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RESUMO 

A  Estreptococose,  causada  pela  bactéria  Streptococcus  agalactiae,  é  uma  das 
principais causadoras de mortes e perdas econômicas em criações de tilápias do Nilo 
(Oreochromis niloticus) ao redor do mundo. Sendo assim, fazse necessário estudos 
genômicos e de patogenicidade a fim de compreender melhor o processo de infecção 
e  o  potencial  patogênico  desse  microrganismo.  A  análise  de  pangenoma  é  uma 
ferramenta  de  estudo  com  grande  potencial  para  investigar  profundamente  as 
semelhanças e diferenças dos genomas entre cepas de uma mesma espécie. Apesar 
de já terem sido publicados trabalhos acerca do pangenoma de S. agalactiae, não há 
disponível na literatura pesquisas que foquem no pangenoma de cepas isoladas de 
tilápia do Nilo. Desta forma, o objetivo desse trabalho é analisar o pangenoma de 49 
cepas  de  S.  agalactiae  isoladas  de  tilápia  do  Nilo.  Para  isso,  os  genomas  foram 
analisados pelo Kbase Preditive Biology, que utilizaram principalmente, os algoritmos 
OrthoMCL e FastTree2 para a predição de genes ortólogos e análise filogenética das 
cepas,  respectivamente. A comparação genômica mostrou que, de  forma geral, os 
genomas das 49 cepas de  S. agalactiae  são muito  conservados, mas apresentam 
diversas regiões compartilhadas e exclusivas, que garantem a diversidade genética. 
O estudo  filogenético mostrou que as cepas  foram agrupadas conforme o sorotipo 
capsular. Na análise de pangenoma foram encontradas 5154 famílias gênicas, sendo 
1277 famílias pertencentes ao genoma core e 3877 do genoma acessório. O genoma 
core apresentou, principalmente, genes relacionados a funções essenciais a células, 
como  metabolismo  de  proteínas  e  parede  celular,  enquanto  o  genoma  acessório 
exibiu  tanto  genes  essenciais  quanto  regiões  que  poderiam  oferecer  vantagem  às 
células. O estudo comparativo entre as cepas Maranhão, Recife e E8ang2 revelou a 
presença  de  importantes  genes  associados  a  virulência  no  genoma  exclusivo  da 
E8ang  e  no  genoma  compartilhado  entre  Maranhão  e  Recife.  Com  os  resultados 
obtidos, foi permitido traçar um perfil geral acerca do pangenoma do grupo estudado 
e caracterizar as regiões genômicas que compõe os genomas core e acessório, assim 
como entender o perfil  filogenético das 49 cepas. Os dados gerados evidenciam a 
importância do estudo de cepas de S. agalactiae isoladas de tilápia do Nilo e mostram 
a necessidade de estudos que aprofundem ainda mais a  caracterização genômica 
desses patógenos. 

Palavraschave:    análise  filogenética;  estreptococose;  genômica  comparativa; 
Kbase; Streptococcus do grupo B. 
 
 
 
 

 



 

 

ABSTRACT 

Streptococcosis, caused by Streptococcus agalactiae,  is one of  the main causes of 
death and economic  losses  in Nile  tilapia  (Oreochromis niloticus)  farms around  the 
world. Therefore, it is necessary genomic and pathogenicity studies to have a better 
understanding  of  the  infection  process  and  the  pathogenic  potential  of  this 
microorganism.  Pangenome  analysis  is  a  study  tool  with  great  potential  to  deeply 
analyze  the  similarities  and  differences  of  genomes  among  strains  of  the  same 
species.  Although  studies  on  the  pangenome  of  S.  agalactiae  have  already  been 
published, there are no studies available in the literature that focus on the pangenome 
of Nile tilapia isolated strains. Thus, this research aims to investigate the pangenome 
of 49 strains of S. agalactiae  isolated  from Nile  tilapia. For  that,  the genomes were 
analyzed by KBase Predictive Biology software, which used mainly the OrthoMCL and 
FastTree2  algorithms  for  orthologues  prediction  and  phylogenetic  analysis  of  the 
strains, respectively. The genomic comparison showed that, in general, the genomes 
of the 49 strains of S. agalactiae are highly conserved, but exhibit several shared and 
exclusive regions, which guarantee genetic diversity. The phylogenetic study showed 
that the strains were grouped according to the capsular serotype. In the pangenome 
analysis,  5154  gene  families  were  found,  with  1277  families  belonging  to  the  core 
genome and 3877 to the accessory genome. The core genome was composed mainly 
of genes related to essential cell functions, such as protein metabolism and cell wall, 
while the accessory genome showed both essential genes and regions that could offer 
advantages  to cells. The comparative study among Maranhão, Recife, and E8ang2 
strains revealed the presence of  important virulenceassociated genes in the E8ang 
exclusive  genome  and  in  the  shared  genome  of  Maranhão  and  Recife. With  these 
results,  it was possible to obtain a general profile of  the studied group pangenome 
and  to  characterize  the  genomic  regions  that  make  up  the  core  and  accessory 
genomes, as well as understand the phylogenetic profile of the 49 strains. These data 
show the importance of studying S. agalactiae strains isolated from Nile tilapia, besides 
showing the need for further studies that deepen the genomic characterization of these 
pathogens. 

Keywords:  phylogenetic  analysis;  streptococcosis;  comparative  genomics;  Kbase; 
Group B Streptococcus. 
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1 INTRODUÇÃO 

Streptococcus agalactiae,  também chamado de Streptococcus do grupo B, é 

um  patógeno  causador  de  altas  taxas  de  mortalidade  e  perdas  econômicas  em 

pisciculturas ao  redor do mundo, principalmente em criações de  tilápias do Nilo,  o 

peixe mais produzido no Brasil e terceiro mais produzido mundialmente (FAO, 2022; 

PEIXE BR, 2022; SUN et al., 2016). Essa bactéria já foi reportada como a causadora 

de surtos de Estreptococose em tilápias em diversos países, com sinais clínicos como 

natação  errática,  exoftalmia  e  escoliose  e  escurecimento  da  pele,  e  uma  taxa  de 

mortalidade que pode chegar a até 70% em menos de uma semana (PRADEEP et al., 

2016; ZHANG, 2021). 

A partir dos primeiros sequenciamentos de genomas de linhagens S. agalactiae 

no  começo  do milênio  (GLASER  et al.,  2002;  TETTELIN et al.,  2002),  foi  possível 

evidenciar características genômicas únicas dessa espécie bem como as diferenças 

existentes  tanto  intra  quanto  interespecíficas  dentro  do  gênero  Streptococcus 

(BROCHET  et  al.,  2006;  LEFÉBURE;  STANHOPE,  2007).  Trabalhos  prévios 

descreveram que o genoma de S. agalactiae possui diversos genes relacionados a 

virulência (BURNHAM; TYRRELL, 2003; SHABAYEK; SPELLERBERG, 2016), ilhas 

genômicas  (HERBERT  et  al.,  2005),  contém  genes  específicos  de  acordo  com  a 

linhagem, além de várias características singulares em relação ao pangenoma dessa 

espécie (GORI et al., 2020; TETTELIN et al., 2005). 

A  análise  de  pangenoma  é  uma  ferramenta  da  genômica  comparativa 

utilizada  para  compreender  o  repertório  genético  de  uma  espécie  ou  conjunto  de 

organismos.  Essa  análise  permite  definir  o  genoma  “core”,  ou  seja,  os  genes 

presentes em todos os genomas estudados, o genoma compartilhado composto por 

genes  presentes  em  vários  organismos,  mas  não  em  todos,  além  de  auxiliar  a 

visualização  de  regiões  genômicas  exclusivas  de  cada  cepa  (HILLER;  SÁLEÃO, 

2018; KIM et al., 2020). 

Estudos prévios de pangenoma de S. agalactiae  revelaram que o genoma 

core  dessa  espécie  compreende  cerca  de  80%  do  genoma  total  e  é  composto 

principalmente  de  genes  housekeeping,  aqueles  responsáveis  por  funções 

regulatórias  e  transporte  de  proteínas,  por  exemplo;  em  contrapartida,  o  genoma 

acessório,  ou  dispensável,  abrange  genes  relacionados  à  virulência,  resistência  a 

antibióticos,  elementos  móveis  e  adaptação  (TETTELIN  et  al.,  2005;  GORI  et  al.; 
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2020). Tettelin et al. (2005), ainda mostraram que o pangenoma dessa espécie pode 

ser considerado aberto, pois novos genes continuarão a serem adicionados ao pan

genoma à medida que novas cepas forem sequenciadas e adicionadas à análise. 

Apesar de toda informação disponível acerca da composição genética de S. 

agalactiae, até a presente data não há disponível na literatura estudos e análises de 

pangenoma  que  foquem  em  cepas  isoladas  de  tilápia  do  Nilo.  Considerando  o 

crescente  número  de  genomas  publicados  em  banco  de  dados  públicos  e  a 

importância dessa espécie na piscicultura, evidenciar as particularidades, diferenças 

e  semelhanças  entre  esse  grupo  poderá  trazer  novas  perspectivas  acerca  do 

processo  de  infecção  e  patogenicidade  dessas  cepas,  evolução  do  pangenoma 

dessa bactéria, além de contribuir na produção de vacinas e terapias de controle da 

Estreptococose.  

 
1.1 Objetivos 
 

1.1.1 Objetivo Geral 

Caracterizar os genomas core, compartilhado e exclusivo de 49 cepas de S. 
agalactiae  isoladas  de  surtos  de  Estreptococose  em  tilápias  do  Nilo  (Oreochromis 
niloticus). 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

  Descrever os papéis  funcionais dos genes que compõe os genomas  core e 

acessório do pangenoma. 

  Identificar a relação filogenética entre as cepas de S. agalactiae estudadas.  

  Comparar o conteúdo genômico de 3 cepas de S. agalactiae (Maranhão, Recife 

e E8ang2) isoladas recentemente e ainda não publicadas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

Na  seguinte  revisão  de  literatura,  serão  apresentados  os  principais  pontos 

acerca  da  tilápia  do  Nilo,  sua  importância,  produção  e  características,  além  de 

informações  sobre  a  bactéria  S.  agalactiae,  e  como  esse  patógeno  irá  impactar  o 

cultivo  do  peixe.  Por  fim,  será  apresentado  um  breve  texto  sobre  pangenoma  de 

bactérias patogênicas. 

 
2.1 Tilápia do Nilo na aquacultura 
 

A pesca e o cultivo de organismos aquáticos (aquicultura) têm contribuído de 

forma significativa na segurança alimentar e nutrição ao redor do mundo. Em 2020, a 

produção mundial de animais aquáticos chegou a 178 milhões de toneladas, tendo a 

aquicultura contribuído para 88 milhões de  toneladas dessa produção  (FAO, 2022; 

OLIVEIRA, 2015). Em relação ao cultivo de peixes, as três maiores espécies que se 

destacaram  na  piscicultura  foram  as  Carpas  Capim  (Ctenopharyngodon  idellus), 

Carpas  prateada  (Hypothalmichthys  molitrix)  e  as  tilápias  do  Nilo  (Oreochromis 

niloticus), sendo que as tilápias em 2020 apresentaram um cultivo de 4,4 milhões de 

toneladas, representando em torno de 2,2% da produção mundial (FAO, 2022). 

