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RESUMO 
 

Streptococcus pneumoniae é um importante patógeno respiratório, responsável por 
cerca de meio milhão de mortes por ano em crianças menores de 5 anos. Pode 
pertencer a microbiota da nasofaringe humana sem causar doença, mas também 
pode se tornar um agente infeccioso ao alcançar sítios normalmente estéreis. As 
vacinas disponíveis atualmente têm como alvo a cápsula do pneumococo. No entanto, 
com a existência de pelo menos 100 sorotipos capsulares distintos, estão limitadas a 
um baixo número de sorotipos, levando ao aumento da doença causada por sorotipos 
não vacinais. Muitas proteínas, que estão alocadas na superfície de S. pneumoniae, 
desempenham um papel importante na virulência e estão sendo consideradas como 
futuros alvos de vacinas. Neste estudo, selecionamos 14 genes que codificam para 
proteínas de virulência de S. pneumoniae, candidatos a vacinas de próxima geração, 
e comparamos a prevalência entre 11 isolados portadores saudáveis (P) e 11 de 
doença pneumocócica invasiva (DPI). Ambos com foco particular no sorotipo 19A - 
emergente em várias partes do mundo e associado à resistência aos antimicrobianos. 
A análise individual dos isolados mostrou-se com perfil de virulência distinto, genes 
presentes em alguns isolados estavam ausentes em outros. No entanto, a proporção 
total dos genes de virulência foi semelhante entre estes dois grupos (p > 0,05), com 
uma presença de 100% dos genes lytA, nanB, pavA, pcpA, phtA, phtB, phtE, pilus-1 
e pilus-2 em todos isolados, sugeridos como bons candidatos a vacina de próxima 
geração, indicando que a inibição destes alvos poderia impactar de forma abrangente 
no controle de pneumococos.  Já os genes nanA (9%), phtD (95,4%), pspA (86,3%), 
pspA-fam1 (86,3%) e pspC (59%), apresentaram uma menor prevalência. Para que 
pudéssemos estudar as diferenças de virulência entre estes isolados clínicos, 
utilizamos um modelo animal alternativo de infecção: Larvas de Galleria mellonella. 
No geral, isolados de DPI mostraram-se mais virulentos que de P (Média DL50: 9,8 x 
104 UFC/larva versus 3,2 x 105 UFC/larva = p <0,01), no modelo in vivo, mesmo 
quando seu perfil de virulência era igual a algum isolado de P ou quando 
apresentavam ausência de nanA, pspA, pspA-fam 1 e pspC.  Isto, além de validar o 
modelo, sugere que os genes de virulência possam ser expressos de maneira 
diferencial em relação aos isolados de P e/ou que outros genes de virulência, não 
avaliados neste estudo, possam ter papel fundamental na patogenicidade dos 
pneumococos. Até o momento, este é o primeiro relato utilizando isolados clínicos de 
S. pneumoniae e ensaios de virulência utilizando o modelo in vivo de G. mellonella. O 
valor de LD50 dos isolados invasivos é substancialmente inferior ao dos isolados 
colonizadores, significando que o modelo de G. mellonella para avaliação preliminar 
de isolados de pneumococos é uma ferramenta crucial. 
 
Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae, sorotipo 19A, virulência, Galleria 
mellonella  
 

 



 

ABSTRACT 
 
Streptococcus pneumoniae is an important respiratory pathogen, responsible for about 
half a million deaths per year in children under 5 years of age. It may belong to the 
human nasopharyngeal microbiota without causing disease, but it can also become an 
infectious agent when reaching normally sterile sites. Currently available vaccines 
target the pneumococcus capsule. However, with the existence of at least 100 distinct 
capsular serotypes, they are limited to a low number of serotypes, leading to an 
increase in disease caused by non-vaccine serotypes. Many proteins, which are 
located on the surface of S. pneumoniae, play an important role in virulence and are 
being considered as future vaccine targets. In this study, we selected 14 genes 
encoding virulence proteins from S. pneumoniae, candidates for next-generation 
vaccines, and compared the prevalence between 11 healthy carriers (HC) and 11 
invasive pneumococcal disease (IPD) isolates. Both with particular focus on serotype 
19A - emerging in various parts of the world and associated with antimicrobial 
resistance. The individual analysis of the isolates showed a distinct virulence profile, 
genes present in some isolates were absent in others. However, the total proportion of 
virulence genes was similar between these two groups (p value > 0.05), with a 
presence of 100% of the genes lytA, nanB, pavA, pcpA, phtA, phtB, phtE, pilus-1 and 
pilus-2 in all isolates, suggested as good candidates for next-generation vaccine, 
indicating that inhibition of these targets could have a comprehensive impact on 
pneumococcal control. The nanA (9%), phtD (95.4%), pspA (86.3%), pspA-fam1 
(86.3%) and pspC (59%) genes had a lower prevalence. In order to study the 
differences in virulence between these clinical isolates, we used an alternative animal 
model of infection: Galleria mellonella larvae. In general, DPI isolates were more 
virulent than HC (Mean LD50 9.8 x 104 CFU/larva versus 3.2 x 105 CFU/larva = p value 
<0.01), in the in vivo model, even when their virulence profile was the same as any HC 
isolate or when they lacked nanA, pspA, pspA-fam 1 and pspC. This, in addition to 
validating the model, suggests that virulence genes may be differentially expressed in 
relation to P isolates and/or that other virulence genes, not evaluated in this study, may 
have a fundamental role in the pathogenicity of pneumococci. To date, this is the first 
report using clinical isolates of S. pneumoniae and virulence assays using the in vivo 
model of G. mellonella. The LD50 value of invasive isolates is substantially lower than 
that of colonizing isolates, meaning that the G. mellonella model for preliminary 
evaluation of pneumococcal isolates is a crucial tool. 
 
Keywords: Streptococcus pneumoniae, serotype 19A, virulence, Galleria mellonella 
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1. REVISÃO DA LITERATURA 
Diversas pesquisas vêm demonstrando que muitos microrganismos vivem em 

perfeita simbiose com as células humanas, sendo até mesmo essenciais para saúde 

e bem-estar. No entanto, outras são inimigas, fazendo com que as infecções 

bacterianas sejam uma das principais causas de morte ao redor do mundo (Collen 

2016; Gierke et al. 2021). 

Como exemplo, temos patógenos respiratórios, alguns existem como membros 

comensais da microbiota das vias aéreas superiores, vivendo de forma harmônica no 

hospedeiro humano, causando doenças apenas sob condições específicas (Swiatlo 

and McDaniel 2019). Este é o caso de Streptococcus pneumoniae, ou conhecido 

popularmente como pneumococo, uma bactéria Gram-positiva, que está entre as mais 

patogênicas para o ser humano.  

Embora comumente seja colonizadora do trato respiratório superior (TRS), está 

associada a infecções pneumocócicas que variam de casos mais leves, como otite 

média (OM) e sinusite, a infecções mais graves, incluindo pneumonias. A ocorrência 

de meningite e bacteremia, configura doença pneumocócica invasiva (DPI) (Mehr and 

Wood 2012). Apresenta uma carga global significativa entre as doenças infecciosas 

mais comuns no mundo, responsável por cerca de 60% das infecções adquiridas na 

comunidade (SBPT 2021). Qualquer pessoa pode ser afetada pela doença 

pneumocócica, entretanto alguns grupos estão mais vulneráveis, como crianças, 

idosos e indivíduos em algum estado de imunocomprometimento (Brooks and Mias 

2018; Gierke et al. 2021).  

 

1.1 Streptococcus pneumoniae (Classificação, transmissão, colonização e 
invasão)  

Sua classificação cientifica pertence ao Filo Firmicutes, Classe Bacili, Ordem 

Lactobacillales, Família Streptococcaceae, Género Streptococcus e Espécie: 

Streptococcus pneumoniae (NCBI 2021). 

Possui forma de cocos, com cerca de um micrómetro, sendo um anaeróbio 

facultativo. No microscópio são observados normalmente em pares (diplococos), mas 

também podem se apresentar de maneira singular ou em cadeias curtas e envolta por 

uma cápsula de polissacarídeo (Gierke et al. 2021). 
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A transmissão, colonização e invasão dependem da notável capacidade de S. 

pneumoniae fugir das respostas inflamatórias e imunológicas do hospedeiro, através 

dos seus fatores virulência (Gierke et al. 2021).  

A colonização do pneumococo ocorre na nasofaringe humana e geralmente é 

assintomática e transitória em indivíduos saudáveis. Crianças pequenas (<5 anos) são 

mais propensas a serem colonizadas comparadas a crianças mais velhas (>5 anos) 

ou adultos (Loughran et al. 2019). A maioria dos artigos publicados estima que entre 

27-65% das crianças e <10% dos adultos são portadores de S. pneumoniae (Weiser 

et al. 2018). No entanto, há outros estudos que discordam do percentual relatado para 

adultos e apontam que o número possa estar subestimado devido a inadequada coleta 

realizada na maioria das pesquisas publicadas, que visa apenas um sítio de 

isolamento (Arguedas et al. 2020; Almeida et al. 2021). O estado de portador é um 

primeiro passo para que S. pneumoniae consiga se espalhar para outros tecidos do 

corpo humano. A mudança da colonização assintomática para a doença 

pneumocócica não é totalmente compreendida, mas geralmente ocorre quando há 

uma interrupção nas defesas.  A capacidade de adesão do pneumococo nas células 

e tecidos do TRS do portador é uma das principais características que facilitam a 

colonização, permitindo posterior transmissão e invasão (Gierke et al. 2021).  

A transmissão ocorre, principalmente, através de portadores que eliminam S. 

pneumoniae das secreções nasais por meio de tosse, espirro e potencialmente pela 

contaminação de objetos com secreções da mucosa, se a bactéria estiver vivendo 

dentro de um biofilme (Weiser et al. 2018), logo, é dependente da circulação de 

pessoas, do contato umas com as outras. Foi possível evidencias isto com as medidas 

de contenção implantadas devido a pandemia da síndrome respiratória aguda grave 

do coronavírus 2 (SARS-COV-2), causador da COVID-19, a incidência de 

pneumococo também diminuiu, levando a uma redução significativa de doenças 

relatadas como DPI no mundo inteiro (Brueggemann et al. 2021; Kadambari et al. 

2021).  

A patogênese da doença pneumocócica começa pela colonização da mucosa 

do TRS de seu hospedeiro humano obrigatório. No entanto, a notável capacidade de 

invasão desta bactéria a uma variedade de locais anatômicos ainda é um campo 

escuro, mas sabe-se que este microrganismo produz diversos fatores de virulência 

que o auxiliam a causar uma série de doenças, algumas resultando em mortalidade 

(van der Poll and Opal 2009).  
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1.2 Epidemiologia das doenças pneumocócicas 
Historicamente, S. pneumoniae é uma das principais causas de morbidade e 

mortalidade infecciosa no mundo inteiro. Estima-se que ao redor do mundo 14,5 

milhões de episódios de doenças pneumocócicas graves ocorram a cada ano entre 

crianças menores de 5 anos de idade, resultando em aproximadamente meio milhão 

de mortes. A preocupação das infecções pneumocócicas é maior em locais com 

poucos recursos, em países de baixa e média renda, onde a falta de nutrição, 

antibióticos e vacinas torna a população particularmente suscetível à doença (CDC 

2021). 

Um artigo publicado pela Global Burden of Disease (GBD), um programa que conta 

com a colaboração de mais de 1.800 pesquisadores de 127 países e tem como 

objetivo informar sobre as doenças com maior incidência em escala global, relata que 

em 2016 S. pneumoniae, entre outros quatro microrganismos que também causam 

infecção respiratória inferior, foi a principal causa de morbimortalidade em todo o 

mundo, contribuindo para mais de um milhão de mortes entre crianças <5 anos e 

adultos idosos >70 anos (GBD 2016 Lower Respiratory Infections Collaborators* et al. 

2018). 

Também é possível observar os números expressivos através do projeto Sistema 

Regional de Vacinas (SIREVA II), criado pela Organização Panamericana de Saúde 

(OPAS)(OPAS 2021) com o objetivo de monitorar o padrão de resistência aos 

antimicrobianos e o perfil de sorotipos de pneumococo na América Latina, bem como 

informações epidemiológicas para a estimativa da carga de outras bactérias, que 

também causam pneumonia e meningite. Em 2018, o SIREVA II, assim como o GDB, 

relatou que em todos os países da América Latina (inclusos no programa) 

pneumococo foi a bactéria que mais causou pneumonia e meningite em crianças <5 

anos. No Brasil, os fluidos corporais invadidos com maior frequência foram: corrente 

sanguínea (51,7%), líquor (LCR) (40,4%) e líquido pleural (LP) (5,8%).  

Segundo os dados epidemiológicos do Brasil, entre 2010 e 2018 foi a bactéria 

responsável pela maior parte de meningites correspondendo também ao maior 

percentual de mortalidade. Ao todo foram 9.441 casos notificados, destes, 2.763 foram 

letais, ou seja, quase 30% dos casos resultam em óbito (MS 2019a). 
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No Rio Grande do sul o informe epidemiológico de meningites demonstra que 

entre 2010-2018 o pneumococo também esteve entre os agentes que mais causou 

meningite e maior letalidade quando comparado a outras bactérias (CEVS 2021).  

