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RESUMO

Os produtos que requerem a caracteristica de esterilidade devem ser submetidos ao
Ensaio de Esterilidade Bacteriana e Fungica assim como o ambiente de execucao
desse teste, a fim de evitar resultados falso-positivos. A legislacdo recomenda a
identificagdo de microrganismos provenientes dos Ensaios e do ambiente onde estes
foram realizados. A dificuldade da identificacdo de varios géneros por metodologias
fenotipicas e identificacbes equivocadas de bastonetes Gram positivos esporulados
(BGPE) tém sido relatadas em véarios estudos e mostram a necessidade da
utilizacdo de metodologias moleculares mais adequadas a essa identificagdo. Para
tal, a analise da sequéncia do gene 16S rRNA tem sido promissora uma vez que
este gene é universal para bactérias e esta disponivel em bancos de dados em uma
grande quantidade de sequéncias permitindo, assim, a comparacgéo das sequéncias
de isolados bacterianos desconhecidos. O objetivo do presente estudo foi avaliar
isolados bacterianos de BGPE provenientes de testes de esterilidade de produtos
farmacéuticos e do controle ambiental das areas onde s&o realizados estes testes.
Para atingir esse objetivo foram avaliados 83 dos isolados bacterianos
encaminhados para o Setor de lIdentificacdo Bacteriana do Departamento de
Microbiologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude da
Fundacdo Oswaldo Cruz utilizando duas metodologias fenotipicas, os sistemas
comerciais APl 50CHB e VITEK 32 cartdo BAC e uma genotipica, a analise da
sequéncia do gene 16S rRNA. O API e o VITEK identificaram a espécie ou as
provaveis espécies de 54% dos isolados bacterianos. Através da analise da
sequéncia do gene 16S rRNA foram identificados os géneros de todos os isolados
bacterianos, que sao: Bacillus, Paenibacillus, Terribacillus, Lysinibacillus, Cohnella,
Oceanobacillus e Paenisporosarcina. Essa analise também mostrou que 18% dos

isolados bacterianos avaliados podem fazer parte de espécies ainda nao descritas.

Palavras-chave: Identificacdo, Bacillus e géneros relacionados, 16S rRNA, VITEK,
API.



ABSTRACT

Sterile products must be submitted to test for sterility as well as the environment
where these tests are performed in order to avoid false-positive results. Brazilian law
recommends the identification of microorganisms from sterility tests and the
environment where these tests were performed. It has been reported in several
papers difficulty in identifying various genera using phenotypic methods and also
erroneous identification of Bacillus and related genera. It suggests the need of
molecular methods which is more suitable for identifying these bacteria. Sequence
analysis of 16S rRNA gene has contributed to bacterial identification, since this gene
is universal for bacteria and a lot of sequences are available in databases, thus
enabling the comparison of sequences of unknown bacterial samples. The aim of this
study was to evaluate samples of Bacillus and related genera isolated from
pharmaceutical products and environmental control of the areas where these tests
are performed. To achieve this objective, we evaluated 83 samples of Bacillus and
related genera sent to the Division of Bacterial ldentification Department of
Microbiology of National Institute of Quality Control in Health of Oswaldo Cruz
Foundation using two phenotypic methodologies: commercial systems APl 50CHB
and VITEK 32 BAC card and a genotypic, analysis of 16S rRNA gene sequence. API
and VITEK identified the species or group of species of 54% of the samples. It was
identified the genera of all samples using sequence analysis of 16S rRNA gene,
which were: Bacillus, Paenibacillus, Terribacillus, Lysinibacillus, Cohnella,
Oceanobacillus and Paenisporosarcina. This analysis also showed that 18% of the

samples might be from undescribed species.

Keywords: Identification, Bacillus and related genera, 16S rRNA, VITEK, API.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Avaliacdo da identificacdo de Bacillus spp. e géneros relacionados
utilizando o sistema APl e usando-se o sequenciamento do gene 16S rRNA como
FETEIEICIAL ... 43
Figura 2 Avaliacdo da identificagdo de Bacillus spp. e géneros relacionados
utilizando o sistema VITEK e usando-se o sequenciamento do gene 16S rRNA como
(=] (=T (=] 0 (o = SRS 44
Figura 3 Identificacdo de Bacillus spp. e géneros relacionados utilizando a analise do
sequenciamento do gene 16S rRNA. ... e 44
Figura 4 Arvore filogenética baseada no método neighbor-joining usando sequéncias
do gene 16S rRNA de isolados bacterianos do género Bacillus. As distancias
estimadas foram calculadas usando o modelo Kimura 2 parametros. A porcentagem
de Bootstrap apds 1000 simulagcbes é mostrada e a sequéncia do gene 16S rRNA de
Paenibacillus polymyxa foi usada como grupo de fora...........cccooeeeeviiiiieceiiiiie e, 94
Figura 5 Arvore filogenética baseada no método neighbor-joining usando sequéncias
do gene 16S rRNA de isolados bacterianos do género Bacillus. As distancias
estimadas foram calculadas usando o modelo Kimura 2 parametros. A porcentagem
de Bootstrap apds 1000 simulagcbes é mostrada e a sequéncia do gene 16S rRNA de
Paenibacillus polymyxa foi usada como grupo de fora..........ccceeeevvvveeiiiiiiieeeeeeeeeiinns 95
Figura 6 Arvore filogenética baseada no método neighbor-joining usando sequéncias
do gene 16S rRNA de isolados bacterianos do género Bacillus. As distancias
estimadas foram calculadas usando o modelo Kimura 2 parametros. A porcentagem
de Bootstrap apds 1000 simulacdes € mostrada e a sequéncia do gene 16S rRNA de
Paenibacillus polymyxa foi usada como grupo de fora..........ccceeeeevvveeiiiiiieeeeeeeeeeiinns 96
Figura 7 Arvore filogenética baseada no método neighbor-joining usando sequéncias
do gene 16S rRNA de isolados bacterianos do género Paenibacillus. As distancias
estimadas foram calculadas usando o modelo Kimura 2 parametros. A porcentagem
de Bootstrap apds 1000 simulacdes € mostrada e a sequéncia do gene 16S rRNA de
Bacillus subtilis foi usada como grupo de fora...........oooveeviiiiiiiiiiiiie e, 97
Figura 8 Arvore filogenética baseada no método neighbor-joining usando sequéncias
do gene 16S rRNA de isolados bacterianos do género Cohnella. As distancias

estimadas foram calculadas usando o modelo Kimura 2 parametros. A porcentagem



de Bootstrap apds 1000 simulacdes € mostrada e a sequéncia do gene 16S rRNA de
Bacillus subtilis foi usada como grupo de fora...........coovveviiiiiiiii e, 98
Figura 9 Arvore filogenética baseada no método neighbor-joining usando sequéncias
do gene 16S rRNA de isolados bacterianos de géneros relacionados ao género
Bacillus. As distancias estimadas foram calculadas usando o modelo Kimura 2
parametros. A porcentagem de Bootstrap apds 1000 simulacbes é mostrada e a
sequéncia do gene 16S rRNA de Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrue foi usada

(oo 1 aTo TN | (¥] 0 To I [N (0] - WS 99



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Lista de géneros e numero de espécies da familia Bacillaceae segundo
Logan e colaboradores (2009) e Euzéby (2010) ......cccvvvrviviiiieee et eeeeeeaenns 26
Tabela 2 Lista de familias, géneros e numero de espécies de bactérias relacionadas

ao género Bacillus segundo Logan e colaboradores (2009) e Euzéby (2010).......... 27
Tabela 3 Dados dos isolados bacterianos utilizados neste estudo ........................... 36
Tabela 4 Iniciadores utilizados nas reacdes de PCR e de sequenciamento.............. 40
Tabela 5 Iniciadores utilizados nas reagdes de sequenciamento................ccceeeeeen.. 40

Tabela 6 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema APl para os
isolados bacterianos do grupo Bacillus megaterium ..............ccccoeeeevviiiieeeviiiec e, 46
Tabela 7 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os
isolados bacterianos do grupo Bacillus megaterium ..........ccccovveeeiiiiiiiiiiiiineeeeeeeeeennnns a7
Tabela 8 Resultados da analise do sequenciamento do gene 16S rRNA para os
isolados bacterianos do grupo Bacillus megaterium ..............ccooeeieeiiiiiie i, 48
Tabela 9 Resultados da identificacdo utilizando a analise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para os
isolados bacterianos do grupo Bacillus megaterium ..........cccoooveeeiiiiiiiiiiiiineeeeeeeeeennnns 50
Tabela 10 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema APl para os
isolados bacterianos do grupo Bacillus pumilus.............oeuviiiiiiiiiiiiiic s 53
Tabela 11 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os
isolados bacterianos do grupo Bacillus pumilus..............euiiiiiiieiiiieeccee e 54
Tabela 12 Resultados da andlise do sequenciamento do gene 16S rRNA para os
isolados bacterianos do grupo Bacillus pumilus.............ouuuiiiiiiiiiiiiic e, 55
Tabela 13 Resultados da identificacdo utilizando a analise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para os
isolados bacterianos do grupo Bacillus pumilus.............oeuuiiiiiiiiiiiiiic s 56
Tabela 14 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema APl para os
isolados bacterianos do grupo BacilluS CEreus..........ovvvvvviiiiiiiie e ee e 59
Tabela 15 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os
isolados bacterianos do grupo BacilluS CEreus..........oovvviviiiiiiiie e 60
Tabela 16 Resultados da analise do sequenciamento do gene 16S rRNA para os

isolados bacterianos do grupo Bacillus Cereus............coviiiiiiiiiiiiiccie e, 61



Tabela 17 Resultados da identificacdo utilizando a analise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para os
isolados bacterianos do grupo Bacillus Cereus............oovviiiiiiiiiiiiccceiee e, 62
Tabela 18 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema APl para os
isolados bacterianos do grupo Bacillus subtilis ..............oeuiiiiiiiiiiiiice e, 64
Tabela 19 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os
isolados bacterianos do grupo Bacillus Subtilis ..., 65
Tabela 20 Resultados da andlise do sequenciamento do gene 16S rRNA para os
isolados bacterianos do grupo Bacillus subtilis ..............ovuiiiiiiiiiiiiice e, 66
Tabela 21 Resultados da identificacdo utilizando a andlise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para 0s
isolados bacterianos do grupo Bacillus Subtilis ... 67
Tabela 22 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema APl para os
isolados bacterianos do grupo Bacillus licheniformis ..........cccccovvvvviiiiiiiii e, 69
Tabela 23 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os
isolados bacterianos do grupo Bacillus licheniformis ............cccooooiiiiiiiiiinn, 69
Tabela 24 Resultados da andlise do sequenciamento do gene 16S rRNA para os
isolados bacterianos do grupo Bacillus licheniformis ..........cccccccoevvvviiiiiiiii e, 70
Tabela 25 Resultados da identificacdo utilizando andlise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para os
isolados bacterianos do grupo Bacillus licheniformis ............ccccoooiiiiiiiiiienn, 70
Tabela 26 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema APl para os
isolados bacterianos de Bacillus sp. relacionados a espécie Bacillus humi......... Erro!
Indicador néo definido.

Tabela 27 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os
isolados bacterianos de Bacillus sp. relacionados a espécie Bacillus humi.............. 73
Tabela 28 Resultados da andlise do sequenciamento do gene 16S rRNA para os
isolados bacterianos de Bacillus sp. relacionados a espécie Bacillus humi.............. 74
Tabela 29 Resultados da identificacdo utilizando a analise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para os
isolados bacterianos de Bacillus sp. relacionados a espécie Bacillus humi.............. 74
Tabela 30 Resultados da andlise do sequenciamento do gene 16S rRNA para os

isolados bacterianos de outras espécies do género Bacillus ..........cccoceeeiiiciinnnnnns 76



Tabela 31 Resultados da identificacdo utilizando a andlise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para os
isolados bacterianos de outras espécies do género Bacillus ..........cccceeeeiiiiiiinnnnnns 77
Tabela 32 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema APl para os
isolados bacterianos de outras espécies do género Bacillus .............cccceeeiiiieiiiennnnnns 78
Tabela 33 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os
isolados bacterianos de outras espécies do género Bacillus ..........ccccceeeiiiciinnnnnns 79
Tabela 34 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema APl para os
isolados bacterianos de Paenibacillus fonticola .............cccoooiiiiiiiiiiiiis 81
Tabela 35 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os
isolados bacterianos de Paenibacillus fonticola ................cooiiiiiiiiiiiiiiiiies 81
Tabela 36 Resultados da andalise do sequenciamento do gene 16S rRNA para os
isolados bacterianos de Paenibacillus fonticola .............cccoooiiiiiiiiiiiiiis 82
Tabela 37 Resultados da identificacdo utilizando a andlise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para os
isolados bacterianos de Paenibacillus fonticola. ...............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiii s 82
Tabela 38 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema APl para os
isolados bacterianos de Paenibacillus hUMICUS ............cccooiiiiiiiiiiii 84
Tabela 39 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os
isolados bacterianos de Paenibacillus hUMICUS ...........oooviiiiiiiiiiiiii e, 84
Tabela 40 Resultados da andlise do sequenciamento do gene 16S rRNA para os
isolados bacterianos de Paenibacillus hUMICUS ............cccooiiiiiiiiiii 85
Tabela 41 Resultado da identificacdo utilizando a andlise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para 0s
isolados bacterianos de Paenibacillus hUMICUS ...........oooviiiiiiiiiiiii s 85
Tabela 42 Resultados da andlise do sequenciamento do gene 16S rRNA para os
isolados bacterianos de outras espécies do género Paenibacillus............................ 87
Tabela 43 Resultados da identificacdo utilizando a analise do sequenciamento do
16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para os isolados
bacterianos de outras espécies do género Paenibacillus............cccccovvviiiiiiiiiiiieennns 87
Tabela 44 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema APl para os
isolados bacterianos de outras espécies do género Paenibacillus...............ccccccunnee 88
Tabela 45 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os

isolados bacterianos de outras espécies do género Paenibacillus............................ 89



Tabela 46 Resultados da andlise do sequenciamento do gene 16S rRNA para os
isolados bacterianos de outros géneros relacionados ao género Bacillus ................ 91
Tabela 47 Resultados da identificacdo utilizando a analise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para 0s
isolados bacterianos de outros géneros relacionados ao género Bacillus ................ 91
Tabela 48 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema APl para os
isolados bacterianos de outros géneros relacionados ao género Bacillus. ............... 92
Tabela 49 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os
isolados bacterianos de outros géneros relacionados ao género Bacillus. ............... 92
Tabela 50 Testes bioquimicos contemplados nos sistemas APl e VITEK .............. 102
Tabela 51 Espécies Bacterianas de Bacillus e Géneros Relacionados ldentificadas
pelos SIStemMas VITEK € AP ...t e e e e e e e ennnnaes 103
Tabela 52 Espécies identificadas pelos sistemas VITEK e API e espécies existentes
Na familia BaCIlACEAE ...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiii e 104
Tabela 53 Espécies identificadas pelos sistemas VITEK e API e espécies existentes
em familias relacionadas ao género Bacillus ...........ccooooiiiiiiiiiiiiiiiiii s 105
Tabela 54 Comparacéo das caracteristicas fenotipicas de Bacillus lehensis, Bacillus
oshimensis e o0 isolado bacteriano 3424 A ... 116

Tabela 55 Comparacdo das caracteristicas fenotipicas de Bacillus koreensis e o

1510 F= Lo [l o F= 11 (=T T= T g Lo TR 72 ¥ N SO 118
Tabela 56 Comparacdo das caracteristicas fenotipicas entre Bacillus niabensis e o
ISOlado DaCLErianN0 3537 .....uuiiiiii e 119

Tabela 57 Comparacéo das caracteristicas fenotipicas entre Bacillus barbaricus e o
ISOlad0o DACLEITAN0 3559 ........uuiiiiiiiiii 121
Tabela 58 Comparacéo das caracteristicas fenotipicas entre Paenibacillus fonticola e
0s isolados bacterianos 3373 A, 3373 B, 3373 C e 3424 B ......ccccoiiiiiiiie 123
Tabela 59 Comparacéo das caracteristicas fenotipica entre Paenibacillus humicus e
0s isolados bacterianos 3564, 3568 € 5002 ........cccooeeiiiiiiiiinii 124
Tabela 60 Comparacdo das caracteristicas fenotipicas entre Paenibacillus
konsidensis, Paenibacillus barengoltzii e o isolado bacteriano 3311 ...................... 126
Tabela 61 Comparacdo das caracteristicas fenotipicas entre Paenibacillus kobensis,

Paenibacillus cellulosilyticus e o isolado bacteriano 3439 B ...........c.cccoeveiviiiieeeeen, 128



Tabela 62 Comparacdo das caracteristicas fenotipicas entre Paenibacillus cineris,

Paenibacillus favisporus, Paenibacillus rhizosphaerae e o isolado bacteriano 3492

Tabela 63 Comparacdo das caracteristicas fenotipicas entre Paenibacillus

dendritiformis, Paenibacillus thiaminolyticus, Paenibacillus popilliae e o isolado

DACLENAN0 3504 ... ..o 132
Tabela 64 Comparacao das caracteristicas fenotipicas entre Paenibacillus lautus e o
ISOIad0o DACLENAN0 3566 ........ccceevviiieieiiiie e 134

Tabela 65 Comparacdo das caracteristicas fenotipicas entre Paenibacillus
timonensis e 0 isolado bacteriano 3584 ...........ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 136
Tabela 66 Comparacgdo das caracteristicas fenotipicas entre Terribacillus goriensis,
Terribacillus saccharophilus, Terribacillus halophilus e o isolado bacteriano 3404. 139
Tabela 67 Comparacdo das caracteristicas fenotipicas entre Cohnella

hongkongensis, Cohnella phaseoli, Cohnella thermotolerans e o isolado bacteriano



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

16S rRNA: acido ribonucléico ribossomal 16 svedberg

BAC: Cartao de identificacdo de Bacillus (VITEK 1)

BCL: Cartéao de identificacédo de Bacillus (VITEK 2)

C: graus Celsius

DNA: acido desoxirribonucléico

dNTP: deoxirribonucleotideo

IDBAC: Setor de Identificagdo Bacteriana

INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
FIOCRUZ: Fundacg&o Oswaldo Cruz

ML: microlitro

mM: milimolar

NCBI: Centro Nacional de Informacgéao em Biotecnologia (EUA)
ng: nanograma

pb: pares de bases

PCR: Reacdo em cadeia da polimerase

pH: potencial hidrogeniénico

p/v: peso por volume

RDC: Resolucéo da Diretoria Colegiada

RDP II: Ribosomal Database Project Il

RNA: &cido ribonucléico

Tag: DNA polimerase isolada inicialmente de Thermus aquaticus
Teste VP: Teste de Voges-Proskauer

TSA: Agar Triptona de Soja

TSB: Caldo Triptona de Soja

U: unidade

v/v: volume por volume



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ettt et e st e tesreesaeane e 19
1.1 VIGILANCIA SANITARIA ..ottt 19
1.2 DESCRIGAO E CLASSIFICACAO DO GENERO Bacillus E GENEROS
RELACIONADOS ...ttt e et e et e et e et e et e e et e e eaan s 22
1.3 IDENTIFICAQAO DE Bacillus E GENEROS RELACIONADOS....................... 27
1.4 GENES HOUSEKEEPING. ... oottt e e 30
L5 JUSTIRIC ATV A et e e e et e e e e e eaa s 33

2 OBIETIVOS ..o 34
2.1 GERAL. ...t aa e e e e e e e annrees 34
2.2 ESPECIFICOS ... .o coeceeeeeeeeete ettt ettt sttt et esteeteeae e eae e e 34

3 MATERIAL E METODOS ... oottt sttt teeaeeaneas 35
3.1 ISOLADOS BACTERIANOS ... e 35
3.2 CARACTERIZACAO FENOTIPICA ....coeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 35
3.3 CARACTERIZACAO GENOTIPICA......oceieeeeeeeeeeeeee et 39

3.3.1 Extracao de DNA pelo método de lise termica.............uuvevvvveeveveveeeeeeeennnne. 39
3.3.2 Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR) ........coovviiiiiiiiiiiiiiiieeiiinn 39
3.3.3 Determinacgéo das Sequéncias NucleotidiCas .............uevvveveeeeeeeieieeieeieennen. 40
3.3.4 Andlise das Sequéncias NUCIeotidiCas.........coeeeeeeeerieieiiiiiiee e 40

A RESULTADOS ....coiiiiee ittt e e e e e e e ettt e e e e e s e et b et ee e e e e e e s e ansenneeeeeas 42
4.1 DESCRIQAO GERAL DOS ISOLADOS BACTERIANOGS........ccoovvieeeeeeeen, 42
4.2 DESCRIQAO ESPECIFICA DOS ISOLADOS BACTERIANOS..........ccccven... 45

4.2.1 Grupo BacillusS MmegateriUm ..........coooiiiiiiiiiiie e 45
4.2.2 Grupo Bacillus pUMIlUS..........iiiiieiii e 51
4.2.3 Grup0 BaCillUS CEIEUS .......uvuuiiiei et e e e e e e 57
4.2.4 Grupo Bacillus SUDLIlIS ..........uiieiieieieeece e 62
4.2.5 Grupo Bacillus licheniformis ... 67
4.2.6 Bacillus sp. Relacionado a espécie Bacillus humi...........cccccoeviiiiiiiiiinnnns 70
4.2.7 Outras Espécies de BacCilluS...........oooeuuiiiiiiii i 75
4.2.8 Paenibacillus fONTICOIA. ..........uuuuiiiiiiiiiiiii e 80
4.2.9 Paenibacillus NUMICUS ..........uiiiii e 82
4.2.10 Outras Espécies de Paenibacillus............ccccoeiiiins 85

4.2.11 Outros Géneros Relacionados ao Género Bacillus.........ccovevvvvienieninnn.. 90



4.3 ANALISE FILOGENETICA ...ttt e 93

B DISCUSSAD ...ttt ettt s et e bt e e s s e e e 100
5.1 GRUPO Bacillus Megaterium ...........cooeieeeiiieiiiiiiiiae e eeeeeeiiii e e e e 106
5.2 GRUPO BaCillus PUMIIUS ......ccoiiiiiiiiiiie et 108
5.3 GRUPO BaCIllUS CEIBUS........coeiiiiiiiieeieee e, 110
5.4 GRUPO Bacillus SUBLIIS .......ccooiiiiiiiiiiie e, 111
5.5 GRUPO Bacillus Icheniformis ... 112
5.6 Bacillus sp. RELACIONADO A ESPECIE Bacillus humi...........cccccveveeeinnnnes. 113
5.7 OUTRAS ESPECIES DE BaGillUS.........cccoveveeeeiieeieeiececeeeeee e, 114

5.7.1 Isolado bacteriano 3399 ..........uiiiiiiiiiiii e 114
5.7.2 1S01ad0 bacterian0 3424 A........ooeeeeeiiiiiiieeieieeeeeeeeeeee et 114
5.7.3 1S0lad0 bacterian0 3428 ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeieeeee et 116
5.7.4 1S0l1ad0 bacCterian0 3441 .........uuuiiiiiee e 117
5.7.5 1S0lad0 bacterian0 3537 ........uuuuiiiiiieiieeieiiee e 118
5.7.6 1solado bacteriano 3559 .......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 119
5.8 Paenibacillus fONtICOIA ..........cooiiiiiiiii e 122
5.9 Paenibacillus NUMICUS ..., 123
5.10 OUTRAS ESPECIES DE Paenibacillus............ccccveveeeeeeeiececeeeee e, 125
5.10.1 Isolado bacterian 33LL........uuiiiiiiiiiiiiiiiii et 125
5.10.2 Isolado bacterian0 3439 Bh..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeee e 127
5.10.3 Is0lado bacterian0 3492 ..........uuuuiiiiiiiiiieiieieeeeeeeeee et 128
5.10.4 Isolado bacterian0 3504 ..........ooiiie i 131
5.10.5 Isolado bacteriano 3540 ..........ciiiiiiiiiiiiiiiiiee e 132
5.10.6 1solado bacterian0 3566 ...........uuuueueriiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeieeeeee e 133
5.10.7 Isolado bacterian0 3584 ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeee et 135
5.11 OUTROS GENEROS RELACIONADOS AO GENERO Bacillus ................. 137
5.11.1 Isolado bacterian 3404 ..........ooie i 137
5.11.2 Isolado bacterian0 3405 ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiieieieeieeeeeeee et 140
5.11.3 Isolado bacterian0 3482 ...........uuuueiuiiiiiiiiiiiiieiieieeeeeeee e 140
5.11.4 Isolado bacterian0 3535 .........uiiiiiiiiiiiiiiii e 143
5.11.5 Isolado bacterian0 3552 ..........coiiiiiiiiiiiiiiiee e 143
5.12 SISTEMAS PARA IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS................... 144
B CONCLUSOES ......coooeeeeeeeeeeeee ettt ettt et et e e eae e 149

REFERENCIAS ... ettt ettt 150



19

1 INTRODUCAO

1.1 VIGILANCIA SANITARIA

A Constituicdo Brasileira assumiu a saude como um direito fundamental do
ser humano e atribuiu ao Estado o papel de provedor dessas condi¢gdes. A Vigilancia
Sanitaria, segundo a Lei n°® 8.080, artigo 6°, paragrafo 1° (BRASIL, 1990), € uma das

principais estratégias utilizadas pelo Estado para prover essas condicoes.

"Entende-se por vigilancia sanitaria um conjunto de acdes capazes de
eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas
sanitarios decorrentes do meio ambiente, da produgao e circulagdo de bens
e da prestacdo de servigos de interesse da saude, abrangendo:

| - o controle de bens de consumo que, direta ou indiretamente, se
relacionem com a saude, compreendidas todas as etapas e processos, da
producéo ao consumo;

Il - o controle da prestacdo de servicos que se relacionam direta ou
indiretamente com a saude."

Dentre os bens de consumo que se relacionam diretamente com a saude
estdo os produtos estéreis, que nao devem apresentar células viaveis ou
endosporos de microrganismos em sua composi¢do, cuja qualidade deve ser
avaliada e garantida pelas acdes da Vigilancia Sanitdria. Como exemplos de
produtos estéreis estdo medicamentos (produtos farmacéuticos, tecnicamente
obtidos ou elaborados, com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de
diagnéstico), insumos farmacéuticos (drogas ou matérias-primas aditivas ou
complementares de qualquer natureza, destinadas a emprego em medicamentos,
qguando for o caso, e seus recipientes) e correlatos (substancias, produtos, aparelhos
Oou acessOrios ndo enquadrados nos conceitos anteriores, cujo uso ou aplicacéo
esteja ligado a defesa e protecdo da saude individual ou coletiva, a higiene pessoal
ou de ambientes, ou a fins diagndsticos e analiticos, os cosméticos e perfumes, e,
ainda, produtos dietéticos, oticos, de acustica médica, odontolégicos e veterinarios)
(BRASIL, 1973). Sempre que um produto estéril ndo apresentar a caracteristica de
esterilidade, seja por falha na sua producdo ou no processo de esterilizagdo, seu
consumo devera ser suspenso. O consumo de produtos estéreis contaminados pode
levar a alguns efeitos deletérios como: perda da eficacia terapéutica do produto,

inflamacé&o local, infeccéo local ou sistémica, febre, afastamento do trabalho, recusa
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na utilizagdo de outros produtos da mesma categoria (dificuldade na imunizagdo em
massa, no caso de vacinas) e obito.

Os produtos que requerem a caracteristica de esterilidade tais como soros,
vacinas e outros injetaveis devem ser submetidos a varias medidas de controle
durante e apos a producdo, como analises das matérias primas, do ambiente onde
sdo produzidos, do pessoal ligado a producgédo e do produto final. De acordo com a
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°17 (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2010), o Ensaio de Esterilidade Bacteriana e Fungica
aplicado ao produto final deve ser considerado a ultima das medidas de controle
através do qual € garantida a esterilidade.

O Ensaio de Esterilidade aplicado aos produtos estéreis € adequado para
revelar a presenca de microrganismos nos mesmos, entretanto o resultado
satisfatorio indica somente que néo foi encontrado microrganismo contaminante na
amostra analisada. Para que esse resultado possa ser extrapolado para o restante
do lote é necessario que todas as unidades do mesmo tenham sido preparadas de
modo a garantir grande probabilidade de que todo o lote passaria pelo teste, o que
depende de precaucdes tomadas durante a fabricacdo. Um lote € definido como
uma colecao de frascos vedados cujo conteldo e aspectos fisicos sdo homogéneos
em todas as caracteristicas, por isso o risco de contaminacdo € considerado o
mesmo para cada frasco do lote. Assim, se uma amostra do lote ndo esta
contaminada, o mesmo nivel de pureza deve ser aplicado ao restante do lote
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988, INTERNATIONAL PHARMACOPOEIA, 20086,
JAPANESE PHARMACOPOEIA, 2006, EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2009,
UNITED STATES PHARMACORPEIA, 2010).

O Ensaio deve ser efetuado em condicbes assépticas, evitando-se a
contaminagao acidental da amostra durante o teste. Os meios recomendados para a
realizacdo do ensaio sdo: meio tioglicolato fluido (para bactérias anaerdbicas) e meio
de caseina-soja (para leveduras, fungos e bactérias aerdbicas) e ambos devem ser
testados quanto a esterilidade e a capacidade de promocdo de crescimento de
microrganismos. Antes do inicio do Ensaio de Esterilidade também deve ser avaliada
a atividade bacteriostatica e/ou fungistatica da amostra a ser testada. O numero de
amostras necessarias de um produto para realizar o Ensaio de Esterilidade varia de
acordo com o tamanho do lote. O Ensaio pode ser realizado de duas maneiras: pelo

método de inoculacdo do produto diretamente no meio ou pelo método de filtracao
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por membrana, que deve ser empregado sempre que a natureza do produto permitir.
No segundo caso, 0 Ensaio consiste na dissolu¢cdo da substancia em andlise em
fluido estéril adequado e passagem dessa solucdo através de membrana estéril que
ird reter qualquer contaminacdo em sua superficie, em seguida esta é lavada,
seccionada e transferida assepticamente para o meio de cultura adequado. O meio
deve ser incubado por no minimo sete dias durante os quais deve ser observado em
intervalos regulares para verificagdo de crescimento microbiano (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1988, INTERNATIONAL PHARMACOPOEIA, 2006, JAPANESE
PHARMACOPOEIA, 2006, EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2009, UNITED
STATES PHARMACORPEIA, 2010).

Esse Ensaio somente pode ser interpretado em conjunto com 0s registros
sobre as condicbes ambientais e sobre os dados relativos a fabricacédo do lote. Esta
resolucdo contempla a necessidade do controle ambiental durante a producéo e
analise de um produto estéril devido ao fato de que um nivel de pureza do ar
minimiza os riscos de contaminac&o nos produtos ou materiais que estiverem sendo
manipulados. Por isso tanto a producdo quanto a analise desse tipo de produto
devem ser realizadas em equipamento de fluxo unidirecional vertical ISO classe 5
(classe 100) mantido em areas limpas ISO classe 7 (classe 10.000). Para que sejam
consideradas areas limpas, algumas caracteristicas devem ser controlas como:
filtracdo do ar, pressao diferencial, temperatura, umidade, velocidade e direcdo do
fluxo do ar, concentracdo de particulas, contencdo e extracdo de contaminantes
gerados no ambiente entre outros (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988, BRASIL,
2010). Com isso evitam-se resultados falso-positivos e o Ensaio de Esterilidade &
validado.

ApOs a realizacdo do Ensaio de Esterilidade, a interpretacdo dos resultados
obtidos varia, dependendo da farmacopéia seguida. E recomendado que a
interpretacdo dos resultados seja da seguinte maneira: se ndo ha evidéncia de
crescimento microbiano, o produto testado € satisfatorio no Ensaio de Esterilidade.
Entretanto, se existe evidéncia de crescimento microbiano, o produto € insatisfatorio
no Ensaio de Esterilidade, a ndo ser que possa ser claramente demonstrado que o
ensaio foi invalidado por causas néo relacionadas ao produto avaliado. Se o Ensaio
de Esterilidade for inadequado, ele devera ser repetido. Se nao existir evidéncia de
crescimento microbiano no ensaio repetido, o produto é satisfatorio no Ensaio de
Esterilidade (INTERNATIONAL PHARMACOPOEIA, 2006, JAPANESE
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PHARMACOPOEIA, 2006, EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2009, UNITED
STATES PHARMACORPEIA, 2010).

Entretanto, a Farmacopéia Brasileira (1988) recomenda que o Ensaio de
Esterilidade seja composto por um teste e por até dois retestes de esterilidade. Se
nao houver crescimento microbiano apos o teste de esterilidade, o produto é
satisfatério no Ensaio de Esterilidade. Se houver crescimento microbiano, o
microrganismo deve ser isolado e identificado e um primeiro reteste deve ser
realizado. O primeiro reteste deve ser feito de maneira idéntica ao teste de
esterilidade. Se ndo houver crescimento microbiano ap6s o primeiro reteste de
esterilidade, o produto é satisfatério no Ensaio de Esterilidade. Se houver
crescimento microbiano também no primeiro reteste, o microrganismo deve ser
isolado, identificado e comparado com o isolado no teste de esterilidade. Se for o
mesmo microrganismo nos dois testes, o produto € insatisfatorio no Ensaio de
Esterilidade. Se forem microrganismos diferentes, um segundo reteste deve ser
realizado com o dobro de amostras utilizadas no teste de esterilidade. Se néo
houver crescimento microbiano apos o segundo reteste de esterilidade, o produto &
satisfatorio no Ensaio de Esterilidade. Se houver crescimento microbiano também no
segundo reteste, o produto é insatisfatério no Ensaio de Esterilidade, independente
da identificacdo do microrganismo. Como a legislacdo (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2010) recomenda que seja seguida a Farmacopéia
Brasileira (1988), deve ser realizada a identificacdo dos isolados bacterianos e
fungicos provenientes dos Ensaios de Esterilidade e do ambiente onde estes foram

realizados.

1.2 DESCRICAO E CLASSIFICACAO DO GENERO Bacillus E GENEROS
RELACIONADOS

Varios grupos bacterianos podem estar presentes como contaminantes de
produtos farmacéuticos e em areas limpas onde sdo realizados os Ensaios de
Esterilidade. Os bastonetes aerdbicos Gram positivos esporulados (relacionados ao
género Bacillus) s&o descritos como um dos principais grupos bacterianos

encontrados nestes produtos e ambientes (JIMENEZ, 2007).
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O grupo de bastonetes aerdbicos Gram positivos esporulados era
classificado, até o ano 2000, dentro de uma mesma familia: a Bacillaceae. Dentro
dessa familia havia trés géneros: Thermoactinomyces, Sporolactobacillus e Bacillus.
As bactérias com hifas ramificadas que formavam endosporos verdadeiros
pertenciam ao género Thermoactinomyces (PRIEST, 1993). As bactérias isoladas
inicialmente de racdo para frango e das rizosferas de plantas foram colocadas no
género Sporolactobacillus (NORRIS, 1981). Todos os outros bastonetes aerdbicos
esporulados excluidos dos géneros Thermoactinomyces e Sporolactobacillus foram,
por definicdo, denominados membros do género Bacillus (PRIEST, 1993). Com isso,
0 género Bacillus incluia, desde aquela época, uma ampla e heterogénea colecao de
bastonetes amplamente distribuidos no ambiente (GOTO et al., 2000).

O género Bacillus ainda hoje inclui uma grande diversidade de
microrganismos. As espécies desse género possuem parede de bactéria Gram
positiva, apesar disso elas podem apresentar coloragdo Gram positiva (em culturas
jovens), Gram label ou Gram negativa. Neste género séo incluidas espécies que
apresentam principalmente as seguintes caracteristicas: sdo esporuladas, aerobicas
ou anaerQbicas facultativas, acidéfilas, alcalofilas ou termofilicas (GOTO et al., 2000,
LOGAN; POPOVIC; HOFFMASTER, 2007). Entretanto, o género Bacillus possui
também espécies anaerdbicas estritas (B. infernus e B. macyae), espécies onde néo
foram observados endosporos (B. infernus, B. foraminis, B. okhensis, B.
gingdaonensis, B. saliphilus, B. subterraneus e B. thermoamylovorans) e uma
espécie onde foram observadas apenas células cocoides (B. saliphilus) (LOGAN et
al., 2009). Comparado com muitos outros géneros bacterianos, o género Bacillus é
extenso e apresenta uma ampla diversidade genética (PRIEST, 1993).

Nos anos 90, a demanda de industrias por produtos novos e aprimorados
permitiu o isolamento de muitas bactérias esporuladas novas que precisavam ser
classificadas. Essa necessidade de classificacdo, mesmo que apenas para
requerimentos de patentes, estimulou uma apreciacdo das dificuldades da
sistematica tanto do género Bacillus como dos géneros a ele relacionados (PRIEST,
1993).

A taxonomia de procariotos € 0 aspecto da sistematica que engloba a
caracterizacdo, a classificacdo e a nomenclatura de procariotos. Sem uma
taxonomia estabelecida nao seria possivel a identificacdo correta de microrganismos

nem o reconhecimento de um microrganismo na&o classificado como um
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microrganismo que pertence a uma espécie ainda ndo descrita (TINDALL,
GARRITY, 2008). A identificacdo rapida e confidvel de microrganismos permanece
como a mais importante tarefa da taxonomia (STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994).

Previamente a identificacdo, € necessario o estabelecimento do conceito de
espécie. A definicdo zooldgica de espécie como “grupos de populagbes que
procriam ou com potencial de procriar reprodutivamente isolados de outros grupos”
nao pode ser aplicada a procariotos. A inabilidade de definir a espécie ou encontrar
um conceito Unico de espécie reflete a variedade de sistemas reprodutivos e o
estado dindmico dos microrganismos. Se o termo espécie é usado para expressar 0s
organismos de um mesmo nivel taxondmico, os microbiologistas devem concordar
com regras para fornecer estabilidade, reprodutibilidade e coeréncia na taxonomia
(STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994).

Visando facilitar e harmonizar as decisbes taxonémicas num campo onde 0
conceito zoolégico de espécie nao se aplica, como nos casos dos procariotos, uma
decisdo arbitraria e artificial tem se desenvolvido e hoje a descricdo de espécie
bacteriana € mais controlada por recomendacfdes do que qualquer outra unidade
taxondbmica (STACKEBRANDT; EBERS, 2006). Entre os varios métodos
moleculares que possuem meéritos na taxonomia, duas abordagens, ditas padrao
ouro, desempenham papéis importantes: hibridizacdo DNA-DNA para delimitacdo de
espécies e similaridade da sequéncia do gene 16S rRNA para delimitacdo de
relacionamento mais distante entre as cepas (WAYNE et al, 1987,
STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994).