A China é o país com a maior produção de tilápia, seguida da Indonésia, Egito, 

Brasil e Tailândia. O Brasil, se destaca como o quarto maior produtor, sendo a tilápia 

do Nilo o animal aquático mais produzido no país e representando cerca de 63,5% da 

produção nacional. Entre os estados brasileiros, o Paraná apresenta a maior produção 

de tilápia do Nilo, seguido de São Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina e Mato Grosso 

do  Sul.  Além  disso,  esse  peixe  também  é  responsável  por  cerca  de  88%  das 

exportações, tendo os Estados Unidos como principal importador.  (PEIXE BR, 2022).  

A tilápia do Nilo é um peixe de água doce da família Cichlidae e representa a 

espécie  de  tilápia  mais  cultivada  ao  redor  do  mundo.  Esse  peixe  possui  diversas 

características que o fazem ser comercialmente atrativos, como rápido crescimento e 

fácil  reprodução,  alimentação  diversa  e  sobrevivência  e  adaptação  a  diferentes 

condições de cultivo (AMAL; ZAMRISAAD, 2011; ELSAYED, 2019). Além disso, é 

um peixe de carne branca com ótima textura e sabor, apresenta filés grandes,  tem 

baixo teor de gordura e pode ser consumido de várias maneiras (SENAR, 2018a). 

Na  aquicultura,  a  criação  de  tilápias  se  dá  principalmente  em  dois  tipos  de 

ambientes:  semiintensivo  e  intensivo.  O  cultivo  semiintensivo é caracterizado por 



                                                                                                                           12 
 

 

menores  produções  com  baixas  densidades  de  estocagem,  maior  controle  da 

qualidade da água e uso de alimentação natural através da fertilização dos tanques 

em adição a alimentação fornecida  (ELSAYED, 2019; ROSSATO et al, 2021). Em 

contrapartida, no cultivo intensivo o principal objetivo é a maximização da produção, 

com altas densidades  de estocagem  e uso  de alimentação  comercial  (ELSAYED, 

2019; EMBRAPA, 2009). 

Principalmente  nos  sistemas  intensivos,  o  uso  de  elevadas  densidades  de 

estocagem, diminuição da qualidade da água e manejo incorreto dos animais podem 

levar  ao  aumento  do  stress  e  provocar  lesões  nesses  peixes  deixandoos  menos 

resistentes e mais susceptíveis a doenças  (MARCUSSO; SALVADOR; MARINHO

NETO, 2017; MAULU et al., 2021). A Estreptococose, infecção causada pela bactéria 

Streptococcus agalactiae, tem sido reportada em diversos países com climas tropicais 

e  temperados,  e  tem  se  mostrado  causadora  de  altas  taxas  de  mortalidade  e 

morbidade em criações de tilápia (KLESIUS; SHOEMAKER; EVANS, 2008; ZHANG, 

2021). 

 
2.2 Streptococcus agalactiae 
 

S.  agalactiae  é  uma  bactéria  Grampositiva,  catalase  e  oxidase  negativa, 

possui um formato esférico com cerca de 0,5 a 2µm de diâmetro e pode crescer em 

pares ou cadeias curtas quando cultivada; além disso, é anaeróbia facultativa, possui 

a capacidade de fermentar ácido lático e pode ser α, β ou nãohemolítica (PHARES 

et  al.,  2008;  ZHANG,  2021).  Esse  microrganismo  também  pode  ser  chamado  de 

Streptococcus do grupo B, ou GBS, e recebeu esse nome quando foi diferenciado de 

outros  Streptococcus  pela  primeira  vez  em  1933  por  Rebecca  Lancefield,  ao  ser 

isolado  de  vacas  que  possuíam  mastite,  uma  inflamação  que  atinge  as  glândulas 

mamárias  (LANCEFIELD,  1933).  S.  agalactiae  ainda  pode  ser  dividida  em  10 

sorotipos de acordo com seu polissacarídeo capsular (CPS), sendo eles os sorotipos 

Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII, VIII e IX (DOGAN et al. 2005; SLOTVED et al. 2007).  

Em humanos, essa bactéria coloniza de forma assintomática o trato genital e 

intestinal  de ambos os  sexos;  os  primeiros  relatos  de  patogenicidade  ocorreram  a 

partir  de  1935  com  estudos  que  demonstraram  infecções  fatais  em  mulheres  no 

puerpério  (FRY,  1938;  LANCEFIELD;  HARE,  1935);  além  do  pós  parto,  infecções 

invasivas  por  GBS  também  podem  acometer  gestantes,  idosos  e  adultos  com 
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comorbidades e/ou imunocomprometidos, e as principais manifestações clínicas são 

bacteremia e infecção de tecidos moles (RAABE; SHANE, 2019; SKOFF et al., 2009). 

Em  neonatos,  S.  agalactiae  está  entre  as  principais  causadoras  de  infecções 

bacterianas devido ao contato direto com o canal vaginal da mãe durante o parto, e 

pode se manifestar como pneumonia, sepse, infecção de tecidos moles e ossos e até 

mesmo  meningite  (RAABE;  SHANE,  2019;  YAGUPSKY;  MENEGUS;  POWELL, 

1991). 

A  Estreptococose,  atinge  uma  variedade  de  animais  como,  por  exemplo, 

porcos,  roedores, cães, bovinos e peixes, estes últimos com uma maior  incidência 

(MAISANO  et  al.,  2018;  MORACH  et  al.  2018).  Em  tilápias,  a  infecção  por  S. 

agalactiae  é  um  dos  principais  causadores  de  mortes  e  prejuízos  econômicos  em 

criações desse peixe por todo o mundo (MIAN et al., 2009; YE et al., 2011).  

A  transmissão  em  tilápias  pode  ocorrer  entre  contato  direto  de  peixes 

saudáveis e doentes, por contato indireto através da água, além de haver evidências 

de transmissão vertical; a mortalidade pode chegar em até 70% em um período entre 

3  e  7  dias,  e  ocorre  principalmente  em  sistemas  de  criação  intensivos  e  com 

temperatura e oxigenação fora dos níveis recomendados (PRADEEP et al., 2016). Os 

sinais clínicos de tilápias infectadas podem variar, porém entre os mais comuns estão 

a natação errática, exoftalmia e opacidade córnea uni ou bilateral, escurecimento da 

pele,  distensão  abdominal,  escoliose,  letargia, meningite  e  inflamação ao  redor do 

coração e  rim;  também, com o agravamento da  infecção, muitos peixes podem se 

recusar a comer, causando anorexia (PRADEEP et al., 2016; ZHANG, 2021). 

 

2.2.1 Meios de controle da estreptococose em criações de tilápia 
 

Os  meios  de  prevenção  e  controle  da  Estreptococose  nas  tilápias  incluem 

desde  o  manejo  correto  e  biossegurança  na  produção,  até  o  uso  de  antibióticos, 

alimentação  suplementada,  probióticos  e  vacinação  (MAULU  et  al.,  2021).  Nos 

sistemas de criação, a água deve ser tratada e monitorada quanto a sua qualidade, 

com constante filtração, circulação, oxigenação, controle de patógenos e controle da 

temperatura; além disso, é importante isolar os peixes novos que serão introduzidos 

na  produção  para  possível  observação  de  doenças  e  sempre  retirar  dos  tanques 
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aqueles que estão mortos ou com sinais patológicos, para que não haja transmissão 

horizontal (KLESIUS; SHOEMAKER; EVANS, 2008; ZAMRISAAD et al., 2014).  

Em relação a estocagem, a quantidade de peixes deve estar de acordo com 

o tamanho do tanque utilizado, pois ao evitar o adensamento também se reduz a taxa 

de estresse e as feridas na pele causadas pelo atrito entre os animais, esses que são 

fatores  relevantes  no  aumento  da  mortalidade  por  S.  agalactiae,  além  de  outros 

patógenos.  Também,  devese  manter  uma  boa  higienização  dos  tanques  e 

equipamentos,  e  evitar  transportes  e  manuseio  dos  peixes  em  excesso  (XU; 

SHOEMAKER; KLESIUS, 2007; ZAMRISAAD et al., 2014).  

A vacinação tem se mostrado altamente eficiente na prevenção de surtos da 

doença,  induzindo  uma  grande  resposta  imune  capaz  de  gerar  uma  resistência  a 

longo  prazo à  infecção  por  S.  agalactiae  nas  tilápias  (CAIPANG;  LUCANAS;  LAY

YAG,  2014;  KLESIUS;  SHOEMAKER;  EVANS,  2008).  De  modo  geral,  as  vacinas 

através de injeção intravisceral são as mais utilizadas, produzindo uma resposta mais 

rápida  do  sistema  imunológico  e  uma  alta  produção  de  anticorpos;  porém,  essa 

técnica  exige  mãodeobra  intensiva,  habilidade  técnica,  treinamento  qualificado  e 

equipamentos  adequados,  sendo  ainda  mais  trabalhosa  quando  há  uma  grande 

quantidade de peixes (ABUELALA et al., 2019; SILVA et al., 2009). Já as vacinas por 

imersão, apresentam uma eficácia menor se comparadas com aquelas por  injeção 

intravisceral, mas sua aplicação, por não haver contato direto entre os peixes e os 

manipuladores,  reduz  significativamente  o  stress  dos  animais,  além  de  ser 

economicamente  mais  acessível  e  mais  apropriada  para  vacinação  em  massa, 

principalmente de peixes jovens e pequenos (BØGWALD; DALMO, 2019). 

 

2.3 Caracterização genômica de S. agalactiae 
 

Os  dois  primeiros  genomas  completos  sequenciados  dessa  bactéria  foram 

isolados de humanos, onde NEM316, sorotipo III, continha um genoma de 2.211.485 

pb com 2.118 genes codificadores de proteínas (GLASER et al., 2002), e a cepa 2603 

V/R, sorotipo V, possuía 2.160.267 pb e 2.175 genes codificadores (TETTELIN et al., 

2002). Ambos os genomas foram publicados em 2002, e com eles foi possível, pela 

primeira  vez,  ter uma visão da evolução e organização do material  genético da  S. 

agalactiae  e  comparálos  com  outros  genomas  já  sequenciados,  como  de 

Streptococcus pyogenes e Streptococcus pneumonie. (CHEN, 2019). Até a presente 
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data (novembro de 2022), é possível encontrar no banco de dados do National Center 

for  Biotechnology  Information  (NCBI)  1.677  publicações  de  genomas  montados  e 

anotações,  sendo  que  143  são  genomas  completos,  e  destes,  46  são  de  cepas 

isoladas de tilápia do Nilo (NCBI, [2022]). 