Apesar da pneumonia ser a apresentação clínica mais comum de S. 

pneumoniae, também é o principal causador de OM, chegando a 40-50% dos casos 

relatos (Ramakrishnan et al. 2007). No entanto, entre as doenças pneumocócicas é a 

menos agressiva, com bom prognóstico na maioria dos casos e com mortalidade 

extremamente rara, mas ainda sim existem casos que podem levar a complicações 

serias e irreversíveis, tais como: perda auditiva, colesteatoma, timpanosclerose, 

oetrosite, labirintite, paralisia facial, dermatite eczematóide infecciosa (Danishyar and 

Ashurst 2021).  

Infelizmente não há um número preciso das outras doenças pneumocócicas, 

principalmente as não-DPI, visto que não são relatadas nos dados epidemiológicos 

por não serem de notificação compulsória. 

 

1.3  Identificação laboratorial de Streptococcus pneumoniae  
Streptococcus pneumoniae faz parte do grupo mitis de estreptococos, junto com 

cerca de outras 20 espécies que possuem menor patogenicidade. Na prática clínica, 

alguns representantes dessas espécies, especialmente Streptococcus 

pseudopneumoniae e Streptococcus mitis, às vezes são confundidos 

com pneumococo com base nos resultados de métodos microbiológicos clássicos, 

como susceptibilidade à optoquina e solubilidade biliar (Sadowy and Hryniewicz 

2020).  

O diagnóstico definitivo depende do isolamento do organismo, mas no geral o 

processo de identificação em um laboratório clínico é relativamente fácil de processar 

através de cultura bacteriana, coloração de Gram, testes bioquímicos e de 

sensibilidade (Gámez et al. 2018).  

A identificação a partir da cultura depende da observação de características 

morfológicas das bactérias e das colônias (Ramirez 2014). Os estreptococos podem 

ser diferenciados de acordo com sua aparência na placa de ágar sangue após 

incubação a 35°C em presença de 5% de CO2, podendo apresentar: hemólise total 

(beta), parcial (alfa-hemolítico, de cor esverdeada) ou nenhuma (gama). S. 

pneumoniae apresenta crescimento alfa-hemolítico (Gierke et al. 2021).  
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A suscetibilidade à optoquina é um dos pilares da identificação de pneumococo 

devido à facilidade de realização do teste.  Uma zona de inibição de 14 mm ou mais 

a volta de um disco de 6 mm significa sensibilidade e o identifica, uma característica 

que geralmente não é compartilhada por outros estreptococos. No entanto, o 

surgimento de variantes resistentes à optoquina questionou a validade do uso desse 

teste para a identificação presuntiva de pneumococos (Pinto et al. 2013) A 

especificidade do teste da solubilidade em bile também auxilia na identificação de S. 

pneumoniae, do qual pode ser executado em placa ou em caldo (ANVISA 2013). 

A espectrometria de massa do tempo de ionização por dessorção a laser 

assistida por matriz (MALDI-TOF) trouxe uma mudança fundamental na identificação 

rotineira de patógenos microbianos em laboratórios de microbiologia clínica. Todavia, 

o perfil de massa dos sistemas MALDI-TOF é gerado principalmente por proteínas 

ribossômicas, facilitando o alinhamento com as classificações taxonômicas atuais, 

mas como o pneumococo possui proteínas ribossômicas semelhantes aos outros 

membros do seu grupo, faz com que a distinção entre S. pneumoniae e os outros 

membros menos patogênicos do grupo mitis dificulte o processo de identificação 

(Marín et al. 2017). 

 

1.4  Importância da cápsula de polissacarídeo de pneumococo 
As bactérias Gram-positivas possuem uma camada de peptidoglicano mais 

espessa comparada à dos organismos Gram-negativos (Gierke et al. 2021). 

Streptococcus pneumoniae, particularmente, apresenta três camadas principais de 

superfície que podem ser distinguidas de dentro para fora: membrana plasmática, 

parede celular e cápsula (figura 1) (Safari et al. 2012).  Variantes não encapsuladas, 

que apresentam outros fatores de virulência, podem também causar doença, ainda 

que com menor frequência e gravidade (Feldman and Anderson 2016). 
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Figura 1: Representação esquemática da superfície celular pneumocócica (Imagem 
autoral, utilizando recursos gráficos disponíveis em: https://www.servier.fr). 
 

A membrana plasmática apresenta uma estrutura conservada, sendo composta 

por uma bicamada lipídica com proteínas e moléculas de ácido lipoteicóico (van der 

Poll and Opal 2009). Já a parede celular consiste em um esqueleto de peptidoglicano 

que ancora o polissacarídeo capsular e várias proteínas de superfície (Safari et al. 

2012).  

A cápsula é a camada mais espessa, ocultando completamente as estruturas 

internas da bactéria, consiste em um polissacarídio complexo que determina o tipo 

sorológico de S. pneumoniae (Safari et al. 2012). Têm aproximadamente 400 nm de 

espessura, representando mais da metade do volume pneumocócico. A grande 

maioria dos casos é covalentemente ligada à superfície externa do peptideoglicano 

da parede celular (Paton and Trappetti 2019). É considerada o fator de virulência mais 

dominante e crucial dos pneumococos, previne a fagocitose e permite a adesão e 

colonização da bactéria no TRS (Gierke et al. 2021), também é o componente 

antigênico das vacinas disponíveis atualmente (Swiatlo and McDaniel 2019).  
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 1.4.1 Sorotipos capsulares 
Até o momento, foram identificados em torno de 100 sorotipos capsulares distintos, 

cuja distribuição varia tanto temporal quanto geograficamente (Ganaie et al.). A 

classificação é baseada em suas propriedades bioquímicas e antigênicas, que cercam 

e protegem as bactérias do sistema imune do hospedeiro (Azarian et al. 2018). Devido 

à transformabilidade natural de pneumococo, a recombinação horizontal permite que 

um sorotipo possa pertencer a diferentes genótipos e um único genótipo possa 

expressar diversos genes capsulares, isto é, sorotipos distintos. Sorotipos 

antigenicamente semelhantes são categorizados em sorogrupos, por exemplo, os 

sorotipos 19A,19B, 19C, 19F, estão dentro do sorogrupo 19, devido suas 

semelhanças (van Tonder et al. 2016; Morais et al. 2019; Paton and Trappetti 2019). 

A maioria dos sorotipos de S. pneumoniae demonstrou causar doenças graves, 

mas alguns são mais prevalentes que outros, embora o cenário tenha mudado onde 

foi implantado a rotina de vacinação (Brooks and Mias 2018).  

Para avaliar presença do polissacarídeo capsular, pode-se geralmente detectá-

la usando soros específicos. O Statens Serum Institut (Copenhague, Dinamarca) é a 

fonte mais frequente de soros para identificar cápsulas pneumocócicas. Eles fornecem 

um "omni-soro" que reage com todas as cápsulas pneumocócicas conhecidas e que 

podem ser úteis na identificação de pneumococos, bem como soros específicos que 

reagem apenas com polissacarídeos ou grupos de polissacarídeos específicos 

(Ramirez 2014). O método Quellung, usando soro de coelho específicos, é padrão 

ouro, tem sido usada desde os primeiros dias da sorotipagem pneumocócica, 

permitindo uma identificação específica e confiável (Gámez et al. 2018).  Para 

simplificar ainda mais esse processo, vários esquemas de “sorotipagem genética” 

foram desenvolvidos para identificar características particulares dos locus capsular. 

Apesar da multiplicidade de abordagens, as mais utilizadas são baseadas na 

amplificação pela técnica de Reação em Cadeira Polimerase (PCR) de genes 

específicos para sorogrupos ou sorotipos (Ramirez 2014).  

É importante a caracterização da epidemiologia referente as distinções que a 

cápsula possui, pois além de grande parte da virulência do pneumococo ser atribuída 

a ela, seu polissacarídeo capsular estrutural e antigenicamente diverso é o alvo das 

vacinas pneumocócicas atualmente licenciadas (Geno et al. 2015).   
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1.5 Prevenção de doenças pneumocócicas  
A vacinação é uma maneira de treinar o sistema imunológico contra um 

patógeno específico, atingindo a memória imunológica sem uma infecção real, de 

modo que o corpo esteja preparado quando a bactéria atacar (NIH 2021). 

As tentativas de terapia imunológica da doença pneumocócica iniciaram em 

1886 quando Albert Fränkel demonstrou que o soro sanguíneo de coelhos já 

infectados, mas que tinham se recuperado, eram imunes à reinfecção. Mas, o primeiro 

registro que se tem sobre vacinas, de fato, datam o ano de 1909, com a Pneumo-

Bacterin, nos Estados Unidos da América (EUA).  Eram vacinas de células inteiras 

não específicas para sorotipos, imitavam empiricamente as vacinas contra febre 

tifóide, cólera e peste. Estas foram distribuídas até a décadas de 1930 com algum 

grau de sucesso (Grabenstein and Klugman 2012).   

Atualmente, existem dois tipos de vacinas disponíveis: A vacina de 

polissacarídeos (PPSV) e a vacina pneumocócica conjugada (PCV). Ambas contendo 

antígeno específicos de polissacarídeo capsular (Masomian et. al., 2020) e 

disponíveis no Brasil. Os sorotipos contidos nas vacinas, bem como os grupos aptos 

a receber o imunizante no Brasil estão resumidos na tabela 1 (Ministério da Saúde  

2020).  

 

Tabela 1: Resumo das vacinas licenciadas e grupos aptos a receber o imunizante. 

Vacina 
(Nome 

comercial) 
Sorotipos contidos na 

vacina 
Ano de 

aprovação 
pela FDA 

Esquema de vacinação brasileiro 
(rede pública) 

PPSV23 
(Pneumo 23/ 
Pnu-Immune 
23) 

1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 
10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 
18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F, 
33F 

1983 

Pessoas com 60 anos ou mais em 
condições especiais; Povos indígenas a 
partir de 5 anos de idade sem 
comprovação vacinal com as vacinas 
pneumocócicas conjugadas; Pacientes 
de CRIEa 

PCV7 
(Prevnar)  4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F  2000 

Não está mais disponível no Brasil (era 
disponibilizada apenas para pacientes de 
alto risco) 

PCV10 
(Synflorix) PCV7+1, 5, 7F 2008 Incluída no PNIb Crianças <2 anos  

PCV13 
(Prevnar)  PCV10 + 3, 6A, 19A 2010 Apenas pacientes de CRIE   

a Centros de Referência para imunobiológicos especiais (CRIE), nestes estão inclusos pacientes com 
HIV/aids, pacientes oncológicos, transplantados de órgãos sólidos, transplantados de células-tronco 
hematopoiéticas. 
b PNI= Plano nacional de imunização.  
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1.5.1 Vacina polissacarídica 
A vacina pneumocócica polissacarídica é composta de preparações purificadas 

de polissacarídeo capsular pneumocócico, incluindo 23 sorotipos que são 

responsáveis por cerca 72–95% de DPI (Gierke et al. 2021). No entanto, não são 

eficazes na imunização infantil, principalmente em crianças <2 anos, pois gera 

respostas imunes que são independentes das células T e, portanto, mal suportadas 

pelo sistema imunológico imaturo de crianças menores, por isso é recomendada 

apenas para crianças maiores (>2 anos) e adultos, para controlar no caso de 

eventuais surtos (Lee et al. 2021). 

No Brasil, é recomendada para pessoas com 60 anos ou mais em condições 

especiais, como: indivíduos vivendo acamados e/ou em instituições fechadas, como 

casas geriátricas, hospitais, unidades de acolhimento/asilos e casas de repouso. 

Também está incluída na rotina de vacinação dos povos indígenas em crianças a partir 

de 5 anos de idade sem comprovação vacinal com as vacinas pneumocócicas 

conjugadas e a partir dos 60 anos de idade (Ministério da Saúde 2020). Também é 

recomendado para pacientes de Centros de Referência para Imunobiológicos 

Especiais (CRIE), nestes estão inclusos pacientes com HIV/aids, pacientes 

oncológicos, transplantados de órgãos sólidos, transplantados de células-tronco 

hematopoiéticas (MS 2019a). 

No geral, a vacina é 60% a 70% eficaz na prevenção de doenças invasivas 

causadas pelos sorotipos incluídos na vacina. Apesar da eficácia reduzida da vacina 

entre pessoas imunocomprometidas, o PPSV23 ainda é recomendado para este 

grupo, porque elas correm alto risco de desenvolver doenças graves (Gierke et al. 

2021).  

 

1.5.2 Vacinas conjugadas 
Para resolver o problema da resposta imune reduzida de crianças e de 

pacientes imunocomprometidos, as vacinas conjugadas foram desenvolvidas. Por 

meio da ligação covalente de polissacarídeos capsulares do pneumococo a proteínas 

carreadoras são capazes de induzir resposta imunológica T-dependente, memória 

imunológica e proteção de longa duração, diferente do que é visto na PPSV23 (WHO 

1999).  

A primeira vacina conjugada pneumocócica 7-valente (PCV7) foi licenciada em 

2000, incluindo o polissacarídeo capsular purificado de sete sorotipos de S. 
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pneumoniae conjugados a uma variante não tóxica da toxina da difteria conhecida 

como CRM197 (Matanock et al. 2019).  