Uma espécie é definida como cepas que apresentam aproximadamente 70%
ou mais de relacdo DNA-DNA com um 8T, de 5C ou menos. As caracteristicas
fenotipicas devem confirmar essa definicdo (WAYNE et al., 1987). Stackebrandt e
Ebers (2006) sugerem que, para se confirmar que um isolado corresponde a uma
espécie ainda ndo descrita, seja realizada a hibridizacdo DNA-DNA apenas entre
cepas cuja similaridade das sequéncias do gene 16S rRNA esteja acima de 98,7-
99%.

Com a inclusdo de propriedades genémicas definidas nos padrdes minimos
da descricdo de unidades taxonOmicas, dados moleculares se tornaram importantes
em estudos de sistematica de procariotos. Dependendo do nivel taxondmico, essas
abordagens podem ser opcionais ou mandatorias. No caso de espécies, as

propriedades moleculares servem tanto para verificar a coeréncia morfologica e
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bioguimica de cepas de uma espécie através de suas similaridades
(preferencialmente identidade) gendmicas quanto para delinear esse taxon de
espécies filogeneticamente vizinhas no género (WAYNE et al., 1987).

Foi recomendado que todas as descricbes de espécies deveriam incluir uma
sequéncia quase completa (maior que 1300 nucleotideos) do gene 16S rRNA
(STACKEBRANDT et al., 2002). Com isso, quase todas as descricbes de espécie
realizadas a partir dessa recomendacédo contém uma analise filogenética da cepa
tipo baseada na comparacdo da similaridade da sequéncia do gene 16S rRNA
(STACKEBRANDT; EBERS, 2006). Sendo assim, a sequéncia do gene 16S rRNA
forma a base filogenética para a taxonomia bacteriana moderna (LOGAN et al.,
2009).

A aplicagdo de métodos moleculares no estudo da sistematica de Bacillus e
géneros relacionados trouxe grande impacto na classificagdo do género Bacillus
(LOGAN; POPOVIC; HOFFMASTER, 2007). A edicdo de 1986 de Bergey’'s Manual
of Systematic Bacteriology (SNEATH, 1986) listou quarenta espécies validas de
Bacillus e desde entdo mais de duzentas espécies do género Bacillus vém sendo
descritas ou revisadas. Através da utilizagdo das técnicas moleculares foram
identificados pelo menos dez grupos filogenéticos no género Bacillus (ASH et al.,
1991, FARROW,; WALLBANKS; COLLINS, 1992, NIELSEN et al., 1994, RAINEY;
FRITZE; STACKEBRANDT, 1994, SUZUKI; YAMASATO, 1994, SHIDA et al., 1997).
Os dados das sequéncias do gene 16S rRNA permitiram que o género Bacillus ndo
s6 fosse dividido em grupos mais bem definidos como também permitiram que os
seguintes géneros novos contendo espécies originalmente alocadas no género
Bacillus fossem descritos desde 1990: Alicyclobacillus (WISOTZKEY et al., 1992),
Paenibacillus (ASH; PRIEST; COLLINS, 1993), Brevibacillus (SHIDA et al., 1996),
Aneurinibacillus (SHIDA et al., 1996), Halobacillus (SPRING et al., 1996),
Virgibacillus (HEYNDRICKX et al., 1998), Gracilibacillus (WAINO et al., 1999),
Geobacillus (NAZINA et al., 2001), Ureibacillus (FORTINA et al., 2001), Alkalibacillus
(JEON et al., 2005), Pullulanibacillus (HATAYAMA et al., 2006), Sporolactobacillus
(HATAYAMA et al.,, 2006), Lysinibacillus (AHMED et al.,, 2007), Viridibacillus
(ALBERT et al. 2007), Salimicrobium (YOON; KANG; OH, 2007), Solibacillus
(KRISHNAMURTHI; CHAKRABARTI; STACKEBRANDT, 2009), Rummeliibacillus
(VAISHAMPAYAN et al., 2009), Falsibacillus (ZHOU et al., 2009), Anaerobacillus
(ZAVARZINA et al., 2009), Jeotgalibacillus (YOON et al., 2010) e Aeribacillus
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(MINANA-GALBIS et al., 2010). Esses novos géneros e outros géneros relacionados
ao género Bacillus séo classificados em sete diferentes familias da ordem Bacillales
(LOGAN et al., 2009) representados nas Tabelas 1 e 2. Apesar da reducdo no
namero de espécies no género Bacillus, a sua heterogeneidade filogenética e
fisiologica é ainda grande demais e a necessidade de mais separacdes € confirmada
pela variabilidade do contetdo G+C de 31 a 66% (HEYRMAN et al., 2005).

Tabela 1 Lista de géneros e numero de espécies da familia Bacillaceae segundo
Logan e colaboradores (2009) e Euzéby (2010)

FAMILIA GENERO ESPECIE
Bacillaceae Aeribacillus 1 espécie*
Alkalibacillus 6 espécies*
Amphibacillus 4 espécies*
Anaerobacillus 3 espécies*
Anoxybacillus 11 espécies*
Aquisalibacillus 1 espécie*

Bacillus

164 espécies e 3 subespécies

Caldalkalibacillus 2 espécies*
Cerasibacillus 1 espécie*
Falsibacillus 1 espécie*
Filobacillus 1 espécie*
Geobacillus 16 espécies*
Gracilibacillus 9 espécies*
Halalkalibacillus 1 espécie*
Halobacillus 17 espécies*
Halolactibacillus 3 espécies*
Lentibacillus 11 espécies*
Lysinibacillus 5 espécies*
Marinococcus 3 espécies*
Microaerobacter 1 espécie*
Natronobacillus 1 espécie*

Oceanobacillus

9 espécies e 2 subespécies

Ornithinibacillus 2 espécies*
Paraliobacillus 2 espécies*
Paucisalibacillus 1 espécie*
Piscibacillus 2 espécies*
Pontibacillus 4 espécies*
Saccharococcus 1 espécie*
Salimicrobium 4 espécies*
Salinibacillus 2 espécies*
Salirhabdus 1 espécie*
Salsuginibacillus 2 espécie*
Sediminibacillus 2 espécies*
Tenuibacillus 1 espécie*
Terribacillus 3 espécies*
Thalassobacillus 3 espécies*
Tumebacillus 1 espécie*
Virgibacillus 19 espécies*
Viridibacillus 3 espécies*
Vulcanibacillus 1 espécie*

*N&o foram descritas subespécies nessas espécies
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Tabela 2 Lista de familias, géneros e niumero de espécies de bactérias relacionadas

ao género Bacillus segundo Logan e colaboradores (2009) e Euzéby (2010)

FAMILIA GENERO ESPECIE
Alicyclobacillaceae Alicyclobacillus 20 espécies e 2 subespécies
Paenibacillaceae Ammoniphilus 2 espécies*
Aneurinibacillus 5 espécies*

Brevibacillus 16 espécies*
Cohnella 10 espécies*
Fontibacillus 1 espécie*
Oxalophagus 1 espécie*
Paenibacillus 115 espécies e 2 subespécies
Saccharibacillus 2 espécies*
Thermobacillus 2 espécies*
Pasteuriaceae Pasteuria 4 espécies*
Planococcaceae Bhargavaea 1 espécie*
Caryophanon 2 espécies*
Filibacter 1 espécie*
Jeotgalibacillus 4 espécie*
Kurthia 3 espécies*
Paenisporosarcina 2 espécies*
Planococcus 9 espécies*
Planomicrobium 9 espécies*
Sporosarcina 12 espécies*
Ureibacillus 5 espécies*
Sporolactobacillaceae Pullulanibacillus 1 espécie*
Sinobaca 1 espécie*
Sporolactobacillus 8 espécies e 2 subespécies
Tuberibacillus 1 espécie*
Thermoactinomycetaceae Desmospora 1 espécie*
Laceyella 3 espécies*
Mechercharimyces 2 espécies*
Planifilum 3 espécies*
Seinonella 1 espécie*
Shimazuella 1 espécie*
Thermoactinomyces 2 espécies*
Thermoflavimicrobium 1 espécie*
Géneros sem familia definida Rummeliibacillus 2 espécies*
Solibacillus 1 espécie*

*Nao foram descritas subespécies nessas espécies

1.3 IDENTIFICACAO DE Bacillus E GENEROS RELACIONADOS

Existe uma demanda crescente da identificacdo confiavel de bactérias
aerobicas esporuladas por varias razées que incluem desde o controle da qualidade
de produtos farmacéuticos e de alimentos a manutencdo da saude e até

preocupacdes militares (LOGAN et al., 2009).
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Como o0s géneros bacterianos em questdo constituem mais de 500 espécies
com caracteristicas bem diversas, a identificacdo deles é dificil (GOTO et al., 2000,
LOGAN et al., 2009, EUZEBY, 2010). O progresso taxonémico ndo coincidiu com o
progresso de ferramentas que pudessem ser utilizadas para identificacdo dos novos
géneros gue apresentam uma grande diversidade no padrdo de testes fenotipicos
(LOGAN et al., 2009). Um exemplo da dificuldade de identificacdo do género Bacillus
e de géneros relacionados é o fato de trés espécies anteriormente classificadas
dentro do género Bacillus, B. pasteurii, B. globisporus e B. psychrophilus terem sido
transferidas para o género de cocos esporulados aerébicos, Sporosarcina (LOGAN;
POPOVIC; HOFFMASTER, 2007).

A identificacdo de espécies de Bacillus relacionadas a infeccdes humanas
tem sido realizada principalmente fenotipicamente através de critérios morfologicos e
fisiol6gicos que sdo amplamente utilizados para varios grupos bacterianos (GOTO et
al.,, 2000, MORGAN et al., 2009). Entretanto, o processo usado € complexo e
demorado (BLACKWOOD; TURENNE; KABANI, 2004, MORGAN et al., 2009).
Visando minimizar esses problemas, versfes comerciais miniaturizadas de testes
bioquimicos tradicionais vém sendo amplamente utilizadas (Kits API, cartdes VITEK,
BBL Cristal entre outros) e oferecem provas padronizadas para diversas
caracteristicas bioquimicas (LOGAN et al., 2009). Esses testes tém como objetivo
facilitar e agilizar a identificagdo, por exemplo, de Bacillus e géneros relacionados
(GOTO et al., 2000).

O APl é um sistema semi-automatizado que identifica, dentre outros
microrganismos, espécies de Bacillus e géneros relacionados através da utilizacao
da galeria 50CHB. Durante a incubacéo, os carboidratos sdo fermentados a acidos o
que diminui o pH, detectado pela mudanca de cor do meio. As leituras dos
resultados do API que identifica Bacillus e géneros relacionados devem ser feitas
depois de vinte e quatro e quarenta e oito horas de incubacgao. Os resultados geram
um perfil bioquimico que é usado pelo software de identificagdo APIWeb para
identificar a cepa (BIOMERIEUX, 2002a, BIOMERIEUX, 2002b).

O VITEK é um sistema automatizado que identifica mais de quarenta géneros
de microrganismos. Esse sistema identifica espécies de Bacillus e géneros
relacionados através da utilizacdo do cartdo BAC. Esse cartdo se baseia na
identificacdo através de meétodos bioquimicos, sendo a maioria dos testes

convencionais, como producdo de &cido a partir de diferentes carboidratos. Para os
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microrganismos que ndo crescem a 55C, o periodo de incubacao é de seis a quinze
horas e a leitura dos resultados é feita com base na atenuacgdo da luz medida pelo
leitor 6ptico. Apds a incubacdo do cartdo contendo a suspensdo padronizada da
cultura bacteriana a ser identificada, o software analisa os perfis obtidos e
proporciona uma identificagdo (BIOMERIEUX BRASIL, 2004).

Apesar da utilizagdo de sistemas automatizados e semi-automatizados de
identificacdo, as espécies ambientais e ndo patogénicas, por exibirem uma grande
variedade de fisiologia e requerimento nutricional, permaneceram sendo um entrave
para a identificacdo (GOTO et al., 2000). A dificuldade da identificacdo de varios
géneros bacterianos por metodologias fenotipicas e identificagbes equivocadas de
bactérias pertencentes a varios grupos bacterianos tem sido relatada em varios
estudos que mostram a necessidade de metodologias moleculares para a concluséo
da identificacdo (BLACKWOOD; TURENNE; KABANI, 2004, DRANCOURT;
BERGER; RAOULT, 2004, MOTA et al., 2004, PETTI, 2007, WANG et al., 2007).
Nesse contexto, os procedimentos moleculares vém tendo o seu uso aumentado
para a identificacdo rapida de bactérias (BLACKWOOD; TURENNE; KABANI, 2004,
PETTI, 2007).

Woese (1987) introduziu o uso de genes de rRNA para determinar as
relacdes filogenéticas dos microrganismos. A nog¢do que genes do rRNA poderiam
identificar um organismo pela reconstrucao da sua filogenia, com a possibilidade de
armazenamento das sequéncias em bancos de dados, resultou na rapida adocao do
gene 16S rRNA por microbiologistas (CASE et al., 2007). Vérias caracteristicas do
gene 16S rRNA, como a sua fungao essencial, ubiquidade e propriedade evolutiva
tém permitido que ele se torne o marcador molecular mais comumente usado na
filogenia bacteriana e também em estudos de ecologia microbiana. Nestes estudos,
este gene se estabeleceu como padrédo ouro (CASE et al., 2007).

O sequenciamento do gene 16S rRNA foi primeiramente proposto para
identificar microrganismos né&o cultivaveis (DRANCOURT; BERGER; RAOULT,
2004). Desde 1990, a andlise da sequéncia do gene 16S rRNA também tem
contribuido para a identificacdo bacteriana de um modo geral, uma vez que este
gene é universal para bactérias e uma grande quantidade de sequéncias deste esta
disponivel em bancos de dados permitindo, assim, a comparacao das sequéncias de
isolados bacterianos desconhecidos (BOSSHARD et al., 2003, CLARRIDGE, 2004).

Para se realizar a identificacdo de um isolado bacteriano através do sequenciamento
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do gene 16S rRNA, consideram-se cepas com uma identidade superior a 98,7%
membros de uma mesma espécie (STACKEBRANDT; EBERS, 2006) e cepas com
uma identidade acima de 97% pertencentes ao mesmo género (DRANCOURT;
BERGER; RAOULT, 2004).

Como pequenas diferencas ou mesmo a identidade completa da sequéncia
do gene 16S rRNA nao sdo suficientes para garantir que diferentes isolados
pertencam a uma mesma espécie (DRANCOURT; BERGER; RAOULT, 2004), o
sequenciamento do gene 16S rRNA tem sido utilizado para identificar géneros, em
alguns casos espécies bacterianas (CHRISTENSEN et al., 2001, PETTI, 2007) e
também na determinacdo da relacdo filogenética (GOTO et al., 2000). Com o
aumento da utilizacdo desta metodologia e com a diminuicdo dos custos dos
reagentes utilizados para o sequenciamento de DNA apds o investimento inicial do
equipamento, mais laboratorios estdo empregando esta andlise para a identificacédo
bacteriana (TURENNE et al., 2001).

A identificacdo bacteriana baseada na analise da sequéncia do gene 16S
rRNA apresenta algumas limitacbes como, por exemplo, a presenca de mdultiplas
copias desse gene numa mesma cepa bacteriana que podem diferir na sequéncia,
levando a identificacdo de multiplos ribotipos de um Gnico microrganismo. A
extensdo da heterogeneidade intragendmica do gene 16S rRNA entre bactérias
varia de 0 a 11,6% de divergéncia na sequéncia para 1 a 15 copias do gene 16S
rRNA, 0 que parece afetar a escala fina da filogenia de organismos proximos (CASE
et al., 2007). Outra limitacdo desta metodologia € o fato de espécies diferentes
poderem compartilhar identidade completa da sequéncia do gene 16S rRNA (FOX;
WISOTZKEY; JURTSHUK, 1992, STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994,
BLACKWOOD; TURENNE; KABANI, 2004, SATOMI; La DUC; VENKATESWARAN,
2006, LOGAN et al., 2009).

1.4 GENES HOUSEKEEPING

Devido a limitacdes da utilizacdo da analise da sequéncia do gene 16S rRNA,
€ recomendada a analise da sequéncia de outros genes conservados do genoma

bacteriano (genes housekeeping) para analises taxondmicas e identificacao,
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complementando a informagé&o obtida com o sequenciamento do gene 16S rRNA
(STACKEBRANDT et al., 2002, WANG et al., 2007, LOGAN et al., 2009). Dentre os
genes conservados, os genes codificadores de proteina vém sendo utilizados como
critério molecular para delineacdo de espécies, juntamente com o sequenciamento
do gene 16S rRNA e com a hibridizacdo DNA-DNA (STACKEBRANDT et al., 2002).
Como exemplos de genes que oferecem possibilidades de serem utilizados para fins
taxondmicos e de identificacdo de varias espécies bacterianas estao: rpoB, gyrB,
groEL, recA entre outros (PETTI, 2007).

O uso de um gene cOpia Unica para analise de comunidades é um marco
importante na ecologia microbiana porque isso pode permitir uma medi¢do acurada
da diversidade e da relacédo filogenética, evitando perda na resolucéo filogenética e
falhas na medicdo da diversidade devido a presenca de heterogeneidade
intragenébmica. Um bom marcador filogenético ndo pode ser transferido
horizontalmente e apresenta algumas regides conservadas que decifram relagbes
filogenéticas entre organismos distantes e também regides mais variaveis, que séo
usadas para diferenciar relagdes entre organismos fortemente relacionados. Genes
codificadores de proteina, como rpoB tém varias vantagens sobre genes
codificadores de RNA como marcadores moleculares (CASE et al., 2007).

O gene rpoB codifica a subunidade B da RNA polimerase que executa papel
essencial na transcricdo do DNA para RNA, € encontrado como coépia Unica no
genoma bacteriano e contém regibes conservadas e variaveis, por isso ele foi
introduzido em estudos taxondmicos e analises de comunidades bacterianas como
uma alternativa ao 16S rRNA (MOTA et al., 2004, MOTA et al., 2005). Ele fornece
resolucdo filogenética comparavel a do gene 16S rRNA em todos 0s niveis
taxondmicos, exceto entre organismos intimamente relacionados (espécies e
subespécies), para o0s quais ele fornece uma resolucdo melhor. Isso €
particularmente relevante no contexto de um numero crescente de estudos focando
na diversidade de subespécies, nos quais um gene coOpia Unica codificador de
proteina como rpoB pode complementar a informacgéo fornecida pelo gene 16S rRNA
(CASE et al., 2007).

O sequenciamento do gene 16S rRNA apresenta limitacdes na diferenciacéo
de determinadas espécies enquanto a andlise da sequéncia do gene rpoB consegue
diferenciar esse tipo de espécies devido as vantagens citadas anteriormente. Por

isso esse Ultimo gene tem sido utilizado para a identificacdo de espécies de diversos
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géneros bacterianos para os quais as sequéncias do gene 16S rRNA nao puderam
discriminar, como espécies de Mycobacterium de crescimento rapido, de
Acinetobacter, de Streptococcus, de Streptomyces, de Bacillus, de Paenibacillus, de
Corynebacterium entre outros (MOLLET; DRANCOURT; RAOULT, 1997, RENESTO
et al., 2001, DRANCOURT; RAOULT, 2002, MOTA et al., 2004, PETTI, 2007).

Outro gene utilizado para a identificacdo € o gyrB. Este gene codifica a
subunidade B da DNA girase, uma topoisomerase tipo I, que desempenha um papel
essencial na replicacdo do DNA e estéa distribuido universalmente entre as espécies
bacterianas. Com a comparacao da analise das sequéncias de gyrB, 16S rRNA e
hibridizacdo DNA-DNA foi verificado que o gene gyrB apresenta uma taxa de
substituicdo de bases maior que o0 gene 16S rRNA, mostrando que o primeiro gene
apresenta uma taxa de evolucdo mais rapida, sendo, por isso, um marcador
filogenético mais discriminatério para a delimitagdo de niveis taxonémicos mais
proximos, como espécies. As sequéncias do gene gyrB tem sido usadas em estudos
filogenéticos de Pseudomonas (YAMAMOTO; HARAYAMA, 1998), Acinetobacter
(YAMAMOTO; BOUVET; HARAYAMA, 1999), Mycobacterium (KASAI; EZAKI;
HARAYAMA, 2000), Salmonella, Shigella, Escherichia coli (FUKUSHIMA;
KAKINUMA; KAWAGUCHI, 2002), Aeromonas (YANEZ et al., 2003) e Bacillus (La
DUC et al., 2004, SATOMI; La DUC; VENKATESWARAN, 2006, WANG et al., 2007).

A andlise da sequéncia desses genes housekeeping apresenta como

limitacdo a auséncia de sequéncias de referéncia em bancos de dados.
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1.5 JUSTIFICATIVA

O Setor de Identificacdo Bacteriana (IDBAC) do Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) utiliza
metodologia baseada na determinagdo de caracteristicas fenotipicas para realizar as
identificacbes. Um sistema comercial semi-automatizado, APl (BioMérieux) e um
automatizado, VITEK (BioMérieux) foram implantados e deram grande agilidade as
identificagbes realizadas no Setor. Entretanto, estes sistemas foram criados para
identificar bactérias de origem clinica e mesmo a versdo industrial do sistema
comercial automatizado VITEK 32 ndo conclui a identificacdo de varios isolados
bacterianos que devem ser analisados. Esta questdo nos levou a buscar
metodologias moleculares, como o sequenciamento do gene 16S rRNA, para
realizar a caracterizacdo molecular dos isolados bacterianos que ndo puderam ser
identificados pelos testes fenotipicos. A caracterizacdo molecular é importante para
concluir as identificacbes dos géneros dos isolados bacterianos estudados. Os
resultados rapidos e confidveis conferidos pela identificacdo molecular séo
imprescindiveis para se garantir a qualidade dos produtos analisados pelo IDBAC
que tem como objetivo principal evitar danos a saude da populagéo.



34

2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Identificar, utilizando metodologias fenotipicas e moleculares, o0s
microrganismos pertencentes ao género Bacillus e a géneros relacionados isolados
de produtos farmacéuticos e do controle ambiental das areas limpas onde sé&o

realizados os Ensaios de Esterilidade.

2.2 ESPECIFICOS

v' Realizar a caracterizagcao fenotipica dos microrganismos pertencentes ao
género Bacillus e a géneros relacionados utilizando o sistema comercial API
50 CHB (BioMérieux).

v Realizar a caracterizagcao fenotipica dos microrganismos pertencentes ao
género Bacillus e a géneros relacionados utilizando o sistema comercial
VITEK 32 (cartdo BAC) (BioMérieux).

v/ Realizar a andlise das sequéncias do gene 16S rRNA dos microrganismos

pertencentes ao género Bacillus e a géneros relacionados.

v/ Realizar a andlise dos microrganismos pertencentes ao género Bacillus e a

géneros relacionados pela construcdo de arvores filogenéticas.



35

3 MATERIAL E METODOS

3.1 ISOLADOS BACTERIANOS

Neste estudo foram analisados oitenta e trés isolados bacterianos de Bacillus
e géneros relacionados. Desses isolados, cinquenta e trés sao provenientes de
contaminacdes de Ensaio de Esterilidade de dois imunobiologicos e de quatro
produtos farmacéuticos e trinta isolados bacterianos séo de placas utilizadas para o
controle ambiental da area limpa onde foram realizados os Ensaios de Esterilidade
referentes aos anos de 2005 a 2008 (Tabela 3).

Todos os isolados bacterianos foram incubados a 30C em meio Agar
Triptona de Soja (TSA) durante a realizacdo da caracterizacdo fenotipica e da
extracdo de DNA e foram preservados utilizando-se outras duas metodologias. A
primeira metodologia de preservacao foi o estoque em skim milk contendo 20% de
glicerol (v/v) seguido de armazenagem a -20C. A segunda metodologia de
preservacao foi a liofilizacdo também seguida de armazenagem a -20<C.

3.2 CARACTERIZACAO FENOTIPICA

A atividade da enzima catalase foi determinada pela producdo de bolhas em
solucéo aquosa de peréxido de hidrogénio a 3% (v/v) (SNEATH, 1986).

A capacidade de crescer em anaerobiose foi determinada pelo aparecimento
de coldnias em placas de TSA incubadas a 30C em jarra de anaerobiose por um
periodo minimo de 48 horas (SNEATH, 1986).
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Tabela 3 Dados dos isolados bacterianos utilizados neste estudo

NUMERO DO ISOLADO BACTERIANO ORIGEM DO ISOLADO BACTERIANO ANO DE ISOLAMENTO

3301 Area Limpa 2005
3311 Imunobiol6gico A 2005
3325B Imunobiol4gico B 2005
3325V Imunobiol6gico B 2005
3338 Area Limpa 2005
3370 Imunobiol4gico B 2005
3373 A Produto Farmacéutico A 2006
3373 B Produto Farmacéutico A 2006
3373C Produto Farmacéutico A 2006
3374 Imunobiol6gico A 2006
3399 Imunobiol6gico B 2006
3401 Area Limpa 2006
3404 Imunobiol6gico B 2006
3405 Imunobiol6gico B 2006
3406 G Imunobiol4gico B 2006
3406 O Imunobiol4gico B 2006
3406 P Imunobiol6gico B 2006
3408 A Area Limpa 2006
3411 Area Limpa 2006
3417 Imunobiolbgico B 2006
3420 Imunobiol4gico B 2006
3423 Area Limpa 2006
3424 A Area Limpa 2006
3424 B Area Limpa 2006
3428 Imunobiol4gico B 2006
3429 A Area Limpa 2006
3429 B Area Limpa 2006
3429 C Area Limpa 2006
3429 D Area Limpa 2006
3434 Imunobiol6gico B 2006
3435 Area Limpa 2006
34382 Area Limpa 2006
34386 A Area Limpa 2006
34386 B Area Limpa 2006
34386 C Area Limpa 2006
34386 D Area Limpa 2006
3439 A Area Limpa 2006
3439B Area Limpa 2006
3441 Area Limpa 2006
3452 Imunobiol6gico B 2006
3456 Imunobiol4gico B 2006
3457 Imunobiol4gico B 2006
3458 Imunobiol6gico B 2006
3461 Imunobiol4gico B 2006
3462 G Imunobiol6gico B 2006
3462 P Imunobiol6gico B 2006
3467 Imunobiol4gico B 2006
3468 Imunobiol4gico B 2006
3476 Imunobiol6gico B 2006
3477 Imunobiol6gico B 2006
3479 Area Limpa 2006
3480 Imunobiol6gico B 2006
3482 Imunobiol6gico B 2006

3492 Imunobiol4gico B 2006
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Tabela 3 (cont.) Dados dos isolados bacterianos utilizados neste estudo

NUMERO DO ISOLADO BACTERIANO ORIGEM DO ISOLADO BACTERIANO ANO DE ISOLAMENTO

3504 Imunobiol6gico B 2007
3528 Imunobioldgico A 2007
3535 Imunobiol6gico B 2007
3537 Area Limpa 2007
3539 Area Limpa 2007
3540 Imunobiol6gico B 2007
3541 Imunobiol6gico B 2007
3544 B Area Limpa 2007
3546 Area Limpa 2007
3547 Imunobiol6gico B 2007
3548 Area Limpa 2007
3549 Imunobiol6gico B 2007
3550 Imunobiol6gico B 2007
3551 Imunobiol6gico B 2007
3552 Imunobiol6gico B 2007
3559 Area Limpa 2007
3560 Imunobioldgico B 2007
3564 Produto Farmacéutico B 2007
3566 Imunobiol6gico B 2007
3568 Imunobioldgico B 2007
3571 B Area limpa 2007
5000 Produto Farmacéutico C 2007
3584 Imunobiol6gico B 2008
3613 A Area Limpa 2008
3614 Imunobiol6gico B 2008
3639 A Imunobiol6gico B 2008
3639 B Imunobiol6gico B 2008
5001 Produto Farmacéutico D 2008
5002 Produto Farmacéutico D 2008

Para se avaliar a capacidade de cada isolado bacteriano crescer a 55C, foi
feita uma suspenséo 0,5 de McFarland em 2mL de salina estéril, sendo retirada uma
aliquota de 50uL que foi transferida para um tubo contendo entre 2,5 e 3mL de
Caldo Triptona de Soja (TSB). A capacidade de crescer a 55T foi determinada pela
turvacdo do caldo TSB incubado a 55T por 48 horas. Se nao fosse observada a
turvacao, os tubos eram reincubados a 30C por 48 h oras e s6 foram citados como
incapazes de crescer a 55C 0s microrganismos que n ao turvaram o meio a 55C e
turvaram a 30C (SNEATH, 1986).

Foi realizada a hidrdlise da esculina, da caseina e do amido e avaliada a
producdo de &cido a partir de frutose, glicose, lactose, maltose, manitol, rafinose,
sacarose e xilose (SNEATH, 1986).

Todos os isolados bacterianos também foram submetidos a testes fenotipicos
com os kits comerciais API galeria 50 CHB e VITEK 32 cartdo BAC (BioMérieux)
conforme instrugdes do fabricante. A leitura final do API foi realizada em 48 horas.
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Os testes de ambos os kits foram repetidos sempre que o percentual de identificacéo
ficou abaixo de 90%. Para realizar a leitura dos resultados dos testes do sistema API
foram considerados positivos 0s testes que se tornaram amarelo, exceto o teste da
hidrolise da Esculina, onde o meio se tornou preto, e negativos 0s testes que
permaneceram vermelho. Para finalizar a identificacdo pelo API, foi utilizado o
programa APIWeb com o objetivo de avaliar os resultados dos testes e fornecer um
percentual de identificacdo para cada isolado bacteriano analisado. Para os isolados
bacterianos que apresentaram testes com coloracdo laranja foram feitas trés
andlises pelo programa APIWeb (BioMérieux). Na primeira andlise os testes que
ficaram laranja foram marcados com resultado duvidoso, na segunda andlise esses
testes foram marcados com resultado positivo e por ultimo os testes duvidosos foram
marcados como negativo. Essas trés analises geraram trés diferentes percentuais de
identificagdo e foi considerado como resultado da identificacdo pelo sistema API a
analise que apresentou o0 maior percentual. Nas tabelas que apresentam o0s
resultados dos testes do sistema API, os testes que apresentaram a cor laranja
foram considerados resultado duvidoso. Para o sistema VITEK, por ser um método
automatizado, néo é observado resultado duvidoso.

De acordo com as recomendagbes do fabricante, o percentual no qual o
sistema API apresenta uma identificacdo aceitavel é acima de 80% (BIOMERIEUX,
2003) sendo assim, os resultados em que o percentual foi abaixo desse valor ou o
resultado da identificacdo foi perfil inaceitavel, considerou-se que o sistema nao
identificou o isolado bacteriano (identificagdo inaceitavel). De acordo com as
recomendacgdes do fabricante, o percentual no qual o sistema VITEK apresenta uma
identificacéo aceitavel é acima de 85% (BIOMERIEUX BRASIL, 2004), por isso 0s
resultados em que o percentual foi abaixo desse valor ou o resultado da
identificagdo foi organismo n&o identificado, considerou-se que o sistema nao

identificou o isolado bacteriano (identificacdo inaceitavel).
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3.3 CARACTERIZACAO GENOTIPICA

3.3.1 Extracdo de DNA pelo método de lise térmica

Os isolados bacterianos foram incubados em placas de TSA por 18 a 24
horas a 30C. O crescimento bacteriano de toda a placa de TSA foi suspenso em
500uL de agua milli-Q estéril e submetido a banho-maria a 100C por 15 minutos.
Apds essa etapa, a suspensao foi imediatamente congelada a -20C. O

sobrenadante foi posteriormente descongelado, centrifugado e utilizado na PCR.

3.3.2 Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Para a amplificacdo de regides especificas do genoma dos isolados
bacterianos, a PCR foi realizada em um volume final de 50puL. As reagdes individuais
foram compostas por agua esterilizada, tampéao 1X, entre 2 e 3mM de MgCl,, entre
10 e 20mM de cada dNTP, entre 50 e 100ng de cada iniciador, 2,5U da enzima Taq
polimerase e entre 3 e 4uL do DNA obtido pela extracao por lise térmica. As reacdes
foram realizadas nas seguintes condicfes: pré-desnaturacdo a 94 por 5 minutos,
35 ciclos a 94T por 1 minuto, entre 50 e 57T por 1 minuto e 72T por 2 minutos
seguidos por uma extensao adicional a 72T por 7 mi nutos. Os iniciadores utilizados
para a amplificacdo do gene 16S rRNA foram os descritos por Watts e colaboradores
(2001) (Tabela 4). O iniciador pA se liga da posicao 8 a 27 e o iniciador pH da
posicdo 1541 a 1522 do gene 16S rRNA de Escherichia coli (PASCUAL et al., 1995).
Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%
(p/v), corados com brometo de etidio e visualizados com o equipamento VDS

(Pharmacia-Biotech).
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3.3.3 Determinagédo das Sequéncias Nucleotidicas

Os fragmentos amplificados foram purificados com PureLink PCR Purification
kit (Invitrogen) e posteriormente foram utilizados na reacdo de sequenciamento
utilizando o Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied
Biosystems-Perkin Elmer Co.) segundo as instrucfes do fabricante. Para realizar o
sequenciamento foi utilizado o Analisador de DNA (ABI 3730), modelo ABI PRISM
3730 (Applied Biosystems) da Rede de Plataformas Tecnoldgicas do Centro de
Desenvolvimento Tecnoldgico em Insumos para Saude (PDTIS / FIOCRUZ). Os

iniciadores utilizados no sequenciamento estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 Iniciadores utilizados nas reacdes de PCR e de sequenciamento

NOME DO POSICAO SEQUENCIA REFERENCIA
INICIADOR  CORRESPONDENTE DO INICIADOR DO INICIADOR
NO GENE DE E. coli
pA 8-27 5- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG> Watts et al., 2001
pH 1492-1510 5'- AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA>  Watts et al., 2001

Tabela 5 Iniciadores utilizados nas reacdes de sequenciamento

NOME DO POSICAO SEQUENCIA REFERENCIA
INICIADOR  CORRESPONDENTE DO INICIADOR DO INICIADOR
NO GENE DE E. coli
1831 1831-1844 5- GAG GAA CAC CGA TGG CGA AGG C>  Waitts et al., 2001
1242f 1242-1259 5'- CAC ACG TGC TAC AAT GG> Johnson, 1994
1832 1832-1820 5'- GCC CCC GTC AAT TCC TTT GAG TT>  Watts et al., 2001
519r 519-505 5'- G(AT)A TTA CCG CGG C(GT)G CTG> Johnson, 1994

3.3.4 Andlise das Sequéncias Nucleotidicas

As sequéncias nucleotidicas foram analisadas e editadas usando o programa
SegMan. Posteriormente as sequéncias foram comparadas as depositadas nos
bancos de sequéncias GenBank e Ribosomal Database Project Il (RDP-Il). Esta
comparacao permitiu a identificacdo dos isolados bacterianos analisados pela

determinacao das espécies mais relacionadas a eles.
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Para identificacdo bacteriana utilizando a analise da sequéncia do gene 16S
rRNA foi utilizado o percentual de similaridade do Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) e foram considerados os seguintes critérios: i) identificacdo da espécie
bacteriana se o isolado bacteriano analisado apresentou um valor de similaridade da
sequéncia do gene 16S rRNA acima de 98,7% com uma espécie descrita; ii)
identificacdo das provaveis espécies bacterianas se o isolado bacteriano apresentou
um valor de similaridade da sequéncia do gene 16S rRNA acima de 98,7% com mais
de uma espécie descrita e iii) identificacdo do género bacteriano se o isolado
bacteriano analisado ndo apresentou um valor de similaridade da sequéncia do gene
16S rRNA acima de 98,7% com pelo menos uma espécie descrita
(STACKEBRANDT; EBERS, 2006).

Para a realizacdo das analises filogenéticas foi utilizado o programa
CLUSTAL X (THOMPSON et al., 1997) para alinhar as sequéncias do gene 16S
rRNA dos isolados bacterianos deste estudo e de cepas tipo das espécies
relacionadas aos isolados bacterianos. As sequéncias alinhadas foram usadas para
analise filogenética utilizando o programa MEGA versao 4.0 (TAMURA et al., 2007).
As distancias foram obtidas usando os modelos Kimura 2 parametros e Jukes-
Cantor e o agrupamento foi pelo método de Neighbour-Joining. A estabilidade dos
relacionamentos foi avaliada através da analise Bootstrap com um nimero minimo

de 1000 repeticoes.
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4 RESULTADOS

Inicialmente sera apresentada uma descricdo geral dos isolados bacterianos
avaliados e a seguir uma descricdo especifica de cada grupo de microrganismos nos
guais os isolados bacterianos foram separados.

4.1 DESCRICAO GERAL DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Todos os oitenta e trés isolados bacterianos analisados apresentaram forma
de bastonete Gram positivo ou Gram labil, esporularam e produziram a enzima
catalase. Apenas os isolados bacterianos identificados como o grupo Bacillus
licheniformis (3452, 3479, 3547 e 3560) foram capazes de crescer a 55°C. O
resultado do crescimento em anaerobiose foi variavel.

Os isolados bacterianos incluidos neste estudo foram identificados utilizando
0s sistemas comerciais APl e VITEK. Os resultados das identificagbes destes
sistemas estao representados nas Figuras 1 e 2. A avaliacado destes resultados foi
realizada considerando como referéncia a analise do sequenciamento do gene 16S
rRNA.

A identificagéo realizada utilizando o sistema APl mostrou que 1,20% dos
isolados bacterianos analisados tiveram as espécies identificadas, 53,00% tiveram
0S grupos de provaveis espécies identificados e 18,10% tiveram apenas 0s géneros
identificados corretamente. Para 14,45% dos isolados bacterianos este sistema
identificou 0s géneros de maneira equivocada. Este sistema nao identificou 4,80%
dos isolados bacterianos ainda que as espécies ou as provaveis espécies desses
isolados bacterianos estivessem presentes no banco de dados do API. Foram
observados 8,45% de isolados bacterianos que ndo puderam ser identificados por
este sistema uma vez que suas espécies ou provaveis espécies nao estao presentes

no banco de dados (Figura 1).
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API

20 8,45% 1,20% B |dentificacdo da espécie
i (s

W |dentificacdo do grupo
m Identificacdo do género

m |dentificacdo equivocada do
género

W Sem identificacdo (espécie
presente no banco de dados)

m Sem identificacdo (espécie
ausente no banco de dados)

Figura 1 Avaliag&o da identificacdo de Bacillus spp. e géneros relacionados utilizando o sistema API e
usando-se o sequenciamento do gene 16S rRNA como referéncia.