O tamanho e características do material genético da S. agalactiae podem variar 

de acordo com a cepa, mas de forma geral o genoma possui entre 1,8Mb e 2,2Mb, 

conteúdo CG variando de 35,3% a 35,9%, quantidade de rRNA de 18 a 21 e tRNA de 

63 a 81, cerca de 15 ilhas genômicas e várias classes de elementos genéticos móveis 

(CHEN, 2019; TETTELIN et al., 2005).  

Conhecer  a  estrutura,  diversidade  genética,  evolução  e  especificidade  das 

cepas da  S. agalactiae  é primordial  para  o desenvolvimento  de  vacinas efetivas  e 

seguras contra as doenças que essa bactéria pode causar (KANNIKA et al., 2017). A 

determinação  do  sorotipo  capsular  e  a  Multilocus  sequence  typing  (MLST)  são 

métodos de referência utilizados para investigar a relação genética e epidemiológica 

desse microrganismo (GODOY et al., 2013).  

O sorotipo capsular irá diferenciar as linhagens entre 10 sorotipos: Ia, Ib, II – 

IX,  sendo  que  cada  um  possui  uma  estrutura  diferente,  além  de  serem 

antigenicamente distintos  (BARONY et al., 2017;  JOHRI et al.,  2006); os  sorotipos 

mais comuns isolados de peixes, por exemplo, são o Ia, Ib e III (EVANS et al., 2008), 

sendo que o Ib, segundo estudo de Barony et al. (2017), é o mais encontrado no Brasil. 

Já o MLST irá diferenciar as cepas em tipos de sequência (ST  do inglês sequence 

type) a partir de fragmentos de genes housekeeping, e através de agrupamentos de 

ST  em  complexos  clonais  (CC),  as  cepas  poderão  ser  organizadas  em  linhagens 

genéticas (MAIDEN, 2006). Além disso, em decorrência do sequenciamento de nova 

geração (NGS) e avanços nas ferramentas de bioinformática, se tornou muito mais 

rápido  e  economicamente  viável  a  comparação entre  genomas de  cepas  de  GBS, 

esse  que  consegue  analisálas  e  diferenciálas  a  nível  de  nucleotídeos  (GRAD; 

LIPSITCH, 2014).   

 

2.4 Pangenoma de bactérias 
 

Os  avanços  nas  técnicas  de  sequenciamento  de  nova  geração,  nas 

ferramentas de  bioinformática  e  análises  in  silico  fizeram  com que  a  construção e 

compreensão dos genomas de microrganismos patogênicos se tornasse muito mais 
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viável e economicamente acessível, favorecendo estudos comparativos entre cepas 

da mesma espécie e até mesmo entre espécies diferentes (KIM et al., 2020). O pan

genoma, termo introduzido por Tettelin et al. (2005) em um estudo com S. agalactiae, 

pode  ser  definido  com  o  conjunto  global  de  genes  e  regiões  genômicas 

compartilhadas  por  uma  espécie  ou  grupo  de  interesse;  esse  repertório  genético 

permite, a partir do compilado e análise de uma quantidade significativa de genomas, 

definir o genoma core, acessório e exclusivo de um conjunto de indivíduos (MEDINI 

et al., 2005). 

O genoma core são famílias de genes comuns a todas as cepas estudadas, 

ou seja, são as regiões genômicas essenciais para a sobrevivência e crescimento da 

espécie;  ele  é  formado,  por  exemplo,  por  genes  relacionados  ao  metabolismo  de 

carboidratos  e  aminoácidos, obtenção  de energia,  envelope  celular  e  proteínas de 

transporte  (TETTELIN  et  al.,  2005).  Já  o  genoma  acessório  ou  compartilhado  é 

composto por aqueles genes presentes em duas ou mais cepas, mas não em todas; 

ele  pode  ser  composto  por  genes  que  conferem  vantagens  a  cepa,  como  de 

resistência  a  antibióticos  e  colonização  e  adaptação  a  diferentes  ambientes  e 

hospedeiros  (MEDINI  et  al.,  2005).  Por  fim,  temse  os  genes  exclusivos,  aqueles 

presentes  em  apenas  uma  única  cepa  (ROULI  et  al.,  2015).  Ambos  os  genomas 

acessório e exclusivo podem ser considerados dispensáveis por não apresentarem 

funções  essenciais,  mas  são  os  grandes  responsáveis  pela  diversidade  entre 

organismos (MEDINI et al., 2005). 

Um pangenoma ainda pode ser classificado como aberto ou fechado, e essa 

natureza está relacionada com o estilo de vida da espécie. Um pangenoma fechado 

é aquele onde assumese que  todo o  repertório genético do grupo estudado  já  foi 

identificado  e  que,  caso  sejam  adicionados  mais  genomas  à  análise,  não  serão 

descobertos  novos  genes  (VERNIKOS  et  al.,  2015)  Já  um  pangenoma  aberto  é 

aquele que seria necessário um número  indeterminado de genomas para definir  a 

quantidade  exata  de  genes  do  grupo  de  interesse,  ou  seja,  a  medida  que  são 

sequenciados e adicionados genomas de novas cepas, novos genes são identificados 

(ROULI et al., 2015; TETTELIN et al. 2005). De acordo com estudos prévios, a grande 

maioria das bactérias patogênicas apresentam um pangenoma aberto, e isso pode 

ser explicado pela plasticidade bacteriana, necessidade de genes de sobrevivência e 

adaptação  a  diferentes  ambientes  e  hospedeiros  e  a  capacidade  de  adquirir  DNA 
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exógeno  (HAMMOND  et  al.,  2020;  LAPIERRE;  GOGARTEN,  2009;  ROULI  et  al., 

2015). 

A  análise  de  pangenomas  de  microrganismos  patogênicos,  por  exemplo, 

permite  realizar um  levantamento da diversidade genética da espécie,  investigar a 

filogenia, desenvolvimento da patogenicidade e especialização nos diversos nichos, 

estudar o mobiloma (conjunto de elementos genéticos móveis) e resistoma (conjunto 

de genes de resistência a antibióticos), além de permitir traçar o perfil de virulência da 

bactéria estudada (CAPUTO; FOURNIER; RAOULT, 2019). Essa análise possibilita 

reclassificar  os  indivíduos  dentro  de  uma  espécie  para  além  dos  parâmetros 

tradicionais  já  utilizados,  como  sorotipo  capsular  e  MLST,  e  pode  revelar  que 

organismos  de  sorotipos  ou  tipo  de  sequência  (ST)  diferentes  podem  ser  mais 

semelhantes  do  que  aqueles  classificados  no  mesmo  grupo,  ou  o  contrário,  onde 

indivíduos da mesma classificação podem ser distintos quando comparados os seus 

genomas completos (CAPUTO et al., 2015; KIM et al., 2020). 

Outra  grande  aplicação  das  análises  de  pangenoma  está  ligada  às  áreas 

médicas  e  biotecnológicas  no  desenvolvimento  de  estratégias  terapêuticas  e 

ferramentas e informações úteis para a manipulação de genes (DORON et al., 2018; 

KAVVAS et al., 2018). Com o grande aumento de patógenos resistentes a antibióticos, 

aumento  de  surtos,  endemias  e  pandemias,  as  informações  obtidas  através  de 

estudos  de  pangenomas,  principalmente  sobre  as  regiões  genômicas  em  comum 

entre  as  cepas  estudadas  de  um  determinado  clado,  podem  ser  ferramentas 

importantes  para  o  desenvolvimento  de  vacinas  e  terapias  de  controle  para essas 

bactérias patogênicas já caracterizadas bem como emergentes (KIM et al., 2020). 

Em  S.  agalactiae,  sabese  que  o  genoma  core,  em  sua  grande  maioria,  é 

composto por genes housekeeping, aqueles que permitem a sobrevivência da célula, 

enquanto  o  genoma  dispensável  é  representado  por  elementos  móveis,  ilhas 

genômicas, fatores de virulência e genes de adaptação que podem ter sido adquiridos 

por eventos de transferência horizontal. O pangenoma de S. agalactiae é considerado 

aberto  pois  seu  tamanho  continuará  aumentando  à  medida  que  novas  cepas  são 

sequenciadas, sendo assim necessário uma quantidade indeterminada de genomas 

para definir por completo o pangenoma de S. agalactiae (GORI et al., 2020; KOIDE 

et al., 2022; TETTELIN et al., 2005). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  
 

3.1 Genomas sequenciados de S. agalactiae  
 

Para a análise de pangenoma de cepas de S. agalactiae isoladas de tilápia do 

Nilo, foram utilizados 46 genomas completos disponíveis na base de dados National 

Center for Biotechnology Information (NCBI); como critério de inclusão, adicionouse 

à  análise  apenas  aqueles  que  possuíam  nível  de  montagem  completo  e  cujo 

hospedeiro  de  isolamento  é  a  tilápia  do  Nilo.  Além  disso,  foram  incluídos  nessa 

pesquisa  os  genomas  de  três  cepas  previamente  isoladas,  caracterizadas  e 

sequenciadas pelo Laboratório de Micologia Veterinária da Universidade Estadual de 

Londrina (UEL), os quais ainda não foram publicados e seu nível de montagem está 

em  contigs.  Utilizouse  o  BVBRC  v3.28.22  (Bacterial  and  Viral  Bioinformatics 

Resource Center), uma ferramenta online de análise de genomas, para obtenção de 

alguns dados, como o conteúdo CG e o número de genes para tRNAs e rRNAS. No 

Quadro 1, estão listados os genomas utilizados e a origem de isolamento de cada um. 