Em 2008, foi licenciado uma nova vacina pneumocócica conjugada 10-valente 

(PCV10) constituída por dez sorotipos de pneumococos, sendo oito sorotipos 

conjugados com a proteína D de Haemophilus influenzae não tipáveis, um sorotipo 

conjugado ao toxóide diftérico e um sorotipo conjugado ao toxóide tetânico (Kim et.al., 

2017). No Brasil, foi implantada em março de 2010 no esquema de rotina do Programa 

Nacional de Imunização (PNI) para todas as crianças <2 anos (MS 2019a).  

Atualmente é administrada em duas doses aos dois e quatro meses de idade, com 

intervalo de 60 dias entre as doses, mínimo de 30 dias e mais um reforço que deve 

ser administrado entre os 12 meses e <5 anos (MS 2020).  

No Rio Grande do Sul, foi possível observar que no decorrer dos anos entre 

2010 e 2017 houve uma diferença na incidência de casos de meningite por faixa etária, 

a incidência para os menores de 1 ano passou de 9,4/100.000 habitantes em 2010 

para zero em 2017. Esta redução, justifica-se provavelmente, pela implantação da 

PCV10. No entanto, curiosamente, algumas faixas etárias começaram apresentar um 

aumento da incidência sendo a maior variação deste indicador nos >60 anos (CEVS 

2021). 

Em 2010, a vacina pneumocócica conjugada 13-valente (PCV13) foi licenciada 

pela Food and Drug administration (FDA), para crianças a partir de dois meses de 

idade, contendo o sorotipo da PCV-10 +3, 6A, 19A, conjugados à proteína CRM197  

(Gierke et al. 2021). No Brasil, ela não faz parte do Plano Nacional de Imunização 

(PNI), é disponibilizada apenas pela rede privada de saúde, amplamente e oferecida 

gratuitamente, de forma restrita, apenas para os pacientes de CRIE, com idade 

superior a 5 anos, pois foi considerado haver eficácia para o grupo de risco gravíssimo 

às doenças pneumocócicas, a partir de uma longa análise crítica de evidências 

científicas relatadas (MS 2019b). 

As PCVs foram capazes de conferir melhor imunogenicidade em crianças, 

devido à sua capacidade de induzir a resposta das células T de memória. Em muitos 

países, reduziu significativamente a incidência de DPI e não-DPI de sorotipos inclusos 

na vacina, até mesmo em faixas etárias não contempladas pela vacinação (proteção 

de rebanho), pois com a vacinação o carreamento de pneumococo também é 

diminuído, o que subsequentemente diminui os casos de DPI e não-DPI do tipo vacinal 

em indivíduos vacinados e não vacinados (Masomian et al. 2020). 
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Embora as vacinas conjugadas forneçam fortes respostas imunológicas em 

todas as faixas etárias e memória imunológica, elas podem levar a uma substituição 

de sorotipo por tipos não vacinais em indivíduos vacinados, o que pode resultar em 

um aumento da incidência de doença causada por esses outros sorotipos (Htar et.al., 

2015). Infelizmente, o número de sorotipos que poderiam ser incluídos em uma 

formulação de PCV não poderia ser aumentado facilmente, devido a complexidade de 

produção e o alto custo envolvido (Kim et al. 2017). 

 

1.6 Emergência do sorotipo “não-vacinal” 19A no brasil 
O sorotipo 19A não integra a vacina PCV-10, levando-se em conta que a imensa 

maioria das crianças recebe esta vacina no Brasil, consideramos apropriado 

caracterizar este sorotipo como “não vacinal” (MS 2020).  

É inegável que a implantação de vacinas ao redor do mundo reduziu 

significativamente a doença invasiva. No entanto, como a vacina não cobre 

extensivamente todos os sorotipos capsulares, acaba ocorrendo o fenômeno de 

substituição de sorotipos, abrindo oportunidade para a circulação de sorotipos não-

vacinais (Mehr and Wood 2012). Este é o caso do sorotipo 19A, sorotipo emergente 

não só no Brasil (Morais et al. 2019), mas também em várias partes do mundo 

(Balsells et al. 2017; Isturiz et al. 2017). Há dados indicando que em 2008, no EUA 

antes do PCV-13 substituir o PCV-7 para uso rotineiro em crianças, o sorotipo 19A foi 

responsável por 43% dos casos incidentes na época (Gierke et al. 2021).   

Nos últimos anos também ocorreu um aumento na resistência a antibióticos deste 

sorotipo apresentando concentração inibitória mínima (CIM) mais altas para β-

lactâmicos, macrólideos, lincosamidas, tetraciclina e co-trimoxazol, com potencial 

aumentado de causar doença invasiva em relação a outros sorotipos (Azevedo et al. 

2016; Isturiz et al. 2017; Cassiolato et al. 2018).  

O relatório de 2018 do SIREVA II (OPS 2021) relata que a distribuição dos 

sorotipos mais frequentes no Brasil é o 19A em praticamente todas as idades, exceto 

na faixa etária >50 anos, em que o sorotipo 3 é o mais frequente. Neste mesmo 

relatório também é possível observar que as taxas de resistência a penicilina neste 

sorotipo também são maiores, quando comparado a outros sorotipos.   

No que tange o Rio Grande do sul no informe epidemiológico das meninges o 

19A é um dos que mais causa meningite no estado (CEVS 2021). Mott e 

colaboradores (Mott et al. 2019), demonstra que em Porto Alegre a prevalência do 
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sorotipo 19A aumentou após a vacinação com PCV-10, principalmente de doença 

invasiva.  

O sorotipo 19A também está entre os sorotipos mais comuns em causar OM, 

além de ser responsável pelos casos recorrentes e persistentes (Ramakrishnan et al. 

2007). 

Vigilâncias mundiais têm demonstrado preocupação, pois mesmo após anos 

de vacinação segue ocorrendo mudança na distribuição de sorotipos não inclusos na 

vacina, uma vez que podem ser substituídas por cepas mais virulentas e resistentes 

a antibióticos (Balsells et al. 2017). Há relatos no mundo inteiro sobre a frequência 

com que sorotipos não-vacinais estão aumentando, tanto no carreamento como na 

doença invasiva (Kotler et al. 2021; Salsabila et al. 2021; Watkins et al. 2021). Isto 

afirma o fato de que, historicamente, é possível evidenciar que vacinas tendo como 

alvo apenas a cápsula não é eficaz a longo prazo, sendo necessário mudar o alvo 

contido nas vacinas contra S. pneumoniae.  

 

1.7 Novas estratégias de imunização contra Streptococcus pneumoniae 
Existe uma preocupação de que as vacinas pneumocócicas sigam 

selecionando sorotipos não-vacinais.  Com mais de 100 sorotipos diferentes de S. 

pneumoniae, essa é uma preocupação importante e por isso estão em andamento 

estudos para resolver esse problema (Gierke et al. 2021).  Uma atenção maior tem se 

dado também à imunidade da mucosa, com objetivo de atingir o primeiro contato que 

o pneumococo tem com o hospedeiro: a colonização do TRS. No entanto, não há uma 

ideia clara do impacto que a remoção seletiva de pneumococos terá nas comunidades 

microbianas respiratórias (Kim et al. 2017; Swiatlo and McDaniel 2019).  

Outras estratégias, também já em desenvolvimento, incluem as vacinas de 

células inteiras (vacina de célula inteira morta, vacinas vivas atenuadas de células 

inteiras) e as vacinas baseadas em proteínas (Masomian et al. 2020). 

A vacina pneumocócica de célula inteira (VPCI), tem se mostrado bastante 

promissora, baseada em um sorotipo não encapsulado, que permite a expressão de 

muitos antígenos proteicos bacterianos, sem exigir a purificação de proteínas 

individuais, podendo servir como uma alternativa econômica às vacinas baseadas em 

polissacarídeos atuais nos países em desenvolvimento. Atualmente estão na fase de 

testes em humanos (Morais et al. 2019). 
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 Os estudos que têm seus esforços focados nas proteínas de superfície do 

pneumococo, visam proteínas comuns a todos os sorotipos e que estão envolvidos na 

virulência da bactéria, como por exemplo a pneumolisina (PLY), proteína de superfície 

pneumocócica (pspA), proteína de superfície pneumocócica (pspC ), antígeno de 

superfície pneumocócica A (psaA), enzimas neuraminidase e proteínas da tríade 

histidina (phts), com o objetivo de induzir proteção sorotípica cruzada mais ampla do 

que os PCVs atuais (Kim et al. 2017). 

 

1.8 Proteínas de superfície como alvos de novas vacinas: Para além da 
cápsula do pneumococo 

Sempre foi dada muita importância a cápsula do pneumococo, porém, para que 

esta bactéria consiga colonizar a nasofaringe humana e posteriormente causar 

doença, ele necessita produzir uma série de fatores de virulência. As proteínas 

existentes na superfície do pneumococo já demonstraram ter um papel importante na 

patogênese, pois mantêm a viabilidade bacteriana, são altamente conservadas, 

medeiam o contato com componentes de tecidos e secreções do hospedeiro, estando 

envolvidas em interações diretas com os tecidos do hospedeiro ou na ocultação dos 

mecanismos de defesa deste (Jedrzejas 2001; Mitchell and Mitchell 2010). 

As proteínas estão ancoradas na parede celular, expostas à superfície do 

pneumococo e agrupadas em quatro famílias: proteínas de ligação à colina (16 

proteínas), lipoproteínas (50 proteínas), proteínas de superfície ancoradas ao LPXTG 

(18 proteínas) e a família de proteínas de superfície não clássica (6 proteínas). Alguns 

já tem suas funções bem descritas, enquanto outros permanecem pouco 

caracterizadas (Mitchell and Mitchell 2010; Galán-Bartual et al. 2015). Algumas, 

inclusive, já estão sendo avaliadas como candidatas a vacinas em modelos de 

infecção animal ou em estão em fase clínica com resultados encorajadores. Proteínas 

de virulência pneumocócica que têm sequências bem conservadas, entre todos os 

sorotipos de pneumococo, podem conferir ampla cobertura de imunização (Morais et 

al. 2019).  

As proteínas de ligação a colina grupo ficam acopladas na fosforilcolina da 

parede celular (Loughran et al. 2019). Os membros deste grupo compartilham uma 

organização modular que consiste em um módulo biologicamente ativo e um módulo 

de ligação à colina, colocado no terminal N ou C, que ancora essas proteínas no 
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envelope celular por meio de uma interação não covalente com resíduos de colina 

(Galán-Bartual et al. 2015). 

As lipoproteínas desempenham funções como adesão, invasão e evasão 

imunológica. São proteínas de ligação a substratos, algumas estão envolvidas na 

ligação e transformação de substratos, essenciais para manter a aptidão de S. 

pneumoniae, outras estão envolvidas no dobramento de proteínas ou na ativação de 

moléculas da superfície celular e a maioria delas são transportadoras de ABC 

(realizam o transporte de substratos através da membrana) responsáveis pela 

aquisição de vários nutrientes, incluindo aminoácidos e peptídeos curtos, açúcares, 

poliaminas e vários íons metálicos. Representam aproximadamente 2–3% do 

proteoma pneumocócico e cerca de 40% das proteínas de superfície pneumocócicas 

indicadas e previstas. Também desencadeiam a ativação de respostas imunes inatas 

do hospedeiro, contribuindo para o estabelecimento de respostas imunes adaptativas 

humorais e celulares. Por isso, as lipoproteínas surgiram como candidatas 

promissoras para o desenvolvimento de novas vacinas e terapêuticas contra infecções 

pneumocócicas graves (Galán-Bartual et al. 2015; Kohler et al. 2016). 

As proteínas de superfície ancoradas ao LPXTG estão covalentemente 

incorporadas ao polímero de peptidoglicano da parede celular em um dependente de 

sortase. Possuem funções enzimáticas ou de adesinas, ou seja, ajudam o patógeno 

se ligar às células e tecidos hospedeiros, reconhecendo as moléculas deste, em uma 

etapa crítica para estabelecer com sucesso uma infecção (Galán-Bartual et al. 2015). 

E a família de proteínas de superfície não clássica estão associadas à 

superfície, mas não possui ancoragem convencional ou sinais secretores, são menos 

caracterizadas e descritas principalmente como proteínas citoplasmáticas com 

funções intracelulares que não estão envolvidos nas interações do patógeno com o 

hospedeiro. No entanto, frequentemente atuam como adesinas, desempenhando um 

papel relevante na subversão da função fisiológica das proteínas derivadas do 

hospedeiro (Kohler et al. 2016).  

Vários estudos já vêm investigando as diferentes funções dessas proteínas de 

superfície na patogênese, com intuito de avaliar potenciais candidatos a vacinas de 

próxima geração. Resumimos as que foram utilizadas neste estudo na tabela 2: 
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TABELA 2: Função das proteínas de superfície de Streptococcus pneumoniae. 

