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PREFACIO

tilizando linguagem simples e, a0 mesmo tempo precisa, a Coletanea de Procedimentos Técni-

cos e Metodologias Empregadas para o Estudo de Bacillus e Géneros Esporulados Aerobios

Correlatos ¢ um manual imprescindivel em todos os Laboratorios envolvidos em experimentacdo e
diagnostico de bactérias, mais especificamente aquelas dos géneros Bacillus e correlatos.

Nesta Coletanea, Leon Rabinovitch e colaboradores descrevem incialmente uma série de conceitos que
permitirdo ao leitor adquirir nogdes basicas de bacteriologia, particularmente relativas a Bacillus e géneros
correlatos. Assim, deslizando desde a morfologia até a bioquimica e biologia celular e molecular, o leitor gra-
dualmente se apropria do conhecimento necessario para a realizagao consciente de quaisquer manipulagoes de
cultivo, sejam elas para fins de pesquisa biomédica ou para diagnostico. Destacam-se nesta parte da Coletanea
os procedimentos minimos para descricdo de novas espécies do mesmo género.

Uma vez estabelecidas as basicas teodricas essenciais, a coletanea descreve de forma detalhada um série de
meios de cultivo. Tal descricao, para além de ser um importante catalogo de procedimentos em varios exem-
plos, faz ainda uma analise critica de situagdes-problema que podem surgir e, de uma maneira geral, indicagdes
de uso de tais ou quais meios de cultivo.

Continuando o fluxo natural de aquisi¢do do conhecimento, o leitor é entdo exposto as provas fisioldgicas
e métodos de coloragdo, visando a caracterizagao destas bactérias.

Em seguida, uma extensa série de anexos descreve procedimentos mais especificos, como por exemplo o cres-
cimento bacteriano em presenca de metais, testes de tolerancia a inseticidas, entre outros. Nesta mesma série, o
leitor adentra um outro mundo que ¢ o da producdo em escala, a partir de espécies isoladas adequadamente, além
de procedimentos e conservagao de linhagens esporuladas, incluindo criopreservacio de esporos.

Por fim, a Coletanea prové uma extensa lista de espécies do género Bacillus, contendo os respectivos dados
iniciais sobre o isolamento de cada espécie e que, seguramente, serdo uteis no dia a dia do laboratorio.

Para um leitor que nao trabalha em cultivos bacterianos, a Coletinea traduz-se como um texto simples,
objetivo e, a0 mesmo tempo, completo, que nos permite adquirir a nogao clara sobre a importancia da propria
existéncia do livro.

Por outro lado, temos certeza absoluta que a Coletidnea de Procedimentos Técnicos e Metodologias Em-
pregadas para o Estudo de Bacillus e Géneros Esporulados Aerébios Correlatos se tornara um livro de
bancada em todos os Laboratorios que se dedicam ao tema, caracterizando-se ainda como leitura obrigatoria
relativa a todos os processos de gestdo pela qualidade de Laboratdrios que trabalham com fisiologia e cultivo

de bactérias.

Wilson Savino

Pesquisador Titular e Diretor do Instituto Oswaldo Cruz,
Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro

Membro Titular da Academia Brasileira de Ciéncias
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INTRODUCAO

o grupo das bactérias aerdbias ou aerobias facultativas esporuladas o Género Bacillus e géneros

geneticamente proximos ocupam um lugar expressivo em virtude de apresentarem muitas espécies

uteis ao homem. Poucas espécies sdo patogénicas, e as demais despontam, preferencialmente, como
microrganismos de importancia industrial, pois geram produtos que sdo comercializados. Diferentes enzimas,
proteinas, antibidticos, inseticidas bacterianos e outros compostos organicos sao produzidos em escala indus-
trial gragas a esses microrganismos. Por este motivo, essas bactérias sdo muito estudadas sob os mais variados
aspectos. O isolamento de novas estirpes ¢ a identificacdo, preservag@o e conservacdo das mesmas ocupam
lugar de destaque no campo da pesquisa e desenvolvimento de produtos biologicos.

A presente coletanea de meios de cultura e procedimentos laboratoriais traduz a preocupagdo do Labora-
torio de Fisiologia Bacteriana — LFB, do Instituto Oswaldo Cruz — Fundagao Oswaldo Cruz — Ministério da
Satde, em preservar a sua experiéncia e divulgar os caminhos que levam os seus pesquisadores e técnicos a
conhecer as diferentes caracteristicas das espécies de Bacillus ¢ de géneros correlatos com as quais lidam,
auxiliando os estudos taxondmicos e pesquisas.

Na elaboragdo deste conjunto de informagdes metodologicas basicas, considerou-se a importancia da ex-
pressdo fenotipica através da submissdo das bactérias a condi¢des de cultivo modelares, bem como proce-
dimentos técnicos, para, deste modo, permitir a reproducdo de resultados e sua comparagdo com aqueles de
outros autores publicados em diferentes tempos.

Convém ressaltar que as caracteristicas fenotipicas cldssicas tais como morfologia e citologia, sorologia,
bioquimica e fisiologia celulares sdo de importancia para, em conjungao com caracteres quimiotaxonomicos ¢
estudos dos acidos nucléicos e aliados as caracteristicas genotipicas, permitir uma melhor discriminagao den-
tro dos grupos bacterianos e, melhor ainda, entre individuos que integram um género ou uma espécie.

O estudo dessas caracteristicas e a padronizacdo dos métodos e técnicas vém sendo propostos pelo Co-
mité Internacional de Bacteriologia Sistematica, Sub-Comité de Taxonomia do Género Bacillus, com vistas
a descricdo de espécies novas, inclusive para os organismos proximos aos Bacillus. Uma listagem de proce-
dimentos e caracteristicas minimas sugeridas pelo Sub-Comité esta também apresentada aqui, muito embora

outros procedimentos ¢ meios de cultura em uso figurem da mesma forma neste conjunto de excertos seletos.

Leon Rabinovitch
Autor
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NOCOES E CONCEITOS BASICOS

Microrganismos, Habitats e Associacoes!

Na natureza, os grupos de células microscopicas, incluindo as procarioéticas das bactérias, estao associados
entre si formando populagdes. O local onde grupos de microrganismos vivem tem a denominagdo de
habitat. Neste, podem ser encontrados ambientes preferenciais de espécies de bactérias denominados “nichos
ecologicos”. Os habitats podem estar localizados em locais de facil ou de dificil acesso para o homem — por
vezes até impossivel. Outras vezes, as populagdes implantam habitats em seres vivos, animais e vegetais.
Como as populagdes interagem entre si, que ¢ quando diferentes reacdes quimicas ocorrem, a consequéncia € a
predominancia de grupos que sucessivamente se alternam conforme as caracteristicas naturais dos integrantes
dessas populagdese os nutrientes existentes.

O agrupamento desses seres também € conhecido por “comunidades microbianas”, compostas por dife-
rentes células de movimentagao livre ou, inversamente, constituindo biofilmes. Estes ultimos expressam vida
com suas diferentes rea¢des quimicas relacionadas a nutrigdo e ao metabolismo, modificam os locais e 0 meio
ambiente, bem como os materiais onde os seres estdo fixados; por sua vez, a associacdo desses seres vivos e
suas relacdes com o meio ambiente onde se situam recebe a denominacdo de ecossistema.

Assim, bactérias integrantes de comunidades microbianas podem ser encontradas em diferentes habitats —
vivos ou inanimados. E podem dai ser retiradas das misturas e cultivadas em laboratorio, onde ainda podem
ser preservadas e conservadas em condi¢des de viabilidade (sem replicagado celular), mas com individualidade

especifica, uma Unica espécie.

1. [Michael T. Madigan; John M. Martinko & Jack Parker “Microbiologia de Brock”, 2004. Sdo Paulo: Prentice Hall].
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CONCEITO DE ESPECIE EM CELULAS
PROCARIOTICAS COMO AS BACTERIAS?

Bactérias sdo células integrantes do grupo de procariotos filogeneticamente relacionados, e sdo distintas
dos membros integrantes dos dominios Archaea e Eukarya. As bactérias sdo seres haploides e se repro-
duzem assexuadamente por mecanismo denominado de cissiparidade ou biparticdo. Os microbiologistas, em
particular os bacteriologistas, adotam hoje, até segunda ordem, a combinagdo de taxonomia (taxionomia) po-
lifasica® de modo a diferenciar espécies procarioticas com bases tanto genéticas quanto fenotipicas, estudando
caracteristicas da célula. Considerando as caracteristicas genéticas até entdo conhecidas, os critérios da taxo-
nomia polifasica adotam o sequenciamento do RNAr (ribossomal) e a hibridizagdo gendmica (hibridizacao
DNA-DNA).

Um procarioto cuja sequéncia de RNAr 16S apresente mais de 3% de diferencas com relagdo as outras cé-
lulas do mesmo dominio (isto é, quando a similaridade de qualquer sequéncia comparada a outra dentro de um
banco de dados ¢ inferior a 97%) passa a ser considerado como nova espécie. Para tanto, a espécie bacteriana é
examinada quanto as caracteristicas que se conhece e se convenciona adotar, com abordagens que englobam a
morfologia celular, colonial, suas propriedades tintoriais, dimensdes da célula, metabolismo fisioldgico, ener-
gético e bioquimico, de sintese, de excrecdo, enzimatico, antigénico e até¢ o emprego de métodos moleculares

que revelam caracteristicas genéticas (plasmideos e genes especificos, sequenciamento de genes etc.).

2. [Michael T. Madigan; John M. Martinko & Jack Parker “Microbiologia de Brock”, 2004. Sdo Paulo: Prentice Hall].

3. Taxonomia esta ligada a classificagdo microbiana, ¢ a ciéncia da classificagdo, que depende da identificagdo e da nomenclatura. Em
bactérias a nomenclatura é sempre binaria de modo a evidenciar um género ¢ a espécie desse género. Dentro de espécies podem existir
2

variedades, tipo ou sub-espécies que originam o conceitos de “cepa”, “estirpe” ou “linhagem” para mostrar diferenciagdes bioquimicas,
fisiologicas e sorologicas dentro de uma mesma espécie (diferenciagdes intraespecificas).
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BACTERIAS COMO SISTEMAS VIVOS*

Todos os organismos celulares, incluindo bactérias, apresentam reagdes que expressam atividades de as-
similagdo, degradacdo ou sintese de substancias, inclusive utilizando essas atividades para aplicar na sua
propria reprodugdo. Assim, bactérias apresentam metabolismo, que ¢ expresso de modos diferentes. As células
bacterianas sdo capazes de captar substancias quimicas do “meio ambiente”, normalmente por se encontrarem
em solucdo aquosa. Os processos bioquimicos envolvidos na degradagdo de compostos organicos ou inorgani-
cos, em geral produzindo energia quimica, sdo conhecidos como catabolismo. De outro modo, no anabolismo
ocorrem as sinteses, consumindo a energia anteriormente armazenada.

Aqui, a conservacao de parte da energia quimica ¢ feita por armazenamento em compostos, de modo que
possam ser utilizados por ela mesma, e posteriormente excretando os produtos finais das reagdes ndo mais
necessarios. A energia ¢ utilizada para novas sinteses que conduzem a reproducao, ou seja, sdo capazes de re-
alizar reagdes bioquimicas em proveito da reproducao da espécie. Reagao ocorrente, quer no anabolismo quer
no catabolismo, geram substancias diferentes que podem ajudar na classificagdo, colocando assim o microrga-
nismo em grupos taxondmicos. Uma substancia originaria de metabolismo e excretada para o meio de cultivo
podera ser identificada através de métodos quimicos ou fisicos que podem ser especificos. Se forem reagdes da
substancia com reativos especiais, por vezes especificos, ela é chamada de prova bioquimica. E o que acontece
quando se busca saber como uma célula utiliza agticares de baixo e alto peso molecular, aminoacidos e sais
inorganicos, entre outros.

De modo inverso, se a faculdade de uma célula é de poder se multiplicar em meio de cultura cuja compo-
si¢do seja adversa ao desenvolvimento celular normal, essa propriedade ¢é dita prova fisiologica. Tal denomi-
nagdo também ¢ dada quando o microrganismo metaboliza sob condi¢des ambientais criticas, normalmente
impeditivas para alguns tipos de células. E o que acontece quando se procura verificar se um microrganismo
¢ capaz de crescer em concentracdo elevada (hipertdnica) de cloreto de sodio ou sacarose e em temperaturas
inferiores ou superiores as 6timas para o seu crescimento.

Por vezes, as células microbianas passam por processos de diferenciac@o celular, pelos quais novas substan-
cias e estruturas sao sintetizadas. A diferenciacdo celular frequentemente corresponde a uma etapa do ciclo de
vida no qual esse individuo forma estruturas especializadas envolvidas na reproducao, dispersao (da espécie) e
sobrevivéncia. Um exemplo de diferenciacdo celular ¢ a producao de esporos a partir da célula vegetativa-mae,
fato que ocorre em grupos bacterianos, como por exemplo nos Géneros Bacillus (bastonetes aerobios ou aerobios

facultativos, Gram-positivos) e Género Clostridium (bastonetes anaerdbios, Gram-positivos).

4. [Michael T. Madigan; John M. Martinko & Jack Parker “Microbiologia de Brock”, 2004. Sdo Paulo: Prentice Hall].
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BASTONETES E COCOS PRODUTORES DE ENDOSPOROS

Bactérias capazes de produzir enddsporos e esporos, a maioria Gram-positivos em forma de bastdes ou
cocos, muitos dotados de mobilidade, constituem um grande grupo de procariotos que possuem a pro-
priedade especial de diferenciagdo celular. A verificagdo de que alguns cocos seriam capazes de também pro-
duzir enddsporos no citoplasma levou a que o Manual de Bergey de Bacteriologia Sistematica, volume 2,
(Segdo 13) 1986, incluisse os cocos juntamente com bastonetes em uma mesma Secdo (Tabela 1). E o caso
do género Sporosarcina, sobre o qual ndo se tinha ideia de que produzisse esporo. Assim, Sarcina foi inserida
num contexto de morfologia em bastdo composto por células de comprimentos e larguras variados. A despeito
de células produzirem endosporos, um grande numero de géneros pode, em estadios avangados obtidos com
longos periodos de cultivo, liberar seus esporos, que sdo chamados de esporos livres ou maduros (vide a Tabela
1, na qual varias caracteristicas de morfologia, propriedades tintoriais, propriedades respiratdrias, bioquimicas
e fisiologicas sdo comparadas entre géneros).

Se esses cultivos ocorrem em meio ambiente, os esporos maduros podem permanecer viaveis, depositados
sob a superficie de microparticulas ou mesmo englobados por formag¢des de materiais os mais diversos, po-
dendo dai serem recuperados.

Endosporos podem ser confundidos com inclusdes lipidicas ocorrentes no citoplasma. Todavia, em meios
de cultura apropriados os enddspros perdem a refratilidade e entdo a nova célula origina-se por germinagao.
Endoésporos podem ter morfologias arredondadas ou esferoides, cilindricas e elipticas, de tamanhos variados.
Suas superficies sio em geral lisas. E sabido que enddsporos produzem uma reagio caracteristicas do tipo N-
-HNO,, mediante a qual “explodem” liberando o esporo. Contudo, célula em estagio de endosporo € melhor
demonstrada quando o esporo, ainda no interior da célula, sobrevive ao aquecimento, o que nao ocorre da mes-
ma maneira com a cé¢lula vegetativa (ndo contendo esporo). Para tanto, temperaturas de, no minimo, 70-80°C
aplicadas por tempo de pelo menos 10 min sdo recomendadas, seguindo-se o cultivo em temperatura permis-
sivel e em meio de cultura suficientemente nutritivo. De outro modo, a propriedade de sobreviver em etanol a
95% por 45 min a 20°C também pode ser testada para diferenciacdo de lipidios intracelulares e endosporos. Os
lipidios se solubilizam e a maioria dos esporos permanece viavel.

Os endodsporos se formam, sobretudo, em cultivos envelhecidos, o que ocorre quando se deixa as formas
vegetativas permanecerem muitas horas em incubag@o em temperaturas permissiveis, por vezes, por muitos
dias, como por exemplo 10 dias. Posteriormente a isso se pode abandonar a espera de endosporos.

De outro modo, a formagdo de enddsporos pode ser impedida por condigdes desfavoraveis, por exemplo
elevada concentracdo de agticar. Linhagens de Bacillus podem requerer meios de cultivo que contenham supri-
mentos suficientes de ions Mn?*. Por vezes, espécies desse género requerem suprimentos adicionais de Ca*',
Fe?" e Zn?**. Os Clostridium (anaerdbios) ndo efetuam a esporogénese se o meio de cultura ndo estiver “alta-
mente” anaerdbico, ou se estiver excessivamente acido.

As relagdes taxondmicas entre as bactérias formadoras de enddsporos permanecem ainda desconhecidas.
Hé evidéncias a partir de trabalhos com rRNA que mostram que Bacillus e Clostridium pertencem a um grande

ramo de procarioto, o qual encerra ainda outros géneros como: Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus,
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Eubacterium, Acetobacterium, Sarcina e, provavelmente, os micoplasmas. Bacillus e Clostridium sdo células
muito diversas do ponto de vista fenotipico, assim como gendémico, como pode ser demonstrado pela ampli-
tude das relagdes G+C. Clostridium em particular ¢ representado por muitas ramificagdes de rRNA, uma das
quais € relacionada com Pepfococcus, Peptostreptococcus e Ruminococcus.

Sporosarcina ¢ Planococcus se relacionam filogeneticamente com Bacillus com base no rRNA-168S, en-
quanto que Thermoactinomyces vulgaris fica muito mais proximo de Bacillus subtilis do que de Streptomyces
e microrganismos similares a este tltimo género.

Existe, portanto, um cenario emergente que procura mostrar que os formadores de enddsporos fazem parte
de uma ramificagdo no grupo das bactérias bastante distinta, mas que também encerra géneros que podem nao
produzir esporos. Todavia, como corolario, se alguns Clostridium nao sao capazes de formar esporos, talvez por
ndo terem encontrado condi¢des de cultivo apropriadas ou por defeitos genéticos, entdo os géneros Clostridium e

Bacillus irdo se subdividindo em varios géneros novos, como vem ocorrendo nos tltimos tempos.
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MORFOLOGIA CELULAR

Bacillus (Cohn 1872) e géneros correlatos sdo células em forma de bastdes. As dimensoes variam, e sao
chamados de bastdes ou bastonetes. Muitas dessas células podem ser de bastdes retos ou levemente en-
curvados, sendo essas caracteristicas das espécies desses géneros. As células podem ocorrer isoladamente ou
formar pares ou mesmo cadeias, cujas extensdes podem ser de muitas células como, por exemplo, de 20, 30
ou mais. Cada bastdo pode apresentar seu extremo (pélo) arredondado, ou quase, formando extremidade em
angulo reto. Podem ser encontrados com dimensdes de 0,5 x 1,2 um ou em forma de grandes células com 2,5 x
10 pm. O citoplasma pode ser vacuolado ou se corar uniformemente sem vacuolos, podendo ainda, em certas
espécies, apresentar inclusdes de natureza protéica chamadas de corpos paraesporais ou cristais de proteinas

cujas morfologias variam. A forma do enddsporo e a figura da célula-mae portadora do esporo (esporangio) sao

caracteristicas de espécies de Bacillus e de alguns géneros correlacionados.

Figura 1: Microscopia eletronica de transmissao de Bacillus Figura 2: Esporangio de Bacillus com seu
thuringiensis: endosporo (e) e corpo paraesporal (c) endésporo(e)

Figura 3:Células vegetativas de Bacillus

Figura 1. Revista: Biotecnologia Ciéncia &Desenvolvimento , 74, Ano XI, n°38 (2009/2010);
Figura 2. http:// tidepool.st.usm.edu/crswr/endospore.html;
Figura 3.: http://biologiamauricioeduardo.blogspot.com.br/2013/07/reino-monera.html.

Laboratério de Fisiologia Bacteriana 0



Os esporos sao de origem endocitoplasmatica e localizam-se no interior da célula-mae, o esporangio. A
forma desses esporos varia: podem ser cilindricos, elipsoidais, ovais ou esféricos. Mas, cepas de certas
espécies podem produzir seus esporos com morfologias semelhantes a de rins humanos ou a de bananas.

Os esporos sdo descritos quanto a forma, em fun¢do da predominancia desta numa populagao que se encon-
tre esporulada. Isso significa que quando se examina esporos ao microscopio com cerca de 1.500 aumentos, a
morfologia sera aquela que predominar ao serem examinadas 100 células.

A localizagao dos esporos no esporangio pode se dar na posi¢ao central, para-central, subterminal, terminal
ou lateral e deve ser examinada ao microscopio com 1.500 aumentos, verificando-se também a posi¢ao predo-
minante ao se examinar 100 células na condi¢do de esporangios.

Ruth E. Gordon e seus colaboradores, em 1973, distribuiram suas estirpes de diferentes espécies de Bacillus
em trés grupos baseados na forma dos esporos ¢ na condi¢do do esporangio estar dilatado, ou ndo. No grupo 1,
ficaram os esporangios predominantemente elipsoidais ou cilindricos; no grupo 2, esporos elipsoidais que di-
latam a parede celular; e no grupo 3, esporos esféricos que também dilatam a parede celular. Em geral, esporos
esféricos sdo predominantemente terminais. Quando um esporangio se torna maduro, o seu esporo ¢ langado
ao meio como produto da lise dos envoltorios celulares. Se um esporangio ¢ de bactéria entomopatogénica,
apods a lise vé-se no meio liquido o esporo e o cristal protéico (corpo paraesporal) livres. Esporos podem ter
envoltorios do tipo exosporium, sendo que este, em bactéria entomopatogénica, pode englobar de uma vez o
esporo e o corpo paraesporal. Assim, serdo vistos quando observados com aumentos da ordem de 1.000 X ou
mais. E o que ocorre apos a lise de esporangio de Paenibacillus popiliae. Entretanto, os esporos de Bacillus
thuringiensis, Bacillus subtilis e Lysinibacillus sphaericus ficam separados, sendo que os esporos estdo envol-

tos pelo exosporium.