 
Quadro 1  Código de acesso e origem de isolamento das 49 cepas de S. agalactiae analisadas 

nesta pesquisa  
(continua) 

Cepa  Número de acesso (GenBank  NCBI)  Origem de isolamento 
WC1535  CP016501.2  Província de Hainan, China 
TFJ0901  CP034315.1  Província de Fujian, China 
HN016  CP011325.1  Província de Hainan, China 

S73  CP030845.1  Piauí, Brasil 
SA95  CP019812.1  Alagoas Brasil 
SA97  CP019813.1  Pernambuco, Brasil 
SA132  CP019815.1  Ceará, Brasil 
SA85  CP019811.1  Alagoas, Brasil 
SA218  CP019824.1  Espírito Santo, Brasil 
SA102  CP019814.1  Pernambuco, Brasil 
SA136  CP019816.1  Ceará, Brasil 
SA75  CP019808.1  Ceará, Brasil 
SA289 CP019828.1  Ceará, Brasil 
SA256  CP019827.1  Ceará, Brasil 
SA53  CP019802.1  Ceará, Brasil 
SA245  CP019826.1  Minas Gerais, Brasil 
SA73  CP019803.1  Ceará, Brasil 
SA191  CP019819.1  Ceará, Brasil 
SA374  CP019834.1  São Paulo, Brasil 
SA375  CP019835.1  São Paulo, Brasil 
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Quadro 1  Código de acesso e origem de isolamento das 49 cepas de S. agalactiae analisadas 
nesta pesquisa  

(conclusão) 

Cepa  Número de acesso (GenBank  NCBI)  Origem de isolamento 
SA623  CP019836.1  Minas Gerais, Brasil 
SA341  CP019831.1  Minas Gerais, Brasil 
SA330  CP019829.1  São Paulo, Brasil 
SA627  CP019837.1  Minas Gerais, Brasil 
SA333  CP019830.1  Goiás, Brasil 
SA346  CP019833.1  Minas Gerais, Brasil 
SA343  CP019832.1  Minas Gerais, Brasil 
SA220  CP019825.1  São Paulo, Brasil 
SA212  CP019823.1  São Paulo, Brasil 
SA20  CP003919.2  Paraná, Brasil 
SA79  CP019809.1  Santa Catarina, Brasil 
SA5  CP019805.1  Espírito Santo, Brasil 
SA1  CP019804.1  Minas Gerais, Brasil 
SA9  CP019806.1  Espírito Santo, Brasil 

SA184  CP019818.1  Espírito Santo, Brasil 
SA16  CP019807.1  São Paulo, Brasil 
SA209  CP019822.1  São Paulo, Brasil 
SA201  CP019821.1  Espírito Santo, Brasil 
SA30  CP019800.1  São Paulo, Brasil 
SA195  CP019820.1  NI 
SA33  CP019801.1  São Paulo, Brasil 
SA159  CP019817.1  Minas Gerais, Brasil 
GX026  CP011328.1  Província de Guangxi, China 

S25  CP015976.1  Paraná, Brasil 
S13  CP018623.1  Paraná, Brasil 

138P  CP007482.1  Idaho, EUA 
Maranhão  Não Publicado  Maranhão, Brasil 

Recife  Não Publicado  Pernambuco, Brasil 
E8ang2  Não Publicado  Paraná, Brasil 

NI: não informado 
Fonte: autoria própria (2023) 

3.2 Construção e análise do pangenoma  
 

A construção do pangenoma das 49 cepas de S. agalactiae selecionadas se 

deu  através  do  software  Kbase  Predictive  Biology  (https://www.kbase.us/),  uma 

plataforma de acesso livre que reúne diversas ferramentas, programas e aplicativos 

para  análise  de  dados  biológicos.  Os  genomas  foram  adicionados  à  plataforma 

através de upload em formato FASTA ou diretamente do NCBI através do código de 

acesso. Genomas adicionados por upload foram anotados pelo programa Annotate 
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Microbial  Assembly  with  RASTtk    v1.073  (BRETTIN  T.  et  al,  2015),  que  fornece 

anotações  rápidas  usando  a  tecnologia  de  subsistemas.  Todas  as  cepas  foram 

agrupadas através do programa Batch Create GenomeSet v1.2.0. (ARKIN A. P. et al., 

2018) e a anotação do restante dos genomas foi realizada pelo programa Annotate 

Multiple Microbial Genomes with RASTtk v1.073 (BRETTIN T. et al, 2015). 

Para a predição de genes ortólogos e parálogos, o conjunto de genomas foi 

analisado  através  do  programa  Build  Pangenome  with  OrthoMCL    v2.0  (LI; 

STOECKERT; ROOS, 2003) usando o algoritmo de agrupamento de Markov. Nessa 

ferramenta, de forma geral, comparouse todas as proteínas dos genomas através do 

algoritmo BLASTp e calculouse a porcentagem de correspondência entre elas; foram 

mantidas correspondências com evalue < 1e5 e porcentagem de correspondência 

>=  50%.  Ainda  dentro  do  programa  OrthoMLC,  encontrouse  potenciais  pares 

parálogos,  ortólogos  e  coortólogos  usando  a  ferramenta  Orthomcl  Pairs.  Por  fim, 

esses pares foram classificados em grupos de acordo com a função através do Markov 

Cluster Algorithm (MCL). Grupos de interesse foram analisados através da plataforma 

online  OrthoVenn2  (https://orthovenn2.bioinfotoolkits.net/)  para  comparação  e 

visualização de clusters de genes ortólogos (Xu et al. 2019). Utilizouse o pangenoma 

gerado para produzir  uma visualização circular dos genomas através do programa 

Pangenome Circle Plot v1.6.0 (LI; STOECKERT; ROOS, 2003). Escolheuse a cepa 

WC1535 (CP016501.2) para ser o “genoma base” para o alinhamento do restante dos 

genomas, visto que este é o maior genoma do conjunto analisado. 

 

3.3 Análise filogenética e caracterização do pangenoma 
 

Na análise filogenética entre as cepas, o conjunto de genomas foi agrupado e 

analisado  no  programa  Insert  Set  of  Genomes  Into  SpeciesTree  v2.2.0  (PRICE; 

DEHAL; ARKIN, 2010) que utiliza a ferramenta FastTree2 e permite a inferência da 

filogenia pelo método de Máxima Verossimilhança através do alinhamento e análise 

de 49 genes housekeeping, esses que  incluíram genes envolvidos na estrutura de 

ribossomos,  tradução e  biogênese. Posteriormente,  o  pangenoma  foi  analisado no 

contexto  filogenético  no  Phylogenetic  Pangenome  Accumulation  v1.4.0  (LI; 

STOECKERT; ROOS, 2003).  

Para a caracterização e análise dos genomas core e acessório dos clusters de 

interesse,  utilizouse  o  programa  View  Function  Profile  for FeatureSet  v1.6.0. Este 

https://orthovenn2.bioinfotoolkits.net/
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programa utiliza da notação prévia feita através do RAST para agrupar os genes de 

acordo com seu papel  funcional na base de dados de anotações de genomas The 

SEED (https://pubseed.theseed.org/). The SEED é uma plataforma de anotação que 

propicia a análise e agrupamento de genes em subsistemas e a criação de conjuntos 

de  proteínas  que  compõem  e  possibilitam  a  tecnologia  de  anotação  automatizada 

RAST (OVERBEEK et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://pubseed.theseed.org/
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4. RESULTADOS  
 

O estudo de pangenoma de cepas de S. agalactiae, isoladas de tilápia do Nilo, 

permitiu  analisar  49  genomas  de  cepas  provenientes  do  Brasil,  China  e  Estados 

Unidos. O tamanho dos genomas variou entre 1.84 a 2.19 Mb, com conteúdo GC entre 

35,2 a 35,8% e uma média de 1.920 genes. Em relação ao sorotipo capsular, mais de 

85% dos genomas são do sorotipo Ib; além disso, vários genomas foram tipados pela 

técnica de MLST, e foram encontradas as linhagens ST7, ST927, ST260, ST552, 

ST261 e ST1525. A Tabela 1 apresenta as principais características dos genomas. 

 
Tabela 1  Principais características dos 49 genomas de S. agalactiae analisados 

(continua) 

Cepa  Sorotipo  ST*  Tamanho do 
genoma (Mb)  % CG  Genes  rRNA  tRNA 

WC1535  Ia  7  2.19  35.8  2158  21  80 

TFJ0901  Ia  NT  2.08  35.7  1981  21  80 

HN016  Ia  NT  2.06  35.7  1954  21  80 

S73  III  NT  2.06  35.4  1997  18  71 

SA95  Ib  927  1.86  35.5  1790  18  65 

SA97  Ib  927  1.86  35.5  2031  18  65 

SA132  Ib  260  1.85  35.5  1949  18  65 

SA85  Ib  927  1.85  35.5  1979  18  65 

SA218  Ib  927  1.85  35.5  1925  18  65 

SA102  Ib  927  1.85  35.5  2087  18  65 

SA136  Ib  260  1.85  35.5  1970  18  65 

SA75  Ib  260  1.85  35.5  1919  18  65 

SA289  Ib  260  1.85  35.5  1786  18  65 

SA256  Ib  260  1.85  35.5  1788  18  65 

SA53  Ib  260  1.85  35.5  1784  18  65 

SA245  Ib  260  1.85  35.5  1786  18  65 

SA73  Ib  260  1.85  35.5  1991  18  65 

SA191  Ib  260  1.85  35.5  2028  18  65 

SA374  Ib  NT  1.84  35.5  1993  18  63 

SA375  Ib  NT  1.84  35.5  1968  18  63 
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Tabela 1  Principais características dos 49 genomas de S. agalactiae 
(conclusão) 

Cepa  Sorotipo  ST*  Tamanho do 
genoma (Mb)  % CG  Genes  rRNA  tRNA 

SA623  Ib  NT  1.84  35.5  1779  18  65 

SA341  Ib  NT  1.84  35.5  1956  18  63 

SA330  Ib  NT  1.84  35.5  1949  18  63 

SA627  Ib  NT  1.84  35.5  1780  18  65 

SA333  Ib  NT  1.84  35.5  1936  18  63 

SA346  Ib  NT  1.84  35.5  1947  18  63 

SA343  Ib  NT  1.84  35.5  1936  18  63 

SA220  Ib  NT  1.84  35.5  1930  18  63 

SA212  Ib  NT  1.84  35.5  1777  18  63 

SA20  Ib  NT  1.84  35.5  1923  18  63 

SA79  Ib  NT  1.84  35.5  1779  18  63 

SA5  Ib  NT  1.84  35.5  1777  18  63 

SA1  Ib  NT  1.84  35.5  1779  18  63 

SA9  Ib  NT  1.84  35.5  1777  18  63 

SA184  Ib  NT  1.84  35.5  2006  18  63 

SA16  Ib  NT  1.84  35.5  1931  18  63 

SA209  Ib  NT  1.84  35.5  1777  18  63 

SA201  Ib  NT  1.84  35.5  1775  18  63 

SA30  Ib  NT  1.84  35.5  1971  18  63 

SA195  Ib  NT  1.84  35.5  2024  18  63 

SA33  Ib  NT  1.84  35.5  1945  18  63 

SA159  Ib  NT  1.84  35.5  2097  18  63 

GX026  Ib  261  1.84  35.5  1778  18  83 

S25  Ib  552  1.84  35.5  1782  21  76 

S13  Ib  552  1.84  35.4  1785  15  59 

138P  NI  NT  1.84  35.5  1905  16  72 

Maranhão  III  NT  2.04  35.2  2092  5  52 

Recife  III  NT  2.04  35.2  2099  5  51 

E8ang2  Ib  1525  2.08  35.3  2240  4  53 
*ST: sequence type; NT: sem ST (do inglês, non typeable); NI: não informado 

Fonte: autoria própria (2023) 
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Na análise de filogenia, o programa Set of Genomes Into SpeciesTree v2.2.0 

utilizou 49 genes housekeeping para a construção da árvore filogenética (Figura 1); 

além disso, adicionouse na análise os genomas de 5 cepas de bactérias pertencentes 

ao gênero Streptococcus como grupo externo.  