A identificacéo realizada utilizando o sistema VITEK mostrou que 1,20% dos
isolados bacterianos analisados tiveram as espécies identificadas, 53,00% tiveram
0S grupos de provaveis espécies identificados e 12,05% tiveram apenas 0s géneros
identificados corretamente. Para 20,50% dos isolados bacterianos este sistema
identificou os géneros de maneira equivocada. Este sistema nao identificou 3,60%
dos isolados bacterianos apesar de a espécie ou as provaveis espécies estarem
presentes no banco de dados do VITEK. Ainda foi observado que 9,65% dos
isolados bacterianos ndo puderam ser identificados por este sistema uma vez que as
espécies ou as provaveis espécies desses isolados bacterianos ndo estao presentes

no banco de dados (Figura 2).
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VITEK

m |dentificacdo da espécie

1,20%

W |dentificacdo do grupo
m Identificacdo do género

M |dentificacdo equivocada do
género

H Sem identificacdo (espécie
presente no banco de dados)

m Semidentificacdo (espécie
ausente no banco de dados)

Figura 2 Avaliagcdo da identificacdo de Bacillus spp. e géneros relacionados utilizando o sistema
VITEK e usando-se o sequenciamento do gene 16S rRNA como referéncia.

A identificacdo realizada pela analise da sequéncia do gene 16S rRNA esta
representada na Figura 3. Dos isolados bacterianos avaliados, 65% apresentaram
similaridade da sequéncia desse gene acima de 98,7% com mais de uma espécie
bacteriana descrita, 17% apresentaram similaridade da sequéncia do gene acima de
98,7% com uma espécie descrita e 18% apresentaram similaridade da sequéncia do

gene 16S rRNA abaixo de 98,7% com quaisquer espécies descritas.

Sequenciamento do gene 16S rRNA

B Amostras com mais de 98,7%
de similaridade com uma
especie descrita

W Amostras com mais de 98,7%
de similaridade com um grupo
de espécies descritas

= Amostras com menos de
98,7%de similaridade com
qualquer espécie descrita

Figura 3 Identificacéo de Bacillus spp. e géneros relacionados utilizando a andlise do sequenciamento
do gene 16S rRNA.
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Os isolados bacterianos foram agrupados de acordo com o0s resultados da
analise do sequenciamento do gene 16S rRNA e foram divididos do seguinte modo:
grupo Bacillus megaterium, grupo Bacillus pumilus, grupo Bacillus cereus, grupo
Bacillus subtilis, grupo B. licheniformis, Bacillus sp. relacionado a espécie Bacillus
humi, outras espécies de Bacillus, Paenibacillus fonticola, Paenibacillus humicus,

outras espécies de Paenibacillus e outros géneros relacionados ao género Bacillus.

4.2 DESCRICAO ESPECIFICA DOS ISOLADOS BACTERIANOS

4.2.1 Grupo Bacillus megaterium

Dezoito isolados bacterianos fazem parte desse grupo. Conforme ilustrado
pela Tabela 6, de todos os testes bioquimicos utilizados para identificacdo pelo
sistema API, o resultado dos seguintes testes nao apresentou variagcdo, sendo todos
os isolados bacterianos negativos para I|-sorbose, d-tagatose e d-fucose e todos
foram positivos para d-glicose, d-frutose, n-acetil-glicosamina, d-maltose, d-
sacarose, d-trealose, d-rafinose, amido e glicogénio. Os demais testes apresentaram
variacao.

Segundo a Tabela 7 de todos os testes bioquimicos utilizados para
identificacdo pelo sistema VITEK o resultado dos seguintes testes ndo apresentou
variacdo, sendo todos os isolados bacterianos positivos para galactose, sacarose,
arabinose, inulina, n-acetil-glicosamina, manitol, maltose, tiocianato de potéassio,
glicose, trealose, acido mandélico e esculina e negativos para amidalina,
oleandomicina, vermelho de tetrazodlio, tagatose e acido nalidixico. Os demais testes

apresentaram variacgao.



Tabela 6 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema API para os isolados bacterianos do grupo Bacillus megaterium

TESTES BIOQUIMICOS

ISOLADO
BACTERANO o » vws v o ~o o3 ERGEGEN B ERRNRB REBIBEERR8REE8L8 88288865388
3301 - D - - + + + - - - + + + - - D+ + - D+ DD +DDS=+DS+ + + + + + + + - + D - - - + - D -
3338 - D + - + + + - - - + + 4 - - - - + + - - D+ - D + D + + + o+ + - o+ + o+ o+ -+ o+ - - - - - -+ -
3370 - + - -+ + - - - - 4+ + D=- - - D+ - - D+ + 4+ ++ D+ D+ + + D+ + + + D+ + - - - - D - DD -
3401 - + - - 4+ + 4+ - - - 4+ + + - - - - D+ - - -+ - 4+ - - - + 4+ + + + 4+ - + 4+ + - + D - - - - - - - - -
3406 G - + - -+ + + D - - 4+ + + - - - - 4+ + DDDS+ + 4+ ++ + + 4+ + + + D + + 4+ + - + + - - - - - - D - D
3406 O - + - D+ + + - - - 4+ + + D - - DD+ - - D+ + 4+ + + + + 4+ + + + - + + + + D + D- - D - - D - -
3406 P - + - D+ + + D - D+ + + - - - - 4+ + - - D+ + 4+ + 4+ + + + + + + - + + + + - D D - - - - - - - - -
3408 A - + + - + + - - - - 4+ + + - - - - D+ - - -+ DD +DDS+ D+ + + D + + + + - D - - - - + - - - -
3411 - T e s S T e S S S S T T S
3420 - + - + + + - DD+ + + D- D - D+ + - D+ DD ++ + + + D+ + + + + + + + + D - - - - + - D - -
3423 - + - + 4+ - - - - - 4+ + 4 - - - - - + - - D+ + 4+ + 4+ + + 4+ + + + 4+ + + + + D + + - - - - - D DDD
3435 - + - -+ + 4+ - - - 4+ + + - - D - D+ - DD+ + + ++ + + + + + + - - + 4+ + - + D - - - - - - DD -
3439 A - D - -+ + + - - - + ++ 4 - - - - D+ - - - 4+ 4+ + ++ D+ + + + + - + 4+ + + - 4+ D - - - - - - D - -
3544 B - T S T e T T e e e e e S S S e T T
3548 - + - - 4+ + - - - - - 4+ 4+ - - - - 4+ + - - D+ + 4+ + 4+ - + 4+ + + + 4+ - + 4+ + - + D - - - - - - + -
3549 - R T T T e e T T T e S S S R S S R R S S S S
3571 B - T T S S S S T e A T S S S e S S S
3613 A - D - - - 4+ - - - - - 4+ 4+ 4+ - - - - - - - -+ -+ 4+ o+ o+ o+ - -+ o+ - -+ A+ - - - - e e

Legenda: 0: Controle negativo, 1: Glicerol, 2:

Eritrol, 3: d-Arabinose, 4: I-Arabinose, 5: d-Ribose, 6: d-Xilose, 7: I-Xilose, 8: d-Adonitol, 9: Metil-Bd-Xilopiranosideo, 10: d-Galactose,

11: d-Glicose, 12:

d-Frutose, 13: d-Manose, 14: |-Sorbose, 15: I-Raminose, 16: Dulcitol, 17: Inositol, 18: d-Manitol, 19: d-Sorbitol, 20: Metil-a-d-Manopiranosideo, 21: Metil-a-d-Glucopiranosideo, 22: N-Acetil-
Glicosamina, 23: Amidalina, 24: Arbutina, 25: Esculina, 26: Salicina, 27: d-Celobiose, 28: d-Maltose, 29: d-Lactose, 30: d-Melibiose, 31: d-Sacarose, 32: d-Trealose, 33: Inulina, 34: d-Melezitose, 35:
d-Rafinose, 36: Amido, 37: Glicogénio, 38: Xilitol, 39: Gentiobiose, 40: d-Turanose, 41: d-Lixose, 42: d-Tagatose, 43: d-Fucose, 44: |-Fucose, 45: d-Arabitol, 46: |-Arabitol, 47: Gluconato de potassio,

48: 2 ceto-gluconato de potassio, 49: 5 ceto-gluconato de potassio. +: resultado positivo, -: resultado negativo, D: resultado duvidoso.

o



Tabela 7 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os isolados bacterianos do grupo Bacillus

megaterium

ISOLADO TESTES BIOQUIMICOS
BACTERIANG 0 » & o 7 o » 5 z z 4 x m & » 4 2 z A T @ ™ A z Z 3 © W 2 m
T2 8 S5 3 532 &5z Y3285 28825 E%385838¢25 13
3301 - + - + - - + + + + - - + + + + - + + + + + + + - - - + + + +
3338 - + - - - - + + - + - - - - - - - + + + - + + + - - - - - + +
3370 - + - - - - + + + + - - - - - - - + + + + + + + - - - - - + +
3401 - + - - - - + + + + - - + - - - - + + + - + + + + - - - - + +
3406 G - + - - - - + + + + + - + + - - - + + + + + + + + - - + - + +
3406 O - + - - - - + + + + + - + - - - - + + + + + + + + - - + - + +
3406 P - + - - - - + + + + + - + + - - - + + + + + + + + - - + + + +
3408 A - + - - - - + + + + - - - - - + - + + + - + + + - - - - - + +
3411 - + - - - - + + + + + - + + + - - + + + - + + + + - + + - + +
3420 - + - + - - + + + + - - + - - + - + + + - + - + - - - - - + +
3423 - + - - - - + + + + - - - + - - - + + + - + + + + - - + + + +
3435 - + - - - - + + + + + - + + - - - + + + + + + + + - + + + + +
3439 A - + - - - - + + + + - - + - - - - + + + + + + + + - - - - + +
3544 B - + - - - - + + + + + - + - + - - + + + - + + + - - - + - + +
3548 - + - - - - + + + + - - - - - - - + + + - + + + - - - + - + +
3549 - + - - - - + + + + - - + - - - - + + + - + + + - - - + - + +
3571 B - + - - - - + + + + - - + - - - - + + + + + + + + - + - + + +
3613 A - + - + - - + + + + + - + + - - - + + + + + + + + - - - - + +

Legenda: NEG: Controle negativo, GAL: Galactose, AGA: Amidalina, SOR: Sorbitol, OLD: Oleandomicina, THRM: Termdfilo, SUC: Sacarose, ARA: Arabinose, INU: Inulina, NAG: N-Acetil-
Glicosamina, NAA: Acetato de s6dio, TZR: Vermelho de Tetrazélio, XYL: Xilose, RIB: Ribose, AMY: Amilopectina, ARB: Arabitol, TAG: Tagatose, MAN: Manitol, MLT: Maltose, KCN: Tiocianato de
Potassio, PAS: Poliamido-higroestrepina, GLU: Glicose, RAF: Rafinose, TRE: Trealose, NCL: Cloreto de sédio, NAE: Acido nalidixico, INO: Inositol, SAL: Salicina, PLA: Platinose, MEN: Acido
mandélico, ESC: Esculina. +: resultado positivo, -: resultado negativo.

Ly
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De acordo com a Tabela 8, o tamanho das sequéncias do gene 16S rRNA
dos isolados bacterianos variou entre 1508 e 1544 pares de bases. Os isolados
bacterianos apresentaram maior similaridade respectivamente com Bacillus
aryabhattai, B. megaterium e Bacillus flexus, exceto o isolado bacteriano 3406 O que
apresentou maior similaridade com B. megaterium, B. aryabhattai e B. flexus,
respectivamente. Os isolados bacterianos apresentaram entre 99,93% e 99,66% de
similaridade do gene 16S rRNA com B. aryabhattai, entre 99,74% e 99,39% com B.
megaterium e entre 98,95% e 98,62% com B. flexus.

Na Tabela 9 pode-se observar que apenas o isolado bacteriano 3401 né&o
apresentou crescimento em anaerobiose. Segundo a mesma tabela, os sistemas API
e VITEK apresentaram resultados de identificacdo diferentes para os isolados
bacterianos 3435 e 3613 A. Quando comparado com o resultado da analise do
sequenciamento do gene 16S rRNA, o VITEK né&o identificou corretamente uma das
provaveis espécies do isolado bacteriano 3435 e apresentou como resultado para o
isolado bacteriano 3406 P identificacdo inaceitavel. Todos o0s outros isolados
bacterianos tiveram uma das provaveis espécies identificadas corretamente pelo
VITEK com um percentual entre 95% e 99%. Por outro lado, o APl apresentou como
resultado para o isolado bacteriano 3301 identificagcdo inaceitavel e o APl também
nao identificou corretamente uma das provaveis espécies do isolado bacteriano
3613 A, enquanto os demais isolados bacterianos tiveram uma das suas provaveis
espécies identificadas corretamente pelo APl com um percentual de probabilidade
entre 81,9% e 99,9%.
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Tabela 8 Resultados da analise do sequenciamento do gene 16S rRNA para os

isolados bacterianos do grupo Bacillus megaterium

ANALISE DA SEQUENCIA DO
GENE 16S rRNA (NUMERO DE
ACESSO)

ISOLADOS
BACTERIANOS

TAMANHO DA SEQUENCIA NUMERO DE ACESSO
DO GENE 16S rRNA (PB) DA SEQUENCIA

99,80% B. aryabhattai (EF114313)
3301 99,66% B. megaterium (D16273) 1522 FJ215782
98,88% B. flexus (AB021185)

99,80% B. aryabhattai (EF114313) 1522
99,66% B. megaterium (D16273)
98,88% B. flexus (AB021185)

3338 FJ215784

99,73% B. aryabhattai (EF114313)
99,39% B. megaterium (D16273)
98,62% B. flexus (AB021185)

3370 1527 JF309231

99,86% B. aryabhattai (EF114313)
99,59% B. megaterium (D16273)
98,82% B. flexus (AB021185)

3401 1544 FJ215786

99,86% B. aryabhattai (EF114313)
99,73% B. megaterium (D16273)
98,95% B. flexus (AB021185)

3406 G 1523 JF309232

99,74% B. megaterium (D16273)
99,66 % B. aryabhattai (EF114313)
98,92% B. flexus (AB021185)

3406 O 1513 JF309233

99,66% B. aryabhattai (EF114313)
99,52% B. megaterium (D16273)
98,74% B. flexus (AB021185)

3406 P 1508 JF309234

99,80% B. aryabhattai (EF114313)
99,52% B. megaterium (D16273)
98,75% B. flexus (AB021185)

3408 A 1522 JF309235

99,73% B. aryabhattai (EF114313)
99,59% B. megaterium (D16273)
98,82% B. flexus (AB021185)

3411 1535 FJ215788

99,67% B. aryabhattai (EF114313)
99,66% B. megaterium (D16273)
98,82% B. flexus (AB021185)

3420 1533 JF309236

99,80% B. aryabhattai (EF114313)
99,39% B. megaterium (D16273)
98,62% B. flexus (AB021185)

3423 1523 FJ215790

99,86% B. aryabhattai (EF114313)
99,52% B. megaterium (D16273)
98,75% B. flexus (AB021185)

3435 1522 FJ215793

99,80% B. aryabhattai (EF114313)
99,66% B. megaterium (D16273)
98,88% B. flexus (AB021185)

3439 A 1525 FJ215794
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Tabela 8 (Cont.) Resultados da analise do sequenciamento do gene 16S rRNA para os

isolados bacterianos do grupo Bacillus megaterium
ANALISE DA SEQUENCIA DO

ISOLADOS E TAMANHO DA SEQUENCIA NUMERO DE ACESSO
BACTERIANOS GENE 163:\@228%1%% DE DO GENE 16S rRNA (PB) DA SEQUENCIA
99,80% B. aryabhattai (EF114313)
3544B 99,66% B. megaterium (D16273) 1507 JF309237
98,87% B. flexus (AB021185)
99,93% B. aryabhattai (EF114313)
3548 99,52% B. megaterium (D16273) 1534 JF309239
98,75% B. flexus (AB021185)
99,86% B. aryabhattai (EF114313)
3549 99,66% B. megaterium (D16273) 1521 JF309240
98,88% B. flexus (AB021185)
99,86% B. aryabhattai (EF114313)
35718 99,52% B. megaterium (D16273) 1509 JF309241
98,74% B. flexus (AB021185)
0 :
3613 A 99,80% B. aryabhattai (EF114313) 1508 IF309242

99,59% B. megaterium (D16273)
98,80% B. flexus (AB021185)

Tabela 9 Resultados da identificacdo utilizando a analise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para 0s

isolados bacterianos do grupo Bacillus megaterium

ANALISE DA
ISOLADO - CRESCIMENTO EM
SEQUENCIA DO VITEK API
BACTERIANO GENE 16S rRNA ANAEROBIOSE
3301 Grupo B. megaterium 95% B. megaterium Identificagdo inaceitavel +
3338 Grupo B. megaterium 99% B. megaterium 99,9% B. megaterium +
3370 Grupo B. megaterium 99% B. megaterium 99,8% B. megaterium +
3401 Grupo B. megaterium 99% B. megaterium 99,9% B. megaterium -
3406 G Grupo B. megaterium 97% B. megaterium 98,9% B. megaterium +
3406 O Grupo B. megaterium 99% B. megaterium 90,1% B. megaterium +
3406 P Grupo B. megaterium Identificacdo inaceitdvel  99,9% B. megaterium +
3408 A Grupo B. megaterium 99% B. megaterium 99,9% B. megaterium +
3411 Grupo B. megaterium 97% B. megaterium 81,9% B. megaterium +
3420 Grupo B. megaterium 99% B. megaterium 99,9% B. megaterium +
3423 Grupo B. megaterium 99% B. megaterium 96,8% B. megaterium +
3435 Grupo B. megaterium 98% B. subtilis 99,4% B. megaterium +
3439 A Grupo B. megaterium 99% B. megaterium 98,9% B. megaterium +
3544 B Grupo B. megaterium 97% B. megaterium 99,6% B. megaterium +
3548 Grupo B. megaterium 99% B. megaterium 99,7% B. megaterium +
3549 Grupo B. megaterium 98% B. megaterium 98% B. megaterium +
3571 B Grupo B. megaterium 99% B. megaterium 91,8% B. megaterium +
3613 A Grupo B. megaterium 99% B. megaterium 98,9% B. cereus 1 +
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4.2.2 Grupo Bacillus pumilus

Foram incluidos nesse grupo doze isolados bacterianos. Conforme ilustrado
na Tabela 10, de todos os testes bioquimicos utilizados para identificacdo pelo
sistema API, o resultado dos seguintes testes nao apresentou variagcdo, sendo todos
os isolados bacterianos negativos para d-adonitol, amido, glicogénio, d-lixose, I-
fucose, d-arabitol e 2 ceto-gluconato de potassio e todos foram positivos para |-
arabinose, d-ribose, d-glicose, d-frutose, d-manose, esculina e d-celobiose. Os
demais testes apresentaram variagao.

Segundo a Tabela 11 de todos os testes bioquimicos utilizados para
identificacdo pelo sistema VITEK, o resultado dos seguintes testes ndo apresentou
variacdo, sendo todos os isolados bacterianos negativos para galactose, sorbitol,
oleandomicina, inulina, xilose, amilopectina, arabitol, maltose, rafinose, inositol e
platinose e todos foram positivos para sacarose, acetato de sodio, tagatose, manitol,
tiocianato de potassio, poliamido-higroestrepina, glicose, salicina, acido mandélico e
esculina. Os demais testes apresentaram variagao.

De acordo com a Tabela 12, o tamanho das sequéncias do gene 16S rRNA
variou entre 1420 e 1518 pares de bases. Os isolados bacterianos foram divididos
em quatro grupos. No primeiro grupo os isolados bacterianos 3429 A, 3429 B, 3429
C, 3429 D, 34386 A, 34386 B e 34386 D apresentam maior similaridade com Bacillus
altitudinis, Bacillus stratosphericus, Bacillus aerophilus, Bacillus safensis e B.
pumilus, respectivamente. No segundo grupo os isolados bacterianos 3325 B, 3325
V e 34382 apresentam maior similaridade com B. safensis, B. pumilus, B. altitudinis,
B. stratosphericus e B. aerophilus, respectivamente. No terceiro grupo o isolado
bacteriano 34386 C apresentou maior similaridade com B. stratosphericus, B.
aerophilus, B. altitudinis, B. safensis e B. pumilus, respectivamente. No quarto grupo
o isolado bacteriano 3528 apresentou maior similaridade respectivamente com B.
pumilus, B. safensis, B. altitudinis, B. stratosphericus e B. aerophilus.

Os isolados bacterianos do primeiro grupo apresentaram entre 100% e
99,93% de similaridade da sequéncia do gene 16S rRNA com B. altitudinis, entre
99,93% e 99,86% de similaridade com B. stratosphericus e com B. aerophilus e
entre 99,51% e 99,44% de similaridade com B. safensis e com B. pumilus. Os

isolados bacterianos do segundo grupo apresentaram 99,93% de similaridade com
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B. safensis, 99,79% de similaridade com B. pumilus, entre 99,59% e 99,52% de
similaridade com B. altitudinis e entre 99,53% e 99,46% de similaridade com B.
stratosphericus e com B. aerophilus. O isolado bacteriano do terceiro grupo
apresentou 100% de similaridade com B. stratosphericus e com B. aerophilus,
99,93% de similaridade com B. altitudinis e 99,44% de similaridade com B. safensis
e com B. pumilus. O isolado bacteriano do quarto grupo apresentou 99,85% de
similaridade com B. pumilus, 99,70% de similaridade com B. safensis, 99,42% de
similaridade com B. altitudinis e 99,36% de similaridade com B. stratosphericus e
com B. aerophilus.

Na Tabela 13 pode-se observar que apenas os isolados bacterianos 3325 B,
3325 V, 34382 e 3528 apresentaram crescimento em anaerobiose. Segundo o0s
resultados apresentados na mesma tabela, os sistemas API e VITEK apresentaram
a mesma identificacdo para todos os isolados bacterianos e esses resultados
identificaram uma das provaveis espécies corretamente quando comparados com 0
resultado do sequenciamento do gene 16S rRNA. Os isolados bacterianos foram
identificados pelo sistema VITEK com um percentual de 99% e pelo sistema API

com um percentual de 99,9%.



Tabela 10 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema API para os isolados bacterianos do grupo Bacillus pumilus

TESTES BIOQUIMICOS

ISOLADO
BACTERANO o m v w r o o o BERGEGG NS B SRNBREBNBEER8RE8LE882R82656385
3325 B - bb- 4+ 4+ 4+ - - - D+ + + - - - - - b- bbbD+D+ - - - ++-- - - - -+- -D~- - - -
3325V - + - b+ ++D- D++++ DDDDDD+D+ + ++ ++DD=-----.-.--- - - -D=- - - -
3429 A - - - - + 4+ + - - - D+ + + - - - - 4+ - D - - 4+ 4+ + + + - - - F+ + - - - - - -+ - -+ - - - -
3429 B - - - -+ 4+ + - - - - 4+ 4+ + - - - - 4+ - - - - 4+ + + + + - D -+ + - - - - - - - - -"D - - - -
3429 C - - - - 4+ 4+ D - - - - + 4+ 4+ - - - - + - D - - 4+ 4+ 4+ + + - - -+ 4 - - - - - -+ - -4+ - - - -
3429 D T e T e e S T T T SRS b N
34382 -+ - - + 4+ + - - - 4+ 4+ + 4+ - - D- + - 4+ + 4+ + ++ + ++ + D+ + - DD- - D+ + - + D- - D
34386 A - D - -+ 4+ 4+ - - - -+ o+ o+ - - - -+ -+ + + + + + + - - D+ + DDD - - - + - - + - - - -
34386 B T T e T e T T T e T
34386 C - D DD+ + + - - - - + 4+ 4+ - - - - 4+ - 4+ - 4+ 4+ 4+ + + + - - - + + - - - - - - 4+ - - 4+ - - - -
34386 D T T S e T T i i T S
3528 - D - -+ 4+ 4+ D- - D+ + + - - D=- +DD=- + + + 4+ + + - - - + 4+ - - - - - - + - - 4+ - - - -

Legenda: O: Controle negativo, 1: Glicerol, 2: Eritrol, 3: d-Arabinose, 4: I-Arabinose, 5: d-Ribose, 6: d-Xilose, 7: I-Xilose, 8: d-Adonitol, 9: Metil-Bd-Xilopiranosideo, 10: d-Galactose, 11: d-Glicose, 12:
d-Frutose, 13: d-Manose, 14: |-Sorbose, 15: I-Raminose, 16: Dulcitol, 17: Inositol, 18: d-Manitol, 19: d-Sorbitol, 20: Metil-a-d-Manopiranosideo, 21: Metil-a-d-Glucopiranosideo, 22: N-Acetil-
Glicosamina, 23: Amidalina, 24: Arbutina, 25: Esculina, 26: Salicina, 27: d-Celobiose, 28: d-Maltose, 29: d-Lactose, 30: d-Melibiose, 31: d-Sacarose, 32: d-Trealose, 33: Inulina, 34: d-Melezitose, 35:
d-Rafinose, 36: Amido, 37: Glicogénio, 38: Xilitol, 39: Gentiobiose, 40: d-Turanose, 41: d-Lixose, 42: d-Tagatose, 43: d-Fucose, 44: |-Fucose, 45: d-Arabitol, 46: |-Arabitol, 47: Gluconato de potassio,
48: 2 ceto-gluconato de potéassio, 49: 5 ceto-gluconato de potassio. +: resultado positivo, -: resultado negativo, D: resultado duvidoso.

€S



Tabela 11 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os isolados bacterianos do grupo Bacillus pumilus

ISOLADO TESTES BIOQUIMICOS
BACTERIANO »
3325 B - - - - - - + - - - + - - - - - + + - + + + - + + - -+ - + +
3325V - - - - - - + - - - + - - - - - + + - + + + - + + - -+ - + +
3429 A - - - - - - + - - - + + -+ - - + + - + + + - - - - -+ - + +
3429 B - - - - - - + - - - + + -+ - - + + - + + + - + + - -+ - + +
3429 C - - - - - - + - - - + + -+ - - + + - + + + - + + + -+ - + +
3429 D - - - - - - + - -+ + + -+ - - + + - + + + - + + - -+ - + +
34382 - - - - - - + - - - + + - - - - + + - + + + - + - - -+ - + +
34386 A - - - - - - + - - - + + - - - - + + - + + + - - + - -+ - + +
34386 B - - + - - - + - - - + + -+ - - + + - + + + - + + - -+ - + +
34386 C - - - - - - + - - - + + - - - - + + - + + + - - + - -+ - + +
34386 D - - - - - - + - - - + + - - - - + + - + + + - - + - -+ - + +
3528 - - + - - - + + - - + - - - - - + + - + + + - + - - -+ - + +
Legenda: NEG: Controle negativo, GAL: Galactose, AGA: Amidalina, SOR: Sorbitol, OLD: Oleandomicina, THRM: Termdfilo, SUC: Sacarose, ARA: Arabinose, INU: Inulina, NAG: N-Acetil-

Glicosamina, NAA: Acetato de s6dio, TZR: Vermelho de Tetrazélio, XYL: Xilose, RIB: Ribose, AMY: Amilopectina, ARB: Arabitol, TAG: Tagatose, MAN: Manitol, MLT:

mandélico, ESC: Esculina. +: resultado positivo, -: resultado negativo.

f Maltose, KCN: Tiocianato de
Potassio, PAS: Poliamido-higroestrepina, GLU: Glicose, RAF: Rafinose, TRE: Trealose, NCL: Cloreto de s6dio, NAE: Acido nalidixico, INO: Inositol, SAL: Salicina, PLA: Platinose, MEN: Acido

7S
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Tabela 12 Resultados da analise do sequenciamento do gene 16S rRNA para 0s

isolados bacterianos do grupo Bacillus pumilus

ISOLADO
BACTERIANO

ANALISE DA SEQUENCIA DO GENE
16S rRNA (NUMERO DE ACESSO)

TAMANHO DA SEQUENCIA
DO GENE 16S rRNA (PB)

NUMERO DE
ACESSO DA
SEQUENCIA

3325B

3325V

3429 A

3429 B

3429 C

3429 D

34382

34386 A

34386 B

99,93% B. safensis (AF234854)
99,79% B. pumilus (AY876289)
99,52% B. altitudinis (AJ831842)
99,46% B. stratosphaericus (AJ831841)*
99,46% B. aerophilus (AJ831844)*

99,93% B. safensis (AF234854)
99,79% B. pumilus (AY876289)
99,59% B. altitudinis (AJ831842)
99,53% B. stratosphaericus (AJ831841)*
99,53% B. aerophilus (AJ831844)*

99,93 % B. altitudinis (AJ831842)
99,86% B. stratosphericus (AJ831841)*
99,86% B. aerophilus (AJ831844)*
99,51% B. safensis (AF234854)
99,51% B. pumilus (AY876289)

100 % B. altitudinis (AJ831842)
99,93% B. stratosphericus (AJ831841)*
99,93% B. aerophilus (AJ831844)*
99,51% B. safensis (AF234854)
99,51% B. pumilus (AY876289)

99,93% B. altitudinis (AJ831842)
99,86% B. stratosphericus (AJ831841)*
99,86% B. aerophilus (AJ831844)*
99,44% B. safensis (AF234854)
99,44% B. pumilus (AY876289)

100% B. altitudinis (AJ831842)
99,93% B. stratosphericus (AJ831841)*
99,93% B. aerophilus (AJ831844)*
99,51% B. safensis (AF234854)
99,51% B. pumilus (AY876289)

99,93% B. safensis (AF234854)
99,79% B. pumilus (AY876289)
99,59% B. altitudinis (AJ831842)
99,53% B. stratosphericus (AJ831841)*
99,53% B. aerophilus (AJ831844)*

100% B. altitudinis (AJ831842)
99,93% B. stratosphericus (AJ831841)*
99,93% B. aerophilus (AJ831844)*
99,51% B. safensis (AF234854)
99,51% B. pumilus (AY876289)

100% B. altitudinis (AJ831842)
99,93% B. stratosphericus (AJ831841)*
99,93% B. aerophilus (AJ831844)*
99,51% B. safensis (AF234854)
99,51% B. pumilus (AY876289)

1505

1500

1516

1505

1503

1497

1501

1518

1513

JF309243

JF309244

JF309245

JF309246

JF309247

JF309248

JF309250

JF309251

JF309252

*cepa tipo ndo esta disponivel em colecdes de culturas
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Tabela 12 (Cont.) Resultados da analise do sequenciamento do gene 16S rRNA para 0s

isolados bacterianos do grupo Bacillus pumilus

ISOLADO ANALISE DA SEQUENCIA DO GENE TAMANHO DA SEQUENCIA
BACTERIANO  16S rRNA (NUMERO DE ACESSO) DO GENE 16S rRNA (PB)

NUMERO DE
ACESSO DA
SEQUENCIA

100% B. stratosphericus (AJ831841)*
100% B. aerophilus (AJ831844)*
34386 C 99,93% B. altitudinis (AJ831842) 1513
99,44% B. safensis (AF234854)
99,44% B. pumilus (AY876289)

100% B. altitudinis (AJ831842)
99,93% B. stratosphericus (AJ831841)*
99,93% B. aerophilus (AJ831844)*
99,51% B. safensis (AF234854)
99,51% B. pumilus (AY876289)

34386 D 1502

99,85% B. pumilus (AY876289)
99,70% B. safensis (AF234854)
99,42% B. altitudinis (AJ831842)
99,36% B. stratosphericus (AJ831841)*
99,36% B. aerophilus (AJ831844)*

3528 1420

JF309253

JF309254

JF309249

*cepa tipo ndo esta disponivel em cole¢des de culturas

Tabela 13 Resultados da identificacao utilizando a analise do sequenciamento do

gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para

isolados bacterianos do grupo Bacillus pumilus

ANALISE DA
ISOLADO = CRESCIMENTO EM
SEQUENCIA DO VITEK API
BACTERIANO GENE 16S rRNA ANAEROBIOSE

3325B Grupo B. pumilus 99% B. pumilus 99,9% B. pumilus +
3325V Grupo B. pumilus 99% B. pumilus 99,9% B. pumilus +
3429 A Grupo B. pumilus 99% B. pumilus 99,9% B. pumilus -
3429 B Grupo B. pumilus 99% B. pumilus 99,9% B. pumilus -
3429 C Grupo B. pumilus 99% B. pumilus 99,9% B. pumilus -
3429 D Grupo B. pumilus 99% B. pumilus 99,9% B. pumilus -
34382 Grupo B. pumilus 99% B. pumilus 99,9% B. pumilus +
34386 A Grupo B. pumilus 99% B. pumilus 99,9% B. pumilus -
34386 B Grupo B. pumilus 99% B. pumilus 99,9% B. pumilus -
34386 C Grupo B. pumilus 99% B. pumilus 99,9% B. pumilus -
34386 D Grupo B. pumilus 99% B. pumilus 99,9% B. pumilus -
3528 Grupo B. pumilus 99% B. pumilus 99,9% B. pumilus +
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4.2.3 Grupo Bacillus cereus

Este grupo € composto por oito isolados bacterianos. Conforme ilustrado pela
Tabela 14, de todos os testes bioquimicos utilizados para identificacdo pelo sistema
API, o resultado dos seguintes testes ndo apresentou variagdo, sendo todos o0s
isolados bacterianos negativos para eritrol, d-arabinose, l-arabinose, d-xilose, I-
xilose, d-adonitol, metil-B-d-xilopiranosideo, I-sorbose, I-raminose, dulcitol, inositol, d-
manitol, metil-a-d-manopiranosideo, metil-a-d-glucopiranosideo, d-lactose, d-
melibiose, inulina, d-rafinose, xilitol, d-lixose, d-tagatose, d-fucose, |-fucose, d-
arabitol, |-arabitol e 2 ceto-gluconato de potassio. Também n&o houve variagdo nos
seguintes testes, onde todos os isolados bacterianos foram positivos para d-glicose,
esculina, d-maltose e glicogénio. Os demais testes apresentaram variacao.

Segundo a Tabela 15 de todos os testes bioquimicos utilizados para
identificacdo pelo sistema VITEK, o resultado dos seguintes testes ndo apresentou
variacdo, sendo todos os isolados bacterianos negativos para amidalina, sorbitol,
oleandomicina, arabinose, inulina, vermelho de tetrazdlio, xilose, ribose, arabitol,
tagatose, manitol, rafinose, cloreto de sodio, inositol e platinose e positivos para n-
acetil-glicosamina, maltose, glicose e esculina. Os demais testes apresentaram
variacao.

De acordo com a Tabela 16, o tamanho das sequéncias do gene 16S rRNA
variou entre 1404 e 1521 pares de bases. Para avaliar a similaridade do gene 16S
rRNA de cada isolado bacteriano com B. cereus as sequéncias dos isolados
bacterianos foram comparadas com as sequéncias dos treze operons da cepa tipo
de B. cereus e na Tabela 16 estdo representados os resultados do operon com
maior similaridade e do operon com menor similaridade para cada isolado
bacteriano. Os isolados bacterianos apresentaram maior similaridade com o operon
A de B. cereus, exceto o isolado bacteriano 3541, que apresentou maior similaridade
com o operon C. O isolado bacteriano 3539 apresentou menor similaridade com o
operon K e os isolados bacterianos 3374 e 3541 apresentaram menor similaridade
com o operon B. Os demais isolados bacterianos s apresentaram menor similaridade
com o operon C.

O isolado bacteriano 3434 apresentou maior similaridade respectivamente

com B. cereus (operon A), Bacillus anthracis, B. cereus (operon C), Bacillus
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thuringiensis, Bacillus weihenstephanensis e Bacillus mycoides. O isolado bacteriano
3541 apresentou maior similaridade respectivamente com B. cereus, B.
thuringiensis, B. anthracis, B. weihenstephanensis e B. mycoides. Os isolados
bacterianos 3374 e 3539 apresentaram maior similaridade respectivamente com B.
cereus, B. anthracis, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis e B. mycoides. Os
demais isolados bacterianos apresentaram maior similaridade com B. anthracis, B.
cereus, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis e B. mycoides, respectivamente.

Os isolados bacterianos apresentaram entre 99,93% e 98,39% de
similaridade com B. cereus, entre 99,92% e 98,54% de similaridade com B.
anthracis, entre 99,79% e 98,38% de similaridade com B. thuringiensis e entre
99,53% e 98,18% de similaridade com B. weihenstephanensis e B. mycoides.

Na Tabela 17 pode-se observar que todos os isolados bacterianos
apresentaram crescimento em anaerobiose. Segundo a mesma tabela, os resultados
obtidos utilizando os sistemas APl e VITEK apresentaram identificacdo diferente
para o isolado bacteriano 3546. Quando comparado com o resultado da analise da
sequéncia do gene 16S rRNA, o sistema VITEK né&o identificou corretamente as
provaveis espécies do isolado bacteriano 3546. Para o0s demais isolados
bacterianos, o sistema VITEK identificou corretamente as provaveis espécies com
um percentual entre 96% e 99%. Os isolados bacterianos tiveram as provaveis
espécies identificadas corretamente pelo sistema APl com um percentual entre
83,2% e 99,9%.