Proteína de virulência 
(gene) Família Função e/ou papel na patogênese 

Estudos avaliando 
produção de 
anticorpos 

Referências 

Autolisina A (lytA) Proteína de ligação à 
colina 

 Adesina; principal amidase da parede celular, envolvida na 
digestão e autólise; facilita a liberação de pneumolisina. Sim 

(Kadioglu et al. 2008; 
Corsini et al. 2021; 

UniProt 2021) 

Neuraminidase A 
(NanA) 

Proteína ancorada a 
LPXTG 

Enzima hidrolítica; expõe os receptores do hospedeiro para 
a adesão pneumocócica; Pode interferir com a deposição de 

C3 na superfície pneumocócica e reduzir a 
opsonofagocitose por neutrófilos humanos; Remove ácidos 

siálicos de células e plaquetas; Degradação de muco. 

Sim 

(Kadioglu et al. 2008; 
Reglinski et al. 2018; 
Subramanian et al. 

2019; Syed et al. 2019; 
Xiao et al. 2019) 

Neuraminidase B 
(NanB) 

Proteína ancorada a 
LPXTG 

Enzima hidrolítica; revela receptores para aderência, 
modificando as superfícies de bactérias concorrentes que 
estão dentro do mesmo nicho e / ou modificando a função 
das glicoproteínas de depuração do hospedeiro; clivam o 

ácido siálico terminal de estruturas de glicano que decoram 
as superfícies das células hospedeiras. 

Sim 

(Kadioglu et al. 2008; 
Janapatla et al. 2018; 

Xiao et al. 2019; UniProt 
2021) 

Aderência 
pneumocócica e fator de 

virulência A (pavA) 

Proteína de superfície 
não clássica 

Adesina; faz o primeiro contato com o epitélio; importante 
durante sepse e meningite; liga-se às proteínas da matriz 

extracelular, fibronectina e plasminogênio. 
Não 

(Kadioglu et al. 2008; 
Pérez-Dorado et al. 

2012; Subramanian et 
al. 2019; UniProt 2021) 

Proteína de ligação à 
colina PcpA (pcpA) 

Proteína de ligação à 
colina 

Medeia a adesão às células epiteliais da nasofaringe e do 
pulmão. Sim (Visan et al. 2018) 

Proteína A da tríade de 
histidina pneumocócica 

(phtA) Proteínas da tríade de 
histadina 

Adesina; interage com sistema complemento degradando 
C3; Facilita a aquisição de zinco. Sim 

(Zhang et al. 2001; 
Anderson et al. 2016; 

Visan et al. 2018; 
Subramanian et al. 

2019; André et al. 2020; 
Marquart 2021) 

Proteína B da tríade de 
histidina pneumocócica 

(phtB) 
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Proteína D da tríade de 
histidina pneumocócica 

(phtD) 
Proteína E da tríade de 
histidina pneumocócica 

(phtE)  

pilus-1 (rrgA) 

Proteína ancorada a 
LPXTG 

Adesina; faz o primeiro contato com o epitélio/ endotélio; tem 
capacidade de iniciar dano, reconhecendo a matriz 

extracelular e desencadeando a inflamação da mucosa. 

Sim 

(Moschioni et al. 2010; 
Shaik et al. 2015; 

Subramanian et al. 
2019) 

pilus-2 (sipA) Não 

(Moschioni et al. 2010; 
Shaik et al. 2015; 

Subramanian et al. 
2019; Virulence factors 
of pathogenic bacteria 

(VFDB) 2021) 

Proteína A de superfície 
pneumocócica (pspA) 

Proteína de ligação à 
colina 

Auxilia na aderência; protege as bactérias dos efeitos 
tóxicos da lactoferrina, bloqueia a proteína C reativa (PCR); 

Inibe a ativação do sistema complemento; Metabolismo 
celular. 

Sim 

(Kadioglu et al. 2008; 
Subramanian et al. 
2019; Nakahashi-

Ouchida et al. 2021) 

pspA-fam1 Proteína de ligação à 
colina Interação com sistema complemento. Sim (Hotomi et al. 2013; 

Kothari et al. 2015) 

Proteína A de ligação à 
colina (pspC ou CbpA) 

Proteína de ligação à 
colina 

Facilita a adesão e invasão do epitélio respiratório e barreira 
hematoencefálica; Interação com sistema complemento Sim 

(Lebon et al. 2011; 
Miyaji et al. 2015; 

Subramanian et al. 
2019) 

Esta lista de fatores de virulência não é exaustiva, assim como suas funções e papel na patogênese, apenas exemplos selecionados são mostrados. 
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Há vários estudos que investigam a ação de vacinas com base em 

proteínas pneumocócicas. Serão apresentados aqui apenas alguns dos estudos 

que mais avançaram neste campo. A PnuBioVax, é uma vacina que está sendo 

proposta composta por pspA, PlyD6 geneticamente modificado, Pilus-1 e outros 

fatores de virulência obtidos de uma cultura da cepa ATCC TIGR4 modificada. 

Os testes pré-clínicos de imunogenicidade já mostraram resultados promissores 

com altos níveis de anticorpos IgG contra essas proteínas em coelhos 

imunizados (Cecchini et al. 2015). 

Há a formulação de uma vacina composta por 10 polissacarídeos 

conjugados específicos combinados com o toxóide de Ply e a phtD, que também 

provocou respostas imunes a proteínas pneumocócicas, foi bem tolerada em 

crianças, mas não tiveram impacto na prevalência de carreamento 

pneumocócico nasofaríngeo (Odutola et al. 2017). 

Outro estudo desenvolvido para explorar a segurança e a tolerabilidade 

de uma outra vacina contendo pcpA, phtD e PlyD1 recombinantes em adultos, 

crianças e bebês, concluiu que a formulação desta é segura e imunogênico nos 

três grupos avaliados e que a adição de adjuvante de alumínio melhorou a 

imunogenicidade em lactentes sem alterar o perfil de segurança (Brooks et al. 

2015; ClinicalTrials.gov 2021b). 

A vacina com antígenos dPly e phtD da GlaxoSmithKline, atualmente está 

na Fase 2, com o objetivo de demonstrar a eficácia protetora desta vacina contra 

a OM, estão avaliando a segurança em bebês nativos americanos com menos 

de 24 meses de idade e investigando o impacto nas infecções agudas do trato 

respiratório inferior até o segundo ano de vida. Até o momento estão com 

resultados positivos (ClinicalTrials.gov 2021a). 

O emprego de proteínas como antígenos vacinais tem como suposição 

promover proteção em todas as faixas etárias contra todos ou quase todos os 

sorotipos pneumocócicos, visto que muitas delas estão presentes em diversas 

cepas, ampliando então a gama de proteção. Além disso, a combinação de 

proteínas pode desencadear respostas imunes mais amplas e eficazes em 

comparação com o uso de um antígeno isolado (Andre et al. 2017; Morais et al. 

2019). 
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1.9 Identificação de fatores de virulência de Streptococcus pneumoniae  
Identificar os genes que codificam estruturas ou moléculas envolvidas na 

virulência de S. pneumoniae tem importante valia, visto que a presença ou 

ausência destas pode levar a um perfil entre os diferentes isolados, assim como 

identificar quais impactam na sobrevivência do pneumococo no hospedeiro. A 

prevalência de determinados genes pode trazer respostas, como: quais genes 

promovem a expansão e a invasão de uma cepa notavelmente virulento em 

comparação a cepas menos invasivas (Blumental et al. 2015; Mills et al. 2020). 
A PCR em Tempo Real (RT-PCR) é uma técnica de Biologia Molecular 

que permite replicação in vitro do DNA de forma extremamente rápida, levando 

de duas a três horas para emitir o resultado. Esta técnica é bem útil para 

identificar genes alvo, pois quantidades mínimas de material genético podem ser 

amplificadas milhões de vezes em poucas horas, permitindo uma detecção 

rápida, precisa e confiável (Mackay 2004). 

Este método detecta sequências de ácidos nucleicos dos patógenos, 

genes/ proteínas de virulência também podem ser identificados através deste 

método (Tavares et al. 2019). Blumental e colegas (Blumental et al. 2015) 

identificaram 16 genes principais envolvidos na virulência do pneumococo, 

através deste método, para comparar sua distribuição geográfica, avaliar sua 

associação com o local da infecção e seu potencial interesse como novos 

candidatos à vacina. 

 

1.10 Modelo experimental in vivo alternativo de Galleria mellonella 

Utilizar modelos animais alternativos reflete em economia muito real de 

números de animais mamíferos (substituição e redução) e melhoria do bem-estar 

(refinamento), pois maior parte do trabalho de avaliação de segurança pode ser 

realizada em animais invertebrados, e os resultados desses modelos permitem 

aos cientistas fazerem previsões confiáveis do que aconteceria antes de utilizar 

inúmeros animais mamíferos, de alto custo e mais trabalhosos (Brannen et al. 

2016).  

Larvas de Galleria mellonella estão sendo propostas como modelos 

experimentais in vivo alternativos, pois assim como outros modelos que utilizam 

insetos, são mais baratos, geralmente menos trabalhosos e eticamente mais 

aceitáveis (Kamal et al. 2019) em comparação com modelos que utilizam 
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mamíferos. Considera-se também a perspectiva de mudanças no cenário 

científico mundial e o princípio Três Rs (Reduction, Replacement e Refinement) 

têm incentivado o desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de 

mamíferos (Ferreira et al. 2005; Dieb Miziara et al. 2012).  

Galleria mellonella (traça do favo de mel ou traça grande da cera) é um 

inseto holometabólico típico, ou seja, seu ciclo biológico é composto por 4 

estágios (ovo, larva, pupa e mariposa) (figura 2). A fase do ciclo biológico de G. 

mellonella mais utilizada em estudos relativos à virulência de patógenos é o 

último estágio larval (cerca de 20 mm e 220-260 mg) (Junqueira et al. 2021). 

 

 
Figura 2: Ciclo biológico de Galleria mellonella (Imagem autoral) 

 

Esse inseto é considerado uma praga na apicultura, pois alimenta-se do 

favo das abelhas melíferas nas colmeias, causando perdas significativas. São 

distribuídas em todo o mundo, exceto em clima muito frio e em grandes altitudes 

e os danos causados por são graves, principalmente, nas regiões tropicais e 

subtropicais, contribuindo para o declínio nas populações de abelhas, sendo 
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uma ameaça para a segurança alimentar e nutricional global (Kwadha et al. 

2017). 

Em contrapartida, isto fez com que este inseto recebesse uma atenção 

maior, por parte de cientistas, apicultores e público em geral, começando a ser 

utilizada como modelo para estudos de microrganismos infecciosos, na 

avaliação da patogênese, mecanismos de virulência, resposta imune e avaliação 

do potencial de compostos antimicrobianos (Cutuli et al. 2019), como uma 

alternativa aos modelos em mamíferos (Junqueira 2012; Ramarao et al. 2012).  

Entre as vantagens de usar este modelo animal estão: a capacidade de 

sobrevivência das larvas a 37°C, mimetizando a temperatura fisiológica dos 

humanos, a fácil inoculação de uma quantidade precisa do patógeno (Glavis-

Bloom et al. 2012), baixo custo, demanda de espaço pequeno (Kaito et al. 2020). 

Outra vantagem na utilização de larvas de G. mellonella para estudo de 

infecções é que este modelo permite a inoculação por diferentes vias, tais como: 

Injeção intra-hemocoélica, subcutânea e/ ou oral, todas estas permitem 

inoculações definidas de bactérias, resultando em taxas consistentes de 

sobrevivência/mortalidade. Nos métodos por injeção normalmente são utilizados 

grupos com 10-20 larvas para cada condição experimental, além de um grupo 

controle, com objetivo de controlar possíveis traumas físicos devido à injeção 

(Junqueira 2012; Tsai et al. 2016).  

A virulência microbiana no modelo de infecção em G. mellonella, a 

virulência microbiana pode ser avaliada por 5 dias e diferentes formas, como a 

formação de casulo (Champion et al. 2018), melanização, proliferação do 

microrganismo dentro das larvas durante a infecção e a sobrevivência. Esta 

última é a forma mais utilizada, na avalia-se a taxa de sobrevivência, após a 

inoculação microbiana, através da resposta ao estímulo de toque com uma 

pinça, em intervalos de 12 ou 24 horas. Quando uma variedade de doses 

microbianas é inoculada nas larvas, os resultados permitem o cálculo de uma 

dose letal metade máxima (DL50) (Tsai et al. 2016).  

Alguns estudos já validaram o uso das larvas de G. mellonella como um 

bom modelo para estudar a atividade de bactérias Gram-positivas (Luther et al. 

2014; Sheehan et al. 2019), inclusive em nosso grupo de pesquisa (Silva et al. 

2017; Pinto et al. 2020). Várias espécies de estreptococos também já foram 

avaliadas neste modelo animal, como Streptococcus suis (Velikova et al. 2016), 
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Streptococcus do Grupo A (Olsen et al. 2011), Streptococcus agalactiae 

(Crespo-Ortiz et al. 2020), Streptococcus mitis, Streptococcus palma sanguinis 

(Palma et al. 2019). No entanto, para o estudo de S. pneumoniae ainda é um 

modelo pouco explorado (Evans and Rozen 2012; Cools et al. 2019).  

Evans e Rozen (Evans and Rozen 2012) foram os primeiros a relatar uso 

de G. mellonella para estudo de S. pneumoniae, propuseram o uso desta como 

um modelo de infecção para estudar infecções e tratamento pneumocócicos, 

determinando a patogenicidade de vários sorotipos e, assim, confirmaram a 

adequação desse modelo de infecção.  

