  isto  é,  de 
linhagem à supra-família (VANDAMME et al., 1996). 
Sob  o  ponto  de  vista  metodológico,  um  dos  principais  problemas  na 
taxonomia  de  procariotos, em geral,  é  a  identificação  de  linhagens  em  nível de 
espécie por meio apenas de testes fenotípicos e de sequências de rRNA 16S, pois 
as características fenotípicas entre as espécies existentes são muito semelhantes e 
a natureza conservativa das sequências do gene do rRNA 16S muitas vezes limita o 
poder  de  discriminação  deste  método  em  distinguir  linhagens  geneticamente 
próximas. 
Neste caso, o critério decisivo para definir a relação ao nível de espécie ainda 
é a similaridade obtida em ensaios de hibridização de DNA entre genomas de dois 
organismos (STACKEBRANDT et  al., 2002). Amostras demonstrando similaridade 
igual ou superior a 70% em condições ótimas de reassociação, igual ou superior a 
60% em condições de estringência e com divergência nas regiões homólogas igual 
ou inferior a 5% são consideradas como pertencentes a mesma espécie (WAYNE et 
al., 1987). A hibridização de DNA é a parte mais laboriosa e demorada na taxonomia 
de procariotos e requer equipamentos especiais, além de pessoal  treinado. Os 
resultados  obtidos  com  esta  técnica  não  são  cumulativos,  sendo  que  cada 
experimento novo deve incluir as linhagens de referência. 
A hibridização de DNA ainda é a ferramenta considerada padrão-ouro para 
definição de espécie e, portanto, é considerada útil e operacional. Contudo, novas 
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metodologias  precisam ser  desenvolvidas,  com certa  urgência,  para suplantar  as 
limitações  da hibridização  DNA-DNA  e  da análise  das sequências  do rRNA 16S. 
Diante disso, o  MLSA  (Multilocus  Sequence  Analysis) vem  sendo  cogitado  como 
uma  nova  alternativa e  diversos pesquisadores  e  sistematas  têm  sugerido  que  a 
definição  de  espécies  seja  baseada  na  análise  das  sequências  de  genes 
housekeeping, tidos como essenciais para  a manutenção do ciclo celular.  Essa 
metodologia  oferece  benefícios,  tais  como  baixo  custo,  dados  cumulativos  e 
facilidade de construção de bancos de dados de acesso público com possibilidade 
de  incorporação  de  novos  dados  aos  já  existentes,  além  de  recursos  de  análise 
computacional disponíveis gratuitamente (GEVERS et al., 2005; LA SCOLA  et al., 
2003.; KUHNERT; 2006)  
A técnica  de  MLSA é  realizada  através  da  comparação  de  sequências  de 
genes  altamente  conservados,  como  loci  codificadores  de  proteínas,  para  a 
determinação da diversidade e  relação filogenética entre  as diferentes espécies 
(ZEIGLER, 2003; SANTOS & OCHMAN, 2004). Várias sequências de DNA já foram 
analisadas com esse propósito, embora apenas algumas tenham sido aplicadas ao 
estudo do complexo “S. bovis / S. equinus”. Dentre elas, destacam-se: 
  O gene cpn60 ou hsp60, que codifica a proteína do choque térmico de 60kDa 
(HSP60), também conhecida como chaperonina molecular (Cpn60), homólogo 
GroEL ou MopA (GOH et al., 1996; 2000; HILL et al., 2004). 
  O gene pheS codifica a subunidade   da fenilalanil-tRNA sintetase (NASER et 
al., 2005). 
  O gene rpoB, que codifica a subunidade   da RNA polimerase (DRANCOURT 
et al., 2004). 
  O gene sodA, que codifica a enzima Mn-SOD (POYART, QUESNE & TRIEU-
CUOT, 2002; SASAKI et al., 2004). 
O  gene  pheS  codifica  a  subunidade    da  fenilalanil-tRNA  sintetase  e, 
portanto, é essencial para os processos de biossíntese celular. Esse gene tem sido 
alvo de estudos envolvendo a identificação de novas espécies e diferenciação entre 
as já existentes, como já foi evidenciado para o gênero Enterococcus (NASER et al., 
2005). 
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O  gene  que  codifica  a  proteína  do  choque  térmico  de  60kDa  (HSP60), 
também  conhecida  como  chaperonina  molecular  (Cpn60),  homólogo  GroEL  ou 
MopA, pode ser outro determinante genético utilizado para estudos filogenéticos e 
identificação como já foi demonstrado em estreptococos. Além de ser cópia única, 
este  gene é altamente  conservado  e está presente  em eubactérias e  eucariotos, 
sendo  expresso  constitutivamente,  pois  é  essencial  para  diversos  processos 
celulares importantes (GOH et al., 1996; 2000; HILL et al., 2004). 
7. Proposta de Classificação  
Recentemente, nosso laboratório realizou um extenso estudo com o intuito de 
esclarecer  as  questões  taxonômicas  do  Complexo  “S.  bovis  /  S.  equinus”, 
empregando  técnicas  para  análise  do  proteoma  e  do  genoma.  Aplicando  uma 
abordagem  polifásica,  envolvendo  técnicas  moleculares  fenotípicas  (análise  dos 
perfis de proteínas totais por SDS-PAGE e determinação da composição de ácidos 
graxos de cadeia longa por GLC) e genotípicas (sequenciamento do  gene que 
codifica o rRNA 16S e hibridização DNA-DNA), nosso grupo propôs a divisão deste 
complexo em quatro espécies e sete subespécies (TEIXEIRA et al., 2005). 
  Streptococcus alactolyticus; 
  Streptococcus equinus, subdividida em duas subespécies: 
  S. equinus subsp. equinus; 
  S. equinus subsp. bovis; 
  Streptococcus gallolyticus, subdividida em três subespécies: 
  S. gallolyticus subsp. gallolyticus; 
  S. gallolyticus subsp. macedonicus; 
  S. gallolyticus subsp. pasteurianus; 
  Streptococcus infantarius, subdividida em duas subespécies: 
  S. infantarius subsp. infantarius; 
  S. infantarius subsp. coli; 
Entretanto, o esclarecimento das  relações  entre algumas  das espécies e, 
sobretudo, o desenvolvimento de técnicas de elevada discriminação que poderiam 
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ser de fácil execução e interpretação em laboratórios de rotina diagnóstica ou em 
laboratórios não especializados ainda se fazia necessário.  
Neves  (2008),  dando  continuidade  a  esse  estudo  taxonômico  e  aplicando 
diferentes técnicas fenotípicas e genotípicas para a análise de amostras de origem 
clínica, concluiu que a análise do perfil de proteínas totais por SDS-PAGE mostrou 
ser uma técnica simples, reprodutível e bastante discriminatória para a diferenciação 
das espécies e subespécies pertencentes ou relacionadas ao complexo “S. bovis / 
S. equinus”. Outra observação interessante foi que a técnica de PFGE (Pulsed Field 
Gel  Electrophoresis), além de servir como  um instrumento de diferenciação intra-
específica, ou seja, tipagem, também mostrou ser uma alternativa interessante para 
a diferenciação das espécies e, em alguns casos, das subespécies pertencentes ao 
complexo “S. bovis / S. equinus”; 
Esses  resultados  contribuíram  para  a  elaboração  de  um  esquema  de 
caracterização  fenotípica  bastante  útil  para  a  identificação  das  espécies  e 
subespécies  deste  complexo  de  microrganismos.  Porém,  resultados  atípicos 
encontrados  em  alguns  testes  dificultaram  a  identificação  precisa  de  algumas 
amostras, o que reforça a necessidade da utilização de métodos adicionais, além 
dos testes convencionais, para confirmar a identificação de amostras bacterianas em 
nível de espécie e subespécie. Para tal, torna-se de grande importância o estudo de 
segmentos gênicos ainda não explorados quanto  à sua aplicabilidade como alvos 
alternativos para a discriminação dos microrganismos que compõem o complexo “S. 
bovis / S. equinus”. 
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Objetivos 
 
Dando continuidade a estudos anteriores de nosso grupo e considerando a 
necessidade do desenvolvimento e/ou aplicação  sistemática de metodologias que 
permitam  a  discriminação  e  identificação  precisa  das  diferentes  espécies 
pertencentes ao complexo “Streptococcus bovis/Streptococcus equinus”, o presente 
estudo  teve  como  objetivo  geral  a  avaliação  de  metodologias  alternativas  que 
pudessem contribuir para tal finalidade com maior rapidez, precisão e facilidade de 
execução/interpretação. 
Os objetivos específicos foram: 
  Caracterizar  uma  coleção  de  amostras  do  complexo  “S.  bovis/S.  equinus”, 
empregando dois sistemas miniaturizados de identificação: API 20 Strep e Rapid 
ID 32 Strep; 
  Sequenciar os genes hsp60 e pheS das amostras tipo das espécies do complexo 
“S. bovis/S. equinus” e confeccionar os respectivos bancos de sequências; 
  Avaliar a capacidade das técnicas de análise desses dois segmentos gênicos em 
discriminar as espécies do complexo “S. bovis/S. equinus”; comparando-as entre 
si e com a a técnica de análise do gene 16SrDNA; 
  Realizar  uma  análise  filogenética  das  espécies  desse  complexo  de 
microrganismos empregando três diferentes segmentos gênicos (hsp60, pheS e 
16SrDNA, ). 
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Materiais e Métodos 
 
1. AMOSTRAS BACTERIANAS 
Foram estudadas 134 amostras de origem clínica pertencentes ao complexo 
“Streptococcus  bovis/Streptococcus  equinus”,  compreendendo  55  amostras  de S. 
gallolyticus subsp. gallolyticus, 52 amostras de S. gallolyticus subsp. pasteurianus e 
27 amostras  de  S.  infantarius  subsp. coli. Tais amostras  foram isoladas entre os 
anos de 1970 e 2006 e foram, em sua maioria, fornecidas pelo Dr. Richard Facklam 
do Streptococcus  Laboratory, Centers  for  Disease  Control  and  Prevention (CDC), 
Atlanta, Georgia, EUA. Apenas três amostras foram isoladas de pacientes no Brasil. 
Foram  também  incluídas  no  estudo  23  amostras  de  referência  para  fins 
comparativos (Tabela 1). 
As amostras estão  mantidas em tanques de N
2
 líquido, sob a forma de 
suspensões em solução contendo Skim Milk (Difco Laboratories, Detroit, Michigan, 
EUA) a 10% (p/v) e glicerol (Reagen, Quimibrás Indústrias Químicas S/A, Rio de 
Janeiro,  Brasil)  a  10%  (v/v).  A  reativação  das  amostras  foi  feita  através  da 
semeadura  em  placas  contendo  Trypticase  Soy  Agar  (TSA,  Difco  Labs.) 
suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro (TSA-S) e incubação a 
36 1°C por 18h-24h. 
 
2.  CARACTERIZAÇÃO  FISIOLÓGICA  DAS  AMOSTRAS  BACTERIANAS 
EMPREGANDO DOIS SISTEMAS MINIATURIZADOS 
A  caracterização  fisiológica  das  amostras  bacterianas,  por  métodos 
convencionais,  foi realizada em  estudos  prévios (TEIXEIRA  et  al.,  2005;  NEVES, 
2008). No presente estudo, a caracterização fisiológica das amostras bacterianas foi 
realizada  utilizando  dois  sistemas  comerciais  de  identificação,  seguindo  as 
recomendações dos fabricantes. 
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2.1. API 20 Strep (bioMérieux, Marcy l’Etoile, França) 
Somente  as  23  amostras  de  referência  pertencentes  ou  relacionadas  ao 
complexo ”S.  bovis/S.  equinus”,  foram  submetidas  a  análise  por  esse  sistema  de 
identificação. 
Esse sistema apresenta os seguintes testes:  produção de acetoína (VP), 
hidrólise  do  hipurato  (HIP),  hidrólise  da  esculina  (ESC),  ácido  pirroglutâmico 
arilamidase  (PYRA),  -galactosidase  ( -GAL),  -glucuronidase ( -GUR), fosfatase 
alcalina  (PAL),  leucina aminopeptidase (LAP), arginina dihidrolase (ADH), ribose 
(RIB), arabinose  (ARA), manitol (MAN), sorbose (SOR), lactose  (LAC), trealose 
(TRE),  inulina  (INU),  rafinose  (RAF),  amido  (AMD),  glicogênio  (GLYG)  e  -
hemolisina ( -HEM). 
2.2. Rapid ID 32 Strep (bioMérieux)  
Esse sistema foi empregado para a identificação de todas as 157 amostras, 
incluindo as 23 amostras de referência e as 134 de origem clínica. 
Os  testes  contidos  nesse  sistema  são:  arginina  dihidrolase  (ADH),  -
glicosidase  ( -GLU),  -galactosidase  ( -GAR),  -glicuronidase  ( -GUR),  -
galactosidase ( -GAL), fosfatase alcalina (PAL), produção de acetoína (VP), alanil-
fenilalanil-prolina arilamidase (APPA),  -galactosidase ( -GAL), ácido pirroglutâmico 
arilamidase (PYR), n-acetil- -glucosaminidase ( -NAG), glicil-tripitofano arilamidase 
(GTA),  hidrólise  do  hipurato  (HIP),  -manosidase  ( -MAN),  urease  (URE),  ribose 
(RIB), manitol (MAN), sorbitol (SOR), lactose (LAC), trealose (TRE), rafinose (RAF), 
sacarose  (SAC),  L-arabinose  (ARA),  D-arabitol  (LARA),  ciclodextrina  (CDEX), 
glicogênio  (GLYG),  pululano  (PUL),  maltose  (MAL),  melibiose  (MEL),  melizitose 
(MLZ), metil- -D-glucopiranoside (M DG) e tagatose (TAG). 
 
3.  SEQUENCIAMENTO DOS GENES pheS e hsp60 
Um subconjunto de 39 amostras, incluindo 22 amostras de referência e 17 
amostras de origem clínica, foi submetido à análise por sequenciamento dos genes 
pheS  e  hsp60.  Com  relação  às  amostras  clínicas,  foram  selecionadas, 
preferencialmente, aquelas  que se apresentaram atípicas  nos testes fisiológicos 
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convencionais e/ou que apresentaram uma divergência maior no perfil de proteínas 
totais  em  relação às  outras amostras  da mesma  subespécie  (Tabela 2). Cabe 
ressaltar que a análise dos perfis de proteínas totais dessas amostras foi também 
realizada em um estudo prévio (NEVES, 2008). 
A amostra de referência SS1642, pertencente à S. equinus subsp. equinus, 
não foi incluída nessa análise. 
3.1. Extração do DNA 
A extração de DNA foi realizada de acordo com Beall e colaboradores (1998), 
com modificações. Inicialmente, as amostras foram semeadas em placas contendo 
TSA-S e incubadas por 18h-24h a 36 1°C, em atmosfera de CO
2
. A partir da cultura 
obtida,  foi  feita  uma  suspensão  bacteriana  em  300 L  de  salina  fisiológica, 
equivalente a escala 10
 