 
Figura 1  Árvore filogenética de cepas de S. agalactiae estimada pelo método de inferência de 

Máxima Verossimilhança por meio do programa Insert Genome into Species Tree (KBase) 

 
Fonte: Fonte: autoria própria (2023) 

 
 
 
 
 



                                                                                                                           25 
 

 

Na  árvore,  é  possível  observar  que  todos  os  genomas  analisados  nesta 

pesquisa  foram agrupados  junto ao genoma de Streptococcus agalactiae 2603V/R, 

uma cepa de referência desta espécie bacteriana. Também, analisouse a formação 

de dois clusters referente ao sorotipo das bactérias: o Grupo I subdividiuse em outros 

dois  clusters,  onde  um  agrupou  todas  as  cepas  do  sorotipo  III  e  o  outro  todas  do 

sorotipo Ia, enquanto o segundo cluster (Grupo II) foi composto inteiramente por cepas 

de S. agalactiae do sorotipo Ib. Neste segundo agrupamento, a cepa S. agalactiae 

E8ang2,  isolada no Paraná,  foi a única a  ficar separada do  restante das cepas do 

sorotipo Ib, sugerindose uma menor similaridade quando comparada com o restante 

das bactérias.  

Além disso, é possível observar uma tendência quanto a origem de isolamento 

e os cluster formados, mostrando que isolados de regiões brasileiras próximas estão 

mais intimamente relacionadas. Também, há uma tendência em relação ao ST; parte 

dos isolados do ST260 foram agrupados em um mesmo clado, assim como parte das 

cepas  do  ST927  e  algumas  cepas  sem  ST,  formando  clusters,  como  é  possível 

observar  na  Figura  1.  Todas  as  cepas  de  S.  agalactiae,  incluindo  o  genoma  de 

referência 2603V/R analisados compartilham um ancestral comum com a espécie S. 

pyogenes,  mostrando  maior  similaridade  com  essa  espécie  em  relação  as  outras 

espécies do gênero Streptococcus incluídas nas análises.  

No alinhamento e comparação dos 49 genomas de S. agalactiae, a visualização 

circular gerada pelo programa Pangenome Circle Plot (Figura 2), demonstrou uma alta 

taxa  de  conservação  entre  os  genomas,  bem  como  várias  regiões  ausentes  e 

compartilhadas, o que mostra a diversidade genética entre as cepas de S. agalactiae 

isoladas de tilápia do Nilo. 
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Figura 2  Visualização circular dos 49 genomas de S. agalactiae gerada pelo programa 
Pangenome Circle Plot (Kbase) 

 

Fonte: autoria própria (2023) 
 

 Através  do  programa  OrthoMCL,  de  forma  geral,  foram  localizados  90.911 

genes  codificadores  de  proteínas  nos  49  genomas,  sendo  que  destes  88.179  são 

genes ortólogos entre as cepas, que estão distribuídos em cerca de 2.430 famílias 

ortólogas. Além disso, foram identificadas em torno de 2.726 famílias exclusivas de 

cepas, sendo que a média de genes exclusivos  foi de 120 por genoma. A tabela 2 

apresenta as principais estatísticas sobre o pangenoma. 
 

Tabela 2  Tabela 2  Dados referentes ao pangenoma de 49 cepas de S. agalactiae geradas a 
partir do algoritmo OrthoMLC 

(continua) 

Genoma  Genes  Genes homólogos  Genes 
exclusivos  

Famílias 
homólogas 

WC1535  2158  1941  217  1886 

TFJ0901  1981  1908  73  1864 

HN016  1954  1891  63  1848 



                                                                                                                           27 
 

 

Tabela 2  Dados referentes ao pangenoma de 49 cepas de S. agalactiae geradas a partir do 
algoritmo OrthoMLC 

(continua) 

Genoma  Genes  Genes homólogos  Genes 
exclusivos  

Famílias 
homólogas 

S73  1997  1935  62  1911 

SA95  1790  1605  185  1577 

SA97  2031  1942  89  1864 

SA132  1949  1882  67  1824 

SA85  1979  1902  77  1840 

SA218  1925  1870  55  1820 

SA102  2087  1968  119  1893 

SA136  1970  1892  78  1833 

SA75  1919  1863  56  1814 

SA289  1786  1603  183  1577 

SA256  1788  1593  195  1567 

SA53  1784  1603  181  1577 

SA245  1786  1598  188  1573 

SA73  1991  1896  95  1837 

SA191  2028  1939  89  1870 

SA374  1993  1909  84  1851 

SA375  1968  1893  75  1838 

SA623  1779  1591  188  1567 

SA341  1956  1884  72  1830 

SA330  1949  1889  60  1834 

SA627  1780  1593  187  1569 

SA333  1936  1875  61  1826 

SA346  1947  1877  70  1829 

SA343  1936  1872  64  1825 

SA220  1930  1870  60  1822 

SA212  1777  1581  196  1557 

SA20  1923  1863  60  1817 

SA79  1779  1581  198  1557 

SA5  1777  1591  186  1567 

SA1  1779  1583  196  1560 
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Tabela 2  Dados referentes ao pangenoma de 49 cepas de S. agalactiae geradas a partir do 
algorítmo OrthoMLC 

(conclusão) 

Genoma  Genes  Genes homólogos  Genes 
exclusivos  

Famílias 
homólogas 

SA9  1777  1580  197  1556 

SA184  2006  1928  78  1863 

SA16  1931  1871  60  1822 

SA209  1777  1579  198  1555 

SA201  1775  1576  199  1553 

SA30  1971  1891  80  1834 

SA195  2024  1931  93  1863 

SA33  1945  1874  71  1821 

SA159  2097  1976  121  1896 

GX026  1778  1573  205  1556 

S25  1782  1588  194  1577 

S13  1785  1597  188  1575 

138P  1905  1797  108  1756 

Maranhão  2092  2022  70  2001 

Recife  2099  2020  79  1999 

E8ang2  2240  2093  147  2031 
Fonte: autoria própria (2023) 

 

Através  do  programa  Phylogenetic  Pangenome  Accumulation  v1.4.0, 

analisouse  o  pangenoma  em  um  contexto  evolutivo  e  obtevese  a  árvore 

filogenética, que revelou a formação de novos clusters, mas ainda mantendo o 

agrupamento de cepas do mesmo sorotipo, e a tendência acerca de origem de 

isolamento e ST (Figura 3). O cluster 5, que compreende todos os 49 genomas 

analisados nesta pesquisa, traz mais informações acerca do pangenoma desse 

grupo: foi encontrado um total de 5154 famílias gênicas, sendo que, 2726 são 

exclusivas  (52.9%),  1151  famílias  compartilhadas  (22.3%)  e  1277  famílias 

pertencentes ao genoma core (24.8%), ou seja, presente em todos os genomas 

selecionados para este estudo.  
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Figura 3  Análise filogenética baseada no pangenoma, obtida através do programa Phylogenetic Pangenome Accumulation 

 

Fonte: Autoria própria (2023) 
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A anotação dos genomas por meio do RAST permitiu analisálos quanto 

aos papéis  funcionais dos genes, segundo a base de dados The SEED. Com 

isso, para o cluster 5 observado na Figura 3, através do programa View Function 

Profile For FeatureSet, foi possível gerar um heatmap a partir papéis funcionais 

das  famílias que  integram os  três grupos que compõem o pangenoma de S. 

agalactiae: genoma core, compartilhado e exclusivo. 

Para melhor visualização, as cepas foram agrupadas conforme o sorotipo, 

e  a  origem  de  isolamento.  Entre  estes  papéis  funcionais,  incluemse,  por 

exemplo,  as  categorias  Carboidratos,  Metabolismo  do  DNA,  Regulação  e 

sinalização  celular,  Resposta  ao  Stress,  Virulência,  doença  e  defesa,  entre 

outros.  

O heatmap do genoma core (Figura 4) mostrou homogeneidade em todas 

as  categorias  funcionais,  visto  que  este  grupo  contém  as  famílias  que  são 

consenso entre os todas as cepas analisadas nesse estudo. As categorias que 

apresentaram maior número de genes foram (I) Carboidratos, nas  funções de 

glicólise  e  gliconeogênese,  (II)  Parede  celular  e  cápsula,  na  função  de 

biossíntese  de  peptidoglicano,  (III)  Cofatores,  vitaminas  e  pigmentos,  na 

biossíntese  de  folato,  e  (IV)  Metabolismo  de  proteínas,  nos  componentes 

envolvidos na subunidade menor e maior dos ribossomos. 
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Figura 4  Papéis funcionais dos genes do genoma core obtidos através da anotação dos genomas pelo RAST e pelo programa View Function 
Profile for FeatureSet 

 
1. Divisão e ciclo celular 2. Ácidos graxos, lipídios e isoprenóides 3. Metabolismo e obtenção de ferro 4. Metabolismo de compostos aromáticos 5. Metabolismo 
de nitrogênio 6. Nucleosídeos e nucleotídeos 7. Fagos, profagos, elementos transponíveis e plasmídeos 8. Metabolismo do fósforo 9. Metabolismo do potássio 
10. Regulação e sinalização celular 11. Respiração 12. Metabolismo do enxofre 

Fonte: Autoria própria (2023)



                                                                                                                           32 
 

 

Em  contrapartida,  no  heatmap  do  genoma  compartilhado  (Figura  5),  é 

possível observar a heterogeneidade característica desse grupo. Alguns papéis 

funcionais  apresentaram,  visualmente,  diferenças  significativas  na  quantidade 

de genes presentes nas cepas, como por exemplo na categoria (I) Aminoácidos 

e derivados, na função de biossíntese de metionina, categoria (II) Carboidratos, 

nas funções de fermentação ácida mista, metabolismo do glicogênio e utilização 

de lactose, galactose, maltose e maltodextrina, (III) Parede celular e cápsula, no 

metabolismo  de  ácido  siálico,  (IV)  Cofatores,  vitaminas  e  pigmentos,  na 

biossíntese de biotina,  (V) Metabolismo do DNA, em  funções envolvidas com 

CRISPRs,  (VI)  Metabolismo  e  obtenção  de  ferro,  em  funções  envolvidas  no 

metabolismo  do  ferro  e  utilização  de  heme  e  hemina,  (VII)  Nucleosídeos  e 

nucleotídeos, em conversões de purinas, e na categoria (VIII) Virulência, doença 

e  defesa,  em  funções  relacionadas  a  tolerância  a  vancomicina  e  zona 

recombinatória de S. pneumoniae.  