Tabela 14 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema API para os isolados bacterianos do grupo Bacillus cereus

TESTES BIOQUIMICOS

ISOLADO
BACTERIANO o6 1 N w » 01 0 w0 © B P P P P P E P EENDNDNNRNNRDNDRNDRNNWWWWWWWWWWwLHEDSEDMDMDAMN-NSNSLN
O FRP N WHMOU O N OO R N®WROUI N 0MOO R N®RNOITOON ®O O R NWDOOD o ©
3374 - b -- -+ - - - - -4+ 4+ - - - - - - D- -+ D+ 4+ 4+ - ++--+4+-D-4++ - D- - - - - - - -
3434 -+ - - -+ - - - - -+ + - - - - - - - - -+ -+ Y+ - -+ + - - - ++ - D- - - ----D
3539 -+ - - -+ - - - - - 4+ 4+ - - - - - - - - - 4+ D+ 4+ 4+ 4+ +---4+- - - 4++ - D-- - ----D
3541 -+ - - -+ - - - - - 4+ 4+ + - - - - - - - - 4+ D+++++--D+---4++ - D-------D
3546 - D - - - - - - - -+ + + + - - - - - - - - + 4+ + + + -+ - - - D- - -"+++ -D- - - - - - -D
3550 -+ e T = S T T T e e T T =T T o
3551 T T e T s R S O S R S ST T
5000 -+ - - -+ - - - - -+ + + - - - - - - - -+ - - -+ - - -+ + - + D - - - - - - %+

Legenda: O: Controle negativo, 1: Glicerol, 2: Eritrol, 3: d-Arabinose, 4: I-Arabinose, 5: d-Ribose, 6: d-Xilose, 7: |-Xilose, 8: d-Adonitol, 9: Metil-Bd-Xilopiranosideo, 10: d-Galactose, 11: d-Glicose, 12:
d-Frutose, 13: d-Manose, 14: |-Sorbose, 15: I-Raminose, 16: Dulcitol, 17: Inositol, 18: d-Manitol, 19: d-Sorbitol, 20: Metil-a-d-Manopiranosideo, 21: Metil-a-d-Glucopiranosideo, 22: N-Acetil-
Glicosamina, 23: Amidalina, 24: Arbutina, 25: Esculina, 26: Salicina, 27: d-Celobiose, 28: d-Maltose, 29: d-Lactose, 30: d-Melibiose, 31: d-Sacarose, 32: d-Trealose, 33: Inulina, 34: d-Melezitose, 35:
d-Rafinose, 36: Amido, 37: Glicogénio, 38: Xilitol, 39: Gentiobiose, 40: d-Turanose, 41: d-Lixose, 42: d-Tagatose, 43: d-Fucose, 44: |-Fucose, 45: d-Arabitol, 46: |-Arabitol, 47: Gluconato de potassio,
48: 2 ceto-gluconato de potéassio, 49: 5 ceto-gluconato de potassio. +: resultado positivo, -: resultado negativo, D: resultado duvidoso.
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Tabela 15 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os isolados bacterianos do grupo Bacillus cereus

TESTES BIOQUIMICOS

ISOLADO gy

3374 - - - - - - + - - + - - - - - - - - + + + + - + - - - - - -
3434 - - - - - - + - - + + - - - - - - - + + + + - + - - - - - +
3539 - - - - - - - - - + + - - - + - - - + + - + - + - - - - - +
3541 - - - - - - - - - + - - - - - - - - + + + + - + - + - - - +
3546 -+ - - - - - - - + - - - - - - - - + - - + - - - + - + - +
3550 - - - - - - - - - + - - - - - - - - + + + + - + - - - - - +
3551 - - - - - - - - - + - - - - + - - - + + + + - + - - - - - +
5000 - - - - - - - - - + + - - - + - - - + + + + - + - - - - - +

Legenda: NEG: Controle negativo, GAL: Galactose, AGA: Amidalina, SOR: Sorbitol, OLD: Oleandomicina, THRM: Terméfilo, SUC: Sacarose, ARA: Arabinose, INU: Inulina, NAG: N-Acetil-
Glicosamina, NAA: Acetato de sddio, TZR: Vermelho de Tetrazdlio, XYL: Xilose, RIB: Ribose, AMY: Amilopectina, ARB: Arabitol, TAG: Tagatose, MAN: Manitol, MLT: Maltose, KCN: Tiocianato de
Potassio, PAS: Poliamido-higroestrepina, GLU: Glicose, RAF: Rafinose, TRE: Trealose, NCL: Cloreto de sédio, NAE: Acido nalidixico, INO: Inositol, SAL: Salicina, PLA: Platinose, MEN: Acido
mandélico, ESC: Esculina. +: resultado positivo, -: resultado negativo.

09
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Tabela 16 Resultados da analise do sequenciamento do gene 16S rRNA para 0s

isolados bacterianos do grupo Bacillus cereus

ISOLADO
BACTERIANO

ANALISE DA SEQUENCIA DO GENE 16S
rRNA (NUMERO DE ACESSO)

TAMANHO DA SEQUENCIA
DO GENE 16S rRNA (PB)

NUMERO DE ACESSO
DA SEQUENCIA

3374

3434

3539

3541

3546

3550

3551

5000

99,93% B. cereus (AE016877) operon A
99,86% B. cereus (AE016877) operon B
99,77% B. anthracis (AB190217)
99,73% B. thuringiensis (D16281)
99,47% B. weihenstephanensis (AB021199)
99,46% B. mycoides (AB021192)

99,93% B. cereus (AE016877) operon A
99,84% B. anthracis (AB190217)
99,79% B. cereus (AE016877) operon C
99,66% B. thuringiensis (D16281)
99,40% B. weihenstephanensis (AB021199)
99,40% B. mycoides (AB021192)

99,79% B. cereus (AE016877) operon A
99,73% B. cereus (AE016877) operon K
99,69% B. anthracis (AB190217)
99,66% B. thuringiensis (D16281)
99,46% B. weihenstephanensis (AB021199)
99,46% B. mycoides (AB021192)

99,93% B. cereus (AE016877) operon C
99,86% B. cereus (AE016877) operon B
99,79% B. thuringiensis (D16281)
99,77% B. anthracis (AB190217)
99,53% B. weihenstephanensis (AB021199)
99,53% B. mycoides (AB021192)

98,54% B. anthracis (AB190217)
98,52% B. cereus (AE016877) operon A
98,39% B. cereus (AE016877) operon C

98,38% B. thuringiensis (D16281)

98,18% B. weihenstephanensis (AB021199)

98,18% B. mycoides (AB021192)

99,69% B. anthracis (AB190217)
99,65% B. cereus (AE016877) operon A
99,51% B. cereus (AE016877) operon C

99,37% B. thuringiensis (D16281)

99,16% B. weihenstephanensis (AB021199)

99,16% B. mycoides (AB021192)

99,92% B. anthracis (AB190217)
99,86% B. cereus (AE016877) operon A
99,72% B. cereus (AE016877) operon C

99,58% B. thuringiensis (D16281)

99,37% B. weihenstephanensis (AB021199)

99,37% B. mycoides (AB021192)

99,92% B. anthracis (AB190217)
99,78% B. cereus (AE016877) operon A
99,64% B. cereus (AE016877) operon C

99,49% B. thuringiensis (D16281)

99,28% B. weihenstephanensis (AB021199)

99,27% B. mycoides (AB021192)

1515

1521

1505

1519

1497

1447

1444

1404

JF309221

FJ215792

JF309222

JF309223

JF309224

JF309225

JF309226

JF309227
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Tabela 17 Resultados da identificacao utilizando a analise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para 0s

isolados bacterianos do grupo Bacillus cereus

ANALISE DA
ISOLADO = CRESCIMENTO EM
SEQUENCIA DO VITEK API
BACTERIANO GENE 16S rRNA ANAEROBIOSE
3374 Grupo B. cereus 99% grupo B. cereus 83,2% B. cereus 1 +
3434 Grupo B. cereus 96% grupo B. cereus 96,3% B. cereus 1 +
3539 Grupo B. cereus 99% grupo B. cereus 99,9% B. cereus 1 +
3541 Grupo B. cereus 99% grupo B. cereus 99,9% B. cereus 1 +
3546 Grupo B. cereus 94% B. coagulans 94,4% B. cereus 1 +
3550 Grupo B. cereus 98% grupo B. cereus 99,9% B. cereus 1 +
3551 Grupo B. cereus 99% grupo B. cereus 94,4% B. cereus 1 +
5000 Grupo B. cereus 99% grupo B. cereus 99,9% B. cereus 1 +

4.2.4 Grupo Bacillus subtilis

Estéo nesse grupo seis isolados bacterianos. Conforme ilustrado pela Tabela
18, de todos os testes bioquimicos utilizados para identificacéo pelo sistema API, o
resultado dos seguintes testes ndo apresentou variacdo, sendo todos os isolados
bacterianos negativos para eritrol, I-xilose, d-adonitol, metil-B-d-xilopiranosideo, |-
raminose, dulcitol, metil-a-d-manopiranosideo, d-lixose, |-arabitol e 2 ceto-gluconato
de potassio e todos foram positivos para d-glicose, d-frutose, d-manitol, esculina e d-
sacarose. Os demais testes apresentaram variacao.

Segundo a Tabela 19 de todos os testes bioquimicos utilizados para
identificacdo pelo sistema VITEK, o resultado dos seguintes testes ndo apresentou
variacdo, sendo todos os isolados bacterianos positivos para sacarose, manitol,
tiocianato de potassio, poliamido-higroestrepina, glicose, acido mandeélico e esculina
e todos foram negativos para galactose, amidalina, oleandomicina, n-acetil-
glicosamina, vermelho de tetrazélio, xilose, arabitol, tagatose, rafinose e &cido
nalidixico. Os demais testes apresentaram variacao.

De acordo com a Tabela 20, o tamanho das sequéncias do gene 16S rRNA
variou entre 1502 e 1531 pares de bases. Os isolados bacterianos apresentaram
maior similaridade respectivamente com Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
vallismortis, Bacillus subtilis subsp. subtilis, Bacillus subtilis subsp. spizizenii, Bacillus

mojavensis e Bacillus atrophaeus, exceto o isolado bacteriano 3417 que apresentou
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maior similaridade com B. subtilis subsp. subtilis, B. subtilis subsp. spizizenii, B.
mojavensis, B. vallismortis, B. amyloliquefaciens e B. atrophaeus, respectivamente.
Os isolados bacterianos apresentaram entre 99,80% e 99,20% de

similaridade com B. subtilis subsp. subtilis, entre 99,79% e 99,25% de similaridade
com B. amyloliquefaciens, entre 99,67% e 99,21% de similaridade com B.
vallismortis, entre 99,64% e 99,00% de similaridade com B. subtilis subsp. spizizenii,
entre 99,47% e 98,87% de similaridade com B. mojavensis e entre 99,47% e 98,86%
de similaridade com B. atrophaeus.

Na Tabela 21 podemos observar que apenas os isolados bacterianos 3639 A
e 3639 B ndo apresentaram crescimento em anaerobiose e nao puderam ser
identificados pelo sistema API. Quando comparado com o resultado da analise da
sequéncia do gene 16S rRNA, o sistema VITEK identificou corretamente as
provaveis espécies de todos os isolados bacterianos com um percentual de 99%.
Por outro lado, o sistema API identificou corretamente as provaveis espécies dos
isolados bacterianos com um percentual entre 99% e 96,7%, exceto os isolados
bacterianos 3639 A e 3639 B.



Tabela 18 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema API para os isolados bacterianos do grupo Bacillus subtilis

TESTES BIOQUIMICOS

ISOLADO

BACTERANO o n v wsoo~ve oS ERBEG 5555 3RNBREEINRSRE8RE 8288823888884 5
3417 - D-D++D-- - D+ + + - - - ++ + - ++ ++ + + + + - D++ + D+ + ++ +D-DDDD- D- -
3480 - D- - ++D- - - - + 4+ - - - - - 4+ 4+ - + + D+ + ++ +D- ++ - - + + + - D - - - - - - - - - .
3614 - D--D+D=- - - - +++ - - -D++ - DDD+ + + +DDD++ D- D+ + - D - - - - - - - - - -
3639 A - D--DDD- - -D+++D--D++-D DD+DDDDD+D--DDD-D=- - - - - - - - -D
3639 B - D--DDD---D+ ++ - - - D+ + - ++D++ +D+DD+D=--DDDDDD - - - - - - - - -
5001 - 4 - - +4+4D- - - - 4+ 44 4+- - -D+D-DDDD++ + +DD+D+=-DD®+=-D- - - - = = - - - -

12:

Legenda: O: Controle negativo, 1: Glicerol, 2: Eritrol, 3: d-Arabinose, 4: I-Arabinose, 5: d-Ribose, 6: d-Xilose, 7: |-Xilose, 8: d-Adonitol, 9: Metil-Bd-Xilopiranosideo, 10: d-Galactose, 11: d-Glicose,

d-Frutose, 13: d-Manose, 14: |-Sorbose, 15: I-Raminose, 16: Dulcitol, 17: Inositol, 18: d-Manitol, 19: d-Sorbitol, 20: Metil-a-d-Manopiranosideo, 21: Metil-a-d-Glucopiranosideo, 22: N-Acetil-

Glicosamina, 23: Amidalina, 24: Arbutina, 25: Esculina, 26: Salicina, 27: d-Celobiose, 28: d-Maltose, 29: d-Lactose, 30: d-Melibiose, 31: d-Sacarose, 32: d-Trealose, 33: Inulina, 34: d-Melezitose,

35:

d-Rafinose, 36: Amido, 37: Glicogénio, 38: Xilitol, 39: Gentiobiose, 40: d-Turanose, 41: d-Lixose, 42: d-Tagatose, 43: d-Fucose, 44: |-Fucose, 45: d-Arabitol, 46: |-Arabitol, 47: Gluconato de potassio,

48: 2 ceto-gluconato de potéassio, 49: 5 ceto-gluconato de potassio. +: resultado positivo, -: resultado negativo, D: resultado duvidoso.

79



Tabela 19 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os isolados bacterianos do grupo Bacillus subtilis

TESTES BIOQUIMICOS

ISOLADO
_|

Z O > uw 0 w r» = Z Z 4 X > » 4 2 2 XA U @ ® 4 zZz2 Z2 = oo W X m

BACTERIANO ®© O X c 3 Z 5 N 2 =z 3 > o » Py z C v

o 2 ¥ 2 6 2 6 5 © 0o 2 5 & & 283 3 25 2 % ¢c x2F2Q F585 &% 108
3417 - - - + - - + + + - + - - + + - - + + + + + - + + - + + + + +
3480 - - - + - - + - - - + - - - + - - + + + + + - + + - - - - + +
3614 - - - - - - + - - - - - - - - - - + - + + + - - - - - - - + +
3639 A - - - + - - + - + - + - - - + - - + - + + + - - + - - + - + +
3639 B - - - - - - + - + - + - - - - - - + + + + + - - + - - - - + +
5001 - - - + - - + - + - - - - - + - - + - + + + - + + - - + - + +

Legenda: NEG: Controle negativo, GAL: Galactose, AGA: Amidalina, SOR: Sorbitol, OLD: Oleandomicina, THRM: Termdfilo, SUC: Sacarose, ARA: Arabinose, INU: Inulina, NAG: N-Acetil-
Glicosamina, NAA: Acetato de sodio, TZR: Vermelho de Tetraz6lio, XYL: Xilose, RIB: Ribose, AMY: Amilopectina, ARB: Arabitol, TAG: Tagatose, MAN: Manitol, MLT: Maltose, KCN: Tiocianato de
Potassio, PAS: Poliamido-higroestrepina, GLU: Glicose, RAF: Rafinose, TRE: Trealose, NCL: Cloreto de s6dio, NAE: Acido nalidixico, INO: Inositol, SAL: Salicina, PLA: Platinose, MEN: Acido

mandélico, ESC: Esculina. +: resultado positivo, -: resultado negativo.

q9
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Tabela 20 Resultados da analise do sequenciamento do gene 16S rRNA para 0s

isolados bacterianos do grupo Bacillus subtilis

TAMANHO DA NUMERO DE
SEQUENCIA DO ACESSO DA
GENE 16S rRNA (PB) SEQUENCIA

ISOLADO RESULTADO DA ANAL!SE DA SEQUENCIA
BACTERIANO DO GENE 16S rRNA (NUMERO DE ACESSO)

99,80% B. subtilis subsp. subtilis (AJ276351)
99,64% B. subtilis subsp. spizizenii (AF074970)
99,47% B. mojavensis (AB021191)
3417 99,47% B. vallismortis (AB021198) 1519 FJ215789
99,25% B. amyloliquefaciens (AB255669)
99,07% B. atrophaeus (AB021181)

99,72% B. amyloliquefaciens (AB255669)
99,60% B. vallismortis (AB021198)
99,53% B. subtilis subsp. subtilis (AJ276351)
3480 99,36% B. subtilis subsp. spizizenii (AF074970) 1519 JF309255
99,21% B. mojavensis (AB021191)
99,20% B. atrophaeus (AB021181)

99,72% B. amyloliquefaciens (AB255669)
99,67% B. vallismortis (AB021198)
99,60% B. subtilis subsp. subtilis (AJ276351)
3614 99,43% B. subtilis subsp. spizizenii (AF074970) 1517 JF309256
99,27% B. mojavensis (AB021191)
99,27% B. atrophaeus (AB021181)

99,79% B. amyloliquefaciens (AB255669)
99,60% B. vallismortis (AB021198)
99,53% B. subtilis subsp. subtilis (AJ276351)
3639 A 99,50% B. subtilis subsp. spizizenii (AF074970) 1529 JF309257
99,47% B. mojavensis (AB021191)
99,47% B. atrophaeus (AB021181)

99,66% B. amyloliquefaciens (AB255669)
99,47% B. vallismortis (AB021198)
99,40% B. subtilis subsp. subtilis (AJ276351)
3639 B 99,36% B. subtilis subsp. spizizenii (AF074970) 1531 JF309258
99,34% B. mojavensis (AB021191)
99,33% B. atrophaeus (AB021181)

99,32% B. amyloliquefaciens (AB255669)
99,26% B. vallismortis (AB021198)
99,20% B. subtilis subsp. subtilis (AJ276351)
99,00% B. subtilis subsp. spizizenii (AF074970)
98,87 % B. mojavensis (AB021191)
98,86 % B. atrophaeus (AB021181)

5001 1502 JF309259
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Tabela 21 Resultados da identificacao utilizando a analise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para 0s
isolados bacterianos do grupo Bacillus subtilis

ANALISE DA
ISOLADO - CRESCIMENTO EM
SEQUENCIA DO VITEK API
BACTERIANO GENE 16S rRNA ANAEROBIOSE
98,2% B. subtilis/
3417 Grupo B. subtilis 99% B. subtilis B. amyloliquefaciens +
98,3% B. subtilis/
3480 Grupo B. subtilis  98% B. amyloliquefaciens B. amyloliquefaciens +
0 -
3614 Grupo B. subtilis  99% B. amyloliquefaciens 99,0% B SUbt'l.'S/ +
B. amyloliquefaciens
3639 A Grupo B. subtilis  99% B. amyloliquefaciens Identificag&o inaceitavel -
3639 B Grupo B. subtilis  99% B. amyloliquefaciens Identificag&o inaceitavel -
0 -
5001 Grupo B. subtilis  99% B. amyloliquefaciens 96,7% B. subtilis/ +

B. amyloliquefaciens

4.2.5 Grupo Bacillus licheniformis

Um total de quatro isolados bacterianos faz parte deste grupo e todos sao
capazes de crescer a 55C. Conforme ilustrado na Tabela 22, de todos os testes
bioguimicos utilizados para identificacdo pelo sistema API, o resultado dos seguintes
testes ndo apresentou variagédo, sendo todos os isolados bacterianos negativos para
eritrol, d-arabinose, I-xilose, d-adonitol, I|-sorbose, dulcitol, metil-a-d-
manopiranosideo, xilitol, d-lixose, d-fucose, I|-fucose, d-arabitol, I-arabitol, 2 ceto-
gluconato de potéssio e 5 ceto-gluconato de potassio. Também n&o houve variacdo
nos seguintes testes, onde todos os isolados bacterianos foram positivos para d-
xilose, d-glicose, d-frutose, d-manose, d-manitol, metil-a-d-glucopiranosideo, n-
acetil-glicosamina, amidalina, arbutina, esculina, salicina, d-celobiose, d-maltose, d-
sacarose, d-trealose, amido, glicogénio e gentiobiose. Os demais testes
apresentaram variagao.

Segundo a Tabela 23, de todos os testes bioquimicos utilizados para
identificacdo pelo sistema VITEK, o resultado dos seguintes testes ndo apresentou

variagcdo, sendo todos os isolados bacterianos negativos para galactose, vermelho
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de tetrazdlio, xilose, arabitol e rafinose e todos foram positivos para poliamido-
higroestrepina e esculina. Os demais testes apresentaram variagao.

De acordo com a Tabela 24, o tamanho das sequéncias do gene 16S rRNA
variou entre 1386 e 1519 pares de bases. Para avaliar a similaridade da sequéncia
do gene 16S rRNA de cada isolado bacteriano com B. licheniformis, cada sequéncia
foi comparada com as sequéncias dos sete operons da cepa tipo de B. licheniformis
e na Tabela 24 estdo representados os resultados do operon com maior similaridade
e do operon com menor similaridade para cada isolado bacteriano. Os isolados
bacterianos apresentaram maior similaridade com o operon rRNA 0001, exceto o
isolado bacteriano 3479 que apresentou maior similaridade com o operon rRNA
0004. Os isolados bacterianos 3452 e 3479 apresentaram menor similaridade com o
operon rRNA 0013 enquanto os isolados bacterianos 3547 e 3560 apresentaram
menor similaridade com o operon rRNA 0004.

Os isolados bacterianos apresentaram maior similaridade com B.
licheniformis, Bacillus sonorensis e Bacillus aerius, respectivamente. Os isolados
bacterianos apresentaram entre 99,92% e 99,66% de similaridade com B.
licheniformis, entre 99,68% e 99,42% de similaridade com B. sonorensis e entre
99,48% e 99,24% de similaridade com B. aerius.

Na Tabela 25 podemos observar que todos os isolados bacterianos deste
grupo apresentaram crescimento em anaerobiose. Segundo a mesma tabela, os
sistemas APl e VITEK n&o apresentaram a mesma identificacdo para nenhum
isolado bacteriano. Quando comparado com o resultado da analise da sequéncia do
gene 16S rRNA, o sistema VITEK n&do apresentou uma identificacdo aceitavel para o
isolado bacteriano 3560, se equivocou na identificacdo do género do isolado
bacteriano 3479, na identificacdo de uma das provaveis espécies de 3452 e
identificou corretamente uma das provaveis espécies apenas do isolado bacteriano
3547. Por outro lado, o sistema API ndo identificou corretamente a espécie e o
género do isolado bacteriano 3547. Os demais isolados bacterianos tiveram suas
provaveis espécies identificadas corretamente pelo sistema API com um percentual
de 99,9%.



Tabela 22 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema API para os isolados bacterianos do grupo Bacillus licheniformis

TESTES BIOQUIMICOS

ISOLADO

BACTERIANO © W M @ » 00 o N~ @ © G IR KR 66063 RRNIRIIIBSERLERELLEEEEENERESLNES
3452 -+ - -+ 4+ - - - + ++ + - D- 4+ + + -+ + + + + + + + - D+ + + - D+ + - + D -+ - - - - - - -
3479 -+ - -+ o+ T S S e e s s ST T S S S S e S T T T S T S S
3547 B S e ST S S S S S R T e i T e R
3560 -+ - -+ 4+ - - - - 4+ 4+ + - - - - 4+ 4+ - + 4+ + + + + + + + - + + - - - + + - 4+ + - + - - - - o+ - -

Legenda: O: Controle negativo, 1: Glicerol, 2: Eritrol, 3: d-Arabinose, 4: I-Arabinose, 5: d-Ribose, 6: d-Xilose, 7: |-Xilose, 8: d-Adonitol, 9: Metil-3d-Xilopiranosideo, 10: d-Galactose, 11: d-Glicose, 12:
d-Frutose, 13: d-Manose, 14: |-Sorbose, 15: I-Raminose, 16: Dulcitol, 17: Inositol, 18: d-Manitol, 19: d-Sorbitol, 20: Metil-a-d-Manopiranosideo, 21: Metil-a-d-Glucopiranosideo, 22: N-Acetil-
Glicosamina, 23: Amidalina, 24: Arbutina, 25: Esculina, 26: Salicina, 27: d-Celobiose, 28: d-Maltose, 29: d-Lactose, 30: d-Melibiose, 31: d-Sacarose, 32: d-Trealose, 33: Inulina, 34: d-Melezitose, 35:
d-Rafinose, 36: Amido, 37: Glicogénio, 38: Xilitol, 39: Gentiobiose, 40: d-Turanose, 41: d-Lixose, 42: d-Tagatose, 43: d-Fucose, 44: |-Fucose, 45: d-Arabitol, 46: |-Arabitol, 47: Gluconato de potassio,
48: 2 ceto-gluconato de potéassio, 49: 5 ceto-gluconato de potassio. +: resultado positivo, -: resultado negativo, D: resultado duvidoso.

Tabela 23 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os isolados bacterianos do grupo Bacillus

licheniformis

TESTES BIOQUIMICOS

ISOLADO
_|
Z ©®© > w O w » = Z Z 4H X >z » 4 £ 2 X I ®@ I 4 zZz2 Z2 = w W = m
BACTERIANO m O O I c 3z N X = 3 > o > T z - %)
6o ¥ £ 86525 FE 220 2528 E AR EESDE
3452 - - - + - - + + - + + - - + + - + + + + + + - + + - + + + + +
3479 - - - - - - - - - - - - - S e T T T - - - - - -+
3547 - - + + + - + + - + + - - - - - + + + + + + - + + - + + + + +
3560 - - - + + - + + + + + - - + + - + + + + + + - + + + - + + + +

Legenda: NEG: Controle negativo, GAL: Galactose, AGA: Amidalina, SOR: Sorbitol, OLD: Oleandomicina, THRM: Termdfilo, SUC: Sacarose, ARA: Arabinose, INU: Inulina, NAG: N-Acetil-
Glicosamina, NAA: Acetato de sodio, TZR: Vermelho de Tetrazolio, XYL: Xilose, RIB: Ribose, AMY: Amilopectina, ARB: Arabitol, TAG: Tagatose, MAN: Manitol, MLT: Maltose, KCN: Tiocianato de
Potassio, PAS: Poliamido-higroestrepina, GLU: Glicose, RAF: Rafinose, TRE: Trealose, NCL: Cloreto de s6dio, NAE: Acido nalidixico, INO: Inositol, SAL: Salicina, PLA: Platinose, MEN: Acido

mandélico, ESC: Esculina. +: resultado positivo, -: resultado negativo.

69
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Tabela 24 Resultados da analise do sequenciamento do gene 16S rRNA para 0s

isolados bacterianos do grupo Bacillus licheniformis

TAMANHO DA NUMERO DE
SEQUENCIA DO ACESSO DA
GENE 16S rRNA (PB) SEQUENCIA

ISOLADO ANALISE DA S'EQUENCIA DO GENE 16S rRNA
BACTERIANO (NUMERO DE ACESSO)

99,86% B. licheniformis (CP000002) BL_rrna_0001
99,72% B. licheniformis (CP000002) BL_rrna_0013
99,56% B. sonorensis (AF302118)

99,37% B. aerius (AJ831843)*

3452 1465 JF309228

99,92% B. licheniformis (CP000002) BL_rrna_0004
3479 99,78% B. licheniformis (CP000002) BL_rrna_0013 1387 FJ2157801
99,68% B. sonorensis (AF302118)
99,48% B. aerius (AJ831843)*

99,80% B. licheniformis (CP000002) BL_rrna_0001
3547 99,67% B. licheniformis (CP000002) BL_rrna_0004 1519 JF309229
99,43% B. sonorensis (AF302118)
99,26% B. aerius (AJ831843)*

99,79% B. licheniformis (CP000002) BL_rrna_0001
3560 99,66% B. licheniformis (CP000002) BL_rrna_0004 1482 JF309230
99,42% B. sonorensis (AF302118)
99,24% B. aerius (AJ831843)*
*cepa tipo ndo esta disponivel em colecdes de culturas

Tabela 25 Resultados da identificacdo utilizando analise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para 0s
isolados bacterianos do grupo Bacillus licheniformis

ANALISE DA CRESCIMENTO
B,Aléc'l?lééll?b\?\lo SEQUENCIA DO VITEK API EM

GENE 16S rRNA ANAEROBIOSE

3452 Grupo B. licheniformis 97% B. subtilis 99,9% B. licheniformis +

99% Brevibacillus borstelensis/
3479 Grupo B. licheniformis Brewba}cnlu.s parabrgws/ 99,9% B. licheniformis +
Brevibacillus brevis
3547 Grupo B. licheniformis 99,9% B. licheniformis 99,5% P. amylolyticus +
3560 Grupo B. licheniformis Identificagdo inaceitivel 99,9% B. licheniformis +

4.2.6 Bacillus sp. Relacionado a espécie Bacillus humi

Um total de dez isolados bacterianos compde este grupo. Conforme ilustrado
pela Tabela 26, de todos os testes bioquimicos utilizados para identificagdo pelo
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sistema API, o resultado dos seguintes testes nao apresentou variagcdo, sendo todos
os isolados bacterianos negativos para eritrol, I|-xilose, d-adonitol, d-manose, I-
sorbose, I-raminose, dulcitol, d-manitol, d-sorbitol, metil-a-d-manopiranosideo,
amidalina, salicina, d-melibiose, inulina, d-melezitose, xilitol, d-turanose, d-lixose, d-
tagatose, d-fucose e gluconato de potdssio. Também ndo houve variagdo nos
seguintes testes, onde todos os isolados bacterianos foram positivos para d-maltose,
d-sacarose e d-trealose. Os demais testes apresentaram variacao.

Segundo a Tabela 27, de todas as provas bioquimicas utilizadas para
identificacdo pelo sistema VITEK o resultado das seguintes ndo apresentou
variacdo, sendo todos os isolados bacterianos negativos para galactose, amidalina,
sorbitol, oleandomicina, sacarose, arabinose, inulina, vermelho de tetrazolio, xilose,
ribose, arabitol, tagatose, manitol, tiocianato de potassio, rafinose, cloreto de sédio,
inositol, salicina e platinose e todos foram positivos para acetato de sédio. Os
demais testes apresentaram variagao.

De acordo com a Tabela 28, o tamanho das sequéncias do gene 16S rRNA
variou entre 1509 e 1533 pares de bases. Todos os isolados bacterianos
apresentaram maior similaridade com B. humi, com um percentual de similaridade
entre 98,20% e 97,88%.

Na Tabela 29 podemos observar que apenas os isolados bacterianos 3468 e
3476 apresentaram crescimento em anaerobiose. Segundo a mesma tabela, os
sistemas API e VITEK ndo apresentaram o mesmo resultado para nenhum dos
isolados bacterianos e apresentaram como resultado para o isolado bacteriano 3456
identificagdo inaceitavel. O sistema VITEK também apresentou identificacdo
inaceitavel para os isolados bacterianos 3457 e 3462 G. Quando os resultados do
sistema VITEK foram comparados aos da analise da sequéncia do gene 16S rRNA,
foi observado que o sistema identificou de maneira equivocada a espécie e 0 género
dos demais isolados bacterianos. O sistema APl também identificou de modo
equivocado a provavel espécie de todos os isolados bacterianos, porém acertou o

género de todos os isolados bacterianos, exceto do isolado bacteriano 3456.



Tabela 26 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema API para os isolados bacterianos de Bacillus sp. relacionados a

espécie Bacillus humi

TESTES BIOQUIMICOS

ISOLADO

BACTERANO o v w s 0o v o 0o BERBEGE S BB RREREBENBESREREES8E8EA882 6563885
3456 - - - - -bD---4+-DD---------D=-----4+4+4-4++-------- - - -D - -
3457 - - - - -DbD->----D-- - - - - - - - -D=--- - - 4+ 4+ - ++ - - - - - - - - - - - - - -
3458 i T o T e
3461 o 2 T e e - - - -
3462 G - b-DD+D- - --+++- - - - - - - - -+--D--4++-+4+--D------ - -D - -
3462 P - bD-++-+4+ - - -D+ + - - - - - - -« - - 4+ - -D - - + 4+ - + 4+ - - - - - - - - - - - 4+ - -
3467 - b-D-+D----++++----D----+--D-=--++-4++--------- - -D - -
3468 - b-D-D-----+D---------4%--D--++-+4++--------- - -D - -
3476 - b- - -4++----=-4+4+- - - - - - - - -+ -D+-D+D-++---4++-D-- - - - DD
3477 - - - - - 4+ - - - - - DD - - - - - - - - - "4 - -4 - - " 4+ + - ++ - - - - - - - - - - - Db - -

Legenda: O: Controle negativo, 1: Glicerol, 2: Eritrol, 3: d-Arabinose, 4: I-Arabinose, 5: d-Ribose, 6: d-Xilose, 7: I-Xilose, 8: d-Adonitol, 9: Metil-Bd-Xilopiranosideo, 10: d-Galactose, 11: d-Glicose, 12:
d-Frutose, 13: d-Manose, 14: |-Sorbose, 15: I-Raminose, 16: Dulcitol, 17: Inositol, 18: d-Manitol, 19: d-Sorbitol, 20: Metil-a-d-Manopiranosideo, 21: Metil-a-d-Glucopiranosideo, 22: N-Acetil-
Glicosamina, 23: Amidalina, 24: Arbutina, 25: Esculina, 26: Salicina, 27: d-Celobiose, 28: d-Maltose, 29: d-Lactose, 30: d-Melibiose, 31: d-Sacarose, 32: d-Trealose, 33: Inulina, 34: d-Melezitose, 35:
d-Rafinose, 36: Amido, 37: Glicogénio, 38: Xilitol, 39: Gentiobiose, 40: d-Turanose, 41: d-Lixose, 42: d-Tagatose, 43: d-Fucose, 44: |-Fucose, 45: d-Arabitol, 46: |-Arabitol, 47: Gluconato de potassio,
48: 2 ceto-gluconato de potéassio, 49: 5 ceto-gluconato de potassio. +: resultado positivo, -: resultado negativo, D: resultado duvidoso.

ZL



Tabela 27 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os isolados bacterianos de Bacillus sp. relacionados

a espécie Bacillus humi

ISOLADO TESTES BIOQUIMICOS
PACTERIANG Z © » » 0O T © » = 2 Z 4 xXx 3 B2 >» 4% 2 X TV O X 4 2z Z = B TWZm
R 2382385z 22885523228383308223 7
3456 - T
3457 - L T A
3458 L Lol Lo s
3461 Lo L Lo Lo s
3462 G oL Lo L Ll e
3462 P S oo Lo oo e e
3467 Lo oL Lo oo s
3468 S oo Lo Lol oL oL e e e
3476 Lo oL Lo oo s
3477 Lo L Lol a Lo

Legenda: NEG: Controle negativo, GAL: Galactose, AGA: Amidalina, SOR: Sorbitol, OLD: Oleandomicina, THRM: Termdfilo, SUC: Sacarose, ARA: Arabinose, INU: Inulina, NAG: N-Acetil-
Glicosamina, NAA: Acetato de s6dio, TZR: Vermelho de Tetrazélio, XYL: Xilose, RIB: Ribose, AMY: Amilopectina, ARB: Arabitol, TAG: Tagatose, MAN: Manitol, MLT: Maltose, KCN: Tiocianato de
Potassio, PAS: Poliamido-higroestrepina, GLU: Glicose, RAF: Rafinose, TRE: Trealose, NCL: Cloreto de sédio, NAE: Acido nalidixico, INO: Inositol, SAL: Salicina, PLA: Platinose, MEN: Acido
mandélico, ESC: Esculina. +: resultado positivo, -: resultado negativo.

€L
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Tabela 28 Resultados da analise do sequenciamento do gene 16S rRNA para 0s

isolados bacterianos de Bacillus sp. relacionados a espécie Bacillus humi

ISOLADO RESULTADO DA ANALISE DA TAMANHO DA NUMERO DE
BACTERIANO SEQUENCIA DO GENE 16S SEQUENCIA DO GENE ACESSO DA
rRNA (NUMERO DE ACESSO) 16S rRNA (PB) SEQUENCIA

3456 98,20% B. humi (AJ627210) 1524 FJ215795
3457 98,20% B. humi (AJ627210) 1520 JF327777
3458 98,07% B. humi (AJ627210) 1519 FJ215796
3461 98,07% B. humi (AJ627210) 1522 FJ215797
3462 G 97,88% B. humi (AJ627210) 1524 JF327778
3462 P 97,93% B. humi (AJ627210) 1509 JF327779
3467 98,14% B. humi (AJ627210) 1519 JF327780
3468 98,07% B. humi (AJ627210) 1521 FJ215798
3476 98,14% B. humi (AJ627210) 1533 FJ215799
3477 98,14% B. humi (AJ627210) 1521 FJ215800

Tabela 29 Resultados da identificacdo utilizando a anélise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para 0s

isolados bacterianos de Bacillus sp. relacionados a espécie Bacillus humi

ANALISE DA
ISOLADO = CRESCIMENTO EM
SEQUENCIA DO VITEK API
BACTERIANO GENE 16S rRNA ANAEROBIOSE
3456 Bacillus sp.* Identificac&o inaceitavel Identificacéo inaceitavel -
3457 Bacillus sp.* Identificagdo inaceitavel 94,5% B. cereus 2 -
0 .
3458 Bacillus sp.* 95% L. sphaericus/ 90,9% B. firmus -
L. fusiformis
95% Brevibacillus borstelensis/
3461 Bacillus sp.* Brevibacillus parabrevis/ 98,9% B. cereus 2 -
Brevibacillus brevis
3462 G Bacillus sp.* Identificag&o inaceitavel 98,9% B. cereus 2 -
98% Brevibacillus borstelensis/
3462 P Bacillus sp.* Brevibacillus parabrevis/ 98,8% B. cereus 2 -
Brevibacillus brevis
0 .
3467 Bacillus sp.* 9% L. sphaer_|cus/ 98,2% B. cereus 2 -
L. fusiformis
96% Brevibacillus borstelensis/
3468 Bacillus sp.* Brevibacillus parabrevis/ 91,6% B. cereus 2 +
Brevibacillus brevis
0 .
3476 Bacillus sp.* 9% L. sphaer_|cus/ 89,9% B. cereus 1 +
L. fusiformis
3477 Bacillus sp.* 87% L. sphaericus/ 85,5% B. cereus 2 -

L. fusiformis

*menos de 98,7% de similaridade com todas as sequéncias depositadas nos bancos de dados.
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4.2.7 Outras Espécies de Bacillus

Nesse grupo estdo alocados seis isolados bacterianos: 3399, 3424 A, 3428,
3441, 3537 e 3559. Os isolados bacterianos 3399 e 3537 foram os Unicos desse
grupo capazes de crescer em anaerobiose. Os dados referentes a estes isolados
bacterianos estdo apresentados nas Tabelas 30, 31, 32 e 33.

O isolado bacteriano 3399 teve um fragmento de 1519 pares de bases do
gene 16S rRNA sequenciado e, por essa andlise, o isolado bacteriano foi
identificado como Bacillus circulans. Quando comparado com o resultado da analise
da sequéncia do gene 16S rRNA, o sistema VITEK identificou corretamente a
espécie do isolado bacteriano e o sistema APl apresentou como resultado para o
isolado bacteriano identificacdo inaceitavel.

O isolado bacteriano 3424 A teve um fragmento de 1501 pares de bases do
gene 16S rRNA sequenciado. Como o isolado bacteriano apresentou similaridade do
gene 16S rRNA acima de 98,7% com Bacillus lehensis e Bacillus oshimensis, foram
determinadas as provaveis espécies deste isolado bacteriano. Comparando com os
resultados da identificac@o pela analise da sequéncia do gene 16S rRNA, o sistema
VITEK identificou de maneira equivocada a espécie e o0 género do isolado
bacteriano, enquanto o sistema API identificou de maneira equivocada a espécie,
porém acertou o género.