de McFarland. Essa suspensão foi centrifugada (3.000 rpm/5 
min), o sobrenadante foi desprezado e o sedimento contendo as células foi utilizado 
para a extração do DNA. Para tal, o sedimento foi ressuspenso em 90 L de tampão 
TE [10mM Tris (pH8), 1mM EDTA] adicionado de 5U de mutanolisina e 10 L de 
lisozima (10mg/mL). As amostras foram incubadas por 30 min a 37°C e, em seguida, 
por 10 min a 100°C. 
3.2. Amplificação do Gene pheS 
O gene pheS (fenilalanil tRNA sintetase) foi amplificado por técnica de PCR 
seguindo as recomendações de Naser e colaboradores (2005). A reação foi feita em 
um  volume  final  de  50 L,  contendo  5 L  de  preparação  de  DNA,  1x  PCR  buffer 
(Invitrogen, Carlsbad,  CA,  EUA),  200 M  de  dNTPs  (Invitrogen),1,5mM  de  MgCl
2 
(Invitrogen),  0,5 M da sequência iniciadora (pheS-21-F   5’CAY  CCN  GCH  CGY 
GAY ATG  C3’  e  pheS-23-R   5’GGR  TGR  ACC ATV  CCN GCH  CC3’) e 0,5U de 
Taq DNA polimerase (Invitrogen). Esta mistura foi submetida a uma desnaturação 
inicial de 95 °C por 5 min, seguido por 30 ciclos de 95 °C por 35 seg, 46°C por 15s e 
72 °C por 15s e uma extensão final de 72 °C por 7 min a em termociclador (Veriti 96-
Well Thermal Cycler; Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).   
3.3. Amplificação do Gene hsp60 
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Para a amplificação do gene hsp60 foram seguidas as recomendações de Kwok e 
colaboradores (1999). As misturas  foram preparadas em volumes finais de 50 L, 
contendo 5 L de preparação de DNA, 1x PCR buffer (invitrogen), 0,5 M de cada 
iniciador (H279   5’-GAA TTC GAI III GCI GGI GAY GGI ACI ACI AC-3’ e H280   
5’-CGC GGG ATC CYK IYK ITC ICC RAA ICC IGG IGC YTT-3’), 2,5U de Taq DNA 
polimerase (Invitrogen), 200 M de dNTP para cada nucleotídeo (Invitrogen) e 1,5mM 
de  MgCl
2
  (Invitrogen).  A  reação  foi  realizada  em  termociclador  (Veriti  96-Well 
Thermal Cycler; Applied Biosystems) assim programado: um ciclo a 95°C por 3 min, 
seguido de 30 ciclos a 94°C por 30s, 37°C por 30s, 72°C por 1 min e um ciclo final 
por 10 min a 72°C. 
3.4. Eletroforese dos Produtos Amplificados 
Os  produtos da amplificação de  ambos  os  genes foram  visualizados em 
transiluminador, sob luz UV, após eletroforese em gel de agarose 1,2% (UltraPure 
Agarose, Invitrogen) em cuba  horizontal (Minnie Gel  Unit, Amersham Biosciences 
Corp.,  Piscataway,  NJ,  EUA) sob  uma corrente  constante  de 100V.  O  tampão 
utilizado  na  eletroforese  foi  o  TBE  0,5X  [Tris  base  0,89M,  ácido  bórico  0,89M  e 
EDTA 0,025M (pH 8,3)]. O tamanho de cada fragmento foi estimado adicionando-se 
a cada gel o padrão de pares de bases 100 bp DNA Ladder (Invitrogen). Os géis 
foram  corados com  brometo  de  etídio  0,5 g/mL  (Sigma  Chemical Co.,  St  Louis, 
EUA) por 10 min e, posteriormente, fotografados. 
3.5. Reações de Sequenciamento 
Os produtos amplificados foram purificados com o auxílio do  DNA and Gel 
Purification  Kit  (illustra,  GE  Healthcare,  Little  Chalfont,  Buckinghamshire,  Reino 
Unido) de acordo com as instruções do fabricante. Em seguida, a concentração de 
cada produto foi determinada empregando-se o Quant-IT dsDNA BR Assay Kit 
(Invitrogen, Eugene, Oregon, EUA) e o Qubit Fluorometer (Invitrogen). 
As reações  de  sequenciamento  foram  preparadas  em  placas  de  96  poços 
(MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems) em um volume final 
de 10 L. Cada mistura de reação foi constituída de 1 L de BigDye version 3.1 dye 
terminator  chemistry  (Applied  Biosystems),  1,5 L  de  tampão  5X,  3,2pmoles  de 
iniciador e 50ng (para pheS) ou 60ng (para hsp60) de DNA.. 
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O ciclo de sequenciamento foi  realizado em termociclador (Veriti 96-Well 
Thermal Cycler; Applied Biosystems), sendo as condições de amplificação: 25 ciclos 
de  96ºC  por  10s,  50ºC  por  5s  e  60Cº  por  4  min.  Os  produtos  da  reação  foram 
sequenciados em um sequenciador AB 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosytems). 
As  sequências foram editadas com o  auxílio do aplicativo  SeqMan, incluído  no 
programa DNASTAR (DNASTAR Inc., Madison, Wis., EUA) e submetidas ao BLAST. 
4. ANÁLISE FILOGENÉTICA 
As sequências parciais dos genes pheS e hsp60 obtidas nesse estudo bem 
como as sequências integrais do gene que codifica o rRNA 16S (gene rrs) obtidas 
em  estudos prévios (TEIXEIRA  et al.,  2005;  NEVES,  2008)  foram submetidas  à 
análise filogenética. 
As amostras de referência SS1224, SS1644
T
 e SS1674 não foram incluídas 
na análise do gene rrs. Além disso, a análise das sequências do gene pheS não 
incluiu as amostras SS1224 e SS1642, assim como a análise do gene hsp60 não 
envolveu as amostras SS1642 e SS1702
T
. 
A amostra-tipo de S. salivarius (SS1672
T
) foi incluída como um outgroup em 
todas essas análises. 
4.1. Análises das Sequências Individuais dos Genes 
Empregando-se  o  aplicativo  MegAlign  do  programa  DNASTAR  (DNASTAR 
Inc.),  as  sequências  dos  referidos genes  foram alinhadas  com  Clustal  W,  sendo, 
então, criada  uma  matriz de distância,  a partir da qual foi elaborada a tabela de 
divergência. 
No programa Mega 4.1 (Beta), as distâncias das sequências alinhadas foram 
estimadas pelo método p-distance com 1.000 bootstraps e a árvore filogenética foi 
construída empregando-se o método Neighbor-Joining. 
  4.1.2. Assinaturas Genômicas nos Genes pheS e hsp60 
Para a detecção de assinaturas genômicas, as sequências parciais dos genes 
pheS  e  hsp60  foram  alinhadas  com Clustal  W  no  programa  Mega  4.1 (Beta)  e 
apenas segmentos presentes em  todas as amostras  foram utilizados  para essa 
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análise. Desse modo, para o gene pheS foram analisadas sequências de 394pb e, 
para o gene hsp60, sequências variando entre 551pb e 553pb. 
4.2. Análise das Sequências Concatenadas 
As  sequências dos genes pheS e  hsp60 das amostras analisadas nesse 
estudo foram, posteriormente, concatenadas  e submetidas à  análise filogenética 
conforme  descrito acima.  Tal  procedimento  também  foi  realizado  para a  análise 
conjunta das sequências dos genes pheS, hsp60 e 16SrDNA. 
  4.2.1. Sequências Concatenadas dos Genes pheS e hsp60 
Os  mesmos  segmentos  empregados  para  a  análise  das  assinaturas 
genômicas de ambos os genes foram concatenados, gerando novas sequências de 
nucleotídeos com tamanhos entre 945pb e 947pb. 
  4.2.2. Sequências Concatenadas dos Genes pheS, hsp60 e 16SrDNA 
  O segmento acima utilizado para a análise das sequências dos genes pheS e 
hsp60 foi, posteriormente, concatenado às sequências do gene que codifica o rRNA 
16S (1.470pb ou 1.471pb) de 19 amostras de referência de espécies pertencentes 
ou  relacionadas  ao  complexo “S. bovis/S. equinus”,  criando, assim,  sequências 
variando entre 2.416pb e 2.418pb. 
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Resultados 
No presente estudo, foram analisadas 157 amostras, sendo 134 amostras de 
origem  clínica  e  23  amostras  de  referência  de  espécies  pertencentes  ou 
relacionadas ao complexo “Streptococcus bovis/Streptococcus equinus”. 
As  amostras  clínicas  avaliadas  pertenciam  às  seguintes  subespécies:  S. 
gallolyticus subsp. gallolyticus (n=55), S. gallolyticus subsp. pasteurianus (n=52) e S. 
infantarius subsp. coli (n=27). 
  Caracterização fisiológica empregando dois sistemas miniaturizados 
Foram empregados os sistemas API 20 Strep (somente para as amostras de 
referência)  e  Rapid  ID  32  Strep  (para  todas  as  amostras)  para  a  caracterização 
fisiológica das amostras bacterianas. Ambos os sistemas informam dois parâmetros 
importantes a serem avaliados: a probabilidade de identificação correta (%ID) e a 
qualificação da identificação, que pode variar de “Perfil Inaceitável” a “Excelente ID”. 
  API 20 Strep V7.0 
Esse sistema de identificação foi empregado para a identificação das 23 
amostras de referência e os resultados estão ilustrados na Tabela 3. 
As  três  amostras  de  S.  equinus  subsp.  equinus  foram  identificadas 
corretamente, sendo as amostras SS1235
T
 e SS1642 com qualificações “Boa ID” e 
%ID de 91% e a amostra SS1210 com “ID Aceitável” e %ID de 85,8%. Por sua vez, 
a amostra-tipo de S. bovis (SS1673
T
) apresentou  uma “Excelente  ID” com %ID de 
99,9%. Além disso, nenhuma amostra de S. gallolyticus subsp. macedonicus (n=2) e 
S. alactolyticus (n=3) foi identificada corretamente. 
Dentre  as  amostras  de  referência  pertencentes  às  três  subespécies 
identificadas  entre  as  amostras  clínicas,  podem  ser  destacados  os  seguintes 
aspectos:  (i)  as  sete  amostras  de  S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus  foram 
identificadas corretamente, com qualificações “Boa ID” ou “ Muito Boa ID” com %ID   
98,9%. Entretanto, a amostra SS1644
T
, pertencente ao grupo de homologia 3 de 
Farrow  e  colaboradores  (1984),  foi  identificada  como  S.  gallolyticus  subsp. 
gallolyticus  também  com  qualificação  “Boa  ID”,  porém  com  %ID  de  93,3%;  (ii)  a 
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amostra-tipo  de  S.  gallolyticus  subsp.  pasteurianus  (SS1713
T
)  apresentou 
qualificação  “Fraca  Discriminação”  apesar  de  ter  sido  identificada  de  maneira 
correta; e (iii) as duas amostras de S. infantarius subsp. coli (SS1744
T
 e SS1712
T
) 
também foram identificadas corretamente, ambas com qualificação “ID Aceitável” e 
%ID de 89,5%. 
  Rapid ID 32 Strep V3.0 
Além das 23 amostras de referência, esse sistema foi utilizado para identificar 
também  as  134  amostras  de  origem clínica.  A Tabela  4  mostra os  resultados 
encontrados para as amostras de referência.  
Todas as quatro amostras da espécie S. equinus, sendo três de S. equinus 
subsp. equinus e uma de S. equinus subsp. bovis, foram identificadas corretamente 
com  qualificação  “Excelente  ID”  e  %ID  de  99,9%,  exceto  a  amostra  SS1642, 
pertencente à S. equinus  subsp. equinus,  cuja  qualificação  foi  “Muito  Boa  ID”  e  a 
%ID 99,8%. 
As  duas  amostras  de  S.  gallolyticus  subsp.  macedonicus  foram 
equivocadamente  identificadas  como Leuconostoc  spp.,  com qualificações  “Muito 
Boa ID” e %ID de 99,6%. Por outro lado, as três amostras de S. alactolyticus tiveram 
sua identificação correta, porém com qualificações e %ID diferentes entre si. 
Além disso, a amostra-tipo de S. salivarius (SS1672
T
) foi identificada como S. 
equinus, porém com %ID de 73,3% e qualificação “Muito Boa  ID para o Gênero”. 
A Tabela 5 ilustra os resultados obtidos com o emprego desse sistema com 
referência à porcentagem de amostras positivas para cada teste, incluindo todas as 
amostras  analisadas  nesse  estudo.  Foi  observado  que  reações  bioquímicas 
características  de  S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus,  S.  gallolyticus  subsp. 
pasteurianus e S. infantarius subsp. coli não são sempre claramente definidas, ou 
seja, não foi encontrado nenhum teste 0% ou 100% positivo que diferencie essas 
subespécies.  Dos  testes  presentes  no  sistema  Rapid  ID  32  Strep,  os  que 
apresentaram  resultados  mais  discriminatórios  com  relação  a  essas  três 
subespécies foram a fermentação do manitol (MAN) e a expressão da enzima   -
glicuronidase ( -GUR). Com relação ao teste MAN, 95,2% (59/62) das amostras de 
S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus  foram  positivas  e  nenhuma  amostra  das  outras 
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duas subespécies foi capaz de fermentar esse açúcar. Por outro lado, 92,6% (50/54) 
das amostras de S. gallolyticus subsp. pasteurianus produziram a enzima  -GUR, 
enquanto que nenhuma amostra de S. gallolyticus subsp. gallolyticus e apenas uma 
(3,5%; 1/29) amostra de S. infantarius subsp. coli. 
A Tabela 6 apresenta os resultados referentes à qualificação da identificação 
e a probabilidade de identificação correta (% ID) fornecidos pelo sistema Rapid ID 32 
Strep para a identificação de todas as amostras de S. gallolyticus subsp. gallolyticus, 
S. gallolyticus subsp. pasteurianus e S. infantarius subsp. coli. 
Entre  as  62  amostras  de  S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus,  sendo  sete  de 
referência  e  55  de origem clínica,  esse sistema forneceu  a  nomenclatura  correta 
para  56  (90,32%)  amostras,  porém  com  qualificações  que  variaram  de  “Perfil 
Duvidoso” a “Excelente ID”. Todas as amostras de S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
identificadas  corretamente  e  que  receberam  qualificações  “Muito  Boa  ID”  ou 
“Excelente ID” apresentaram uma %ID de 99,9%, assim como outras três amostras 
com qualificação “Boa  ID”  e uma com “Perfil Duvidoso”. Entretanto, duas amostras 
com qualificação “Boa ID” apresentaram %ID de 96,9% e 98,3%. 
Por  outro  lado,  dentre  as  amostras  cuja  identificação  foi  fornecida 
erradamente, foram obtidas qualificações variando de “Muito Boa  ID para o Gênero 
Enterococcus” à “Muito Boa ID”, como no caso da amostra de referência SS752, que 
foi identificada como  Leuconostoc  spp.  e  obteve  uma  qualificação  “Muito Boa ID” 
com %ID de 99,8%. 
Com  relação  às  54  amostras  de  S.  gallolyticus  subsp.  pasteurianus,  22 
(40,74%) apresentaram “Perfil Duvidoso”, todas com uma %ID de 99,9%, a mesma 
porcentagem  fornecida  para  as  amostras  com  qualificações  “Muito  Boa  ID”  e 
“Excelente ID”.  Já a amostra 2226-71
2
,  cuja  qualificação  foi  “Boa ID”,  apresentou 
uma  %ID  de  97,7%.  Além  disso,  a  amostra-tipo  dessa  subespécie  (SS1713
T
) 
apresentou  uma  “Baixa  Discriminação”,  sendo  identificada  como  Leuconostoc spp. 
com  %  ID  de  51,6%  e  a  amostra  25-72  foi  identificada  como  S.  bovis  com 
qualificação “Boa ID” e %ID de 90,9%. 
Dentre as 29 amostras de  S.  infantarius  subsp.  coli, apenas três (10,34%) 
tiveram  uma qualificação “Excelente ID”, todas com %ID de 99,9%. Além disso,  13 
amostras apresentaram qualificação “Muito Boa ID” com %ID   99,2%, embora uma 
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delas, com %ID de 99,6%, tenha sido identificada como Leuconostoc spp.. Por outro 
lado,  amostras  com  qualificações  “ID  Aceitável”,  “Perfil  Duvidoso”  e  “Baixa 
Discriminação” apresentaram %ID   90,7%. 
  Análise Filogenética do 16SrDNA 
  As sequências do gene 16S rDNA (gene rrs) de 19 amostras de referência de 
espécies  pertencentes  ao  complexo  “S.  bovis/S.  equinus”  foram  obtidas  em  uma 
etapa prévia e utilizadas, neste estudo, para a análise filogenética. A amostra-tipo de 
S. salivarius (SS1672
T
) foi incluída como um outgroup. Entre as amostras-tipo, foi 
observada  uma  separação  em  três  clusters  distintos,  sendo  que  um  deles 
compreendeu  as  três  subespécies de  S.  gallolyticus. Em um outro  cluster,  foram 
agrupadas as espécies S. equinus e S. infantarius, constituindo dois sub-clusters. O 
cluster restante foi representado pela amostra-tipo de S. alactolyticus (Figura 1). 
  A  Figura  2  ilustra  a  árvore  filogenética  resultante  da inclusão  das  demais 
amostras de  referência, na  qual nenhuma mudança na  topologia foi  observada. 
Entretanto, a amostra SS1702
T 
(anteriormente S. caprinus), reclassificada como S. 
gallolyticus  subsp.  gallolyticus,  ficou  separada  das  demais  amostras  dessa 
subespécie. 
  Foi também elaborada uma tabela de divergência entre essas sequências a 
partir  da  matriz  de  distância  (Tabela  7),  sendo  verificada  uma  divergência  intra-
subespécie menor ou igual a 0,4%. Por sua vez, a divergência entre subespécies de 
uma mesma espécie variou de 0,2% a 1,2%. Cabe ressaltar a observação de uma 
baixa divergência (0,1% a 0,5%) entre as sequências do gene rrs das subespécies 
de S. equinus e S. infantarius. 
  Sequenciamento e Análise Filogenética dos Genes hsp60 e pheS 
Um conjunto de 15 amostras havia apresentado resultados atípicos nos testes 
fisiológicos  convencionais  ou  divergências  maiores  nos  perfis  de  proteínas,  em 
relação às outras amostras da mesma subespécie, conforme observado no estudo 
anterior  de  Neves  (2008).  Tais  amostras foram,  então,  submetidas  à  análise  por 
sequenciamento do gene que codifica a subunidade   da fenilalanil t-RNA sintetase 
(pheS) e do gene que codifica a proteína do choque térmico de 60kDa (hsp60). 
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Foram incluídas, para fins comparativos, 22 amostras de referência e duas 
amostras clínicas que apresentaram resultados típicos tanto nos testes fisiológicos 
quanto nos perfis de proteínas, ambos observados em um estudo anterior (NEVES, 
2008). 
  Análise das Sequências do Gene pheS 
Entre as amostras-tipo das espécies pertencentes ao complexo “S. bovis/S. 
equinus”, a análise da sequência do gene pheS permitiu a construção de uma árvore 
filogenética, na qual pode ser observada a separação de todas as quatro espécies 
desse  complexo  em  clusters  distintos.  Com  relação  à  discriminação  intra-
subespécie, foi possível diferenciar as subespécies de S. equinus e S. infantarius. 
Entretanto,  não  foi  obtida  a  mesma  resolução  entre  as  três  subespécies  que 
compõem a espécie S. gallolyticus, uma vez que apenas a subespécie S. gallolyticus 
subsp. macedonicus foi separada das demais (Figura 3). 
Quando as sequências das demais amostras de referência e das amostras 
clínicas  foram  incluídas  para a  construção  da  árvore  filogenética,  a  topologia  se 
manteve a mesma. Entretanto, a amostra 835-88, identificada fenotipicamente como 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus, ficou próxima às amostras de S. gallolyticus subsp. 
macedonicus (Figura 4). 
Na Tabela 8 pode-se observar que a divergência intra-subespécie foi menor 
ou igual a 1,2% e que a divergência inter-subespécie variou entre 0,0% e 2,0%, ou 
seja, algumas amostras de subespécies diferentes, porém da mesma espécie, como 
é o caso de S. gallolyticus subsp. gallolyticus e S. gallolyticus subsp. pasteurianus, 
apresentaram sequências idênticas. Por outro lado, as subespécies de S. infantarius 
apresentaram divergências entre si maiores do que as encontradas entre as outras 
subespécies, variando de 2,3% a 3,6%. 
  Assinatura Genômica do Gene pheS 
Para  a  detecção  de  assinaturas  genômicas  no  gene  pheS,  as  sequências 
foram alinhadas e segmentos de 394pb,  presentes em todas as amostras, foram 
utilizados nessa análise. A Tabela 9 mostra os resultados obtidos por meio dessa 
análise referente a cada espécie e subespécie pertencente ao complexo “S. bovis/S. 
equinus”. 
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Todas  as  amostras  de referência de  S.  alactolyticus  (SS1707
T
,  SS1282
T
 e 
SS1284)  apresentaram  sequências  100%  homólogas,  sendo  encontradas  25 
posições  de  nucleotídeos  espécie-específicas  quando  comparadas  às  demais 
espécies do complexo “S. bovis/S. equinus”. 
Para  a  espécie  S.  equinus,  foram  analisadas  três  amostras  de  referência, 
sendo duas de S. equinus subsp. equinus (SS1235
T
 e SS1210) e uma de S. equinus 
subsp.  bovis  (SS1673
T
).  As  duas  amostras  de  S.  equinus  subsp.  equinus 
apresentaram  sequências  idênticas  entre  si.  Foram  encontradas,  ainda,  dez 
posições  que  diferenciaram  a  espécie  S.  equinus  das  outras  espécies  deste 
complexo  de  microrganismos,  sendo  as  posições  de  nucleotídeos  155  e  320 
específicas para  S.  equinus  subsp.  equinus  e as posições 200 e  341 específicas 
para S. equinus subsp. bovis. 
  Com relação às amostras de S.  gallolyticus, seis posições  de nucleotídeos 
foram identificadas como específicas para esta espécie. 
  Foram  analisadas oito  amostras pertencentes  à  subespécie  S.  gallolyticus 
subsp. gallolyticus, incluindo as amostras clínicas (n=2) e de referência (n=6), sendo 
que  apenas  duas,  SS1631
T
  (amostra-tipo  de S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus)  e 
SS1702
T
  (anteriormente  S.  caprinus),  apresentaram  sequências  idênticas. 
Entretanto,  essas  sequências  foram  também  100%  homólogas  às  sequências  de 
todas as sete amostras de S. gallolyticus subsp. pasteurianus, inclusive a amostra-
tipo SS1713
T
. Cabe ressaltar que a amostra de referência SS1224 (S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus) não foi incluída na análise do gene pheS. 
  Ainda  com  relação  a  S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus,  cinco  amostras 
apresentaram mutações pontuais na posição 77, onde foi observada uma troca de 
base (G ao invés de A). Além disso, duas dessas amostras também apresentaram 
mutações pontuais na posição 323 (T ao invés de C). 
Já as amostras SS1660
T
 (amostra-tipo de S. gallolyticus subsp. macedonicus) 
e SS1563
T
 (anteriormente S. waius) apresentaram homologia de 100% entre si e 
divergências em três posições de nucleotídeos específicas quando comparadas às 
demais amostras da espécie S. gallolyticus. 
A  amostra  835-88,  previamente  identificada  como  S.  gallolyticus  subsp. 
gallolyticus, apresentou algumas particularidades. Em três posições distintas (41, 80 
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e 83), essa amostra apresentou os mesmos nucleotídeos encontrados nas amostras 
de S. gallolyticus subsp. macedonicus. Por exemplo, na posição 41, essa amostra 
apresentou A ao invés de G e, nas posições 80 e 83, T ao invés de C. Por outro 
lado,  nas  posições  173  e  308  foram  observados  nucleotídeos  comuns  à  S. 
gallolyticus subsp. gallolyticus e diferentes daqueles observados em S. gallolyticus 
subsp. macedonicus  (A  ao  invés  de  G  em  ambas as  posições).  Além  disso,  foi 
observada uma mutação pontual na posição 200 (T ao invés de C), apresentando 
um nucleotídeo diferente das demais amostras dessa espécie. 
  As amostras de S. infantarius apresentaram a maior divergência intra-espécie. 
Entretanto, apenas uma amostra de S. infantarius subsp. infantarius (SS1645
T
) foi 
incluída  na  análise.  Foram  detectadas  três  posições  (41,  284  e  353)  cujos 
nucleotídeos foram espécie-específicos. Entretanto, nucleotídeos em nove posições 
distintas (30, 53, 56, 65,155,158,170, 215 e 326) diferenciaram S. infantarius subsp. 
coli de  S.  infantarius  subsp.  infantarius,  sendo  oito  dessas  específicas  para esta 
última subespécie. 
Das 12 amostras de S. infantarius subsp. coli que foram submetidas a essa 
análise,  cinco  apresentaram  homologia  de  100%  com  a  amostra-tipo  dessa 
subespécie (SS1744
T
). Por sua vez, a sequência do gene pheS da amostra SS1712
T
 