Figura 4: Lysinibacillus sphaericus. Esporangio mostrando nucledide (N)
no esporo; membrana do exosporium (EX); cristal de protoxina (CP).
Encyclopedia of Entomology 345-348, (2008)
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PAREDE CELULAR DE Bacillus E GENEROS CORRELATOS

tipo de acido N-acetilmuramico (mureina) predominante é o meso-diaminopimélico (meso-DAP ou m
OAzpm), mas outras estruturas sdao descritas. Sabe-se que em Lysinibacillus sphaericus o tipo de mureina
decrito em pelo menos cinco linhagens pertence ao tipo L-Lys-D-Asp. Contudo, uma vez que nessa espécie
mais de cinco homologias com base em DNA-DNA sdo conhecidas, a mureina tipo em Lysinibacillus sphae-
ricus nao podde ser estabelecida. Enquanto isso, em pelo menos quatro estirpes de Brevibacillus pasteuri (ex-
Bacillus) descreveu-se o tipo de mureina L-Lys-L-Ala-D-Asp. Mas, na espécie tipo derivada da cepa ATCC
1185 (DSM 33) a mureina mostrou a composi¢ao basica L-Lys-D-Asp, posteriormente verificada como sendo
do tipo L-Lys-L-Ala-D-Asp. Ja nas peptidoglicanas de esporos de Brevibacillus pasteuri e Lysinibacillus spha-
ericus, encontrou-se a estrutura do acido meso-diaminopimélico (meso-DAP). Acidos teicéicos e teicurdnicos
jé& foram detectados em diversas espécies de Bacillus, sendo que ndo se encontrou relagdes com a taxonomia,
assim como também ndo se encontrou com respeito a polissacarideos e esse mesmo género.

A Tabela 2, a seguir, mostra tipos de ligagdes cruzadas de acido N-acetilmuramico encontradas em paredes
de espécies de Bacillus e também géneros correlacionados, incluindo os que ja foram anteriormente denomi-

nados de Bacillus.
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Tabela 2. Alguns tipos de mureina encontrados em Bacillus

e ex-Bacillus hoje pertencentes a outros géneros

Bacillus e ex-Bacillus Ligagoes Cruzadas ® Ano de divulgacio

B. anthracis (meso-DAP direto) ® 1972

B. bataviensis DAP® 2003

B. cereus meso-DAP direto 1972

B. fastidiosus meso-DAP direto 1986

B. funiculus DAP® 2002

B. horti meso-DAP 1998

B. lentus (meso-DAP direto) 1972

B. marisflavi meso-DAP® 2003

B. mycoides (meso-DAP direto) 1986

B. thuringiensis meso-DAP direto 1972

B. cohnii L-Orn-D-Asp 1993

B. horikoshii Nao DAP 1994

- Bacillus com esporos
predominantemente esféricos

Br. brevis meso-DAP direto 1972

- Geobacillus

G. thermoleovorans DAP® 1972

- Hydrogenibacillus
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- Lysinibacillus

P. amyloliticus © (meso-DAP direto) 1972

Psychrobacillus insolitus Orn-D-Glu 1987

- Rummeliibacillus

Salimicrobium halophilus meso-DAP direto 1989

- Sporolactobacillus

S. ureae L-Lys-Gly-D-Glu 1987

S. pasteurii L-Ly-D-Asp 1973

- Ureibacillus

V. pantothenticus meso-DAP direto 1972

(a)= os dados entre parénteses néo foram obtidos a partir da espécie tipo. (b)= Configura¢do ndo determinada. DAP- acido diamino-pimélico.
(¢)= ex- Bacillus circulans ATCC9966. A maioria dos Bacillus possuem a estrutura: acido meso- diamino-pimélico (meso — DAP, essa ligagdo
cruzada ¢ chamada DAP-direto. (d)= ex-B.fusiformis. Br=Novo género Brevibacillus. Baseado em: Bergey’s Manual of Determinative Bacte-
riology, Vol. 2, Sect. 3. 1986. Peter H.A. Sneath. Editor, N.S. Mair, E. Sharpe Assoc. Ed., Willians e Wilkins, Baltimore. Bergeys's Manual of
Systematic Bacteriology, Vol. 3, 2nd Ed. The Firmicutes. 2009.
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CAPSULAS

B actérias Gram-positivas podem produzir dois tipos de capsulas, que sdo compostas de acido poliglutdmi-
co ou polissacaridios. Contudo, as suas producdes por espécies de Bacillus ndo parecem ser expressivas
do ponto de vista taxonomico. Linhagens de Bacillus subtilis ndo produzem capsulas de modo significante em
laboratdrio, mas a sequéncia gendmica de uma estirpe de numero 168 da espécie possui genes que codificam
os dois tipos de capsulas. A producdo de acido poli-glutamico por Bacillus subtilis var. natto durante a fase
estacionaria de crescimento ¢ importante economicamente na producéo comercial de soja fermentada, quando
se elabora um produto chamado de natto.

O acido poli-glutamico da capsula de Bacillus anthracis é codificado por trés genes localizados no plas-
mideo pXO,, respectivamente (genes cap A, cap B e cap C), que € importante como fator de viruléncia deste
microrganismo, uma vez que linhagens nao-capsuladas sdo avirulentas porque as trés enzimas codificadas por
esses trés genes estao associadas a membrana celular.

As capsulas sao produzidas in vivo em condi¢des apropriadas de cultivo em laboratorio. Bacillus anthracis
¢ um integrante do chamado grupo do Bacillus cereus, que estd intimamente relacionado as espécies dos gran-
des Bacillus (bactérias com larguras iguais ou superiores a 1um). Mas, essas outras espécies ndo produzem
capsula. Embora plasmideos homologos do plasmideo pXO, também tenham sido encontrados na metade de
um conjunto de 19 outros membros do grupo Bacillus cereus em experimentos de hibridizagao, uns poucos
genes pXO, foram capazes de hibridizar com DNA gendmico das 19 linhagens de integrantes da espécie Ba-

cillus cereus.
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DIFERENCIAGCAO CELULAR EM Bacillus
E GENEROS CORRELACIONADOS

Os Bacillus sdo células Gram-positivas aerdbias ou aerdbias facultativas, em geral dotadas de mobilidade
por meio de flagelos peritriquios, que t€ém a capacidade de produzir esporo (célula diferenciada nao re-
plicativa e mais resistente as condi¢des adversas do meio ambiente, dotada da propriedade de germinar quando
se encontra em meio de cultivo que ofereca condi¢des permissiveis), originando célula vegetativa capaz de
multiplicacdo (replicag@o) e habilitada geneticamente a esporogénese.

As figuras sob microscopia (vide Anexo 31) representam as morfologias das diferenciagdes dos esporos que
ocorrem no género Bacillus e géneros correlatos, como Brevibacillus, Lysinibacillus, Gracilibacillus, Virgiba-
cillus, Paenibacillus etc, novos géneros cujas espécies outrora pertenceram ao género Bacillus.

Tais diferencia¢des constituem caracteristicas fenotipicas de morfologia que sdo observadas nas populagdes
das bactérias esporuladas, com excegdo daquelas que sdo cocos, como as do género Sporosarcina. As caracte-
risticas morfologicas e dimensdes sdo bastante Uiteis para, juntamente com aquelas fisiologicas e bioquimicas,

se determinar a espécie (vide Tabela 3).
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A Fig. 13 (vide Anexo 32) mostra como se aborda a tomada de medidas de células vegetativas e esporos,
determinagdo que se realiza em microscopio 6tico comum que possui régua com escala micrométrica na ocu-
lar, obtendo-se as dimensdes de largura e comprimento em micrometros (Lm).

Por vezes, verifica-se que espécies de um mesmo género, pelo fato de apresentarem caracteristicas fenoti-
picas e genotipicas muito semelhantes, sdo grupadas por alguns pesquisadores em conjuntos denominados de
grupo. E o caso do Bacillus cereus e espécies proximas como B. mycoides, Bacillus anthracis, Bacillus thurin-

giensis, Bacillus cytotoxus e o psicrotolerante B. weihenstephanensis.
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PROCEDIMENTOS MINIMOS PADRONIZADOS PARA
A DESCRICAO DE NOVA ESPECIE DO GENERO Bacillus
E BACTERIAS RELACIONADAS

ais procedimentos foram elaborados, ordenados e sugeridos pelo Sub-Comité de Taxonomia do Género Ba-
Tcillus, Comité Internacional de Bacteriologia Sistematica, em setembro de 1999 (Logan et al., 2009), com o
titulo:“Proposed minimal standards for describing new taxa of aerobic, endospore-forming bacteria”.

As propriedades a serem pesquisadas com estes procedimentos estdo listadas a seguir, e os meios de cul-
tura e os métodos a serem empregados sao aqueles preconizados por Claus & Berkeley (1986), a ndo ser que
hajam outras indicagdes como por exemplo o sistema padronizado API'!, que se utiliza de uma série de 49
agucares para a revelacao de caracteres fenotipicos (Logan & Berkeley, 1984). Outros procedimentos mini-

mos se baseiam nos classicos estudos de Smith, Gordon & Clark (1952) e Gordon, Haynes & Pang (1973).

1. Exigéncia geral - procedimentos

1.1. Isolamento

1.1.1. O nimero de linhagens a ser estudado nao deve ser inferior a cinco. Idealmente devem ser dez ou

mais, que devem ser isoladas normalmente de uma ou mais regides, pelo menos um minimo de trés. E
desejavel que seja tentado o isolamento de mais linhagens de habitats diferentes
1.1.2. Cada localizac¢do, habitat ou fonte de isolamento deve ser descrita

1.1.3. Os procedimentos de isolamento devem ser amplamente especificados e deve-se incluir detalhes de
formulacdo, pH, meio de cultura inoculado, temperatura, condigdes de aeracdo e tempo de incubagio

1.2. Cultivo

1.2.1. Os procedimentos rotineiros de cultivo devem ser plenamente especificados e deve-se incluir detalhes
de formulagdo, pH, meio de cultura, temperatura, condigdes de aeragdo e tempo de incubagao

1.2.2. Devem ser dados os detalhes das condi¢des e tempo para esporulacao

1.3. Manutenc¢ao

1.3.1. Os procedimentos de manuten¢do devem ser amplamente especificados

1.3.2. Pelo menos duas linhagens de referéncia devem ser depositadas em uma colec¢do de culturas interna-
cional, juntamente com a linhagem tipo

11. API http://apiweb.biomerieux.com/servlet/authenticate?action=preparelogin ou www.biomerieux-diagnostics.com. Logan et al. Proposed
minimal standards for describing new taxa of aerobic, endospore-forming bacteria . Int. J. Syst. Evol. Micr., 59: 2114-2121(2009). API 50
CH
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1.4. Uma linhagem de referéncia de outra espécie preferencialmente relacionada de modo fenotipico e/ou
filogenético, deve ser incluida nos estudos de caracterizacdo. Comparagdes baseadas em dados ja exis-
tentes, embora de valor para a indicacdo de organismos de referéncia, por si s6 nao sao suficientes

1.5. Controle de qualidade

1.5.1. Linhagens de Bacillus e de géneros correlacionados ja conhecidos e que fornecam resultados positivo
e negativo devem ser incluidos para o fim de comprovagao dos caracteres fisiologicos € bioquimicos

1.5.2. Devem ser usados controles para marcadores gendmicos como “fingerprint” de DNA ou RNA, ou ho-
mologia de DNA:DNA

2. Caracteres morfologicos e tintoriais

As condigdes de crescimento deverdo ser fornecidas (vide item 1.2.1.)
2.1. Caracteristicas das células vegetativas a serem observadas
2.1.1. Forma da célula
2.1.2. Tamanho da célula
2.1.3. Presencga ou auséncia de motilidade (fornecer a idade da cultura)
2.1.4. Presencga ou auséncia de inclusdes citoplasmaticas
2.2. Caracteristica do esporangio a serem observadas
2.2.1. Forma do esporangio, posi¢ao e forma do endosporo, presenga ou auséncia de corpos para-esporais ou cristais
2.2.2. Fotomicrografia mostrando a morfologia do esporangio a 1500 x

2.3. Método de coloracdo de Gram ou teste do KOH de culturas jovens (fornecer a idade)

3. Caracteres coloniais

Usando um meio de cultura especificado e com detalhes das condi¢des de crescimento, descrever:
3.1. Forma e tamanho das colonias

3.2. Pigmentagao das colonias

3.3. Motilidade das colonias (caso exista)

3.4. Deve-se apresentar fotografia mostrando coldnias tipicas

4. Caracteristicas fisiologicas

4.1. Faixa de temperatura de crescimento e temperatura 6tima de crescimento
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4.2. pH

4.2.1. Faixa de pH para crescimento e pH 6timo de crescimento

4.2.2. Crescimento em pH 5,7 (ndo considerar se estiver informado pelo sub-item 4.2.1.)
4.3. Crescimento em presenca de oxigé€nio (metabolismo respiratorio)

4.3.1. Crescimento anaerdbico sem aceptor externo de elétron

4.3.2. Crescimento anaerdbico com Nitrato

4.4, Crescimento em presenca de NaCl em diferentes concentragdes

4.4.1. Inibicao de crescimento por NaCl

4.4.2. Exigéncia de NaCl (se existir)

4.5. Especificar alguma exigéncia nutricional (exemplo, requerimento de metionina)

4.6. Propriedade de crescer em meio de cultura minimo (descrever em que condicoes)

5. Caracteristicas bioquimicas avaliadas através das seguintes provas

5.1. Catalase

5.2. Oxidase

5.3. Reagdo de Voges-Proskauer

5.4. Redugao do Nitrato a Nitrito

5.5. Formacao de gas a partir de Nitrito

5.6. Formagao de acido a partir de:

5.6.1. D-Glicose

5.6.2. L-Arabinose

5.6.3. D-Xilose

5.6.4. D-Manitol

5.6.5. Outros carboidratos de importancia diferencial
5.7. Formacao de gas a partir de carboidratos
5.8. Hidrolise de:

5.8.1. Amido

5.8.2. Gelatina

5.8.3. Caseina

5.8.4. Hipurato

5.8.5. Uréia

5.9. Degradacao da tirosina e formag¢ao de pigmento de tonalidade marrom
5.10. Utilizacdo do citrato

5.11. Utilizagdo do propionato

5.12. Reacao da gema de ovo (lecitinase)
5.13. Fenilalanina desaminase

5.14. Producao de indol

5.15. Producdo de dihidroxiacetona a partir do glicerol

@ Laboratério de Fisiologia Bacteriana



5.16. ONPG
5.17. Hidrolise da arginina

6. Caracteres quimiotaxonomicas

As condi¢des experimentais devem ser precisas.

As informagdes de marcadores quimiotaxondmicos (como acido diaminopemélico da parede celular, lipi-
deos polares, acido graxos, isoprenoide-quinonas, poliaminas, e proteinas totais celulares obtidas por eletro-

forese em gel de poliacrilamida) s3o recomendadas com énfase,caso sejam de valor diferencial.

7. Estudos dos acidos nucléicos

Devem ser dadas as condi¢Oes experimentais com preciso, ¢ o significado da relagdo taxonomica impli-
cada deve ser especificada em termos do método aplicado.

7.1. Conteudo de bases no DNA (mol% G+C).

7.2. Homologia de DNA.

7.3. “Fingerprints” de acidos nucléicos e, ou, informagdes sobre seqiienciamentos sao de grande importancia.

Observacoes:

e Nem todos os laboratorios estdo preparados para pesquisar todos os caracteres aqui listados e, portan-
to, ficam recomendadas as colaboragdes com técnicos experimentados de outros laboratoérios que ordi-
nariamente determinam tais caracteres. O Sub-Comité de Taxonomia do Género Bacillus pode ajudar,
indicando tais colaboradores.

e Linhagens de Bacillus e géneros bacterianos correlacionados a serem utilizados como controles positi-
vos e negativos dos ensaios estdo relacionados em Claus & Berkeley (1986).

® Para maiores detalhes, vide o Anexo 39, Simula de Rota para Identificacdo, Caracterizacao Celular e
Determinacao da Espécie de Bastdo Esporulado, Gram-Positivo, Aerdbio ou Aerdbio Facultativo.
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CAPITULO 1: MEIOS PARA CULTIVO E ISOLAMENTO

1.1. CALDO NUTRIENTE - CN

g/L
Peptona de carne 5
Extrato de carne 3
Agua destilada'? ou equivalente qsp

pH 7,4

2 Dissolver em 80% de agua, ajustar o pH com NaOH 1N, completar o volume, distribuir
e autoclavar a 121°C durante 20 min.

1.2. AGAR NUTRIENTE - AN

2 Ao meio Caldo Nutriente, adicionar 15 g/L de Agar-agar. Fundir e distribuir.
Autoclavar a 121°C durante 20 min.

1.3. AGAR NUTRIENTE — ANCTC

Para manuten¢do de Bacillus stearothermophilus.

g/L
Extrato de carne®” 1
Peptona de carne
Extrato de levedura
NaCl
Agar-agar 15
Agua destilada ou equivalente qsp
pH 7,4

2 Dissolver em 80% de 4gua, ajustar o pH com NaOH 1N, completar o volume e adicionar o Agar-agar.
< Fundir e distribuir em tubos. Autoclavar a 121°C durante 20 min.

®Isento de carboidratos

12. A 4gua destilada referenciada nos Meios para Cultivo e Isolamento ou, Meios de Cultura e Solugdes e as caracteristicas técnicas men-
cionadas neste Manual conforme o Anexo 1- AGUA REAGENTE E SOLVENTE NO LABORATORIO DE PESQUISA MICROBI-
OLOGICA, encontra-se a pagina 67
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1.4. CALDO-]

g/L
Glicose 2
Triptona 5
Extrato de levedura 15
K, HPO, 3
Agua destilada ou equivalente gsp

pH73-7,5

< Dissolver os componentes (exceto a glicose) em 900 mL de agua

< Ajustar o pH com NaOH IN e autoclavar a 121°C durante 20 min.

2 A esta solucdo, resfriada, adicionar asseticamente 100 mL de solucéo de glicose
a 2%, previamente autoclavada a 121°C durante 15 min.

Observacoes:

® O Caldo-J ¢ usado para cultivar Paenibacillus larvae (ex- B. larvae), Paenibacillus popilliae (ex- B.
popilliae) e Paenibacillus lentimorbus ( ex- B. lentimorbus)e correlatos, bactérias de crescimento lento
e de nutri¢do fastidiosa, sendo alguns patogénicos para insetos.

® O P. popilliae produz a chamada “milky disease” (doenca “leitosa’).

® Ao sairem dos meios-estoque, as bactérias acima sao passadas para Agar-J Difasico (visando a manu-
tengdo por repiques sucessivos) ou para Agar-J Semi-Solido (com 0,1% de Agar-agar).

2 Ao meio Caldo-J, adicionar 20 g/L de Agar-dgar
< Fundir e distribuir. Autoclavar a 121°C durante 20 min.

1.6. AGAR-J DIFASICO

2 Preparar usando as concentragdes dos componentes do Agar-J em dobro, inclusive a
concentracdo do Agar-adgar que passa para 4%.

Observacoes:

¢ O meio destina-se a adaptacdo do P. lentimorbus para que as linhagens se tornem menos fastidiosas.
Por outro lado, repiques sucessivos em Agar Nutriente, ou mesmo em Agar-J, conduzem & inativa-
¢do da cultura, como ocorre com o P. larvae; isto se deve, em parte, ao baixo teor ou mesmo auséncia
de tiamina no Agar Nutriente. Para que isso ndo ocorra dai usa-se o Agar-J Difasico.

Laboratério de Fisiologia Bacteriana



1.7. AGAR EXTRATO DE SOLO — AES

g/L
Peptona de carne 5
Extrato de carne 3
Extrato de solo estéril q.s.(%)*
Agar —agar 15
Agua potavel gsp

pH 7,0

< Dissolver os componentes em 80% da agua, ajustar o pH com NaOH IN

2 Completar o volume e adicionar o Agar-agar

S Fundir e distribuir em tubos de rosca de 15x120 mm ou 15x150 mm

S Autoclavar a 121°C durante 20 min.

2 Inclinar os tubos. *A experiéncia do Laboratério de Fisiologia Bacteriana, do Departamen-
to de Bacteriologia do Instituto Oswaldo Cruz, mostra que nesta fase pode-se usar de 10%
a 15% de Extrato de Solo estéril, preparado como abaixo. A percentagem final para uso ¢
determinada ensaiando-se, em cada caso, uma cultura de Bacillus subtilis, aplicando a per-
centagem de Extrato de solo que melhor produzir esporulagao apos trés dias de incubagao a
temperatura de 35°C.

Observacao:

® No caso dos Bacillus fastidiosos ou géneros correlatos patogénicos para insetos usa-se cultiva-los em
Agar-J Semi-Sélido (0,1% de Agar-agar), ou em Agar-J Difésico.

1.8. EXTRATO DE SOLO

< Dessecar solo de jardim rico em material organico

Espalhar em camada fina sobre papel

Pulverizar por agitacdo

Secar e peneirar em peneira grossa

Colocar 400 g em frascos de 2 L e misturar com 960 mL de agua potavel

Autoclavar por 1 ha 121°C

Deixar o frasco permanecer por uma noite na autoclave

Decantar o extrato frio com cuidado e filtrar por papel

Autoclavar por¢des de 300 mL, distribuidas em frascos menores, a 121°C por 40 min, e dei-
xar permanecer a temperatura ambiente por duas semanas ou mais. Durante o periodo forma-
se um sedimento que deixa um sobrenadante claro para ser decantado e esterilizado (121°C,
30 min) para ser utilizado.

=
=
=
=
=
=
=
=
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1.9. MEIO SABOURAUD DEXTROSE. Verificacao do crescimeto em pH 5.7

A. Agar Sabouraud Dextrose.

g/L
Neopeptona* 10
Glicose [D(+) Dextrose] 40
Agar-agar 15
Agua destilada ou equivalente gsp
pH 5,7
B. Caldo Sabouraud Dextrose.

g/L
Neopeptona* 10
Glicose 20
Agua destilada ou equivalente qsp

pH 5,7

(*) Peptona especial de Difco Laboratories - Detroit, utilizada em meios de cultura destinados para mi-

crorganismos fastidiosos.

A. Agar Sabouraud Dextrose

2 Dissolver os componentes em 80% de Agua destilada, ajustar o pH com NaOH IN,
completar o volume e adicionar o Agar-agar

< Fundir, resfriar até aproximadamente 45°C e distribuir em tubos de rosca de
15 mm x120 mm com tampas de rosca frouxas

< Autoclavar a 121°C durante 21 min

< Inclinar até o resfriamento e apertar as tampas.

B. Caldo Sabouraud Dextrose

2 Dissolver os componentes em 80 % de Agua destilada ou equivalente e, se necessério,
ajustar o pH com NaOH 1N e completar o volume

2 Distribuir em tubos de 15x120 mm com tampas de rosca afrouxadas.

< Autoclavar a 121°C durante 20 min.
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A partir de algas cheias com crescimento em Caldo Nutriente, inocular o Agar Sabouraud Dextrose e o
Caldo Sabouraud Dextrose. Inocular também um tubo com Caldo Nutriente, como controle. Incubar a tem-
peratura de 33°C até 35°C. O crescimento em um ou nos dois meios Sabouraud obtidos em até 14 dias de

incubacdo, ¢ considerado como ocorrido em pH 5,7.