Em estudo prévio apresentado por nosso grupo de pesquisa no ASM 

Microbe 2018 (Atlanta, EUA) comparando dois isolados de S. pneumoniae 

sorotipo 19A, verificou-se maior virulência do isolado oriundo de doença 

pneumocócica invasiva (genes pht - relacionados com adesão - presentes), em 

relação ao isolado oriundo de nasofaringe de portador saudável (genes pht 

ausentes), utilizando G. mellonella como modelo in vivo (dados não publicados). 

Cools et.al (Cools et al. 2019) avaliaram o efeito de uma mutação na 

síntese da cápsula de S. pneumoniae nas larvas. Posteriormente, o mesmo 

grupo de pesquisa otimizou e caracterizou este modelo in vivo para estudos de 

virulência e avaliação de terapêutica contra S. pneumoniae (Cools et al. 2019). 

Até o presente momento este é o primeiro relato utilizando isolados clínicos de 

S. pneumoniae e modelo de infecção de G. mellonella. 
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3 JUSTIFICATIVA 
Visto a necessidade de desenvolvimento de uma vacina que cubra de 

forma universal todos os sorotipos de S. pneumoniae existentes, avaliar e 

comparar a prevalência de genes que codificam proteínas de superfície entre 

isolados de pneumococo obtidos de portadores e de doença invasiva, pode abrir 

portas a novas oportunidades, pois o conhecimento sobre o papel de cada um 

desses fatores de virulência é ainda insuficiente, pouco se sabe por que apenas 

uma pequena parte dos portadores desta bactéria desenvolve a doença.  

Embora exista uma necessidade urgente de novas terapias para 

combater ou prevenir infecções pneumocócicas, esse processo é muito 

demorado e caro. Uma das etapas desse processo é testar novas metodologias 

em modelos in vivo. G. mellonella é um modelo alternativo animal invertebrado, 

barato, com imunidade inata similar a dos humanos, podendo ser mantido a 

temperatura de 37ºC, isento do comitê de ética e não existem muitos estudos 

relacionando S. pneumoniae e G. mellonella, demonstrando ser um campo 

aberto a ser explorado, com potencial de inovação e originalidade.  
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4.  OBJETIVO 

4.1 Objetivo geral 
Este estudo teve como objetivo avaliar e comparar a presença de genes 

relacionados a proteínas de superfície entre isolados de S. pneumoniae de 

portadores saudáveis (P) e doença pneumocócica invasiva (DPI) com foco 

particular no sorotipo 19A, sorotipo associado à doença pneumocócica invasiva 

e multirresistência, surgindo em várias partes do mundo. Além disso, 

empregamos o modelo de infecção por G. mellonella para estudar a virulência 

de isolados distintos de P e DPI in vivo e avaliar o papel de genes putativos de 

virulência pneumocócica na sobrevivência de G. mellonella.  

 

4.2 Objetivos específicos  
1. Realizar painel comparativo de análise de genes de virulência entre os 

pneumococos (P e DPI); 

2. Determinar a virulência das amostras positivas para pneumococos (P e 

DPI) no modelo alternativo de larvas de Galleria mellonella. 
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Abstract 
Purpose  This study aimed to evaluate and compare the presence of genes related to surface proteins between isolates of 
Streptococcus pneumoniae from healthy carriers (HC) and invasive pneumococcal disease (IPD) with a particular focus on 
serotype 19A.
Methods  The presence of these genes was identified by real-time PCR. Subsequently, we employed the Galleria mellonella 
larval infection model to study their effect on pathogenicity in vivo.
Results  The percentage of selected virulence genes was similar between the HC and IPD groups (p > 0.05), and the genes 
lytA, nanB, pavA, pcpA, phtA, phtB, phtE, rrgA, and sipA were all present in both groups. However, the virulence profile of 
the isolates differed individually between HC and IPD groups. The highest lethality in G. mellonella was for IPD isolates 
(p < 0.01), even when the virulence profile was the same as compared to the HC isolates or when the nanA, pspA, pspA-fam1, 
and pspC genes were not present.
Conclusions  The occurrence of the investigated virulence genes was similar between HC and IPD S. pneumoniae sero-
type 19A groups. However, the IPD isolates showed a higher lethality in the alternative G. mellonella model than the HC 
isolates, regardless of the virulence gene composition, indicating that other virulence factors may play a decisive role in 
virulence. Currently, this is the first report using the in vivo G. mellonella model to study the virulence of clinical isolates 
of S. pneumoniae.

Keywords  Streptococcus pneumoniae · Serotype 19A · Virulence · Galleria mellonella

Introduction 

Streptococcus pneumoniae, also known as the pneumococ-
cus, is one of the pathogens posing the greatest threat to 
human health [1, 2]. In 2016, it was the leading cause of 
morbidity and mortality worldwide, contributing to over one 
million deaths among children younger than 5 years and 
elderly adults aged over 70 years [3]. It commonly colonizes 
the upper respiratory tract and is associated with mild infec-
tions from otitis media and sinusitis to more severe ones, 
including pneumonia. Lung empyema, meningitis, and bac-
teremia occur in invasive pneumococcal disease (IPD) [4, 5].

The 23-valent pneumococcal polysaccharide (PPV23) 
and the pneumococcal conjugate vaccines (PCV10 and 13) 
prevent pneumococcal diseases by targeting the pneumococ-
cal polysaccharide capsule [6]. However, over 100 different 
capsular types have been documented, and vaccines cover 
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only a limited number of serotypes [7]. Serotype 19A is not 
included in PCV10 and has emerged as a prevalent serotype 
among children and adults in several countries using this 
vaccine, including Brazil [8, 9]. The broad use of pneumo-
coccal conjugate vaccines (PCV) has successfully reduced 
pneumococcal disease associated with serotypes included 
in the vaccines [10]. As a result, IPD epidemiology has 
changed, and non-vaccine types have increased in different 
countries [11–13].

Pneumococci produce polysaccharide capsules and sev-
eral proteins that play a primary role in the colonization and 
development of infectious processes [14, 15]. Virulence-
associated surface proteins primarily act by mediating adhe-
sion to human epithelial cells and are considered potential 
targets for the prevention of pneumococcal infections [16]. 
Promising vaccine candidates that target virulence-associ-
ated proteins have been reported, including (i) the autolysine 
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase (lytA gene) [17], a pri-
mary cell wall amidase facilitating the release of the pneu-
molysin toxin (a toxin inducing cell death through pore for-
mation and toxin-induced apoptosis) [17–19]; (ii) proteins 
involved in the interaction with the complement system, 
such as neuraminidases A and B (nanA, nanB genes) [20, 
21]; the triad A, B, D, and E from pneumococcal histidine 
(phtA, phtB, phtD, and phtE genes) [22–24]; the protein A of 
the pneumococcal surface (pspA and pspA-fam1 genes) [25]; 
and the choline-binding protein A (pspC or cbpA gene); and 
(iii) proteins that mediate bacterial adhesion to epithelial 
cells, such as the pneumococcal choline-binding protein A 
(pcpA gene) [26], and pilus-1 and pilus-2 (rrgA and sipA 
genes, respectively) [27]. Note that the functions of the 
above proteins were not described exhaustively.

Pathogenesis investigation traditionally requires the use 
of animal models. Mammalian models are often used for 
infection studies. However, it is an expensive model, which 
requires a larger structure for its maintenance and a qualified 
and trained workforce. In addition, there is also a very strong 
movement involving ethical issues, as most in vivo tests have 
lethality as a cut-off point, so many rules and acts must be 
followed, aiming at animal well-being [28, 29]. The use of 
alternative models contributes to reducing the number of 
mammalians in experimentation, and it also reinforces the 
importance of applying the “3Rs” principles (replacement, 
reduction, and refinement) in animal experimentation [30]. 
In this sense, insects have proved beneficial in the prelimi-
nary steps of experimental research as they are ethically 
more acceptable when compared to mammals, are cheaper, 
and are generally less labor-intensive [31, 32]. Galleria mel-
lonella larvae have been broadly used to study microbial 
pathogenesis, virulence mechanisms, immune responses, 
and antimicrobial activities [33–37]. Many advantages exist 
to using the G. mellonella model for infectious diseases, 
including the positive correlation between the virulence of 

different microorganisms in G. mellonella and murine mod-
els, the possibility of conducting experiments at 37 °C, and 
the easy inoculation of defined concentrations of microor-
ganisms or chemical agents [38, 39]. Few studies have used 
the G. mellonella model to investigate pneumococci [see 
40–44].

This study aimed to evaluate and compare the occur-
rence of genes related to surface proteins between isolates 
of S. pneumoniae from healthy carriers (HC) and patients 
with invasive pneumococcal disease (IPD) with a particular 
focus on serotype 19A, a serotype associated with invasive 
pneumococcal disease and multidrug resistance, emerging 
in several parts of the world [12]. Furthermore, we employed 
the G. mellonella infection model to study the virulence of 
these HC and IPD isolates in vivo and to evaluate the role 
of putative pneumococcal virulence genes in G. mellonella 
survival experiments.

Materials and methods

Bacterial strains and culture conditions

Serotype 19A S. pneumoniae was isolated from 11 HC 
and 11 patients with IPD. The HC isolates were obtained 
from nasopharyngeal (NP) swabs of volunteers (adults 
aged ≥ 65 years or from children between 18 and 59 months) 
in 2018 and 2019, in the Rio Grande do Sul, Brazil, as 
part of a surveillance study. IPD isolates were obtained 
from patients from three different hospitals located in the 
south of Brazil. All isolates had previously been serotyped, 
genotyped, and stored in an ultra-freezer (− 80 ℃), in the 
Pneumococcus Collection of the Molecular Microbiology 
Laboratory of the Federal University of Health Sciences of 
Porto Alegre. S. pneumoniae ATCC BAA-255 (R6), a non-
encapsulated strain derived from the capsular type 2 clinical 
isolate strain D39, and ATCC BAA-334 (TIGR4), a serotype 
4 capsulated strain, were specified as controls in all experi-
ments. Both strains have in their genomes genes that encode 
surface proteins, which can be used as a positive control in 
molecular analysis and to compare an encapsulated versus 
a non-encapsulated strain. All strains were grown on 5% 
sheep blood agar (Laborclin Ltda, Brazil) during incubation 
(37 °C, 18–24 h) at a 5% CO2 atmosphere.

Virulence genes selection and detection

Genes for S. pneumoniae virulence-associated proteins were 
selected based on a literature review [45, 46]. Among them, 
14 genes (lytA, nanA, nanB, pavA, pcpA, phtA, phtB, phtD 
e phtE, rrgA, sipA, pspA, pspA-fam1, pspC) were related 
to pneumococcal virulence, based on pathophysiological 
arguments supported by animal models. These genes were 
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chosen mainly for their potential in studies evaluating them 
as the next-generation vaccine candidates [17–27]. The 
primers were designed using Primer3web version 4.1.0 
(https://​prime​r3.​ut.​ee/). The specificity of primer sequences 
was determined by comparing available sequences using the 
BLAST database search program (http://​www.​ncbi.​nlm.​nih.​
gov/​BLAST). The RT-PCR reaction conditions optimization 
was performed by testing primer concentrations between 
0.25 and 0.60 μM (Table S1). For molecular analysis of 
pneumococcal virulence genes, the DNA was extracted 
using Chelex® 100 resin solution (Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA) and Proteinase K (Invitrogen, Life Technologies, 
Carlsbad, CA, USA) [8]. To prepare the Chelex® plus Pro-
teinase K, it was necessary to add 0.5 g of Chelex reagent 
plus 100 µL of Proteinase K at a concentration of 200 mg/
ml for a final volume of 10 mL. Two hundred microliters of 
this solution (5% Chelex + proteinase K) was distributed in 
microcentrifuge tubes. Colonies of S. pneumoniae cultivated 
on sheep blood agar (according to item 2.1) were transferred 
to microcentrifuge tubes containing the solution; a vortex 
was applied for 10–20 s. Tubes were incubated in a water 
bath at 56 °C for 1 h; vortexed for 10 s. In the next step, 
tubes were incubated in a dry bath at 95 °C for 10 min and 
vortexed for 10 s. Tubes were centrifuged at 12.000 RPM for 
3 min, and the supernatants were used for further steps. The 
extracted DNA was quantified using NanoDrop (Thermo 
Fisher Scientific, USA).

Real-time PCR was performed on an Applied Biosys-
tems® 7500 (Thermo Fisher Scientific, USA) instrument. 
PCR reactions were conducted in a 10-μL final volume con-
taining 5 μL of GoTaq DNA polymerase (Promega, USA), 
DNA of 20 ng/μL for each reaction, varying concentrations 
of primers, and ultrapure water (Promega, USA). The PCR 
mixture without a DNA template was used as the negative 
control. The assays were conducted at least in duplicate. 
Strains R6 and TIGR4 were used as positive controls for 
target genes [45].

Amplified reaction products were sequenced for validat-
ing the used primers. An ABI PRISM® Big Dye® Termina-
tor v3.1 kit and POP-7® polymer on an ABI PRISM®3130 
Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, USA) were 
used based on the manufacturer’s recommendations. All 
amplicons presented expected sequences with more than 
90% identity with NCBI-published data on target genes.