(anteriormente S. lutetiensis) foi idêntica a da amostra clínica 4700-99 e diferiu das 
outras amostras em apenas um nucleotídeo na posição 215 (T ao invés de C). As 
amostras  clínicas 1846-78  e  94-79 também apresentaram  a  mesma  alteração na 
posição  215  e, ainda,  mutações  pontuais na  posição  299  (T  ao  invés  de  C).  A 
amostra 1846-78 apresentou uma mutação adicional na posição 59 (G ao invés de 
A).  Duas  outras  amostras  clínicas,  87-78  e  2822-99,  apresentaram  mutações 
pontuais  nas  posições  182  (C  ao  invés  de  T)  e  110  (T  ao  invés  de  C), 
respectivamente. 
  A Tabela 10 mostra apenas as posições de nucleotídeos observadas no gene 
pheS  que  permitiram  a  diferenciação  de  Streptococcus  gallolyticus  subsp. 
gallolyticus,  Streptococcus  gallolyticus  subsp.  pasteurianus  e  Streptococcus 
infantarius subsp. coli. 
A separação das duas subespécies de S. gallolyticus por meio dessa análise 
foi limitada, uma vez que na posição 77, a única em que houve divergência, três das 
oito  amostras  de  S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus  apresentaram  o  mesmo 
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nucleotídeo encontrado nas cinco amostras de S. gallolyticus subsp. pasteurianus. 
Por outro lado, ambas as subespécies de S. gallolyticus diferiram de S. infantarius 
coli  em  18  posições  de  nucleotídeo,  embora  nas  posições  110  e  299  tenham 
ocorrido mutações em três amostras de S. infantarius subsp. coli. 
  Análise das Sequências do Gene hsp60 
A árvore filogenética construída a partir das sequências do gene hsp60 das 
amostras-tipo das espécies pertencentes ao complexo “S. bovis/S. equinus” também 
permitiu a separação  das  mesmas em  cluster distintos. Entretanto, S.  gallolyticus 
subsp.  pasteurianus  foi  melhor  diferenciada  das  demais  subespécies  de  S. 
gallolyticus, enquanto que S. gallolyticus subsp. macedonicus foi mais similar à S. 
gallolyticus subsp. gallolyticus (Figura 5). O mesmo foi observado após a inclusão 
das demais amostras de referência e das amostras clínicas para a construção de 
uma nova árvore filogenética (Figura 6). 
Na Tabela  11, foi observada uma  divergência intra-subespécie menor ou 
igual a  1,0%  e uma divergência entre as  subespécies de uma mesma espécie 
variando  entre  0,5% e  3,0%, exceto entre as  subespécies  de  S.  infantarius,  cuja 
divergência variou de 5,4% a 5,7%. 
Assinatura Genômica do Gene hsp60 
Para a detecção de assinaturas genômicas no gene  hsp60,  as sequências 
foram alinhadas e segmentos variando de 551 a 553pb foram utilizados nessa 
análise. A Tabela 12 mostra os resultados obtidos por meio dessa análise referente 
a cada espécie e subespécie pertencente ao complexo “S. bovis/S. equinus”. 
A amostra-tipo da  espécie  S.  alactolyticus  (SS1707
T
)  apresentou  100% de 
homologia com a amostra SS1282
T
 (anteriormente S. intestinalis) e, por sua vez, a 
amostra SS1284 diferiu em apenas um nucleotídeo na posição 72 (C ao invés de G). 
No  total,  diferenças  em  41  posições  de  nucleotídeos  foram  observadas  entre 
amostras dessa espécie e das demais espécies do complexo “S. bovis/S. equinus”. 
A amostra de referência SS1210, pertencente à S. equinus subsp. equinus, 
diferiu da amostra-tipo dessa subespécie (SS1235
T
) em duas posições: 105 (A ao 
invés de T) e 219 (C ao invés de T). Foram encontradas, ainda, seis posições que 
diferenciaram  a  espécie  S.  equinus  das  outras  espécies  deste  complexo  de 
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microrganismos, sendo as posições 342 e 441 específicas para S. equinus subsp. 
equinus e as posições 72 e 96 específicas para S. equinus subsp. bovis. Além disso, 
a sequência do gene hsp60 da amostra-tipo de S. equinus subsp. bovis (SS1673
T
) 
apresentou 14 nucleotídeos de diferença quando comparada às sequências de  S. 
equinus subsp. equinus. 
Foram analisadas 17 amostras de S. gallolyticus, sendo possível detectar a 
existência  de  sete  posições  de  nucleotídeos  específicas  para  todos  os  membros 
desta espécie. Além disso, S. gallolyticus subsp. gallolyticus e S. gallolyticus subsp. 
macedonicus apresentaram o mesmo nucleotídeo na posição 492, diferente de S. 
gallolyticus  subsp.  pasteurianus  e  das  demais  espécie  do  Complexo  “S.  bovis/S. 
equinus” (C ao invés de T). Além disso,  S.  gallolyticus  subsp. macedonicus e S. 
gallolyticus  subsp. pasteurianus  apresentaram, ainda, duas e três  posições  sub-
espécie específicas, respectivamente. 
Das  oito  amostras  pertencentes  à  subespécie  S.  gallolyticus  subsp. 
gallolyticus  analisadas,  quatro  amostras  de  referência  apresentaram  100%  de 
homologia.  A  amostra-tipo  SS1631
T
,  quando  comparada  a  essas  amostras, 
apresentou divergências em quatro posições: 57 (C ao invés de T), 121 (A ao invés 
de G), 127 (C  ao invés de T) e 169 (C ao invés de T). A amostra de referência 
SS1224 diferiu das demais amostras dessa subespécie na posição 322 (T ao invés 
de  C).  Com  relação  às  duas  amostras  clínicas,  a  amostra  888-71  apresentou  a 
inserção  de  um  nucleotídeo  (T)  na  posição  483  e  a  amostra  835-88  apresentou 
alterações em duas posições: 24 e 322 (T ao invés de C, em ambas).  
Foram  avaliadas  sete  amostras  de  S.  gallolyticus  subsp.  pasteurianus  e 
quatro  apresentaram  100%  de  identidade  nas  sequências  do  gene  hsp60.  A 
amostra-tipo SS1713
T
 apresentou inserção de um nucleotídeo (A) na posição 488 e 
duas amostras clínicas (3736-98 e 4693-99) apresentaram a mesma deleção (T) na 
posição 504. 
  Por sua vez,  as amostras de  S.  gallolyticus  subsp.  macedonicus,  SS1660
T
 
(amostra-tipo)  e  SS1563
T
  (anteriormente  S.  waius)  apresentaram  sequências 
idênticas entre si. 
  Das 13 amostras da espécie S. infantarius analisadas, apenas uma pertencia 
à S. infantarius subsp. infantarius, a amostra-tipo SS1645
T
. Desse modo, foi possível 
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detectar  apenas  quatro  posições  de  nucleotídeos  específicos  dessa espécie.  Por 
outro lado, foram observadas muitas assinaturas subespécie-específicas, sendo oito 
para S. infantarius subsp. infantarius e outras oito para S. infantarius subsp. coli. 
  Entre  as  12  amostras  de  S.  infantarius  subsp.  coli,  sete  apresentaram 
sequências  idênticas,  incluindo  a  amostra-tipo  SS1744
T
  e  a  amostra  SS1712
T 
(anteriormente S. lutetiensis). Quatro amostras clínicas apresentaram diferença de 
apenas um nucleotídeo (T ao invés de C), sendo as amostras 670-86, 2822-99 e 
4153-99 na posição 45 e a amostra 4363-99 na posição 322. Por sua vez, a amostra 
2282-90 apresentou divergência em duas posições: 70 (inserção de C) e 322 (T ao 
invés de C). 
A  Tabela  13  mostra  apenas  as  posições  de  nucleotídeos  observadas  nas 
sequências  do  gene  hsp60  que  permitiram  a  diferenciação  de  Streptococcus 
gallolyticus  subsp.  gallolyticus,  Streptococcus  gallolyticus  subsp.  pasteurianus  e 
Streptococcus infantarius subsp. coli. 
A distinção das duas subespécies de S. gallolyticus por meio da análise das 
sequências desse gene foi possível em seis posições de nucleotídeo (15, 100, 370, 
421, 478 e 492). Por sua vez, ambas as subespécies de S. gallolyticus diferiram de 
S.  infantarius  subsp.  coli  em  40  posições.  Além  disso,  mutações  pontuais  foram 
constatadas em quatro amostras em posições de nucleotídeo distintas, sendo três 
de S. gallolyticus subsp. gallolyticus (posições 24, 57 e 169) e uma de S. infantarius 
subsp. coli (posição 92). 
  Análise das sequências concatenadas dos genes pheS e hsp60 
Os  mesmos  segmentos  empregados  para  a  análise  das  assinaturas 
genômicas de ambos os genes foram concatenados, gerando novas sequências de 
nucleotídeos com tamanhos entre 945pb e 947pb. 
Essas sequências  foram, então, alinhadas e a  partir desse alinhamento foi 
possível a construção de árvores filogenéticas, nas quais se observou uma melhor 
separação de todas as espécies desse complexo, inclusive das subespécies de S. 
gallolyticus (Figuras 7 e 8). 
 A tabela de divergência elaborada a partir das sequências concatenadas dos 
genes  pheS e  hsp60 mostrou que, à exceção das subespécies  S. infantarius,  a 
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divergência  intra-subespécie  foi  menor  ou  igual  a  0,6%  e  a  divergência  inter-
subespécie de uma mesma espécie variou de 0,7% a 2,3%. No entanto, a amostra 
835-88,  identificada  fenotipicamente  como  S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus, 
apresentou divergência  com a amostra-tipo  dessa subespécie  (1,1%) superior  à 
observada com a amostra-tipo de  S.  gallolyticus  subsp. macedonicus (0,9%). Por 
sua  vez,  entre  as  duas  subespécies  de  S.  infantarius,  novamente  uma  alta 
divergência foi observada, variando entre 4,3% e 4,6% (Tabela 14). 
  Análise das sequências concatenadas dos genes pheS, hsp60 e 16SrDNA. 
As sequências dos genes pheS (394pb) e hsp60 (552pb ou 553pb) também 
foram concatenadas  às sequências  do 16SrDNA  (1.470pb ou  1.1471pb) de 17 
amostras  de  referência  das  espécies  pertencentes  ao  complexo  “S.  bovis/S. 
equinus”, gerando novas sequências de nucleotídeos com tamanhos entre 2.416pb 
e 2.418pb. 
A Figura 9 e a Tabela 15 mostram, respectivamente, a árvore filogenética e a 
tabela de divergência construídas a partir dessas sequências. Essa análise permitiu 
a separação de todas as espécies e subespécies, sendo observada, no máximo, 
0,2% de divergência intra-subespécie. Além disso, a divergência inter-subespécie de 
uma mesma espécie variou entre 0,5% e 1,3%. Entretanto entre as subespécies de 
S.infantarius foi observado divergência de 1,8%.  
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Tabelas 
 
Tabela  1.  Amostras  de  referência  pertencentes  ou  relacionadas  ao  complexo 
“Streptococcus bovis / Streptococcus equinus” incluídas neste estudo 
a 
Baseada nos resultados de Teixeira et al. (2005); 
b 
Amostras de referência de espécies relacionadas ao complexo “S. bovis / S. equinus”; 
T
 Indica amostra-tipo de uma determinada espécie; 
Amostra 

Número de Origem 

Denominação Original 

Identificação
a 

SS 752 

17.758/67 

S. bovis típico 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 963 

10092 (DS-3667-70) 

S. bovis típico 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1189 

CDC 1189 

S. bovis variante 

S. gallolyticus pasteurianus 

SS 1210 

NCTC 10389 

S. equinus 

S. equinus equinus 

SS 1224 

ATCC 9809 

S. bovis típico 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1235
T
 

ATCC 9812 

S. equinus 

S. equinus equinus 

SS 1282
T
 

ATCC 43492 

S. intestinalis 

S. alactolyticus 

SS 1284 

83-23-75(DS-2652-81) 

S. intestinalis 

S. alactolyticus 

SS 1563
T 

CCUG 43003 

S. waius 

S. gallolyticus macedonicus 

SS 1631
T
 

CCUG 35224 

S. gallolyticus 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1642
T
 

NCDO 1037 

Farrow’s DNA group 1 

S. equinus equinus 

SS 1643 

NCDO 2019 

Farrow’s DNA group 2 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1644
T b
 

NCIMB 702127 

Farrow’s DNA group 3 

Não pretence ao complexo. 
Provável S. suis 

SS 1645
T
 

ATCC BAA-102 

Farrow’s DNA group 4 

S. infantarius infantarius 

SS 1660
T
 

ATCC BAA-249 

S. macedonicus 

S. gallolyticus macedonicus 

SS 1672
T b
 

ATCC 7073 

S. salivarius 

S. salivarius 
 

SS 1673
T
 

ATCC 33317 

S. bovis 

S. equinus bovis 

SS 1674 

ATCC 43143 

S. bovis típico 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1702
T
 

ATCC 700065 

S. caprinus 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1707
T
 

ATCC 43077 

S. alactolyticus 

S. alactolyticus 

SS 1712
T
 

CCUG 46149 

S. lutetiensis 

S. infantarius coli 

SS 1713
T
 

CCUG 46150 

S. pasteurianus 

S. gallolyticus pasteurianus 

SS 1744
T
 

HDP 90246 

S. infantarius subsp. coli 

S. infantarius coli 
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Tabela  2.  Amostras  de  origem  clínica,  pertencentes  ao  complexo  “Streptococcus 
bovis  /  Streptococcus  equinus”, selecionadas  para o  sequenciamento  dos  genes 
pheS e hsp60 
 
 
Amostras 

Atipia
a
 

Identificação
b
 

888-71 

- 

S. gallolyticus subsp. gallolyticus 

835-88 

PPT 

S. gallolyticus subsp. gallolyticus 

1217-75 BII 

Biotipo (AMI) 

S. gallolyticus subsp. pasteurianus 

329-88 

PPT 

S. gallolyticus subsp. pasteurianus 

3736-98 

PPT 

S. gallolyticus subsp. pasteurianus 

4693-99 

Biotipo (AMI + RAF) 

S. gallolyticus subsp. pasteurianus 

4088-01 

Biotipo (INU) 

S. gallolyticus subsp. pasteurianus 

87-78 

Biotipo (BE + INU) 

S. infantarius subsp. coli 

1846-78 

Biotipo (INU) 

S. infantarius subsp. coli 

94-79 

Biotipo (GLI + INU + RAF) 

S. infantarius subsp. coli 

670-86 

Biotipo (GLI + TRE) 

S. infantarius subsp. coli 

2282-90 

Biotipo (TRE) 

S. infantarius subsp. coli 

2514-95 

- 

S. infantarius subsp. coli 

2822-99 

Biotipo (INU) 

S. infantarius subsp. coli 

4153-99 

Biotipo (GLI + TRE) 

S. infantarius subsp. coli 

4363-99 

Biotipo (INU) 

S. infantarius subsp. coli 

4700-99 

Biotipo (INU) 

S. infantarius subsp. coli 

a
 AMI, hidrólise do amido; RAF, rafinose; GLI, glicogênio; INU, inulina; TRE, trealose. 
b
 Baseada nos resultados obtidos por Neves (2008); 
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Tabela  3.  Caracterização  fisiológica  das  amostras  de  referência  das  espécies 
pertencentes  ou  relacionadas  ao  complexo  “Streptococcus  bovis/Streptococcus 
equinus” empregando o sistema API 20 Strep V7.0 
         continua 
 
 
Amostra 

Denominação Original 

Código API 20 Strep / ID Fornecida 

Identificação
a 

SS 752 

S. bovis típico 

5240573 
S. gallolyticus gallolyticus (Boa ID) 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 963 

S. bovis típico 

5240573 
S. gallolyticus gallolyticus (Boa ID) 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1189 

S. bovis variante 

5650450 
S. gallolyticus pasteurianus (Excelente ID) 

S. gallolyticus pasteurianus 

SS 1210 

S. equinus 

5040001 
S. equinus (ID Aceitável) 

S. equinus equinus 

SS 1224 

S. bovis típico 

5240571 
S. gallolyticus gallolyticus (Boa ID) 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1235
T
 

S. equinus 

5040030 
S. equinus (Boa ID) 

S. equinus equinus 

SS 1282
T
 

S. intestinalis 

5040000 
S. equinus (Boa ID) 

S. alactolyticus 

SS 1284 

S. intestinalis 

5250000 
Leuconostoc sp. (Fraca Discriminação) 

S. alactolyticus 

SS 1563
T 

S. waius 

1240440 
Lactococcus sp. (ID Incorreta) 

S. gallolyticus macedonicus 

SS 1631
T
 

S. gallolyticus 

5240553 
S. gallolyticus gallolyticus (Muito Boa ID) 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1642 

Farrow’s DNA group 1 

5040030 
S. equinus (Boa ID) 

S. equinus equinus 

SS 1643 

Farrow’s DNA group 2 

5240573 
S. gallolyticus gallolyticus (Boa ID) 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1644
T
 

Farrow’s DNA group 3 

6240573 
S. gallolyticus gallolyticus (Boa ID) 

Não pretence ao complexo. 
Provável S. suis 

SS 1645
T
 

Farrow’s DNA group 4 

1240443 
S. infantarius infantarius (Muito Boa ID) 

S. infantarius infantarius 

SS 1660
T
 

S. macedonicus 

1240440 
Lactococcus sp. (ID Incorreta) 

S. gallolyticus macedonicus 

SS 1672
T
 

S. salivarius 

5060051 
S. salivarius (Boa ID) 

S. salivarius
 

SS 1673
T
 

S. bovis 

5240463 
S. bovis  (Excelente ID) 

S. equinus bovis 
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Tabela  3.  Caracterização  fisiológica  das  amostras  de  referência  das  espécies 
pertencentes  ou  relacionadas  ao  complexo  “Streptococcus  bovis/Streptococcus 
equinus” empregando o sistema API 20 Strep V7.0 (continuação) 
a 
Baseada nos resultados de Teixeira et al. (2005), incluindo testes fenotípicos e moleculares. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Amostra 

Denominação Original 

Código API 20 Strep / ID Fornecida 

Identificação
a 

SS 1674 

S. bovis típico 

5240573 
S. gallolyticus gallolyticus (Boa ID) 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1702
T
 

S. caprinus 

5240573 
S. gallolyticus gallolyticus  (Boa ID) 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1707
T
 

S. alactolyticus 

5240140 
S. equinus (Fraca Discriminação) 

S. alactolyticus 

SS 1712
T
 

S. lutetiensis 

5240440 
S. infantarius coli (ID Aceitável) 

S. infantarius coli 

SS 1713
T
 

S. pasteurianus 

5250450 
S. gallolyticus pasteurianus (Fraca Discriminação) 

S. gallolyticus pasteurianus 

SS 1744
T
 

S. infantarius ssp. coli 

5240440 
S. infantarius coli (ID aceitável) 

S. infantarius coli 
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Tabela 4. Caracterização fisiológica das amostras-tipo e de referência das espécies 
pertencentes  ou  relacionadas  ao  complexo  “Streptococcus  bovis/Streptococcus 
equinus” empregando o sistema Rapid ID 32 Strep V3.0. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Amostra 

Denominação Original 

C
C
ó
ó
d
d
i
i
g
g
o
o
 
 
R
R
a
a
p
p
i
i
d
d
 
 
I
I
D
D
 
 
3
3
2
2
 
 
S
S
t
t
r
r
e
e
p
p
 
 
/
/
 
 
I
I
D
D
 
 
F
F
o
o
r
r
n
n
e
e
c
c
i
i
d
d
a
a
a
a
 

I
I
d
d
e
e
n
n
t
t
i
i
f
f
i
i
c
c
a
a
ç
ç
ã
ã
o
o
 
 
a
a
 
 

SS 752 

S. bovis típico 

6227 7003 110 
Leuconostoc sp. (Muito Boa ID) 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 963 

S. bovis típico 

2227 3063 150 
S. gallolyticus gallolyticus (Excelente ID) 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1189 

S. bovis variante 

6307 7003 170 
S. gallolyticus pasteurianus (Perfil 
duvidoso) 

S. gallolyticus pasteurianus 

SS 1210 

S. equinus 

2000 3001 110 
S. equinus (Excelente ID) 