1.10. MEIO CALDO GLICOSADO - VP, e para o teste de Voges-Proskauer

Pesquisa de acetoina (acetil-metil-carbinol)

Caldo Glicosado: g/L
Proteose peptona

Glicose [D(+) Dextrose] 5
NaCl 5
Agua destilada ou equivalente gsp
pH 6,5

2 Preparar o Caldo Glicosado dissolvendo os componentes da formula em 80% da agua,
conferir o pH e completar o volume (para Bacillus esta formula nao contém K,HPO, )

2 Distribuir 5 mL a 6 mL em tubos com 15x100 mm, com tampa de rosca

< Autoclavar a 121°C durante 20 min. Resfriar

< Inocular cada linhagem em triplicata, com auxilio de al¢a bacteriologica, cheia de
cultura obtida em Caldo Nutriente

< Testar a presenga de acetoina com 3, 5 e 7 dias de incubag¢ao a temperatura de 33°C - 35°C,
misturando 3 mL de NaOH IN seguindo-se homogeneizacgdo e adi¢do de 0,5 mg a 1 mg de
creatina colhida com a ponta fina de uma espatula

2 O aparecimento de cor vermelha apds 30 a 60 min, a temperatura ambiente, denota a
presenca de acetoina.

No caso do uso do Caldo-J, a concentragdo de glicose ¢ de 0,5% e o K,HPO, € excluido. O meio € auto-
clavado a 121°C durante 15 min e o pH final devera ser de aproximadamente 6,5. Inocular as linhagens, em

triplicata, e fazer a pesquisa de acetoina como anteriormente descrito.

Observacoes:
® Quando a bactéria for termofilica, a temperatura de incubacédo sera de 45°C. Em alguns poucos casos,
o tempo de incubagao pode ser de 10 a 20 dias. Em todos os casos, os tubos sdo incubados inclinados
(angulo de 35°).
® Para as espécies de Bacillus, ndo fastidiosas, o teste de VP ¢é feito no Meio Caldo Glicosado- VP.

® Para as espécies fastidiosas, o teste de VP ¢ feito no meio Caldo J.
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® Alternativamente, pode-se empregar os seguintes reativos para o teste de VP (Standard Methods da
APHA, 1946)"3. Para 1 mL de cultivo, adicionar 0,6 mL de a-naftol a 5% em alcool etilico absoluto e
0,2 mL de KOH a 40%. E importante agitar os tubos por 5 s apos a adigdo de cada reagente. O desen-
volvimento de coloracdo carmim ou rubra na mistura, a partir de 2 h até 4 h ap6s a adi¢ao dos reagen-
tes, constitui resposta positiva para acetoina.

13. APHA. 1946. American Public Health Association. “Standard Methods for the Examination of water and Sewage”, 9 th ed., Published
by the Association, New York.
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pH NO MEIO CALDO GLICOSADO DE VOGES
-PROSKAUER (VP)

Antes da determinacdo da presenca da acetoina no Meio Caldo Glicosado, empregado no teste de VP, de-

terminar o valor do pH no sétimo dia de cultivo. Determinar com eletrodo de potencidmetro desinfetando-o

ao final.
1.11. MEIO NYSM (Myers & Yousten, 1980)
g/L
Caldo Nutriente desidratado 8
Extrato de levedura 0,5
MgCl,.6H,0 0,2
MnCl,.4H,0 0,01
CaCl,.2H,0 0,1
Agua destilada ou equivalente qsp
pH 6,8
< Dissolver os componentes em 80% da agua, ajustar o pH com NaOH 1N e completar o volume
< Distribuir e autoclavar a 121°C durante 20 min.
Observacao:

® O meio podera ser preparado a partir de Caldo Nutriente-CN, bastando adicionar os demais compo-
nentes na concentragdo descrita para a formula.

1.12. MEIO NYSM — SOLIDO (Myers & Yousten, 1980)

2 Ao meio NYSM, adicionar 15 g/L de Agar-agar
< Fundir e distribuir
< Autoclavar a 121°C durante 20 min.

1.13. MEIO DE CIANETO DE POTASSIO (Barjac, H.de, 1982)

Verificagao de crescimento em meio de Cianeto de Potassio

1. Meio basico: g/L
Peptona de carne 3
Cloreto de sodio 5
KH,PO, 0,225
Na HPO, 5,64
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Agua destilada ou equivalente qsp
pH 7,6

< Distribuir em frascos com volumes de 100 mL
2 Esterilizar a 120°C por 15 min.

2. Solugdo de KCN a 0,5%, esterilizada por filtragdo através de membrana. Atengdo ao manipular a solu-
¢do, pois o cianeto de potassio € altamente toxico. Guardar a soluc@o no refrigerador em frasco bem vedado

com tampa de rosca.

Preparacio:

2 A cada 100 mL do Meio basico estéril,a frio, adicionar 15 mL da solucdo a 0,5% de KCN
recém preparada e estéril

2 Distribuir, assepticamente, quantidades de 1,5 mL, em tubos pequenos (12x100 mm) conten-
do tampa de borracha, rolha parafinada etc. Conservar a +4°C por até duas semanas

< Semear a bactéria com alga de platina, evitando microgotas, partindo de uma cultura de 24 h

2 Incubar na temperatura de 35°C. Observar por 48 h.

< Usar testemunhos positivos e negativos. Havendo turvagao nitida o resultado € positivo.

1.14. MEIO DE HIPURATO

Verificag@o da hidrolise do hipurato

g/L
Triptona 10
Extrato de Carne 3
Extrato de levedura 1
Glicose 1
Na HPO, 5
Hipurato de sédio 10
Agua destilada ou equivalente qsp

pH7
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< Dissolver os componentes (exceto a glicose) em 900 mL de agua previamente aquecida a 60°C

< Ajustar o pH com NaOH 1IN e autoclavar a 121°C durante 20 min

2 A esta solugdo resfriada, adicionar asseticamente 100 mL de solugdo de glicose a 1%,
autoclavada a 121°C durante 15 min

< Para os Bacillus fastidiosos (P.larvae, P. popilliae e P. lentimorbus) emprega-se o Caldo-J
contendo 1% de hipurato de sédio

< Distribuir asseticamente 6 mL do meio em tubos 15x120 mm, com tampa de rosca, estéreis

< Inocular com alga bacteriologica cheia, contendo o indculo bacteriano, obtido por raspagem
de crescimento de 24 h a 48 h em Agar Nutriente - ANCTC ou Agar-J, se for o caso

< Incubar a temperatura de 33°-35°C durante 30 dias

< Decorridos os 30 dias, transferir 1 mL do cultivo para tubo e misturar com 1,5 mL de H, SO, a
50%. O aparecimento de cristais na mistura acida evidencia que houve formagao de acido
benzoico pela hidrdlise do hipurato.

1.15. VERIFICACAO DO CRESCIMENTO EM PRESENCA
DE AZIDA SODICA (Caldo azida- dextrose)

Triptona 15
Extrato de carne 4.5
Glicose [D(+) Dextrose] 7,5
NaCl 7.5
Azida sodica 0,2
Agua destilada ou equivalente gsp
pH 7,2

< Dissolver os componentes, exceto a glicose, em 900 mL de agua previamente aquecida a 60°C

< Ajustar o pH com NaOH 1IN e autoclavar a 121°C durante 20 min

2 Aesta solugdo resfriada, adicionar asseticamente 100 mL de solugdo de glicose a 7,5%,
previamente autoclavada a 121°C durante 15 min

< Misturar as solugdes asseticamente e distribuir 6 mL da mistura em tubos 15x120 mm,
com tampa de rosca, estéreis

< O indculo ¢ feito a partir de um cultivo em Caldo Nutriente incubado a 45°C

2 Uma alga € retirada e transferida para o Caldo Azida-Dextrose e, a0 mesmo tempo, inocular
também um tubo contendo Caldo Nutriente

< Incubar ambos em banho-maria a temperatura de 55°C e observar a ocorréncia de crescimento
com 7 dias e 14 dias

Observ

acoes:

® Somente as culturas capazes de crescer a temperatura de 55°C ou mais, costumam ser testadas

para resisténcia a 0,2% de Azida sodica

e Manter as tampas de rosca bem apertadas durante a incubagao
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1.16. MEIO VRM PARA CONTAGEM DE Bacillus cereus*

Teste da lecitinase

g/L ou mL/L
Triptona 10
Tris-(hidroximetil)aminometano 1,21
NaCl 5
MgSO, . 7H,0 0,2
Resazurina 0,01
Agar-agar 14
Gema-de-ovo 50
Agua destilada ou equivalente qsp
2 Dissolver nesta ordem o Tris, os sais, a triptona em 500 mL de agua destilada e ajustar
o volume até 950 mL
< Passar para baldo de 2 L de capacidade e adicionar a resazurina
< Misturar para dissolver
< Adicionar o agar e fechar o recipiente
2 Autoclavar a 121°C durante 15 min, sem dissolver previamente o Agar-dgar
< Resfriar a 45°C
< Adicionar asseticamente 50 mL de gema de ovo (previamente homogeneizada em recipiente
estéril, empregando bastdo magnético)
2 Misturar para homogeneizar e distribuir em placas de Petri
< O Bacillus cereus produz coldnias tipicas na superficie deste meio com a coloracdo creme, ou
amarelo-palido, sendo a cor mais intensa no centro da colonia. A hidrélise da gema de ovo (le-
citina) aparece sob a forma de um halo turvo contornando as colonias, podendo ser levemente
corado em rosa, em contraste com o restante do meio de cultura que permanece com a cor
rosa mais intensa. As tonalidades creme e amarelo- palido podem ser reforcadas com a adi¢ao
a formula de 0,5% de Manitol.
Observagoes:

® Apos a secagem da superficie do meio VRM em estufa, as placas de Petri podem ser armazenadas
dentro de sacos plasticos e guardadas em refrigerador. Podem ser usadas em até 60 dias. O Bacillus

megaterium tem seu crescimento inibido neste meio pelo menos por 72 h. O Bacillus thuringiensis
pode crescer e apresentar colonias lecitinase-positivas. Neste caso, examinar esfregagos corados pelo

método de Gram, em busca de corpos para-esporais.

® O meio VRM pode ser usado para comprovar a atividade de hidrolise da lecitina da gema de ovo. Nes-
te caso, inocular as culturas-puras por picada de agulha na superficie do meio.

*Este meio de cultura foi desenvolvido no Laboratdrio de Fisiologia Bacteriana, do Instituto Oswaldo Cruz. Vasconcellos & Rabinovitch. A
New Formula for an Alternative Culture Medium, Without Antibiotics, for Isolation and Presumptive Qualification of Bacillus cereus in
Foods. J. Food Protection, 58:(3) 235-238 (1995).
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1.17. CALDO MBS

Meio para cultivo de Lysinibacillus sphaericus

A. Meio

g/L ou mL/L
KH,PO, 6,8
MgSO, . TH,0 0,3
CaCl, . 2H,0 0,2
Triptose (Bacto) 10
Extrato de levedura 2
Solucdo-mae de metais 10
Agua destilada ou equivalente qsp
pH 7,2
B. Solucio-mae de metais

g/L
MnSO,
Fe,(SO,),
ZnSO, . TH,0
Agua destilada ou equivalente gsp

< Dissolver os componentes em 80% de agua e incluir a solugdo-méae de metais a0 meio
2 Ajustar o pH com NaOH 1N, completar o volume

< Distribuir

< Autoclavar a 121°C durante 20 min.

1.18. AGAR MBS

2 Meio para cultivo de Lysinibacillus sphaericus

2 Ao meio Caldo MBS, adicionar 15g/L de Agar-agar
< Fundir e distribuir

< Autoclavar a 121°C durante 20 min.
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1.19. MEIO ANM LIiQUIDO*

Caldo Nutriente (Difco)
NaCl

Mg*(como MgSO,.7H,0)
Mn*'(como MnSO,.H,0)

Agua destilada ou equivalente

g/L
8
15
0,01
0,01
qsp

< Dissolver os componentes em 80% de agua destilada
< Ajustar o pH com NaOH IN. Completar o volume
< Distribuir

< Autoclavar a 121°C durante 15 min

Observacoes:

® Para preparar o meio solido, acrescentar 1,3%-1,5% de Agar—égar.

e Este meio ¢ utilizado para o estimulo a esporulagdo do B.licheniformis e outros Bacillus.

® Preparar solugdes estoque de metais. Em solugdo aquosa contendo 10,25 mg de MgSO,.7H,O por mL encontra-
se 1 mg de Mg**/mL. Em solugdo contendo 3,073 mg de MnSO,.H,O por mL encontra-se 1 mg de Mn**/mL.

1.20. MEIO PARA BACILLUS CEREUS BCM

(Meio seletivo para diagndstico contendo lecitina de ovo)

Mg SO,. 7TH,0

Extrato de levedura
D-Manitol

Agar-4gar

(NH,) ,HPO,

Kl

Purpura de bromocresol

Agua destilada ou equivalente

g¢/L ou mL
0,02

0,02

1,0

2,0

0,1

0,02

0,004

qsp

por até 90 dias.

< Determine o pH=7,0 antes de esterilizar a 121°C (15 1b/in2) durante 15 min

< Resfriar a 50°C e juntar 10 mL de emulsao de gema de ovo(*) a 20%

< Misturar suavemente e dispensar em placas de Petri

2 Secar em estufa bacterioldgica e guardar em sacos plasticos, em refrigerador (3°C =1°C)

14. Balows, A [Editores: Hansler Jr. W.J.; Herrman, K.L., Isenberg, H.D and Shadomy, H.J.]. 1991. Mannual of Clinical Microbiology, 5th
ed, American Society for Microbiology, Washington, DC.
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Observacao:
® Inocular por espalhamento buscando obter coldnias isoladas.
® Verificar a presenga de precipitacao ao redor das colonias e a coloragdo do precipitado (rdseo).
® A cor amarela advém da fermentagao do D-Manitol e se localiza também ao redor da coldnia.

(*) E possivel usar-se 15% de gema de ovo em p6 industrializada para fins microbiologicos (Difco ou similar).

1.21. AGAR ANAEROBICO?5

g/L
Casitone (Difco)™ 20
Cloreto de sodio 5
Dextrose 10
Agar-agar (Difco)" 20
Tioglicolato de sodio (Difco)™ 2
Formaldeido sulfoxilato de sodio 1
Azul de metileno 0,002
Agua destilada ou equivalente qsp

2 Dissolver os ingredientes em 700 mL de agua destilada e aquecer suavemente até dissolver o
Agar-agar

< Distribuir 6 mL em tubos com tampa de rosca (12 x 100 mm) ou em placas de Petri

< Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 min

< Os tubos sdo mantidos em pé

< Apos o resfriamento apertar as tampas

Observacao:
® Conservar no refrigerador (3°C £ 1°C) por até 06 meses
e Usar sacos plasticos para evitar desidratacao rapida
® Inocular com agulha bacteriologica introduzindo-a até 2 cm da superficie

® Incubar por até 48 h a 33-35°C

O Agar Anaerdbico ¢ também comercializado e (**) pode ser de procedéncia similar e mesma formula.

15. Balows, A [Editores: Hansler Jr. W.J.; Herrman, K.L., Isenberg, H.D and Shadomy, H.J.]. 1991. Mannual of Clinical Microbiology, 5th
ed, American Society for Microbiology, Washington, DC.
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1.22. AGAR MUELLER HINTON

g/L
Infuso de carne 300
Caseina Hidrolisada (Casamino Acids) 17,5
Amido 1,5
Agar-agar 17
Agua destilada ou equivalente qsp

2 Dissolver quantidade recomendada pelo fabricante do produto desidratado em
500 mL de agua destilada colocada em Becher de 1 L

< Aquecer até dissolver, se necessario ferver por 1 min

2> Completar o volume ao litro passando para proveta

2 Distribuir e esterilizar em autoclave a 121°C por ndo mais de 15 min

< O pH final devera ser 7,4 (se necessario ajustar com Solugdo de NaOH 1N)

2 Difco e Oxoid tém formulacdes diferentes

Observacao:

® Produtos Difco e Oxoid tém formulagdes diferentes entre si.

1.23. AGAR PLATE COUNT (PCA)

g/l
Triptona 5
Extrato de Levedura 2,5
D (+) Glicose 1
Agar — agar 15
Agua destilada ou equivalente qsp

pH 7,0

O Suspender 23,5 g em 1 L de Agua destilada até dissolver por completo
< Esterilizar na autoclave por 15 min a 121°C.
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CAPITULO 2: PROVAS BIOQUIMICAS

Verificagdo da reducdo do nitrato a nitrito

g/L
Peptona de carne 5
Extrato de carne
KNO, 1
Agua destilada ou equivalente qsp

pH 7,0

< Dissolver os componentes em 95% da agua, ajustar o pH com NaOH 1IN

< Completar o volume

2 Distribuir 2 mL em tubos com 12x100 mm com tampa de rosca

< Autoclavar a 121°C por 20 min

O Parao Agar-J, este meio tem a glicose substituida por 0,1% de KNO,

< Inocular cada linhagem em 3 tubos com o auxilio de agulha contendo cultura vinda de cresci-
mento de 24 h a 48 h em Agar Simples ou Agar -J, se for o caso

< Incubar por 3 dias e 7 dias na temperatura de 33°C

2 Pesquisar o nitrito com 3 dias, juntando ao tubo quatro gotas de: (1) Solugdo de Acido sulfani-
lico (Acido sulfanilico 8 g; Acido acético glacial 5N - 1000 mL); (2) Solugdo de Dimetil-al-
fa-naftilamina (*) - 6 mL em Acido acético glacial 5N - 1000 mL

2 O surgimento de cor vermelha ou amarela (alta concentra¢do de nitrito) indica reagdo positiva.
Caso contrario, testar ap6s 7 dias de incubagao

< Permanecendo negativa, a reacdo sera ensaiada com 14 dias. Permanecendo negativo, adicio-
nar de 4 mg a 5 mg de zinco em po fino ao tubo previamente contendo os reativos anteriores

< A presenca de nitrato (auséncia de redugdo) serd demonstrada pelo aparecimento de cor ver-
melha (nitrito ndo formado).

2 (*) Pode-se usar alfa-naftilamina — 5 g.

2.2. MEIO DE FENILALANINA

Verificagdo da desaminacao da fenilalanina

g/L
Extrato de levedura 3
DL-fenilalanina 2
Na HPO,
NaCl 5
Agar-agar 12
Agua destilada ou equivalente qsp
pH 7,3
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< Dissolver os componentes em 80% de dgua morna, ajustar o pH com NaOH 1N, completar o
volume e adicionar o Agar-agar

< Fundir, resfriar até aproximadamente 45°C e distribuir por tubos de ensaio com tampa de ros-
ca afrouxadas

< Autoclavar a 121°C durante 20 min

2 Inclinar até o resfriamento e apertar as roscas

O Para Bacillus de crescimento lento, como alguns entomopatogénicos, usar Agar-J com 2 g de
L-fenilalanina substituindo a glicose

2 Inocular cada linhagem bacteriana em duplicata, incubar a temperatura de 33°C

< Apo6s 7 dias, examinar um tubo adicionando-lhe de 4 a 5 gotas de FeCl, em solugdo aquosa a
10%

< Caso 0 meio com o crescimento bacteriano venha adquirir a cor verde, isto significa que ocor-
reu a formagao de acido fenilpiravico e a reagdo € positiva. Nao ocorrendo, deixar o segundo
tubo incubando até o 21° dia. Adicionar o reativo FeCl, e observar o resultado.

2.3. MEIO DE GELATINA

Verificagao da liquefagdo da gelatina

g/L
Peptona de carne 5
Extrato de carne 3
Gelatina bacteriologica (Difco) 120
Agua destilada ou equivalente qsp

pH 6,9 £ 0,3

2 Dissolver a peptona de carne e o extrato de carne em 90% de agua, ajustar o pH com NaOH
IN

< Completar o volume e adicionar a gelatina bacteriologica

2 Fundir a 60°C ¢ distribuir 5 mL em tubos de 15x120 mm com tampa de rosca

< Autoclavar a 121°C durante 15 min

< Resfriar

2 De um cultivo em CN, crescido durante 12-18 h, transferir asseticamente 50 pL para o Meio
de Gelatina, homogeneizar e incubar

< Pesquisar a hidrolise da gelatina diariamente, colocando o tubo juntamente com outro conten-
do o meio nao inoculado em refrigerador (temperatura de 3°C + 1°C), durante 30 min

2 Haveré a hidrolise se, apos esse tempo, o Meio de Gelatina inoculado permanecer liquido.

Observacao:

® Meio de Gelatina ndo inoculado e conservado em refrigerador devera permanecer sempre solido.
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2.4. MEIO PARA CARBOIDRATOS

Base para verificagdo da producao de acidos a partir de carboidratos

g/L
(NH,),HPO, 1
KCl1 0,2
MgSO, . TH,0 0,2
Extrato de levedura 0,2
Purpura de bromocresol 0,006
Agua destilada ou equivalente qsp

pH 7,0

< Dissolver os componentes em 80% da agua, ajustar o pH com NaOH 1IN

< Adicionar 15 mL de solugdo de Parpura de bromocresol a 0,04% para cada litro de meio basico
< Completar o volume e distribuir 100 mL em baldes

< Autoclavar a 121°C durante 20 min.

As solugdes dos carboidratos sdo preparadas separadamente e na concentragao de 20%, sendo autoclava-
das a 121°C durante 20 min. Dissacarideos sao esterilizados por filtragdo através de filtros de membrana ou
Seitz. A adi¢do das solucdes de carboidratos ao meio base ¢ feita assepticamente na propor¢do de 5 mL
para cada 100 mL. Misturar e distribuir assepticamente 5 mL em tubos de 15x120 mm com tampa de rosca.

No caso da glicose, este agucar ¢ dissolvido quando do preparo do meio basico. Distribuir em tubos de
15x120 mm com tampa de rosca, previamente contendo um tubinho de Durham. Esterilizar sob vapor fluen-
te por 30 min. Inocular os tubos com alca, contendo crescimento de 1 dia em CN. Incubar a temperatura de
30°C a 33°C por até 14 dias. A formagao de acidos (reago positiva) ¢ observada pela mudanca de cor do
meio, do violeta para o amarelo. Verificar se no tubo da glicose existe gas retido no tubo de Durham. O teste
para os Bacillus fastidiosos (P. larvae, P. popilliae e P. lentimorbus) ¢ feito no meio Caldo-J adicionado de
0,5% de carboidratos mas isento de purpura de bromocresol, a qual ¢ impediente na concentragao emprega-
da quando no meio basico. Pesquisar a acidez do meio tirando uma gota e depositando-a em placa-de-toque
contendo uma gota do indicador a 0,04% em solugdo alcoolica, e procurar a mudanga de cor. A cor amarela

indica a presenca de acidos.
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2.5. AGAR ESCULINA!¢

Verificagdo da hidrélise de esculina

g/L
Agar Infusdo de Carne 40%*
Esculina 10
Citrato férrico 5
Agua destilada ou equivalente qsp

pH 7,2-7.4

2 Dissolver os componentes em 500 mL da agua e completar o volume

2 Colocar o Agar Infusio por tiltimo

2 Aquecer para fundir, ajustar o pH, dispensar a solu¢do em por¢des de 3 mL em tubos de en-
saio de 13 mm com tampa de rosca e autoclavar a 121°C por 15 min

< Inclinar e deixar solidificar.