Por fim, no heatmap do genoma exclusivo (Figura 6) é possível analisar 

os papéis funcionais dos genes exclusivos de cada cepa e, de forma muito clara, 

observase  que  todas  as  cepas  possuem  vários  genes  relacionados  no 

metabolismo de proteínas, e em funções envolvidas na subunidade maior dos 

ribossomos. Também, percebese que os genes exclusivos estão distribuídos 

entre diversas categorias, sendo essas essenciais para a sobrevivência celular, 

como metabolismo  de  DNA,  RNA  e  proteínas, parede  celular e nucleotídeos, 

mas também em funções que podem conferir vantagens à essas bactérias, como 

virulência,  doença  e  defesa,  e  resposta  ao  stress.  Ainda  nessa  categoria,  foi 

possível constatar que cerca de 56,39% das famílias são proteínas hipotéticas, 

desconhecidas  ou  regiões  codificadoras  ainda  não  anotadas,  mostrando  que 

parte significativa do genoma exclusivo ainda é pouco caracterizado. 
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Figura 5  Papéis funcionais dos genes do genoma compartilhado obtidos através da anotação dos genomas pelo RAST e pelo programa View 
Function Profile for FeatureSet 

 
1. Divisão e ciclo celular 2. Ácidos graxos, lipídios e isoprenóides 3. Metabolismo e obtenção de ferro 4. Metabolismo de compostos aromáticos 5. Nucleosídeos 
e nucleotídeo 6. Fagos, profagos, elementos transponíveis e plasmídeos 7. Metabolismo do fósforo 8. Metabolismo do potássio 9. Metabolismo do RNA 10. 
Respiração 

Fonte: Autoria própria (2023) 
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Figura 6  Papéis funcionais dos genes do genoma exclusivo obtidos através da anotação dos genomas pelo RAST e pelo programa View Function 
Profile for FeatureSet 

 
1. Divisão e ciclo celular 2. Ácidos graxos, lipídios e isoprenóides 3. Metabolismo e obtenção de ferro 4. Fagos, profagos, elementos transponíveis e plasmídeos 
5. Metabolismo do fósforo 6. Respiração 7. Metabolismo do enxofre 

Fonte: Autoria própria (2023) 
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As 3 cepas isoladas e sequenciadas pelo laboratório de Micologia Veterinária 

(UEL),  Maranhão,  Recife  e  E8ang2,  foram  selecionadas  para  comparação  e 

visualização dos clusters ortólogos a fim de maior compreensão acerca dessas cepas 

recém isoladas e ainda não publicadas. Com a utilização da plataforma OrthoVenn2, 

obtevese  os  dados  apresentados  na  Figura  7  e  Tabela  3.  Os  três  genomas 

compartilham 1882 clusters ortólogos, sendo que destes, 1877 são clusters de gene 

de cópia única, ou seja, onde cada genoma possui apenas um gene incluso. Por outro 

lado, as cepas Maranhão, Recife e E8ang2 possuem 3, 8 e 350 proteínas em seu 

genoma  exclusivo,  respectivamente;  todos  os  genes  exclusivos  de  Maranhão  e 

Recife,  e  328  genes  da  E8ang  não  apresentaram  ortólogos,  e  as  22  proteínas 

restantes foram agrupadas em 10 clusters dentro do próprio genoma da E8ang2. Além 

disso, Maranhão e Recife compartilham entre si 201 clusters ortólogos, o que mostra 

alta similaridade entre as duas cepas.  

 

Figura 7  Diagrama de Venn mostrando os clusters compartilhados e exclusivos das cepas 
Maranhão, Recife e E8ang2, construído através da plataforma OrthoVenn2 

 

 
Fonte: Autoria própria (2023) 
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Tabela 3  Contagem de clusters e proteínas na comparação das cepas Maranhão, Recife e 
E8ang2 obtida através da plataforma OrthoVenn2 

Categoria do 
pangenoma  Cepas inclusas  Contagem 

de clusters 
Contagem de proteínas 

Total  Maranhão  Recife  E8ang2 

Core  Maranhão, Recife e 
E8ang2  1882  5653  1883  1883  1887 

Compartilhado 

Recife e E8ang2  2  4    2  2 

Maranhão e E8ang2  1  2  1    1 

Maranhão e Recife  201  411  205  206   

Exclusivo 

Maranhão  3  3  3     

Recife  8  8    8   

E8ang2  338  350      350 

TOTAL  2435  6431  2092  2099  2240 
Fonte: Autoria própria (2023) 

 

Dos  328  genes  exclusivos  da  cepa  E8ang2,  que  não  possuem  ortólogos, 

23,17% são regiões que codificam proteínas hipotéticas ou ainda não caracterizadas. 

Encontrouse,  também,  vários  genes  relacionados  a  funções  essenciais,  como 

transportadores, proteínas de membrana e enzimas. Quanto a  funções que podem 

conferir vantagem a cepa,  foram  localizados 3 genes em  tandem que codificam as 

proteínas que compõe o pili, mais especificamente proteínas da ilha genômica PI2b, 

além de dois genes para a proteína sortase; também foram encontrados vários genes 

relacionados  a  fagos,  localizados  todos  em  um  mesmo  locus,  além  de  regiões 

referentes  a  elementos  transponíveis  e  CRISPRs  espalhados  pelo  genoma.  Os 

clusters  exclusivos  da  cepa  E8ang2  também  incluem  o  gene  PbsP,  relacionado  a 

virulência, e duas regiões associadas a bacteriocinas.  

Já  nos  clusters  compartilhados  entre  Maranhão  e  Recife,  também  foram 

encontradas  várias  proteínas  hipotéticas  e  genes  housekeeping.  Assim  como  a 

E8ang2, essas duas cepas também apresentaram genes para o pili, mas codificados 

em ilhas genômicas diferentes: PI1 e PI2a. Além disso, exibiram 3 genes em tandem 

relacionados  ao  pili  do  tipo  IV,  que  codificam  uma  forma  menor  dessa  estrutura 

(pseudo pili). Foram localizados diversos genes associados a elementos transponíveis 

e cerca de 15 relacionados a fagos. As duas cepas apresentaram 5 clusters referentes 

ao  gene  bca,  proteína  Cα, e outros 3 clusters do domínio Rib,  que  podem  estar 

ligados a virulência e imunidade.  
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4 DISCUSSÃO 

S. agalactiae se tornou uma bactéria de grande interesse clínico desde que foi 

diferenciada de outros Streptococcus pela primeira vez em 1933, isolada de mastite 

bovina (LANCEFIELD, 1993). Os primeiros casos de infecções invasivas em humanos 

foram  relatados  em  torno  da  década  de  60  (EICKHOFF  et  al.  1964;  LAZARUS; 

SELLERS;  MARINE, 1965),  mesma época em que  também  foram  descritos  casos 

dessa  bactéria  em  peixes.  Nesses  animais,  os  primeiros  relatos  de  infecções 

causadas por S. agalactiae foram em Carpas douradas (ROBINSON; MEYER, 1966), 

e após isso, essa bactéria foi isolada de várias outras espécies, como trutaarcoíris, 

yellowtail, goraz e tilápia (AMAL; ZAMRISAAD, 2011). Em tilápias, essa bactéria pode 

causar altas taxas de mortalidade e perdas econômicas em pisciculturas (MAULU, S. 

et al., 2021). 

 Atualmente, dos 1.677 relatórios de montagem e anotação de genomas de S. 

agalactiae encontrados no NCBI, cerca de 90 são de cepas isoladas de tilápia do Nilo, 

incluindo genomas completos, contigs, scaffolds e cromossomos. Esse grande volume 

de  dados  é  resultado  da  diminuição  dos  custos  e  do  tempo  de  execução  dos 

sequenciamentos,  que  consequentemente,  também  permitiu  um  aumento  das 

análises  genômicas  comparativas  (GIANI  et  al.,  2020;  ROULI  et  al.,  2015).  Neste 

estudo, a comparação dos genomas de 49 cepas de S. agalactiae isoladas de tilápia 

do  Nilo,  sendo  46  genomas  completos  retirados  do  NCBI  e  3  sequenciados 

recentemente pelo Laboratório de genética e taxonomia de bactéria da UEL, permitiu 

analisar as semelhanças e diferenças das cepas  isoladas de uma mesma espécie 

hospedeira, além de ressaltar características comuns em bactérias desta espécie já 

descritas em outros trabalhos.    

Dos genomas selecionados para essa pesquisa, 89,8% são de cepas isoladas 

do Brasil e 8,1% da China; ambos estão entre os países com maior produção de tilápia 

do Nilo, onde a China ocupa o primeiro lugar e o Brasil, quarto lugar. Em ambos os 

países,  a  tilápia  possui  destaque  na  aquicultura  e  importante  contribuição  na 

economia local, como o exemplo do Brasil que faturou US$18,2 milhões em 2021 com 

as  exportações  desse  peixe  (PEIXE  BR,  2022).  Logo,  relatos  de  surtos  de 

estreptococose e isolamento de novas cepas de S. agalactiae tem sido amplamente 

descritos  nos  últimos  anos  pelos  dois  países,  além  de  contribuições  acerca  do 

desenvolvimento  de  vacinas  (LIU  et  al.,  2016;  PRETTO‐GIORDANO  et  al.,  2010), 
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caracterização da virulência e patogenicidade (MIAN et al., 2009; ZHANG et al., 2019), 

e classificação e genotipagem (GODOY et al., 2013; YE et al., 2011), por exemplo. 

 Em  relação  à  sorotipagem,  todas as  cepas,  com  exceção  de  uma  que não 

apresenta essa informação, são dos sorotipos Ia (6,12%), Ib (85,71%) ou III (6,12%). 

Estudos prévios, como de Godoy et al. (2013) e Evans et al. (2008) mostraram que os 

sorotipos  Ia  e  Ib  são  os  mais  comuns  isolados  de  peixes,  corroborando  com  os 

resultados obtidos no presente estudo, onde foi possível observar entre os genomas 

uma elevada proporção (91,83%) de isolados com estes dois sorotipos. Apesar disso, 

o  aumento  de  relatos  nos  últimos  10  anos  mostra  que  o  sorotipo  III  também  tem 

grande importância para esses animais (KAYANSAMRUAJ et al., 2019; LI et al., 2013, 

SYUHADA  et  al.,  2020).   Devido  a  isso,  a  caracterização  do  sorotipo  capsular  de 

isolados de peixes se torna imprescindível, pois pode auxiliar a compreender o padrão 

de  surtos  estreptocócicos,  como  por  exemplo,  quais  os  principais  sorotipos 

causadores  de  doenças  em  tilápias  (YE  et  al.,  2011),  e  quais  as  principais 

características patogênicas de cada sorotipo (ZHANG et al., 2018). 

A classificação das cepas conforme o sorotipo capsular foi observada na árvore 

filogenética (Figura 1), onde nela as cepas encontramse divididas em dois grupos. 

Essa tendência à subdivisão da árvore em clados foi também observada em outros 

estudos,  como  o  de  Brochet  et  al.  (2006)  e  de  Gori  et  al.  (2020),  onde  ambos 

analisaram  cepas  isoladas  tanto  de  animais  como  de  humanos.  Além  disso,  no 

presente  estudo,  o  Grupo  I  contemplou  todas  as  cepas  dos  sorotipos  Ia  e  III.  As 

unidades  de  repetição  de  polissacarídeos  desses  dois  sorotipos  são  idênticas  em 

relação a composição e estrutura, sendo diferenciadas apenas pela ligação glicosídica 

entre as unidades (CIESLEWICZ et al., 2005), podendo explicar a semelhança entre 

as cepas. 