S. equinus equinus 

SS 1224 

S. bovis típico 

2227 3003 150 
S. gallolyticus gallolyticus (Perfil duvidoso) 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1235
T
 

S. equinus 

2000 3001 110 
S. equinus (Excelente ID) 

S. equinus equinus 

SS 1282
T
 

S. intestinalis 

22003001 112 
S. alactolyticus (Muito Boa ID) 

S. alactolyticus 

SS 1284 

S. intestinalis 

2200 3001 152 
S. alactolyticus (Perfil duvidoso) 

S. alactolyticus 

SS 1563
T
 

S. waius 

4205 7003 100 
Leuconostoc sp. (Muito Boa ID) 

S. gallolyticus macedonicus 

SS 1631
T
 

S. gallolyticus 

2027 3061 110 
S. gallolyticus gallolyticus(Excelente ID) 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1642
T
 

Farrow’s DNA group 1 

2002 3001 110 
S. equinus (Muito Boa ID) 

S. equinus equinus 

SS 1643 

 Farrow’s DNA group 2 

2227 3063 150 
S. gallolyticus gallolyticus (Excelente ID) 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1644 

Farrow’s DNA group 3 

2226 2563 130 
S. suis II (Perfil inaceitável) 

Não pretence ao complexo. 
Provável S. suis 

SS 1645
T
 

Farrow’s DNA group 4 

0205 3063 100 
S. infantarius infantarius (Excelente ID) 

S. infantarius infantarius 

SS 1660
T
 

S. macedonicus 

4205 7003 100 
Leuconostoc sp. (Boa ID) 

S. gallolyticus macedonicus 

SS 1672 

S. salivarius 

2002 3441 110 
S. equinus  (Boa ID p/ gênero) 

S. salivarius 

SS 1673
T
 

S. bovis 

2205 3023 110 
S. bovis (Excelente ID) 

S. equinus bovis 

         continua 
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Tabela 4. Caracterização fisiológica das amostras-tipo e de referência das espécies 
pertencentes  ou  relacionadas  ao  complexo  “Streptococcus  bovis/Streptococcus 
equinus” empregando o sistema Rapid ID 32 Strep V3.0. (continuação) 
Amostra 

Denominação Original 

C
C
ó
ó
d
d
i
i
g
g
o
o
 
 
R
R
a
a
p
p
i
i
d
d
 
 
I
I
D
D
 
 
3
3
2
2
 
 
S
S
t
t
r
r
e
e
p
p
 
 
/
/
 
 
I
I
D
D
 
 
F
F
o
o
r
r
n
n
e
e
c
c
i
i
d
d
a
a
a
a
 

I
I
d
d
e
e
n
n
t
t
i
i
f
f
i
i
c
c
a
a
ç
ç
ã
ã
o
o
 
 
a
a
 
 

 
SS 1674 

S. bovis típico 

2023 7061 110 
S. gallolyticus gallolyticus (Mt Boa ID) 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1702
T
 

S. caprinus 

2227 3063 150 
S. gallolyticus gallolyticus (Excelente ID) 

S. gallolyticus gallolyticus 

SS 1707
T
 

S. alactolyticus 

2224 3003 112 
S. alactolyticus (Excelente ID) 

S. alactolyticus 

SS 1712
T
 

S. lutetiensis 

0205 3003 100 
S. infantarius coli (Mt Boa ID) 

S. lutetiensis 

SS 1713
T
 

S. pasteurianus 

22077003110 
S. gallolyticus pasteurianus 
 (Fraca discriminação) 

 
S. gallolyticus 
pasteurianus 

SS 1744
T
 

S. infantarius . coli 

2201 3001 100  
S. infantarius . coli (Mt Boa ID) 

S. infantarius coli 
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Tabela 5. Características fenotípicas observadas no sistema Rapid ID 32 Strep V3.0 
para  157  amostras  pertencentes  ou  relacionadas  ao  complexo  “Streptococcus 
bovis/Streptococcus equinus”  
Testes 
Miniaturizados
a
 

Percentual de Amostras positivas de acordo com as espécies e Subespécies (Número de amostras testadas)
b
 

EE (3) 

EB (1) 

GG (62) 

GP (54) 

GM (2) 

II (1) 

IC (29) 

AL (3) 

SAL (1) 

SS1644 (1) 

ADH 

0 

0 

3,22 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

GLU 

100 

100 

100 

100 

0 

0 

79,3 

100 

100 

100 

GAR 

0 

0 

12,9 

61,1 

100 

0 

10,3 

0 

0 

0 

GUR 

0 

0 

0 

92,6 

0 

0 

3,5 

0 

0 

0 

GAL 

0 

100 

30,6 

87,0 

100 

100 

100 

100 

0 

100 

PAL 

0 

0 

0 

1,8 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

RIB 

0 

0 

1,6 

11,1 

0 

0 

13,7 

0 

0 

0 

MAN 

0 

0 

95,2 

0 

0 

0 

0 

33,3 

0 

100 

SOR 

0 

0 

1,6 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

LAC 

0 

100 

100 

100 

100 

100 

93,1 

0 

0 

0 

TRE 

33,3 

0 

100 

100 

0 

0 

17,2 

0 

100 

100 

RAF 

0 

100 

88,7 

75,9 

100 

100 

62,0 

66,6 

0 

100 

VP 

100 

100 

100 

98,1 

100 

100 

100 

100 

0 

100 

APPA 

100 

100 

98,3 

96,2 

100 

100 

96,5 

100 

100 

100 

GAL 

0 

0 

12,9 

92,6 

100 

0 

10,3 

0 

0 

0 

PyrA 

0 

0 

1,6 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

NAG 

0 

0 

14,5 

14,8 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

GTA 

0 

0 

1,6 

1,8 

0 

0 

0 

0 

100 

100 

HIP 

0 

0 

3,22 

1,8 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

GLYG 

0 

100 

87,0 

0 

0 

100 

10,3 

0 

0 

100 

PUL 

0 

0 

88,7 

1,8 

0 

100 

17,2 

0 

100 

100 

MAL 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

MEL 

0 

100 

17,7 

25,9 

100 

100 

20,6 

33,3 

0 

100 

MLZ 

0 

0 

0 

22,2 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

SAC 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

LARA 

0 

0 

1,6 

0 

0 

0 

3,5 

0 

0 

0 

DARL 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

M DG 

100 

100 

100 

100 

0 

0 

62,0 

100 

100 

100 

TAG 

0 

0 

29,0 

50,0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

MAN 

0 

0 

33,8 

27,7 

0 

0 

0 

33,3 

0 

0 

CDEX 

0 

0 

1,6 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

URE 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

a
 ADH (arginina dihidrolase),  -GLU ( -glucosidase),  -GAR ( -galactosidase),  -GUR ( -glucuronidase),  -GAL ( -galactosidase), PAL 
(fosfatase  alcalina),  VP  (produção  de  acetona),  APPA  (alanil-fenilalanil-prolina  arilamidase),  -GAL  ( -galactosidase),  PYR  (ácido 
pirroglutâmico arilamidase),  -NAG (n-acetil- -glucosaminidase), GTA (glicil-tripitofano arilamidase), HIP (hidrólise do hipurato),  MAN ( -
manosidase), URE (urease), RIB (ribose), MAN (manitol), SOR (sorbitol), LAC  (lactose), TRE (trealose), RAF (rafinose), SAC (sacarose), 
ARA (L-arabinose), LARA (D-arabitol), CDEX (ciclodextrina), GLYG (glicogênio), PUL (pululano), MAL (maltose), MEL (melibiose), MLZ 
(melizitose), M DG (metil - -D glucopiranoside) e TAG (Tagatose). 
b
 EE (Streptococcus equinus equinus), EB (Streptococcus equinus bovis), GG (Streptococcus gallolyticus gallolyticus), GP (Streptococcus 
gallolyticus  pasteurianus),  GM  (Streptococcus  gallolyticus  macedonicus),  II  (Streptococcus  infantarius  infantarius),  IC  (Streptococcus 
infantarius coli), AL (Streptococcus alactolyticus), SAL (Streptococcus salivarius), SS1644 (Farrow group 3) 
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Tabela 6. Caracterização [identificação, qualificação da identificação e probabilidade 
de  identificação  correta  (%ID)]  fornecida  pelo  sistema  Rapid  ID  32  Strep  para 
amostras de Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus (n = 62), Streptococcus 
gallolyticus subsp. pasteurianus (n = 54) e Streptococcus infantarius subsp. coli (n = 
29) 
Espécies 

Parâmetros (Número de Amostras) 

ID Fornecida pelo Sistema  
Rapid ID 32 Strep 

Qualificação da ID 

% ID 

S. gallolyticus subsp. gallolyticus (62) 

Excelente ID (30) 

99,9% (30) 

S. gallolyticus subsp. gallolyticus 

Muito Boa ID (20) 

99,9% (19) 
99,8% (1) 

S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
* Leuconostoc spp. 

Boa ID (5) 

99,9% (3) 
98,3% (1) 
96,9% (1) 

 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus 

Perfil Duvidoso (4) 

99,9% (1) 
88,2% (1) 
86,0% (1) 
67,1% (1) 

S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
S. gallolytycus subsp. gallolyticus 
*Streptococcus mutans 
*Lactococcus garvieae 

Excelente ID para o 
Gênero Streptococcus (1) 

87,6% 

*Streptococcus bovis 

Baixa Discriminação (1) 

73,2% 

*Leuconostoc spp. 

Muito Boa ID para o 
Gênero Enterococcus (1) 

70,0% 

*Enterococcus faecium 

S. gallolyticus 
subsp. 
pasteurianus (54) 

Excelente ID (5) 

99,9% (5) 

S. gallolytycus subsp. pasteurianus 

Muito Boa ID (17) 

99,9% (17) 

S. gallolytycus subsp. pasteurianus 

Boa ID (2) 

97,7% (1) 
90,9% (1) 

S. gallolytycus subsp. pasteurianus 
*Streptococcus bovis 

Perfil Duvidoso (22) 

99,9% (22) 

S. gallolytycus subsp. pasteurianus 

Baixa Discriminação (1) 

51,6% 

*Leuconostoc spp. 

Perfil Inaceitável (7) 

- 

- 

S. infantarius subsp. coli (29) 

Excelente ID (3) 

99,9% (3) 

S. infantarius subsp. coli 

Muito Boa ID (13) 

99,9% (1) 
99,7% (1) 
99,6% (1) 
99,6% (1) 
99,4% (8) 
99,2% (1) 

S. infantarius subsp. coli 
S. infantarius subsp. coli 
S. infantarius subsp. coli 
*Leuconostoc spp. 
S. infantarius subsp. coli 
S. infantarius subsp. coli 

ID Aceitável (2) 

80,8 % (2) 

S. infantarius subsp. coli 

Perfil Duvidoso (8) 

90,7% (1) 
67,9% (3) 
66,8% (1) 
56,4% (1) 
38,5% (1) 
35,2% (1) 

*Streptococcus bovis 
*Streptococcus bovis 
*Leuconostoc spp. 
*Leuconostoc spp. 
*Streptococcus equinus 
*Streptococcus equinus 

Baixa Discriminação (2) 

55,4% (2) 

*S. infantarius subsp. infantarius 

Perfil Inaceitável (1) 

- 

- 

 * Amostras identificadas incorretamente
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Tabela 7. Divergências entre as sequências do gene rrs (16SrDNA) de 20 amostras de 
referências de espécies pertencentes ou relacionadas ao complexo “Streptococcus 
bovis/Streptococcus equinus” 
 
Amostras de Referência 

Tamanho (pb) 

Divergências entre as Sequências (%) de acordo com a espécie 

EE 

EB 

GG 

GP 

M 

II 

IC 

*L 

AL 

S. equinus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

subsp. equinus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1235
T
 (EE) 

1470 

- 

0.2 

1.3 

1.2 

1.5 

0.5 

0.3 

0.3 

3.1 

SS1210 

1470 

0.0 

0.2 

1.3 

1.2 

1.5 

0.5 

0.3 

0.3 

3.1 

SS1642 

1470 

0.0 

0.2 

1.3 

1.2 

1.5 

0.5 

0.3 

0.3 

3.1 

subsp. bovis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  SS 1673
T
 (EB) 

1470 

0.2 

- 

1.4 

1.3 

1.6 

0.3 

0.1 

0.1 

3.2 

S. gallolyticus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

subsp. gallolyticus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1631
T
 (GG) 

1471 

1.3 

1.4 

- 

0.3 

1.0 

1.6 

1.4 

1.4 

2.8 

SS752 

1471 

1.3 

1.4 

0.0 

0.3 

1.0 

1.6 

1.4 

1.4 

2.8 

SS963 

1471 

1.3 

1.4 

0.0 

0.3 

1.0 

1.6 

1.4 

1.4 

2.8 

SS1643 

1471 

1.3 

1.4 

0.0 

0.3 

1.0 

1.6 

1.4 

1.4 

2.8 

SS1702
T
 (S. caprinus) 

1471 

0.9 

1.0 

0.4 

0.5 

0.6 

1.2 

1.0 

1.0 

2.5 

subsp. pasteurianus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1713
T
 (GP) 

1471 

1.2 

1.3 

0.3 

- 

1.2 

1.5 

1.4 

1.4 

2.9 

SS1189 

1471 

1.2 

1.3 

0.3 

0.0 

1.2 

1.5 

1.4 

1.4 

2.9 

subsp. macedonicus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1660
T
 (GM) 

1471 

1.5 

1.6 

1.0 

1.2 

- 

1.9 

1.7 

1.7 

3.0 

SS1563
T
 (S. waius) 

1471 

1.5 

1.6 

1.0 

1.2 

0.0 

1.9 

1.7 

1.7 

3.0 

S. infantarius 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

subsp. infantarius SS1645
T
 (II) 

1471 

0.5 

0.3 

1.6 

1.5 

1.9 

- 

0.2 

0.2 

3.5 

subsp. coli 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1744
T
 (IC) 

1471 

0.3 

0.1 

1.4 

1.4 

1.7 

0.2 

- 

0.0 

3.3 

SS1712
T
 (S. lutetiensis) (L) 

1471 

0.3 

0.1 

1.4 

1.4 

1.7 

0.2 

0.0 

- 

3.3 

S. alactolyticus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1707
T 
(AL) 

1470 

3.1 

3.2 

2.8 

2.9 

3.0 

3.5 

3.3 

3.3 

- 

SS1282
T
 (S. intestinalis) 

1470 

3.1 

3.2 

2.8 

2.9 

3.0 

3.5 

3.3 

3.3 

0.0 

SS1284 

1470 

3.1 

3.2 

2.8 

2.9 

3.0 

3.5 

3.3 

3.3 

0.0 

S. salivarius SS1672
T
 

1470 

3.8 

3.7 

4.1 

4.1 

4.1 

4.0 

3.8 

3.8 

4.4 

EE  (Streptococcus  equinus  equinus),  EB  (Streptococcus  equinus  bovis),  GG  (Streptococcus  gallolyticus  gallolyticus),  GP 
(Streptococcus gallolyticus pasteurianus), GM (Streptococcus gallolyticus macedonicus), II (Streptococcus infantarius infantarius), IC 
(Streptococcus  infantarius  coli),  L (S.  lutetiensis), AL (Streptococcus  alactolyticus), SAL (Streptococcus  salivarius), (*L) Atualmente 
reclassificadaS.infantariussubsp.coli
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Tabela 8. Divergências entre as sequências do gene pheS de um conjunto de amostras 
de referências e de origem clínica de espécies pertencentes ou relacionadas ao complexo 
“Streptococcus bovis/Streptococcus equinus” 
Amostra 

Nº de 
Acesso** 

Tamanho 
(pb) 

Divergência entre as Sequências (%) de acordo com a espécie 

EE 

EB 

GG 

GP 

GM 

II 

IC 

*L 

AL 

S. equinus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Subsp. equinus (EE) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1235
T
 

AM269596 

397 

- 

1.5 

7.2 

7.2 

7.4 

5.0 

4.1 

4.4 

11.2 

SS1210 

- 

407 

0.3 

1.3 

6.7 

6.7 

7.2 

5.2 

3.9 

4.1 

11.1 

Subsp. bovis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    SS 1673
T 
(EB) 

AM269559 

455 

1.5 

- 

7.1 

7.1 

7.7 

6.5 

4.1 

4.3 

11.1 

S. gallolyticus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Subsp. gallolyticus  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1631
T 
(GG) 

- 

423 

7.2 

7.1 

- 

0.0 

2.0 

7.6 

5.3 

5.5 

9.8 

SS752 

- 

398 

7.2 

6.9 

0.3 

0.3 

1.5 

7.5 

5.0 

5.3 

9.5 

SS963 

- 

398 

7.5 

7.2 

0.5 

0.5 

1.8 

7.8 

5.3 

5.5 

9.7 

SS1643 

- 

415 

7.4 

7.3 

0.5 

0.5 

2.0 

7.6 

5.4 

5.6 

10.0 

SS1674 

- 

398 

7.2 

6.9 

0.3 

0.3 

1.5 

7.5 

5.0 

5.3 

9.5 

SS1702
T
 (S. caprinus) 

AM286842 

455 

7.2 

7.2 

0.7 

0.7 

1.3 

7.8 

5.5 

5.7 

9.9 

888-71 

- 

404 

7.5 

7.2 

0.5 

0.5 

1.8 

7.8 

5.3 

5.5 

9.7 

835-88 

- 

404 

6.9 

6.1 

1.0 

1.0 

0.8 

8.0 

5.5 

5.8 

9.7 

Subsp. pasteurianus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1713
T 
(GP) 

- 

394 

6.9 

6.7 

0.0 

- 

1.3 

7.2 

4.7 

5.0 

9.2 

SS1189 

- 

404 

6.9 

6.7 

0.0 

0.0 

1.3 

7.2 

4.7 

5.0 

9.2 

1217-75 BII 

- 

404 

6.9 

6.7 

0.0 

0.0 

1.3 

7.2 

4.7 

5.0 

9.2 

329-88 

- 

398 

6.9 

6.7 

0.0 

0.0 

1.3 

7.2 

4.7 

5.0 

9.2 

3736-98 

- 

398 

6.9 

6.7 

0.0 

0.0 

1.3 

7.2 

4.7 

5.0 

9.2 

4693-99 

- 

398 

6.9 

6.7 

0.0 

0.0 

1.3 

7.2 

4.7 

5.0 

9.2 

4088-01 

- 

410 

7.2 

7.1 

0.2 

0.2 

1.8 

7.4 

5.2 

5.4 

9.3 

Subsp. macedonicus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1660
T 
 (GM) 

AM269545 

407 

7.4 

7.7 

2.0 

2.0 

- 

9.0 

6.7 

6.9 

11.4 

SS1563
T
 (S. waius) 

- 

 

7.2 

6.9 

1.3 

1.3 

0.0 

8.3 

5.8 

6.1 

10.6 

S. infantarius 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Subsp. infantarius SS1645
T
 (II) 

- 

404 

5.0 

6.5 

7.6 

7.8 

9.0 

- 

3.0 

3.0 

12.4 

Subsp. coli 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1744
T
 (IC) 

AM269576 

455 

4.1 

4.1 

5.3 

5.3 

6.7 

3.0 

- 

0.2 

10.9 

SS1712
T
 (S. lutetiensis) (L) 

AM269540 

455 

4.4 

4.3 

5.5 

5.5 

6.9 

3.0 

0.2 

- 

11.1 

2514-95 

- 

398 

3.9 

4.2 

4.7 

4.7 

5.8 

2.3 

0.0 

0.3 

10.0 

87-78 

- 

398 

4.2 

4.5 

4.9 

4.9 

6.1 

2.6 

0.3 

0.5 

10.0 

1846-78 

- 

408 

5.0 

4.9 

5.3 

5.3 

6.0 

3.6 

0.8 

0.5 

11.6 

94-79 

- 

423 

4.5 

4.7 

4.6 

4.6 

5.8 

2.6 

0.5 

0.3 

10.6 

670-86 

- 

420 

4.1 

4.5 

5.2 

5.2 

6.1 

3.0 

0.5 

0.7 

10.9 

2282-90 

- 

404 

3.9 

4.2 

4.6 

4.6 

5.8 

2.3 

0.0 

0.3 

10.0 

2822-99 

- 

411 

4.4 

4.6 

4.5 

4.5 

5.7 

3.0 

0.5 

0.7 

10.3 

4153-99 

- 

413 

3.9 

4.2 

4.6 

4.6 

5.8 

2.3 

0.0 

0.3 

10.0 

4363-99 

- 

434 

4.1 

5.0 

4.9 

4.9 

6.6 

2.8 

1.0 

1.2 

10.7 

4700-99 

- 

407 

4.4 

4.4 

4.8 

4.8 

6.0 

2.6 

0.3 

0.0 

10.5 

S. alactolyticus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1707
T 
 (AL) 

AM269557 

455 

11.2 

11.1 

9.8 

9.8 

11.4 

12.4 

10.9 

11.1 

- 

SS1282
T
 (S. intestinalis) 