Observacao:

e A hidrolise da esculina ¢ pesquisada por até 2 dias quando o in6culo incubado a 33°C produzir, ao
longo da linha de semeadura, cresimento que origina um precipitado negro. A falta de precipitado ou
somente mudancga de cor revela auséncia de hidrélise.

2.6. REACAO DA GEMA-DE-OVO

Meio basico:

g/L
Tripticase ou Triptona 10
Na HPO, 5
KH,PO,
NaCl
MgSO, . TH,0 0.1
Glicose [D(+) Dextrose] 2
Agua destilada ou equivalente gsp
pH 7,6

16. Balows, A [Editores: Hansler Jr. W.J.; Herrman, K.L., Isenberg, H.D and Shadomy, H.J.]. 1991. Manual of Clinical Microbiology, 5th ed,
_ American Society for Microbiology, Washington, DC.
* Agar infusdo de carne pode ser substituido por Agar Nutriente (Difco).
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< Dissolver os componentes em 80% da agua, ajustar o pH com NaOH IN se necessario,
completar o volume

< Autoclavar a 121°C durante 20 min

< Resfriar

< Adicionar 15 mL de gema de ovo homogeneizada, asseticamente. Homogeneizar, deixar em
refrigerador durante uma noite

< Distribuir 5 mL do sobrenadante em tubos estéreis de 15X20 mm com tampa de rosca

< Inocular uma alg¢a com cultivo bacteriano em Caldo Nutriente-CN de 12-18 h

< Incubar a temperatura de 30°C a 33°C e ler diariamente durante 7 dias.
A reacdo da gema de ovo sera positiva se no tubo com a gema ocorrer a formagao de flocos
abundantes que se acumulam na superficie do caldo. No tubo contendo CN devera existir
somente o crescimento bacteriano.

Observacao:

® Para os Bacillus fastidiosos e géneros correlatos, patogénicos para insetos, o meio basico devera ser
substituido pelo Caldo-J.

2.7. TESTE DA OXIDASE

Verificagao da produgdo da enzima citocromo oxidase

2 Fazer indculo puntiforme na superficie do meio Agar Nutriente contido em placa de Petri

< Incubar por 24-48 h

2 Adicionar sobre as colonias algumas gotas de solug¢do a 1% de oxalato de p-amino-
dimetilanilina e solucao a 1% de a-naftol em etanol absoluto

< O resultado sera oxidase positivo quando surgir uma colora¢ao azul intensa, dentro de 2-4 min.

Observacoes:
® Preparar a solucdo de oxalato de p-aminodimetilanilina momentos antes do uso.

® Para as bactérias de crescimento lento e nutricao fastidiosa como o P. larvae, Ppopilliae e o Plenti-
morbus, o meio de cultura usado é o Agar-J. O in6culo provém de um crescimento em Caldo-J.
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2.8. PROVA SIMULTANEA DA AMILOLISE E PROTEOLISE ¥’

Peptona de carne 5

Extrato de Carne

Amido soluvel 5
Leite em po6 desnatado 50
Agar-agar 15
Agua destilada ou equivalente qsp
pH 7,2-7,4

< Reconstituir o leite em 200 mL de agua destilada

< Autoclavar a 115°C durante 20 min

< Dissolver a peptona, o extrato de carne e o amido com 80% da agua a ser utilizada

< Ajustar o pH com NaOH 1IN

2 Adicionar o Agar-agar e autoclavar a 121°C durante 15 min

2 Resfriar a cerca de 60°C e adicionar assepticamente os 200 mL de leite estéril

< Homogeneizar e distribuir por placas de Petri

< Guardar as placas em estufa a temperatura de 33°C por uma noite para a secagem da superficie

2 Inocular cada linhagem de Bacillus ou géneros correlatos num ponto da superficie da placa

< Incubar a temperatura de 30°C a 33°C durante 48 h

< Aleitura da protedlise ¢ direta, observando-se os halos transparentes formados ao redor das colonias

< Ler a amilélise colocando a superficie do meio de cultura em contato com vapores de I, que se
originam de uma solucdo de Lugol forte aquecida a 60°C

2 A amildlise é positiva se ao redor da col6nia ndo houver a formagao de cor roxa (halo incolor).

2.9. MEIOS DE CULTURA CITADOS NA LITERATURA DESTINADOS A

CONTAGEM BACTERIANA E VERIFICACAO DA OCORRENCIA DE LIPOLISE

2.9.1. Segundo Kouker, G. & Jaeger K.-E - APPL. Environ. Microbiol. 53 (1)
[211-213] 1987, com ligeiras modificacoes

g/L
Caldo Nutriente 8
NaCl 4
Agar-agar 10
Agua destilada ou equivalente qsp

pH 7,0

17. Usar o leite em p6 desnatado Bacto Skin Milk (Difco). Alternativamente, leite em p6 desnatado como das marcas Itambé e Molico
podera ser empregado; Técnica desenvolvida no Laboratorio de Fisiologia Bacteriana, do Instituto Oswaldo Cruz, 1979.
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< Autoclavar por 121°C durante 15 min. Manter na temperatura de 60°C

< Adicionar 2,5% p/v de azeite de oliva extra-virgem

< Juntar 1% de Rodamina “B” (Aldrich-25242-5 ou Sigma-R6626) solucdo aquosa a 0,001%
seguida de agitagdo vigorosa e submeter a misturador para emulsificar durante 1 min

< Deixar em repouso a 60°C para reduzir a espuma

2 Distribuir em placas de Petri (ficardo opacas e cor de rosa)

< Secar a superficie (estufa) a 33°C até 37°C

< Inocular por esgotamento

2 Incubar entre 33°C até 35°C durante 48 h, no minimo

< Examinar sob luz UV a 350 nm

< Apobs 16 h de incubagio, as colonias comegam a exibir fluorescéncia de cor laranja (halos),
mostrando entdo as produtoras de lipase

< Podem-se utilizar outros indicadores: Nile-Blue Sulfate ou Victoria Blue B

2 O azeite ¢ esterilizado através de uma coluna “neutral alumina” (6xido de aluminio) em uma
mistura de solvente de éter e éter de petroleo e o corante indicador por filtragdo. No atual caso,
autoclavar a 121°C durante 30 min

< Controle positivo: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Serratia marcescens, Staphylococ-
cus aureus, Bacillus subtilis, Burkholderia cepacia

2 Controle negativo: Escherichia coli

2.9.2. Segundo Alane Beatriz Vermelho, da Universidade Federal do Rio de

Janeiro (UFRJ, 2012)

(%0)
Azeite de oliva extra-virgem 2
Extrato de levedura 0,1
NaCl 0,85
Agar-agar 2
Agua destilada ou equivalente qsp
pH 7,0

< Juntar os ingredientes, exceto o azeite e autoclavar por 121°C durante 20 min

< Recomenda-se autoclavar o meio juntamente com um magneto

2 Depois do agar fundido, deixar o meio em agitagao vigorosa com o magneto e
adicionar o azeite aos poucos

< Deixar agitando até o momento de verter em placas de Petri. Verter e aguardar a solidificagao.
Conservar em refrigerador
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2.9.3. Segundo Leon Rabinovitch — adaptado de Kouker,
G.&Jaeger K. - E. — Appl. Environ. Microbiol. 53 (1) [211-213] 1987

g/L ou mL/L
Agar Nutriente (Oxoid) 28
Azeite de Oliva Extra-Virgem 18,71
Goma Arabica em po 10
Agua destilada ou equivalente qsp
pH 7,0

< Autoclavar por 121°C durante 15 min e manter a 60°C

< Adicionar 1% de Rodamina “B” (Aldrich-25242-5 ou Sigma-R6626) solugdo aquosa a
0,001% seguida de agitagao vigorosa e submeter a misturador para emulsificar durante 1 min;
se a solucdo aquosa de Rodamina “B” (Aldrich-25242-5 ou Sigma-R6626) for a Img / 0,1 mL
usar 0,1 mL%

< A partir desta etapa o experimento sera semelhante ao de Kouker, G.&Jaeger K. - E. (1987),
citado acima
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CAPITULO 3. PROVAS FISIOLOGICAS

Tabela 5 - Faixas de temperaturas para a determinacao 6tima de crescimento!®

Bacillus subtilis 10 50

Bacillus aucalophilus 30 40

Bacillus anthracis 30 40

Bacillus badius 30 50

Bacillus cereus 10 40

Bacillus coagulans 30 55

Bacillus firmus 10 40

Bacillus insolitus 5 10

Bacillus laterosporus Atual Brevibacillus laterosporus 15 50

Bacillus lentus 30 30

Bacillus macerans Atual Paenibacillus macerans 10 50

Bacillus marinus 5 30

Bacillus mycoides 5 40

Bacillus pasteurii 30 40

Bacillus popilliae Atual Paenibacillus popilliae 20 35

Bacillus schlegelii 50 65

Bacillus stearothermophilus 40 65

18. Na década de 1990 surgiram na literatura novos géneros originarios de estudos filogenéticos intra-especificos a partir de espécies algumas
das quais integraram por muitos anos o Género Bacillus. Esses estudos se basearam na comparagao da seqiiéncia do RNA ribosso-
mal 16S. Os novos géneros propostos sdo: Paenibacillus (Ash et al., 1991a; Ash, Priest & Collins, 1993); Alicyclobacillus (Wisotzkey
et al., 1992); Halobacillus (Spring et al., 1996); Brevibacillus e Aneurinibacillus (Shida et al., 1996); Virgibacillus (Heyndrickx et
al.,1998);Gracilibacillus e Salibacillus (Waino et al.,1999). Amphibacillus (Niimura et al.,1963) e Sporolactobacillus (Kitahara & Suzu-
ki; 1963) eram géneros descritos anteriormente
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3.1. VERIFICAGAO DE CRESCIMENTO EM AGAR ANAEROBICO

g/L
Tripticase 20
NaCl 5
Agar-agar 15
Tioglicolato de sodio 2
Formaldeido sulfoxilato de so6dio 1
Agua destilada ou equivalente qsp

pH 7,2

< Dissolver os componentes em 80% de dgua morna, ajustar o pH com NaOH 1N, completar o
volume e adicionar o Agar-agar

< Fundir, resfriar até aproximadamente 45°C e distribuir 5 mL a 6 mL em tubos de 15x120 mm
com tampa de rosca afrouxada

< Autoclavar a 121°C durante 20 min

2 Deixar os tubos em pé e apertar as tampas depois de frios

< Inocular, por picada, com uma agulha recoberta com crescimento de 24 h em Caldo Nutriente,
sem atingir o fundo do tubo

2 Incubar a temperatura de 30°C a 33°C, ou 45°C para termofilicos, procurar crescimento super-
ficial e na picada (aerdbico) e a 1cm abaixo da superficie (anaerobico)

2 Com temperaturas inferiores a 45°C, o tempo de incubagao ¢ de até 7 dias

2 Com temperaturas de 45°C ou mais elevadas, o tempo de incubagio é de até 3 dias. No caso
dos Bacillus fastidiosos patogénicos para insetos, o tempo de incubacao € de até 14 dias.

3.2. VERIFICAGAO DO CRESCIMENTO EM DIFERENTES
TEMPERATURAS

< Apartir de um crescimento em Caldo Nutriente ou Caldo-J incubado durante 12 a 18 h,
transferir o inoculo com o auxilio de alca bacterioldgica para o meio AES inclinado
em tubos de 15x150 mm com tampas de rosca

2 Deixar as tampas levemente frouxas
2 Incubar sob imersdo, em banho-maria (ndo deixando a agua atingir a tampa), conforme as

condigdes a seguir:
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Temperatura °C Tempo (dias)

60 3
55 3
50 5
45 5
40 5
35 5
30 5
25 14
20 14
15 21
10 21
5 21

O crescimento ¢ observado com o aparecimento de coldnias.

3.3. VERIFICAGAO DE CRESCIMENTO EM DIFERENTES

CONCENTRACOES DE CLORETO DE SODIO

De um cultivo de 18 h em meio NYSM liquido, transferir uma al¢a de 3 mm de diametro cheia, ou 5 pL,

para outros tubos de ensaio (15x120 mm) com tampas de rosca encerrando-se 5 mL de meio NYSM liquido,
contendo cada tubo as seguintes concentragdes de NaCl: 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14% e 15%.

Incubar. Verificar o crescimento bacteriano diariamente por até 5 dias.
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CAPITULO 4. PROVAS CITOMORFOLOGICAS

Observacao da morfologia celular obtida nas seguintes condicdes:
Objetiva apochromat - HI 100/1,32

Ocular - pK 12,5

Coloragoes

Notar as seguintes caracteristicas:

Comprimento: Bastio curto ou bastdo longo
Largura: Estreito ou largo
Cadeia: Curta ou longa

Células: Isoladas e/ou aos pares

4.1. METODO DE COLORAGAO DE GRAM MODIFICADO (1920

Cristal Violeta
Solugdo A g/mL
Cristal violeta (90% de corante) 2
Alcool etilico (minimo 95% v/v) pré anélise 20
Solugao B g/mL
Oxalato de aménio (proé analise) 0,8
Agua destilada ou equivalente 80

< Adicione a solugdo A a solu¢do B

2 Misture bem e passe para frasco ambar dotado de tampa de rosca. Armazenar por 24 h e filtrar
através de papel de filtro tipo xarope.

< Preservar no mesmo frasco em local fresco.

Lugol g/mL
Iodo metaloide 1
Iodeto de potassio (pré analise) 2
Agua destilada ou equivalente 300

< Dissolver o iodeto na agua e acrescentar o iodo aos poucos com agita¢ao constante
< Preservar em frasco ambar dotado de tampa de rosca
< Guardar em local fresco.
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Fucsina carbolica de Ziehl

Solugao A g/L
Fucsina basica (minimo de 90%) 3
Alcool etilico (minimo 95% v/v) pr6 analise 100
Solugdo B g/L
Fenol (para analise) 50
Agua destilada ou equivalente 950

< Misturar Ae B

2 Momentos antes do uso, diluir 1:10 com agua destilada

2 O corante diluido ndo se preserva bem mesmo no refrigerador
< Desprezar ap6s 2 meses

Alternativamente, a coloracdo de fundo pode ser feita com Safranina O, conforme féormula abaixo.

Solucio estoque de contra-corante de Hucker

g/L
Safranina O (certificada) 25
Alcool etilico (minimo 95%, v/v) pro anélise qsp

Para uso, adicione 10 mL desta solug@o estoque a 90 mL de adgua destilada. Armazenar em frasco ambar

dotado de tampa de rosca.

Procedimento de coloracao

Fixar o esfregago em lamina de microscopio usando calor suave e passando-a rapidamente através da cha-
ma do bico de Bunsen (3 a 4 vezes). Mergulhar a lamina na mistura das solugdes (A) e (B) por 1 min. Lavar
rapidamente em agua corrente (por ndo mais que 5 s). Cobrir com a solugdo de Lugol por 1 min e lavar em
agua corrente, 5 s. Descorar com Alcool etilico a 95% (v/v) por aproximadamente 10 s (até remover todo o
excesso de corante). Lavar com agua rapidamente, escorrer e aplicar a solu¢ao de Fucsina Carbolica de Ziehl

(ou de Safranina O) por 1 min. Tornar a lavar e deixar secar ao ar.

19. Hucker, G.J. 1922. Comparison of various methods of Gram staining. (Preliminary Report), Alestr. Bacteriol., 6,2. and H.J.Coun. 1993.
Methods of Gram staining. NY State Agr. Expt. Sta Tech. Bull. 129.;
20. Food and Drug Administration Bureau of Foods-DM. 1976 Appendix B, Page B-14 AOAC-US- WASHINGTON.
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4.2. METODO DE COLORACAO DE ESPOROS

4.2.1. Método a frio de Bartholomew & Mittwer ¢!-2223)

Solugdo Corante g/L
Verde Malaquita 50

Agua destilada ou equivalente qsp
Contra-corante g/L
Safranina O 2,5
Alcool etilico (minimo 95% v/v) pr6 analise qsp

< Dissolver os corantes

2 Guardar as solugdes em frascos dmbar dotados de tampa de rosca e rotular

< Fazer esfregago em lamina de microscopio. Fixar na chama do bico de Bunsen

2 Mergulhar a lamina fixada no corante Verde Malaquita por 45 min. Ringar por 10 s em agua
corrente. Colocar a solugdo contra-corante de Safranina a 0,25% por 30 s

< Lavar com agua corrente e secar ao ar.

4.3. COLORACAO PARA OBSERVAGCAO DA FORMA

E ARRANJO DE FLAGELOS

4.3.1. Preparaciao da suspensao bacteriana

Cultivar a bactéria em Agar Nutriente preparado com 0,8% de Agar-agar colocado em tubos de 15 mm

X 120mm, em pé. Para Bacillus fastidiosos e géneros correlatos usar meio Agar-J, com apenas 0,8% de
Agar-agar. Incubar por 9-12 h a 33-35°C. Centrifugar o cultivo a 3000 x g por 5 min em 3 microtubos de
Eppendorf (1,5 mL). Lavar 2 vezes com 1 mL de dgua destilada estéril contendo 10 pL de Formaldeido

a 40%. Desprezar os sobrenadantes. Trabalhar com o sedimento adicionado de 100 uL de agua destilada
estéril. Armazenar 2 microtubos no refrigerador como reserva (por uma semana). Este ¢ o material flagelar

para a coloragao.

4.3.2. Preparacao das laminas

Usar laminas para microscopio novas, lavadas com detergente neutro a 10%, enxaguadas com agua destilada
de modo a ndo permanecer residuos de detergente, preservadas em Alcool etilico a 92,8°INPM. Nao manuse-

ar as laminas umidas, usar luvas ou pinga, secar ao ar.

Balows, A [Editores: Hansler Jr. W.J.; Herrman, K.L., Isenberg, H.D and Shadomy, H.J.]. 1991.

Manual of Clinical Microbiology, 5" ed, American Society for Microbiology, Washington, DC.

21. Manual of Clinical Microbiology, 5" ed, 1991, pg. 1131, By Peter Nash.

22. Manual of Microbiological Methods (by the Society of American Bacteriologists), 1957.

23. Committee on Bacteriologycal Technic (N.J. Pelczar, JR. Chairman); 1957, Mc Graw Hill Book Comp. Inc., New York.
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4.3.3. Preparacao do esfregaco

Passar a lamina seca por alguns segundos na chama azul do bico de Bunsen, no lado que recebera o esfrega-
co. Em seguida, marcar linhas grossas com lapis dermografico, acompanhando as bordas e em forma de um
“U”. No lado aberto, depositar alga cheia da suspensao bacteriana. Inclinar lentamente a lamina de modo a

fazer a mistura deslizar para a linha de cera oposta. Deixar secar ao ar e nao fixar ao calor.

4.3.4. Composicao e preparacio do corante

Solucdo corante g/mL
Cloreto de sodio (NaCl) 0,5
Acido tanico 1,0
Acetato de pararosanilina® 0,3
Cloridrato de pararosanilina® 0,1
Alcool etilico, 95% (v/v), pro analise 33
Agua destilada ou equivalente 67

(*) Para a coloragdo de flagelos, a mistura de pararosanilinas pode ser substituida por Fucsina basica certificada.

4.3.5. Preparacao da solucao corante

O método mais simples para o preparo do corante consiste em se fazer 3 solugdes separadas: (1) NaCl em
4gua destilada na concentracdo de 1,5%. (2) Acido tanico em 4gua destilada na concentragdo de 3,0%, ¢ (3)
os corantes em Alcool etilico a 95% (v/v), P.A. na concentragdo de 1,2%.

As 3 solugdes sao entdo misturadas em proporgdes exatamente iguais e armazenadas em frasco ambar, com

tampa de rosca, mantido em refrigerador.

Observacao:

® Os sais de pararosanilina se dissolvem lentamente no Alcool etilico, sendo melhor deixar algumas ho-
ras, agitando-se a mistura frequentemente até sua completa dissolugao.
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4.4. Coloracao de capsula bacteriana?

Comentarios e Observacoes

Nem todos os corantes geralmente usados para capsulas bacterianas sdo satisfatorios. Os corantes para
flagelos descritos anteriormente em Coloragdo para Observagdo da Forma e Arranjo de Flagelos sdo também
excelentes para visualizagao de capsulas. O método de fazer esfregagos e a etapa de coloragdo sao exatamen-
te como os descritos para coloracao de flagelos. Um contracorante ¢, contudo, de emprego obrigatorio. Com
a fucsina basica ou pararosanilina (vermelha) e o Azul de Metileno como contracorante (azul), as capsulas
sdo coradas em vermelho e os microrganismos em azul.

Quando os microrganismos se originam do peritonio de animal de laboratorio (liquido peritoneal), as 1a-
minas podem ser feitas diretamente com esse material. Contudo, geralmente ¢ melhor lavar as bactérias em
agua destilada, ou equivalente, antes de se fazer o esfregaco. No caso de os organismos possuirem capsula
e flagelos, ambos podem ser corados ao mesmo tempo. Aqui, tanto capsula como flagelo assumem a cor do
corante, enquanto o microrganismo cora-se com o contracorante. O fato de o flagelo e capsulas corarem-se
com o0 mesmo corante ndo indica, necessariamente, que ambos sejam da mesma natureza quimica. Como o
alcool evapora, o corante precipita e € incorporado pelos flagelos e capsulas ou outro material que possa se

encontrar nessa mesma lamina. Bacillus anthracis tem sido corado com sucesso por esse procedimento.

Solucdo de Contracorante

2/100 mL
Azul de metileno® 0,1
Borax (Na,B,0..10H,0 PM= 381,27) 1
Agua destilada ou equivalente qsp

< Dissolver o Borax, o Azul de Metileno e filtrar por papel Whatmann n°4 em funil de vidro.
Guardar em frasco ambar com tampa de rosca. Rotular como solug@o de Azul de Metileno
Contracorante.

Observacao:
e A fucsina carbolica (vide Método de Coloragdo de Gram Modificado) diluida a 1:10 com agua destila-
da e aplicada durante 5-10 min produz um bom contracorante, caso em que o flagelo fica azul e capsu-
la avermelhada.