Galleria mellonella laboratory housing conditions

The entire life cycle of G. mellonella was maintained in our 
laboratory in a controlled environment at temperatures rang-
ing from 28 to 32 ºC. The larvae were fed a diet containing 
a mixture of honey and various flours. This mixture is car-
ried out by our own research group. To prepare the diet, 
all components were weighed, mixed well, autoclaved, and 

then dispensed into pots where the larvae were maintained. 
Only healthy-looking larvae without signs of melanization 
were used. Groups of ten G. mellonella larvae, weighing 
220–260 mg, were utilized for in vivo assays. At the end of 
the experiment, the larvae that were used are frozen, auto-
claved, and then properly discarded. No approval by the 
institution’s animal welfare committee is needed.

In vivo S. pneumoniae virulence

Five isolates from HC and five isolates from IPD groups 
were selected to have their virulence evaluated in vivo based 
on the characteristics of their virulence gene profiles. The 
criteria used were the following: (i) virulence gene identified 
in few isolates (e.g., CRI-040 and 25–14 were the only ones 
possessing nanA gene), (ii) isolates presenting the lowest 
(e.g., CRI-052, 49–14) and highest (e.g., CRI-066, 112–13) 
percentage of virulence genes, and (iii) isolates exhibiting a 
very distinct virulence gene profile from others (e.g., sample 
14–14, the only isolate without phtD gene and ADU-012, 
CRI-54, and 60–14, the three only isolates not possessing 
pspA gene).

Bacterial suspensions in sterile PBS (optical density in 
620 nm of 1.5) and serial dilutions were prepared as inocu-
lum for each strain/isolate tested. Fifty microliters of bacte-
rial inoculum was added to a tube containing 450 µl of PBS 
and tenfold serial dilutions (ranging from 10–1 to 10–10) were 
applied (Fig. 1A). The inoculum was administrated to larvae 
into the hemocoel using a 10 μL Hamilton syringe at the 
last right proleg (Fig. 1B). The inoculum concentration was 
determined by counting the number of colony-forming units 
(CFU) on 5% sheep blood agar after 18–24 h incubation at 
37 °C + 5% CO2 (Fig. 1C). Survival curves with S. pneumo-
niae concentration ranging from 103 to 107 CFU/larva were 
plotted. The non-infected control groups received only 10 
μL of sterile PBS (vehicle). Subsequently, all larvae were 
incubated at 37 °C in a sterilized Petri dish and assessed for 
survival every 24 h up to 120 h post-infection. Larvae were 
considered dead when they displayed no movement respond-
ing to touch. Experiments were repeated at least three times 
(ten larvae per group). R6 and TIGR4 were control strains.

Statistical analysis

Qualitative variables were represented by absolute and rela-
tive frequencies. Differences between these variables were 
verified using Fisher’s exact tests. Quantitative variables 
were obtained using the Kolmogorov–Smirnov test with 
Lilliefors correction and the Shapiro–Wilk test. Moreover, 
the homogeneities of variances were confirmed by Levene’s 
test. Pearson’s linear correlation coefficient was determined. 
Means and standard deviations were estimated for each 
variable. The ANOVA test was used to reveal significant 
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differences among quantitative variables. Tukey’s post hoc 
test separated the means for the HC and IPD groups. Type I 
error rate (alpha) was 5% (p ≤ 0.05). SPSS Software (version 
23.0, Chicago, IL Statistical Package for Social Sciences) 
analyzed the data. In vivo Galleria mellonella survival anal-
ysis was accomplished using Kaplan–Meier survival curves 
(GraphPad Prism 9.0.0). LD50 is the bacterial concentration 
that causes the death of 50% (one-half) of a group of test 
animals. The 95% confidence interval (CI) was determined 
for each strain/isolate utilizing the percentage data of larvae 
survival on the fifth day of infection with different bacterial 
inoculum through a nonlinear regression model (GraphPad 
Prism 9.0.0).

Results

Clinical characteristics and presence of virulence 
genes among isolates

Ten clinical isolates of HC were from children aged between 
17 and 43 months, and only one was from an adult aged 
77 years. Two clinical isolates from patients with IPD were 
from children, one aged 12 months and the other aged 

24 months. The other nine IPD isolates were from adult 
patients who ranged between 30 and 72 years. None of the 
isolates (11 HC and 11 IPD) exhibited all the selected viru-
lence genes in this study (Table 1). The highest coverage of 
tested genes (92.8%) was for isolates CRI-040 (HC), CRI-
066 (HC), 112–13 (IPD), 115–13 (IPD), 001–14 (IPD), and 
25–14 (IPD), while the lowest percentage (71.4%) was for 
isolates ADU-012 (HC), 014–14 (IPD), and 060–14 (IPD).

The same profile was observed for CRI-040 (HC) and 
25–14 (IPD) isolates, the only isolates positive for the nanA 
gene. The 14–14 (IPD) was the only isolate where the phtD 
gene was not detected. The absence of the pspA gene was 
discernable in the ADU-012 (HC), CRI-054 (HC), and 
60–14 (IPD) isolates. The pspA-fam1 gene was detected 
in the CRI-066 (HC), 112–13 (IPD), 115–13 (IPD), and 
001–14 (IPD) isolates, which were also the ones with the 
highest percentage of genes (92.8%) along with CRI-040 
(HC) and 25–14 (IPD).

Distribution of selected virulence genes among HC 
and IPD groups

When isolates were compared between HC and IPD groups, 
a similar presence of selected virulence genes in the two 

Fig. 1   In vivo S. pneumoniae virulence assay. A Bacterial suspen-
sions were prepared in sterile PBS measured at an optical density 
of 620 nm of 1.5. Then, serial dilutions were prepared as inoculum 
for each strain/isolate tested. B Bacterial inocula were injected into 
groups of 10 larvae using a 10 μL Hamilton syringe into the last 

right proleg. These groups were then incubated at 37  °C in sterile 
Petri dishes and assessed daily for survival every 24  h until 120  h 
post-infection after touch stimulation. C Inoculum concentration was 
determined by counting the number of colony-forming units (CFU) 
on 5% sheep blood agar after 18–24 h incubation at 37 °C + 5% CO2
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groups existed. Regardless of where they belonged, all iso-
lates carried the genes lytA, nanB, pavA, pcpA, phtA, phtB, 
phtE, rrgA, and sipA. No statistical difference existed for 
each gene (Table 2). On the contrary, the nanA gene was 
the least frequent in both groups and was only present in 
9% of isolates (1 isolate from each group). The pspA-fam1 
gene also exhibited a low percentage between HC (9%) and 
IPD (27.3%) isolates, while the pspA gene was detected in 
almost all HC (81.8%) and IPD (90.9%) isolates. The phtD 
gene was present in all HC isolates and most IPD isolates 
(90.9%). Finally, the pspC gene was more variable between 
the groups; it was present in 54.6% of HC and 63.6% of IPD 
isolates.

S. pneumoniae 19A isolates and dose‑dependent 
mortality in G. mellonella larvae

Five isolates from HC and five isolates from IPD groups 
were selected, based on what has been described in the 
methods Sect. 2.4, to study their virulence in vivo. Larvae 
inoculated with PBS buffer (non-infected control larvae 
group) were alive throughout the experiment. In contrast, S. 
pneumoniae infection led to dose-dependent mortality in G. 
mellonella larvae (Fig. 2A–E for HC isolates; F, J for IDP 
isolates; and K and L for control strains). All larvae infected 
with the higher S. pneumoniae bacterial concentration (107 
and 106 CFU/larva) died within the first 24 h, except for 
the 112–13 (IPD) (Fig. 2F) and 25–14 (IPD) (Fig. 2H) iso-
lates, which required an additional 24 h to be lethal to all 
the larvae. A higher survival was observed with a lower 

concentration. The 105 CFU/larva concentration resulted in 
a variable outcome for all groups, while the lowest concen-
tration (104 CFU/larva) allowed larval survival at about 80%.

Lethality in the IPD group during in vivo assessment

The lethal dose capable of killing 50% of the group of ani-
mals (LD50) was determined using data from the survival 
curve on the fifth day of experimentation. The isolates from 
the same group (HC or IPD) also exhibited distinct in vivo 
virulence (p = 0.02 for the HC group and < 0.01 for the IPD 
group) (Table 3). In the group of HC isolates, the most viru-
lent strain was the CRI-052 isolate (LD50: 1.5 × 105 CFU/
larva—Table 3), and the least virulent was the CRI-054 iso-
late (LD50: 6.0 × 105 CFU/larva—Table 3). Within the group 
of IPD isolates, the most virulent strain was 025–14 isolate 
(LD50: 1.2 × 104 CFU/larva-Table 3), and the least virulent 
was 60–14 isolate (LD50: 2.9 × 105 CFU/larva—Table 3). 
Among isolates ADU-012, CRI-040, CRI-052, CRI-066, 
and 60–14 isolates, no statistical difference in LD50 was 
observed. This was the same between isolates 112–13 and 
014–04 isolates; isolates 025–14 and 49–14.

When the LD50 averages from the two groups (HC and 
IPD) were compared, a significantly (p ≤ 0.05) lower LD50 
was observed among isolates from the IPD group (Table 4). 
This suggests that IPD isolates are more virulent than HC 
isolates.

In vivo virulence is independent of the proportions 
of virulence genes present in S. pneumoniae isolates

When we correlated the percentage of selected virulence 
genes and the LD50 value for each pneumococcal isolate, 
the in vivo virulence was independent of the presence of 
virulence genes harbored by the isolate (Table 5). For exam-
ple, isolates ADU-012, 014–14, and 60–14 presented 71.4% 
of selected virulence genes. However, isolate 014–14 was 
more virulent as compared to 014–14 and 60–14, indicated 
by the statistically different LD50 values to ADU-012 and 
60–14 isolates (Table 5). Additionally, the isolates CRI-052, 
CRI-054, and 49–14 presented 78.5% of virulence genes but 
showed different in vivo virulence, as suggested by the sta-
tistical difference (p ≤ 0.05) in LD50 among them (Table 5).

When HC and IPD isolates showed the same percentage 
of selected virulence genes, the IPD isolates had a lower 
LD50 and were more virulent than HC isolates. It was appar-
ent in (i) ADU-012 (HC) versus 014–104 (IPD) with 71.4% 
of virulence genes, (ii) CRI-052 and CRI-054 (HC) versus 
049–14 (IPD) with 78.5% of virulence genes, and (iii) CRI-
040 and CRI-066 (HC) versus 112–13 and 25–14 (IPD). All 
possessed 92.8% of the virulence genes (Table 5).

Table 2   The distribution of virulence genes among the HC and IPD 
groups. Each group is composed of 11 pneumococcal isolates

Fisher’s exact test was applied as appropriate. The value in paren-
theses represents the percentage of strains that presented the gene in 
question. Abbreviations: HC healthy carriers, IPD invasive pneumo-
coccus disease

Gene HC (%) IPD (%) p value

lytA 11 (100.0) 11 (100)  > 0.99
nanA 1 (9.0) 1 (9.0)  > 0.99
nanB 11 (100.0) 11 (100.0)  > 0.99
pavA 11 (100.0) 11 (100.0)  > 0.99
pcpA 11 (100.0) 11 (100.0)  > 0.99
phtA 11 (100.0) 11 (100.0)  > 0.99
phtB 11 (100.0) 11 (100.0)  > 0.99
phtD 11 (100.0) 10 (90.9) 0.91
phtE 11 (100.0) 11 (100.0)  > 0.99
pilus-1 (rrgA) 11 (100.0) 11 (100.0)  > 0.99
pilus-2 (sipA) 11 (100.0) 11 (100.0)  > 0.99
pspA 9 (81.8) 10 (90.9) 0.88
pspA-fam1 1 (9.0) 3 (27.3) 0.58
pspC 6 (54.5) 7 (63.6) 0.65
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Discussion

This study analyzed the presence of surface proteins viru-
lence genes in S. pneumoniae serotype 19A clinical isolates 

and assessed in vivo lethality in the G. mellonella model. 
We demonstrated that the IPD isolates were more lethal to 
G. mellonella as compared to HC isolates with similar viru-
lence gene profiles.