AM286823 

455 

11.2 

11.4 

9.8 

9.8 

11.1 

12.4 

11.1 

11.4 

0.2 

SS1284 

- 

455 

11.2 

11,1 

9.8 

9.8 

11.4 

12.4 

10.9 

11.1 

0.0 

S. salivarius SS1672
T
 

AM269544 

455 

13.6 

14.9 

13.0 

13.0 

14.6 

14.2 

14.3 

14.0 

18.8 

SS1644 (Farrow DNA group 3) 

- 

404 

23.3 

23.3 

22.6 

22.6 

22.2 

25.1 

24.0 

23.6 

21.5 

** Sequências depositadas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/). EE (Streptococcus equinus equinus), EB (Streptococcus equinus 
bovis), GG (Streptococcus gallolyticus gallolyticus), GP (Streptococcus gallolyticus pasteurianus), GM (Streptococcus gallolyticus macedonicus), II 
(Streptococcus infantarius infantarius), IC (Streptococcus infantarius coli), L (S. lutetiensis), AL (Streptococcus alactolyticus) SAL (Streptococcus 
salivarius). (*L) Atualmente reclassificada, comoS.infantarius subsp.coli
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Tabela 9. Assinaturas genômicas presentes nas sequências do gene pheS de amostras 
pertencentes ao complexo “Streptococcus bovis/Streptococcus equinus” 
 
Espécies (N° de Amostras) 

Posição 

Nucleotídeo 

S. equinus (3) 

140 

T 

143 

C 

149 

A 

326 

T 

332 

T 

344 

C 

S. equinus subsp. equinus (2) 

155 

T 

320 

C 

S. equinus subsp. bovis (1) 

200 

T 

341 

C 

S. gallolyticus (17) 

8 

G 

62 

A 

125 

T 

194 

G 

218 

A 

272 

T 

S. gallolyticus subsp. gallolyticus (8) 

- 

- 

S. gallolyticus subsp. pasteurianus (7) 

- 

- 

S. gallolyticus subsp. macedonicus (2) 

83 

T 

173 

G 

308 

G 

S. infantarius (13) 

41 

T 

284 

T 

353 

T 

S. infantarius subsp. infantarius (1) 

30 

C 

53 

A 

65 

C 

155 

T 

158 

T 

170 

T 

215 

G 

326 

A 

S. infantarius subsp. coli (12) 

- 

- 

     (-) Não há posições de nucleotídeo subespécie-específica 
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 Tabela 10. Nucleotídeos e respectivas posições observadas nas sequências do gene 
pheS que permitiram a diferenciação das amostras de Streptococcus gallolyticus subsp. 
gallolyticus, Streptococcus gallolyticus subsp. pasteurianus e Streptococcus infantarius 
subsp. coli 
 
Posição do 
Nucleotídeo 

Nucleotídeo (nº de amostras e cada nucleotídeo particular) 

S. gallolyticus ssp. gallolyticus 

S. gallolyticus ssp. pasteurianus 

S. infantarius SSP. coli 

8 

G (8/8) 

G (7/7) 

T (12/12) 

17 

T (8/8) 

T (7/7) 

C (12/12) 

41 

   G (7/8), A (1/8) 

G (7/7) 

T (12/12) 

62 

A (8/8) 

A (7/7) 

T (12/12) 

77 

    G (5/8), A (3/8) 

A (7/7) 

A (12/12) 

98 

T (8/8) 

T (7/7) 

A (12/12) 

110 

T (8/8) 

T (7/7) 

     C (11/12), T(1/12) 

119 

G (8/8) 

G (7/7) 

A (12/12) 

125 

T (8/8) 

T (7/7) 

G (12/12) 

137 

C (8/8) 

C (7/7) 

T (12/12) 

152 

T (8/8) 

T (7/7) 

A (12/12) 

194 

G (8/8) 

G (7/7) 

T (12/12) 

218 

A (8/8) 

A (7/7) 

T (12/12) 

227 

G (8/8) 

G (7/7) 

T (12/12) 

263 

C (8/8) 

C (7/7) 

T (12/12) 

272 

T (8/8) 

T (7/7) 

C (12/12) 

284 

A (8/8) 

A (7/7) 

T (12/12) 

299 

T (8/8) 

T (7/7) 

    C (10/12), T (2/12) 

353 

A (8/8) 

A (7/7) 

T (12/12) 

 
 




[image: alt] 
 
53 

Tabela 11. Divergências entre as sequências do gene hsp60 em um conjunto selecionado 
de amostras de referências e de origem clínica de espécies pertencentes ou relacionadas 
ao complexo “Streptococcus bovis/Streptococcus equinus” 
Amostra 

Nº de 
Acesso** 

Tamanho 
(pb) 

Divergência entre as Sequências (%) de acordo com a espécie 

EE 

EB 

GG 

GP 

GM 

II 

IC 

*L 

AL 

S. equinus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

subsp. equinus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1235
T
(EE) 

AY123696 

552 

- 

2.6 

6.3 

5.9 

6.1 

8.0 

7.0 

7.0 

14.6 

SS1210 

- 

566 

0.4 

3.0 

6.7 

6.3 

6.5 

7.6 

7.2 

7.2 

14.6 

subsp. bovis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SS 1673
T
 (EB) 

AF352798 

552 

2.6 

- 

8.1 

7.4 

8.0 

6.4 

5.7 

5.7 

13.3 

S. gallolyticus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

subsp. gallolyticus  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1631
T 
(GG) 

- 

585 

6.3 

8.1 

- 

1.7 

0.9 

8.5 

7.9 

7.9 

13.9 

SS752 

- 

 

5.5 

7.4 

0.7 

1.1 

0.5 

8.7 

8.3 

8.3 

13.5 

SS963 

- 

 

5.5 

7.4 

0.7 

1.1 

0.5 

8.7 

8.3 

8.3 

13.5 

SS1224 

AF237460 

552 

5.7 

7.6 

0.9 

1.3 

0.7 

9.1 

8.6 

8.6 

13.7 

SS1643 

- 

585 

5.5 

7.4 

0.7 

1.0 

0.5 

8.3 

7.9 

7.9 

13.5 

SS1674 

- 

 

5.5 

7.4 

0.7 

1.1 

0.5 

8.6 

8.2 

8.2 

13.5 

888-71 

- 

587 

5.5 

7.4 

0.9 

1.2 

0.7 

8.5 

8.1 

8.1 

13.7 

835-88 

- 

585 

5.9 

7.8 

1.0 

1.4 

0.9 

8.7 

7.9 

7.9 

13.9 

subsp. pasteurianus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1713
T 
(GP) 

- 

586 

5.9 

7.4 

1.7 

- 

1.6 

8.3 

7.8 

7.8 

13.7 

SS1189 

- 

 

5.9 

7.4 

1.8 

0.0 

1.6 

8.6 

8.0 

8.0 

13.7 

1217-75 BII 

- 

585 

5.9 

7.4 

1.7 

0.0 

1.6 

8.3 

7.8 

7.8 

13.7 

329-88 

- 

607 

5.9 

7.4 

1.7 

0.0 

1.6 

8.3 

7.8 

7.8 

13.7 

3736-98 

- 

555 

6.0 

7.7 

1.9 

0.0 

1.7 

8.8 

8.3 

8.3 

13.2 

4693-99 

- 

535 

6.0 

7.7 

1.9 

0.0 

1.7 

8.8 

8.3 

8.3 

13.2 

4088-01 

- 

585 

5.9 

7.4 

1.7 

0.0 

1.6 

8.3 

7.8 

7.8 

13.7 

subsp. macedonicus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1660
T 
(GM) 

- 

585 

6.1 

8.0 

0.9 

1.6 

- 

8.5 

7.9 

7.9 

13.7 

SS1563
T
 (S. waius) 

- 

585 

6.1 

8.0 

0.9 

1.6 

0.0 

8.5 

7.9 

7.9 

13.7 

S. infantarius 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

subsp. infantarius SS1645
T 
(II) 

- 

585 

8.0 

6.4 

8.5 

8.3 

8.5 

- 

5.5 

5.4 

13.5 

subsp. coli 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1744
T 
(IC) 

- 

585 

7.0 

5.7 

7.9 

7.8 

7.9 

5.5 

- 

0.2 

14.2 

SS1712
T
 (S. lutetiensis) (L) 

- 

585 

7.0 

5.7 

7.9 

7.8 

7.9 

5.5 

0.2 

- 

14.2 

2514-95 

- 

585 

7.0 

5.7 

7.9 

7.8 

7.9 

5.5 

0.0 

0.2 

14.2 

87-78 

- 

597 

7.0 

5.7 

8.1 

7.9 

8.1 

5.7 

0.2 

0.3 

14.2 

1846-78 

- 

555 

7.1 

5.7 

8.6 

8.2 

8.6 

5.7 

0.2 

0.4 

13.8 

94-79 

- 

585 

7.0 

5.7 

7.9 

7.8 

7.9 

5.5 

0.0 

0.2 

14.2 

670-86 

- 

585 

6.8 

5.5 

8.1 

7.9 

8.1 

5.7 

0.2 

0.3 

14.4 

2282-90 

- 

586 

7.2 

5.9 

8.1 

7.9 

8.1 

5.7 

0.2 

0.3 

14.4 

2822-99 

- 

585 

6.8 

5.5 

8.1 

7.9 

8.1 

5.7 

0.2 

0.3 

14.4 

4153-99 

- 

585 

6.8 

5.5 

8.1 

7.9 

8.1 

5.7 

0.2 

0.3 

14.4 

4363-99 

- 

585 

7.2 

5.9 

8.1 

7.9 

8.1 

5.7 

0.2 

0.3 

14.4 

4700-99 

- 

585 

7.0 

5.7 

7.9 

7.8 

7.9 

5.5 

0.0 

0.2 

14.2 

S. alactolyticus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1707
T 
(AL) 

AY123648 

552 

14.6 

13.3 

13.9 

13.7 

13.7 

13.5 

14.2 

14.2 

- 

SS1282
T
 (S. intestinalis) 

AY691304 

552 

14.6 

13.3 

13.9 

13.7 

13.7 

13.5 

14.2 

14.2 

0.0 

SS1284 

- 

 

14.7 

13.2 

13.7 

13.5 

13.5 

13.7 

14.2 

14.2 

0.2 

S. salivarius SS1672
T
 

AF352807 

552 

17.4 

19.0 

17.2 

17.2 

17.2 

17.9 

19.3 

19.1 

21.3 

SS1644 (Farrow group 3) 

- 

585 

22.3 

23.0 

21.3 

21.1 

20.8 

22.5 

21.5 

21.3 

25.7 

**  Sequências  depositadas  no  GenBank  (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/).  EE  (S.  equinus  equinus),  EB  (S.  equinus  bovis),  GG  (S. 
gallolyticus  gallolyticus),  GP  (S.  gallolyticus  pasteurianus),  GM (S.  gallolyticus  macedonicus),  II (Streptococcus  infantarius  infantarius), IC  (S. 
infantarius coli), L (S. lutetiensis), AL (S. alactolyticus), SAL (Streptococcus salivarius). (*L) Atualmente reclassificada, como S.infantarius subsp. 
coli  
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Tabela  12.   Assinaturas genômicas presentes nas  sequências do gene hsp60  de amostras 
pertencentes ao complexo “Streptococcus bovis/Streptococcus equinus” 
 
Espécies (N° de Amostras) 

Posição 

Nucleotídeo 

S. equinus (3) 

363 

A 

517 

A 

S. equinus subsp. equinus (2) 

342 

C 

441 

G 

S. equinus subsp. bovis (1) 

72 

C 

96 

C 

S. gallolyticus (17) 

157 

G 

163 

T 

235 

C 

253 

T 

424 

T 

454 

T 

528 

T 

S. gallolyticus subsp. gallolyticus (8) 

492* 

C 

S. gallolyticus subsp. pasteurianus (7) 

15 

G 

370 

C 

478 

G 

S. gallolyticus subsp. macedonicus (2) 

340 

C 

448 

A 

492* 

C 

S. infantarius (13) 

54 

T 

130 

C 

172 

A 

350 

C 

S. infantarius subsp. infantarius (1) 

3 

T 

9 

G 

221 

C 

257 

T 

349 

G 

404 

G 

416 

C 

541 

A 

S. infantarius subsp. coli (12) 

24 

T 

135 

G 

293 

A 

428 

A 

450 

C 

481 

A 

484 

C 

520 

C 

 
*Nucleotídeo na posição 492(C ao invés de T) para S. gallolyticus subsp. gallolyticus e S. gallolyticus 
subsp. macedonicus diferente das demais espécies e subespécies do complexo.  
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Tabela  13. Nucleotídeos e  respectivas posições observadas nas  sequências do 
gene  hsp60  que  permitiram  a  diferenciação  das  amostras  de  Streptococcus 
gallolyticus  subsp.  gallolyticus,  Streptococcus  gallolyticus  subsp.  pasteurianus  e 
Streptococcus infantarius subsp. coli 
 
Posição do 
Nucleotídeo 

Nucleotídeo (nº de amostras e cada nucleotídeo particular) 

S. gallolyticus subsp. gallolyticus 

S. gallolyticus subsp. pasteurianus    

S.infantarius subsp. coli 

15 

A (8/8) 

G (7/7) 

A (12/12) 

21 

T (8/8) 

T(7/7) 

A (12/12) 

24 

   C (7/8),T (1/8) 

C(7/7) 

T (12/12) 

48 

T (8/8) 

T(7/7) 

G (12/12) 

54 

G (8/8) 

G(7/7) 

T (12/12) 

57 

    T (7/8), C (1/8) 

T(7/7) 

A (12/12) 

60 

A (8/8) 

A(7/7) 

T (12/12) 

69 

T (8/8) 

T(7/7) 

C (12/12) 

92 

T (8/8) 

T(7/7) 

A (11/12),G (1/12) 

100 

C (8/8) 

T (7/7) 

T (12/12) 

101 

G (8/8) 

G(7/7) 

A (12/12) 

102 

C (8/8) 

C(7/7) 

A (12/12) 

103 

T (8/8) 

T(7/7) 

A (12/12) 

106 

T (8/8) 

T(7/7) 

G (12/12) 

109 

A (8/8) 

A(7/7) 

C (12/12) 

125 

G (8/8) 

G(7/7) 

T (12/12) 

127 

T (8/8) 

T(7/7) 

A (12/12) 

130 

T (8/8) 

T(7/7) 

C (12/12) 

135 

A (8/8) 

A(7/7) 

G (12/12) 

148 

T (8/8) 

T(7/7) 

C (12/12) 

157 

G (8/8) 

G(7/7) 

T (12/12) 

163 

T (8/8) 

T(7/7) 

C (12/12) 

169 

    T (7/8), C (1/8) 

T(7/7) 

C (12/12) 

172 

T (8/8) 

T(7/7) 

A (12/12) 

175 

G (8/8) 

G(7/7) 

C (12/12) 

235 

C (8/8) 

C(7/7) 

T (12/12) 

238 

C (8/8) 

C(7/7) 

T (12/12) 

241 

C (8/8) 

C(7/7) 

T (12/12) 

253 

T (8/8) 

T(7/7) 

A (12/12) 

289 

C (8/8) 

C(7/7) 

T (12/12) 
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Tabela  13. Nucleotídeos e  respectivos posições observadas nas  sequências do 
gene  hsp60  que  permitiram  a  diferenciação  das  amostras  de  Streptococcus 
gallolyticus  subsp.  gallolyticus,  Streptococcus  gallolyticus  subsp.  pasteurianus  e 
Streptococcus infantarius subsp. coli (Continuação) 
 
 
Posição do 
Nucleotídeo 

Nucleotídeo (nº de amostras e cada nucleotídeo particular) 

S. gallolyticus subsp.gallolyticus 

S. gallolyticus subsp. pasteurianus    

S.infantarius subsp. coli 

292 

T (8/8) 

T (7/7) 

A (12/12) 

295 

T (8/8) 

T (7/7) 

A (12/12) 

319 

T (8/8) 

T (7/7) 

A (12/12) 

349 

T (8/8) 

T (7/7) 

C (12/12) 

370 

T (8/8) 

C (7/7) 

T (12/12) 

421 

C (8/8) 

T (7/7) 

T (12/12) 

424 

T (8/8) 

T (7/7) 

C (12/12) 

427 

G (8/8) 

G (7/7) 

A (12/12) 

448 

T (8/8) 

T (7/7) 

C (12/12) 

454 

T (8/8) 

T (7/7) 

C (12/12) 

478 

T (8/8) 

G (7/7) 

A (12/12) 

481 

T (8/8) 

T (7/7) 

C (12/12) 

485 

T (8/8) 

T (7/7) 

C (12/12) 

492 

C (8/8) 

T (7/7) 

T (12/12) 

528 

T (8/8) 

T(7/7) 

C (12/12) 
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Tabela 14. Divergências  entre  as sequências concatenadas dos genes  pheS e 
hsp60 de um conjunto de amostras de referências e de origem clínica de espécies 
pertencentes  ou  relacionadas  ao  complexo  “Streptococcus  bovis/Streptococcus 
equinus” 
 
Amostra 

Tamanho 
(pb) 

Divergência entre as Sequências (%) de acordo com a espécie 

EE 

EB 

GG 

GP 

GM 

II 

IC 

L 

AL 

S. equinus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

subsp. equinus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1235
T 
(EE) 

394 + 552 

- 

2.0 

6.5 

6.3 

6.5 

6.8 

5.7 

5.8 

13.1 

SS1210 

394 + 552 

0.2 

2.3 

6.8 

6.5 

6.8 

6.5 

5.8 

5.9 

13.1 

subsp. bovis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SS 1673
T 
(EB) 

394 + 552 

2.0 

- 

7.5 

7.1 

7.6 

6.2 

5.0 

5.2 

12.1 

S. gallolyticus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

subsp. gallolyticus  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1631
T 
(GG) 

394 + 552 

6.5 

7.5 

- 

1.1 

1.1 

8.3 

6.9 

7.0 

11.9 

SS752 

394 + 552 

6.2 

7.2 

0.6 

0.7 

1.0 

8.3 

7.0 

7.0 

11.9 

SS963 

394 + 552 

6.3 

7.3 

0.6 

0.9 

1.1 

8.4 

7.1 

7.2 

12.0 

SS1643 

394 + 552 

6.2 

7.2 

0.5 

0.7 

1.0 

8.3 

7.0 

7.1 

11.8 

SS1674 

394 + 552 

6.2 

7.2 

0.5 

0.7 

1.0 

8.3 

7.0 

7.1 

11.9 

888-71 

394 + 553 

6.3 

7.1 

0.6 

0.9 

1.1 

8.4 

7.1 

7.2 

11.9 

835-88 

394 + 552 

6.3 

7.1 

1.1 

1.3 

0.9 

8.8 

7.2 

7.3 

12.2 

subsp. pasteurianus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1713
T 
(GP) 

394 + 553 

6.3 

7.1 

1.1 

- 

1.5 

8.2 

6.7 

6.9 

11.8 

SS1189 

394 + 552 

6.3 

7.1 

1.1 

0.1 

1.5 

8.2 

6.7 

6.9 

11.9 

1217-75 BII 

394 + 552 

6.3 

7.1 

1.1 

0.0 

1.5 

8.2 

6.7 

6.9 

11.8 

329-88 

394 + 552 

6.2 

7.0 

1.1 

0.0 

1.5 

8.1 

6.7 

6.8 

11.8 

3736-98 

394 + 551 

6.3 

7.1 

1.1 

0.0 

1.5 

8.2 

6.8 

6.9 

11.8 

4693-99 

394 + 551 

6.3 

7.1 

1.1 

0.0 

1.5 

8.2 

6.8 

6.9 

11.8 

4088-01 

394 + 552 

6.3 

7.1 

1.1 

0.1 

1.5 

8.2 

6.7 

6.9 

11.8 

subsp. macedonicus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1660
T 
(GM) 