24. Baseado em: Leifson, E. 1930. A Method of Staining Bacterial Flagella and Capsules Together with a Study of the Origin of Flagella. J.
Bacteriol., 203-211.
25. Azul de metileno (Methylene blue, C.I. Azul basico 9).
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ANEXOS

ANEXO 1 — AGUA REAGENTE E SOLVENTE NO
LABORATORIO DE PESQUISA MICROBIOLOGICA

A agua ¢ um reagente e solvente utilizado na maioria dos laboratorios de cultura, alimentag@o de equipa-
mentos, lavagens, sanitizacdo de bancadas, pisos e outros®®. Entretanto, se nao for feito um correto monito-
ramento da qualidade da agua poderao ocorrer problemas que afetam diretamente as atividades laboratoriais.
Por isso, deve-se seguir um padrao de controle na pesquisa cientifica, tecnoldgica e de analises clinicas. Sao
diversas as suas aplicacdes tais como a reconstitui¢ao de reagentes, preparo de solu¢des padrdes, solucdes-
-tampdes e dilui¢des, além de confec¢ao de meios de qualidade rigorosa. O abastecimento urbano de agua
potavel fornece um liquido que contém misturas de moléculas organicas, ions inorganicos, particulas solidas
de tamanhos diversos, coloides, gases, bactérias, fungos, eventualmente protozoarios, e produtos desses
microrganismos. Estes podem alterar os resultados dos testes e ensaios laboratoriais provocando eventuais
erros ¢ falhas mecéanicas em equipamentos analiticos . Para remover essas impurezas, ¢ necessario recor-
rer a uma combinagdo de tecnologias de purificagdo. Existem varias organizagdes nacionais e internacionais
que especificam normas sobre a agua reagente e solvente, a fim de minimizar sua interferéncia nos ensaios
laboratoriais. Entre elas estdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a American Society for
Testing and Materials (ASTM), o Standard Methods for Analysis of Water and Wastewaters, United States
Pharmacopeia (USP) &7, American Chemical Society (ACS), British Standards Institute (BSI), Interna-
tional Organization for Standardization (ISO) ©, College of American Pathologists (CAP) (9, Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) © e Organizagdo Mundial da Satde (OMS) (9, Essas determinam os
tipos de aguas, métodos de obtencdo e controles necessarios para a utilizagdo correta, auxiliando assim as
equipes que atuam nos laboratorios!V. A Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) 302:2005 da ANVISA
preconiza que o laboratério clinico, em sua fase analitica, deva definir o grau de pureza da dgua reagente uti-
lizada em suas analises, a forma de obtengdo e o controle da qualidade 1V,

Os padroes estabelecidos pelo CLSI® sdo os mais comumente empregados em nosso pais. O documento
C3-A4 — Preparation and testing of reagent water in the clinical laboratory — define os parametros utilizados
para cada tipo de agua e, de acordo com a necessidade do uso, um desses tipos ¢ escolhido. Assim, as aguas
(CLSI) foram classificadas em: Clinical Laboratory Reagent Water (CLRW), Special Reagent Water (SRW)
e Instrumental Feed Water (IFW). As especificacdes do CLSI em relagdo a contagem de unidades formado-
ras de colOnias bacterianas (UFC/ml) sdo similares para os tipos CLRW e SRW, isto ¢, devem ser inferiores

a 10 para ambas. Quanto ao material particulado, em ambos os casos, o filtro ao final da purificacao devera
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ter removido particulas com didmetros superiores a 0,22 um. Para o carbono organico total, os niveis aceitos
devem ser inferiores a 500 g/g na CLRW e inferiores a 50 ng/g na SRW.

O CLSI no documento C3-A4 define como classificagdes adicionais:

Agua para autoclave e lavagem
Trata-se de agua purificada de modo a conter baixos niveis de compostos organicos, inorganicos e mate-
riais particulados que, do contrario, poderdo contaminar solugdes e meios de cultura nos procedimentos de

esterilizacdo por autoclave;

Agua fornecida em “Kkits” para solucdes em procedimentos especificos
Como diluente ou como reagente, deve ser empregada apenas em “kits”, e nunca em outra aplicacdo. Esse

tipo de dgua nao substitui as dguas dos tipos CLRW ou SRW;

Agua purificada comercial, fornecida envasada

O usuario deve se precaver quanto a qualidade da agua a ser empregada em fungdo do tempo de sua esto-
cagem, sendo necessario validar os parametros da agua CLRW ao longo do tempo de utilizagao. Cada novo
lote de agua envasada deve ser validado antes de seu uso. A CLRW substituiu as antigas dguas dos tipos I e
116:9, ¢ ¢ utilizada no laboratorio de analises clinicas em diversas fungdes como reconstitui¢do de reagentes,
meios de cultura desidratados, padrdes, calibradores e brancos de reacdes, lavagem de cubetas, sondas e
outros instrumentos. Essa dgua ¢ isenta de materiais organicos e inorganicos, particulas e coloides, além de
bactérias e seus subprodutos ¢-9. Ja a SRW ¢é de qualidade livre de nucleases (Dnases e Rnases) e ¢ a reco-
mendada para emprego em técnicas moleculares &9, Ha também a IFW, que é usada para banhos, enxagues
internos de maquinarios, diluigdes e outras fungdes utilizadas nos analisadores automatizados®®. Vale ressal-
tar que a agua reagente nao deve ser estocada; ela deve ser usada no momento em que € produzida, em virtu-
de da contaminagdo por gases do ambiente e crescimento microbiano 12,

No monitoramento de dguas proposto pelo CLSI observam-se:

1- Verificagdo da integridade dos componentes do sistema de purificagdo da agua.

2- Comprovacao de que as especificacdes estdo sendo continuamente cumpridas e seus registros estao
sendo efetuados para a verificagdo da resistividade, contagem de UFC/ml e quantificacdo de compostos orga-
nicos®9,

Os processos de purificagdo sao:

Filtracao
Processo de separagdo de particulas contaminantes presentes na dgua por meio da utilizagao de um mate-

rial poroso, como filtros de carvdo ativado ou de celulose & & 1316179,
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Destilaciao
E usada para separar misturas homogéneas do tipo sélido-liquido, nas quais os componentes tém pontos
de ebulicao diferentes. O vapor da agua aquecida e condensado, coletado e armazenado, removendo grande

parte dos contaminantes®!417);

Desinfec¢ao por sistema ultravioleta (Uv)
A agua circula num reator de esterilizagdo. Em contato com a luz UV (na faixa de 250 nm a 270 nm) os
microrganismos sao inativados, resultado do dano fotoquimico ao acido nucléico. A localizagdo da lampada

de UV deve ser anterior a etapa de troca idnica®!*!";

Deionizacio
E utilizada para remogio de substancias inorganicas, empregando-se colunas com resinas carregadas ele-

tricamente que permitem a troca seletiva de ions por compostos inorganicos dissolvidos na agua®-®!%!®);

Eletrodeionizacio
E um processo continuo, em que a 4gua passa em canais, migrando para o canal de eletrodo, seguindo atra-
vés de membranas permeaveis a anions e cations (canais de purificag@o) e, por fim, pelo canal de concentragao.
O campo elétrico criado faz com que os ions removidos transitem por canais em que ficam concentrados,
enquanto o produto transita por outro canal e ¢ estocado. Para evitar a precipitagdo de carbonato de calcio ou
magnésio, existem particulas de carvao ativado entre as resinas de troca idnica que sao continuamente rege-

neradas pela corrente elétrica 61517,

Microfiltragao e ultrafiltraciao

A membrana que ¢ colocada na saida do sistema de purificagdo ndo permite que quaisquer particulas aci-
ma de 0,22 um a atravessem, promovendo uma filtracao esterilizante, como ¢ o caso da microfiltragdo. Mais
recentemente, a ultrafiltragdo foi proposta como uma forma de eliminar outros contaminantes nao eliminados

pela microfiltragdo pois os poros do filtro sdo menores, variando de 25 kDa a 3 kDa ©:417;

Osmose reversa
E o processo de passagem de agua através de uma membrana semipermeavel, em um sistema de alta pres-

sdo, que forga sua passagem pela membrana, retendo particulas, compostos organicos ¢ bactérias 1719,

Controle de qualidade da agua reagente

A agua reagente deve obedecer a um padrao de controle de qualidade rigoroso.
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Determinacio de resistividade e condutividade
Sao uteis para mensurar a quantidade de contaminantes i0nicos presentes na agua, porque determinam
indiretamente os solidos totais dissolvidos. As medidas da resistividade e a condutividade de uma amostra

de agua reagente devem ser feitas diariamente, conforme descrito nas normas CLSI®!9,

Controle microbioldgico

A 4gua de alimentagdo pode formar biofilmes, que interferem nos resultados de exames laboratoriais e
degradam equipamentos pela biocorrosao. O biofilme ¢ fonte de endotoxinas e polissacarideos, gerando a
contaminacdo ¢ a perda da pressao da agua. Sdo realizados por meio da técnica de contagem de bactérias
heterotroficas, em que o valor obtido é uma aproximacdo do numero de microrganismos viaveis presente no
sistema de purificacdo. As metodologias utilizadas sdo: técnicas de espalhamento em meio de cultura sélido
contido em placa de Petri, que permite crescimento bacteriano para contagem; da membrana filtrante, que
também permite crescimento bacteriano para contagem de colonias; e, por microscopia de fluorescéncia, a
qual permite a visualizagdo de células bacterianas tornadas fluorescentes. Tal controle microbioldgico ¢ feito

semanalmente 1220,

Endotoxinas

Constituem o maior componente lipidico da membrana externa de bactérias Gram-negativas que as libe-
ram no meio circundante durante sua multiplicagdo, ou morte. As endotoxinas sdo adsorvidas de modo va-
riado a maioria das superficies, incluindo o carvao ativado e as resinas. A detec¢do e/ou a quantificacao dos

niveis de endotoxinas pode ser feita por teste do coagulo, turbidimetria ou técnica cromogénica (19,

Tabela 6: Vantagens e desvantagens dos métodos de purificacao

Método Vantagens Desvantagens

Remocio de cloro, particulas

Filtracao L. A Produto sem eliminacdo de ions e bactérias
e matéria organica
Remove grande porcentagem de .
o & P & Alto custo e consumo de energia
Destilag@o todos os tipos de contaminantes
Danifica o mecanismo de replicagao,
Ultravioleta Baixo uso de energia sem remogao dos microrganismos
L Eficiéncia na substitui¢ao s . a
Deionizagao . . Saturagdo rapida das resinas de troca idnica
dos compostos inorganicos
Lo Regeneracdo das resinas por ~ ~ 7 - e
Eletrodeionizagio g ¢ " p Nao remocao de particulas e matéria organica
corrente elétrica
Micro/ultrafiltragdo Filtracao esterilizante Morte dos microrganismos retidos por tras do filtro
Remove grande percentual de Membranas sujeitas a incrustagoes
Osmose reversa : . ~
todos os tipos de contaminantes e obstrugdes a longo prazo
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ANEXO 2 - TESTE PARA VERIFICAGAO DE TOLERANCIA
A PRESENCA DE FENOL, ETANOL, XILOL E CRESOIS?*®

2 De um cultivo em meio NYSM liquido de 24 h, transferir uma alga cheia, de 3 mm de diame-
tro, ou 5 pl, para cada tubo de ensaio de 15 x 150 mm, dotado de tampa de rosca e contendo
10 mL de NYSM liquido

< Para cada um destes tubos adicionar separadamente: 40 ul e 60 ul de fenol previamente fundi-
do (para analise, minimo de 99% de pureza) ; 150 ul e 250 pl de etanol absoluto (para analise,
minimo de 99,5% em volume); 40 ul e 60 ul de creolina (o ingrediente ativo € o 6leo de creo-
soto de coaltar, minimo de 35% em volume); 100 ul e 250 pl de xilol (densidade = 0,85 - 0,87
a20°C)

< Homogeneizar em vortex, apertar as tampas e vedar os tubos com parafilme. Incubar durante
5 dias

< Verificar a existéncia de crescimento, retirando de cada tubo uma alga, esgotando-a nas pare-
des e semeando em placa de Petri contendo NYSM solido

< Incubar durante 24 h

< Virias estirpes podem ser semeadas numa mesma placa

2 A auséncia de col6nia revela a concentragio letal inibidora de fenol, etanol, xilol e cresois
para a popula¢@o bacteriana ensaiada.

26. Este procedimento foi desenvolvido no Laboratorio de Fisiologia Bacteriana do Instituto Oswaldo Cruz
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ANEXO 3 - VERIFICAGAO DE CRESCIMENTO
EM PRESENCA DE METAIS?

Resistograma

2 De um cultivo em NYSM liquido de 24 h, depositar 5 ul num ponto da superficie de cada uma
de trés placas de Petri contendo Agar Nutriente Solido adicionado de metais, conforme suges-
tdes de concentragdes a seguir:

Cu(CuSO,)) - 19,2 pg/100ml
Cd(CdCl) - 0,56 ug/100ml
Hg (HgClL) - 1,68ug/100ml
AIK(SO,) - 17,55png/100ml
Zn (ZnSO,) - 13,08 ug/100ml

< Incubar durante 24 h
< Verificar a existéncia de crescimento; o resultado € positivo se for constatada a presenca de
pelo menos uma coldnia bacteriana

Observacoes:

® Os sais de metais sdo dissolvidos em agua deionizada, sendo as solugdes preservadas em frascos de
vidro neutro revestidos com papel-aluminio e conservados no refrigerador;

® Os frascos com as solugdes de metais sdo deixados assumir a temperatura ambiente, antes do uso;

® As solucdes devem ser adicionadas ao meio de cultura fundido e resfriado a cerca de 48°C -50°C

27. Este procedimento foi desenvolvido no Laboratério de Fisiologia Bacteriana do Instituto Oswaldo Cruz
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ANEXO 4 - TESTE DE TOLERANCIA AOS INSETICIDAS?

(p- ex., organoclorado, organofosforado)

2 De um cultivo de 18 h em meio NYSM liquido, transferir 100 uL para placas de Petri conten-
do meio NYSM solido

< Espalhar de modo a cobrir toda a superficie

2 Depositar aproximadamente 2 mg de cada inseticida em pontos distintos da superficie do
meio, cerca de 2 cm distantes um do outro

< Incubar

< Anotar a inibi¢do do crescimento medindo os didmetros dos halos

< Estes sdo bem definidos, sendo os seus didmetros dependentes do inseticida empregado

< Considerar como linhagem bacteriana tolerante quando o halo apresentar didametro menor que
10 mm.

28. Este procedimento foi desenvolvido no Laboratério de Fisiologia Bacteriana do Instituto Oswaldo Cruz
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ANEXO 5 - PROCEDIMENTOS PARA ISOLAMENTO
DE Bacillus A PARTIR DE SOLO (29 30)

Procedimento 1

Suspender 1 g de solo em 50 mL do meio Caldo Nutriente e aquecer a 70°C por 10 min. Semear por es-
gotamento na superficie de Agar Nutriente contido em placas de Petri. Quando se incuba a 37°C por até 48 h
favorece-se o crescimento de B. subtilis e B. circulans. Quando se incuba a 28°C por até 48 h, favorece-se o

crescimento de B. cereus, B. mycoides e B. subtilis.

Procedimento 2

Suspender 1 g de solo em 50 mL do meio Caldo Nutriente e aquecer a 70°C por 10 min. Incubar a tem-
peratura de 28°C por até 48 h. Semear por esgotamento na superficie de Agar Nutriente contido em placa de
Petri. Quando se incuba a 37°C favorece-se B. cereus ¢ B. megaterium, ocasionalmente B. subtilis. Quando

se incuba a 28°C, favorece-se o crescimento de B. cereus, B. megaterium, B. mycoides ¢ B. subtilis.

Procedimento 3

Suspender 1 g de solo em 50 mL de agua destilada estéril. Incubar a temperatura de 37°C por 3 dias. Se-
mear por esgotamento na superficie de Agar Nutriente contido em placa de Petri. Quando se incuba a 37°C,
favorece-se o crescimento de B. cereus, B. megaterium, B. pumilus, B. circulans, ocasionalmente Breviba-

cillus brevis, Paenibacillus mascerans, Paenibacillus alvei e Lysinibacillus sphaericus.

Procedimento 4

Suspender 1 g de solo em 50 mL do meio Caldo Nutriente com 3% de glicose e submeter a 65°C por 10
min. Incubar & temperatura de 28°C por 3 dias. Semear por esgotamento na superficie de Agar Nutriente con-

tido em placa de Petri. Quando se incuba a 28°C, favorece-se o crescimento de Paenibacillus polymyxa.

Procedimento 5

Suspender 1 g de solo em 50 mL do meio Caldo Nutriente contendo 20% de uréia previamente esterili-
zada por filtragdo. Incubar & temperatura de 28°C por 2 dias. Semear por esgotamento na superficie de Agar
Nutriente com 20% de uréia, contido em placa de Petri. Quando se incuba a 28°C, favorece-se o crescimento

de L. sphaericus, B. pasteurii e ocasionalmente B. lentus.

29. ”Further comparative study of nutritional requirements inthe genus Bacillus.B.C.KNIGHT., HPROOM.Journal of General Microbiolo-
gy. Sep;4(3):xii. 4(3) 588 (1950)
30. As espécies deverdo ser identificadas e caracterizadas
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ANEXO 6 - DETERMINACAO DA MORFOLOGIA
DE ESPECIES DE Bacillus

Dimensoes da célula vegetativa

< Cultivar a bactéria em meio Caldo Nutriente, em temperatura de 30°C a 33°C durante 12- 18 h

O Transferir para o meio Agar Nutriente inclinado em tubos de rosca de tamanho 15x120 mm ou
15x150 mm. Incubar entre 30°C a 33°C durante 12 h

2 Com o auxilio da ponta de uma agulha bacteriologica, retirar pequena porg¢éo do crescimento
bacteriano e espalha-lo em uma gota de salina (solu¢ao de NaCl 0,85% estéril) depositado
sobre lamina fina de microscopio desengordurada (espessura de 1 mm)

2 Cobrir com laminula desengordurada (espessura de 0,22 mm ¢ 22 mm de lado)

< Depositar sobre a laminula uma gota de 6leo para microscopio e examinar sob contraste-de-
fase com 2000 x de aumento em microscopio binocular, onde uma das oculares foi substituida
por ocular micrométrica

< Medir dez larguras de diferentes células e dez comprimentos por campo

< Repetir o procedimento por 10 campos

2 Determinar a média para os resultados.

Observacao:

® Quando se tratar de bactérias fastidiosas patogénicas para insetos, cultiva-la nos meios Caldo-J e Agar
-J. Podera ser necessario um tempo maior de incubacao.

Aspectos do esporangio

Utilizar os procedimentos empregados para a determinacdo das dimensoes da célula vegetativa, prepa-
rando ainda um tubo com o meio AES. Incubar por 24-72 h e examinar o crescimento diariamente. Verificar
ao microscopio (2000 x) a posi¢ao do esporo na célula-mae (esporangio) e se existe distendimento da parede
celular (deformacao do esporangio). Observar os esporos livres quanto a sua forma predominante. Para este
ultimo caso, proceder a um cotejo entre a quantidade de formas (elipsoidal, cilindrica ou esférica). A descri-

¢do podera seguir o que consta mais a frente.

Laboratério de Fisiologia Bacteriana o



ANEXO 7 - MEIO DE CULTURA PARA A OBTENCAO DE
BIOMASSAS DE Bacillus E GENEROS CORRELATOS

g/100mL (Reator/Dorna)
Farinha de Soja (2%) 120(*)
Extrato de Levedura 6
NaCl (**) 12
MgSO,- TH,0(**) 1,8
MnSO,- H,0 (*%*) 0,12
ZnSOy4- TH,0(**) 0,12
FeSO,- TH,0(*%) 0,12
CaCl,( anidro) (**) 0,6
Agua Destilada ou equivalente qsp

pH final = 7,2 NaOH a 20%
Esterilizacao 121°C/60 min

g/100mL (pré-indculo)

Farinha de Soja (2%) 2(%)
Extrato de Levedura 0,1
NaCl (*#) 0,2
MgSO,- 7TH,0(*%*) 0,03
MgSO,- H,0 (**) 0,002
ZnSO,- TH,0(*%) 0,002
FeSO,- TH,0(*%) 0,002
CaCly( anidro) (**) 0,01
Agua Destilada ou equivalente qsp
pH final = 7,2

Esterilizacdo 121° 20 min

Observacao:

® (*) Para a fermentacdo de Lysinibacillus sphaericus, utilizar farinha de soja desengordurada a 1%
(10 g/L) na férmula.

e (**) Qualidade para analise. Estudar qualidade mais economica.
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Preparo do mosto de fermentacao

2 Dissolver todos os sais em 600 mL de agua, adicionar o extrato de levedura e dissolvé-lo to-
talmente

< Acrescentar a farinha de soja

< Misturar vigorosamente ¢ ajustar o pH para 7,2 em potencidmetro (peagdmetro)

2 Completar o volume. Usar 6 L por cada batelada a fermentar

< Passar para o reator (10 L de capacidade nominal) do fermentador e esterilizar

Preparo dos indculos dos Bacillus

2 Dos tubos com tampas de rosca contendo o estoque de Bacillus, preservados em refrigerador,
colher células com uma alca bacteriologica ndo cheia passando-as para um tubo com 9 mL de
salina estéril (NaCl 0,85%), e homogeinizar por agitagcao

2 Inocular a suspensdo por espalhamento em placa de Petri contendo Agar Nutrinte e incubar a
33°C durante 24 h

< Raspar o crescimento bacteriano com alga bacteriologica e passar para 100 mL do meio de
cultura do pré-indculo e incubar com agitagdo por 4 h a 300 rpm e 33°C.

Inoculacao do reator e condicoes de fermentacao3!

< Transferir o crescimento vindo do agitador assepticamente para o reator

2 Parte desse inoculo transferido é diluido em salina estéril, sequencialmente, na proporg¢do de
1:10; 0,1 mL das 3 maiores dilui¢des sdo plaqueadas em triplicata em meio de cultura (Plate
Count Agar-PCA, isto ¢, Tryptone Glucose Yeast Agar, Difco- 0479-01-1 ou Oxoid- CM325,
neste caso com adicdo de 0,6 g/L de Agar-Agar para perfazer 15 g/L) espalhando-se com a
alca de Drigalski para contagem de unidades formadoras de colonias (UFC/mL)

2 Os parametros estabelecidos experimentalmente como satisfatorios para a condugdo do pro-
cesso em batelada (1 inoculo para cada fermentagdo) sdo:

a) Eixo com duas palhetas tipo turbina, distantes 10 cm entre elas

b) Anti-espumante a base de silicone irradiado 25 kGy (SAG-471, VWR/BDH/PROLA-
BO®, Produto 97002.0110) usado na propor¢ao de 10 mL/6L (5 mL:5 mL de dgua des-
tilada, mistura esterilizada a 121°C durante 20 min) adicionados ao mosto juntamente
com a adic¢ao do in6culo

¢) Aeragdo: 8-10 vvm (volume de ar por volume de mosto)

d) Pressdo no reator: 5 kg/cm?

e) Temperatura do mosto: 33° C

f) Tempo de fermentagao: 21-24 h

g) Coleta de amostras de mosto para exame ao microscopio (1000-1500 x) e verificagdo da
condi¢do de cultura pura e aspecto da citomorfologia da célula bacteriana (busca da pre-
dominancia de esporos ¢ endosporos sobre células vegetativas), determinag¢ao do pH ao
final da fermentagao

h) Rotagao do eixo: 400 rpm
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A fermentagdo nessas condi¢des, em geral, perdura por até 24 h, quando se observa ao microscopio pelo me-
nos 80% de esporos livres dos Bacillus. Podem ocorrer fermentagdes com esporogénese quase total em 22-23 h,

quando o pH encontra-se ao redor de 8-9. O pH entdo ¢ ajustado para 7,2 com solugdo de HCl a 20%

Centrifugacao continua

Nestas condi¢des, o mosto fermentado ¢ centrifugado em centrifuga continua do tipo De Laval (400 rpm)
de modo a se obter a separa¢ao da biomassa umida do Bacillus. A preservacao das biomassas umidas ¢ rea-
lizada em prateleira de refrigerador doméstico e dentro de recipiente com capacidade de 500 mL, apds sua

retirada do rotor?!