Fig. 2   Kaplan–Meier survival 
curves of G. mellonella larvae 
infected with clinical isolates 
and laboratory strains of S. 
pneumoniae isolates at different 
concentrations or vehicle (PBS). 
Kaplan-Meyer curves represent 
the mean survival rates from 
three independent experiments 
and showed a dose-dependent 
response with all strains (n ​​ = 10 
larvae per dose per strain per 
experiment), and error bars 
represent standard deviation. 
Survival was monitored at 24-h 
intervals over a period of 5 days 
(120 h). Insects were injected 
with four different dilutions of 
S. pneumoniae cultures (with 
the average number of bacteria 
injected shown in the figure). 
The highest dose (blue line) 
of any strain resulted in the 
mortality of all larvae. While 
intermediate doses (pink and 
green line) resulted in differ-
ent death outcomes for each 
of the strains. The lowest dose 
(red line) resulted in less death 
in all groups. Control insects 
were injected with sterile PBS 
(black line) and included in all 
triplicates. No deaths occurred 
within this group. A–E HC iso-
lates; F, J IPD isolates; K and L 
ATCC strains; LD50 lethal dose
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Up to date, only a few studies have reported explicitly on 
serotype 19A S. pneumoniae virulence-related genes. Our 
study explored fourteen genes encoding pneumococcal sur-
face proteins in isolates 19A, and a comparison of our results 
with previous studies was discussed below (Table S2). When 
the percentage of virulence genes in S. pneumoniae 19A iso-
lates was analyzed, the lytA, nanB, and pavA genes were pre-
sent in 100% of isolates tested, as reported in other studies 

Table 3   In vivo virulence 
determined through LD50 values 
from Galleria mellonella larvae 
assays

Here, we demonstrate the group comparison of all isolates (HC × IPD × controls). The first column indicates to 
which group the isolates described in column two belong. Column three shows the LD50 values. The fourth 
column shows the confidence interval for each isolate, and the last column shows whether there was a statistical 
difference within each group specified in column one, values in bold indicate statistical difference. The Fisher’s 
exact test was applied, as appropriate. The LD values correspond to the mean of the experiment performed in 
triplicate. For the LD50 (CFU/larva), ANOVA and Tukey post hoc tests were applied. Equal letters indicate no 
statistical difference (p > 0.05), while different letters indicate statistical difference (p ≤ 0.05) among isolates

Groups Isolates LD50 (CFU/larva) 95% CI (CFU/larva) p value among 
isolates within each 
group

HC ADU—012 2.9 × 105 a 1.5 × 105—5.5 × 105 0.02
CRI—040 1.7 × 105 a 9.3 × 104—3.2 × 105

CRI—052 1.5 × 105 a 1.0 × 105—2.2 × 105

CRI—054 6.0 × 105 b 2.8 × 105—1.3 × 106

CRI—066 4.0 × 105 a 1.9 × 105—9.0 × 105

IPD 112–13 5.6 × 104 c 2.8 × 104—1.0 × 105  < 0.01
014–14 9.9 × 104 c 4.2 × 104—2.1 × 105

025–14 1.2 × 104 d 5.2 × 104—2.7 × 105

049–14 3.7 × 104 d 1.6 × 104—8.7 × 104

060–14 2.9 × 105 a 1.2 × 105—6.7 × 105

Control ATCC R6 4.6 × 105 a 2.3 × 105—8.9 × 105 0.42
ATCC TIGR4 3.4 × 105 a 1.4 × 105—8.9 × 105

Table 4   General comparison of LD50 (CFU/larva) between the group 
of HC and IPC isolates tested in vivo

SD standard deviation. Student’s t test for independent samples was 
applied

HC (n = 5) IPD (n = 5) p value

Mean SD Mean SD

LD50 (CFU/larva) 3.2 × 105 1.8 × 105 9.8 × 104 1.1 × 105  < 0.01

Table 5   Comparison between 
the percentage of virulence 
genes in S. pneumoniae isolates 
and the selected virulence 
determined through LD50 values 
from G. mellonella larvae 
assays

Here, we demonstrate the comparison between groups of isolates that had the same number of genes 
selected in this study, regardless of whether it was HC or IPD. The first group of isolates had 10/14 genes 
present (71.4%). The second group 11/14 genes present (78.5%). The third group 13/14 genes present 
(92.8%). Then, we evaluated whether within each of these groups, the LD50 could differ statistically. For 
the LD50 (CFU/larva) the ANOVA and Tukey’s post hoc tests were applied. The LD values correspond to 
the mean of the experiment performed in triplicate. Equal letters indicate no statistical difference (p > 0.05), 
while different letters indicate statistical difference (p ≤ 0.05) among isolates a, b, and c indicate analysis of 
variance among the isolates considering p > 0.05 as significant

Isolates Group Virulence genes (%) LD50 (CFU/larva) 95% CI (CFU/larva)

ADU–012 HC 10 (71.4) 2.9 × 105 a 1.5 × 105—5.5 × 105

014–14 IPD 10 (71.4) 9.9 × 104 b 4.2 × 104—2.1 × 105

060–14 IPD 10 (71.4) 2.9 × 105 a 1.2 × 105—6.7 × 105

CRI – 052 HC 11 (78.5) 1.5 × 105 a 1.0 × 105—2.2 × 105

CRI – 054 HC 11 (78.5) 6.0 × 105 c 2.8 × 105—1.3 × 106

049–14 IPD 11 (78.5) 3.7 × 104 b 1.6 × 104—8.7 × 104

CRI–040 HC 13 (92.8) 1.7 × 105 a 9.3 × 104—3.2 × 105

CRI–066 HC 13 (92.8) 4.0 × 105 a 1.9 × 105—9.0 × 105

112–13 IPD 13 (92.8) 5.6 × 104 b 2.8 × 104—1.0 × 105

025–14 IPD 13 (92.8) 1.2 × 104 b 5.2 × 104—2.7 × 105
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[47–51]. The presence of these genes in all isolates suggests 
that they are likely candidates for the next-generation vac-
cines as this type of vaccine targets pneumococcal surface 
proteins [16].

A high frequency of phtA, phtB, and phtD genes showed 
in this study contrasts with the data found in a Japanese 
study, which evaluated non-19A serotypes [48]. Yet, the 
phtB gene occurrence in our work was similar to those 
reported by a Chinese study [52] that studied serotype 19A, 
suggesting that phtB gene occurrence is a characteristic of 
serotype 19A. Surprisingly, the PhtD protein is cited as the 
most promising candidate for next-generation vaccines [53, 
54]. However, studies by Cornick et al. [55] and Kawagu-
chiya et al. [48] reported only 28% and 61.4% occurrence 
of this gene in S. pneumoniae isolates, respectively, and 
serotype 19A was also not included. Otherwise, our results 
suggested that phtD was conserved among isolates of the 
19A serotype (95.4%).

Genes encoding pilus proteins (rrgA and sipA) were pre-
sent in all isolates, coinciding with most studies that used 
19A strains [52, 56]. Contrarily, studies assessing other 
serotypes and serogroups did not find this high presence 
[57, 58]. Mills and collaborators [47] suggested a strong 
association between these proteins and pneumococcal sero-
group 19. Nonetheless, the percentage of isolates present-
ing the nanA gene in this study (9.0%) differed from other 
published studies, usually finding this gene in > 90% of the 
isolates [48–50, 52]. However, no publication evaluated a 
geographical region closer to ours, rendering it impossible to 
assess whether this discrepancy could be due to the clonality 
of circulating strains.

Most studies have reported a slightly higher percentage 
than ours for the pspA gene [51, 52, 58, 59]. The presence of 
pspA-fam1 genes was exceedingly variable in isolates from 
different studies, however, isolates of serotype 19A were 
not part of these studies [51, 58]. The pspC gene percent-
ages were also rather variable [48, 49, 55, 57]. Clonality 
might explain these differences, as evident in the compara-
tive study by Blumental et al. [45], presenting distinct viru-
lence profiles between French and African isolates, and by 
Cornick et al. [55], assessing isolates from four continents 
(Asia, Africa, Europe, and South America). The prevalence 
of these genes probably varied based on serotypes and circu-
lating clones. Unfortunately, no global distribution mapping 
of these genes has been performed.

Our study is the first to use the in vivo model of G. mel-
lonella in pathogenicity analysis of clinical isolates of S. 
pneumoniae. Additionally, we used two ATCC strains (R6 
and TIGR4) as controls. Two other articles applied these 
standardized strains to study S. pneumoniae infection in 
G. mellonella [40, 41]. Evans and collaborators [41] con-
ducted the first study using these larvae as an infection 
model to explore S. pneumoniae-host interactions. Cools and 

collaborators [40] optimized and characterized the model 
for virulence studies and antimicrobial evaluations with S. 
pneumoniae. The larval mortality observed in both studies, 
after infection with the R6 and TIGR4 strains, was similar to 
our findings [40, 41]. The LD50 found in our study for the R6 
strain was 4.6 × 105 CFU/larva while Evans and Rozen [41] 
describe an LD50 around 8.75 × 106 CFU/larva. It is possible 
to observe that despite the R6 strain having its virulence 
compromised by the absence of a capsule, it is still virulent 
for G. mellonella larvae. In order to confirm that infection 
with the R6 strain (non-encapsulated strain) is indeed the 
cause of larvae death, an analysis of the bacterial load during 
infection was performed (See Supplementary information 
– Methods and Figure S1). The results demonstrate that the 
mortality is associated with R6 proliferation in the host. For 
the TIGR4 strain, the LD50 value found in the present study 
(LD50 of 3.4 × 105 CFU/larva) was similar to those reported 
by Evans and Rozen (8.85 × 105 CFU/larva) [41].

Infection of G. mellonella larvae with both HC as well as 
IPD isolates resulted in a dose-dependent mortality (Fig. 2). 
Similarly, studies with Streptococcus agalactiae and Strepto-
coccus suis revealed dose-dependent results as well [60, 61]. 
However, we observed that IPD isolates were more virulent 
than HC ones, showing that virulent isolates in humans were 
also virulent in G. mellonella (Table 4), which evidences the 
usefulness of G. mellonella larvae as a model of infection to 
clinical isolates of S. pneumoniae. To exclude the possibility 
that relative fitness or growth characteristics may explain 
differences in virulence among isolates, growth curve analy-
ses were performed for strains tested in vivo (See Supple-
mentary information – Methods). For all strains, OD620nm 
values increased every 30 min and growth was maximum 
between 7 and 8 h, demonstrating that the observed differ-
ences in virulence among isolates cannot be attributed to 
their growth characteristics. Otherwise, it may be explained 
by a difference in expression of the studied virulence genes 
in IPD isolates compared with HC isolates and/or because 
of other virulence determinants not evaluated in this study 
that play a fundamental role in the pathogenicity of pneu-
mococci. Moreover, it is necessary to recognize that, in the 
human host, the passage of pneumococci from commensal to 
disease-causing status is a multifactorial phenomenon where 
host components have a critical role. Our study does not 
address this context.

Among the invasive isolates, 25–14 (IPD) was the 
most virulent for the larvae and harbored 92.8% of the 
selected virulence genes PCR. It was the only one among 
the invasive isolates with a positive nanA gene. Among 
the isolates from carriers, CRI-040 was the only one with 
a positive nanA gene and the most virulent within this 
group, suggesting that the nanA gene, encoding a pneu-
mococcal adhesin [18, 62], may play a crucial role in viru-
lence. Isolate CRI-054 (HC) was the least lethal among 
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all isolates, not having nanA, pspA, and pspA-fam1 genes. 
However, the ADU-012 (HC) isolate, without these same 
genes and pspC, was more lethal to larvae. ADU-012 (HC) 
and 60–14 (IPD) had the same virulence profile and LD50, 
implying that the invasive disease could manifest itself 
without nanA, pspA, pspA-fam1, and pspC genes. Moreo-
ver, 14–14 (IPD) had a similar virulence profile to 60–14 
(IPD) and ADU-012 (HC). However, it did not possess the 
phtD gene, had a lower LD50, and was more lethal to lar-
vae. It demonstrated that another virulence factor compen-
sated for phtD deficiency, making it questionable if phtD 
might be a good candidate target for the next-generation 
vaccines, as intensely suggested by Brooks and co-work-
ers [53]. Furthermore, we observed that CRI-066 (HC) 
and 112–13 (IPD) showed similar virulence profiles and 
were only negative for the nanA gene. Nonetheless, they 
showed statistically different LD50 values (4.0 × 105 CFU/
larva vs 5.6 × 104 CFU/larva). The same was observed 
for CRI-052 (HC) and 49–14 (IPD) isolates, showing the 
absence of nanA, pspA-fam1, and pspC, with different 
LD50 (1.5 × 105 CFU/larva vs 3.7 × 104 CFU/larva). These 
findings suggest that other virulence genes not included in 
this research likely play a role in the observed differences 
in virulence between IPD and HC isolates, such as other 
choline-binding proteins, lipoproteins, LPXTG-anchored 
surface proteins, or non-surface family proteins [14, 15].

This research had some limitations. We did not explore 
the clonality of the isolates and the expression of viru-
lence genes of the isolates. Relatively, we also evaluated 
a small number of virulence genes and isolates. Moreover, 
the immune system of G. mellonella larvae is structurally 
and functionally similar to the innate immune response 
of mammals. However, the lack of an adaptive immune 
response must be recognized as a limiting factor [63].