394 + 552 

6.5 

7.6 

1.1 

1.5 

- 

8.8 

7.3 

7.5 

12.4 

SS1563
T
 (S. waius) 

394 + 552 

6.5 

7.6 

1.1 

1.5 

0.0 

8.8 

7.3 

7.5 

12.4 

S. infantarius 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

subsp. infantarius SS1645
T 
(II) 

394 + 552 

6.8 

6.2 

8.3 

8.2 

8.8 

- 

4.4 

4.3 

12.8 

subsp. coli 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1744
T 
(IC) 

394 + 552 

5.7 

5.0 

6.9 

6.7 

7.3 

4.4 

- 

0.2 

12.4 

SS1712
T
 (S. lutetiensis) (L) 

394 + 552 

5.8 

5.2 

7.0 

6.9 

7.5 

4.3 

0.2 

- 

12.6 

2514-95 

394 + 552 

5.7 

5.0 

6.9 

6.7 

7.3 

4.4 

0.0 

0.2 

12.4 

87-78 

394 + 552 

5.8 

5.2 

7.0 

6.9 

7.5 

4.5 

0.1 

0.3 

12.4 

1846-78 

394 + 552 

6.1 

5.4 

7.0 

6.9 

7.5 

4.6 

0.3 

0.3 

12.8 

94-79 

394 + 552 

5.9 

5.3 

6.9 

6.7 

7.3 

4.5 

0.2 

0.2 

12.7 

670-86 

394 + 552 

5.6 

4.9 

7.0 

6.9 

7.5 

4.5 

0.1 

0.3 

12.6 

2282-90 

394 + 553 

5.8 

5.2 

7.0 

6.9 

7.5 

4.5 

0.1 

0.3 

12.6 

2822-99 

394 + 552 

5.7 

5.0 

6.9 

6.7 

7.3 

4.6 

0.2 

0.4 

12.4 

4153-99 

394 + 552 

5.6 

4.9 

7.0 

6.9 

7.5 

4.5 

0.1 

0.3 

12.6 

4363-99 

394 + 552 

5.8 

5.2 

7.0 

6.9 

7.5 

4.5 

0.1 

0.3 

12.6 

4700-99 

394 + 552 

5.8 

5.2 

7.0 

6.9 

7.5 

4.4 

0.1 

0.1 

12.6 

S. alactolyticus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1707
T 
(AL) 

394 + 552 

13.1 

12.1 

11.9 

11.8 

12.4 

12.8 

12.4 

12.6 

- 

SS1282
T
 (S. intestinalis) 

394 + 552 

13.1 

12.1 

11.9 

11.8 

12.4 

12.8 

12.4 

12.6 

0.0 

SS1284 

394 + 552 

13.2 

12.2 

12.0 

11.9 

12.5 

12.9 

12.6 

12.7 

0.0 

S. salivarius SS1672
T
 

394 + 552 

15.7 

16.8 

15.6 

15.6 

15.6 

16.1 

16.4 

16.1 

19.3 

SS1644 (Farrow group 3) 

394 + 552 

22.5 

22.9 

22.8 

22.7 

22.1 

24.0 

23.2 

22.9 

23.7 
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Tabela 15. Divergências entre as sequências concatenadas dos genes hsp60, pheS e 
16SrDNAs entre 18 amostras de referência de espécies pertencentes ou relacionadas 
ao complexo “Streptococcus bovis/Streptococcus equinus” 
 
 
Amostra de Referência 

Tamanho (pb) 

Divergência entre as Sequências (%) de acordo com a espécie 

EE 

EB 

GG 

GP 

GM 

II 

IC 

L 

AL 

S. equinus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

subsp. equinus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SS1235
T
 (EE) 

394 + 552 + 1470 

- 

0.9 

3.3 

3.2 

3.4 

2.9 

2.4 

2.4 

6.9 

SS1210 

394 + 552 + 1470 

0.1 

1.0 

3.4 

3.3 

3.5 

2.8 

2.4 

2.4 

6.9 

subsp. bovis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SS 1673
T
 (EB) 

394 + 552 + 1470 

0.9 

- 

3.5 

3.5 

3.9 

2.5 

2.0 

2.0 

6.5 

S. gallolyticus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

subsp. gallolyticus  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1631
T
 (GG) 

394 + 552 + 1471 

3.3 

3.7 

- 

0.6 

1.0 

4.1 

3.5 

3.6 

6.3 

SS752 

394 + 552 + 1471 

3.2 

3.6 

0.2 

0.5 

1.0 

4.1 

3.6 

3.6 

6.2 

SS963 

394 + 552 + 1471 

3.2 

3.7 

0.2 

0.5 

1.0 

4.2 

3.6 

3.7 

6.8 

SS1643 

394 + 552 + 1471 

3.2 

3.6 

0.2 

0.5 

1.0 

4.1 

3.6 

3.6 

6.2 

subsp. pasteurianus  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SS1713
T
 (GP) 

394 + 553 + 1471 

3.2 

3.5 

0.6 

- 

1.3 

4.0 

3.4 

3.5 

6.3 

SS1189 

394 + 552 + 1471 

3.2 

3.5 

0.6 

0.0 

1.3 

4.0 

3.4 

3.5 

6.3 

subsp. macedonicus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1660
T
 (GM) 

394 + 552 + 1471 

3.4 

3.9 

1.0 

1.3 

- 

4.5 

3.8 

3.9 

6.5 

SS1563
T
 (S. waius) 

394 + 552 + 1471 

3.4 

3.9 

1.0 

1.3 

0.0 

4.5 

3.8 

3.9 

6.5 

S. infantarius 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

subsp. infantarius SS1645
T
 (II) 

394 + 552 + 1471 

2.9 

2.5 

4.1 

4.0 

4.5 

- 

1.8 

1.8 

7.0 

subsp. coli 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SS1744
T
 (IC) 

394 + 552 + 1471 

2.4 

2.0 

3.5 

3.4 

3.8 

1.8 

- 

0.1 

6.7 

SS1712
T
 (S. lutetiensis) (L) 

394 + 552 + 1471 

2.4 

2.0 

3.6 

3.5 

3.9 

1.8 

0.1 

- 

6.8 

S. alactolyticus  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SS1707
T
 (AL) 

394 + 552 + 1470 

6.9 

6.5 

6.3 

6.3 

6.5 

7.0 

6.7 

6.8 

- 

SS1282
T
 (S. intestinalis) 

394 + 552 + 1470 

6.9 

6.5 

6.3 

6.3 

6.5 

7.0 

6.7 

6.8 

0.0 

SS1284 

394 + 552 + 1470 

6.9 

6.6 

6.3 

6.3 

6.6 

7.0 

6.8 

6.8 

0.0 

S. salivarius SS1672
T
 

394 + 552 + 1470 

8.2 

8.5 

8.3 

8.3 

8.4 

8.5 

8.4 

8.3 

9.8 

EE (S. equinus equinus), EB (S. equinus bovis), GG (S. gallolyticus gallolyticus), GP (S. gallolyticus pasteurianus), GM (S. 
gallolyticus macedonicus), II (Streptococcus infantarius infantarius), IC (S. infantarius coli), L (S. lutetiensis), AL (S. alactolyticus), 
SAL (Streptococcus salivarius). (*L) Atualmente reclassificada, como S.infantarius subsp. coli 
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Figura 1. Árvore filogenética construída a partir das seqüências do gene que codifica 
o  rRNA  16S  (gene  16SrDNA  ou  gene  rrs)  das  amostras-tipo  das  espécies 
pertencentes ao complexo “Streptococcus bovis / Streptococcus equinus 
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Figura 2. Árvore filogenética construída a partir das seqüências do gene que codifica o 
rRNA  16S  (gene 16SrDNA  ou  gene rrs) das  amostras de  referência  das  espécies 
pertencentes ao complexo “Streptococcus bovis / Streptococcus equinus” 
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Figura 3. Árvore filogenética construída a partir das sequências do gene que codifica a 
subunidade   da  fenilalanil-tRNA  sintetase  (pheS)  das  amostras-tipo  pertencentes  ao 
complexo “Streptococcus bovis / Streptococcus equinus” 
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Figura  4.  Árvore  filogenética  construída  a  partir  das  sequências  do  gene  que  codifica  a 
subunidade    da  fenilalanil-tRNA  sintetase  (pheS)  das  21  amostras  de  referência  e  de  17 
amostras clínicas pertencentes ao complexo “Streptococcus bovis / Streptococcus equinus” 
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Figura 5. Árvore filogenética construída a partir das sequências do gene que codifica a 
proteína do choque térmico de 60kDa (hsp60) de amostras-tipo das espécies pertencentes ao 
complexo “Streptococcus bovis / Streptococcus equinus” 
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Figura 6. Árvore filogenética construída a partir das sequências do gene que codifica a proteína 
do choque térmico de 60kDa (hsp60) de 21 amostras de referência e de 17 amostras clínicas 
pertencentes ao complexo “Streptococcus bovis / Streptococcus equinus” 
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Figura 7. Árvore filogenética construída a partir das seqüências dos genes pheS  e 
hsp60  das  amostras-tipo  das  espécies  pertencentes  ao  complexo  “Streptococcus 
bovis / Streptococcus equinus”  
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Figura  8.  Árvore  filogenética  construída  a  partir  das sequências concatenadas  dos  genes 
pheS e hsp60 de 20 amostras de referência e 17 amostras clínicas pertencentes ao complexo 
“Streptococcus bovis / Streptococcus equinus” 
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Figura 9. Árvore  filogenética  construída a partir das  sequências concatenadas  dos 
genes pheS, hsp60 e 16SrDNA de 18 amostras de referência pertencentes ao complexo 
“Streptococcus bovis / Streptococcus equinus” 
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Discussão 
 
 
Os  microrganismos  do  complexo  “Streptococcus  bovis/Streptococcus 
equinus” fazem parte da flora intestinal de seres humanos e animais e têm um papel 
destacado como agentes etiológicos de várias infecções, tanto em animais quanto 
em  seres  humanos.  Na  microbiologia  veterinária,  esses  microrganismos  são 
responsáveis por casos de mastite bovina, septicemia em pombos, entre outros (DE 
HERDT et al., 1994; DEVRIESE et al., 1998; EUZÉBY, 2003). Em seres humanos, 
as  principais  infecções  associadas  a  esses  microrganismos  são  bacteremia  e 
endocardite,  além  de  sepse,  meningite  e  infecções  do  trato  urinário 
(KUPFERWASSER  et  al.,  1998;  HERRERO  et  al.,  2002;  GAVIN  et  al.,  2003; 
MIHAILA-AMROUCHE et al., 2004; TRIPODI et al., 2004; FERREIROS et al., 2006). 
A associação entre carcinoma de cólon e bacteremia com ou sem endocardite 
causada pelos microrganismos pertencentes ao complexo  Streptococcus bovis / 
Streptococcus  equinus foi inicialmente sugerida na década de cinqüenta e desde 
então  tem sido  constatado a  real  existência  dessa  associação (KLEIN  et  al1977, 
GUPTA A, et al 2009). Na medida em que foi despertado um maior interesse em 
relação a S. bovis, sobretudo devido a essa associação, novas metodologias foram 
sendo  introduzidas  para  o  estudo  desses  microrganismos,  constatando-se  a  sua 
complexidade.  Assim  sendo,  várias  novas  espécies  foram  descritas  em  períodos 
mais recentes e novas propostas de classificação têm surgido. A taxonomia deste 
complexo  de microrganismos tem  estado sob constante  revisão,  mas a  posição 
tanonômica de alguns integrantes ainda é controversa e a nomenclatura um pouco 
confusa. 
Baseados, principalmente, na análise  das  sequências  do gene sodA,  que 
codifica a enzima superóxido dismutase dependente do manganês, Poyart, Quesne 
& Trieu-Cuot  (2002)  propuseram  a  divisão do  complexo em  cinco  espécies.  São 
elas: S. equinus, S. gallolyticus, S. infantarius, S. lutetiensis e S. pasteurianus, não 
incluindo em sua proposta a espécie S. alactolyticus. 
Em  seguida,  outra  proposta  taxonômica  foi  sugerida  por  Schlegel  e 
colaboradores  (2003;  2004) que,  com  base  em diferentes análises,  incluindo  o 
sequenciamento do gene que codifica o rRNA 16S (gene rrs), dividiram o complexo 
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“S. bovis/S. equinus”  em  quatro  espécies.  As  principais  alterações  com  relação  a 
proposta anterior foram: (i) a divisão da espécies S. gallolyticus em três subespécies 
(S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus,  S.  gallolyticus  subsp.  pasteurianus  e  S. 
gallolyticus  subsp.  macedonicus);  (ii)  a  reclassificação  de  S.  lutetiensis  como 
membro  da  espécie  S.  infantarius  e  sua  separação  em  duas  subespécies:  S. 
infantarius  subsp.  infantarius  e  S.  infantarius  subsp.  coli  (anteriormente  S. 
lutetiensis); e (iii) inclusão de S. alactolyticus como membro do complexo. 
Embora tais propostas tenham contribuído para o  entendimento  sobre os 
microrganismos que compõem o complexo, ainda não havia um consenso sobre as 
relações taxonômicas envolvendo essas espécies. Diante disso, nosso laboratório 
iniciou um estudo com o  intuito de melhor esclarecer as posições taxonômicas 
desses  microrganismos.  Tal  trabalho  envolveu  a  análise  de  um  conjunto  de 
amostras de referência de espécies pertencentes ou relacionadas a este complexo 
por meio de uma abordagem polifásica da taxonomia, sendo proposta uma  nova 
classificação  do  complexo  “S.  bovis/S.  equinus”,  semelhante  àquela  proposta por 
Schlegel et al. (2003). A diferença foi a divisão da espécie Streptococcus equinus 
em  duas  subespécies:  S.  equinus  subsp.  equinus  e  S.  equinus  subsp.  bovis 
(TEIXEIRA et al., 2005). 
Contudo, no referido trabalho, assim como nos demais estudos taxonômicos 
já  realizados envolvendo os membros desse  complexo, foram incluídas apenas 
algumas  amostras  de  referência  e  havia  a  necessidade  de  aplicar  essas 
recomendações a amostras de origem clínica. 
Dando, então, continuidade ao estudo taxonômico iniciado por nosso grupo, 
Neves (2008) aplicou diferentes técnicas fenotípicas e genotípicas para a análise de 
amostras de origem clínica e concluiu que a análise do perfil de proteínas totais por 
SDS-PAGE mostrou ser uma técnica simples, reprodutível e bastante discriminatória 
para  a  diferenciação  das espécies  e  subespécies  pertencentes  ao  complexo  “S. 
bovis/S.  equinus”  e  pode  ser  utilizada  para  a  distinção  destes  microrganismos 
daqueles  fisiologicamente  relacionados,  como  Streptococcus  salivarius  e 
Enterococcus spp. Outra contribuição importante desse trabalho foi a elaboração de 
um  esquema  simplificado  de  caracterização  fenotípica  bastante  útil  para  a 
identificação  rotineira  das  espécies  e  subespécies  deste  complexo  de 
microrganismos. Entretanto, a ocorrência de resultados variáveis em alguns testes 
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dificultou  a  identificação  precisa  de  algumas  amostras,  havendo,  então,  a 
necessidade  de utilização de métodos adicionais, além dos testes convencionais, 
para confirmar a identificação dessas amostras em nível de espécie e subespécie. 
Desse  modo,  no  presente  trabalho  foi  analisada  uma  coleção  de  134 
amostras de origem clínica, as quais haviam sido previamente identificadas como 
pertencentes  ao  complexo  “S.  bovis/S.  equinus”.  Todas  essas  amostras  foram 
identificadas empregando testes fisiológicos convencionais e análise dos perfis de 
proteínas totais por  SDS-PAGE,  compreendendo 55 amostras de S.  gallolyticus 
subsp. gallolyticus, 52 de S. gallolyticus subsp. pasteurianus e 27 de S. infantarius 
subsp. coli. Foi também incluído, para fins comparativos, um conjunto de  amostras 
de referência, sendo 21 de espécies pertecentes ao complexo e duas de espécies 
fisiologicamente relacionadas. 
Com o intuito de definir metodologias que possam aliar rapidez e acurácia na 
identificação das amostras pertencentes a esse complexo de microrganismos, dois 
sistemas  comerciais  de  identificação  foram  avaliados  quanto  ao  potencial 
discriminatório e atualização da nomenclatura. Assim, as 23 amostras de referência 
foram submetidas à identificação com o auxílio dos sistemas API 20 Strep e Rapid 
ID 32 Strep, sendo, este último, também empregado para a identificação das 134 
amostras de origem clínica. 
A  nomenclatura  utilizada  por  ambos  os  sistemas  é  bastante  atualizada, 
seguindo recomendações mais recentes publicadas na literatura, com a exceção de 
S. equinus e S. bovis, ainda separados em duas espécies distintas. 
Com relação ao poder discriminatório do sistema comercial API 20 Strep, foi 
observado que as amostras de referência das três subespécies desse complexo de 
microrganismos  que  estão  frequentemente  associadas  a  infecções  em  seres 
humanos  tiveram  sua  identificação  correta,  com  qualificações  variando  de  “ID 
Aceitável” a “Excelente ID” e %ID entre 89,5% e 99,9%. 
É  importante  ressaltar  que,  dentre  as  amostras  acima,  as  que  tiveram 
qualificações e %ID mais baixas (“ID Aceitável” e 89,5%) pertenciam à S. infantarius 
subsp. coli. O motivo pelo qual essas amostras receberam baixas qualificações foi o 
resultado obtido no teste de hidrólise do amido (AMD), pois, segundo o banco de 
dados  do  sistema  API  20  Strep  V7.0,  93%  das  amostras  dessa  subespécie 
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hidrolisam o amido e a verificação dessa hidrólise é constatada pela alteração de cor 
de amarelo para vermelho. Em ambos os casos, as duas amostras apresentaram 
uma alteração de cor para laranja, que não é considerado positivo após as 24h de 
incubação recomendadas pelo fabricante. Se considerássemos, então, o resultado 
desse  teste  positivo,  a  qualificação  passaria  para  “Muito  Boa  ID”  e  a  %ID  para 
99,2%. 
A  única  exceção  foi  a  amostra-tipo  de  S.  gallolyticus  subsp.  pasteurianus 
(SS1713
T
), que obteve qualificação “Fraca Discriminação” e %ID de 71,8%. Isso se 
deveu ao resultado negativo observado no teste  -GUR ( -glicuronidase), uma vez 
que,  segundo  o  banco  de  dados  desse  sistema,  97%  das  amostras  dessa 
subespécie  produzem  essa  enzima.  Caso  esse  resultado  fosse  positivo,  a 
qualificação seria “Excelente ID” e a %ID 99,9%. 
Com relação à espécie S. equinus, foi constatado um bom potencial desse 
sistema em identificar a amostra  de  S.  equinus subsp. bovis. Entretanto, para S. 
equinus subsp. equinus não foi evidenciado o mesmo potencial, já que uma amostra 
apresentou  “ID  Aceitável”  com  %ID  de  85,8%  e  as  outras  duas  obtiveram 
qualificação “Boa ID” e %ID de 91%. 
Amostras  de  espécies  com  pouca  ou  nenhuma  relevância  reconhecida  na 
área de microbiologia médica, como S. gallolyticus subsp. macedonicus (n=2) e S. 
alactolyticus (n=3), foram identificadas incorretamente. 
As  amostras  SS1282
T
  (classificada  como  S.  alactolyticus)  e  SS1644
T
 