Secagem de biomassa imida

Cada biomassa imida contida em recipiente e preservada no frio deve ser dessecada em liofilizador.

As biomassas secas voltavam para o refrigerador doméstico até 0 momento da formulagio.

Determinacao de UFC por unidade de peso de cada biomassa

Suspender 20 mg de cada biomassa seca em 3 mL de salina estéril (solu¢do de NaCl 0,85%) seguindo-se
homogeneizagao vigorosa. Retirar 1 mL da suspensao e diluir em 9 mL de salina estéril seqiiencialmente e na
propor¢ao de 1:10; 0,1 mL das trés maiores diluigdes semear em placas de Petri, em triplicata, nos meios de

cultura ja referenciados para as bactérias. Calcular as UFC/mg ou g.

31. Tais procedimentos se prestam para o cultivo de levedura unicelular, desde que se empregue o meio de cultura adequado.
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ANEXO 8 - COMPONENTES INICIAIS PARA
FORMULAGCAO DE PROTOTIPO DE PRODUTO E
ENTRADAS PARA A PRODUGCAO DE 3 LITROS DE PRODUTO

< Em recipiente plastico de 5 L de capacidade colocar 1 L de agua destilada, adicionar o Sorbato
de K e dissolver

2 Adicionar o Acido benzoico e misturar bem com o auxilio de mixer

< Adicionar o Nipagin M e misturar bem

< Adicionar o Nipazol M e misturar bem

< Adicionar o Glicerol e o Sorbitol e misturar bem

< Acrescentar o Amido aos poucos para ndo ‘empelotar’ e misturar bem

< Adicionar 10 g de cada biomassa obtida, confome os Anexos 6 € 7. No caso de biomassa umi-
da, considerar o peso da agua e a propor¢ao de desidratacdo como sendo de 85%

< Adicionar o CMC aos poucos, batendo sempre, para ndo formar grumos

< Determinar o pH, de preferéncia com eletrodo

< Misturar bem

< Envasar e rotular

< Conservar em refrigerador até o momento dos ensaios de campo

Componentes iniciais para a formulagdo de protétipo do produto

Componentes (a) g% ou mL% g/Lou mL/L
Nipagin M (Bherzog) 0,10 1,0
Nipazol M (Bherzog) 0,12 1,2
Acido benzoico PA, ACS (Isofar) 0,15 1,5
Sorbato de K (Bherzog) 0,5 5,0
CMC média viscosidade ® (Bherzog) 0,5 15
Glicerol (Bherzog) 20 200
Sorbitol 70% (Bherzog) 5 50
Amido soluvel PA (Bherzog) 5 50
Agua destilada (LFB/IOC) q.S.p. q.S.p.

a) Excetuando a 4gua empregada, todos os demais componentes da férmula foram de qualidade superior a grau técnico
b) Carboxi Metil Celulose
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ANEXO 9 - FABRICAGAO DO “"FERMENTO LATICO”

Extra Programa

1. Cultura bacteriana

Lactobacillus acidophilus (Moro,1900) Holand, 1920, mantida em meio de cultura de Leite Simples. Re-

piques sao feitos com aproximadamente 60 dias. Crescimento a 37°C

2. Meios de cultura

2.1. Meio de Leite Simples: Leite comum desengordurado, distribuido em tubos com
tampa de rosca e tamanho de 15x150mm, esterilizados a 115°C durante 20 min

2.2. Meio para o “Fermento Latico”:

g/L. ou mL/L
Extrato de carne 1,5
Peptona 3,0
Lactose 20
Agua de Tomate (2 kg/2L) 180
Carbonato de Calcio 5,0
Agua destilada ou equivalente qsp

pH 6,8-7,0 ajustado com NaOH 20%

Esterilizacdo 110°C durante 15 min

2.3. Meio de cultura para a contagem de células viaveis

O meio 2.2 sem carbonato mas adicionado de 2% de Agar-agar

2.4. Meio para controle da uniformidade da cultura e pesquisa de
contaminantes. Em tubos com tampa de rosca e tamanho de 15x150mm,
esterilizados a 110°C durante 15 min

g/L ou mL/L
Extrato de carne 10
Peptona 30
Extrato de levedura 2
Glicose 10
Agar-agar 20
Agua destilada ou equivalente qsp

pH=7,0-7,2 ajustado com NaOH

@ Laboratério de Fisiologia Bacteriana



2.5. Meio Iniciador ou Piloto

O mesmo meio 2.2 sem carbonato, mantido em baldes de 5 L

3. Preparo do “Fermento Latico”

< Repicar a cepa de Lactobacillus de meio de leite para o meio piloto

< Incubar de 24- 48 h a 37°C

< Controlar a pureza da cultura microscopicamente e também semeando-se no meio 2.4; incubar
este ultimo a 37°C e observar a presenga ou ndo de contaminante

< Estando o meio piloto satisfatorio, inocular o meio principal 2.2 contido nos baldes cilindricos

2 O volume de meio por cada baldo dependera da quantidade e volume dos flaconetes com o
produto que se deseja preparar

< O indculo citado devera ser uma proporgao aproximada de 0,5 a 1,0 mL para cada 100 mL do
meio 2.2. Incubar a 37°C durante 4 a 6 dias, conforme os resultados da contagem do niimero
de células viaveis

2 O meio fermentado devera apresentar pelo menos 10 milhdes de células vivas por mL

2 Terminada a fermentagdo, guardar o produto em geladeira até a hora da distribuigdo asséptica
nos flaconetes previamente esterilizados

2 O mosto fermentado é também controlado quanto a pureza da cultura, do mesmo modo que no
procedimento anteriormente citado.

4. Contagem do numero de células viaveis

< Diluir amostras do “Fermento Latico” proporcionalmente de modo a se conhecer o fator da
dilui¢do. Exemplo: 1/10,1/100,1/1000 etc, em salina estéril

< Tomar aliquotas das ultimas dilui¢des e colocar em placas de Petri estéreis (pelo menos 3 pla-
cas para cada aliquota)

< Cobrir com o meio 2.3 fundido e resfriado a 42°C-45°C, fazendo-se movimentos giratorios

< Deixar solidificar

< Incubar a 37°C durante pelo menos 72 h

< Contar as colonias de Lactobacillus, tirar a média e multiplicar pelo fator da diluicdo empre-
gado relacionando-se com o volume inicial de meio

2 O ntmero de viaveis ndo devera ser menor que 10 milhdes de células por mL.
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5. Armazenamento do produto

A longevidade das células bacterianas no produto depende de uma boa conservagao em temperatura ade-

quada, a qual podera estar situada em torno de 3°C + 1°C.

Observacao:

® O “Fermento Latico” podera ser liofilizado em flaconetes, devendo existir por cada flaconete 10° célu-
las viaveis por mL.
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ANEXO 10 - ISOLAMENTO DE BASTONETES
ESPORULADOS AEROBIOS OU AEROBIOS
FACULTATIVOS GRAM-POSITIVOS DE MINERIOS

< Amostra de minério na embalagem original

2 Pulverizar porgdo superior a 1g (se possivel em gral de metal ou porcelena com pistilo, esté-
reis)

< Passar para frasco de cor ambar e de boca larga, com tampa, estéril

2 Homogeneizar o pulverizado girando o frasco em varios sentidos durante 5 min

2 Em camara asséptica, de 4 pontos aleatorios do pulverizado, retirar com espatula estéril 4
amostras de aproximadamente 250 mg (para formar 1g) e passar assepticamente para frasco
de Erlenmeyer de 250 mL contendo 99 mL de Tampao Butterfield, pH7.2 ( Anexo 13), estéril

< Agitar forte por 5 min

< Transferir assepticamente 1 mL para tubo de ensaio contendo 9 mL de Tampao Butterfield
pH 7,2 estéril e agitar

< Submeter a coluna liquida do tubo a um banho-maria a 80°C durante 20 min

< Inocular 100 uL e 200 pL em placas de Petri contendo os seguintes meios de cultura, usando
espalhamento

2 Meio VRM (lecitinase + seletividade, etc); Agar Nutriente (AN); NYSM; incubar a 33°C du-
rante 48 h
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ANEXO 11 - SOLUCOES PADROES-PRIMARIAS PARA
MEDIDAS ELETROMETRICAS DE pH (POTENCIOMETRO
DE ELETRODOS DE KCL) E USO DO POTENCIOMETRO

1. Solugoes Tampao Usadas na Calibracao do Instrumento

O sistema de determinacgao de pH deve ser calibrado com a utilizagdo de solu¢des tampao de pH. Estas sdo
facilmente deterioradas pelo crescimento de fungos e outros microrganismos ou pela contaminagdo com espé-
cies quimicas, particularmente gases, surgindo dai a necessidade de sua renovagdo periodica (mensalmente).

Na preparagdo destas solugdes, deve ser usada agua destilada com condutividade menor que 2 pumhos/cm,
fervida e resfriada a temperatura de 25°C, contendo uma gota de solucdo saturada de KCl para cada 50 mL,
estando seu pH entre 6-7 .

Na analise de rotina, os tampdes padroes de pH podem ser preparados com reagentes apresentados comer-
cialmente na forma de comprimidos ou envelopes de quantidades especificadas para determinados volumes
de 4agua destilada. Acham-se também disponiveis no comércio solugdes ja prontas, mas sua aquisi¢cao nao ¢
recomendavel a ndo ser que a qualidade possa ser atestada. Os reagentes utilizados na preparacgdo das solu-
¢oOes tampao devem obedecer as especificagdes que as qualifiquem como reagentes de grau analitico (4R-
-analytical reagent grade).

Dos reagentes especificados para a preparagdo de tampdes mais comuns, o Standard Methods** (APHA,
1992) recomenda a secagem em estufa a 110°C-130°C por 2 h, somente de Fosfato monobasico de potéssio
(KH,PO,) antes da pesagem. Os outros sais, mesmo os hidratados, embora ndo haja recomendagdo expressa,

podem ser mantidos em dessecador desde a noite anterior a preparacao dos padrdes.

1.1. Solugcao Tampao pH 4,00 (25°C) — Padrao primario

Pesar 10,12 g de Biftalato de potassio (KHC,H,O,), dissolver em agua destilada, de qualidade especifica-
da, ambientada a 25°C e diluir para 1 L.

1.2. Solu¢ao Tampao pH 6,86 (25°C) — Padrao primario

Pesar 3,387 g de Fosfato monobasico de potassio (KH,PO,) e 3,533 g de Fosfato dibasico de sodio
(Na,HPO,), solubilizar em agua destilada propria para preparagdo do tampao, a 25°C, e diluir para 100 mL.

1.3. Solu¢ao Tampao pH 9,18 (25°C) — Padrao primario

Usar 3,80 g de Borato de sédio decahidratado [Na,B,.10H,0O (borax)] para preparar 1 L desta solugdo a
25°C;

32 Standart Methods for the Examination of Wasterwater, (ALPHA, 1992), 18th edition. American Public Health Association, Washigton,
D.C.
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1.4. Solucao Tampao pH 10,01 (25°C) — Padrao primario

Pesar 2,092 g de Bicarbonato de sodio (NaHCO,) € 2,640 g de Carbonato de sodio (Na,CO,), dissolver

em agua destilada especificada para o tampao a 25°C e diluir para 1 L.

1.5. Solugcao Tampiao pH 1,68 (25°C) — Padrao secundario

Pesar 12,61 g de Tetroxalato de potassio dihidratado (KH,C,0,.2H,0), dissolver em agua destilada espe-

cificada para o tampao a 25°C e diluir para 1 L.

1.6. Solugcao Tampiao pH 12,45 (25°C) — Padriao secundario

Usar mais 2 g de Hidroxido de célcio [Ca(OH,)] para preparar 1 L de uma solugdo saturada a 25°C. Filtrar
o sobrenadante através de filtro de vidro de porosidade média e usa-lo como tampao. O Hidroxido de calcio,
usado para preparar a solugdo, pode ser obtido em laboratorio a partir da calcinagdo, a 1000°C por uma hora,
de Carbonato de calcio (CaCO,) com baixo teor de alcalis € bem lavado com agua destilada. Depois da cal-
cinagdo, esfriar, hidratar com 4gua destilada e ferver. Resfriar, filtrar num filtro de vidro e coletar o Ca(OH),

solido para secar a 110°C. Secar, pulverizar e usar.

2. Solucoes auxiliares — Usadas na limpeza dos eletrodos

2.1. Hidroxido de sédio (NaOH) 0,1N

Dissolver 4 g de NaOH em 4gua destilada e completar para 1 L.

2.2. Acido cloridrico (HCL) 0,1 N

Diluir 8,3 mL do 4cido em 4gua destilada e completar para 1 L.

2.3. Fluoreto de potassio (KF) soluciao acida

Dissolver 2 g de KF em 2 mL de H,SO, concentrado, diluir em agua destilada e completar para 100 mL.
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Calibracao do instrumento

< A frequéncia de calibragdes do peagdémetro depende de frequéncia de medig¢des e da qualidade
do instrumental. Quando o instrumento ¢ estavel e as medic¢des sdo frequentes, as padroniza-
¢oOes sdo menos frequentes. No caso de as medigdes serem feitas ocasionalmente padronizar o
instrumento antes do uso.

< Cada instrumento ¢, normalmente, acompanhado das instru¢des de uso as quais geralmente
compreendem os seguintes passos:

< Ligar os instrumentos

< Antes do uso, lavar o(s) eletrodo(s) com agua destilada, absorver o excesso de agua com um
papel absorvente macio

< Selecionar uma segunda solug@o tampao cujo pH situe-se proximo (£ 2 unidades) do pH da
amostra. E comum o uso dos tampdes 4 ou 9, dependendo da faixa em que se situe o pH da
amostra;

< Selecionar uma segunda solug@o tampao cujo o pH situa-se proximo (+ 2 uidades) do pH da
amostra. E comum o uso dos tampdes 4 ou 9, dependendo da faixa em que se situe o pH da
amostra;

2 Trazer as temperaturas, tanto desse tampao como da amostra, para 0 mesmo valor que pode
ser temperatura ambiente, a temperatura da amostra ou uma temperatura padronizada, por
exemplo, 25°C. A temperatura escolhida sera a temperatura de teste;

< Remover o(s) eletrodo(s) do primeiro tampao, enxagua-lo(s) com agua destilada e enxagua
-lo(s) com papel absorvente macio

2 Introduzir o(s) eletrodo(s) na segunda solugdo tampéo;

< Fazer a inclinacao da linha reta potencial do eletrodo versus pH, ajustando a leitura do peag6-
metro ao valor de pH do tampao da temperatura do teste;

2 Remover o(s) eletrodo(s) do segundo tampao, enxagua-los com agua destilada com papel ab-
sorvente macio;

< Introduzir o(s) eletrodo(s) na terceira solugdo tampao de pH abaixo de 10, mas cujo o valor
seja cerca de trés unidades diferentes do segundo tampao. Nestas condigdes a leitura deve cor-
responder ao pH do tampao para a temperatura do teste com uma precisdo de +0,1.
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Medida do pH da amostra

< Agitar levemente a amostra com auxilio de um agitador magnético;

2 Introduzir o(s) eletrodo(s) na amostra e, estabelecido o equilibrio, fazer leitura do pH. Em
amostras tamponadas ou de elevada forga ionica condicionar o (s) eletrodo (s) mantendo-o (s)
imerso (s), por 1 min, numa porgdo de amostra, enxuga-lo (s), imergi-lo (s) numa nova porg¢ao
de amostra e ler o pH. Em amostras diluidas pouco tamponadas imergi o (s) eletrodo (s) em
trés ou quatro porgdes de amostra, sucessivamente e, por ultimo, tomar uma nova porg¢ao da
amostra ¢ medir o pH. Na EXTRABES (Estacdo Experimental de Tratamentos Biologicos
de Esgotos Sanitarios/DEC/CCT/UFPB), as amostras de dguas residuarias domésticas brutas
e tratadas em lagoas e reservatorios de estabilizagdo ndo se enquadram rigorosamente, em
nenhuma dessas categorias de amostras, sendo determinacdo procedida pela imersao do (s)
eletrodo (s), lavado (s) e enxuto (s), no interir de um volume de cerca de 500 mL de amostra
levemente agitada;

2 Lavar o (s) eletrodo (s) com agua destilada e enxuga-los com papel absorvente macio.

1. Eletrodos

2 No inicio da operagédo seguir as instru¢des do fabricante para a preparagdo dos eletrodos;

2 Apos o inicio de operagdes, os eletrodos devem ser mantidos imersos em soluc¢do cuja com-
posicao depende do tipo de eletrodo, mas que, de um modo geral, tem condutividade maior
que 4000 p mhos/cm. Portanto, dgua destilada ndo deve ser usada para manter imersos os ele-
trodos sendo preferivel, na falta de melhor alternativa, usar agua da torneira. Os fabricantes,
comumente, fazem as devidas recomendagdes sobre a sougdo da manutengao do (s) eletrodo
(s), mas de um modo geral a solugdo tampao de pH=4 ¢ a melhor escolha para o eletrodo de
vidro e Cloreto de potassio (KCL) saturada ¢ a melhor alternativa para eletrodo combinado e
eletrodos de referéncia;

2 Eletrodos de vidro sdo suscetiveis a diminui¢do da sensibilidade, resposta lenta e erros de
leitura com duas solugdes tampao devidos a riscos e arranhdes, deterioragdo ou a acumulagao
de residuos sobre a superficie de vidro. O ‘rejuvenescimento’ de tais eletrodos pode ser feito
através do tratamento ciclico acido-alcali que consiste na imersao do sensor em HCI 0,1N e,
em seguida, em NaOH 0,IN repetindo-se o tratamento mais duas vezes. Algumas fabrican-
tes sugerem condutas alternativas para o tratamento acido-alcali, como é o caso da Beckman
(Instrucao 225 A) que recomenda imersdo por 5 min, ¢ outra em HCL 0,1IN por igual periodo.
Se o tratamento ciclico acido alcali falhar imergir o sensor em solugdo auxiliar de Fluoreto de
potassio durante 30 s. Depois do tratamento de rejuvenescimento, manter o eletrodo imerso
em solugdo tampao de pH= 7 durante uma noite

< No caso do eletrodo combinado, imergir apenas o elemento sensor de pH
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2 Os defeitos (lentiddo da resposta e leitura variavel), associados ao eletrodo de referéncia, sdo
normalmente devidos a obstrucao da juncao. Esta pode ser desobstruida pela aplicagao de suc-
¢do a ponta do eletrodo ou por sua fervura em agua destilada até quando for aplicada sucgao o
eletrélito flua livremente.

2. Peagometro (pH-metro; potenciometro; medidor de pH)

A manuteng¢do do peagdmetro deve ser restrita as instrugdes contidas no manual do instrumento.
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ANEXO 12 - SOLUGAO DESINFETANTE DE SEGURANGCA

%
Formalina 5
Extran 2
Agua destilada ou equivalente qsp

Validade 12 meses

Observacao:

® Uso em bancadas de ago, formica, vidro, ceramica, instrumentos de vidro, aco e polimeros.
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ANEXO 13 - SALINA TAMPONADA - SATAMP
(Phosphate Buffered Dillution Water- Butterfield s Buffer)33

Solu¢ao Estoque

g/L
Fosfato acido de potassio (KH,PO,) 34
Agua destilada ou equivalente qsp

2 Ajustar o pH para 7,2 juntando solu¢do de NaOH 1 N e completar para o litro com agua destilada
< Esterilizar a 121°C durante 20 min e armazenar em refrigerador.

Diluigao para uso: tomar 2,5 mL da solugao estoque e diluir para 200 mL com agua destilada. Esterilizar a
121°C durante 20 min.

33. Food and Drug Administration Bureau of Foods — DM.1976 Appendix B, Page B-14. AOAC- US-WASHINGTON.
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ANEXO 14 - ROTEIRO PARA TRATAMENTO
ANTISSEPTICO DE SUPERFICIE EXTERNA
DE OVOS DE DIPTEROS?**

(Preparativos para o isolamento em cultura pura de
microrganismos viaveis existentes no interior de ovos)

Operar em condigdes assépticas

< Colocar solugdo de alcool (etanol) absoluto 99,5% (v/v) ou alcool iodado a 1% (p/v) em reci-
piente estéril de boca de 3 cm, com tampa, de modo a formar coluna liquida de 5 cm de altura

< Mergulhar os ovos inteiros (jangadas, se for o caso) e deixar por 2-3 min. Ndo exceder

< Com ajuda de espatula apropriada, estéril, transferir as pecas para igual recipiente e altura de
coluna contendo agua destilada ou similar estéril. Deixar por 2 min

< Transferir as pegas com espatula estéril, para igual recipiente e altura de coluna liquida con-
tendo solucao de Hipoclorito de so6dio a 2%

< Repetir a operagdo, item 3, acima

< Transferir para placa de Petri estéril e triturar com bastdo de madeira descartavel estéril até
minusculos fragmentos

2 Tansferir a massa triturada para tubo com o meio de cultura liquido desejado (para Bacillus
usar p.ex.10 mL de Caldo BHI, sem glicose)

< Incubar por até¢ 72 h a 33-35 °C

< Espalhar por esgotamento na superficie do meio de cultura sélido contido em quatro placas de
Petri (meio do item 7 solidificado com Agar-agar), incubar como o item 8. Pode-se usar outros
meios de cultura mais ricos, como Agar Plate Count

2 Isolar colonias com aspectos diferentes em cultura pura sempre no mesmo meio de cultura
(liquido e depois s6lido) e deste tltimo examinar preparagdes de células vegetativas (também
esporos) em esfregacos corados pelo Método de Gram ou Fucsina de Ziehl a 1:10

34. (Procedimento indicado por Leon Rabinovitch e Edmar Justo de Oliveirado Laboratorio de Fisiologia Bacteriana do Instituto Oswaldo
Cruz, margo de 2012)
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ANEXO 15 - CURVAS DE INATIVAGAO DE
ESPOROS DE Bacillus PRESERVADOS E
CONSERVADOS CONFORME MODELO CCGB.**

(Liofilizados, a vacuo e a 3°C).