Our study showed a high presence of surface protein 
genes among S. pneumoniae serotype 19A HC and IPD 
isolates. Usually, invasive isolates are more virulent in G. 
mellonella model, even when their virulence profile is the 
same as isolates from carriers or when they lack nanA, pspA, 
pspA-fam 1, and pspC, indicating that other virulence factors 
may play a decisive role in virulence. Identifying a gene or 
combination of genes that is more frequent among the inva-
sive isolates or that makes a critical contribution to lethality 
in the in vivo model would be valuable. In conclusion, this 
is the first report assessing the virulence of S. pneumoniae 
serotype 19A clinical isolates in the in vivo G. mellonella 
model. Here, we show that invasive isolates are more viru-
lent as compared to isolates from carriers and demonstrate 
the power of the G. mellonella model as an in vivo tool to 
study the virulence of pneumococcal isolates.
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1. Methods:  81 
 82 
1.1 Bacterial load in Galleria mellonella 83 

To determine bacterial burden during infection, larvae were infected with strain R6 at 8.00 x 107 84 
CFU/mL, with a minimum of 10 larvae per time point. At 1, 2, 4 and 8 h after infection, alive larvae were 85 
bled into microtubes and 12.5 μl of hemolymph was collected from each animal for each time (n=8/time). 86 
A serial dilution of hemolymph was made in PBS and the bacterial load was determined through the 87 
counting of colonies on chocolate agar plates. 88 
 89 
1.2 Growth curve analysis of HC and IPD isolates  90 

The strains were grown in Todd-Hewitt broth supplemented with rabbit serum. Bacterial growth 91 
was monitored by measuring light absorption at 620 nm using a microplate spectrophotometer (Biotek 92 
Epoch, USA) at 30 minutes intervals for 12 h. 93 
 94 
 95 
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 105 
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2. Results: 137 
 138 
Larval mortality after R6 infection is associated with bacterial proliferation 139 

To confirm that infection with the R6 strains (non-encapsulated strain) is indeed the cause of larvae 140 
death, an analysis of the bacterial load during infection was performed (Figure S1). One hour after infection, 141 
the larval load of the R6 strain did not increase (8 x 107 CFU/mL). However, from the second hour the 142 
number of bacteria increased by one log (7.20 x 108 CFU/mL) and after 4 hours another log (2.00 x 109 143 
CFU/mL). After 8 hours of infection, it was possible to observe a very expressive increase (4.00 x 1013 144 
CFU/mL) and an evident lethargy in the larvae. These results demonstrates that mortality is associated with 145 
R6 proliferation in the host. 146 

 147 
Figure S1: Bacterial burden in the G. mellonella during infection with S. pneumoniae strain R6. Larvae 148 
were systemically infected with 8.00 × 107 CFU/mL and 1h, 2h, 4h and 8h post-infection the bacterial load 149 
in larval hemolymph was determined. The curve represents average of bacterial counting in the hemolymph 150 
of 3-8 live larvae at each time point and error bars represent standard deviation. 151 
 152 
 153 
 154 
 155 
 156 
 157 
 158 
 159 
 160 
 161 
 162 

 163 



Table S1: Details of PCR conditions for each pneumococcal virulence gene. 
 

      Conditions of amplifications Positive 
control   

Target Primer sequence (5'-3') Product 
size 

Optimized 
primer 

concentrations 

Holding 
stage 

N cycles  
Melt Curve Stage  Reference 

strain Reference [(denaturation), (hybridation), 
(elongation)] 

lytA 
F- CAGCGGTTGAACTGATTGA 

173 0,25 95 ℃ 
(5min) 

40 [(95℃ - 00:10), (60℃-00:30), 
(72℃-00:30)] 

95℃ (00:15), 60℃ (01:00), 
95℃ (00:30), 60℃ (00:15) R6/ TIGR4 [52] 

R- TGGTTGGTTATTCGTGCAA 

nanA 
F- CTCCTACCGAAGCGAAAGTG 

221 0,25 95 ℃ 
(5min) 

40 [(95℃ - 00:10), (60℃-00:30), 
(72℃-00:30)] 

95℃ (00:15), 60℃ (01:00), 
95℃ (00:30), 60℃ (00:15) R6/ TIGR4 This study 

R- AATTGCACCTTCTGCCAAAC 

nanB 
F- CGTGGAGTGAGCCAATTTTT 

182 0,25 95 ℃ 
(5min) 

40 [(95℃ - 00:10), (60℃-00:30), 
(72℃-00:30)] 

95℃ (00:15), 60℃ (01:00), 
95℃ (00:30), 60℃ (00:15) R6/ TIGR4 This study 

R-CGCAGGCATAACATCAGCTA 

pavA 
F- GGTCGCATCCAGAAAATC 

90 0,25 95 ℃ 
(5min) 

40 [(95℃ - 00:10), (60℃-00:30), 
(72℃-00:30)] 

95℃ (00:15), 60℃ (01:00), 
95℃ (00:30), 60℃ (00:15) R6/ TIGR4 [52] 

R- AGAAAGGAGCAGGCGATG 

pcpA 
F-TGAATCGTTTGCCTCAGTTG 

218 0,25 95 ℃ 
(5min) 

40 [(95℃ - 00:10), (60℃-00:30), 
(72℃-00:30)] 

95℃ (00:15), 60℃ (01:00), 
95℃ (00:30), 60℃ (00:15) R6/ TIGR4 This study 

R- GTTTAATCGCATCCGCAAAT 

phtA 
F- GCGGCAGCTTTGATTTTAAG 

155 0,25 95 ℃ 
(5min) 

40 [(95℃ - 00:10), (60℃-00:30), 
(72℃-00:30)] 

95℃ (00:15), 60℃ (01:00), 
95℃ (00:30), 60℃ (00:15) R6/ TIGR4 This study 

R- CCTTCACGCTTGCTAACCTC 

phtB 
F- CTTATTTTCGACCCAGCGCA 

222 0,25 95 ℃ 
(5min) 

40 [(95℃ - 00:10), (60℃-00:30), 
(72℃-00:30)] 

95℃ (00:15), 60℃ (01:00), 
95℃ (00:30), 60℃ (00:15) R6/ TIGR4 This study 

R- TTGCGGACTTGGACTAGGTT 

phtD 
F- GTATTAGACAAAATGCTGTGGAG 

140 0,25 95 ℃ 
(5min) 

40 [(95℃ - 00:10), (60℃-00:30), 
(72℃-00:30)] 

95℃ (00:15), 60℃ (01:00), 
95℃ (00:30), 60℃ (00:15) R6/ TIGR4 [62] 

R- CTGTATAGGAGTCGGTTGACTTTC 

phtE 
F - CGTTCCTCATGGAGGTCACT 

180 0,25 95 ℃ 
(5min) 

40 [(95℃ - 00:10), (60℃-00:30), 
(72℃-00:30)] 

95℃ (00:15), 60℃ (01:00), 
95℃ (00:30), 60℃ (00:15) R6/ TIGR4 This study 

R - GCTGGCTTGCTAGTTGATCC 

pilus-1 
(rrgA) 

F- TTGTGACAAATCTTCCTCTTGGGA 
115 0,6 95 ℃ 

(5min) 
50 [(95℃ - 00:10), (60℃-00:30), 

(72℃-00:30)] 
95℃ (00:15), 60℃ (01:00), 
95℃ (00:30), 60℃ (00:15) R6/ TIGR4 [52] 

R- GTCACCAGCTGATGATCTACCA 

pilus- 2 
(sipA) 

F- TCTCGTTCTTGCTGTGGATG 
190 0,5 95 ℃ 

(5min) 
50 [(95℃ - 00:10), (55℃-00:30), 

(72℃-00:30)] 
95℃ (00:15), 60℃ (01:00), 
95℃ (00:30), 60℃ (00:15) R6/ TIGR4 This study 

R- GCTGAAGCCTGAAAAACTGG 

pspA 
F-ATGCAGCGAAGAAAGATGCT 

176 0,25 95 ℃ 
(5min) 

40 [(95℃ - 00:10), (60℃-00:30), 
(72℃-00:30)] 

95℃ (00:15), 60℃ (01:00), 
95℃ (00:30), 60℃ (00:15) R6/ TIGR4  This study 

R- AACTGCTGCCACTGCCTTAT 



pspA-
fam1 

F- CTCCGTGCTCCTCTTCAATC 
153 0,5 95 ℃ (5 

min) 
50 [(95℃ - 00:10), (55℃-0:30), 

(72℃-00:30)] 
95℃ (00:15), 60℃ (01:00), 
95℃ (00:30), 60℃ (00:15) R6/ TIGR4  This study 

R- AGCTTGCTCACCGTCTGAGT 

pspC 
F- AGTTGATTGGCTTGACCTTG  

299 0,25 95 ℃ 
(5min) 

40 [(95℃ - 00:10), (60℃-00:30), 
(72℃-00:30)] 

95℃ (00:15), 60℃ (01:00), 
95℃ (00:30), 60℃ (00:15) R6/ TIGR4  [63]  

R-CTACACTAGCTACTCC 
Abbreviations: F=forward, R=reverse, N=number, min=minutes, lytA=autolysin gene, nan=neuraminidase gene, pavA=pneumococcal adhesion and virulence A gene, pcpA=pneumococcal 
choline binding protein A gene, pht=polyhistidine triad complex genes, pspA=pneumococcal surface protein A gene, pspC=pneumococcal surface protein C gene. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



Table S2: Comparative analysis about studies that evaluated the percentage of genes coding surface proteins. 
 

        
Facilitates the release 

of the pneumolysin 
toxin 

Interaction with complement system Mediate bacterial adhesion to 
epithelial cells 

Reference Origin of 
isolates 

Serotype 
studied 

n of 
samples lytA nanA nanB phtA phtB phtD phtE pspA pspA-

fam1 pspC  pavA pcpA 
rrgA 

(pilus-
1)  

sipA 
(pilus-2)  

This study Brazil 19A 22 100 9.0 100 100 100 95.4 100 86.3 18.1 59 100 100 100 100 
                                    

Other 
studies                                   

[55] Several 1 445 - - - - - 28 - 68 - 76 - 11 - - 
[59]  Brazil 19A 253 - - - - - - - 100 0 - - - - - 
[52] China 19A 22 - 100 - - 100 - - 100 - - - - 100 100 
[49] China 19A 28 100 96.4 - - - - - 7.1 - 89.3 100 - - - 
[64] Spain 19A 93 - - - - - - - - - - - 96.8 28 - 
[50] USA 19A 13 - 100 - - - - - - - - - - - - 

[65] Czech 
republic 19A 26 - - - - - - - - - - - - 100 100 

[47] Ghana Several a 151 100 - - - - - - - - - - 87 11.9 6.6 

[48] Japan Several a 57 - 100 100 49.1 26.3 61.4 100 - - 78.9 100 91.2 - - 

[51] Japan Several a 156 - - - - - - - 100 55.8 - 100 - - - 

[58] Brazil Severala 315 - - - - - - - 100 30.8 - - - 50 - 

[57] Iran Uninformedb 59 84.74                 3.38     28.81   
 
 (-) = not studied .  a= serotype 19A was not investigated in the present work. b = serotype not reported by the researcher. n= number    
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6. CONCLUSÕES  

• Verificamos que os genes lytA, nanB, pavA, pcpA, phtA, phtB, phtE, pilus-

1 (rrgA) e pilus-2 (sipA) estão presentes em todos isolados S. pneumoniae 

do sorotipo 19A, tanto entre os provenientes de portadores quanto nos de 

doença invasiva. 

• Não houve, para cada gene de virulência testado, diferença significativa 

nas proporções entre isolados de carreadores e dos provenientes de doença 

invasiva. 

• O modelo alternativo de G. mellonella mostrou-se uma ferramenta valiosa, 

confirmando seu potencial para estudo de virulência de S. pneumoniae. 

• Em geral, isolados invasivos apresentaram uma DL50 inferior em 

comparação aos isolados de portadores, mesmo quando seu perfil de 

virulência era equivalente a algum isolado colonizador ou quando 

apresentavam ausência de nanA, pspA, pspA-fam 1 e pspC. Esta 

observação sugere que outros fatores de virulência podem ter um papel 

decisivo no desenvolvimento de doença invasiva. 

• Este é o primeiro relato utilizando isolados clínicos de S. pneumoniae e 

ensaios de virulência utilizando o modelo in vivo de G. mellonella, 

contribuindo para o entendimento dos mecanismos de virulência de S. 

pneumoniae.  
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7. ANEXOS  

7.1 Parecer consubstanciado do comitê de ética  
 

7.1.1 Amostras de portadores (2.176.785) 
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7.1.2 Amostras de doença pneumocócica invasiva (1.115.418) 
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Contemplada pelo Programa de Mobilidade AULP como aluna de intercâmbio no 

curso de Mestrado em Ciências Aplicadas à Saúde, na Escola Superior de 

Saúde, Instituto Politécnico de Bragança, durante o ano letivo de 2019/2020 de 

17/02/2020 a 10/07/2020, ao abrigo de um programa de intercâmbio 

estabelecido entre o Instituto Politécnico de Bragança, Portugal e a Universidade 

Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre (UFCSPA), Brasil. 
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7.4 Produção Científica Complementar 
7.4.1 Certificado do resumo um enviado ao II Congresso 
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Resumo disponível em: 
https://csbbm.com.br/evento/csbbm/trabalhosaprovados/naintegra/8789 

 
7.4.2 Certificado do resumo dois enviado ao II Congresso Latinoamericano 
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Resumo disponível em:  
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Borders do Programa de Pós-Graduação em Biociências da Universidade 
Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre 

 
Vídeo disponível em:  https://www.instagram.com/tv/CIT1mGanLhs/ 

 

7.5 Normas para publicação 
Artigo submetido à revista European Journal of Clinical Microbiology & Infectious 

Diseases (https://www.springer.com/journal/10096), cujo as normas para a 

publicação estão disponibilizadas no link abaixo, por ser um material muito 

extenso: 

 

https://www.springer.com/journal/10096/submission-guidelines 
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