[pertencente  ao  grupo  de  homologia  3  de Farrow  e  colaboradores  (1984)]  foram 
identificadas  equivocadamente  como S.  equinus  (%ID  =  96,7%)  e  S.  gallolyticus 
subsp. gallolyticus (%ID  =  93,3%),  respectivamente,  ambas  com  qualificação  “Boa 
ID”. 
Diante  disso,  baseando-se  apenas  no  parâmetro qualificação  como  critério 
para  considerar  uma  identificação  segura,  somente  aquelas  amostras  cujas 
identificações  foram qualificadas como “Muito Boa ID” ou  “Excelente ID” seriam 
confiáveis. Desse modo, apenas quatro amostras de referência preencheriam esse 
critério.  São  elas:  SS1189  (S.  gallolyticus  subsp.  pasteurianus),  SS1631
T
  (S. 
gallolyticus  subsp.  gallolyticus),  SS1645
T
  (S.  infantarius  subsp.  infantarius)  e 
SS1673
T
 (S. equinus subsp. bovis). 
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Por outro lado, ao aplicar o parâmetro probabilidade de identificação correta 
(%ID), todas  as  amostras  pertencentes ao  complexo “S.  bovis/S.  equinus”  que 
receberam  valores    98,9%  seriam  corretamente  identificadas.  Desse  modo, 
algumas  amostras  que  obtiveram  qualificação  “Boa  ID”  também  teriam  suas 
identificações consideradas corretas, como são os casos de cinco amostras de S. 
gallolyticus subsp.  gallolyticus, aumentando  para  nove  o  número de  amostras  de 
referência com identificações consideradas corretas. 
Quando as amostras de referência foram submetidas à identificação com o 
auxílio do sistema Rapid ID 32 Strep, algumas diferenças com relação ao sistema 
API 20 Strep foram observadas. 
A identificação das amostras de S. equinus subsp. equinus foi melhor definida 
por  meio  do  sistema  Rapid  ID  32  Strep,  com  duas  amostras  apresentando 
qualificação  “Excelente  ID”  (%ID  =  99,9%) e  uma amostra  com  qualificação “Muito 
Boa ID” (%ID = 99,8%). 
Da  mesma  forma,  houve  uma  melhora  na  identificação  da  espécie  S. 
alactolyticus, pois as três amostras foram identificadas corretamente, embora uma 
tenha obtido qualificação “Perfil Duvidoso” (%ID = 87,9%). As outras duas amostras 
receberam qualificação “Muito Boa ID”  (%ID  = 99,4%)  e  “Excelente ID” (%ID  = 
99,9%). 
Por  outro lado, as duas amostras  de  S. gallolyticus subsp.  macedonicus 
continuaram a ser identificadas erradamente. No sistema API 20 Strep, ambas foram 
identificadas como Lactococcus spp. e, por sua vez, no sistema Rapid ID 32 Strep, a 
identificação fornecida foi Leuconostoc sp. Embora amostras dessa subespécie não 
sejam reconhecidas como tendo significância  em  microbiologia médica,  há  dois 
relatos na literatura descrevendo o envolvimento dessa subespécie com quadros de 
endocardite  (HERRERO  et  al.,  2002;  MALKIN  et  al.,  2008),  demonstrando  a 
necessidade  de  adequação desses sistemas para  a identificação precisa de  S. 
gallolyticus subsp. macedonicus. 
Dentre as três subespécies que estão frequentemente associadas a infecções 
em  seres  humanos,  as  amostras  das  duas  subespécies  de S.  gallolyticus  foram 
melhor  identificadas  quando  comparadas  àquelas  pertencentes  à  S.  infantarius 
subsp. coli.  Apesar  do  sistema  Rapid  ID  32  Strep  ter  fornecido  a nomenclatura 
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correta  para  118 (81,3%)  das  145 amostras  de  S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus 
(56/62),  S.  gallolyticus  subsp.  pasteurianus  (45/54)  e  S.  infantarius  subsp.  coli 
(17/29), algumas qualificações e/ou %ID não foram satisfatórias. Além disso, uma 
amostra de S. gallolyticus subsp. pasteurianus foi identificada como S. bovis com 
%ID de 90,9% e qualificação “Boa ID”. 
Aplicando,  então,  apenas  o  parâmetro  qualificação  para  considerar  uma 
identificação confiável, o mesmo critério adotado para o sistema API 20 Strep pode 
ser aplicado ao Rapid ID 32 Strep, pois  a  maior  qualificação obtida para uma 
identificação incorreta como um membro do complexo “S. bovis/S. equinus” foi “Boa 
ID”,  ou  seja,  seria  seguro  apenas  confiar  na  identificação  das  amostras  que 
obtiveram qualificações “Muito Boa ID” ou “Excelente ID”. Desse modo, 86 (59,3%) 
das 145 amostras analisadas nesse estudo, pertencentes às três subespécies de 
maior importância médica, teriam suas identificações consideradas corretas, sendo 
49 amostras de S. gallolyticus subsp. gallolyticus (79%; 49/62), 22 de S. gallolyticus 
subsp. pasteurianus (40,7%; 22/54) e 15 de S. infantarius subsp. coli (51,7%; 15/29).  
Por sua vez,  considerando a %ID como  parâmetro  determinante para uma 
identificação correta, amostras identificadas como  membros desse complexo de 
microrganismos com %ID   96,9% teriam suas identificações seguras empregando o 
sistema Rapid ID 32 Strep, uma vez que a maior %ID obtida para uma identificação 
incorreta foi de 90,9%. A partir desse critério, o número de identificações corretas 
passaria  para  115  (79,3%)  entre  as  145  amostras  de  S.  gallolyticus  subsp. 
gallolyticus (88,7%; 55/62), S. gallolyticus subsp. pasteurianus (83,3%; 45/54) e S. 
infantarius subsp. coli (51,7%; 15/29), ou seja, houve um aumento da precisão na 
identificação apenas em relação às amostras da espécie S. gallolyticus. 
Cabe ressaltar que as amostras SS752 (S. gallolyticus subsp. gallolyticus) e 
87-78  (S.  infantarius  subsp.  coli)  obtiveram  %ID  de  99,8%  e  99,6%, 
respectivamente, ambas com qualificação “Muito Boa ID”, porém foram identificadas 
como Leuconostoc sp.. Reações discrepantes nos testes  -GAR, GLYG, PUL e MEL 
levaram à identificação incorreta da amostra SS752 e, nos testes  -GAR,  -GAL, 
TRE  e  TAG,  da  amostra  87-78.  Contudo,  os  critérios  adotados  tanto  para  a 
qualificação como para a %ID não foram comprometidos, pois apesar desse sistema 
não  ter  conseguido  identificar  corretamente  essas  amostras,  o  erro  levou  à 
identificação das mesmas  como  pertencentes  à  outro gênero bacteriano.  Haveria 
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comprometimento desses critérios caso o contrário ocorresse, ou seja, se amostras 
de uma espécie ou gênero não pertencente ao complexo “S. bovis/S. equinus”, ou 
até mesmo de um membro do complexo, fossem incorretamente identificadas como 
uma  espécie  ou  subespécie  que  integra  esse  complexo  de  microrganismos  com 
qualificação “Muito Boa ID” ou “Excelente ID” e %ID   96,9%. 
 Isso chama a atenção para a possibilidade de amostras identificadas como 
Leuconostoc  sp.  com  o  auxílio  do  sistema  Rapid  ID  32  Strep,  mesmo  com 
qualificações e %ID altas, serem, na verdade, membros do complexo “S. bovis/S. 
equinus”. 
A  respeito  da  qualificação  da  identificação,  23  amostras  identificadas 
corretamente  com  %ID  de  99,9%  obtiveram  qualificação  “Perfil  duvidoso”.  Dessas 
amostras, uma pertencia à S. gallolyticus subsp. gallolyticus e as 22 restantes à S. 
gallolyticus  subsp.  pasteurianus.  A  explicação  para  tal  fato  consiste  na 
incompatibilidade  de  resultados  observados  em  alguns  testes,  de  acordo  com  o 
banco de dados do sistema Rapid ID 32 Strep V3.0. 
A amostra 3035-96 (S. gallolyticus subsp. gallolyticus) apresentou resultado 
positivo para o teste de fermentação da  sorbose (SOR) e, segundo o sistema, 
nenhuma amostra dessa subespécie fermenta esse carboidrato. 
Por sua vez, para as 22 (40,7%) das 54 amostras de S. gallolyticus subsp. 
pasteurianus que apresentaram esse perfil, não há um teste em particular que tenha 
ocasionado essa  qualificação, e  sim  um  conjunto  de  testes fornecendo  um  perfil 
variável. São eles:  -GAL,  -GAL,  -GAR,  -GUR,  -MAN,  -NAG, APPA, GLYG, 
GTA, HIP, MAN, MEL, MLZ, PAL, VP e TAG. Os perfis bioquímicos variaram em um 
a quatro testes por amostra, sendo as maiores discrepâncias associadas aos testes 
-GAR, MEL e TAG. 
Nesse contexto, nossos resultados apontam a probabilidade de identificação 
correta (%ID) como o melhor parâmetro para considerar uma identificação precisa 
em ambos os sistemas empregados nesse estudo. Assim sendo, no sistema Rapid 
ID 32 Strep, 125 (80,6%) das 155 amostras  pertencentes ao complexo “S. bovis/S. 
equinus”,  incluindo  as amostras  clínicas  (n=134)  e  de  referência  (n=21),  foram 
identificadas corretamente. Dentre as 30 (19,3%) amostras cuja identificação não foi 
considerada  correta  a  partir  do  critério  adotado, seis  eram  S.  gallolyticus  subsp. 
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gallolyticus (9,6%;  6/62),  nove  pertenciam  à  S. gallolyticus  subsp.  pasteurianus 
(16,7%; 9/54), 14 eram S. infantarius subsp. coli (48,3%; 14/29)  e  uma  era S. 
alactolyticus  (33,3%;  1/3).  Dessas,  apenas  três  eram  amostras  de  referência: 
SS1224 (S. gallolyticus subsp. gallolyticus), S1282
T
 (S. alactolyticus) e SS1713
T
 (S. 
gallolyticus subsp. pasteurianus). 
Na literatura, há vários trabalhos empregando esses sistemas miniaturizados 
para identificação de  amostras  pertencentes  ao  complexo “S.  bovis/S.  equinus” 
(TILLOTSON et  al.,  1982;  CLARRIDGE  et al.,  2001;  SCHLEGEL  et  al.,  2003). 
Entretanto, raramente são realizadas análises comparativas para avaliar a eficácia 
desses  métodos  em  discriminar  e  identificar  com  precisão  as  espécies  e 
subespécies desse complexo de microrganismos.  
Em um estudo recente, conduzido por Beck, Frodl & Funke (2008), esse tipo 
de avaliação foi realizado, embora não tenha sido comentado o critério adotado para 
considerar uma identificação correta. Ao comparar os sistemas API 20 Strep e Rapid 
ID 32 Strep para a identificação de 58 amostras de S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
(n=29), S. gallolyticus subsp. pasteurianus (n=12) e S. infantarius subsp. coli (n=17) 
isoladas  de  hemoculturas  de  pacientes  atendidos  em  hospitais  da  Alemanha,  os 
autores obervaram que todas as 29 amostras de S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
foram identificadas corretamente pelos dois sistemas. Com relação à S. gallolyticus 
subsp. pasteurianus, o sistema Rapid ID 32 Strep foi  capaz de identificar com 
precisão  todas  as  12  amostras,  enquanto  que  11  (91,7%)  foram  corretamente 
identificadas pelo sistema API 20 Strep e uma foi identificada como Streptococcus 
mutans. Por outro lado, o sistema API 20 Strep foi eficiente em identificar todas as 
17 amostras de S. infantarius subsp. coli e o Rapid ID  32  Strep  identificou 15 
(88,2%)  dessas  amostras,  sendo  as  duas  amostras  restantes  identificadas  como 
Aerococcus viridans e Leuconostoc spp.. 
Comparando  esses  dados  com  os  obtidos  no  nosso  estudo,  podemos 
destacar os seguintes aspectos: 
(i)  Em ambos os estudos, a subespécie melhor identificada foi S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus. Porém, diferentemente do observado no  trabalho  de Beck, Frodl & 
Funke  (2008),  em  que  todas  as amostras  foram  identificadas  corretamente  pelos 
dois sistemas, no presente estudo, 85,7% (6/7) e 88,7% (55/62) das amostras dessa 
subespécie foram identificadas com precisão pelos sistemas API 20 Strep e Rapid 
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ID 32 Strep, respectivamente. Vale lembrar que apenas as amostras de referência 
foram avaliadas com o auxílio do API 20 Strep. 
(ii) O sistema Rapid ID 32 Strep mostrou-se mais eficiente em identificar amostras de 
S.  gallolyticus  subsp.  pasteurianus,  uma  vez  que  o  API  20  Strep  falhou  na 
identificação  de  uma  amostra  em  cada  estudo.  Além  disso, a  taxa  de  amostras 
identificadas corretamente com o auxílio do Rapid ID 32 Strep foi de 83,3% (45/54) 
neste estudo e de 100% (12/12) no trabalho de Beck, Frodl & Funke (2008). 
(iii) Para S. infantarius subsp. coli, não houve uma concordância, pois no trabalho de 
Beck, Frodl & Funke (2008) todas as amostras foram identificadas corretamente pelo 
API 20 Strep e 88,2% (15/17) pelo Rapid ID 32 Strep. Por outro lado, no presente 
estudo,  de  acordo  com  o  critério  escolhido,  nenhuma  das  duas  amostras  de 
referência dessa subespécie tiveram suas identificações consideradas corretas pelo 
API 20 Strep e apenas 51,7% (15/29) foram identificadas corretamente pelo Rapid 
ID 32 Strep. 
(iv) De um modo geral, no presente estudo, o sistema Rapid ID 32 Strep foi mais 
eficiente  em  identificar  com  acurácia  as  amostras  pertencentes  ao  complexo  “S. 
bovis/S. equinus”, enquanto que no outro estudo acima referido, ambos os sistemas 
demonstraram eficiências similares. 
A melhor eficiência do Rapid ID 32 Strep observada neste estudo pode ser 
resultado do número maior de testes presentes nesse sistema. Entretanto, alguns 
testes  importantes  para  a  discriminação  das  espécies  e  subespécies  desse 
complexo  de  microrganismos,  como  a  hidrólise  do  amido  e  da  esculina  e  a 
fermentação da inulina, não constam nesse método. Portanto, a realização desses 
testes em paralelo aumentaria a precisão em identificar as amostras pertencentes ao 
complexo “S. bovis/S. equinus”. 
De todos os testes que constam nos métodos de caracterização fisiológica 
utilizados  para a  identificação das amostras do complexo “S. bovis/S. equinus”, 
incluindo  os  dois  sistemas  comerciais  empregados  neste  estudo  e  o  método 
convencional (em tubo) realizado por Neves (2008), apenas sete estão presentes 
em todos os esquemas. São eles:  arginina dihidrolase (ADH),  teste do PYR e 
fermentação de lactose  (LAC), manitol (MAN), rafinose  (RAF), trealose  (TRE) e 
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glicogênio  (GLYG).  Comparando  os  resultados  obtidos  em  todos  os  métodos, 
observamos que algumas reações apresentaram resultados diferentes.  
Com  relação  ao  teste  MAN,  foram  observadas  divergências  para  duas 
amostras de S. gallolyticus subsp. gallolyticus (955-72 e 1542-72BI), apresentando 
resultado positivo no teste convencional e negativo no sistema Rapid ID 32 Strep. 
Entretanto, apesar da identificação dessas duas amostras não ter sido correta no 
sistema miniaturizado, resultados variáveis para este teste são esperados para esta 
subespécie e, por isso, a falha na identificação final obtida com o emprego desse 
sistema não pode ser atribuída ao resultado desse teste em particular. 
O teste de fermentação da trealose (TRE) variou apenas para a amostra-tipo 
de S. equinus subsp. equinus (SS1235
T
), pois foi positivo no teste convencional e no 
API 20 Strep e negativo no Rapid ID 32 Strep. Entretanto, tal fato não implicou na 
identificação final obtida por esse método. 
Para o teste da lactose (LAC), duas amostras de  S.  infantarius  subsp. coli 
(4700-99  e 1099-04) apresentaram divergências. Ambas apresentaram resultado 
negativo no sistema Rapid ID 32 Strep, comprometendo assim a identificação final, 
sendo classificadas como S. equinus com %ID de 35,2% e 38,5%, respectivamente. 
Por  sua  vez,  os  testes  de  fermentação  da rafinose  (RAF)  e  do  glicogênio 
(GLYG) foram os que mais diferiram entre o método convencional e o sistema Rapid 
ID 32 Strep. 
Dezenove  amostras  apresentaram  discordâncias  no  teste  RAF,  pois  141 
amostras  foram  positivas  no  teste  convencional  e  apenas  122  no  sistema 
miniaturizado.  Entretanto, este  teste  apresenta  resultados  variáveis  para algumas 
subespécies  deste  complexo  e,  embora  tenha  apresentado  variações  na  mesma 
amostra, o resultado final não foi influenciado. 
Por fim, o teste GLYG apresentou muitas variações para S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus e S. infantarius  subsp. coli. Das 62 amostras de S. gallolyticus  subsp. 
gallolyticus, todas foram positivas no teste convencional e 57 no sistema comercial. 
As cinco amostras restantes  tiveram  qualificações  variáveis,  desde  “Muito  Boa ID 
para  o  Gênero  Enterococcus”  até  “Excelente  ID”,  indicando  que  a  variação 
observada nesse teste  não foi determinante para a identificação final.  Já para  S. 
infantarius subsp. coli, 24 amostras foram positivas no teste convencional e apenas 
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quatro no sitema miniaturizado. Todavia, para esta subespécie o teste GLYG não 
apresenta  um  grande  valor  discriminatório,  não  comprometendo  assim  a 
identificação dessas amostras. 
Todas as reações negativas nos testes MAN, TRE, LAC, RAF e GLYG que 
diferiram entre os métodos empregados foram observadas no sistema Rapid ID 32 
Strep. Isto pode ser explicado pelo curto período de incubação (4h) recomendado 
pelo fabricante para a leitura e interpretação dos testes, que provavelmente não é 
suficiente para que o microrganismo expresse a(s) enzima(s). 
Como  mencionado  anteriormente, as  relações taxonômicas  entre  membros 
deste  complexo têm sido  alvo  de  revisão  e vários  fatores limitam  a  identificação 
rápida  e  precisa  dos  membros  deste  complexo,  como,  por  exemplo,  o  grande 
número de espécies e subespécies, um número limitado de provas bioquímicas, alta 
variabilidade intra-específica e baixa reprodutibilidade de alguns testes. 
Diversos  pesquisadores  têm  utilizado,  então, diferentes  alvos moleculares, 
sobretudo as subunidades 16S e 23S do rRNA, em estudos relacionados a evolução 
e identificação de gêneros e espécies bacterianas, uma vez que o rRNA é universal, 
sendo codificado por regiões muito conservadas. Análises comparativas do rRNA 
16S revelaram que  as  suas sequências altamente  conservadas  contêm regiões 
variáveis, permitindo a diferenciação de gêneros e espécies e a determinação de 
suas relações filogenéticas e evolutivas (JAYARAO, DORÉ & OLIVER, 1992). 
Em um  estudo  prévio, Neves (2008) realizou  a  análise das sequências do 
gene que codifica o rRNA 16S (gene rrs) de um conjunto de amostras clínicas de 
espécies  pertencentes  aos  complexo  “S.  bovis/S.  equinus”  que  apresentaram 
resultados atípicos nos testes fisiológicos convencionais ou perfis de proteínas com 
divergências mais acentuadas em relação às outras amostras da mesma subespécie 
e  observou  que  todas  as  amostras,  exceto  uma,  tiveram  sua  identificação 
confirmada.  A  caracterização  fenotípica  dessa  amostra  (835-88)  levava  à  sua 
classificação como S. gallolyticus subsp. gallolyticus, embora seu perfil de proteínas, 
ainda que com muitas semelhanças aos das demais amostras dessa subespécie, 
apresentasse diferenças bem peculiares. Contudo, foi observada uma divergência 
de apenas 0,4% entre as sequências do 16SrDNA dessa amostra e da amostra-tipo 
de  S.  gallolyticus  subsp.  macedonicus,  enquanto  que  com  a  amostra-tipo  de  S. 
gallolyticus subsp. gallolyticus a diveregência foi de 0,8%. 
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No  presente estudo, as  sequências  do  gene  16SrDNA  de  20 amostras  de 
referência obtidas  previamente foram  utilizadas  para  análise  filogenética.  De  um 
modo geral, as sequências pertencentes à um táxon particular foram extremamente 