< Modelo de frasco montado da CCGB

< Preparar 12 frascos por cepa

< Tempo de experimento equivalente a 2 anos. Tomadas para ensaio de viabilidade: em interva-
los de 3 meses

< Minimo de pontos na curva: 10

2 Guardar todos os frascos do mesmo modo e a semelhanga daqueles que preservam e conser-
vam cepas da CCGB (refrigerador)

< Temperatura de incubagdo do trabalho 33°C+1°C

Procedimento:

2 Escolher 5 cepas de espécies de Bacillus

< Escolher uma cepa de Bacillus “amostra” tipo (indica¢do no Bergey’s); ha algumas dessas
cepas disponiveis na CCGB

< Preparar 12 frascos para cada cepa em papel de filtro

< Utilizar meio de cultura no qual se alcance alto percentual de esporulagao, (ANM ver pagina
47) ou outro meio comprovado para esporulagdo acima de 80%

2 Meio de cultura em placa de Petri para a contagem de colonias (Agar Plate Count) ou BHI
glicose

< Usar trés placas para cada futuro ponto da curva. Cada placa leva na superficie do meio de
cultura 1 gota (5uL) de cada dilui¢do programada. P.ex: 10%,10%,10°

< Contagem de colonias sempre apds 48 h de incubacdo a 33°C £1°C. Tirar a média de 15 (trés
placas x cinco contagens por placa)

2 Usar sempre o equipamento Quebec com sua lupa para contagem das Unidades Formadoras
de Colonias, UFC

2 Dilugdes da Suspensdo —Made: 1 mL (Susp.-Mée) + 9 mL (tubo) Solu¢do NaCl a 0,85%

Na pratica: Verificar qual a melhor diluicio que permite contagem de colonias
(guardar a frio por 1 semana antes de descartar).

< Diluigdo de: 1:10* - 5 uL em 5 pontos da placa (3 placas)
< Diluigdo de: 1:10° - 5 uL em 5 pontos da placa (3 placas)
2 Diluigdo de: 1:10° - 5 uL em 5 pontos da placa (3 placas)

35. Colegao de Culturas do Género Bacillus ¢ Géneros Correlatos-CCGB
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Fazer contagem inicial logo apos o preparo dos frascos e usar 1 frasco de cepa do Bacillus

Resultados: O QUE SE ESPERA COMO RESULTADO ¢ se a preservacio e
conservacio funcionaram, oferecendo um minimo de 400.000 UFC por papel de
filtro para cada cepa apos 2 anos em refrigerador

® [ ogo apds o preparo dos frascos lofilizados, fazer as primeiras contagens para cada cepa (usando 3
placas com 5 gotas de 5 pL cada colocados em 5 pontos equidistantes os quais permitirdo em 3 placas
a obtencao de 15 contagens por cepa. Cada ponto (n° de UFC) sera resultante de 15 verificagdes aten-
dendo a estatistica e confiabilidade. O ponto sera a média e calcular o desvio padrao (x£y)= 0

® Entdo, para cada contagem a cada 3 meses ter-se-a 6 graficos (1 ponto para cada cepa)

Preparo da Suspensao—Mae a partir da tira de papel de filtro/frasco montado na CCGB
® Assepticamente retirar o papel com os esporos (usar pinga estéril)
® Passar para tubo com tampa de rosca contendo Salina Tamponada (SATAMP). pH 7,0
® Agitar em vortex por 30 min

® Fazer tomada de volume para diluicdes e as contagens de esporos

Observar que o tempo zero de cada suspensdo-mae sera diferente um do outro

Laboratério de Fisiologia Bacteriana @



ANEXO 16 - SUSPENSAO PADRONIZADA
DE ESPOROS BACTERIANOS

Cultos Liquidos Aerados

Bacillus Mesofilicos Géneros correlatos termofilicos
(33°C - 35°C) B. stearotermophilus (45°C)
Esporulacao > 80% Esporulacao > 80%
\ Termorresisténcia /
80°C / 15 min

-

Centrifugagao, lavagem com H,0 deionizada, centrifugagao
pellet

-

Suspensdo concentrada em H,O deionizada

-

Determinacao de UFC/mL
Rotulacao

-

Manutengao a 3°C + 1°C
(Refrigerador doméstico)
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ANEXO 17 - PRESERVACAO E CONSERVACAO

DE LINHAGENS DE ESPORULADOS AEROBIOS
GRAM-POSITIVOS A -196°C (NITROGENIO LIQUIDO)
COM GERMINACAO E PREPARO DE INOCULOS

PARA USO CONSTANTE (LFB/IOC/FIOCRUZ)

2 Produzir esporos livres, maduros, cultivando a estirpe (33-35°C) por 3 - 4 dias em meio de
cultura sélido estimulador de esporogénese

< Suspender grosseiramente 1 alga cheia do cultivo esporulado com pelo menos 80% de esporos
livres, maduros, em 3- 4 mL de leite estéril desnatado reconstituido em solugdo de agua des-
tilada contendo 30% de glicerol “para analise”. Ou, padronizar a suspensdo pura operando de
modo asséptico ( densidade otica)

< Se necessario, conservar em refrigerador (3°- + 1°C) por até 24 h

< Preparar 3 criotubos (identificados para as cepas que estdo a preservagdo) com 6 tiras delga-
das de 0,5 x 2,0 cm de lado em papel Whatman n°4 por criotubo

2 Homogeneizar a suspensdo de esporos e transferir 100 puL para os fragmentos de papel What-
man n°4, de modo a umedecé-los. Fechar as tampas de modo frouxo. Imediatamente colocar
na estufa a 33-37°C por 72 h para secagem da suspensao ja no papel e no criotubo. Apos esse
periodo apertar a tampa

< Preservar a -196°C em caixas apropriadas, mas passando antes pelo refrigerador (1 h), depois
congelador (1 h) e por fim acondicionar no Nitrogénio liquido a -196°C
Para um in6culo visando ativagao dos esporos que estdo preservados a -196°C, permanecer
com o criotubo no congelador (1 h), depois no refrigerador (1 h) e por fim na temperatura
ambiente (1 h). A seguir, abrir assepticamete o criotubo pra a retirada de uma tira de papel de
filtro com auxilio de pinga “dente de rato” com extremidade estéril (flambada)
Inocular meio de cultivo liquido (por exemplo, Caldo Nutriente, Meio “J”, NYSM etc.), para
germinagdo de esporos que vieram da tira de papel de filtro. Incubar 33-35°C
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ANEXO 18 - ROTEIRO PARA TRATAMENTO
ANTISSEPTICO DE SUPERFICIE
EXTERNA DE COPROLITO?®

(Preparatoria para isolamento em cultura pura
de microrganismos viaveis existentes no seu interior)

Operar em condigdes assépticas

2 Colocar Solugio de Alcool (etanol) Absoluto (99,5%, v/v) Iodado (1,0%) em recipiente estéril
de modo a que forme coluna liquida de 5 cm de altura, dotado de boca de 3 cm, com tampa

< Mergulhar pega com mais ou menos 2 cm de didmetro e deixar por 6 min

< Com ajuda de pinga dente-de-rato estéril, transferir a pega para igual recipiente e altura de
coluna contendo agua destilada estéril; deixar 2 min

< Transferir a pega, com mesma pinga estéril, para igual recipiente e altura de coluna contendo
solucdo de Hipoclorito de sodio a 2%

< Repetir a operagdo item 3 acima

< Transferir para placa de Petri estéril e cortar a pe¢a com bisturi estéril - em varios fragmentos

< Transferir 1 fragmento de mais ou menos 1cm de tamanho para tubo com o meio de cultura
desejado (para Bacillus usar p.ex.10 mL de caldo BHI, sem glicose)

< Incubar por 72 h a 33-35°C

< Isolar em cultura pura e examinar preparagoes de células vegetativas (também esporos) em
esfregacos corados pelo Método de Gram ou Fucsina de Ziehl a 1:10

36. Procedimento indicado por Leon Rabinovitch & Sonia Ermelinda do Laboratério de Fisiologia Bacteriana do Instituto Oswaldo Cruz,

Fevereiro de 2011.
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ANEXO 19 - PREPARAGAO DE CELULAS ESPORULADAS
PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE
TRANSMISSAO-MET E DE VARREDURA-MEV

Para a preparacao de estoque de culturas

O Preparar 4 tubos de ensaio contendo o meio de cultura Agar Nutriente e inocular
2 Incubar a 33°- 35°C por 48-72 h até esporogénese total

< Rotular e separar um dos tubos para a rotina

2 Vedar bem a tampa e conservar os tubos como estoque em refrigerador (3°C£1°C)

Preparacao de células para fixacao ou coloracao para a observacao de

formas vegetativas

2 Do tubo de ensaio estoque separado e identificado por cor, retirar pequena porgdo de células e
preparar um pré-indculo contendo 5-6 mL do meio de cultura Caldo Nutriente

< Incubar por 18-24 ha 33-35°C

< Adicionar o pré- indculo em 30 mL de meio de cultura Caldo Nutriente

< Incubar por 8-10 h a 33-35°C

< Centrifugar o crescimento (8000 rpm- 3 min) em 1 macrotubo (para MET, MEV e para Gram
¢ Bartholomew)

2 Fazer os esfregacos em 4 laminas e fixar a chama do bico de Bunsen

< Corar pelos Métodos de Gram e Bartholomew

< Lavar as células remanescentes com 1 mL de tampao (Salina Tamponada — SATAMP, ANEXO
13), 1 vez

< Centrifugar (8000 rpm - 3 min)

< Desprezar o sobrenadante

< Juntar ImL do fixador Glutaraldeido a 2,5% diluidos em Tampao Cacodilato de soédio a 0,1M

< Deixar por uma noite

< Centrifugar (8000 rpm - 1 min)

< Retirar o fixador e descarta-lo em local apropriado. (Atencio: Toxico)

< Adicionar 1 mL do Tampao Cacodilato de sodio a 0,1M

2 Guardar em refrigerador
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Para a observacao de esporangios e esporos

2 Do tubo estoque (Agar Nutriente inclinado) separado e identificado por cor, retirar pequena
porg¢io de células inoculando-as em 30 mL de meio de cultura Agar Nutriente com Metais
(ANM) liquido contidos em Erlenmeyer de 100 mL

2 Incubar por 24- 48 h com agitagdo (150 rpm)

2 Centrifugar (4000 rpm- 3 min) para separar células

< Desprezar o sobrenadante

< Lavar as células com 1 mL de tampdo (Salina Tamponada-SATAMP, ANEXO 13) uma vez

2 Centrifugar (4000 rpm- 3 min)

< Desprezar o sobrenadante

< Juntar o fixador Glutaraldeido a 2,5%, 400ul diluidos em Tampao Cacodilato de s6dio a 0,1M

2 Deixar por uma noite

< Retirar o fixador e descarta-lo em local apropriado. (Atencio: Toxico)

< Adicionar 500 pl do Tampao Cacodilato de s6dio a 0,1M

2 Guardar em refrigerador
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ANEXO 20 - PADRONIZAGAO DE INOCULO DE ESPOROS

2 Em 2 tubos com tampa de rosca de tamanho 15mm x 150mm contendo o meio de cultura Agar
Nutriente com Metais (ANM) inclinados, semear cepa de Bacillus ou de géneros correlatos aero-
bios e incubar a 33°C até obteng@o de 80% de esporos, com controle de microscopia a fresco

< Transferir o crescimento dos 2 tubos para um Erlenmeyer de 250 mL contendo 35 mL de agua
destilada estéril e deixar sob agitacdo por 2 h

2 Em 5 tubos de ensaio com tampa de rosca colocar 6 mL da suspensdo e fazer termorresistén-
cia (TR) a 70°C por 15 min. Submeter os tubos em agua corrente por 30 s. Reservar um tubo
para uso e conserva-lo sob refrigeracdo. Os outros 4 ficardo guardados em temperatura de re-
frigerador.

< De um utnico tubo de TR, tomar 1 mL do indculo e acrescentar em 9 mL de Salina estéril
(NaCl 0,85%)

2 Fazer diluigdo seriada na proporgdo de 1:10 e usar as dilui¢des de 1:10%,1:10%¢ 1:10°

2 Plaquear 100ul das diluigdes em placas com Agar Nutriente ou Agar Plate Count para conta-
gem de colodnias (3 placas para cada diluigio).

2 Incubar a 35°C por 30-40 h

< Calcular o numero de UFC por mL, usando a média aritmética dos resultados.

2 Colocar nos rétulos dos tubos de suspensio de esporos os valores das UFC por mL ¢ outros
dados (inclusive da cepa)

< Conservar em refrigerador (+ 3°C)

< Antes de usar deixar, o tubo para uso com a suspensdo-mae padronizada assumir para a tem-
peratura ambiente.

Preparo de biomassa rica em esporos

< Tomar 50 pl de indculo de esporos padronizado e transferir para 4 Erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL do meio de cultura NYSM ou outro meio liquido

< Deixar sob agitagdo a 33°C com 120-140 rpm até nova obtengdo de esporos livres (controlar
a0 microscopio)

< Centrifugar até obter um sedimentado firme e desprezar o sobrenadante

< Lavar o sedimentado uma vez com agua destilada estéril

< Centrifugar a 11000 rpm e desprezar o sobrenadante

< Suspender o sedimentado em 5 mL de salina estéril ( pH 7,0-7,2)

2 Distribuir 500 pl em 12 Eppendorf

< Centrifugar a 11000 rpm e desprezar o sobrenadante

< Separar 3 Eppendorf para determinagdo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) a partir
de sedimento ndo irradiado. Calcular UFC por média aritmética
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ANEXO 21 - PRODUGAO DE BIOMASSA
PADRONIZADA E FORMULADA DE LYSINIBACILLUS
SPHAERICUS 2362

< Tomar 50 puL de indculo padronizado (1,5x10*/mL esporos de L.sphaericus) e adicionar em
100 mL do meio de cultura Caldo NYSM(*)

< Deixar sob agitagdo a 120-140 rpm, na temperatura de 33°C por cerca de 24 h

< Tomar 20 mL do crescimento e adicionar em 3 L de Caldo NYSM contido em dorna do Fer-
mentador

< Deixar sob agitagdo a 600 rpm, aeragdo a 2 vvm, temperatura de 33°C por cerca de 24 h

< Centrifugar a 10.000 x g por 3 min

2 Recolher a biomassa compactada e passar para Becher de 250 mL previamente tarado. Juntar
aqui as biomassas de 4 fermentagdes e misturar bem por 10 min

2 Juntar 5 mL de solugdo de Acido propionico 0,1M para cada uma das biomassas e misturar
bem. pH 3,0-5,0

< Conservar sob refrigeragao a 1- 3°C

< Fazer tomada de amostra da mistura de 4 biomassas ndo formuladas e submeté-la a (TR) 70°C
9 por 15 min. Utilizar as diluigdes 1:10% 1:10*1:10°

< Contar UFC/massa imida de biomassa

< Formular: Usar em relag@o a biomassa umida (g% ou mL%): Nipagin M 0,10; Nipazol M
0,12; Acido benzoico PA, ACS 0,15; Sorbato de K 0,5; Glicerol 20 e Carboxi metil celulose
(CMC) 0,5, etc. Conservar o recipiente sob refrigeracao

< Distribuir em Eppendorf ou frasco ampola

2 Enviar para o CPqAM para determinacao da Poténcia (UT/mg)

(*) Yousten. A. A. & Davidson. E.W. Ultrastructural Analysis of Spores and Parasporal Crystals Formed by Bacillus sphaericus 2297.Appl.
Environ. Microbiology. 1982, 44(6):1449.
(**) Temperatura adequada para a cepa L. sphaericus 2362
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Preparo de biomassa de esporos de Lysinibacillus sphaericus- 2362 para

submissao ao Co-60

< Tomar 50 pl de indculo de esporos padronizado e transferir para 4 Erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL do meio de cultura NYSM ou outro meio liquido

< Deixar sob agita¢do a 33°C com 120-140 rpm até nova obtengdo de esporos livres (controlar
a0 microscopio)

< Centrifugar até obter um sedimentado firme e desprezar o sobrenadante

< Lavar o sedimentado uma vez com agua destilada estéril

< Centrifugar a 11000 rpm e desprezar o sobrenadante

< Suspender o sedimentado em 5 mL de salina estéril ( pH 7,0-7,2)

< Distribuir 500 pl em 12 Eppendorf

< Centrifugar a 11000 rpm e desprezar o sobrenadante

< Separar 3 Eppendorf para determinagdo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) a partir
de sedimento nao irradiado. Calcular UFC por média aritmética

< Levar os demais Eppendorf com o sedimentado para submissao ao Co-60 (por exemplo, na
COPPE/UFRI)

< Determinar kgy
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ANEXO 22 - METODOLOGIA PARA CONTAGEM
DE CELULAS VIAVEIS LIOFILIZADAS

IMPREGNADAS EM PAPEL DE FILTRO
(UFC/PAPEL DE FILTRO)*

< Abrir frasco-ampola e retirar, assepticamente, com auxilio de pinga estéril, o papel de filtro
Whattman n°04 (dimensao 3,0 x 0,8 cm) contendo células (esporos), passando-o para Erlen-
meyer de 100 mL de capacidade contendo 10 mL de solugdo estéril de NaCl a 0,85%

< Agitar em agitador a 120 rpm durante 2 h

< Tomar 1mL da suspenséo e diluir em salina estéril, sequencialmente, na proporgdo de 1:10;
0,ImL das 3 maiores dilui¢des sdo plaqueadas em triplicata em meio de cultura (Plate Count
Agar-PCA, isto é, Tryptone Glucose Yeast Agar, Difco-0479-01-1), ou meio de cultura equi-
valente, espalhando com a al¢a de Drigalski, imprimindo-se giros a placa

< Incubar a 33° C por 35-40 h

< Contar as colonias formadas em todas as placas de uma mesma dilui¢do que permitam leituras
entre 30 e 300 colonias; soma-las e calcular a média/0,1mL

< Calcular as unidades formadoras de colonias (UFC) por papel de filtro existente no frasco
-ampola

*Método adotado no LFB/IOC/FIOCRUZ
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ANEXO 23 - METODOLOGIA PARA
CONTAGEM DE CELULAS VIAVEIS
LIOFILIZADAS E NAO LIOFILIZADAS?’

< Transferir 1 mL da suspensdo-mae para frasco-ampola. Congelar em “freezer” a -35°C e lio-
filizar como descrito em 5.1.1 do item 5 (Preservagdo e Conservagao de Microrganismos para
Produgao Massal). No caso de contagem de células viaveis nao liofilizadas, retirar 1 mL da
suspensdo mae e proceder a diluicdo como no item 3 abaixo

< Abrir o frasco-ampola liofilizado assepticamente e, com auxilio de micropipeta Eppendorf
estéril, adicionar 2 mL de solucgdo estéril de NaCl a 0,85%

< Tomar 1 mL da suspensio e diluir em solugdo estéril de NaCl a 0,85%, sequencialmente, na pro-
porcdo de 1:10; 0,1 mL das 3 maiores diluigoes sao plaqueadas em triplicata em meio de cultura
(Plate Count Agar-PCA, isto ¢, Tryptone Glucose Yeast Agar, Difco-0479-01-1), ou meio de
cultura equivalente, espalhando com a al¢a de Drigalski, e imprimindo-se giros a placa

2 Incubar a 33°C por 35-40 h

< Contar as colonias formadas em todas as placas de uma mesma dilui¢do que permitam leituras
entre 30 e 300 colonias; soma-las e calcular a média/0,1mL

< Calcular as unidades formadoras de col6nias (UFC). Para células liofilizadas, considerar o
fator de ajuste multiplicando-se o resultado por 2 para que se obtenha o valor mais aproxima-
do do numero de células existentes no frasco-ampola

37. Método adotado no LFB/IOC/FIOCRUZ
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ANEXO 24 - DETERMINACAO DE PESO
SECO-SUSPENSOES MICROBIANAS

< As suspensdes microbianas devem ser preparadas de modo a conter preferencialmente entre 5
mg a 10 mg de residuo por 1 mL. Empregar balanca analitica para as pesagens dotadas de sen-
sibilidade até a quarta casa decimal

2 Determinar a tara de cadinhos de fusdo de forma baixa, capacidade de 10 mL e altura de 23
mm, de porcelana

< Passar 2 mL de suspensdo para um cadinho previamente tarado. Usar triplicatas para cada de-
terminacdo de peso

< Secar a suspensdo em estufa a vacuo entre 95° C e 100° C por 20 h

< Retirar com auxilio de pinga e passar para dessecador de vidro dotado de torneira; aplicar o
vacuo até o resfriamento

< Pesar rapidamente (evitar absorgdo de agua do ar) e até a 4* casa decimal. Anotar os valores

< Retornar os cadinhos ao dessecador e aplicar o vacuo. Apés 2 h, tornar a pesar até a 4* casa
decimal. Anotar os valores. Descontar o peso dos cadinhos, somar os pesos obtidos ¢ tirar a
média aritmética

< Calcular o peso seco médio por mL de suspensdo

Observacao:

O peso seco da biomassa pode se prestar para informar a relacdo de UFC/ unidade de peso, por exemplo, UFC/g.
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ANEXO 25 - DETERMINAGAO DA DL_, E CALCULO DAS
UNIDADES TOXICAS INTERNACIONAIS-UTI

(preparacoes a base de Bacillus thuringiensis sorovar israelensis)

Preparo da suspensao de po padrao de Bacillus thuringiensis sorovar

israelensis IPS 82 (15.000 ITU) ou sub-padrao equivalente preparado no
LFB/IOC

2 Pesar 25 mg de p6 do padrio e passar para baldo volumétrico de 25 mL de capacidade

S Completar com agua potavel (ver item 2)

< Homogeinizar vigorosamente em agitador (vortex)

2 Esta dilui¢do da toxina correspondente a 1x103=1:1000

< Desta suspensdo estoque preparar 1 mL:100 mL em agua potavél, que correspondera a
1x10°=1:100.000; dai diluir 1 mL:100 mL em agua potavel, que correspondera a 1x107=
1:10.000.000; dai, diluir novamente 1 mL:100 mL=1x10°=1:1000.000.000.