Já em relação ao MLST, 19 genomas inclusos nessa pesquisa foram tipados 

por  esse  método,  que  é  amplamente  utilizado  para  classificação  de  cepas  de  S. 

agalactiae (JONES et al., 2003). Dos 30 genomas que não apresentaram ST, dois não 

foram submetidas ao MLST até o momento, quatro não apresentam essa informação 

na  literatura, e 24 genomas apresentam uma deleção parcial no  locus glcK,  região 

genômica que faz parte do esquema de tipagem de S. agalactiae e, por isso, não foi 

possível a realização da tipagem por MLST; esse evento de deleção foi relatado por 

Barony  et  al.  (2017)  quando  as  mesmas  24  cepas  foram  estudadas  no  contexto 

evolucionário dentro do território brasileiro.  
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Na árvore filogenética (Figura 1) é possível observar um agrupamento por ST 

onde as cepas SA53, SA75, SA289, SA256, SA245, SA136 e SA73 (ST260) fizeram 

parte  de  um  mesmo  clado,  bem  como  cepas  SA218,  SA95  e  SA85  (ST927) 

compuseram outro clado. Além disso, 17 das 24 cepas sem ST do sorotipo Ib também 

foram agrupadas em um mesmo clado. Esse mesmo padrão de agrupamento foi visto 

no estudo de Barony et al. (2017) com as mesmas cepas, estudo no qual apesar de 

ter utilizado uma metodologia baseada em wholegenome MLST (analisa uma maior 

parcela  do  genoma),  obteve  resultados  muito  semelhantes  com  os  obtidos  no 

presente estudo.  

Podese também, com a filogenia gerada, correlacionar a formação de clusters 

com a origem geográfica do isolado, principalmente para cepas brasileiras, o que pode 

ser  devido  a  proporção  de  cepas  brasileiras  em  relação  as  dos  demais  países.  A 

tendência  de  agrupamentos  foi  principalmente  nas  grandes  regiões  brasileiras: 

Nordeste, Sudeste e Sul. Por outro lado, observouse também que cepas com origens 

geográficas distintas se agruparam em um mesmo clado, como a cepa SA245 (MG) 

compartilhando  um  mesmo  ancestral  que  as  cepas  SA256,  SA289,  SA75,  SA136, 

SA73 e SA53 (CE); e a cepa SA218 (ES) que é mais semelhante as cepas SA85 e 

SA95 (AL) do que outras isoladas na região Sudeste. Como mostrado por Barony et 

al. (2017), esses achados podem ser explicados pelo deslocamento de peixes pelos 

estados brasileiros e também pela forma que a estreptococose pode ser transmitida, 

no contato direto entre peixes doentes e peixes saudáveis (PRADEEP et al., 2016).   

Com  a  visualização  circular  da  sobreposição  dos  grupos  de  genes  dos  49 

genomas alinhados em relação ao genoma de base (WC1535) (Figura 2), foi possível 

observar uma alta taxa de conservação entre as regiões genômicas. Estudos como 

de Tettlin et al. (2005) e Brochet et al. (2006) já mostraram que essa espécie possui 

um  genoma  base  ou  fundamental  (do  inglês  chromosomal  backbone)  altamente 

conservado,  intercalado  com  ilhas  genômicas  com  maiores  variações,  que  são 

responsáveis por conferir a diversidade genética entre as cepas.  

A partir do pangenoma gerado, observouse que o genoma core das cepas 

analisadas neste estudo possuí principalmente genes com papéis fundamentais para 

a  sobrevivência  e  funcionamento  celular  de  um  procarioto.  Além  destes,  foram 

amplamente encontrados genes relacionados a glicólise, gliconeogênese, biossíntese 

de peptidoglicano e as subunidades dos ribossomos.  
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Além  de  papel  funcional  relacionado  com  obtenção  de  energia  pela  célula 

(TORTORA et al., 2017), o processo de gliconeogênese mostrouse estar envolvido 

na  virulência  de  várias  bactérias  patogênicas,  como  Mycobacterium  tuberculosis 

(PUCKETT et al., 2014) e Francisella tularensis (BRISSAC et al., 2015), e inclusive 

em S. agalactiae, para o qual Liu et al. (2019) mostraram que genes relacionados a 

via do fosfato e piruvato estavam diferencialmente expressos em cepas virulentas e 

não  virulentas  de  GBS  isoladas  de  tilápias,  interferindo  no  crescimento  celular  e, 

consequentemente, na virulência das bactérias. 

Os peptidoglicanos são componentes essenciais da parede celular da maioria 

das  bactérias,  em  S.  agalactiae  essa  estrutura  está  covalentemente  ligada  ao 

antígeno de superfície B, que define essa bactéria como um Streptococcus do grupo 

B,  e  aos  polissacarídeos  capsulares,  importante  fator  de  virulência  dessa  espécie 

(CALIOT et al., 2012; DENG et al., 2000). A biossíntese do peptidoglicano é complexa, 

e envolve cerca de 20 processos que ocorrem no citoplasma,  interior e exterior da 

membrana plasmática, desde a formação dos açúcares e peptídeos que formam sua 

estrutura  até  a  montagem  na  superfície  celular,  além  de  envolverem  uma  grande 

diversidade  de  enzimas  (BARRETEAU  et  al.,  2008);  isso  pode  explicar  tanto  a 

quantidade de genes envolvidos com a biossíntese dessa estrutura, como também a 

elevada quantidade de genes envolvidos na estrutura dos ribossomos encontrados no 

genoma  core,  isso  porque  em  procariotos,  além  dos  RNAs  ribossomais,  os 

ribossomos são compostos por cerca de 52 proteínas diferentes (ZIMMERMANN et 

al., 2003).  

Por  outro  lado,  ao  analisar  os  papéis  funcionais  dos  principais  genes 

encontrados  no  genoma  compartilhado,  podese  observar  que  estes  estão  mais 

relacionados  a  características  de  vantagem  do  que  funções  essenciais  para  o 

funcionamento celular, como  já visto em outros estudos de pangenoma do gênero 

Streptococcus  (TETTELIN  et  al.,  2005;  SINHA  et  al.,  2021),  o  que  faz  com  esses 

genes  sejam  também  chamados  de  genoma  dispensável.  Temos  como  exemplo 

regiões genômicas relacionados a CRISPRs que se mostraram ausentes nas cepas 

do sorotipo Ia, enquanto estavam presentes em diferentes quantidades no restante 

das cepas estudadas. Ma et al.  (2018) e Dong et al.  (2021) mostraram que genes 

associados a CRISPRs, ao reprimirem reguladores transcricionais, podem aumentar 

a  capacidade  de  invasão,  adesão,  hemólise,  citotoxicidade  e  sobrevivência 

intracelular  de  S.  agalactiae,  além  de  aumentar  a  permeabilidade  à  barreira 
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hematoencefálica  em  animais  infectados,  sendo  importantes  regiões  genômicas 

envolvidas com a virulência dessa espécie.  

Diversos  estudos  demostraram  que  cepas  de  S.  agalactiae  isoladas  de 

diferentes  tipos  de  hospedeiros  tendem  a  apresentar  sensibilidade  ao  antibiótico 

vancomicina  (ALI  et  al.,  2010;  MIRANDA  et  al.,  2018;  PINTO  et  al.,  2013), 

corroborando  com  nossos  dados,  uma  vez  que  para  85,7%  das  cepas  analisadas 

nesse estudo tais genes de resistência estiveram ausentes. Por outro lado, todas as 

cepas  dos  sorotipos  Ia,  III  e  a  E8ang2  (Ib),  apresentaram  genes  relacionados  a 

tolerância à vancomicina. Este achado pode sugerir que a resistência a esta droga 

pode se tornar um problema epidemiológico, visto que a Vancomicina é um importante 

antibiótico usado para controle de doenças causadas por S. agalactiae, além de que 

evidencia a propriedade bacteriana de transferência horizontal de genes que podem 

conferir vantagens a célula (RICHARDS et al., 2011).  

Quando observado os dados estatísticos gerados pela análise do pangenoma 

do grupo estudado, observouse que estes possuem 2.726 famílias exclusivas. Uma 

família exclusiva é aquela onde apenas um genoma possui genes incluídos e, cada 

família, pode possuir um ou mais genes. A quantidade média de genes exclusivos de 

cepa foi de 120, onde o menor número foi encontrado na cepa SA218, com 55 genes, 

e o maior na cepa WC1535, que contém 217 genes exclusivos. Esses números estão 

muito acima daqueles reportados por outros estudos de pangenoma de S. agalactiae, 

como de Tettelin et  al.  (2005), mas pode ser explicado pela diferente metodologia 

empregada  para  analisar  os  genomas  e  até  mesmo  a  quantidade  de  genomas 

adicionados à análise. Também, vale destacar que o estudo de Tettelin et al. (2005) 

foi o pioneiro desse modelo de análise de genômica comparativa, além de ter sido 

publicado há quase 20 anos com programas e algoritmos que  funcionavam para a 

pequena quantidade de dados disponíveis no período. 

Nesse primeiro estudo de 2005 foram analisados 8 genomas de S. agalactiae 

para investigação do pangenoma e, através de modelos matemáticos baseados em 

seus  achados,  concluíram  que  cerca  de  33  novos  genes  seriam  identificados  e 

adicionados  à  análise  à  medida  que  uma  nova  cepa  dessa  bactéria  fosse 

sequenciada, ou seja, que cada cepa teria em torno de 33 genes exclusivos. Esse 

resultado  trouxe  pela  primeira  vez,  para  essa  espécie,  o  conceito  de  pangenoma 

aberto. Em contrapartida, na presente pesquisa a média de genes exclusivos foi de 

120 para cada novo genoma. O algoritmo OrthoMCL (LI et al., 2003), utilizado para 
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identificação das famílias ortólogas e cálculos do pangenoma, comparou os genomas 

através  de  uma  estratégia  baseada  no  BLASTp,  onde  todas  as  proteínas  são 

comparadas contra todas (do inglês allagainstall) para identificação de ortólogos e 

parálogos recentes, que em seguida são segregados através do algoritmo de Markov 

Cluster.  É  importante  ressaltar  que  essa  comparação  de  proteínas,  mais 

especificamente a semelhança entre elas, deriva de um  pvalue que se baseia na 

semelhança  e  comprimento  das  sequências  alinhadas, então,  se  duas  sequências 

com a mesma função forem alinhadas, mas uma delas apresentar uma deleção em 

uma região, por exemplo, elas podem ser consideradas diferentes uma da outra por 

não atingirem os valores limites que as consideram ortólogas.  