conservadas, ou seja, amostras de uma mesma subespécie apresentaram 100% de 
identidade. A  única exceção  foi a amostra  SS1702
T
  (atualmente  S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus) com divergência de 0,4% com relação às demais amostras da 
mesma subespécie. 
A  análise  dessas  sequências  permitiu  a  clara  separação  da  espécie  S. 
gallolyticus  das  outras  espécies  do  complexo.  Entretanto,  uma  alta  identidade 
(99,7%) foi observada entre as amostras de S. gallolyticus subsp. gallolyticus e de S. 
gallolyticus subsp. pasteurianus, enquanto que S. gallolyticus subsp. macedonicus  
apresentou similaridade entre 98,8% e 99,0% com as outras subespécies. Apenas 
uma  amostra  de  S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus  (SS1702
T
)  apresentou 
similaridade menor (99,5%) com S. gallolyticus subsp. pasteurianus e maior (99,4%) 
com S. gallolyticus subsp. macedonicus  . 
De acordo com a literatura, a análise da sequência do 16SrDNA é bastante 
informativa. Porém sequências muito conservadas tornam difícil a identificação de 
várias espécies. Ibrahim, Gerner-Smidt & Sjostedt (1996) demonstraram que essa 
análise tem valor limitado dentro de alguns gêneros bacterianos e sua similaridade 
determinada  entre  as  espécies  de  Streptococcus  varia  de  91%  a  99%.  Algumas 
amostras  das  espécies  Streptococcus  pneumoniae,  Streptococcus 
pseudopneumoniae,  Streptococcus  mitis  e  Streptococcus  oralis,  por  exemplo, 
apresentam uma similaridade maior que 99%. No presente estudo, as espécies S. 
equinus e S. infantarius apresentaram identidade de 99,5% a 99,9%. 
Em 2002, o “comitê ad-hoc para a reavaliação da definição de espécies em 
bacteriologia”  se reuniu e fez várias recomendações a respeito dos  critérios para 
definição de espécies à luz do desenvolvimento de novas metodologias disponíveis 
para os sistematas. Apesar de técnicas como a hibridização de DNA e a análise das 
sequências  do  16SrDNA  ainda  desempenharem  os  papéis  centrais  para  a 
determinação  das  relações  filogenéticas  entre  espécies  bacterianas,  o  comitê 
considera  a  análise  das  sequências  de  genes  codificadores  de  proteínas  uma 
técnica  promissora  para  o  desenvolvimento  deste  tipo  de  abordagem 
(STACKEBRANDT et al., 2002). 
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Ainda segundo o comitê, um mínimo de cinco genes envolvidos em processos 
metabólicos essenciais (housekeeping) devem ser avaliados para fornecer um nível 
adequado de informações filogenéticas. Alguns critérios devem ser preenchidos por 
esses genes: localização em diferentes loci no genoma, ampla distribuição entre os 
diferentes táxons e cópia única no genoma (STACKEBRANDT et al., 2002). 
Em  2003,  Zeigler  publicou uma  relação de 32  genes  que  cumpriam  esses 
requisitos, mas também sugeriu que menos de cinco genes podem ser suficientes 
para  predizer  as  relações  genômicas  com  acurácia,  igualando  ou  até  mesmo 
superando o poder da hibridização de DNA em determinar relações entre amostras 
bacterianas em nível de espécie. 
Desde  então,  a  análise  de  sequências  conservadas  em  múltiplos  loci 
(Multilocus  Sequence  Analysis,  MLSA)  tornou-se  prática  padrão  em  estudos 
envolvendo abordagens filogenéticas. 
Diante das limitações dos testes fenotípicos e da análise das sequências do 
16SrDNA, torna-se de grande importância a aplicação de novas ferramentas para o 
estudo dos diferentes táxons que compõem o complexo “S. bovis/S. equinus”, como 
por exemplo a avaliação de segmentos gênicos ainda pouco explorados quanto à 
sua  aplicabilidade  como  alvos  alternativos  para  a  discriminação  desses 
microrganismos. 
Nesse  contexto,  as  sequências  de  dois  genes  (pheS  e  hsp60)  foram 
analisadas com o intuito de avaliar o poder de discriminação e realizar uma análise 
filogenética entre essas espécies.  O gene pheS, que codifica a  subunidade   da 
fenilalanil-tRNA sintetase, uma enzima essencial para os processos de biossíntese 
celular, tem sido aplicado à identificação de novas espécies e diferenciação entre as 
já existentes, como já foi demonstrado, por exemplo, para o gênero Enterococcus 
(NASER et  al.; 2005). Por sua vez, o gene hsp60 codifica a proteína do choque 
térmico de 60kDa e também tem sido alvo de estudos envolvendo identificação e 
análises filogenéticas, como já foi demonstrado para diferentes gêneros, inclusive  
Streptococcus (GOH et al., 1996; 2000; HILL et al., 2004). 
Além  das  amostras  de  referência,  um  conjunto  de  amostras  atípicas 
identificadas no estudo realizado por Neves (2008) foi submetido à essas análises 
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como o objetivo de avaliar a acurácia desses determinantes genéticos em identificar 
essas amostras. 
As árvores filogenéticas construídas a partir das sequências dos genes pheS 
e hsp60 individualmente permitiram claramente a separação das quatro espécies do 
complexo  “S.  bovis/S.  equinus”,  inclusive  com  a  distinção  entre  S.  equinus  e  S. 
infantarius, a  qual não  é tão clara  quando da análise das sequências do  gene 
16SrDNA. 
A divergência intra-espécie observada para o gene pheS foi   2,0% e para o 
gene  hsp60    3,0%, à  exceção da  espécie S.  infantarius, cuja  divergência nas 
sequências  foi    3,6% e    5,7%  para  os  genes  pheS e  hsp60,  respectivamente. 
Esses dados demonstram  que  ambos  os  genes  apresentaram  um  maior  poder 
discriminatório quando comparados à análise das sequências do gene 16SrDNA, na 
qual a divergência intra-espécie foi   1,2%. 
Com relação às três subespécies de maior importância médica, a análise das 
sequências do  gene  pheS  permitiu  a  detecção  de 19 diferentes  nucleotídeos em 
posições  distintas entre S. infantarius  subsp. coli e  as  duas subespécies de S. 
gallolyticus. Porém, nenhuma posição de nucleotídeo foi capaz de diferenciar com 
precisão S. gallolyticus subsp. gallolyticus e S.  gallolyticus  subsp. pasteurianus. 
Apenas em uma posição houve divergência entre essas duas subespécies, embora 
essa diferença não tenha sido  observada em todas  as amostras. Na  posição  77, 
todas  as  cinco  amostras  de  S.  gallolyticus  subsp.  pasteurianus  analisadas 
apresentaram  o  nucleotídeo  (A),  enquanto  que,  entre  as  oito  amostras  de  S. 
gallolyticus  subsp.  gallolyticus,  cinco  apresentaram  o  nucleotídeo  (G)  e  três 
possuíram o mesmo nucleotídeo encontrado na outra subespécie (A). 
Por outro lado, um número bem maior de diferenças nas sequências do gene 
hsp60  foi observado entre essas três subespécies. Seis  diferentes posições de 
nucleotídeos  separaram S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus  e  S.  gallolyticus  subsp. 
pasteurianus, enquanto que 40 diferenças de nucleotídeos permitiram a distinção de 
S. infantarius subsp. coli das duas subespécies de S. gallolyticus, demonstrando um 
maior potencial discriminatório desse segmento gênico. 
Embora  tenham  apresentado um  maior  potencial para  a  discriminação  das 
espécies desse complexo de microrganismos, os segmentos gênicos pheS e hsp60 
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apresentaram uma desvantagem em relação ao  16SrDNA, já que não permitiram, 
individualmente,  diferenciar  claramente  as  três  subespécies de  S.  gallolyticus.  As 
sequências do gene pheS permitiram somente a distinção de S. gallolyticus subsp. 
macedonicus das outras duas subespécies (1,3% a 2,0% de divergência), enquanto 
que o gene hsp60 foi capaz de separar com segurança apenas S. gallolyticus subsp. 
pasteurianus (1,6% a 1,9% de divergência). 
Por  sua  vez,  a  separação  entre  S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus  e  S. 
gallolyticus subsp. pasteurianus por meio da análise das sequências do 16SrDNA foi 
possível em quatro posições de nucleotídeo, correspondendo a 0,3% de divergência. 
Além  disso,  14  diferentes  nucleotídeos  (1,0%)  distinguiram S.  gallolyticus  subsp. 
gallolyticus  de  S.  gallolyticus  subsp.  macedonicus,  bem  como  17  nucleotídeos 
(1,2%)  diferenciaram  S.  gallolyticus  subsp.  pasteurianus  de S.  gallolyticus  subsp. 
macedonicus.  
Visando  uma  abordagem mais discriminatória,  as  sequências  de  todos os 
segmentos  gênicos  explorados  nesse  estudo  foram  concatenadas.  Inicialmente, 
esse procedimento  foi realizado apenas com  as sequências dos  genes pheS e 
hsp60  e,  posteriormente,  foram incluídas  as  sequências  do 16SrDNA. Ambas  as 
análises  permitiram  uma  excelente  discriminação  entre  todas  as  espécies  e 
subespécies  que constituem o  complexo “S.  bovis/S. equinus”,  embora tenham 
apresentado características peculiares. 
A análise conjunta dos genes pheS e hsp60 das amostras de referência e de 
um subconjunto de amostras clínicas revelou, dentro da espécie S. equinus, uma 
divergência intra-subespécie   0,2% e inter-subespécies de 2,0% a 2,3%. Já em S. 
gallolyticus, embora a divergência intra-subespécie (  0,6%) tenha ficado abaixo da 
divergência  inter-subespécie  (0,7%  a  1,5%),  ela  foi  limítrofe,  o  que  pode 
comprometer a diferenciação segura entre essas subespécies, sobretudo entre S. 
gallolyticus subsp. gallolyticus e S. gallolyticus subsp. pasteurianus. 
 Quando as sequências do  16SrDNA foram adicionadas a essa análise, de 
um modo geral houve uma diminuição das divergências, porém S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus  foi  melhor  discriminado  de  S.  gallolyticus  subsp.  pasteurianus.  A 
divergência intra e inter-subespécies de S. equinus foi   0,1% e de 0,9% a 1,0%, 
respectivamente.  Em  S.  gallolyticus,  a  divergência  intra-subespécie  foi   0,2% e 
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entre as subespécies foi de 0,5% a 1,3%. Cabe ressaltar que nessa análise não foi 
incluída nenhuma amostra clínica. 
Em  ambas  as  análises  conjuntas  realizadas  nesse  estudo  (pheS+hsp60  e 
pheS+hsp60+16SrDNA),  as  amostras  de  S.  alactolyticus  não  apresentaram 
divergência significativa. 
Dois  pontos nessa abordagem filogenética mereceram  maior destaque: a 
amostra 835-88 e a espécie S. infantarius. 
No  estudo  conduzido  por  Neves  (2008),  a  amostra  835-88  foi  identificada 
fenotipicamente como S. gallolyticus subsp. gallolyticus, tanto por testes fisiológicos 
convencionais como por análise do perfil de proteínas totais, embora seu perfil de 
proteínas tenha apresentado algumas diferenças peculiares quando comparado aos 
das demais amostras dessa subespécie. Com o intuito de validar a sua identificação, 
essa amostra foi submetida à análise por sequenciamento do gene que codifica o 
rRNA  16S  e,  surpreendentemente,  a  divergência  com  a  amostra-tipo  de  S. 
gallolyticus  subsp.  gallolyticus  (1,2%)  foi  muito  superior  àquela  observada  com  a 
amostra-tipo de S. gallolyticus subsp. macedonicus (0,2%). 
No  presente  estudo,  dois  diferentes  segmentos  gênicos  também  foram 
empregados para o estudo dessa amostra e, da mesma maneira, foi observada uma 
maior  divergência com  S.  gallolyticus  subsp.  gallolyticus  quando  comparada  à S. 
gallolyticus  subsp.  macedonicus.  Para  ambos  os  genes,  a  divergência  com  S. 
gallolyticus subsp. gallolyticus foi de 1,0% e, por sua vez, com S. gallolyticus subsp. 
macedonicus a divergência entre as  sequências do gene  pheS  foi de 0,8% e do 
gene hsp60 foi de 0,9%. 
Nesse contexto, a definição da  identificação da  amostra 835-88 deve ser 
realizada por intermédio da hibridização de DNA, uma vez que essa técnica ainda é 
considerada padrão-ouro para a definição da relação entre duas amostras em nível 
de espécie. Teixeira e colaboradores (2005) observaram uma similaridade de 64% 
entre  os  genomas  das  amostras-tipo  de  S. gallolyticus  subsp.  gallolyticus e  S. 
gallolyticus subsp. macedonicus em condições ótimas de reassociação. 
Com relação à espécie S. infantarius, importantes observações puderam ser 
feitas. Por meio da análise das sequências do 16SrDNA, uma divergência de apenas 
0,2% foi observada entre as amostras de S. infantarius subsp. coli e S. infantarius 
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subsp. infantarius. Porém, a natureza conservativa dessas sequências muitas vezes 
limita  a  discriminação entre  táxons  estreitamente  relacionadas  (FOX  et  al., 1992; 
KWOK  et al.,  1999;  UEDA  et  al.,  1999).  Empregando,  então,  outras  sequências 
conservadas para o estudo desses microrganismos,  níveis  de divergência mais 
elevados  foram  observados.  Comparando  as  sequências  do  gene  pheS,  a 
divergência  entre  essas  subespécies  foi  de  2,3%  a  3,6%,  enquanto  que  essa 
divergência foi ainda maior entre as sequências do gene hsp60 (5,4% a 5,7%). 
Em  adição,  diferentes  estudos  evidenciaram  algumas  dificuldades  na 
caracterização  precisa dessas amostras  como  uma  única  espécie  por meio  da 
hibridização  de  DNA, uma vez  que  a  taxa de  reassociação  observada entre os 
genomas das amostras-tipo de S. infantarius subsp.  infantarius e S.  infantarius 
subsp. coli foi ligeiramente inferior a 70% (SCHLEGEL et al., 2003; 2004; TEIXEIRA 
et al., 2005). 
Poyart,  Quesne  &  Trieu-Cuot  (2002),  encontraram  também  resultados 
semelhantes com relação a hibridização de DNA entre essas duas subespécies,  e 
propuseram, com base na análise das sequências do gene sodA, a separação em 
duas espécies distintas, designadas S. infantarius e S. lutetiensis. 
Entretanto,  análises  filogenéticas  baseadas  na  análise  de  apenas  um 
segmento  gênico  podem  não  refletir  as  reais  relações  filogenéticas  entre  os 
microrganismos (STACKEBRANDT et al., 2002). Portanto, no presente estudo, três 
sequências  conservadas,  duas  delas  ainda  pouco  exploradas  para  o  estudo  dos 
membros do complexo “S. bovis/S. equinus”, foram avaliadas. 
A análise das sequências dos genes pheS e hsp60 permitiram a detecção de 
oito  e  16  assinaturas  genômicas,  respectivamente,  para  S.  infantarius  subsp. 
infantarius  e  S.  infantarius  subsp.  coli.  As  diferenças  entre  essas  subespécies 
observadas em todas as amostras analisadas refletiram uma divergência de 2,3% a 
3,6%  e  de  5,4%  a  5,7%  entre  as  sequências  dos  genes  pheS  e  hsp60, 
respectivamente. 
A concatenação das sequências também permitiu a clara separação entre S. 
infantarius  subsp.  infantarius  e  S.  infantarius  subsp.  coli.  Na  análise  conjunta 
pheS+hsp60, a divergência ficou entre 4,3% e 4,6% e, embora a inclusão das 
sequências do 16SrDNA tenha diminuído a divergência para 1,8%, a discriminação 
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continuou evidente, ficando ainda superior às divergências observadas dentro das 
outras espécies (  1,5%). 
A análise dos perfis de proteínas totais por SDS-PAGE, realizada em etapas 
prévias a esse estudo (TEIXEIRA et al., 2005; NEVES, 2008), mostrou que o perfil 
de  proteínas  totais  da  amostras-tipo  de  S.  infantarius  subsp.  infantarius  foi 
claramente  diferente  dos perfis  encontrados  entre  as  amostras  de S.  infantarius 
subsp.  coli,  reforçando  a  possível  separação  dessas  subespécies  em  espécies 
distintas. Entretanto, as subespécies das demais espécies do complexo também são 
distinguíveis com base em diferenças nos perfis de proteínas totais. Assim sendo, 
mais estudos se fazem necessários, sobretudo a análise de um número maior de 
amostras  pertencentes  à  S.  infantarius  subsp.  infantarius,  para  melhor  avaliar  tal 
proposta. 
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Conclusão 
Esse estudo fornece um extenso conjunto de informações sobre identificação 
e análise filogenética de uma coleção de amostras de referência e de origem clínica 
pertencentes ao complexo “Streptococcus bovis/Streptococcus equinus”, incluindo a 
avaliação  do  potencial  de  dois  sistemas  comerciais  de  identificação  e  de  três 
diferentes segmentos gênicos em discriminar esses microrganismos. 
Ambos os sistemas comerciais miniaturizados empregados nesse estudo (API 
20 Strep  e Rapid  ID 32  Strep) apresentaram falhas em identificar corretamente 
esses microrganismos. A partir do critério escolhido, o sistema Rapid ID 32 Strep 
apresentou  melhor  eficiência  para  a  identificação  das  amostras  de  referência 
pertencentes a esse complexo de microrganismos. Dentre as amostras de origem 
clínica,  duas  subespécies  de  S.  gallolyticus,  sobretudo  S.  gallolyticus  subsp. 
gallolyticus, foram melhor identificadas quando comparadas àquelas pertencentes à 
S. infantarius subsp. coli.  
Por  meio da  análise de  três  segmentos  gênicos  distintos  avaliados  nesse 
estudo, foi possível observar que as sequências das amostras pertencentes a um 
táxon  particular  foram  altamente  conservadas.  A  análise  do  16SrDNA  permitiu  a 
separação de S. alactolyticus e S. gallolyticus em clusters distintos, enquanto que S. 
equinus e S. infantarius foram agrupadas em um mesmo cluster composto por dois 
subclusters. Por outro lado, as sequências dos genes pheS e hsp60 evidenciaram 
uma  clara  distinção  entre  as  quatro  espécies  pertencentes  a  esse  complexo  de 
microrganismos,  embora  tenham  apresentado  dificuldades  em  discriminar  com 
precisão as subespécies de S. gallolyticus. 
A análise conjunta dessas sequências possibilitou, então, uma discriminação 
segura entre todas essas espécies e subespécies, demonstrando a necessidade da 
utilização  de  mais  de  uma  sequência conservada  para  discriminar  com acurácia 
microrganismos  estreitamente  relacionados, como é  o  caso  dos  que  compõem  o 
complexo “S. bovis/S. equinus”. 
Foi constatada, ainda, uma divergência ampla entre as sequências dos genes 
pheS  e  hsp60  das  amostras  de  S.  infantarius  subsp.  infantarius  e  S.  infantarius 
subsp.  coli.  Embora  as  sequências  do  gene  que  codifica  o rRNA  16S  dessas 
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subespécies indicarem uma baixa divergência, nossos achados, aliados aos dados 
de testes de  hibridização  de  DNA  e de análise  dos  perfis  de  proteínas  totais,  
apontam  para  uma  possível  separação  dessas  subespécies  em  duas  espécies 
distintas. Tal proposta, no entanto, precisa ser melhor avaliada. 
Por fim, os resultados encontrados neste estudo demonstram a aplicabilidade 
da análise das sequências gênicas investigadas para auxiliar na identificação dos 
membros  do  complexo “S. bovis/S. equinus”  e, sobretudo, para refletir as relações 
filogenéticas entre esses microganismos, e representam um importante exemplo da 
aplicabilidade dessa abordagem em taxonomia bacteriana. 
A sequências  dos genes  hsp60  e  pheS  obtidas durante a  realização do 
presente estudo serão depositadas no GenBank em futuro próximo. 
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