O isolado bacteriano 3428 teve um fragmento de 1518 pares de bases do
gene 16S rRNA sequenciado. As provaveis espécies desse isolado bacteriano sédo
Bacillus jeotgali, Bacillus thioparans, Bacillus boroniphilus e Bacillus
selenatarsenatis. Quando comparado o resultado da andlise da sequéncia do gene
16S rRNA, o sistema API acertou apenas o género do isolado bacteriano, enquanto
o VITEK identificou de maneira equivocada tanto a espécie quanto o género.

O isolado bacteriano 3441 teve um fragmento de 1524 pares de bases do
gene 16S rRNA sequenciado, o que permitiu a identificacdo da sua espécie como
Bacillus koreensis. Quando comparado o resultado da analise da sequéncia do gene
16S rRNA com os resultados dos sistemas comerciais ambos o0s sistemas n&o foram
capazes de identificar o isolado bacteriano. O sistema API identificou de maneira

equivocada a espécie e o género do isolado bacteriano e o sistema VITEK
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apresentou como resultado identificacdo inaceitdvel. Os testes bioquimicos
convencionais realizados com este isolado bacteriano tiveram o0s seguintes
resultados: o isolado bacteriano hidrolisa esculina, caseina e amido e produz acido a
partir de frutose, glicose, lactose, maltose, rafinose e sacarose, mas nao a partir de
manitol e xilose.

O isolado bacteriano 3537 teve um fragmento de 1394 pares de bases do
gene 16S rRNA sequenciado. Como o percentual de similaridade da sequéncia do
gene 16S rRNA do isolado bacteriano com Bacillus niabensis, a espécie mais
préxima, foi abaixo de 98,7%, a espécie do isolado bacteriano ndo pdde ser
identificada por esta analise. Quando os resultados fenotipicos foram comparados
com o resultado da analise da sequéncia do gene 16S rRNA, foi observado que o
sistema VITEK identificou de maneira equivocada tanto a espécie quanto o género
deste isolado bacteriano, enquanto o sistema API identificou de maneira equivocada
a espécie, porém acertou o género.

O isolado bacteriano 3559 teve um fragmento de 1521 pares de bases do
gene 16S rRNA sequenciado, sendo identificado como Bacillus barbaricus. Os
sistemas APl e VITEK identificaram de modo equivocado o género deste isolado
bacteriano.

Tabela 30 Resultados da analise do sequenciamento do gene 16S rRNA para 0s

isolados bacterianos de outras espécies do género Bacillus

ISOLADO RESLAJLTADO DA ANALISE DA :I'AMANHO DA NUMERO DE
BACTERIANO SEQUE[\ICIA DO GENE 16S rRNA SEQUENCIA DO GENE 16S ACES§O DA
(NUMERO DE ACESSO) rRNA (PB) SEQUENCIA
3399 99,12% B. circulans (AY724690) 1519 FJ215785
3424 A 99,80% B. lehensis (AY793550) 1501 JF309260
98,82% B. oshimensis (AB188090)
99,53% B. jeotgali (AF221061)
99,45% B. thioparans (DQ371431)
3428 99,39% B. boroniphilus (AB198719) 1518 FJ215791
99,36% B. selenatarsenatis (AB262082)
3441 99,85% B. koreensis (AY667496) 1524 FJ215781
3537 98,11% B. niabensis (AY998119) 1394 JF327782

3559 98,81% B. barbaricus (AJ422145) 1521 JF327783
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Tabela 31 Resultados da identificacao utilizando a analise do sequenciamento do

gene 16S rRNA e os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para 0s

isolados bacterianos de outras espécies do género Bacillus

CRESCIMENTO

ANALISE DA
BAIE('I?IIQQII?A(I)\IO SEQUENCIA DO VITEK API EM
GENE 16S rRNA ANAEROBIOSE
3399 B. circulans 90% B. circulans Identificacdo inaceitavel +
. 95% Brevibacillus borstelensis/ o ,
3424 A Bacillus sp. Brevibacillus parabrevis/ 82,9% B. circulans -
Brevibacillus brevis
0 .
3428 Bacillus sp. 9% L. sphaencus/ 85,9% B. firmus -
L. fusiformis
3441 B. koreensis Identificagéo inaceitavel 92,5% P. thiaminolyticus -
0 .
3537 Bacillus sp.* 99% L. sphaer_|cus/ 95,4% B. circulans +
L. fusiformis
98% Brevibacillus borstelensis/ o :
3559 B. barbaricus Brevibacillus parabrevis/ 99,9% Geobacillus -

Brevibacillus brevis stearothermophilus

*menos de 98,7% de similaridade com todas as sequéncias depositadas nos bancos de dados



Tabela 32 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema API para os isolados bacterianos de outras espécies do género

Bacillus

ISOLADO TESTES BIOQUIMICOS
BACTERANO o v w s 0o o o 5 ERGERGHE S BRNBRIBIBBERLLRLILLSEBERAIERESELNES
3399 - - - -+ 4+ o+ - S S S S T T S e e S T T e
3424 A - - - -+ o+ o+ - + + + + + - + D D+ D - - D+ + + + + + 4+ + + + + - + + + - 4+ + + - - + - - - - -
3428 -+ - - - -+ - - -+ + - - - - e T e e e AT VU
3441 -+ - - -+ - - -+ + + - - - - - - - - - D+ + + 4+ 4+ + + + 4+ - - -+ 4+ + - DD- - - - - -D- -
3537 - - - -+ -+ - + + + + + - - - -+ -+ o+ + + + + + + + - 4+ + - - + - - - - - - - -+ - - - -
3559 - b- - - D - - - b+++0D-D - ---- - - -4%- - +- D-D=--- 4+ - - D=- - - - - - - - -

Legenda: 0: Controle negativo, 1: Glicerol, 2: Eritrol, 3: d-Arabinose, 4: |-Arabinose, 5: d-Ribose, 6: d-Xilose, 7: |-Xilose, 8: d-Adonitol, 9: Metil-Bd-Xilopiranosideo, 10: d-Galactose, 11: d-Glicose, 12: d-

Frutose, 13

potassio, 49: 5 ceto-gluconato de potassio. +: resultado positivo, -: resultado negativo, D: resultado duvidoso.

: d-Manose, 14: I-Sorbose, 15: I-Raminose, 16: Dulcitol, 17: Inositol, 18: d-Manitol, 19: d-Sorbitol, 20: Metil-a-d-Manopiranosideo, 21: Metil-a-d-Glucopiranosideo, 22: N-Acetil-Glicosamina, 23:
Amidalina, 24: Arbutina, 25: Esculina, 26: Salicina, 27: d-Celobiose, 28: d-Maltose, 29: d-Lactose, 30: d-Melibiose, 31: d-Sacarose, 32: d-Trealose, 33: Inulina, 34: d-Melezitose, 35: d-Rafinose, 36: Amido,
37: Glicogénio, 38: Xilitol, 39: Gentiobiose, 40: d-Turanose, 41: d-Lixose, 42: d-Tagatose, 43: d-Fucose, 44: |-Fucose, 45: d-Arabitol, 46: |-Arabitol, 47: Gluconato de potassio, 48: 2 ceto-gluconato de

8.



Tabela 33 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os isolados bacterianos de outras espécies do género

Bacillus

ISOLADO TESTES BIOQUIMICOS
BACTERIANO z & » © O E' w » =z Z2 Z2 4 %X 3 =2 2 4 =2 2 X T O 3T 4z Z2 = »w W I m
T * Q9555253388285 58352038825 03
3399 - + + - - - + + + + + - + - - - - + + + - + - + - - - + + + +
3424 A - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - -
3428 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - +
3441 - - - - - - - - - - - - - + - - - - + + - + - - + + - - - + +
3537 - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - +
3559 - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - + - - - - - - - + -

Legenda: NEG: Controle negativo, GAL:

resultado positivo, -: resultado negativo.

Galactose, AGA: Amidalina,

SOR: Sorbitol, OLD: Oleandomicina, THRM: Termdfilo, SUC: Sacarose,
NAA: Acetato de sddio, TZR: Vermelho de Tetrazdlio, XYL: Xilose, RIB: Ribose, AMY: Amilopectina, ARB: Arabitol, TAG: Tagatose, MAN: Manitol, MLT: Maltose, KCN: Tiocianato de Potassio, PAS:
Poliamido-higroestrepina, GLU: Glicose, RAF: Rafinose, TRE: Trealose, NCL: Cloreto de sédio, NAE: Acido nalidixico, INO: Inositol, SAL: Salicina, PLA: Platinose, MEN: Acido mandélico, ESC: Esculina. +:

ARA: Arabinose, INU: Inulina, NAG:

N-Acetil-Glicosamina,

6.
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4.2.8 Paenibacillus fonticola

Neste estudo foram identificados quatro isolados bacterianos da espécie
Paenibacillus fonticola. Conforme ilustrado pela Tabela 34, de todos os testes
bioguimicos utilizados para identificacdo pelo sistema API, o resultado dos seguintes
testes ndo apresentou variacdo, sendo todos os isolados bacterianos negativos para
glicerol, eritrol, I-xilose, dulcitol,  metil-a-d-manopiranosideo,  metil-a-d-
glucopiranosideo, d-melezitose, d-fucose, d-arabitol, I-arabitol e 2 ceto-gluconato de
potdssio. Também ndo houve variagdo nas seguintes provas, onde todos os isolados
bacterianos foram positivos para l|-arabinose, d-ribose, d-xilose, d-galactose, d-
glicose, d-frutose, d-manose, |-raminose, n-acetil-glicosamina, amidalina, arbutina,
esculina, salicina, d-celobiose, d-maltose, d-lactose, d-melibiose, d-sacarose, d-
trealose, inulina, d-rafinose, amido, glicogénio, gentiobiose, d-turanose, d-lixose e I-
fucose. Os demais testes apresentaram variacao.

Segundo a Tabela 35 de todos os testes bioquimicos utilizados para
identificacdo pelo sistema VITEK, o resultado dos seguintes testes ndo apresentou
variacdo, sendo todos os isolados bacterianos negativos para sorbitol, n-acetil-
glicosamina, amilopectina, arabitol, tagatose, tiocianato de potassio, poliamido-
higroestrepina, cloreto de sodio e inositol. Também n&o houve variagdo nos
seguintes testes, onde todos os isolados bacterianos foram positivos para sacarose,
arabinose, inulina, acetato de sddio, vermelho de tetrazdlio, xilose, manitol, maltose,
glicose, rafinose, trealose, salicina, platinose, &cido mandélico e esculina. Os demais
testes apresentaram variagao.

De acordo com a Tabela 36, o tamanho das sequéncias do gene 16S rRNA
variou entre 1522 e 1533 pares de bases. Os isolados bacterianos apresentaram
maior similaridade do gene com a espécie P. fonticola com percentual variando entre
99,52% e 99,45%.



Tabela 34 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema API para os isolados bacterianos de Paenibacillus fonticola

TESTES BIOQUIMICOS

ISOLADO
BACTERANO o mvw s oo vo o5 ERGEGS 5 5o 8RRNURRENEEEL88RE89888R8R6508 8
3373 A - - -D+++ - - D+ +++ - +- D - D=- -+ ++++ + 4+ + + + 4+ + -+ ++D+++ - -+ - - D- D
3373 B - - -+ 4+ + + - D+ + + + + - + - + + D- - 4+ + + 4+ + + 4+ + + + + + - + + + D+ + + D -+ - -+ - D
3373 C - - -+ 4+ + + - - + 4+ + + + - + - D 4+ - - - 4+ + 4+ + 4+ 4+ + 4+ + + 4+ + - + 4+ + D+ + 4+ - -+ - - 4+ - -
3424 B - - -D+++ - - +++++D+- D +D--+++++++ + + + 4+ + -+ ++D++ +D=-+ - -+ - D
Legenda: O: Controle negativo, 1: Glicerol, 2: Eritrol, 3: d-Arabinose, 4: I-Arabinose, 5: d-Ribose, 6: d-Xilose, 7: |-Xilose, 8: d-Adonitol, 9: Metil-3d-Xilopiranosideo, 10: d-Galactose, 11: d-Glicose, 12:
d-Frutose, 13: d-Manose, 14: |-Sorbose, 15: I-Raminose, 16: Dulcitol, 17: Inositol, 18: d-Manitol, 19: d-Sorbitol, 20: Metil-a-d-Manopiranosideo, 21: Metil-a-d-Glucopiranosideo, 22: N-Acetil-
Glicosamina, 23: Amidalina, 24: Arbutina, 25: Esculina, 26: Salicina, 27: d-Celobiose, 28: d-Maltose, 29: d-Lactose, 30: d-Melibiose, 31: d-Sacarose, 32: d-Trealose, 33: Inulina, 34: d-Melezitose, 35:
d-Rafinose, 36: Amido, 37: Glicogénio, 38: Xilitol, 39: Gentiobiose, 40: d-Turanose, 41: d-Lixose, 42: d-Tagatose, 43: d-Fucose, 44: |-Fucose, 45: d-Arabitol, 46: |-Arabitol, 47: Gluconato de potassio,
48: 2 ceto-gluconato de potéassio, 49: 5 ceto-gluconato de potassio. +: resultado positivo, -: resultado negativo, D: resultado duvidoso.
Tabela 35 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os isolados bacterianos de Paenibacillus fonticola
TESTES BIOQUIMICOS
ISOLADO
_|
> 0 0O w > S5 2 Z 4 X > » 4 2 £ X I @ J® 4 zZ2 Z2 s o0 T Z m
BACTERIANO & € 3 4§ @ z 2 % z £ £ d %X = 2 & H 5 2 @ 3 £ z ¢ 2 o
6% ¥ %060 2653 C s B e o z25H26cisalrmo ST 8
3373 A - - - - - - + + + - + + + - - - - + + - - + + + - - - + + + +
3373 B -+ + - + - + + + - + + + - - - - + + - - + + + - + - + + + +
3373 C - + - - + - + + + - + + + - - - - + + - - + + + - + - + + + +
3424 B - + - - + - + + + - + + + + - - - + + - - + + + - + - + + + +
Inulina, NAG: N-Acetil-

Legenda: NEG: Controle negativo, GAL: Galactose, AGA: Amidalina, SOR: Sorbitol, OLD: Oleandomicina, THRM: Terméfilo, SUC: Sacarose, ARA: Arabinose, INU:

Glicosamina, NAA: Acetato de sddio, TZR: Vermelho de Tetrazdlio, XYL: Xilose, RIB: Ribose, AMY: Amilopectina, ARB: Arabitol, TAG: Tagatose, MAN: Manitol, MLT: Maltose, KCN: Tiocianato de
Potassio, PAS: Poliamido-higroestrepina, GLU: Glicose, RAF: Rafinose, TRE: Trealose, NCL: Cloreto de s6dio, NAE: Acido nalidixico, INO: Inositol, SAL: Salicina, PLA: Platinose, MEN: Acido

mandélico, ESC: Esculina. +: resultado positivo, -: resultado negativo.

18
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Tabela 36 Resultados da analise do sequenciamento do gene 16S rRNA para 0s

isolados bacterianos de Paenibacillus fonticola

ISOLADO RESULTADO DA ANALISE DA TAMANHO DA NUMERO DE
BACTERIANO SEQUENCIA DO GENE 16S rRNA SEQUENCIA DO GENE ACESSO DA
(NUMERO DE ACESSO) 16S rRNA (PB) SEQUENCIA
3373 A 99,45% P. fonticola (DQ453131) 1533 JF309266
3373 B 99,52% P. fonticola (DQ453131) 1522 JF309267
3373 C 99,52% P. fonticola (DQ453131) 1523 JF309268
3424 B 99,52% P. fonticola (DQ453131) 1524 JF309269

Na Tabela 37 pode-se observar que todos os isolados bacterianos
apresentaram crescimento em anaerobiose. Segundo a mesma tabela, os sistemas
APl e VITEK n&o apresentaram a mesma identificacdo para nenhum dos isolados
bacterianos. Quando os resultados de identificacdo obtidos pelos sistemas foram
comparados com o0s do sequenciamento do gene 16S rRNA, foi verificado que o
sistema VITEK identificou de modo equivocado a espécie de todos os isolados
bacterianos, mas acertou o género, exceto do isolado bacteriano 3424 B, para o qual
o VITEK apresentou uma identificacdo inaceitavel. Por outro lado, o sistema API
identificou de modo equivocado a espécie e o0 género de dois isolados bacterianos e

apresentou identificacao inaceitavel para os isolados bacterianos 3373 C e 3424 B.

Tabela 37 Resultados da identificacao utilizando a analise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para 0s
iIsolados bacterianos de Paenibacillus fonticola

ANALISE DA CRESCIMENTO
BAIE('I?IIQQII?A(I)\IO SEQUENCIA DO VITEK API EM
GENE 16S rRNA ANAEROBIOSE
3373 A P. fonticola 87% P. macerans 85,2% B. circulans +
3373 B P. fonticola 98% P. macerans 88,6% B. circulans +
3373 C P. fonticola 93% P. macerans Identificacdo inaceitavel +
3424 B P. fonticola Identificacdo inaceitavel Identificacdo inaceitavel +

4.2.9 Paenibacillus humicus

Estdo nesse grupo trés isolados bacterianos. Conforme ilustrado pela Tabela
38, de todos os testes bioquimicos utilizados para identificacdo pelo sistema API, o
resultado dos seguintes testes ndo apresentou variagdo, sendo todos os isolados
bacterianos negativos para glicerol, eritrol, d-arabinose, I-xilose, d-adonitol, |-
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sorbose, I-raminose, dulcitol, inositol, d-sorbitol, inulina, xilitol, d-lixose, d-tagatose, d-
fucose, I-fucose, d-arabitol, |-arabitol e 2 ceto-gluconato de potassio. Também néao
houve variacdo nos seguintes testes, onde todos os isolados bacterianos foram
positivos para d-manitol, arbutina, esculina, salicina, d-celobiose, d-maltose, d-
lactose, d-sacarose, d-trealose, d-rafinose, amido, glicogénio e gentiobiose. Os
demais testes apresentaram variagao.

Segundo a Tabela 39 de todos os testes bioquimicos utilizados para
identificacdo pelo sistema VITEK, o resultado dos seguintes testes ndo apresentou
variacdo, sendo todos os isolados bacterianos negativos para amidalina, sorbitol,
oleandomicina, arabinose, inulina, vermelho de tetrazdlio, ribose, arabitol, tagatose,
tiocianato de potassio, poliamido-higroestrepina, cloreto de sédio, acido nalidixico e
inositol. Também nao houve variagcdo nos seguintes testes, onde todos os isolados
bacterianos foram positivos para galactose, sacarose, manitol, maltose, glicose,
rafinose, trealose, salicina, platinose, acido mandélico e esculina. Os demais testes
apresentaram variacao.

De acordo com a Tabela 40, o tamanho das sequéncias do gene 16S rRNA
variou entre 1516 e 1518 pares de bases. Os isolados bacterianos apresentaram
maior similaridade com Paenibacillus humicus com percentual variando entre
99,66% e 99,59%.

Na Tabela 41 podemos observar que nenhum dos isolados bacterianos deste
grupo apresentou crescimento em anaerobiose. Segundo a mesma tabela, os
resultados fornecidos pelos sistemas APl e VITEK apresentaram a mesma
identificacdo somente para o isolado bacteriano 3568. Na comparagdo com o
resultado do sequenciamento do gene 16S rRNA, o sistema VITEK identificou de
maneira equivocada a espécie de todos os isolados bacterianos, mas acertou o
género e o0 sistema API nado identificou corretamente a espécie dos isolados
bacterianos acertando apenas o género do isolado bacteriano 3568.



Tabela 38 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema API para os isolados bacterianos de Paenibacillus humicus

TESTES BIOQUIMICOS

ISOLADO

BACTERING. o v w s 0o N0 o BERGEGH S BSRNUREBNBBS R8RS 8 85285855883

3564 -- - - bDDD- - DDD- - - - - - 4+- - - - D+ 4+ + ++ + D+ + - D+ + + - +D------ - - -

3568 - - - - - - %+ - - D+ ++D- - - - ++- DDDD++ + + + + + + + + - + + + + - + + - - - - - - D - D

5002 -- - - bDD- - DDDDD - - - -+ - DDDDH+ + + + + + + + + - + + + + - + + - - - - - - - - -
: d-Galactose, 11: d-Glicose, 12:

Legenda: 0: Controle negativo, 1: Glicerol, 2: Eritrol, 3: d-Arabinose, 4: I-Arabinose, 5: d-Ribose, 6: d-Xilose, 7: |-Xilose, 8: d-Adonitol, 9: Metil-3d-Xilopiranosideo, 10

d-Frutose, 13: d-Manose, 14: |-Sorbose, 15: I-Raminose, 16: Dulcitol, 17: Inositol, 18: d-Manitol, 19: d-Sorbitol, 20: Metil-a-d-Manopiranosideo, 21: Metil-a-d-Glucopiranosideo, 22: N-Acetil-
Glicosamina, 23: Amidalina, 24: Arbutina, 25: Esculina, 26: Salicina, 27: d-Celobiose, 28: d-Maltose, 29: d-Lactose, 30: d-Melibiose, 31: d-Sacarose, 32: d-Trealose, 33: Inulina, 34: d-Melezitose, 35:
d-Rafinose, 36: Amido, 37: Glicogénio, 38: Xilitol, 39: Gentiobiose, 40: d-Turanose, 41: d-Lixose, 42: d-Tagatose, 43: d-Fucose, 44: |-Fucose, 45: d-Arabitol, 46: |-Arabitol, 47: Gluconato de potassio,

48: 2 ceto-gluconato de potéassio, 49: 5 ceto-gluconato de potassio. +: resultado positivo, -: resultado negativo, D: resultado duvidoso.

Tabela 39 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os isolados bacterianos de Paenibacillus humicus

TESTES BIOQUIMICOS

ISOLADO
_|
Z O®© » O 0 w > = Z2 Z 4 X >z »2 4 2 £ X T O 3 4 z Z2 5 w W = m
BACTERIANO o O I c 73 Z S5 N X 2 z 3 > o » Py > Z » C %
l:(2 > X o g o >» < o E T - ©® X m O Jz> 5 2 v c % m |Q m O = > E o
3564 -+ - - - - + - - - - - - - + - - + + - - + + + - - - + + + +
3568 -+ - - - - + - - - + - - - - - - + + - - + + + - - - + + + +
5002 - + - - - - + - - + + - + - - - - + + - - + + + - - - + + + +
Inulina, NAG: N-Acetil-

Legenda: NEG: Controle negativo, GAL: Galactose, AGA: Amidalina, SOR: Sorbitol, OLD: Oleandomicina, THRM: Terméfilo, SUC: Sacarose, ARA: Arabinose, INU:

Glicosamina, NAA: Acetato de sddio, TZR: Vermelho de Tetrazdlio, XYL: Xilose, RIB: Ribose, AMY: Amilopectina, ARB: Arabitol, TAG: Tagatose, MAN: Manitol, MLT: Maltose, KCN: Tiocianato de
Potassio, PAS: Poliamido-higroestrepina, GLU: Glicose, RAF: Rafinose, TRE: Trealose, NCL: Cloreto de s6dio, NAE: Acido nalidixico, INO: Inositol, SAL: Salicina, PLA: Platinose, MEN: Acido

mandélico, ESC: Esculina. +: resultado positivo, -: resultado negativo.
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Tabela 40 Resultados da analise do sequenciamento do gene 16S rRNA para 0s

isolados bacterianos de Paenibacillus humicus

ISOLADO RESULTADO DA ANALISE DA TAMANHO DA NUMERO DE
BACTERIANO SEQUENCIA DO GENE 16S rRNA SEQUENCIA DO GENE ACESSO DA
(NUMERO DE ACESSO) 16S rRNA (PB) SEQUENCIA
3564 99,59% P. humicus (AM411528) 1518 JF309270
3568 99,59% P. humicus (AM411528) 1517 JF309271
5002 99,66% P. humicus (AM411528) 1516 JF309272

Tabela 41 Resultado da identificacédo utilizando a analise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para 0s

isolados bacterianos de Paenibacillus humicus

ANALISE DA
ISOLADO - CRESCIMENTO EM
SEQUENCIA DO VITEK API
BACTERIANO GENE 16S rRNA ANAEROBIOSE
3564 P. humicus 99% P. amylolyticus 99,6% B. lentus -
3568 P. humicus 96% P. amylolyticus 99,8% P. amylolyticus -
5002 P. humicus 96% P. amylolyticus 97,7% B. lentus -

4.2.10 Outras Espécies de Paenibacillus

7

Esse grupo é constituido pelos isolados bacterianos: 3311, 3439 B, 3492,
3504, 3540, 3566 e 3584. Os dados referentes a esses isolados bacterianos s&o
apresentados nas Tabelas 42, 43, 44 e 45. Os sete isolados bacterianos deste grupo
apresentaram capacidade de crescer em anaerobiose (Tabela 43).

O isolado bacteriano 3311 teve um fragmento de 1524 pares de bases do
gene 16S rRNA sequenciado. A analise da sequéncia do gene 16S rRNA deste
isolado bacteriano possibilitou a determinacdo apenas do género bacteriano uma
vez que ndo ha similaridade com valores acima de 98,7% desta sequéncia com
nenhuma espécie descrita e as espécies mais proximas sao Paenibacillus
barengoltzii e Paenibacillus konsidensis. O APl e o VITEK se equivocaram na
identificacdo do género desse isolado bacteriano.

O isolado bacteriano 3439 B teve um fragmento de 1456 pares de bases do
gene 16S rRNA sequenciado. A sequéncia desse isolado bacteriano apresentou
maior similaridade com as espécies Paenibacillus cellulosilyticus e Paenibacillus
kobensis, porém o percentual de similaridade est4 abaixo do limite de identificacdo

de espécies. Por isso foi possivel a determinacdo apenas do género desse isolado
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bacteriano. O sistema VITEK identificou de modo equivocado o género deste isolado
bacteriano e o sistema API apresentou como resultado para o isolado bacteriano
3439 B identificacdo inaceitavel.

O isolado bacteriano 3492 teve um fragmento de 1524 pares de bases do
gene 16S rRNA sequenciado. A sequéncia desse isolado bacteriano indicou
Paenibacillus favisporus, Paenibacillus cineris e Paenibacillus rhizosphaerae como
as provaveis espécies desse isolado bacteriano. O sistema API identificou o género
do isolado bacteriano de modo equivocado, enquanto o VITEK apresentou como
resultado identificacéo inaceitavel.

O isolado bacteriano 3504 teve um fragmento de 1457 pares de bases do
gene 16S rRNA sequenciado. A sequéncia desse isolado bacteriano apresentou
valores de similaridade acima de 98,7% com as espécies Paenibacillus
dendritiformis, Paenibacillus thiaminolyticus e Paenibacillus popilliae indicando as
provaveis espécies que o isolado bacteriano analisado pode pertencer. Ambos 0s
sistemas de identificacdo apresentaram o mesmo resultado, identificando uma das
provaveis espécies do isolado bacteriano analisado.

O isolado bacteriano 3540 teve um fragmento de 1493 pares de bases do
gene 16S rRNA sequenciado. A sequéncia desse isolado bacteriano mostrou que as
provaveis espécies do isolado bacteriano sdo Paenibacillus tundrae, Paenibacillus
amylolyticus e Paenibacillus xylanexedens. O sistema API identificou corretamente o
género deste isolado bacteriano e o sistema VITEK apresentou como resultado
identificacdo inaceitavel.

O isolado bacteriano 3566 foi identificado como Paenibacillus lautus pelo
sequenciamento de 1525 pares de bases do gene 16S rRNA e também pelo API. O
sistema VITEK identificou de modo equivocado a espécie do isolado bacteriano.

O isolado bacteriano 3584 teve um fragmento de 1523 pares de bases do
gene 16S rRNA sequenciado que apresentou similaridade acima de 98,7% apenas
com Paenibacillus timonensis. O sistema VITEK apresentou como resultado
identificacdo inaceitavel e o sistema API identificou de modo equivocado tanto a

espécie quanto o género do isolado bacteriano.
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Tabela 42 Resultados da analise do sequenciamento do gene 16S rRNA para 0s

isolados bacterianos de outras espécies do género Paenibacillus

ISOLADO RESULTADO DA ANALISE DA TAMANHO DA NUMERO DE
BACTERIANO SEQUENCIA DO GENE 16S rRNA SEQUENCIA DO ACESSO DA
(NUMERO DE ACESSO) GENE 16S rRNA (PB) SEQUENCIA
96,72% P. barengoltzii (AY167814)
331l 96.63% P. konsidensis (EU081509) 1524 JF327783
3439 B 98,55% P. cellulosilyticus (DQ407282) 1456 JF327784
98,18% P. kobensis (AB073363)
99,86% P. favisporus (AY208751)
3492 99,80% P. cineris (AJ575658) 1524 JF309261
99,60% P. rhizosphaerae (AY751754)
99,78% P. dendritiformis (AY359885)
3504 99,65% P. thiaminolyticus (AB073197) 1457 JF309262
99,58% P. popilliae (AB073198)
99,38% P. tundrae (EU558284)
3540 99,17% P. amylolyticus (D85396) 1493 JF309263
98,83% P. xylanexedens (EU558281)
3566 99,20% P. lautus (AB073188) 1525 JF309264
3584 99,72% P. timonensis (AY323612) 1523 JF309265

Tabela 43 Resultados da identificacao utilizando a analise do sequenciamento do

16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose para os isolados

bacterianos de outras espécies do género Paenibacillus

ANALISE DA CRESCIMENTO
5 Ag%g&?\l o SEQUENCIADO VITEK AP EM
GENE 16S rRNA ANAEROBIOSE
3311 Paenibacillus sp.* 90,7% B. circulans 82% B. circulans +
0 .
3439 B Paenibacillus sp.* 9% L. sp_haer_lcus/ Identificacdo inaceitavel +
L. fusiformis
3492 Paenibacillus sp. Identificacdo inaceitavel 90,1% B. megaterium +
3504 Paenibacillus sp. 97% P. thiaminolyticus  99,9% P. thiaminolyticus +
3540 Paenibacillus sp. Identificacdo inaceitavel 89,4% P. macerans +
3566 P. lautus 99% P. amylolyticus 94,7% P. lautus +
3584 P. timonensis Identificagdo inaceitavel 90,3% B. circulans +

*menos de 98,7% de similaridade com todas as sequéncias depositadas nos bancos de dados



Tabela 44 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema API para os isolados bacterianos de outras espécies do género

Paenibacillus

TESTES BIOQUIMICOS

ISOLADO

BACTERING o mmw a0 v 0o BERB RGN E SR NBREBNBBSLE8 8898852088065 088
3311 - - - -+ 4+ + - -+ + 4+ -+ - - - - - - -+t O+ - -+ o+ -+ - - - - -

3439 B -+ - -+ - 4+ - - 4+ + + -+ - - - - - -+ + A+ -+ - - - - -

3492 - - - D+ + + - - D+ + +D- - - - + - D+ ++ ++ + + + + 4+ + - D+ + - - 4+ 4+ - - - - - - -
3504 S T T R e T S S S S S S I RN N P T S S T S
3540 -+ -+ + + + - -+ + + + + -+ - -+ + -+ + 4+ 4+ + 4+ 4+ + + + + + + -+ + + -+ + - - -+ - -+
3566 S T S TS N I S S R e . T N N S R I S S S S SR S R S I T PRI
3584 S S G T S S T PP I S S S S S e S R T I PR S A T

Legenda: O: Controle negativo, 1: Glicerol, 2: Eritrol, 3: d-Arabinose, 4: I-Arabinose, 5: d-Ribose, 6: d-Xilose, 7: I-Xilose, 8: d-Adonitol, 9: Metil-Bd-Xilopiranosideo, 10: d-Galactose, 11: d-Glicose, 12:
d-Frutose, 13: d-Manose, 14: |-Sorbose, 15: I-Raminose, 16: Dulcitol, 17: Inositol, 18: d-Manitol, 19: d-Sorbitol, 20: Metil-a-d-Manopiranosideo, 21: Metil-a-d-Glucopiranosideo, 22: N-Acetil-
Glicosamina, 23: Amidalina, 24: Arbutina, 25: Esculina, 26: Salicina, 27: d-Celobiose, 28: d-Maltose, 29: d-Lactose, 30: d-Melibiose, 31: d-Sacarose, 32: d-Trealose, 33: Inulina, 34: d-Melezitose, 35:
d-Rafinose, 36: Amido, 37: Glicogénio, 38: Xilitol, 39: Gentiobiose, 40: d-Turanose, 41: d-Lixose, 42: d-Tagatose, 43: d-Fucose, 44: |-Fucose, 45: d-Arabitol, 46: |-Arabitol, 47: Gluconato de potassio,
48: 2 ceto-gluconato de potéassio, 49: 5 ceto-gluconato de potassio. +: resultado positivo, -: resultado negativo, D: resultado duvidoso.
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Tabela 45 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para os isolados bacterianos de outras espécies do

género Paenibacillus

TESTES BIOQUIMICOS

ISOLADO
_|

Z O > w 0 0w > = z Z 4 X > » 4 2 2 A T @ 3 4 2 Z2 =5 w W Z m

BACTERIANO ® O = ¢ 3 Z > N I =z 3 » o > Py z C v

o & ¥ 3 & 2 6 5 © @ 2 5 =~ ® 28 3 25 2 5 & 52822 &8 &% 08
3311 - + + - - - + + - + + - + + - - - - + + - + - + - + - + + + +
3439 B - - - - - - - - + - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
3492 - + + - - - + + + + + - + + - - - + + + + + + + - - - + + + +
3504 - - - - - - + - - + + + - - - - - - + + + + + + - + - + + + +
3540 - + + - + - + + + + - + + + - - - + + + - + + + - + - + + + +
3566 - + - - - - + - - + + - - - + - - + + - - + + + - - - + - + +
3584 - + - - - - - + - + + + + - - - - - + - - + - + - + - + + + +

Legenda: NEG: Controle negativo, GAL: Galactose, AGA: Amidalina, SOR: Sorbitol, OLD: Oleandomicina, THRM: Termdfilo, SUC: Sacarose, ARA: Arabinose, INU: Inulina, NAG: N-Acetil-
Glicosamina, NAA: Acetato de s6dio, TZR: Vermelho de Tetrazélio, XYL: Xilose, RIB: Ribose, AMY: Amilopectina, ARB: Arabitol, TAG: Tagatose, MAN: Manitol, MLT: Maltose, KCN: Tiocianato de
Potassio, PAS: Poliamido-higroestrepina, GLU: Glicose, RAF: Rafinose, TRE: Trealose, NCL: Cloreto de sédio, NAE: Acido nalidixico, INO: Inositol, SAL: Salicina, PLA: Platinose, MEN: Acido
mandélico, ESC: Esculina. +: resultado positivo, -: resultado negativo.

68



90

4.2.11 Outros Géneros Relacionados ao Género Bacillus

Este grupo compreende os isolados bacterianos: 3404, 3405, 3482, 3535 e
3552. Os dados referentes a esses isolados bacterianos sdo apresentados nas
Tabelas 46, 47, 48 e 49. O isolado bacteriano 3405 foi o Unico dentre os cinco
isolados bacterianos desse grupo capaz de crescer em anaerobiose (Tabela 47).

O isolado bacteriano 3404 teve um fragmento de 1524 pares de bases do
gene 16S rRNA sequenciado, o que identificou as provaveis espécies que o isolado
bacteriano analisado pode pertencer: Terribacillus saccharophilus, Terribacillus
goriensis e Terribacillus halophilus. Ambos os sistemas identificaram de maneira
equivocada este isolado bacteriano como B. pumilus.

O isolado bacteriano 3405 teve um fragmento de 1521 pares de bases do
gene 16S rRNA sequenciado. A sequéncia desse isolado bacteriano apresentou
valores de similaridade ligeiramente acima de 98,7% com as espécies Lysinibacillus
boronitolerans e Lysinibacillus fusiformis. O sistema VITEK identificou corretamente
0 grupo de provaveis espécies a qual o isolado bacteriano pertence, enquanto o
sistema API identificou de modo equivocado a espécie e o género do isolado
bacteriano.

O isolado bacteriano 3482 teve um fragmento de 1533 pares de bases do seu
gene 16S rRNA sequenciado atraveés do qual foi possivel determinar o seu género.
As espécies mais proximas, Cohnella phaseoli, Cohnella hongkongensis e Cohnella
thermotolerans, apresentaram similaridade do gene abaixo de 98,7%. O sistema
VITEK identificou de modo equivocado a espécie e o0 género deste isolado
bacteriano e o sistema API apresentou como resultado identificacdo inaceitavel.

O isolado bacteriano 3535 teve um fragmento de 1533 pares de bases do
gene 16S rRNA sequenciado, identificando a espécie do isolado bacteriano como
Oceanobacillus sojae. Os sistemas VITEK e API apresentaram como resultado
identificacdo inaceitavel para este isolado bacteriano.