É  por  essa  razão  que  os  resultados  se  mostram  muito  diferentes  quando 

comparados com outros estudos de pangenoma. Por exemplo, o gene que codifica a 

proteína L24p da subunidade maior do ribossomo aparece não somente no genoma 

core, mas como um gene exclusivo em 6 outras cepas que, devido a diferenças nas 

sequências, não atingiram o pvalue e por isso foram considerados parte do genoma 

exclusivo. Essa mesma situação aconteceu com outras proteínas do ribossomo, como 

a L33p, L34p e L36p, que apareceram tanto no genoma core quanto no exclusivo e, 

neste caso, explicam a elevada quantidade de genes relacionados a ribossomos no 

genoma específico de cepa (Figura 6). 

Essa  limitação  no  algoritmo  OrthoMCL  também  impactou  no  tamanho  do 

genoma core, que seria em torno de 1277 famílias, e em sua análise, visto que várias 

famílias  encontradas  no  genoma  acessório  também  fazem  parte  do  core,  o  que 

necessitaria  de  análise  individual  de  todos  os  genes  inclusos  nos  genomas 

compartilhado e exclusivo.  Além disso, o programa traz o tamanho desse genoma em 

famílias, que podem conter um ou mais genes, o que torna difícil a comparação com 

outros trabalhos, como o de Tettelin et al. (2005), que mostrou que o genoma core 

dessa espécie possui em torno de 1.800 genes, e de Gori et al. (2020) que apresenta 

o valor de 1.374 genes como representantes desse genoma compartilhado por todos 

os membros da análise. 

O  algoritmo  OrthoMCL,  ainda  que  tenha  mostrado  essa  limitação  no 

agrupamento  de  proteínas,  é  uma  ferramenta  que  tem  sido  amplamente  utilizada 

desde o seu desenvolvimento no início do milênio até os dias atuais, a qual já foi citada 

por mais de 4.050 trabalhos até a presente data (fevereiro de 2023) segundo a base 
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de  dados  Web  of  Science  Clarivate  Analytics™  

(https://clarivate.com/webofsciencegroup/solutions/webofscience/). 

É  fundamental  destacar  que  cerca  de  56%  das  famílias  consideradas 

exclusivas  compreendem  genes  que  codificam  proteínas  hipotéticas,  regiões 

codificadoras  ainda  não  anotadas  ou  com  pouco  conhecimento  acerca  da  função, 

mostrando que parte do pangenoma dessa espécie ainda é desconhecido ou pouco 

estudado,  e  pode  conter  características  importantes.  Tais  dados  estão  em 

conformidade com os encontrados na  literatura: Sinha et al.  (2021),  investigando o 

pangenoma de Streptococcus intermedius, também verificaram que 55,6% dos genes 

do  genoma  exclusivo  não  estavam  descritos  na  base  de  dados  Clusters  of 

Orthologous Groups (COG) e consequentemente tinham função desconhecida, assim 

como  Tettelin  et  al.  (2005),  que  concluíram  que  cerca  de  um  terço  dos  genes  do 

genoma acessório das cepas S. agalactiae de seu estudo codificavam proteínas de 

função hipotética. 

Além disso, apesar das cepas terem sido agrupadas de acordo com o sorotipo 

nas análises filogenéticas, tanto na inferência por Máxima Verossimilhança (Figura 1) 

quanto  na  árvore  baseada  no  pangenoma  (Figura  3),  não  foi  possível  observar 

tendências  quanto  a  esta  classificação  na  distribuição  dos  papéis  funcionais  das 

famílias  do  genoma  acessório,  mostrando  que  o  sorotipo  capsular  não  reflete  na 

diversidade  genética  dessa  espécie,  resultado  que  também  foi  demonstrado  por 

Tettelin et al. (2005). 

A  análise  comparativa  das  3  cepas  isoladas  pelo  laboratório  de  Micologia 

Veterinária  (UEL)  revelou  importantes  características  genômicas  que  diferenciam 

essas 3 bactérias. A presença de genes que codificam o pili foi observada em todos 

os  genomas,  com  a  diferença  de  que  Maranhão  e  Recife  possuem  regiões  que 

codificam o pili do tipo PI1 e PI2a, além de genes do pseudo pili, enquanto E8ang 

codifica apenas o pili do tipo PI2b. Genes dessa estrutura podem estar localizados 

dentro de duas diferentes ilhas genômicas, PI1 e PI2, sendo que a segunda ilha pode 

ter duas variantes: PI2a e PI2b; segundo Xia et al. (2015), o tipo PI2a é vastamente 

encontrado  em  cepas  de  diversos  sorotipos,  enquanto  o  PI2b  é  restrito  a  poucos 

isolados  clínicos  dessa  espécie.  De  forma  geral,  o  pili  é  um  importante  fator  de 

virulência relacionado ao aumento da adesão,  translocação e  formação de biofilme 

(SHABAYEK;  SPELLERBERG,  2018),  mas  vários  estudos  já  mostraram 

características distintas acerca de cada variante dessa estrutura. Por exemplo, Jiang 
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et  al.  (2012)  mostrou  que  o  PI1  tem  papel  importante  na  evasão  do  sistema 

imunológico  inato do hospedeiro, mas que possui pouca contribuição na adesão à 

tecidos. Já o PI2a se mostrou amplamente envolvido na aderência e  formação de 

biofilme  (RINAUDO  et  al.,  2010),  enquanto  reportouse  que  o  PI2b  aumentou  a 

sobrevivência  das  células  em  macrófagos  (CHATTOPADHYAY  et  al.,  2011)  e 

promoveu maior taxa de invasão nas células do hospedeiro (LAZZARIN et al., 2017). 

Visto que as cepas analisadas possuem diferentes  tipos de pili, essa característica 

pode  fazer  com  que  Maranhão  e  Recife  tenham  mecanismos  de  invasão  distintos 

quando comparadas a E8ang2, interferindo na patogenicidade das 3 cepas.  

Ainda em relação a patogenicidade, diferentes genes relacionados a virulência 

foram encontrados nos genes exclusivos da E8ang e nos genes compartilhados de 

Maranhão  e  Recife.  O  gene  PbsP,  que  codifica  a  proteína  de  ligação  ao 

plasminogênio,  está  incluso  nos  genes  exclusivos  da  E8ang2;  essa  proteína  de 

adesão tem papel importante na patogenicidade de S. agalactiae e pode aumentar a 

capacidade  de  invasão  e  colonização  de  células  do  hospedeiro  ao  ligarse  ao 

plasminogênio (BUSCETTA et al., 2016). Já a bacteriocina, também encontrada nessa 

cepa, é um tipo de peptídeo antimicrobiano que, ao reprimir o crescimento de outras 

espécies bacterianas, pode  favorecer a  infecção e crescimento do patógeno que a 

produziu  (VOGEL;  SPELLERBERG,  2021);  esse  tipo  de  toxina  não  é  comumente 

encontrado em cepas de S. agalactiae, além de haver poucos relatos na literatura de 

caracterização  de  bacteriocinas  encontradas  nessa  espécie  (WESCOMBE;  TAGG, 

2003; VIDAL AMARAL et al., 2022).  

Entre os fatores de virulência compartilhados pela Maranhão e Recife, podese 

citar o gene bca e o domínio Rib, ambos codificando produtos que fazem parte do 

grupo  de  proteínas  do  tipoalpha  (do  inglês  alphalike  proteins),  amplamente 

encontradas  em  cepas  de  S.  agalactiae.  Proteínas  tipoalpha  ficam  localizadas  na 

superfície da célula e possuem domínios com alta similaridade, o que faz que com 

sejam  grandes  candidatas  no  desenvolvimento  de  vacinas  (GABRIELSEN  et  al., 

2017).  As  proteínas  do  tipoalpha  podem  estar  relacionadas  com  o  aumento  da 

virulência,  já que funcionam como adesinas, e por  isso podem facilitar a  invasão e 

colonização no hospedeiro (BARON et al., 2007). 

A  diferente  composição  dos  genes  exclusivos  da  cepa  E8ang2  e  daqueles 

compartilhados entre Maranhão e Recife podem conferir vantagens distintas à essas 

linhagens,  e  consequentemente,  podem  interferir  na  patogenicidade,  visto  que  em 
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estudos prévios [dados não publicados] as 3 cepas mostraram sinais clínicos e taxas 

de mortalidade muito diferentes quando foram inoculadas em tilápias do Nilo. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  
 

O estudo do pangenoma de 49 cepas de S. agalactiae isoladas de tilápia do 

Nilo  permitiu  fazer  uma  análise  comparativa  preliminar  e  geral  das  principais 

características em relação a esse grupo de bactérias. Foi possível confirmar aspectos 

já consolidados sobre o pangenoma dessa espécie, como a composição do genoma 

core por proteínas essenciais às células e a presença de diversos genes exclusivos 

que fazem com que o pangenoma de S. agalactiae seja considerado aberto. Além 

disso, observouse que, apesar de não haver tendência quanto ao sorotipo capsular 

na  distribuição  dos  genes  no  genoma  acessório,  a  relação  filogenética  acaba 

agrupando cepas do mesmo sorotipo; também se verificou uma tendência quanto a 

origem de isolamento e o tipo de sequência nos clados da árvore filogenética. 

A análise também permitiu investigar com maior profundidade as semelhanças 

e diferenças de 3 cepas recentemente isoladas, Maranhão, Recife e E8ang2, e indicou 

várias regiões genômicas que podem conferir vantagens e tornálas cepas virulentas 

e com maior capacidade de infecção, seja pela presença de genes de virulência, ou 

pela maior quantidade de genes relacionados a funções essenciais. 

Além  disso,  limitações  dentro  das  ferramentas  escolhidas  mostram  a 

necessidade de análises adicionais, principalmente que investiguem mais a fundo os 

genomas  compartilhado  e  exclusivo,  para  que  assim,  mais  informações  sejam 

levantadas  acerca  desse  grupo  de  microrganismos.  A  plataforma  usada  para  as 

análises (Kbase), possui interface de fácil acesso e utilização, permitindo explorar o 

conteúdo genômico de todas as 49 cepas de uma forma ampla e superficial. Contudo, 

necessitase  de  análises  mais  aprofundadas  por  meio  de  outros  programas  que 

permitam investigações mais completas.  

De qualquer forma, destacase a importância de estudar cepas de S. agalactiae 

isoladas de tilápia do Nilo devido ao grande impacto que a doença causada por essa 

espécie  bacteriana  provoca  em  pisciculturas  em  todo  o  mundo.  Os  dados  obtidos 

serão  importantes  para  futuros  estudos,  principalmente  para  uma  melhor 

compreensão dos mecanismos de patogenicidade, que poderão impactar diretamente 

na  implementação  de  melhores  estratégias  de  manejo  da  Estreptococose,  e 

consequentemente, poderão reduzir o impacto econômico e ambiental nos sistemas 

de criação.   Além disso, a vasta quantidade de genomas disponíveis em banco de 

dados  públicos  torna  possível  a  comparação  de  grandes  conjuntos  de  dados, 
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principalmente  informações  genômicas  que  podem  conter  informações  essenciais 

para entender o processo de infecção desses patógenos. 
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