O isolado bacteriano 3552 teve um fragmento de 1506 pares de bases do
gene 16S rRNA sequenciado e foi identificado como Paenisporosarcina
quisquiliarum. O sistema VITEK néo identificou a espécie nem o género deste
isolado bacteriano e o sistema APl apresentou como resultado identificacao

inaceitavel.
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Tabela 46 Resultados da analise do sequenciamento do gene 16S rRNA de isolados

bacterianos de outros géneros relacionados ao género Bacillus

TAMANHO DA NUMERO DE
SEQUENCIA DO ACESSO DA

ISOLADO ANALISE DA SEQUENCIA DO GENE 16S rRNA

BACTERIANO (NUMERO DE ACESSO) GENE 16S rRNA (PB)  SEQUENCIA
99,86% Terribacillus saccharophilus (AB243845)
3404 99,86% Terribacillus goriensis (DQ519571) 1524 JF309273

98,93% Terribacillus halophilus (AB243849)

3405 98,90% Lysinibacillus boronitolerans (AB199591) 1521 JF309274
98,74% Lysinibacillus fusiformis (AF169537)

96,49% Cohnella phaseoli (EU014872)
3482 95,47% Cohnella hongkongensis (AF433165) 1533 JF327785
94,60% Cohnella thermotolerans (AJ971483)

3535 99,47% Oceanobacillus sojae (AB477361) 1533 JF309275

99,51% Paenisporosarcina quisquiliarum

3552 (DQ333897)

1506 JF309238

Tabela 47 Resultados da identificacdo utilizando a analise do sequenciamento do
gene 16S rRNA, os sistemas VITEK e API e crescimento em anaerobiose de

isolados bacterianos de outros géneros relacionados ao género Bacillus

CRESCIMENTO

ISOLADO ANALISE DA SEQUENCIA VITEK AP EM

BACTERIANO DO GENE 16S rRNA ANAEROBIOSE
3404 Terribacillus sp. 99% B. pumilus 96,6% B. pumilus -
0, 1 0, i =1
3405 Lysinibacillus sp. 95% L. sphaer]cus / 89,6% Baqllus nao +
L. fusiformis reativo
0 i ifi a
3482 Cohnella sp.* 99% L. sphaer_|cus / I(_jent|f|.c§1(;ao i
L. fusiformis inaceitavel
3535 Oceanobacillus sojae Identificacéo inaceitavel I(_jent|f|.c§1(;ao -
inaceitavel
3552 Paenisporosarcina 95% L. sphaericus / Identificacéo i
quisquiliarum L. fusiformis inaceitavel

*menos de 98,7% de similaridade com todas as sequéncias depositadas nos bancos de dados



Tabela 48 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema API para isolados bacterianos de outros géneros relacionados

ao género Bacillus

TESTES BIOQUIMICOS

ISOLADO O L N WSO o w0 o PP ERPEERERERRPEENMNNNRNNNDNNRNDNDRDO®WWWWWWWWWNSDA-NS-NDRDDDDDDN-N
BACTERIANO O RPN W-MU ON®OOFRPNWS-NIUON®OORFRP NN ITOINIOOOoORNWHDMONON ®oO
3404 R e i T e T S T R R S R T T R RS
3405 R T s T R S
3482 -+ - + + + ++ D+D+ ++ - +4+- ++- - ++D- D+ -+ ++D++ - +++- - -+ + + D+ + - -

3535 e S I R e S ST S T R T S ST T S R e R
3552 T T T T

Legenda: O: Controle negativo, 1: Glicerol, 2: Eritrol, 3: d-Arabinose, 4: I-Arabinose, 5: d-Ribose, 6: d-Xilose, 7: I-Xilose, 8: d-Adonitol, 9: Metil-Bd-Xilopiranosideo, 10: d-Galactose, 11: d-Glicose, 12:
d-Frutose, 13: d-Manose, 14: |-Sorbose, 15: I-Raminose, 16: Dulcitol, 17: Inositol, 18: d-Manitol, 19: d-Sorbitol, 20: Metil-a-d-Manopiranosideo, 21: Metil-a-d-Glucopiranosideo, 22: N-Acetil-
Glicosamina, 23: Amidalina, 24: Arbutina, 25: Esculina, 26: Salicina, 27: d-Celobiose, 28: d-Maltose, 29: d-Lactose, 30: d-Melibiose, 31: d-Sacarose, 32: d-Trealose, 33: Inulina, 34: d-Melezitose, 35:
d-Rafinose, 36: Amido, 37: Glicogénio, 38: Xilitol, 39: Gentiobiose, 40: d-Turanose, 41: d-Lixose, 42: d-Tagatose, 43: d-Fucose, 44: |-Fucose, 45: d-Arabitol, 46: |-Arabitol, 47: Gluconato de potassio,
48: 2 ceto-gluconato de potéassio, 49: 5 ceto-gluconato de potassio. +: resultado positivo, -: resultado negativo, D: resultado duvidoso.

Tabela 49 Resultados dos testes bioquimicos utilizando o sistema VITEK para isolados bacterianos de outros géneros

relacionados ao género Bacillus

TESTES BIOQUIMICOS

ISOLADO

> o 0o T o » = Z Z 4 x > » 4 £ 2z X 1T O X 4 =z Z = o T Z m

BACTERIANO & © 3 T 2 3 z £ N Y 5 > 3 Z m

6o 2 $ 36 265 BT ® T @6 2525 aml2adFs>T 8

3404 - + - - - - + - - - - - - - - - + + - + - + - + - - - + - + +

3405 S oo oo oo oo e oo e e e
3482 S oo oo oo oo e oo e e e
3535 - - - - - - - + - - + - - - - - + + - + + + - - + - + - - -
3552 S oo oo oo oo e oo e e e

Legenda: NEG: Controle negativo, GAL: Galactose, AGA: Amidalina, SOR: Sorbitol, OLD: Oleandomicina, THRM: Termdfilo, SUC: Sacarose, ARA: Arabinose, INU: Inulina, NAG: N-Acetil-
Glicosamina, NAA: Acetato de sddio, TZR: Vermelho de Tetrazdlio, XYL: Xilose, RIB: Ribose, AMY: Amilopectina, ARB: Arabitol, TAG: Tagatose, MAN: Manitol, MLT: Maltose, KCN: Tiocianato de
Potassio, PAS: Poliamido-higroestrepina, GLU: Glicose, RAF: Rafinose, TRE: Trealose, NCL: Cloreto de sédio, NAE: Acido nalidixico, INO: Inositol, SAL: Salicina, PLA: Platinose, MEN: Acido
mandélico, ESC: Esculina. +: resultado positivo, -: resultado negativo.

Z6
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4.3 Andlise Filogenética

A analise filogenética foi realizada para avaliar a proximidade dos isolados
bacterianos deste estudo com as espécies descritas. Para a realizagdo dessa
analise foram utilizadas as sequéncias do gene 16S rRNA das cepas tipo de todas
as espécies que possuiam maior similaridade desse gene com os isolados
bacterianos analisados.

Devido ao grande numero de isolados bacterianos contemplados neste
trabalho, foram construidas seis arvores filogenéticas. Os isolados bacterianos
pertencentes ao género Bacillus foram alocados em trés diferentes arvores. Uma
das arvores contemplou os isolados bacterianos dos grupos B. pumilus, B. cereus,
B. licheniformis, B. subtilis e o isolado bacteriano de Bacillus semelhante a B.
niabensis, além das sequéncias do gene 16S rRNA de cepas tipo das espécies mais
similares (Figura 4). Outra arvore filogenética foi construida utilizando as sequéncias
do gene em questédo dos isolados bacterianos do grupo B. megaterium e das outras
espécies de Bacillus restantes, além das sequéncias do gene 16S rRNA de cepas
tipo das espécies mais similares (Figura 5). Uma terceira arvore filogenética foi
construida para o género Bacillus para avaliar um conjunto de isolados bacterianos
que possuem semelhangcas com B. humi e que ndo apresentam similaridade do
gene 16S rRNA acima de 98,7% com nenhuma espécie descrita (Figura 6).

Além das é&rvores filogenéticas citadas, foram construidas outras trés para
incluir os géneros relacionados ao género Bacillus. Uma das arvores foi para avaliar
os isolados bacterianos do género Paenibacillus (Figura 7), outra para avaliar o
isolado bacteriano do género Cohnella (Figura 8) e a Ultima para mostrar o
relacionamento dos outros géneros relacionados ao género Bacillus identificados
neste estudo: Oceanobacillus, Terribacillus, Paenisporosarcina e Lysinibacillus
(Figura 9).



94

3639 A
3614
3480
L Bacillus amyloliquefaciens (T) AB255669
Bacillus vallismortis (T) AB021198
Bacillus mojavensis (T) AB021191
5 || Bacillus subtilis (T) AJ276351
83'3417
Bacillus atrophaeus (T) AB021181
Bacillus licheniformis (T) 002
Bacillus sonorensis (T) AF302118
50| Bacillus licheniformis (T) 003
28|L— Bacillus aerius (T) AJ831843
25| Bacillus licheniformis (T) 001
50| 3547
53 3560
Bacillus safensis (T) AF234854
63 /3325 B
3325V

71
72

47

71

96

99

34382
T Bacillus pumilus (T) AY876289
65 3528
39 100 |3420A

34386 A

Bacillus stratosphericus (T) AJ831841
98| 34386 C
Bacillus altitudinis (T) AJ831842
58 3429 B
Bacillus aerophilus (T) AJ831844

Bacillus acidicola (T) AF547209
493: Bacillus marisflavi (T) AF483624
74— Bacillus cohnii (T) X76437
Bacillus flexus (T) AB021185

76 82| —— Bacillus herbersteinensis (T)
Bacillus niabensis (T) AY998119

85 |: 3537
53 Bacillus litoralis (T) AY608605

99 | Bacillus mycoides (T) AB021192
Bacillus weihenstephanensis (T) AB021199
3539

71

1006:L Bacillus thuringiensis (T) D16281
3541
51| 3434
Bacillus cereus (T)
64‘ Bacillus anthracis (T) AB190217
Bacillus cereus (T) 2
Lysinibacillus fusiformis (T) AF169537

Paenibacillus polymyxa (T)

0.01
Figura 4 Arvore filogenética baseada no método neighbor-joining usando sequéncias do gene 16S
rRNA de isolados bacterianos do género Bacillus. As distancias estimadas foram calculadas usando o
modelo Kimura 2 parametros. A porcentagem de Bootstrap apds 1000 simulacBes € mostrada e a

sequéncia do gene 16S rRNA de Paenibacillus polymyxa foi usada como grupo de fora.
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Figura 5 Arvore filogenética baseada no método neighbor-joining usando sequéncias
do gene 16S rRNA de isolados bacterianos do género Bacillus. As distancias
estimadas foram calculadas usando o modelo Kimura 2 pardmetros. A porcentagem de
Bootstrap ap6s 1000 simulacdes é mostrada e a sequéncia do gene 16S rRNA de

Paenibacillus polymyxa foi usada como grupo de fora.
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Figura 6 Arvore filogenética baseada no método neighbor-joining usando sequéncias do gene

16S rRNA de isolados bacterianos do género Bacillus. As distancias estimadas foram

calculadas usando o modelo Kimura 2 parametros. A porcentagem de Bootstrap apos 1000

simulacBes € mostrada e a sequéncia do gene 16S rRNA de Paenibacillus polymyxa foi usada

como grupo de fora.
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Figura 7 Arvore filogenética baseada no método neighbor-joining usando sequéncias
do gene 16S rRNA de isolados bacterianos do género Paenibacillus. As distancias
estimadas foram calculadas usando o modelo Kimura 2 pardmetros. A porcentagem
de Bootstrap apés 1000 simulagdes é mostrada e a sequéncia do gene 16S rRNA de

Bacillus subtilis foi usada como grupo de fora.
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Figura 8 Arvore filogenética baseada no método neighbor-joining usando sequéncias do gene 16S rRNA
de isolados bacterianos do género Cohnella. As distancias estimadas foram calculadas usando o modelo
Kimura 2 parametros. A porcentagem de Bootstrap apds 1000 simula¢des € mostrada e a sequéncia do

gene 16S rRNA de Bacillus subtilis foi usada como grupo de fora.
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Figura 9 Arvore filogenética baseada no método neighbor-joining usando sequéncias do gene
16S rRNA de isolados bacterianos de géneros relacionados ao género Bacillus. As distancias
estimadas foram calculadas usando o modelo Kimura 2 pardmetros. A porcentagem de Bootstrap
apo6s 1000 simulagdes é mostrada e a sequéncia do gene 16S rRNA de Lactobacillus delbrueckii

subsp. delbrue foi usada como grupo de fora.
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5 DISCUSSAO

A identificacdo dos contaminantes de Ensaios de Esterilidade e do ambiente
onde esses Ensaios sdo realizados é um ponto importante para a avaliagdo da
qualidade dos produtos estéreis (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2010). Esse trabalho teve como objetivo avaliar duas metodologias
fenotipicas e uma molecular utilizadas para a identificacdo de um dos grupos
bacterianos mais identificados no IDBAC / INCQS, o género Bacillus e géneros
relacionados. O grupo bacteriano em questdo foi caracterizado utilizando a anélise
do sequenciamento do gene 16S rRNA e os sistemas comerciais APl e VITEK, que
sédo baseados em testes fenotipicos.

Os sistemas API e VITEK s&o baseados em testes bioquimicos convencionais
e tém sido amplamente utilizados para identificacdo de isolados bacterianos de
origem clinica. Entretanto, muitas vezes os resultados obtidos com os dois sistemas
nao podem ser comparados, isto €, para um mesmo isolado bacteriano resultados
diferentes podem ser observados. No caso da identificacdo de Bacillus e géneros
relacionados, essas diferencas nos resultados podem ser porque o0s testes
bioquimicos gue compdem estes sistemas utilizam substratos diferentes ou isdBmeros
diferentes do mesmo substrato (Tabela 50) e o tempo de leitura final dos resultados
também varia entre eles. O sistema VITEK finaliza a identificacdo do cartdo BAC em
até quinze horas e a leitura final da galeria 50 CH do sistema API deve ser feita em
quarenta e oito horas (BIOMERIEUX, 2002b, BIOMERIEUX BRASIL, 2004). Mesmo
quando se trata de um teste com o0 mesmo substrato, os resultados obtidos por
estes sistemas podem ndo ser os mesmos por diferencas na concentracdo do
substrato e no corante utilizado. Além disso, o sistema VITEK detecta o aumento da
turbidez para determinar o resultado do teste e o resultado do sistema API é
detectado pela mudanca de cor do meio, que acontece devido a mudanca do pH.
Essas razdes podem justificar a observacdo de isolados bacterianos neste estudo
cujos testes apresentaram resultados diferentes nos sistemas APl e VITEK ainda
qgue as espécies dos isolados estivessem nos bancos de dados dos sistemas
(Tabelas 9,17, 21, 25, 31, 43 e 47).
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Uma das limitagbes da identificagdo através de métodos automatizados /
semi-automatizados sédo os bancos de dados que os sistemas de identificacdo
utilizam (ODUMERU et al., 1999). O sistema API identifica trinta e seis diferentes
espécies ou grupos de provaveis espécies enquanto o sistema VITEK identifica vinte
e sete diferentes espécies ou grupos de provaveis espécies (Tabela 51). Quando
comparado com o0 universo de espécies das familias nas quais estao alocadas os
bastonetes Gram positivos esporulados relacionados ao género Bacillus, ambos os

sistemas possuem bancos de dados muito limitados (Tabelas 52 e 53).



Tabela 50 Testes bioquimicos contemplados nos sistemas APl e VITEK

PROVA API* VITEK?®
Amidalina Amidalina Amidalina
Arabinose d-Arab_lnose Arabinose

|-Arabinose
. d-Arabitol .

Arabitol - Arabitol Arabitol

Esculina Esculina Esculina
Galactose d-Galactose Galactose

Glicose d-Glicose Glicose

Inositol Inositol Inositol

Inulina Inulina Inulina

Maltose d-Maltose Maltose

Manitol d-Manitol Manitol

N-Acetil-Glicosamina N-Acetil-Glicosamina N-Acetil-Glicosamina

Rafinose d-Rafinose Rafinose

Ribose d-Ribose Ribose
Sacarose d-Sacarose Sacarose

Salicina Salicina Salicina

Sorbitol d-Sorbitol Sorbitol
Tagatose d-Tagatose Tagatose
Trealose d-Trealose Trealose

Xilose d-)§|I05e Xilose
|-Xilose
2 ceto Gluconato de potéassio 2 ceto Gluconato de potéassio NR
5 ceto Gluconato de potassio 5 ceto Gluconato de potassio NR
Adonitol d-Adonitol NR
Amido Amido NR
Arbutina Arbutina NR
Celobiose d-Celobiose NR
Dulcitol Dulcitol NR
Eritrol Eritrol NR
Frutose d-Frutose NR
Fucose d-Fucose NR
|-Fucose NR
Gentiobiose Gentiobiose NR
Glicerol Glicerol NR
Glicogénio Glicogénio NR
Gluconato de potassio Gluconato de potassio NR
Lactose d-Lactose (origem bovina) NR
Lixose d-Lixose NR
Manose d-Manose NR
Melezitose d-Melezitose NR
Melibiose d-Melibiose NR
Metil-a-d-Manopiranosideo Metil-a-d-Manopiranosideo NR
Metil-a-d-Glucopiranosideo Metil-a-d-Glucopiranosideo NR
Metil-B-d-Xilanopiranosideo Metil-Bd-Xilanopiranosideo NR

Raminose |-Raminose NR

Sorbose I-Sorbose NR

Turanose d-Turanose NR
Xilitol Xilitol NR
Acetato de sédio NR Acetato de sédio
Acido mandélico NR Acido mandélico
Acido nalidixico NR Acido nalidixico
Amilopectina NR Amilopectina
Cloreto de sddio 7% NR Cloreto de sddio 7%
Oleandomicina NR Oleandomicina
Palatinose NR Palatinose
Poliamido-higroestrepina NR Poliamido-higroestrepina
Tiocianato de potassio NR Tiocianato de potassio
Vermelho de tetrazélio NR Vermelho de tetrazélio

"Dados de BIOMERIEUX (2002a). * Dados de BIOMERIEUX BRASIL (2006). NR: n&o realizado
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Tabela 51 Espécies Bacterianas de Bacillus e Géneros Relacionados Identificadas
pelos Sistemas VITEK e API

ESPECIE VITEK" API?
Aneurlr_nl_ag_cnlus Nao identifica Identifica
aneuriniliticus
Bacillus amyloliquefaciens Identifica Identifica
Bacillus anthracis Nao identifica Identifica
Bacillus badius Nao identifica Identifica

Bacillus cereus

Bacillus circulans
Bacillus coagulans
Bacillus firmus
Bacillus lentus
Bacillus licheniformis
Bacillus megaterium

Bacillus mycoides

Bacillus pumilus
Bacillus smithii
Bacillus subtilis

Bacillus thuringiensis

Brevibacillus agri

Brevibacillus borstelensis

Brevibacillus brevis

Brevibacillus centrosporus
Brevibacillus choshinensis
Brevibacillus laterosporus

Brevibacillus parabrevis

Geobacillus
stearothermophilus
Geobacillus
thermodenitrificans
Geobacillus
thermoglucosidasius
Lysinibacillus fusiformis
Lysinibacillus sphaericus
Paenibacillus alvei
Paenibacillus amylolyticus
Paenibacillus glucanolyticus
Paenibacillus lautus
Paenibacillus macerans
Paenibacillus pabuli
Paenibacillus polymyxa
Paenibacillus thiaminolyticus
Paenibacillus validus
Virgibacillus pontothenticus

Bacillus cereus, B. mycoides
e B. thuringiensis
Identifica
Identifica
Identifica
Identifica
Identifica
Identifica
Bacillus cereus, B. mycoides
e B. thuringiensis
Identifica
Nao identifica
Identifica
Bacillus cereus, B. mycoides
e B. thuringiensis
Nao identifica
Brevibacillus borstelensis,
Brevibacillus parabrevis
e Brevibacillus brevis
Brevibacillus borstelensis,
Brevibacillus parabrevis
e Brevibacillus brevis
Nao identifica
Nao identifica
Identifica
Brevibacillus borstelensis,
Brevibacillus parabrevis
e Brevibacillus brevis

Identifica
Identifica

Identifica

Lysinibacillus sphaericus e L. fusiformis
Lysinibacillus sphaericus e L. fusiformis
Identifica
Identifica
Nao identifica
Nao identifica
Identifica
Nao identifica
Identifica
Identifica
Nao identifica
Identifica

Bacillus cereus 1 e B. cereus 2

Bacillus circulans 1 e B. circulans 2
Identifica
Identifica
Identifica
Identifica
Bacillus megaterium 1 e B. megaterium 2

Identifica

Identifica
Identifica
Identifica

Identifica

Identifica

Identifica

Identifica

Identifica
Identifica
Identifica

Nao identifica

Identifica
Nao identifica

Identifica

Identifica
Identifica
Identifica
Identifica
Identifica
Identifica
Identifica
Identifica
Identifica
Identifica
Identifica
Identifica

TDados de BIOMERIEUX BRASIL (2004) ZDados de BIOMERIEUX (2005)
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Tabela 52 Espécies identificadas pelos sistemas VITEK e API e espécies existentes

na familia Bacillaceae

N° DE ESPECIES  N° DE ESPECIES

FAMILIA E)(a§¥|§§$§sl E)%ISSEI)'IIEE(IiII'II'EESSl IDENTIFICADAS IDENTIFICADAS
PELO VITEK? PELO API®
Aeribacillus 1 espécie* N&o identifica N&o identifica
Alkalibacillus 6 espécies* N&o identifica N&o identifica
Amphibacillus 4 espécies* N&o identifica N&o identifica
Anaerobacillus 3 espécies* N&o identifica N&o identifica
Anoxybacillus 11 espécies* N&o identifica N&o identifica
Aquisalibacillus 1 espécie* N&o identifica N&o identifica
Bacillus 164 especies e 3 12 15
subespécies
Caldalkalibacillus 2 espécies* N&o identifica N&o identifica
Cerasibacillus 1 espécie* N&o identifica N&o identifica
Falsibacillus 1 espécie* N&o identifica N&o identifica
Filobacillus 1 espécie* N&o identifica N&o identifica
Geobacillus 16 espécies* 3 2
Gracilibacillus 9 espécies* N&o identifica N&o identifica
Halalkalibacillus 1 espécie* N&o identifica N&o identifica
Halobacillus 17 espécies* N&o identifica N&o identifica
Halolactibacillus 3 espécies* N&o identifica N&o identifica
Lentibacillus 11 espécies* N&o identifica N&o identifica
Lysinibacillus 5 espécies* 2 2
Marinococcus 3 espécies* N&o identifica N&o identifica
Bacillaceae Microaerochter 1 espé(?ie* N&ao !dent!f!ca N&ao !dent!f!ca
Natronobacillus 1 espécies* N&o identifica N&o identifica

Oceanobacillus

Ornithinibacillus
Paraliobacillus
Paucisalibacillus
Piscibacillus
Pontibacillus
Saccharococcus
Salimicrobium
Salinibacillus
Salirhabdus
Salsuginibacillus
Sediminibacillus
Tenuibacillus
Terribacillus
Thalassobacillus
Tumebacillus
Virgibacillus
Viridibacillus
Vulcanibacillus

9 espécies e 2
subespécies
2 espécies*
2 espécies*

1 espécie*
2 espécies*
4 espécies*

1 espécie*
4 espécies*
2 espécies*

1 espécie*
2 espécie*
2 espécies*

1 espécie*
3 espécies*
3 espécies*

1 espécie*
19 espécies*
3 espécies*

1 espécie*

Nao identifica

Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
1
Nao identifica
Nao identifica

Nao identifica

Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
1
Nao identifica
Nao identifica

*Néo foram descritas subespécies nessas espécies T Dados de EUZEBY, 2010 ° Dados de BIOMERIEUX
BRASIL (2004) ® Dados de BIOMERIEUX (2005)
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Tabela 53 Espécies identificadas pelos sistemas VITEK e API e espécies existentes

em familias relacionadas ao género Bacillus

GENEROS

FAMILIA EXISTENTES!

ESPECIES
EXISTENTES!

N° DE
ESPECIES

IDENTIFICADAS

PELO VITEK ?

N° DE
ESPECIES

IDENTIFICADAS

PELO AP| 3

Alicyclobacillaceae Alicyclobacillus

Ammoniphilus
Aneurinibacillus
Brevibacillus
Cohnella
Fontibacillus
Paenibacillaceae Oxalophagus
Paenibacillus

Saccharibacillus
Thermobacillus
Pasteuria
Bhargavaea
Caryophanon
Filibacter
Jeotgalibacillus
Kurthia
Paenisporosarcina
Planococcus
Planomicrobium
Sporosarcina
Ureibacillus
Pullulanibacillus
Sinobaca

Pasteuriaceae

Planococcaceae

Sporolactobacillaceae Sporolactobacillus
Tuberibacillus
Desmospora
Laceyella
Mechercharimyces
Planifilum
Seinonella
Shimazuella
Thermoactinomyces
Thermoflavimicrobium

Thermoactinomycetaceae

20 espécies e
2 subespécies
2 espécies*
5 espécies*
16 espécies*
10 espécies*
1 espécie*
1 espécie*
115 espécies
e2
subespécies
2 espécies*
2 espécies*
4 espécies*
1 espécie*
2 espécies*
1 espécie*
4 espécies*
3 espécies*
2 espécies*
9 espécies*
9 espécies*
12 espécies*
5 espécies*
1 espécie*
1 espécie*
8 espécies e 2
subespécies
1 espécie*
1 espécie*
3 espécies*
2 espécies*
3 espécies*
1 espécie*
1 espécie*
2 espécies*
1 espécie*

Nao identifica

Nao identifica
Nao identifica
4
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica

5

Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica

N&o identifica

Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica

Nao identifica

Nao identifica
1
6
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica

9

Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica

N&o identifica

Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica
Nao identifica

*N&o foram descritas subespécies nessas espécies = Dados de EUZEBY, 2010 ° Dados de BIOMERIEUX

BRASIL (2004) ® Dados de BIOMERIEUX (2005)
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5.1 GRUPO Bacillus megaterium

Diferente do descrito para as espécies B. megaterium (SNEATH, 1986,
LOGAN; POPOVIC; HOFFMASTER, 2007) e B. flexus (PRIEST; GOODFELLOW;
TODD, 1988), os isolados bacterianos desse grupo cresceram em anaerobiose,
exceto o isolado bacteriano 3401. N&o foi descrito se a espécie B. aryabhattai cresce
em anaerobiose (SHIVAJI et al., 2009). Conforme descrito para B. megaterium
(SNEATH, 1986, LOGAN; POPOVIC; HOFFMASTER, 2007), B. flexus (PRIEST;
GOODFELLOW; TODD, 1988) e B. aryabhattai (SHIVAJI et al., 2009), os isolados
bacterianos desse grupo néo crescem a 55T.

Na comparacdo dos resultados obtidos pelos sistemas VITEK e API e da
analise da sequéncia do gene 16S rRNA (Tabela 9) observam-se algumas
divergéncias. Cada sistema identificou com equivoco um isolado bacteriano deste
grupo (3435 e 3613 A) e nao conseguiu identificar outro isolado bacteriano (3406 P e
3301). Além disso, na analise da sequéncia do gene 16S rRNA para os isolados
bacterianos desse grupo foi obtido como resultado espécies pertencentes ao grupo
B. megaterium, enquanto os sistemas VITEK e o API identificam os isolados
bacterianos como pertencentes a espécie B. megaterium. Essa diferenca pode ser
explicada pelo fato de ndo estarem incluidas as espécies B. aryabhattai e B. flexus
nos bancos de dados destes sistemas (Tabela 51). Se essas espécies estivessem
nos bancos de dados, elas provavelmente seriam indicadas como possivel resultado
da identificagdo, uma vez que as trés espécies sao fenotipicamente semelhantes.

A espécie B. aryabhattai foi descrita em 2009 (SHIVAJI et al., 2009) com uma
Gnica cepa e até a presente data ndo ha estudos fenotipicos com outras cepas.
Sendo assim, os resultados fenotipicos apresentados na descricdo podem nao
representar a variacdo fenotipica da espécie em questdo. O resultado das provas
fenotipicas de B. megaterium (SNEATH, 1986, LOGAN; POPOVIC; HOFFMASTER,
2007, SHIVAJI et al., 2009), B. aryabhattai (SHIVAJI et al., 2009), B. flexus (PRIEST;
GOODFELLOW,; TODD, 1988) e dos isolados bacterianos identificados como
membros do grupo B. megaterium foi comparado. Os isolados bacterianos avaliados
nesse estudo apresentaram caracteristicas fenotipicas semelhantes as trés espécies

para producdo de acido a partir de frutose, glicose, manitol, lactose, glicerol,
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galactose e glicogénio. Quando considerada a espécie B. flexus, os isolados
bacterianos apresentaram resultados semelhantes na producgéo de &cido a partir de
sorbitol, adonitol, eritrol, trealose, maltose e manose e diferentes na producédo de
acido a partir de celobiose. Os isolados bacterianos apresentaram 0 mesmo
resultado que B. megaterium para producdo de &acido a partir de melibiose, I-
arabinose, adonitol, eritrol, manose, celobiose e diferente quando considerados os
carboidratos trealose, maltose, sorbitol e inositol. Na comparagdao com B. aryabhattai
foi observado que o resultado dos isolados bacterianos coincidiu com o dessa
espécie para a producdo de acido a partir de melibiose, l|-arabinose, trealose,
maltose e celobiose e ndo coincidiu para produgcédo de &cido a partir de sorbitol,
inositol, adonitol, eritrol e manose. De acordo com esses resultados ndo é possivel a
identificacdo das espécies dos isolados bacterianos desse grupo.

Todos os isolados bacterianos deste grupo apresentaram alta similaridade da
sequéncia do gene 16S rRNA com B. aryabhattai, B. megaterium e B. flexus (Tabela
8). Quatro isolados bacterianos deste grupo foram incluidos na analise filogenética.
Estes isolados bacterianos formaram um grupo com a cepa tipo de B. aryabhattai
que esta estreitamente relacionada com B. megaterium (Figura 5). Mesmo o isolado
bacteriano que apresentou maior similaridade com B. megaterium se agrupou com
B. aryabhattai, talvez devido a cepa tipo de B. megaterium possuir apenas 1486
pares de bases e as demais cepas analisadas deste grupo possuirem mais de 1500
pares de bases.

Existem espécies que apresentam identidade completa ou similaridade acima
de 98,7% do gene 16S rRNA (FOX; WISOTZKEY; JURTSHUK, 1992,
STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994, BLACKWOOD; TURENNE; KABANI, 2004,
SATOMI; La DUC; VENKATESWARAN, 2006, LOGAN et al., 2009). Nesses casos
ndo é possivel a determinacdo da espécie do isolado bacteriano apenas com o
seguenciamento desse gene, sendo recomendado que seja analisada a sequéncia
de outro gene conservado para distinguir as espécies em questdo ou realizar
experimentos de reassociacdo de DNA (STACKEBRANDT et al., 2002, WANG et al.,
2007, LOGAN et al., 2009).
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5.2 GRUPO Bacillus pumilus

Em 2006 foram descritas quatro espécies relacionadas a B. pumilus: B.
safensis (SATOMI; LA DUC; VENKATESWARAN, 2006), B. altitudinis, B.
stratosphericus e B. aerophilus (SHIVAJI et al., 2006). Como estas espécies
bacterianas foram descritas simultaneamente, n&o foi feita uma comparacéo entre B.
safensis e as outras trés espécies (SATOMI; La DUC; VENKATESWARAN, 2006,
SHIVAJI et al., 2006). Na descricdo da espécie B. safensis os autores sugeriram
quatro testes fenotipicos para diferenciar B. pumilus de B. safensis: producdo de
acido a partir de inositol, metil a-d-glicopiranosideo, maltose e d-turanose (SATOMI,;
LA DUC; VENKATESWARAN, 2006). Porém, desses quatro testes, apenas a
producdo de &cido a partir de inositol apresentou resultado positivo para as treze
cepas de B. safensis e negativo para as seis cepas de B. pumilus testadas por estes
autores (SATOMI; La DUC; VENKATESWARAN, 2006). Os demais testes tiveram
resultados variados, impossibilitando a sua utilizacdo para a diferenciacdo dessas
espécies (SATOMI; La DUC; VENKATESWARAN, 2006). Dos isolados bacterianos
identificados como membros do grupo B. pumilus no presente estudo, a maioria foi
negativa para producao de acido a partir de inositol e, portanto, seriam considerados
como B. pumilus, com excec¢ao do isolado bacteriano 3325 V, que teve resultado
duvidoso quando considerado o API (Tabela 10). Entretanto, as espécies B. pumilus
e B. safensis ndo crescem em anaerobiose (SNEATH, 1986, SATOMI; La DUC;
VENKATESWARAN, 2006, LOGAN; POPOVIC; HOFFMASTER, 2007), e os
isolados bacterianos 3325 B, 3325 V, 34382 e 3528 apresentaram crescimento
nestas condi¢des (Tabela 13). O que se conclui que néo é possivel diferenciar estas
espécies utilizando estes testes.

Shivaji e colaboradores (2006) descreveram espécies (B. altitudinis, B.
stratosphericus e B. aerophilus) que apresentam alta similaridade da sequéncia do
gene 16S rRNA com B. pumilus. Naquele estudo, ndo foram realizados
experimentos de reassociacdo de DNA-DNA entre B. stratosphericus e B. aerophilus
com B. pumilus. Além disso, apesar da alta similaridade da sequéncia do gene 16S
rRNA das trés espécies com B. safensis, também néo foi feita a hibridizacdo DNA-
DNA de nenhuma dessas trés espécies com B. safensis ja que elas foram descritas
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juntas. Pelo resultado da reassociacdo de DNA-DNA, é possivel afirmar que B.
stratosphericus e B. aerophilus pertencem a espécies diferentes (SHIVAJI et al.,
2006). Como nao foi feita a hibridizacdo DNA-DNA dessas espécies com B.
altitudinis nem com B. pumilus a posi¢édo taxonémica das duas espécies é duvidosa.

No estudo de Shivaji e colaboradores (2006), além da auséncia de
experimentos de hibridizagdo de DNA-DNA fundamentais, existe um questionamento
a respeito das cepas utilizadas. Nos experimentos de reassociacdo de DNA-DNA
n&o foi utilizada a cepa tipo de B. pumilus (EUZEBY, 2010). Ao se avaliar a arvore
filogenética baseada na sequéncia do gene 16S rRNA foi observado que ndo foram
utilizadas as cepas tipo de B. pumilus e B. licheniformis (EUZEBY, 2010). Uma das
cepas gque os autores citam como cepa tipo de B. licheniformis é a cepa tipo da
espécie Bacillus luciferensis (EUZEBY, 2010).

Outra questao relacionada as espécies B. stratosphericus e B. aerophilus é o
fato de as cepas tipo dessas espécies ndo estarem disponiveis em colecdes de
culturas (EUZEBY, 2010). Quando a cepa tipo ndo esta disponivel para a
comunidade cientifica, € recomendado que seja proposta uma nova cepa tipo
(FELIS; TORRIANI; DELLAGLIO, 2004), como essas espécies foram descritas
apenas com uma cepa (SHIVAJI et al., 2006) e ndo foram descritas novas cepas
dessas espécies, ndo é possivel a determinacdo de uma nova cepa tipo. O acesso a
cepa tipo pela comunidade cientifica € um ponto critico para que o nome da espécie
seja considerado valido e, quando isso ndo ocorre, é recomendado que o0 nome da
espécie em questéo seja rejeitado (FELIS; TORRIANI; DELLAGLIO, 2004, TINDALL
et al., 2006, TINDALL; GARRITY, 2008). Deste modo, ainda nédo foi definida a
posicdo taxonOmica das cepas referidas como B. stratosphericus e B. aerophilus
(EUZEBY, 2010).

Na comparacdo dos resultados obtidos pelos sistemas VITEK e API e da
analise da sequéncia do gene 16S rRNA (Tabela 9) observamos que ambos
identificaram os isolados bacterianos deste grupo como pertencentes a espécie B.
pumilus (Tabela 13). Entretanto, nos bancos de dados dos sistemas VITEK e API
nao estéo incluidas as espécies B. altitudinis, B. stratosphericus, B. aerophilus e B.
safensis (Tabela 51). Se essas espécies estivessem nos bancos de dados, elas

provavelmente também estariam como o resultado da identificacdo dos isolados
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bacterianos, uma vez que as cinco espécies parecem ser fenotipicamente
semelhantes.

Todos os isolados bacterianos do grupo B. pumilus apresentaram alta
similaridade da sequéncia do gene 16S rRNA com B. altitudinis, B. stratosphericus,
B. aerophilus, B. safensis e B. pumilus (Tabela 12). Oito dos doze isolados
bacterianos deste grupo foram incluidos na analise filogenética realizada e se
agruparam de acordo com os valores de similaridade (Tabela 12, Figura 4). As
espécies B. safensis e B. pumilus séo relacionadas, separando-se discretamente e
se agrupam com os isolados bacterianos que apresentaram maior similaridade com
cada uma delas (Figura 4). JA& os isolados bacterianos que apresentaram maior
similaridade com as espécies B. altitudinis, B. stratosphericus e B. aerophilus
formaram outro grupo com as sequéncias das cepas tipo destas espécies, sugerindo
gue estas sejam altamente relacionadas. Nesta andlise as cinco espécies em
guestdo sdo estreitamente relacionadas, diferente do que foi observado pelos
autores que descreveram as espécies B. altitudinis, B. stratosphericus e B.
aerophilus (SHIVAJI et al., 2006).

Assim como ocorreu com os isolados bacterianos do grupo B. megaterium, os
isolados bacterianos pertencentes ao grupo B. pumilus também precisam ter outro
gene conservado sequenciado para distinguir estas espécies. Na descricdo do B.
safensis foi realizada a analise da sequéncia do gene gyrB que se mostrou eficiente
para diferenciagdo das espécies B. pumilus e B. safensis (SATOMI; La DUC;
VENKATESWARAN, 2006). Estes isolados bacterianos serdo submetidos a analise

da sequéncia do gene gyrB posteriormente.

5.3 GRUPO Bacillus cereus

Os sistemas API e VITEK identificaram os isolados bacterianos deste grupo
como pertencentes ao grupo B. cereus, exceto o isolado bacteriano 3546 que teve a
identificacdo equivocada pelo sistema VITEK (Tabela 17). Estes sistemas sugerem a
realizacdo de provas adicionais para a diferenciacdo de algumas das espécies que

compdem este grupo, entretanto a identificacdo destas espécies é dificil de ser
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realizada utilizando tanto a caracterizacdo fenotipica quanto a genotipica
(HELGASON et al.,, 2000, HELGASON et al., 2004). Conforme descrito para as
espécies do grupo B. cereus (SNEATH, 1986, LOGAN; POPOVIC; HOFFMASTER,
2007), os isolados bacterianos desse grupo ndo crescem a 55T e crescem em
anaerobiose (Tabela 17).

Os isolados bacterianos deste grupo apresentaram alta similaridade da
sequéncia do gene 16S rRNA com B. cereus (treze diferentes operons), B. anthracis,
B. thuringiensis, B. weihenstephanensis e B. mycoides (Tabela 16). Trés isolados
bacterianos deste grupo foram incluidos nas andlises filogenéticas e estes se
agruparam com as sequéncias do gene 16S rRNA das espécies com maior
similaridade (Figura 4). Estudos mostram que a utilizacdo da anélise de outros
genes conservados tais como rpoB e gyrB distinguem as espécies deste grupo (KO
et al.,, 2003, BLACKWOOD; TURENNE; KABANI, 2004, BAVYKIN et al., 2004, La
DUC et al., 2004).

5.4 GRUPO Bacillus subtilis

Utilizando o sistema VITEK os isolados bacterianos deste grupo foram
identificados como espécie B. subtilis ou B. amyloliquefaciens. O sistema API nao
identificou dois isolados bacterianos e os demais foram identificados como
pertencentes ao grupo B. subtilis (Tabela 21). Nos bancos de dados destes sistemas
nao estdo incluidas as espécies B. vallismortis, B. mojavensis e B. atrophaeus, que
apresentam caracteristicas fenotipicas muito semelhantes as outras espécies deste
grupo. As espécies que compdem este grupo sdo dificilmente diferenciadas por
caracteristicas fenotipicas assim como pela andlise da sequéncia do gene 16S rRNA
(SNEATH, 1986, NAKAMURA, 1989, ROBERTS; NAKAMURA; COHAN, 1994,
ROBERTS; NAKAMURA; COHAN, 1996, PALMISANO et al., 2001, LOGAN;
POPOVIC; HOFFMASTER, 2007, WANG et al., 2007).

Todos os isolados bacterianos desse grupo apresentaram alta similaridade da
sequéncia do gene 16S rRNA com B. amyloliquefaciens, B. vallismortis, B. subtilis
subsp. subtilis, B. subtilis subsp. spizizenii, B. mojavensis e B. atrophaeus (Tabela
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20). Quatro isolados bacterianos deste grupo foram incluidos nas andlises
filogenéticas e estes se agruparam conforme com as espécies que apresentaram 0s
maiores valores de similaridade da sequéncia do gene 16S rRNA (Tabela 20, Figura
4). E recomendado que a diferenciacio dessas espécies seja realizada utilizando a
analise de outros genes conservados. Wang e colaboradores (2007) utilizaram a

analise da sequéncia do gene gyrB para identificacdo destas espécies.

5.5 GRUPO Bacillus licheniformis

Para os isolados bacterianos deste grupo 0s sistemas comerciais, quando
acertaram, apresentaram como identificacdo apenas a espécie B. licheniformis, uma
vez que as outras espécies que compdem este grupo, B. sonorensis e B. aerius, ndo
estdo incluidas nos bancos de dados (Tabela 51). Se essas espécies estivessem
nos bancos de dados, elas provavelmente também estariam como o resultado da
identificacdo dos isolados bacterianos ao invés de apenas B. licheniformis, uma vez
gue essas espécies sdo fenotipicamente semelhantes (PALMISANO et al., 2001,
SHIVAJI et al., 2006) e ja foi mostrado que testes metabdlicos como o API ndo sdo
capazes de diferenciar B. licheniformis de B. sonorensis (PALMISANO et al., 2001).

A espécie B. aerius estd na mesma situagcdo que as espeécies B.
stratosphericus e B. aerophilus (SHIVAJI et al., 2006). Essa espécie foi descrita com
apenas uma cepa, ainda nao foram descritas outras cepas dessa espécie e a cepa
tipo ndo esta disponivel em colecdes de culturas (EUZEBY, 2010). Este fato torna
indefinida a sua posicao taxondémica da espécie (FELIS; TORRIANI; DELLAGLIO,
2004, TINDALL et al., 2006, TINDALL; GARRITY, 2008).

O sistema VITEK falhou na identificagdo de trés dos quatro isolados
bacterianos enquanto o sistema API falhou em um (Tabela 25). Conforme descrito
para as espécies do grupo B. licheniformis (SNEATH, 1986, PALMISANO et al.,
2001, LOGAN; POPOVIC; HOFFMASTER, 2007), os isolados bacterianos desse
grupo crescem a 55C e em anaerobiose (Tabela 25).

Todos os isolados bacterianos apresentaram alta similaridade da sequéncia

do gene 16S rRNA com B. licheniformis (sete diferentes operons), B. sonorensis e B.
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aerius (Tabela 24). Na analise filogenética realizada os isolados bacterianos deste
grupo se agrupam com a cepa tipo da espécie com maior similaridade da sequéncia
do gene 16S rRNA (Figura 4). A andlise da sequéncia de outro gene conservado,
como o rpoB, é recomendada para a diferenciacdo das espécies integrantes deste
grupo (PALMISANO et al., 2001).

5.6 Bacillus sp. RELACIONADO A ESPECIE Bacillus humi

Uma vez que estes isolados bacterianos pertencem a uma espécie nao
incluida nos bancos de dados dos sistemas comerciais utilizados neste estudo, o
esperado seria que estes sistemas nao identificassem estes isolados bacterianos.
Contudo, o sistema VITEK identificou sete dos dez isolados bacterianos,
proporcionando resultados equivocados, onde apresentou falha inclusive na
determinacdo do género (Tabela 29). Ja o sistema API ndo identificou um dos
isolados bacterianos e identificou corretamente o género dos demais isolados
bacterianos (Tabela 29).

Na descricdo da espécie B. humi, os autores utilizaram o sistema API para
realizar a caracterizacao fenotipica dos isolados bacterianos. Eles observaram que
as cepas da espécie B. humi possuem capacidade variavel de produzir acido a partir
de arbutina, lactose e salicina e sdo incapaz de produzir acido a partir dos demais
carboidratos do APl (HEYRMAN et al.,, 2005). Os isolados bacterianos do estudo
podem ser diferenciadas da espécie B. humi pois todos os isolados bacterianos
produziram &cido a partir de d-maltose, d-sacarose e d-trealose quando
considerados os resultados obtidos pelo mesmo sistema (Tabela 26).

Os dez isolados bacterianos apresentaram um valor de similaridade da
sequéncia do gene 16S rRNA com B. humi abaixo de 98,70% (Tabela 28), indicando
que esse grupo de isolados bacterianos pode corresponder a uma espécie ainda
ndo descrita. A analise filogenética realizada confirma que estes isolados
bacterianos ndo se agrupam com a espécie B. humi (Figura 6). Segundo

Stackebrandt e Ebers (2006), ha necessidade da realizacdo de experimentos de
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reassociacdo de DNA-DNA para determinacdo da posicdo taxonOmica destes

isolados bacterianos.

5.7 OUTRAS ESPECIES DE Bacillus

Seis isolados bacterianos foram identificadas como pertencentes ao género

Bacillus.

5.7.1 Isolado bacteriano 3399

O isolado bacteriano 3399 foi identificado pela analise do sequéncia do gene
16S rRNA e pelo sistema VITEK como B. circulans. Entretanto, apesar de essa
espécie estar presente no banco de dados, o sistema API apresentou como
resultado para o isolado bacteriano uma identificacdo inaceitavel. Conforme descrito
para B. circulans (SNEATH, 1986, LOGAN; POPOVIC; HOFFMASTER, 2007), o
isolado bacteriano 3399 produz a enzima catalase, cresce em anaerobiose, nao
cresce a 55T, hidrolisa amido, produz acido a partir de d-glicose, I-arabinose, d-
xilose, d-manitol, d-trealose e salicina e ndo produz acido a partir de d-arabinose
(Tabelas 31, 32 e 33).

5.7.2 Isolado bacteriano 3424 A

O isolado bacteriano 3424 A apresentou similaridade do gene 16S rRNA
acima de 98,7% com B. lehensis e B. oshimensis, 0 que possibilita determinar as
provaveis espécies do isolado bacteriano. Como estas espécies ndo fazem parte
dos bancos de dados dos sistemas APl e VITEK (Tabela 51), a identificacédo

fenotipica foi equivocada. Apenas o sistema API identificou corretamente o género
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do isolado bacteriano (Tabela 31). Conforme descrito para B. lehensis e B.
oshimensis (YUMOTO et al., 2005, GHOSH et al., 2007), o isolado bacteriano 3424
A nao cresce a 55C nem em anaerobiose (Tabela 31).

Na Tabela 54 foi feita uma comparacdo fenotipica entre B. lehensis, B.
oshimensis e o isolado bacteriano 3424 A. Os resultados negativos do VITEK podem
ser justificados pelo tempo de incubacdo insuficiente para o isolado bacteriano
metabolizar os substratos dos testes bioquimicos. Quando considerado o resultado
do sistema API, o isolado bacteriano apresentou o mesmo resultado que as
espécies B. lehensis e B. oshimensis para producdo de acido a partir de d-
arabinose, trealose e d-xilose, porém apresentou um resultado diferente das
espécies para producdo de acido a partir de amidalina e d-manitol. O isolado
bacteriano apresentou o mesmo resultado que B. lehensis para producéo de acido a
partir de glicogénio, d-lactose e d-frutose e 0 mesmo resultado que B. oshimensis
para producdo de acido a partir de d-manose, melibiose e d-ribose. Tanto B.
lehensis quanto B. oshimensis foram descritas com uma cepa e até o momento,
apesar de terem sido depositadas sequéncias de genes de outras cepas dessas
espécies, ndo foi feita uma andlise fenotipica dessas novas cepas para a
determinacdo do perfil bioquimico das espécies. A comparacdo de resultados
apenas da cepa tipo das espécies pode ndo considerar variagdes fenotipicas dentro
das mesmas, o0 que pode justificar as diferencas nos resultados obtidos para o

isolado bacteriano 3424 A.
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Tabela 54 Comparacéo das caracteristicas fenotipicas de Bacillus lehensis, Bacillus

oshimensis e o isolado bacteriano 3424 A

13 . 123 3424 A
TESTE B. lehensis B. oshimensis AP VITEK®
d-Arabinose - - - -
Glicogénio + - + NR
d-Lactose + - + NR
d-Manose - + + NR
Amidalina - - + NR
d-Frutose + - + NR
d-Manitol - - + -
Melibiose - + + NR
d-Ribose - + + -
Trealose + + + -
d-Xilose + + + -

' Resultados de bioquimica convencional e BIOLOG GP2 (GHOSH et al., 2007)
2 Resultados de bioquimica convencional (YUMOTO et al., 2005) ® Resultados de
bioguimica convencional (CHEN et al., 2011) * Resultados apresentados na Tabela 32
® Resultados apresentados na Tabela 33. NR: ndo realizado.

5.7.3 Isolado bacteriano 3428

O isolado bacteriano 3428 apresentou similaridade do gene 16S rRNA acima
de 98,7% com B. jeotgali, B. thioparans, B. boroniphilus e B. selenatarsenatis. Como
as provaveis espécies desse isolado bacteriano ndo fazem parte dos bancos de
dados dos sistemas APl e VITEK (Tabela 51), o resultado da identificacdo foi
equivocado. Apenas o sistema API identificou corretamente o género do isolado
bacteriano (Tabela 31). Conforme descrito para B. jeotgali, B. thioparans, B.
boroniphilus e B. selenatarsenatis (YOON et al., 2001, AHMED et al., 2007, PEREZ-
IBARRA; FLORES; GARCIA-VARELA, 2007, YAMAMURA et al., 2007), o isolado
bacteriano 3428 nao cresce a 55T e produz a enzima catalase (Tabela 31). Como
na descricdo dessas espécies nao foi avaliada a capacidade de cada uma produzir
acido a partir de diferentes carboidratos, ndo foi possivel realizar a comparacao
fenotipica entre o isolado bacteriano 3428 e as espécies B. jeotgali, B. thioparans, B.
boroniphilus e B. selenatarsenatis (YOON et al., 2001, AHMED et al., 2007, PEREZ-
IBARRA; FLORES; GARCIA-VARELA, 2007, YAMAMURA et al., 2007).

A espécie B. jeotgali foi descrita em 2001 (YOON et al., 2001) e em 2007

foram descritas as espécies B. thioparans, B. boroniphilus e B. selenatarsenatis
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(AHMED et al., 2007, PEREZ-IBARRA; FLORES; GARCIA-VARELA, 2007,
YAMAMURA et al., 2007). Nos estudos realizados em 2007 foram feitos
experimentos de reassociacdo de DNA-DNA entre B. jeotgali e B. boroniphilus, B.
jeotgali e B. selenatarsenatis e B. jeotgali e B. thioparans. Os resultados
confirmaram que B. jeotgali pertence a uma espécie diferente das demais (AHMED
et al., 2007, YAMAMURA et al., 2007, PEREZ-IBARRA; FLORES; GARCIA-
VARELA, 2007). Entretanto, ndo ha estudos de reassociacdo de DNA-DNA entre as
espécies B. selenatarsenatis, B. thioparans e B. boroniphilus por isso a posicéo
taxondmica destas espécies pode ser questionada. Essas espécies foram descritas
com poucas cepas (trés, uma e uma, respectivamente) e ainda néo foram descritas
novas cepas dessas espécies, 0 que dificulta a analise das variagdes fenotipicas

que podem ocorrer dentro de cada uma delas.

5.7.4 Isolado bacteriano 3441

De acordo com a andlise da sequéncia do gene 16S rRNA, o isolado
bacteriano 3441 foi identificado como B. koreensis. Como essa espécie nao faz
parte dos bancos de dados dos sistemas comerciais utilizados (Tabela 51), o VITEK
apresentou como resultado identificacdo inaceitavel enquanto o API identificou de
modo equivocado a espécie e o género do isolado bacteriano (Tabela 31).

Na Tabela 55 foi feita a comparacéo fenotipica entre B. koreensis e o isolado
bacteriano 3441. O isolado bacteriano 3441 apresentou 0s mesmos resultados que
B. koreensis para as hidrolises da esculina, da caseina e do amido assim como para
a producao de acido a partir de frutose, glicose, glicerol, manitol, trealose e xilose. A
producdo de acido a partir de rafinose e sacarose foi negativa apenas no resultado
do VITEK do isolado bacteriano 3441. A producdo de acido a partir de lactose e
maltose foi negativa apenas para B. koreensis. Outras semelhancas entre B.
koreensis e o isolado bacteriano 3441 sdo ambos serem bastonetes Gram positivos
esporulados, produtores da enzima catalase, sem capacidade de crescer em
anaerobiose e terem sido isolados de ambiente numa temperatura de incubacéo de
30C (LIM et al., 2006).
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As diferencas entre B. koreensis e o isolado bacteriano 3441 observadas na
Tabela 55 podem ser justificadas pelo fato de a descricdo da espécie ter sido feita
com apenas uma cepa (LIM et al., 2006), o que pode subestimar a variacéo

fenotipica dentro da espécie.

Tabela 55 Comparacédo das caracteristicas fenotipicas de Bacillus koreensis e 0

isolado bacteriano 3441

3441
TESTE B. koreensis* 2 3 BIOQUIMICA
AP VITEK CONVENCIONAL*
Esculina + + + +
Caseina + NR NR +
Amido + + NR +
Frutose + + NR +
Glicose + + + +
Glicerol + + NR NR
Lactose - + NR +
Maltose - + + +
Manitol - - - -
Rafinose + + - +
Sacarose + + - +
Trealose - - - NR
Xilose - - -

" Resultados de bioguimica convencional (LIM et al., 2006) ° Resultados apresentados na Tabela 32
® Resultados apresentados na Tabela 33 * Resultados descritos no corpo do trabalho. NR: nao
realizado.

5.7.5 Isolado bacteriano 3537

O isolado bacteriano 3537 ndo apresentou similaridade do gene 16S rRNA
acima de 98,7% com nenhuma espécie descrita, ndo sendo possivel a determinacdo
da sua espécie. A espécie que apresentou maior similaridade do gene 16S rRNA foi
B. niabensis. Como foi obtida para o isolado bacteriano uma sequéncia do gene 16S
rRNA de 1394 pares de bases, é provavel que esse percentual de similaridade seja
modificado se o tamanho dessa sequéncia for aumentado. Se o percentual de
similaridade do gene 16S rRNA do isolado bacteriano continuar abaixo de 98,7%
com quaisquer espécies descritas, esse isolado bacteriano pode fazer parte de uma
espécie ainda nao descrita (STACKEBRANDT; EBERS, 2006). Novos experimentos
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serdo realizados para esclarecer o relacionamento desse isolado bacteriano com as
espécies descritas.

Como B. niabensis néo faz parte dos bancos de dados dos sistemas VITEK e
API (Tabela 51), a identificacdo realizada pelo VITEK foi equivocada e o sistema API
identificou corretamente o género do isolado bacteriano (Tabela 31).

Na Tabela 56 foi feita a comparacao fenotipica entre B. niabensis, descrita
com cinco cepas e o isolado bacteriano 3537. Os resultados de B. niabensis
coincidiram com os do API do isolado bacteriano 3537 para 0sS cinco testes
analisados. Entretanto o VITEK de 3537 apresentou 0 mesmo resultado que B.
niabensis apenas para hidrélise da esculina. As diferencas observadas na Tabela 56
podem ser justificadas pelo lento crescimento apresentado tanto pelas cepas de B.
niabensis (KWON et al., 2007) quanto para o isolado bacteriano 3537 (Tabela 50),
assim como pela utilizagcdo de diferentes isbmeros dos carboidratos testados no
VITEK. Além das semelhancas fenotipicas apresentadas na Tabela 56 entre B.
niabensis (KWON et al., 2007) e o isolado bacteriano 3537 (Tabela 31), outras
caracteristicas em comum séo presenca da enzima catalase, habilidade de crescer

em anaerobiose e inabilidade de crescer a 55C.

Tabela 56 Comparacédo das caracteristicas fenotipicas entre Bacillus niabensis e o

isolado bacteriano 3537

. .1 3537
TESTE B. niabensis AP VITEK®
Arabinose + + -
Glicose + + -
Manitol + + -
Xilose + + -
Esculina + + +

! Resultados de bioquimica convencional (KWON et al., 2007)

% Resultados apresentados na Tabela 32 ® Resultados apresentados
na Tabela 33

5.7.6 Isolado bacteriano 3559

A andlise da sequéncia do gene 16S rRNA identificou o isolado bacteriano

3559 como B. barbaricus. Como essa espécie nao faz parte dos bancos de dados
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dos sistemas VITEK e API (Tabela 51), estes se equivocaram no resultado da
identificacdo e identificaram de maneira equivocada a espécie e o género do isolado
bacteriano (Tabela 31).

Na Tabela 57 foi feita a comparacao fenotipica entre B. barbaricus e o isolado
bacteriano 3559. Num total de quarenta e um testes, os resultados obtidos utilizando
o sistema API para o isolado bacteriano 3559 néo coincidiram com os da espécie B.
barbaricus para n-acetil-glicosamina, trealose, amido, glicogénio e d-manose. Essas
diferencas podem ser explicadas pela descricdo da espécie B. barbaricus ter sido
feita com quatro cepas isoladas de um mesmo local, enquanto € recomendado que a
descricdo de novas espécies seja feita com um minimo de cinco ou dez cepas
isoladas independentemente de diferentes locais (CHRISTENSEN et al., 2001). Para
o0 sistema VITEK, num total de dezenove testes, ndo foi observado o mesmo
resultado para d-glicose, n-acetil-glicosamina, esculina, maltose e trealose. A
espécie B. barbaricus apresenta crescimento lento (TAUBEL et al., 2003), com isso
o VITEK, que finaliza as leituras das provas em até quinze horas, ndo detecta os
testes que sao positivos no sistema API, cuja leitura é realizada em quarenta e oito
horas. Além das semelhancas entre o isolado bacteriano 3559 (Tabela 31) e B.
barbaricus (TAUBEL et al., 2003) apresentadas na Tabela 57, outras caracteristicas
em comum sao inabilidade de crescer a 55T, ambas sao produtoras da enzima

catalase e crescem em anaerobiose.
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Tabela 57 Comparacéo das caracteristicas fenotipicas entre Bacillus barbaricus e o

isolado bacteriano 3559

. 1 3559
TESTE B. barbaricus AP|2 VITEK?
Glicose + + -
N-Acetil-Glicosamina + - -
Esculina + + -
Maltose + + -
Trealose + - -
Amido + - NR
Glicogénio + - NR
Glicerol - - NR
Eritrol - - NR
Arabinose - - -
Ribose - - -
d-Xilose - - -
|-Xilose - - -
Adonitol - - NR
Metil-B-Xilosideo - - NR
d-Manose - + NR
|-Sorbose - - NR
Raminose - - NR
Dulcitol - - NR
Inositol - - -
Manitol - - -
Sorbitol - - -
Amidalina - - -
Arbutina - - NR
Salicina - - -
Celobiose - - NR
Melibiose - - NR
Inulina - - -
Melezitose - - NR
Rafinose - - -
Xilitol - - NR
B-Gentiobiose - - NR
d-Lixose - - NR
Tagatose - - -
d-Fucose - - NR
I-Fucose - - NR
d-Arabitol - - -
[-Arabitol - - -
Gluconato de potassio - - NR
2-Ceto gluconato de potassio - - NR
5-Ceto gluconato de potassio - - NR

" Resultados de API 50 CHB (TAUBEL et al., 2003) ° Resultados apresentados na Tabela 32
® Resultados apresentados na Tabela 33. NR: néo realizado.

Os seis isolados bacterianos que compdem este grupo foram incluidos nas
analises filogenéticas (Figuras 4 e 5). Estes isolados bacterianos se agruparam com

as espécies que apresentaram maior similaridade da sequéncia do gene 16S rRNA.
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Algumas discrepancias foram observadas provavelmente devido ao tamanho das
sequéncias do gene das cepas tipo nem sempre possuirem mais de 1500 pares de
bases. O isolado bacteriano 3399, identificado como B. circulans, se agrupou
proximo as cepas mais similares, B. nealsonii e B. circulans, mas era esperado que
se agrupasse com a cepa tipo de B. circulans. Esse fato pode ser explicado pela a
cepa tipo de B. nealsonii possuir 1509 pares de bases e a de B. circulans possuir
1480 pares de bases. Outras analises serdo realizadas com estes isolados

bacterianos posteriormente.

5.8 Paenibacillus fonticola

Os isolados bacterianos deste grupo foram identificados pela analise da
sequéncia do gene 16S rRNA como P. fonticola (Tabela 36). Como esta espécie
nao faz parte dos bancos de dados dos sistemas VITEK e API (Tabela 51), a
identificacéo foi equivocada quando estes foram utilizados. Apenas o sistema VITEK
identificou o género de trés dos quatro isolados bacterianos analisados (Tabela 37).

Na Tabela 58 foi feita a comparacéo fenotipica entre P. fonticola e os isolados
bacterianos 3373 A, 3373 B, 3373 C e 3424 B. Os isolados bacterianos
apresentaram o mesmo resultado que P. fonticola nos seguintes testes: |-arabinose
(API), arabinose (VITEK), inositol (VITEK) e sorbitol (VITEK). Para glicose,
melibiose, raminose e sacarose todos o0s isolados bacterianos apresentaram
resultado diferente de P. fonticola. Para os demais testes houve variagdo nos
resultados, nos quais, para um mesmo teste, pelo menos um isolado bacteriano
apresentou o mesmo resultado que P. fonticola e outro apresentou um resultado
diferente de P. fonticola.

Tanto P. fonticola (CHOU et al., 2007) quanto 3373 A, 3373 B, 3373 C e 3424
B (Tabela 37) sdo produtores da enzima catalase, crescem em anaerobiose e nao
crescem a 55C. As diferencas entre P. fonticola e os isolados bacterianos
apresentadas na Tabela 58 podem ser justificadas pela descricdo de P. fonticola ter
sido feita com uma cepa e por terem sido utilizadas metodologias diferentes (CHOU
et al., 2007).
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Todos os isolados bacterianos apresentaram alta similaridade da sequéncia
do gene 16S rRNA (acima de 99,45%) apenas com P. fonticola (Tabela 36). Como
esse percentual foi acima de 98,7% para todos os isolados bacterianos, a espécie
desses isolados bacterianos pode ser definida (STACKEBRANDT; EBERS, 2006).
Os isolados bacterianos se agrupam com a espécie P. fonticola na analise

filogenética confirmando os dados descritos neste estudo (Figura 7).

Tabela 58 Comparacédo das caracteristicas fenotipicas entre Paenibacillus fonticola e
os isolados bacterianos 3373 A, 3373 B, 3373 C e 3424 B

3373 A 3373 B 3373 C 3424 B

. 1
TESTE P.fonticola™  \pi2 \iTER®  APIZ VITEK® APIZ VITEK® APIZ  VITEK®

Amidalina -

Arabinose” + + + +

Glicose - + + +
Inositol -
Manitol -

Melibiose -

Raminose -

Sacarose -

Sorbitol -

+
NR

NR
+

+
NR

NR
+

+
NR

NR
+

NR
NR
+

O+++ 1+ 0O+ +0+
O+ +++++ + + +
+
++++ 0+ + + +
O+ +++0+ +0+

D: duvidoso * P. fonticola ZL'. Resultados de API 20E, APl 20NE e Microlog GN2 (CHOU et al., 2007)
% Resultados apresentados na Tabela 34 ® Resultados apresentados na Tabela 35 * Estsio representados
resultados de d-arabinose (linha superior) e l-arabinonse (linha inferior) para API. NR: ndo realizado.

5.9 Paenibacillus humicus

Os isolados bacterianos deste grupo foram identificados pela analise da
sequéncia do gene 16S rRNA como P. humicus (Tabela 40). Como esta espécie
nao faz parte dos bancos de dados dos sistemas VITEK e API (Tabela 51), os
resultados obtidos com esses sistemas foram equivocados. A identificacdo do
género destes isolados bacterianos foi correta pelo sistema VITEK, entretanto, o
sistema API identificou o género de apenas um dos isolados bacterianos analisados
(Tabela 41).

Na Tabela 59 foi feita a comparacgéo fenotipica entre P. humicus e os isolados
bacterianos 3564, 3568 e 5002. Os isolados bacterianos apresentaram 0 mesmo

resultado que P. humicus nos seguintes testes: d-celobiose, maltose, sacarose e
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trealose. Para glicogénio, d-manitol, d-rafinose e amido todos os isolados
bacterianos apresentaram resultado diferente de P. humicus. Para os demais testes
houve variacdo nos resultados, nos quais, para um mesmo teste pelo menos um
isolado bacteriano apresentou o mesmo resultado que P. humicus e outro
apresentou um resultado diferente de P. humicus.

Tanto P. humicus (VAZ-MOREIRA et al.,, 2007) quanto 3564, 3568 e 5002
(Tabela 41) sdo produtores da enzima catalase, ndo crescem em anaerobiose nem a
55C. As diferencas entre P. humicus e os isolados bacterianos apresentadas na
Tabela 59 podem ser justificadas pela descricdo de P. humicus ter sido feita com
apenas duas cepas (VAZ-MOREIRA et al., 2007).

Todos os isolados bacterianos apresentaram alta similaridade da sequéncia
do gene 16S rRNA (acima de 99,59%) apenas com P. humicus (Tabela 40), como
esse percentual foi acima de 98,7% para todos os isolados bacterianos, a espécie
desses isolados bacterianos pode ser identificada (STACKEBRANDT,; EBERS,
2006). Estes isolados bacterianos foram incluidos na andlise filogenética que

confirma os dados descritos (Figura 7).

Tabela 59 Comparacédo das caracteristicas fenotipica entre Paenibacillus humicus e
os isolados bacterianos 3564, 3568 e 5002

. 1 3564 3568 5002
TESTE P.humicus™  \pi2 "\i7EK3  APIZ VITEK® APIZ VITEK?
Arabinose - D - - - D -
d-Frutose - - NR + NR D NR
Galactose - D + + + D +
Glicose - D + + + D +
Glicogénio - + NR + NR + NR
d-Manose - - NR D NR D NR
Manitol - + + + + + +
d-Melezitose - D NR + NR + NR
Rafinose - + + + + + +
Amido - + NR + NR + NR
Xilose - D - + - D +
Amidalina + D - D - D -
d-Celobiose + + NR + NR + NR
Maltose + + + + + + +
Sacarose + + + + + + +
Trealose + + + + + + +

D: duvidoso * Resultados de APl 50CHB (VAZ-MOREIRA et al., 2007) ° Resultados apresentados
na Tabela 38 ® Resultados apresentados na Tabela 39. NR: ndo realizado.
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5.10 OUTRAS ESPECIES DE Paenibacillus

Nesse grupo estdo sete isolados bacterianos pertencentes ao género

Paenibacillus.

5.10.1 Isolado bacteriano 3311

O isolado bacteriano 3311 ndo apresentou similaridade do gene 16S rRNA
acima de 98,7% com nenhuma espécie descrita, ndo sendo possivel a identificacédo
de sua espécie. As espécies que apresentaram maior similaridade do gene 16S
rRNA foram respectivamente P. barengoltzii e P. konsidensis. Como essas espécies
nao fazem parte dos bancos de dados dos sistemas VITEK e API (Tabelas 43 e 51),
os dois sistemas erraram no resultado da identificacéo, apesar de terem identificado
o isolado bacteriano como a mesma espécie, B. circulans (Tabela 43).

Na Tabela 60 foi feita a comparacdo fenotipica entre P. konsidensis, P.
barengoltzii e o isolado bacteriano 3311. O isolado bacteriano 3311 apresentou
resultados diferentes de P. konsidensis para producdo de acido a partir de raminose,
rafinose e d-xilose e apresentou os mesmos resultados que P. barengoltzii para
producdo de acido a partir de d-arabinose, I-raminose, manitol, d-manitol, inulina,
melezitose, d-turanose, d-arabitol, d-frutose, I-sorbose e xilitol.

O isolado bacteriano 3311 é produtor da enzima catalase, produz acido a
partir de d-xilose e ndo produz a partir de raminose e de rafinose. Essas
caracteristicas diferenciam o isolado bacteriano 3311 (Tabela 60) da espécie P.
konsidensis (KO et al., 2008). A capacidade do isolado bacteriano 3311 de produzir
acido a partir de diversos carboidratos assim como sua capacidade de crescer em
anaerobiose (Tabelas 43 e 60) sdo caracteristicas que o diferenciam da espécie P.
barengoltzii (OSMAN; SATOMI; VENKATESWARAN, 2006). Além disso, o
percentual de similaridade do gene 16S rRNA do isolado bacteriano esta abaixo de

98,7% com quaisquer espécies descritas, sugerindo que esse isolado bacteriano
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pode fazer parte de uma espécie ainda ndo descrita (STACKEBRANDT; EBERS,
2006).

Tabela 60 Comparacédo das caracteristicas fenotipicas entre Paenibacillus

konsidensis, Paenibacillus barengoltzii e o isolado bacteriano 3311
3311

. .1 ..2
TESTE P. konsidensis P. barengoltzii API? VITEK®
Glicerol - NR - NR

Arabinose NR - NR +
d-Arabinose - - - NR
I-Arabinose + - + NR
Ribose + NR NR +
D-Ribose NR - + NR
Glicose + NR NR +
d-Glicose NR - + NR
Manose + NR NR NR
d-Manose NR - + NR
Raminose + - NR NR
|-Raminose NR - - NR
Manitol - - NR -
d-Manitol NR - - NR

Metil a-d-Manopiranosideo - NR - NR

N-Acetil-Glicosamina + - + +
Sacarose + - NR +
d-Sacarose NR - + NR

Inulina - - - -
Melezitose - NR NR NR
d-Melezitose NR - - NR
Rafinose + NR NR -
d-Rafinose NR - + NR
Amido + - + NR
Glicogénio + - + NR
Gentiobiose + - + NR
Turanose + NR NR NR
d-Turanose NR - - NR
Xilose NR NR NR +
d-Xilose - - + NR
|-Fucose - NR - NR
Arabitol NR NR NR -
d-Arabitol - - - NR
Galactose NR NR NR +
d-Galactose NR - + NR
d-Frutose NR - - NR
Amidalina NR - + +
Salicina NR - + +
d-Lactose NR - + NR
Trealose NR NR NR +
d-Trealose NR - + NR
|I-Sorbose NR - - NR
Xilitol NR - - NR
Metil B-d-Xilopiranosideo NR - NR NR
Metil a-d-Glucopiranosideo NR - + NR
d-Celobiose NR - + NR
Maltose NR NR NR +
d-Maltose NR - + NR
Gluconato de potassio + - + NR
d-Melibiose NR - + NR

! Resultados de APl 50CHB (KO et al., 2008) ? Resultados de API 20E, APl 20NE, API 50CHB e Biolog
(OSMAN; SATOMI; VENKATESWARAN, 2006, BENARDINI et al., 2010) ® Resultados apresentados na Tabela
44 *Resultados apresentados na Tabela 45. NR: nao realizado.
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5.10.2 Isolado bacteriano 3439 B

O isolado bacteriano 3439 B ndo apresentou similaridade do gene 16S rRNA
acima de 98,7% com nenhuma espécie descrita, sendo possivel apenas a
determinacdo de seu género. As espécies que apresentaram maior similaridade do
gene 16S rRNA foram P. cellulosilyticus e P. kobensis. Como a sequéncia obtida do
gene 16S rRNA para o isolado bacteriano 3439 B possui 1456 pares de bases, é
provavel que esse percentual de similaridade seja modificado se o tamanho da
seqguéncia desse gene for aumentado. Se o percentual de similaridade do gene 16S
rRNA do isolado bacteriano continuar abaixo de 98,7% com quaisquer espécies
descritas, esse isolado bacteriano pode fazer parte de uma espécie ainda néo
descrita (STACKEBRANDT; EBERS, 2006).

Como as espécies mais similares a esse isolado bacteriano ndo fazem parte
do banco de dados do sistema VITEK (Tabela 51), este forneceu um resultado
equivocado da identificacdo (Tabela 43). O APl apresentou como resultado
identificacdo inaceitavel (Tabela 43).

Na Tabela 61 foi feita a comparacdo fenotipica entre P. kobensis, P.
cellulosilyticus e o isolado bacteriano 3439 B. O isolado bacteriano 3439 B
apresentou resultados diferentes de P. kobensis para producdo de acido a partir de
arabinose, melibiose e sacarose (VITEK). O API do isolado bacteriano 3439 B
apresentou os mesmos resultados que P. cellulosilyticus e o VITEK apresentou
resultados diferentes de P. cellulosilyticus para todos os testes.

O isolado bacteriano 3439 B cresce em anaerobiose, produz acido a partir de
melibiose e nado produz acido a partir de arabinose, essas caracteristicas
diferenciam 3439 B (Tabelas 43 e 61) da espécie P. kobensis (RIVAS et al., 2005,
OSMAN; SATOMI; VENKATESWARAN, 2006). A falta da capacidade do isolado
bacteriano 3439 B de produzir acido a partir de I-xilose e xilose (Tabela 61) o
diferencia da espécie P. cellulosilyticus (RIVAS et al.,, 2006). Entretanto, as
diferencas observadas devem ser cuidadosamente avaliadas uma vez que
diferentes metodologias foram utilizadas nos estudos destas espécies e foram

avaliados poucos testes.
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Tabela 61 Comparacado das caracteristicas fenotipicas entre Paenibacillus kobensis,
Paenibacillus cellulosilyticus e o isolado bacteriano 3439 B
3439 B

.1 . . 2
TESTE P. kobensis P. cellulosilyticus API? VITEK®
Arabinose + NR NR -
d-Arabinose NR NR - NR
I-Arabinose NR + + NR
Manitol - NR NR -
d-Manitol NR NR - NR
Melibiose - NR NR NR
d-Melibiose NR NR + NR
Raminose - NR NR NR
|-raminose NR NR - NR
Sacarose + NR NR -
d-Sacarose NR NR + NR
Glicose NR + NR -
d-Glicose NR NR + NR
Xilose NR + NR -
d-Xilose NR NR + NR
I-Xilose NR NR - NR
Rafinose - + NR -
d- Rafinose NR NR + NR

" Resultados de API 20E, APl 20NE e Biolog (OSMAN; SATOMI; VENKATESWARAN, 2006)
? Resultados de bioquimica convencional e APl 20NE (RIVAS et al.,, 2006) % Resultados
apresentados na Tabela 44 * Resultados apresentados na Tabela 45. NR: nao realizado.

5.10.3 Isolado bacteriano 3492

O isolado bacteriano 3492 apresentou similaridade do gene 16S rRNA acima
de 98,7% respectivamente com P. favisporus, P. cineris e P. rhizosphaerae, sendo
possivel a determinagdo de suas provaveis espécies. Como essas espécies nao
fazem parte do banco de dados do sistema API (Tabela 51), ele se equivocou no
resultado da identificacdo. O sistema VITEK apresentou identificacdo inaceitavel.

Na Tabela 62 foi feita a comparacgéo fenotipica entre P. cineris, P. favisporus,
P. rhizosphaerae e o isolado bacteriano 3492. O isolado bacteriano 3492 apresentou
resultado diferente de P. cineris apenas para producéo de acido a partir de inositol e
apresentou resultado diferente de P. favisporus e de P. rhizosphaerae apenas para
producéo de acido a partir de raminose.

O isolado bacteriano 3492, P. cineris, P. favisporus e P. rhizosphaerae
(LOGAN et al., 2004, VELAZQUEZ et al., 2004, RIVAS et al., 2005) sdo produtores
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da enzima catalase. Tanto o isolado bacteriano 3492 (Tabelas 43 e 62) quanto P.
favisporus (LOGAN et al., 2004) crescem em anaerobiose e nao crescem a 55T e 0
anico teste para o qual houve um resultado diferente entre eles foi a capacidade de
produzir &cido a partir de inositol. Tanto o isolado bacteriano 3492 (Tabelas 43 e 62)
quanto P. favisporus (VELAZQUEZ et al., 2004) crescem em anaerobiose e 0 Unico
teste para o qual houve um resultado diferente entre eles foi a capacidade de
produzir acido a partir de raminose. Tanto o isolado bacteriano 3492 (Tabelas 43 e
62) quanto P. rhizosphaerae ndo possuem a capacidade de crescer a 55T e, além
do resultado diferente de producéo acido a partir de raminose, outra diferenca entre
eles é a incapacidade de P. rhizosphaerae crescer em anaerobiose (RIVAS et al.,
2005). Esses resultados impossibilitam a definicdo da espécie do isolado bacteriano
3492.
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Tabela 62 Comparacédo das caracteristicas fenotipicas entre Paenibacillus cineris,

Paenibacillus favisporus, Paenibacillus rhizosphaerae e o isolado bacteriano 3492

L . 2 . 3 3492
TESTE P. cineris P. favisporus P. rhizosphaerae API*  VITEKS
N-Acetil-Glicosamina + NR NR + +
Amidalina + NR + + +
I-Arabinose + NR + + +
Arbutina + NR NR + NR
d-Celobiose + NR NR + NR
d-Frutose + NR NR + NR
Galactose + NR NR + +
Gentiobiose + NR NR + NR
d-Glicose + + + + +
Meso-Inositol + NR NR - -
Lactose + + NR + NR
Maltose + + NR + +
Manitol + + + + +
d-Melibiose + + + + NR
d-Rafinose + + NR + +
Ribose + NR NR + +
Salicina + NR NR + +
Amido + NR NR + NR
Sacarose + + + + +
d-Trealose + NR NR + +
d-Turanose + NR NR + NR
d-Xilose + + + + +
Adonitol - NR NR - NR
d-Arabitol - NR NR - -
[-Arabitol - NR NR - -
Dulcitol - NR NR - NR
Eritrol - NR NR - NR
d-Fucose - NR NR - NR
I-Fucose - NR NR - NR
Glicerol - NR NR - NR
Gluconato de potassio - NR NR - NR
2 ceto Gluconato de potassio - NR NR - NR
5 ceto Gluconato de potassio - NR NR - NR
d-Lixose - NR NR - NR
Raminose - + + - NR
|-Sorbose - NR NR - NR
d-Tagatose - NR NR - -
|-Xilose - NR NR - +
Xilitol - NR NR - NR

. Resultados de APl 50CHB (LOGAN et al., 2004) * Resultados de API 20E e bioguimica convencional
(VELAZQUEZ et al., 2004) ® Resultados de API 20E e bioquimica convencional (RIVAS et al., 2005) * Resultados
apresentados na Tabela 44 ® Resultados apresentados na Tabela 45. NR: nédo realizado.
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5.10.4 Isolado bacteriano 3504

O isolado bacteriano 3504 apresentou similaridade do gene 16S rRNA acima
de 98,7% respectivamente com P. dendritiformis, P. thiaminolyticus e P. popilliae,
sendo possivel a identificacdo de suas provaveis espécies. Como das provaveis
espécies desse isolado bacteriano somente P. thiaminolyticus faz parte dos bancos
de dados dos sistemas API e VITEK (Tabelas 43 e 51), ambos apresentaram esse
resultado. Entretanto isso ndo é garantia de que o isolado bacteriano realmente
pertenca a essa espécie.

O isolado bacteriano 3504 (Tabelas 43 e 63), P. dendritiformis, P.
thiaminolyticus e P. popilliae crescem em anaerobiose e apresentam outras
caracteristicas fenotipicas em comum (PETTERSSON et al., 1999, TCHERPAKOV;
BEN-JACOB; GUTNICK, 1999, OUYANG et al., 2008). Na Tabela 63 foi feita a
comparacao fenotipica entre P. dendritiformis, P. thiaminolyticus, P. popilliae e o
isolado bacteriano 3504. O isolado bacteriano 3504 apresentou resultado diferente
de P. dendritiformis para producado de acido a partir de lactose, apresentou resultado
diferente de P. thiaminolyticus para producdo de acido a partir de d-celobiose, d-
frutose e d-lactose e ndo apresentou resultado diferente de P. popilliae. Esses

resultados impossibilitam a identificacdo da espécie do isolado bacteriano 3504.
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Tabela 63 Comparacédo das caracteristicas fenotipicas entre Paenibacillus
dendritiformis, Paenibacillus thiaminolyticus, Paenibacillus popilliae e o isolado
bacteriano 3504

L .1 . . . 2 S 3 3504
TESTE P. dendritiformis P. thiaminolyticus P. popilliae API*  VITEK®
Arabinose - NR - NR -
d-Arabinose NR - NR - NR
I-Arabinose NR - NR - NR
Glicose + NR + NR +
d-Glicose NR + NR + NR
Manitol - NR - NR -
d-Manitol NR - NR - NR
Xilose - NR - NR -
d-Xilose NR - NR - NR
|-Xilose NR - NR - NR
Trealose + NR + NR +
d-Trealose NR + NR + NR
Celobiose + NR NR NR NR
d-Celobiose NR - NR + NR
Manose + NR NR NR NR
d-Manose NR + NR + NR
Sacarose + NR NR NR +
d-Sacarose NR + NR + NR
Frutose - NR NR NR NR
d-Frutose NR + NR - NR
Lactose - NR NR NR NR
d-Lactose NR - NR + NR

T Resultados de bioquimica convencional (TCHERPAKOV; BEN-JACOB; GUTNICK, 1999) ? Resultados de API
50CHB (OUYANG et al.,, 2008) ® Resultados de bioquimica convencional (PETTERSSON et al., 1999)
* Resultados apresentados na Tabela 44 ® Resultados apresentados na Tabela 45. NR: ndo realizado.

5.10.5 Isolado bacteriano 3540

O isolado bacteriano 3540 apresentou similaridade do gene 16S rRNA acima
de 98,7% respectivamente com P. tundrae, P. amylolyticus e P. xylanexedens, néo
sendo possivel a determinacdo de sua espécie. Como uma das provaveis espécies
desse isolado bacteriano faz parte do banco de dados do VITEK (Tabelas 43 e 51),
ele se equivocou no resultado da identificacdo. O API identificou corretamente o
género do isolado bacteriano.

Assim como descrito para as trés espécies (NELSON et al., 2009), o isolado
bacteriano 3540 (Tabela 43) € produtor da enzima catalase, cresce em anaerobiose
e nao cresce a 55C. N&o foi realizada a comparacédo fenotipica entre o isolado

bacteriano 3540, P. amylolyticus, P. tundrae e P. xylanexedens porque as duas
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Ultimas espécies foram descritas com uma cepa cada, sdo citadas somente no
trabalho que as descreve e nédo foi descrita a capacidade de cada uma dessas
espécies produzirem acido a partir de diferentes carboidratos (NELSON et al., 2009),
nao sendo possivel a comparacdo com os resultados obtidos pelos sistemas API e

VITEK para o isolado bacteriano 3540.

5.10.6 Isolado bacteriano 3566

O isolado bacteriano 3566 foi identificado pela analise da sequéncia do gene
16S rRNA e pelo sistema APl como P. lautus. Como essa espécie ndo faz parte do
banco de dados do sistema VITEK (Tabela 51), este identificou de modo equivocado
a espécie, porém acertou o género do isolado bacteriano (Tabela 43).

Na Tabela 64 foi feita a comparacdo fenotipica entre P. lautus e 3566. O
sistema API do isolado bacteriano 3566 apresentou resultado diferente de P. lautus
apenas para producdo de acido a partir de d-turanose, d-tagatose e xilitol enquanto
o sistema VITEK apresentou resultado diferente de P. lautus para producéo de acido
a partir de amidalina e ribose. Dos quarenta e cinco testes fenotipicos apresentados
na Tabela 64, o isolado bacteriano 3566 (Tabelas 43 e 64) e P. lautus
(HEYNDRICKX et al., 1996) tiveram o0 mesmo resultado em quarenta e dois e ambos
crescem em anaerobiose, sdo produtores da enzima catalase e ndo crescem a
55TC. Esses resultados confirmam que o isolado bact eriano 3566 pertence a espécie
P. lautus.
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Tabela 64 Comparacéo das caracteristicas fenotipicas entre Paenibacillus lautus e o

isolado bacteriano 3566

1 3566
TESTE P. lautus API2 V|TEK3
Hidrolise de esculina + + +
Amidalina + + -
Arbutina + + NR
d-Arabinose + + NR
|-Arabinose + + NR
d-Celobiose + + NR
d-Frutose + + NR
Galactose + + +
Gentiobiose + + NR
d-Glicose + + NR
Glicerol + + NR
Glicogénio + + NR
Lactose + + NR
Maltose + + +
d-Manose + + NR
Manitol + + +
d-Melibiose + + NR
Metil-a-d-Glucopiranosideo + + NR
Metil-B-d-Xilopiranosideo + + NR
N-Acetil-Glicosamina + + +
d-Rafinose + + NR
Ribose + + -
Salicina + + +
Amido + + NR
Sacarose + + +
d-Trealose + + NR
d-Turanose + - NR
d-Xilose + + NR
d-Adonitol - - NR
d-Arabitol - - NR
[-Arabitol - - NR
Dulcitol - - NR
Eritrol - - NR
d-Fucose - - NR
2-ceto-Gluconato - - NR
5-ceto-Gluconato - - NR
d-Lixose - - NR
Inositol - - -
Metil-a-d-Manopiranosideo - - NR
I-Raminose - - NR
Sorbitol - - -
|-Sorbose - - NR
d-Tagatose - + NR
Xilitol - + NR
|-Xilose - - NR

" Resultados de API 50CHB (HEYNDRICKX et al., 1996) ° Resultados apresentados
na Tabela 44 ® Resultados apresentados na Tabela 45. NR: nao realizado.
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5.10.7 Isolado bacteriano 3584

O isolado bacteriano 3584 foi identificado pela analise da sequéncia do gene
16S rRNA como P. timonensis. Como essa espécie nao faz parte dos bancos de
dados dos sistemas VITEK e API (Tabela 51), o VITEK apresentou como resultado
identificacéo inaceitavel e o API se equivocou na identificacdo (Tabela 43).

Na Tabela 65 foi feita a comparacao fenotipica entre P. timonensis e 3584. Os
resultados do sistema API para o isolado bacteriano 3584 foram diferente de P.
timonensis para producdo de acido a partir de d-arabinose, raminose, metil-a-d-
manopiranosideo, sacarose, rafinose, d-turanose, I-fucose e 5-ceto-gluconato
enquanto o sistema VITEK apresentou resultado diferente de P. timonensis para
producéo de acido a partir de amidalina.

A diferenca entre os resultados obtidos pelo sistema VITEK para o isolado
bacteriano 3584 (Tabela 65) e P. timonensis (ROUX; RAOULT, 2004) pode ser
explicada por terem sido utilizadas metodologias diferentes e pela identificacdo do
sistema VITEK ser finalizada em até quinze horas, o que pode ser um tempo
insuficiente para avaliar o real comportamento do isolado bacteriano perante os
substratos. Dos quarenta e seis testes fenotipicos apresentados na Tabela 65, os
resultados do sistema API para o isolado bacteriano 3584 (Tabelas 43 e 65) e P.
timonensis (ROUX; RAOULT, 2004) tiveram o mesmo resultado em trinta e oito,
ambos crescem em anaerobiose e sdo produtores da enzima catalase. As
diferencas entre P. timonensis e os resultados obtidos pelo sistema API do isolado
bacteriano 3584 podem ser justificadas pela descricdo da espécie ter sido realizada
com uma cepa, 0 que impossibilita a avaliacdo da variacdo fenotipica dentro da
espécie. Esses resultados sugerem que o isolado bacteriano 3584 pode pertencer a

espécie P. timonensis.
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Tabela 65 Comparacédo das caracteristicas fenotipicas entre Paenibacillus

timonensis e o isolado bacteriano 3584

. L1 3584
TESTE P. timonensis AP VITEK®
I-Arabinose + + NR
Galactose + + +
Glicose + + +
Frutose + + NR
Metil-a-d-Glucopiranosideo + + NR
N-Acetil-Glicosamina + + +
Amidalina + + -
Arbutina + + NR
Esculina + + +
Salicina + + +
Celobiose + + NR
Maltose + + +
Lactose + + NR
Melibiose + + NR
Trealose + + +
Amido + + NR
Glicogénio + + NR
Gentiobiose + + NR
Glicerol - - NR
Eritrol - - NR
d-Arabinose - + NR
Ribose - - -
|-Xilose - - NR
Adonitol - - NR
Sorbose - - NR
Raminose - + NR
Dulcitol - - NR
Inositol - - -
Manitol - - -
Sorbitol - - -
Metil-a-d-Manopiranosideo - + NR
Sacarose - + -
Inulina - - -
Melezitose - - NR
Rafinose - + -
Xilitol - - NR
d-Turanose - + NR
d-Lixose - - NR
d-Tagatose - - NR
d-Fucose - - NR
|-Fucose - + NR
d-Arabitol - - NR
[-Arabitol - - NR
2-ceto-Gluconato - - NR
5-ceto-Gluconato - + NR

" Resultados de APl 50CHB (ROUX; RAOULT, 2004) * Resultados apresentados na
Tabela 44 ® Resultados apresentados na Tabela 45. NR: nao realizado.
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Os isolados bacterianos deste grupo foram avaliados utilizando analise
filogenética baseada na sequéncia do gene 16S rRNA. A maioria dos isolados
bacterianos se agrupou de acordo com os resultados de similaridade da sequéncia
do gene 16S rRNA apresentados. O isolado bacteriano 3311 ndo se agrupou com as
espécies que apresentaram maior similaridade da sequéncia do gene 16S rRNA. O
relacionamento deste isolado bacteriano com as sequéncias das cepas tipo das
espécies mais similares, P. barengoltzii e P. konsidensis pode ter sido comprometido
uma vez que estas possuem 1339 pares de bases e 1450 pares de bases,

respectivamente.

5.11 OUTROS GENEROS RELACIONADOS AO GENERO Bacillus

Nesse grupo estdo cinco isolados bacterianos pertencentes a cinco diferentes

géneros relacionados ao género Bacillus.

5.11.1 Isolado bacteriano 3404

O género Terribacillus foi determinado para o isolado bacteriano 3404
utilizando a analise da sequéncia do gene 16S rRNA. Essa sequéncia apresentou
similaridade acima de 98,7% com T. saccharophilus, T. goriensis e T. halophilus,
respectivamente, sendo possivel a determinacdo das provaveis espécies do isolado
bacteriano. Como este género ndo faz parte dos bancos de dados dos sistemas API
e VITEK (Tabela 51), ambos apresentaram resultados de identificacdo equivocados
(Tabela 47).

O isolado bacteriano 3404 (Tabela 47), T. goriensis, T. saccharophilus e T.
halophilus (AN et al., 2007, KIM et al., 2007) sao produtores da enzima catalase, ndo
crescem em anaerobiose nem a 55C. Na Tabela 66 foi feita a comparacéo
fenotipica entre T. goriensis, T. saccharophilus, T. halophilus e o isolado bacteriano

3404. Dos quarenta e cinco testes fenotipicos apresentados na Tabela 66, o isolado
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bacteriano 3404 e T. goriensis tiveram o0 mesmo resultado em quarenta e dois,
apresentando resultado diferente apenas para produc¢éo de &cido a partir de n-acetil-
glicosamina (VITEK), amidalina e l-arabinose. O isolado bacteriano 3404 e T.
saccharophilus tiveram o mesmo resultado em oito dos nove testes realizados,
apresentando resultado diferente para producdo de acido a partir de melibiose. Na
comparacao com T. halophilus, 3404 teve o mesmo resultado em seis dos nove
testes realizados, sendo diferente para producdo de acido a partir de glicose,
melibiose e sacarose (Tabela 66).

As diferengas fenotipicas encontradas entre o isolado bacteriano 3404 e as
trés espécies podem ser explicadas pelo nimero de cepas utilizado para a descricdo
de cada espécie, T. goriensis foi descrita com uma cepa, T. saccharophilus foi
descrita com duas e T. halophilus foi descrita com uma cepa (AN et al., 2007, KIM et
al., 2007). Esse pequeno numero de cepas analisado pode ter impossibilitado a
avaliagdo da variagdo fenotipica existente dentro de cada uma das espécies. Esses

resultados impossibilitam a identificacédo do isolado bacteriano 3404.
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Tabela 66 Comparacédo das caracteristicas fenotipicas entre Terribacillus goriensis,

Terribacillus saccharophilus, Terribacillus halophilus e o isolado bacteriano 3404

. L1 o Lo 3404
TESTE T. goriensis T. saccharophilus T. halophilus API® VITEK

Glicose + + - + +
d-Frutose + NR NR + NR
d-Manose + NR NR + NR
Melibiose + - - + NR
Raminose NR - - - NR
d-Trealose + NR NR + NR

Manitol + + + + +

Esculina + NR NR + +
d-Celobiose + NR NR + NR
d-Lactose + NR NR + NR
d-Rafinose + NR NR + NR
Glicerol + NR NR + NR

N-Acetil-Glicosamina + NR NR + -

Amidalina + - - - -

Salicina + NR NR + +
Arbutina + NR NR + NR
Gentiobiose + NR NR + NR
d-Tagatose + NR NR + NR

Sacarose + + - + +
Eritrol - NR NR - NR
Adonitol - NR NR - NR
Metil-B-d-Xilopiranosideo - NR NR - NR
|-Sorbose - NR NR - NR
Dulcitol - NR NR - NR
Metil-a-d-Manopiranosideo - NR NR - NR
Metil-a-d-Glucopiranosideo - NR NR - NR
Melezitose - NR NR - NR
Amido - NR NR - NR
Glicogénio - NR NR - NR
Xilitol - NR NR - NR
d-Turanose - NR NR - NR
d-Lixose - NR NR - NR
d-Fucose - NR NR - NR
|-Fucose - NR NR - NR
Gluconato de potassio - NR NR - NR
2-ceto-Gluconato de potassio - NR NR - NR
5-ceto-Gluconato de potassio - NR NR - NR

Arabinose NR - - -
d-Arabinose - NR NR - NR
|-Arabinose - NR NR + NR
d-Ribose - NR NR - NR
d-Xilose - NR NR - NR
|-Xilose - NR NR - NR

Inositol - - - - -

Sorbitol - - - - -
d-Maltose - NR NR - NR

Inulina - NR NR - -

" Resultados de APl 50CHB (KIM et

® Resultados apresentados na Tabela 48 *Resultados apresentados na Tabela 49. NR: ndo realizado.

al., 2007) ° Resultados de APl 50CHB e APl 20NE (AN et al., 2007)
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5.11.2 Isolado bacteriano 3405

O isolado bacteriano 3405 apresentou similaridade do gene 16S rRNA acima
de 98,7% respectivamente com L. boronitolerans e L. fusiformis, com isso foi
possivel a determinacdo das suas provaveis espécies. Como das provaveis
espécies desse isolado bacteriano somente L. fusiformis faz parte do banco de
dados do sistema VITEK (Tabela 51), esse foi o resultado obtido. Entretanto isso
ndo é garantia de que o isolado bacteriano realmente pertenca a essa espécie. O
sistema API se equivocou no resultado da identificagéo.

N&o é possivel diferenciar L. boronitolerans de L. fusiformis pela producéo de
acido a partir de carboidratos, uma vez que ambas as espécies sdo fracamente
reativas (AHMED et al.,, 2007). Testes como teste VP e hidrélise de gelatina
poderiam diferenciar L. boronitolerans de L. fusiformis, porém, como esses
resultados foram obtidos com poucas cepas das espécies (trés e uma,
respectivamente) (AHMED et al., 2007), eles podem nao representar a variacado de
capa espécie. Esses resultados impossibilitam a definicdo da espécie do isolado
bacteriano 3405.

5.11.3 Isolado bacteriano 3482

O isolado bacteriano 3482 ndo apresentou similaridade do gene 16S rRNA
acima de 98,7% com nenhuma espécie descrita, sendo possivel a determinagcéo do
seu género. As espécies que apresentaram maior similaridade da sequéncia do
gene 16S rRNA foram C. phaseoli, C. hongkongensis e C. thermotolerans,
respectivamente. Como o percentual de similaridade do gene 16S rRNA do isolado
bacteriano esta abaixo de 97% com quaisquer espécies descritas, esse isolado
bacteriano pode fazer parte de uma espécie ainda ndo descrita (STACKEBRANDT;
EBERS, 2006).

Como este género bacteriano ndo faz parte dos bancos de dados dos

sistemas VITEK e API (Tabela 51), o sistema API apresentou como resultado um
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identificagdo inaceitavel e o sistema VITEK um resultado equivocado da
identificagéo.

Na Tabela 67 foi feita a comparagéo fenotipica entre C. hongkongensis, C.
phaseoli, C. thermotolerans e o isolado bacteriano 3482. O sistema API para o
isolado bacteriano 3482 apresentou resultado semelhante ao de C. hongkongensis
para producdo de &cido a partir de quinze carboidratos e a Unica diferenca entre os
resultados do sistema VITEK para o isolado bacteriano 3482 e o de C.
hongkongensis foi a producdo de &cido a partir de amilopectina. O isolado
bacteriano 3482 apresentou resultado diferente de C. phaseoli para producédo de
acido a partir de d-arabinose (VITEK), ribose (VITEK), d-xilose (VITEK), d-glicose
(VITEK), amidalina, salicina, maltose (VITEK), sacarose (VITEK), trealose (VITEK),
d-rafinose (VITEK), amido e glicogénio. O isolado bacteriano 3482 apresentou
resultado diferente de C. thermotolerans para producdo de acido a partir de I-
arabinose, d-xilose (API), d-glicose (API), d-manose, raminose, inositol (API), metil-
a-d-glucosideo, celobiose, maltose (API), lactose, sacarose (API), trealose (API) e d-
rafinose (API).

O isolado bacteriano 3482 pode ser diferenciado fenotipicamente das
espécies C. hongkongensis, C. phaseoli e C. thermotolerans por varios testes
fenotipicos (TENG et al., 2003, KAMPFER et al., 2006, GARCIA-FRAILE et al.,
2008). Dos quarenta e um testes do sistema APl apenas quinze apresentaram o
mesmo resultado para o isolado bacteriano 3482 e para C. hongkongensis (Tabela
67). O isolado bacteriano 3482 pode ser diferenciado de C. hongkongensis tambéem
pelo sistema VITEK, além disso C. hongkongensis (TENG et al., 2003) € Gram
negativa e a enzima catalase € fracamente produzida enquanto 3482 (Tabela 67) é
Gram positivo e produtor da enzima catalase. Dos vinte e dois testes realizados,
3482 (Tabela 67) apresentou resultado diferente de C. phaseoli em doze (GARCIA-
FRAILE et al., 2008) e dos dezenove testes, o isolado bacteriano 3482 apresentou
resultado diferente de C. thermotolerans em treze (KAMPFER et al., 2006). Outra
diferenga entre 3482 e C. thermotolerans é o fato de o isolado bacteriano néo ter
capacidade de crescer a 55T enquanto cepas da espécie C. thermotolerans
crescem bem na mesma temperatura (KAMPFER et al., 2006). Esses resultados
sugerem que o isolado bacteriano 3482 pode pertencer a uma espécie ainda néo

descrita.
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hongkongensis, Cohnella phaseoli, Cohnella thermotolerans e 3482
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TESTE Agl.lhongko\?lgrtlazr&slls C. phaseoli® C. thermotolerans® AP 348\;/2ITEK5
Glicerol - NR NR NR + NR
Eritrol - NR NR - - NR
D-Arabinose - - + NR + -
L-Arabinose - NR + - + NR
Ribose - - + NR + -
D-Xilose - - + - + -
L-Xilose - NR NR NR + NR
B Metil xilosideo - NR + NR + NR
D-Glicose - - + - + -
D-Frutose - NR + NR + NR
D-Manose - NR + - + NR
L-Sorbose - NR NR NR - NR
Raminose - NR NR - + NR
Dulcitol - NR NR - - NR
Inositol - - NR - -
Manitol - - NR - - -
Sorbitol - - NR - - -
Metil- a-d-manosideo - NR NR NR + NR
Metil- a-d-glucosideo - NR + - + NR
Amidalina - - + NR -
Salicina - - + - - -
Celobiose - NR + - + NR
Maltose - - + - + -
Lactose - NR + - + NR
Sacarose - - + - + -
Trealose - - + - + -
Inulina - - NR NR - -
Melezitose - NR NR NR + NR
D-Rafinose - - + - + -
Amido - NR + NR - NR
Glicogénio - NR + NR - NR
Xilitol - NR NR NR - NR
Gentiobiose - NR + NR + NR
D-Turanose - NR + NR + NR
D-Lixose - NR NR NR + NR
D-Fucose - NR NR NR + NR
L-Fucose - NR + NR + NR
D-Arabitol - - NR - - -
L-Arabitol - NR NR NR - NR
Gluconato - NR NR NR - NR
2-ceto Gluconato - NR NR NR - NR
Platinose NR - NR NR NR -
Amilopectina NR - NR NR NR +
Tiocianato de Potassio NR - NR NR NR -
7% NacCl NR - NR NR NR -
Acido Mandélico NR - NR NR NR -
Oleandomicina NR - NR NR NR -
Acetato de Sédio NR + NR NR NR +
_Poliamido NR : NR NR NR :
Higro estreptina
Acido Nalidixico NR - NR NR NR -
Vermelho de tetrazélio NR NR NR NR -

T Resultados de TENG et al.,

2003 * Resultados de API

50CHB, API 20NE e APl 20E (GARCIA-FRAILE et al.,

2008) ® Resultados de APl 50CHB (KAMPFER et al., 2006) * Resultados apresentados na Tabela 48
® Resultados apresentados na Tabela 49. NR: néo realizado.
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5.11.4 Isolado bacteriano 3535

O isolado bacteriano 3535 foi identificado pela analise da sequéncia do gene
16S rRNA como pertencente a espécie O. sojae. Como esta espécie néo faz parte
dos bancos de dados dos sistemas VITEK e API (Tabela 51), estes sistemas
apresentaram como resultado identificacédo inaceitavel (Tabela 47).

Assim como a espécie O. sojae (TOMINAGA et al.,, 2009), o isolado
bacteriano 3535 produz a enzima catalase, ndo cresce a 55C nem em anaerobiose
(Tabela 47). Para as quarenta e nove provas do API, 3535 (Tabela 48) apresentou
resultado diferente de O. sojae (TOMINAGA et al., 2009) nos seguintes testes: d-
arabinose, inositol, amido e d-turanose. Essas diferencas podem ser explicadas pelo
fato de a espécie ter sido descrita com apenas uma cepa (TOMINAGA et al., 2009),
ndo sendo determinadas as variagfes fenotipicas dentro da espécie.

5.11.5 Isolado bacteriano 3552

O isolado bacteriano 3552 foi identificado pela analise da sequéncia do gene
16S rRNA como pertencente a espécie Paenisporosarcina quisquiliarum. Como esta
espécie ndo faz parte dos bancos de dados dos sistemas VITEK e API (Tabela 51),
o VITEK se equivocou no resultado da identificacdo e o APl apresentou uma
identificacdo inaceitavel (Tabela 47).

O isolado bacteriano 3552 (Tabela 47) e a espécie Paenisporosarcina
quisquiliarum (KRISHNAMURTHI et al., 2009) sdo produtores da enzima catalase,
aerdbicos estritos e ndo crescem a 55C. Dos quarenta e nove testes do API, o
isolado bacteriano 3552 foi positivo apenas para 5-ceto-gluconato de potassio
(Tabela 48) e dos vinte e nove testes do VITEK o isolado bacteriano 3552 foi positivo
apenas para acetato de sédio (Tabela 49). Como néo foi descrito o comportamento
da espécie Paenisporosarcina quisquiliarum para esses testes, ndo € possivel a
comparacao pela producdo de acido a partir de diferentes carboidratos do isolado

bacteriano com a espécie citada.
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Os cinco isolados bacterianos pertencentes aos géneros relacionados ao
género Bacillus tiveram as sequéncias do gene 16S rRNA submetidas a analise
filogenética (Figuras 8 e 9). Os isolados bacterianos 3404, 3535 e 3552 se
agruparam com as espeécies que apresentaram maior similaridade da sequéncia do
gene 16S rRNA (Figura 9).

O isolado bacteriano 3405 pertence ao género Lysinibacillus. As sequéncias
do gene analisado das cinco espécies deste género foram incluidas na analise
filogenética, entretanto a sequéncia de uma das espécies com a qual o isolado
bacteriano em questdo apresentou similaridade acima de 98,70%, L. fusiformis,
possui apenas 1412 pares de bases e por este motivo pode nao ter se agrupado
com o isolado bacteriano 3405 (Figura 9).

A sequéncia do gene 16S rRNA do isolado bacteriano 3482 que pertence ao
género Cohnella foi submetida a analise filogenética com as sequéncias das doze
espécies deste género. Esta andlise mostrou que este isolado bacteriano parece
pertencer a uma espécie nao descrita, entretanto € necessaria a realizacdo de

experimentos de reassociacdo de DNA-DNA para confirmacao (Figura 8).

5.12 SISTEMAS PARA IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

Os sistemas de identificacdo automatizada séo utilizados em laboratorios de
microbiologia clinica e de alimentos. Esses sistemas apresentam vantagens sobre
0s métodos convencionais, como reducdo do trabalho e do erro humano, aumento
do nimero de isolados bacterianos analisados e resultados rapidos. E essencial
determinar a sensibilidade, a especificidade e a repetibilidade desses sistemas para
a identificagcdo de microrganismos (ODUMERU et al., 1999). Stager e Davis (1992)
avaliaram os sistemas automatizados VITEK, Sensititre, Walkaway-96, Walkaway-
40, Autoscan-4, Aladin e Autoreader, Biolog, Midi Microbial Identification System e
Autosceptor para identificagdo de microrganismos e concluiram que a maioria
desses sistemas foi capaz de identificar microrganismos de origem clinica. Eles

também concluiram que, apesar disso, ainda existe espaco para melhoria da
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capacidade de identificacdo, pois foram constatadas limitagbes na identificacdo
realizada por esses sistemas (STAGER; DAVIS, 1992).

O esperado é que microrganismos ausentes nos bancos de dados dos
sistemas de identificacdo ndo sejam identificados. Uma das limitacbes apresentadas
pelos sistemas comerciais foi o fato de, mesmo quando testados microrganismos
nao presentes nos bancos de dados, eles terem sido frequentemente identificados
(STAGER; DAVIS, 1992). Dos isolados bacterianos avaliados nesse estudo, 35%
nao estavam presentes nos bancos de dados dos respectivos sistemas. Destes,
77,5% foram identificados pelo APl e 75% foram identificados pelo VITEK (Tabelas
29, 31, 37,41, 43 e 47).

Esses sistemas também apresentaram dificuldade na identificacdo de
microrganismos de crescimento lento. Esse tipo de microrganismo pode ser
identificado de maneira equivocada porque a leitura dos testes, normalmente
finalizada entre 4 e 24 horas, é feita antes do tempo necessario para o
microrganismo reagir a prova (STAGER; DAVIS, 1992). Nesse estudo esta questao
foi observada para os isolados bacterianos de crescimento lento avaliados pelo
sistema VITEK. Esse sistema identificou de modo equivocado microrganismos de
crescimento lento em cinco dos onze grupos nos quais os isolados bacterianos
foram separados (Tabelas 25, 29, 31, 43 e 47). Uma das dificuldades para a
realizacdo do APl 50CHB para isolados bacterianos de crescimento lento foi a
obtencdo da quantidade de células necessarias para que a escala 2 de McFarland
fosse alcangcada apds vinte e quatro horas de incubacdo. No caso dos isolados
bacterianos avaliados nesse estudo, os que foram identificados pelo sistema API e
pelo VITEK como Lysinibacillus sp., Brevibacillus sp. e como Bacillus n&o reativo se
enquadram na categoria de microrganismos de crescimento lento (Tabelas 25, 29,
31, 43 e 47).

Foi também sugerido que os sistemas automatizados avaliados ndo sejam
altamente reprodutiveis na geracéo de perfis idénticos (STAGER; DAVIS, 1992). Em
outras palavras, um mesmo isolado bacteriano pode apresentar variacées no perfil
metabdlico quando realizado um novo teste, fazendo com que esse tipo de sistema
de identificagdo nao seja preciso (STAGER; DAVIS, 1992).

Morgan e colaboradores (2009) avaliaram a identificacdo de quinze cepas de

Bacillus que ndo puderem ser identificadas por testes bioquimicos convencionais. As
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cepas foram identificadas pela analise da sequéncia do gene 16S rRNA e pelo
sistema Biolog Omnilog e os resultados foram comparados, tendo a andlise da
sequéncia do gene 16S rRNA como método de referéncia. Das quinze cepas, seis
foram identificadas corretamente, trés tiveram o género identificado corretamente,
duas tiveram o género identificado de maneira equivocada e quatro ndo foram
identificadas por Biolog Omnilog (MORGAN et al., 2009).

Logan e Berkeley (1984) avaliaram a capacidade do sistema APl em
identificar espécies de Bacillus. Nesse trabalho foram utilizadas mais de mil isolados
bacterianos que representavam todas as espécies do género descritas na época,
exceto as espécies fastidiosas patogénicas para insetos e as que necessitavam de
pH muito alto ou muito baixo para seu crescimento. Foi concluido que o sistema API
permitiu a identificacdo de trinta e oito taxa e que a disponibilidade de um grande
namero de testes permite a identificagcdo de cepas atipicas e intermediarias. Porém,
o API ndo conseguiu diferenciar espécies incapazes de produzir acidos a partir dos
carboidratos testados assim como as espécies com capacidade de produzir acidos a
partir de poucos dos carboidratos testados (LOGAN; BERKELEY, 1984).

Houve dificuldade na identificagéo pelo sistema APl quando a cor do meio no
momento da leitura dos testes era laranja, um resultado duvidoso entre vermelho
(negativo) e amarelo (positivo). Esse problema foi apresentado nas Tabelas 6, 10,
14, 18, 22, 26, 32, 34, 38, 44 e 48. Os resultados apresentados na Figura 1 mostram
que o API foi capaz de identificar corretamente a espécie ou as provaveis espécies
de 54% dos isolados bacterianos analisados. As limitacbes deste sistema citadas
anteriormente podem justificar este valor.

O sistema VITEK 2 foi avaliado por Halket, Dinsdale e Logan (2010) quanto a
sua capacidade de identificar Bacillus e géneros relacionados. Nesse trabalho foi
apresentado um percentual de acerto de 93% para o VITEK2 BCL e de 70% para o
VITEK BAC. Porém o objetivo era avaliar a acuracia do cartdo BCL do VITEK2 para
a identificacdo das espécies mais comuns. Nao foram definidos os critérios para
definicdo de espécies comuns (HALKET; DINSDALE; LOGAN, 2010).

No estudo de Halket, Dinsdale e Logan (2010), quando um isolado bacteriano
apresentou uma identificacdo diferente da esperada, ele foi retestado para ver se
daria o resultado esperado. Entretanto, isso ndo acontece num laboratorio de

identificacdo de microrganismos uma vez que nao se sabe a identificacdo que o
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isolado bacteriano deve apresentar. Esse fato pode ter superestimado o acerto do
VITEK2. Outro ponto interessante é que dos seis isolados bacterianos isolados de
area limpa, cinco foram identificados de maneira equivocada pelo VITEK2. Isso
sugere que o percentual de acerto do sistema VITEK2 pode ser reduzido quando a
origem dos isolados bacterianos é considerada e quando é utilizada uma origem de
isolados bacterianos semelhante aos isolados bacterianos encaminhados para o
IDBAC.

Pode ser feita uma critica ao trabalho de Halket, Dinsdale e Logan (2010) que
é ter identificado B. licheniformis pelo sequenciamento do gene 16S rRNA (HALKET;
DINSDALE; LOGAN, 2010) apesar de ndo ser possivel diferenciar B. licheniformis
de B. sonorensis pelo sequenciamento desse gene (PALMISANO et al., 2001).

Algumas criticas feitas aos sistemas de identificacdo de microrganismos por
Stager e Davis (1992) podem ser também aplicadas ao trabalho de Halket, Dinsdale
e Logan (2010). Uma delas é nédo estar citado qual foi o método de referéncia
utilizado na comparacdo dos resultados de identificacdo (HALKET; DINSDALE;
LOGAN, 2010). Outra critica € o universo amostral do trabalho e o banco de dados
do VITEK2 (STAGER; DAVIS, 1992). No banco de dados BCL estdo quarenta e seis
espécies dos seguintes géneros: Aneurinibacillus, Bacillus, Brevibacillus,
Geobacillus, Paenibacillus e Virgibacillus. Dessas espécies, foram avaliadas vinte e
quatro (LOGAN; BERKELEY, 1984), um numero bem menor que o numero de
espécies descritas nesses géneros (Tabelas 1 e 2).

Uma limitagdo importante dos sistemas comerciais de identificacdo de
Bacillus e géneros relacionados sdo os bancos de dados. As Tabelas 52 e 53
ilustram a limitacdo dos bancos de dados dos sistemas APl e do VITEK frente ao
universo de espécies descritas dos microrganismos em questdo. Como esses
organismos s&do, em sua maioria, considerados clinicamente irrelevantes, eles
frequentemente ndo estdo incluidos nos bancos de dados de sistemas de
identificacdo de microrganismos de origem clinica (CLARRIDGE, 2004). Os cartbes
BAC e BCL do sistema VITEK foram propostos para utilizacdo na industria de
alimentos e farmacos. Entretanto existem raros estudos mostrando a diversidade
destes organismos no ambito da producdo de produtos farmacéuticos. No banco de
dados BCL (VITEK 2) estdo quarenta e seis espécies dos seguintes géneros:

Aneurinibacillus, Bacillus, Brevibacillus, Geobacillus, Paenibacillus e Virgibacillus. Se
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somadas as espécies existentes nos seis géneros, sao mais de trezentas (Tabelas 1
e 2). Isto ilustra a dificuldade da utilizagcdo destes sistemas para identificacdo dos
organismos de origem ambiental pertencentes aos géneros em questdo. As
metodologias moleculares agilizaram os estudos taxonémicos das bactérias de
origem ambiental e a cada dia mais espécies tém sido descritas, 0 que pode
dificultar a atualizacdo dos bancos de dados destes sistemas para incluir as novas
espécies. Além disto, algumas espécies sdo incompativeis com o0s sistemas
comerciais. Considerando-se apenas 0 género Bacillus, um terco das suas espécies
apresenta uma ou mais das seguintes caracteristicas: acidofilo, alcalofilo, termofilico,
psicrofilico, haldfilo, nutricionalmente fastidioso ou anaerobio estrito (HALKET;
DINSDALE; LOGAN, 2010).

A anadlise da sequéncia do gene 16S rRNA utilizada com o objetivo de
identificar bactérias apresenta algumas limitagBes, entretanto este estudo mostrou
ter mais vantagens do que a identificacdo obtida pelos sistemas comerciais API e
VITEK para o grupo bacteriano avaliado. Neste estudo a metodologia molecular
identificou o género de todos os isolados bacterianos, a espécie de 17% dos
isolados bacterianos, as provaveis espécies de 65% dos isolados bacterianos e
indicou que 18% dos isolados bacterianos podem pertencer a espécies ainda nao
descritas. Essas informacdes ndo sdo obtidas quando é feita a identificacdo
fenotipica. A rapidez dos resultados é outro ponto favoravel a identificacdo pela
analise do sequenciamento do gene 16S rRNA.

Laboratorios de referéncia que frequentemente recebem para identificacdo
isolados bacterianos atipicos, como o0s raramente relacionados com infeccao
humana ou os considerados contaminantes ambientais, precisam utilizar métodos
adicionais aléem dos testes convencionais de identificacdo, como a analise da
sequéncia do gene 16S rRNA (MORGAN et al.,, 2009). Os isolados bacterianos
enviados ao Setor de Identificacdo Bacteriana do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude apresentam essas caracteristicas, por isso a necessidade da

implantacdo de metodologias moleculares para a identificacao.
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6 CONCLUSOES

v

O API e o VITEK foram capazes de identificar a espécie ou as provaveis

espécies de 54% dos isolados bacterianos avaliados.

APl e VITEK sistemas apresentaram limitacbes na identificacdo dos

microrganismos avaliados.

O API identificou 77,5% dos isolados bacterianos avaliados que néo estavam

presentes no seu banco de dados e o VITEK identificou 75%.

VITEK e API identificaram de modo equivocado microrganismos de
crescimento lento em cinco dos onze grupos nos quais o0s isolados

bacterianos foram separados.

O sequenciamento do gene 16S rRNA foi capaz de identificar a espécie de
guatorze amostras e as provaveis espécies de cinquenta amostras,

correspondendo a 82% dos isolados bacterianos testados.

O sequenciamento do gene 16S rRNA sugere que 0s 18% restantes
correspondem a quinze isolados bacterianos que podem pertencer a seis
espécies bacterianas ainda néo descritas.

A andlise da sequéncia do gene 16S rRNA possibilitou a identificacdo do
género de todos os isolados bacterianos, a indicacdo de espécies ainda nao
descritas e a demonstracdo do alto percentual de identificacdes equivocadas
pelo API e pelo VITEK.

A utilizacdo de metodologias moleculares é fundamental para que sejam

obtidas identificagbes confiaveis de BGPE pelo INCQS.
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