Com estas suspensdes, preparar em triplicata a seguinte série de dilui¢des diretamente em copos plasticos
brancos contendo 100 mL de dgua potavel (usar micropipetas) 1:10" (1 mL de 1x10° diluido a 100 mL);
1x10' (0,1 mL de 1x10°diluido a 100 ml); 5x10' (0,5 mL de 1x10° diluido a 100 mL): 5x10° (5 mL de 1x10’
diluidos a 100 mL) e 1x108 (0,1 mL de 1x10°diluido a 100 mL).

Determinacgao da DL

Curva Padrao — Usar 3 copos plasticos brancos para cada diluigdo. Cada copo contera 100 mL da suspen-
sdo diluida em 4gua potavel. A agua potavel, antes do uso, podera ficar em repouso por pelo menos
24 h dentro de um recipiente de boca larga (para facilitar a precipitacdo dos sais insolaveis, pos e também
para aerar liberando o dobro). Colocar cerca de 20 larvas L /L, por copo. Uma ou duas larvas a mais das vin-
te por copo nao afeta o resultado, pois serdo consideradas nos calculos finais.

Caso se tenha planejado 5 dilui¢des para o p6 padrao a fim de se construir a curva, serdo necessarios 18 co-
pos, 3 dos quais conterdo as larvas sem se adicionar o p6 de Bacillus thuringiensis sorovar israelensis padrao
(larva controle). Serdo utilizadas cerca de 360 larvas para esta curva padrdo. Os copos ficardo a 25-27°C. Nao

alimentar as larvas. Larvas de Culex pipiens, Aedes aegypti ou outra espécie poderdo ser utilizadas.
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DL, da preparacao em exame

Como proceder para o caso da curva padrao. Caso necessario, utilizar um niimero maior de diluigdes da
preparagdo. O sistema de copos ¢é também em triplicata. Os copos com as larvas controles preparados para
a curva padrao ja sdo suficientes para esta dosagem. Pode-se empregar uma dilui¢cao a mais correspondente a

1x10", além das usadas para a curva padréo.

4. Resultados

As leituras das mortalidades serdo feitas apos 24 h quando o controle da mortalidade exceder 5%. As
mortalidades nos copos tratados com Bacillus thuringiensis sorovar israelensis deverdo ser corrigidas de acor-
do com a formula de ABBOTT. Mortalidades superiores a 10% no controle invalidardo o ensaio. Lancgar os
resultados em papel log-log, onde o percentual de morte fique ordenado contra as concentragdes empregadas.

Com base nos resultados de 24 h, o titulo de preparacdo em exame sera:

15000 ITUx LCsy do p6 padrao  (Aedes aegypti)

LCs, da preparagdo em exame  (ou outra espécie)

UTl/mg =

Corregao de Abbott- vide exemplo no Protocolo Experimental — Anexos I e 11
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Tabela 7 - Protocolo Experimental I - Bacillus thuringiensis sorovar israelensis — P6 Padrao
Jerusalém, em 11-05-1989, Larvas de Culex quinquefasciatus L, /L,

Controle 1 21 1 20 (5)
( Sem p6 2 20 0 20 0 -
padrdo) 3 20 0 20 1,5(*%)
4 20 3 17 ég
e Lon 5 20 5 15 s .
X 6 20 3 17
18
7 20 6 14 gg
8 20 6 14
5x 10 35 31
9 20 7 13 -
10 18 8 10 ‘5‘3
107 11 20 10 10 P .
X
12 20 10 10 4304
13 20 13 7 %
e 14 20 14 6 Kl
x10 15 20 15 5 69
70
16 20 19 1 22
L 10° 17 20 17 3 0% o
X 18 20 19 1 5

Observacdo: (1) O Controle esta dentro dos 5% maximos permitidos
(2) Corregao de Abbott: 48%(*) -1.5 (**) x 100 = 46,5 x 100 =47%
(Exemplo de Calculo) 100% - 1,5% 98,5z
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Tabela 8 - Protocolo Experimental II - Bacillus thuringiensis sorovar israelensis —
584; Liodfilo - IPS 82, Meio Basico n° 3; 30 mg/30 ml). Jerusalém, em 11-05-1989,

Larvas de Culex quinquefasciatus L,[L,

Controle ég %8 g %8 _
( Sem I0C-584) 21 20 0 20 0
2 20 5 15 fg
A 23 20 3 17 : 20
24 - - - 20
25 20 8 12 28
26 20 12 8
1x10° 27 20 9 11 &9 48
48
28 20 20 0 19050
29 20 19 1
5x10° 20 % 0 0 100 98
98
31 20 20 0
32 20 20 0
8
1x10 3 % % 0 100 100
34 20 20 0
35 20 20 0
1x 107 2 % % 0 100 100

Observagao: (1) Bacillus thuringiensis sorovar israelensis — 10C 584- Preparagao LFB, Bac. IOC/FIOCRUZ
(2) Nao havendo morte no controle, ndo ha correcao a proceder
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ANEXO 26 - PRESERVACAO E CONSERVACAO DE
LINHAGENS DE ESPORULADOS AEROBIOS
GRAM-POSITIVOS A -70°C COM GERMINACAO

E PREPARO DE INOCULOS PARA USO CONSTANTE
(LFB/IOC/FIOCRUZ)

2 Produzir esporos livres, maduros, cultivando a estirpe (33-35°C) por 3-4 dias em meio de cul-
tura sélido estimulador de esporogénese

< Suspender grosseiramente 1 alga cheia do cultivo esporulado com pelo menos 80% de esporos
livres, maduros, em 3-4 mL de leite estéril desnatado reconstituido em solug¢ao de agua desti-
lada contendo 30% de glicerol * para analise”. Ou padronizar a suspensdo pura operando de
modo asséptico (densidade otica)

< Se necessario, conservar em refrigerador (3°C£1°C) por até 24 h.

< Preparar 3 criotubos (identificados para as cepas que estdo a preservagdo) com 6 tiras delgadas
de 0,5 x 2,0 cm de lado em papel Whatman n°4 por criotubo

2 Homogeneizar a suspensdo de esporos e transferir 100 puL para os fragmentos de papel What-
man n°4, de modo a umedecé-los. Fechar as tampas de modo frouxo. Imediatamente colocar
na estufa a 33-37°C por 72 h para secagem da suspensao ja no papel e no criotubo. Apos esse
periodo, apertar a tampa

< Preservar a -70°C em caixas apropriadas, mas passando antes pelo refrigerador (1 h), depois
congelador (1 h) e, por fim, acondicionar no freezer a -70°C

< Para um indculo visando ativagdo dos esporos que estdo preservados a -70°C, permanecer com
o criotubo no congelador (1 h), depois no refrigerador (1 h) e, por fim, na temperatura ambien-
te (1 h). A seguir, abrir assepticamete o criotubo pra a retirada de uma tira de papel de filtro
com auxilio de pinga “dente de rato” com extremidade estéril (flambada)

< Inocular meio de cultivo liquido (por exemplo, Caldo Nutriente, Meio “J”, NYSM etc.), para
germinagdo de esporos que vieram da tira de papel de filtro. Incubar 33-35°C
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ANEXO 27 - CONTAGEM NA CAMARA
DE PETROFF-HAUSSER

2 Depositar uma gota de suspensao homogénea de células sobre o reticulo
< Cobrir com laminula e guardar por 15 min
< Com a objetiva de imersdo contar particulas em 10 ou 20 quadrados grandes.

Calcule :

N° de particulas contadas x diluigdo empregada x 20 x 10°

Bactérias ou esporos, ou cristais /mL =
P ’ N° de quadrados contados

< Colocar a camara no desinfetante por 5 min (usar 5% de detergente comum em solugao de
formalina a 2%)
< Lavar com agua corrente (potavel), secar e tornar a usar.

Observacao:

® Este procedimento determina células viaveis e ndo viaveis
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ANEXO 28 - METODOLOGIA PARA APLICACAO
DO TESTE API 50 CH® (BIOMERIEUX) PARA
Bacillus E GENEROS CORRELATOS?38

2 Semear por espalhamento em placa de Agar Nutriente ou Agar Sangue a cepa em teste objeti-
vando obter colonias isoladas;

S Com 24 h de crescimento, selecionar as colonias que serdo testadas, procurar aquelas que
mais se assemelham entre si;

2 Com auxilio de um “swab” ou semelhante, raspar as col6nias de Bacillus e correlatos selecio-
nados e fazer uma suspensio em frasco de solugdo salina de NaCl a 0,85% estéril contendo 5
mL, feita no proprio LFB;

< Homogeneizar e transferir determinados volumes para um tubo contendo solugdo salina a
0,85% estéril do fabricante até que se atinja a escala 2 de McFarland — esses volumes devem
ser conhecidos;

< Homogeneizar e, a partir desse tubo com salina do fabricante, transferir o dobro do volume
inoculado para o tubo contendo o meio de cultura do fabricante, se do tubo de solucao salina
do LFB foi transferido 1 mL para o tubo de salina do fabricante, deve-se transferir 2 mL do
tubo de salina do fabricante para o meio de cultura do fabricante;

< Homogeneizar a suspensao e distribuir o volume até que preencha o microtubo da galeria API
50 CH® até a primeira linha; se a cepa for anaerdbia completar com 6leo de parafina estéril
até a borda;

< Incubar em estufa a 33°C por 24 h e realizar a leitura;

< Caso os resultados sejam positivos, o meio de cultura dentro do microtubo ficara com a cor
AMARELA; caso sejam negativos, o meio permanecera VERMELHO. O tubo contendo escu-
lina (ESC) com leitura positiva ficara PRETO, e negativa VERMELHO.

< Incubar por mais 24 h em estufa a 33°C. Realizar a leitura;

< Se a primeira leitura for positiva e a segunda negativa, considerar a primeira, pois pode acon-
tecer de a cepa utilizar o substrato que originou a cor amarelada;

< Anotar os resultados no formulario que vem junto com o “kit”.

38. Acessar o site: https://apiweb.biomerieux.com/servlet/authenticate?action=preparelogin ou seguir os “links” no sitio www.biomerieux-di-
agnostics.com. Na pagina principal havera um “link” na parte superior, indicando Products. “Clicar” no “link”” que abrira uma pagina
com algumas opgdes de produtos da empresa. No local onde se lera Reagents selecionar API®Strips e “clicar” OK. Aparecera um “link”
com o nome API®Strips que redirecionara para a pagina. Na coluna a direita da pagina havera um “link” apiweb™. Ao clicar nesse
“link” se abrira a pagina do apiweb™ e no seu comego havera o seguinte texto: para abrir a pagina do apiweb™ PLEASE FOLLOW
THIS LINK. Inserir os resultados de acordo com o formulario de preenchimento. Anotar os resultados.
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ANEXO 29 - SELECAO DE LINHAGENS NATURAIS
DE Bacillus ENTOMOTOXICOS ATRAVES DE PASSAGENS
POR LARVAS DE MOSQUITO VETOR

Selecionar cepas de Bacillus thuringiensis e Lysinibacillus sphaericus que sejam dotadas de elevada toxi-

cidade contra larvas de mosquito vetor, apds 5 passagens sucessivas pelo inseto.

“Sera possivel a selecdo de linhagens bacterianas mais toxicas dentro de populagdes naturais entomopatogénicas?”’

Algumas bactérias aerobias e anaerdbias, esporuladas ou nio, foram e ainda sdo usadas em processos fer-
mentativos industriais, nos quais o aumento da produtividade ¢ sempre susceptivel as influéncias de diferen-
tes fatores capazes de interferir na fisiologia, bioquimica e nutricdo destes microrganismos.

A selegdo de colonias originadas de esporos, melhor sintetizador de um dado produto de interesse, € pro-
cedimento conhecido ha bastante tempo.

Por exemplo, a sucessiva sele¢do de esporos de Clostridium acetobutylicum ap6s o aquecimento prévio
de culturas esporuladas foi utilizada para obtengdo de linhagens melhores produtoras de acetona e butanol.
De modo analogo, a recuperagao de formas capsuladas de Streptococcus pneumoniae e, assim, da patogene-
cidade desta bactéria ¢ obtida pela passagem da mesma pelo peritonio de camundongos. Linhagens das mais
toxigénicas de Clostridium tetani puderam ser conseguidas submetendo-se esporos deste anaerobio a termor-
resisténcia seguida de semeadura em meio solido.

Enfim, ¢ sabido que bactérias patogénicas para o homem tém a viruléncia recuperada se forem submetidas

a passagens por animais de laboratorios susceptiveis.

1. Fornecimento de suspensoes de esporos—cristais para larvas de Aedes
sp. e Culex sp.

1 mL de suspensao de esporos — cristais obtidos em meio de cultivo apropriado (AES-solido, para B. thurin-
giensis, 3-5 dias a 33°C e NYSM para Lysinibacillus sphaericus, 2 dias a 30°C) e com densidade optica (DO)
ajustada para 0.1 a 600 nm, é submetida a TR (80°C por 15 min ou 70°C por 15 min, respectivamente) e depois
adicionada a 150 mL de 4gua potével, isenta de cloro, contendo 10-15 larvas L4 de mosquitos (usar duplicata).
Incubar a 25°C £1°C. Separar as larvas mortas apds 24-48 h de incubagdo conforme a bactéria ¢ empregada. Se
necessario, congelar mantendo-as em tubos Eppendorf contendo 100 pl de agua destilada estéril. Se ndo, tritura-

-las na agua destilada estéril contida no tubo, com o auxilio de agulha bacteriologica estéril.
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2. Isolamento de novas colonias de Bacillus a partir de larvas

Do material triturado na agua destilada, tirar uma alga bacterioldgica esgotada e inocular por espalhamen-
to na superficie do meio de cultivo. Incubar por 48 h. Eleger colonia tipica da espécie, examinar ao micros-
copio (2000x) em busca dos aspectos morfologicos e a presenca de cristais de protoxinas (por microscopia
optica comum). Repicar para meio de cultivo apropriado em tubo e deixar esporular (2-5 dias) conforme a

espécie. Preservar em refrigerador (3°C+1°C).

3. Preparo de nova suspensao de esporos—cristais para ensaio em larvas

Repetir o que foi feito nos itens 1 e 2. Ao término da 3% passagem da bactéria pelas larvas, produzir espo-
ros — cristais para um teste de determinagdo da LC,. Preservar a linhagem em estudo por liofilizagdo ou em

meio de cultivo solido (AES) em refrigerador.

Observacao:

® Para o ensaio da LC_, empregar também suspensao da bactéria contendo esporos—cristais previamente

50?
nao transitados pelo trato digestorio de larvas.

Laboratério de Fisiologia Bacteriana @



ANEXO 30 - METODO RAPIDO E EFICAZ
PARA CONTAGEM DE ESPOROS NAS BIOMASSAS
DE Bacillus thuringiensis.3®

< 5 mg de biomassa seca de cada cepa de Bacillus thuringiensis sdo suspensas em 10 mL de
solugdo salina estéril (NaCl a 0,85%)

< As suspensdes previamente homogeneizadas em vortex sdo submetidas a choque térmico
(80°C em banho-maria por 15 min, seguido de resfriamento em gelo por 5 min), para ensaio
de termorresisténcia, com consequente eliminagdo de possiveis outros contaminantes nas bio-
massas secas

< Dessas suspensdes-mae sdo feitas dilui¢des seriadas e decimais em salina estéril, de modo a se
obter valores de 1:10°, 1:102, 1:1073, 1:10*, 1: 5x10*, 1:7,5x10% 1:107

< Das cinco ultimas diluigdes, sdo retiradas aliquotas de 5 uL que sdo depositadas em cinco
pontos equidistantes da superficie do meio de cultura (ANM)

< Séo utilizadas trés placas de Petri para cada diluigdo de cada cepa, sendo incubadas a 30°C
por até 48 h

< Apos este periodo, procede-se a contagem das colonias originadas dos esporos

< As contagens médias, apds os calculos, sdo expressas em unidades formadoras de colonias
(UFC/ g) ou esporos viaveis por grama (esporos/g) de biomassa seca.

39. Lydston Rodrigues de Carvalho. Caracteristicas biologicas, aspectos moleculares e busca de atividades entomotdxicas em linhagens

autoctones de Bacillus thuringiensis BERLINER 1915 dos sorovares oswaldocruzi (H-38) e brasiliensis (H-39). 2005. Tese (Douto
rado em Biologia Parasitaria) - Fundagao Oswaldo Cruz, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico. Orienta

dor: Leon Rabinovitch.

116 J
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ANEXO 31 - MORFOLOGIAS E DIFERENCIAGCOES ENTRE
ESPOROS NO GENERO Bacillus E GENEROS CORRELATOS

Esporos de entomopatogenos observados por microscopia de contraste-de—fase (Departamento de Agri-
cultura dos Estados Unidos da América). Figura 5a. Esporos de Paenibacillus larvae de um favo de mel in-
fectado com Cria Pltrida Americana. Figura 6b. Paenibacillus lentimorbus, células vegetativas e esporos de
hemolinfa de larva de “besouro Japonés”. Figura 7c. Esporos, células vegetativas e corpos paraesporais de
Paenibacillus popilliae, de hemolinfa de larva de “besouro Japonés”. Esporos e corpos paraesporais envoltos
pela membrana do exosporium.

Fonte: http://textbookofbacteriology.net/Bacillus_4.html

Figura 8: Esporangio (endosporo) de Paenibacillus alvei, esporos bri-
lhantes sob microscopia de contraste-de-fase. Fonte:http://en.wikipedia.
org/wiki/File: Paenibacillus alvei endospore microscope image.tif
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Figura 9a. Esporangios e células vegetativas de Brevibacillus levickii sp. nov., [cepa Logan B- 1657 (T)] examinada sob microscopia de contraste-de-fase.
Esporos elipsoidais estdo em posi¢do subterminal e terminal em esporangios deformados (distendidos), barra representa 2 um. Figura 10b. Esporangios

e células vegetativas de Aneurinibacillus terranovensis sp. nov.,[estirpe Logan B- 1599(T)] observados sob microscopia de contraste-de-fase; esporos
elipsoidais estdo dispostos em posicdo central, as vezes em posigéo paracentral ou subterminal em esporangio deformado. Barra representa 2 pm.

Fontes:http://ijs.sgmjournals.org/content/55/3/1039/F4.expansion; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15879231

Figura 11. Bacillus thuringiensis sorovar kurstaki, esporangios mostran-
do esporos predominantemente cilindricos e posi¢do subterminal. Algu-
mas células ndo estdo esporuladas. Ha esporangios com corpo paraespo-
ral. Visualizagdo sob contraste-de-fase. Barra representa 10 pm.

Fonte: http://www.monografias.com/trabajos69/insecticidas-biologi-
cos-control/insecticidas-biologicos-control2.shtml

Figura 12a. Virgibacillus necropolis sp. nov., estirpe DSM 14866.
Esporangios com esporos deformantes, preponderantemente subtermi-
nais e células vegetativas em cadeias curtas.

Fonte:http://ijs.sgmjournals.org/content/53/2/501/suppl/DC1
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Figura 12b. Oceanobacillus picturae sp.nov.(Virgibacillus picturae). Cé- Figura 12c. Virgibacillus carmonensiscepa DSM 14868. Células ve-
lulas vegetativas pleomorficas, cadeias curtas, esporangios subterminais getativas, esporangios deformantes terminais; observam-se esporos
com esporos deformantes. Contraste-de-fase, barra representa 2 pm. livres, maduros com morfologia predominantemente elipsoidal. Barra
representa 2 pm.

Fontes: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16403894 http://ijs.

sgmjournals.org/content/53/2/501/suppl/DC1

Fontes:http://ijs.sgmjournals.org/content/53/2/501/suppl/DC1 http://
www.androidillustrated.com/q/Bacillaceae
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ANEXO 32 - MICROMETRIA*®

Micrometria:

Capitulo da microscopia dtica que possibilita determinar as dimensdes de pecas ou microorganismos de

tamanhos minimos, fazendo a medigdo em micrémetro (pm).

Finalidades:
® Determinacdo do coeficiente micrométrico para as objetivas de 4 x, 10 x, 40 x e 100 x.
® Medicdo do lado de um quadrado de uma grelha de microscopia electronica.
® Resolugdo de problemas de micrometria.
® Resolucao de problemas em que se pretende a determinacao de areas e superficies celulares.

® Medicao do tamanho de células de Bacillus e géneros correlatos, incluindo esporos livres maduros que
sdo caracteristicos.

Micrometro da objetiva:

E uma régua graduada com Imm e dividida em 100 partes iguais, que se coloca na platina de um mi-

croscopio.

I mm = 1000 um 100 divisdes

X 1 divisdo

Logo, cada divisao do micrometro da objetiva vale 10 pm.

Ocular micromeétrica:

E uma ocular na qual esta gravada uma escala arbitraria (micrometro ocular) com tragos paralelos e inter-

valos iguais.

Calibrar a ocular micromeétrica:

Determinar o valor em pum de cada intervalo da ocular micrométrica com o auxilio do Micrometro da objetiva.

40. Procedimentos modificados e baseados em Fonte: files.psicologialano.webnode.pt/5*20aula20PLP20SatideBH
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Coeficiente micrométrico:

E o valor em microémetro de cada divisdo do micrémetro ocular para um determinado sistema ocular-obje-

tivo. Coeficiente micrométrico € sindonimo de valor micrométrico da objetiva.

2 1. Coloque em posicdo a objetiva de 4 x.
2 2. Depois de iluminar o microscopio, coloque o micrometro objetivo na platina e substitua

uma das oculares pela ocular micrométrica.
< 3. A escala do micrometro objetivo constitui o objeto a observar. A escala do micrometro ocu-

lar e a imagem do micrometro objetivo encontram-se no mesmo plano de focagem, surgindo

sobrepostas na imagem.

Determinacao dos coeficientes micrométricos:*

2 4. Gire a ocular micrométrica até que as duas escalas fiquem em paralelo,com os zeros para o

mesmo lado.
< 5. Faga coincidir os zeros das duas escalas exatamente (Fig. 13).

IRRRNANIIY

01 0, 3 0,4 0, 09 1,0

Figura 13: Os micrometros da ocular ¢ da objetiva

1|20 21

5 6 0.7 0,

2 6. Excetuando os zeros, procure trés pontos de intersecdo perfeita (permite fazer-se uma média
diminuindo assim o grau de erro) entre as duas escalas e anote esses valores.

< 7. Determine o coeficiente micrométrico.

< 8. Repita 0 mesmo para as objetivas de 10 x e de 40 x.

41. Adaptagdes implantadas no Laboratorio de Fisiologia Bacteriana do Instituto Oswaldo Cruz-Fundagido Oswaldo Cruz-Ministério da Saude
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Exemplo:
Para uma determinada objetiva (micro. ob.), se a 19 tragos da ocular micrométrica (oc. micr.) correspon-

dem 30 tragos do micrometro objetivo, qual o valor do coeficiente micrométrico?

19 div. oc. micr. 30 div. micr. ob. x 10 pm
1 div. oc. micr. x=15,78 pum =16 pm
Respostas:

Cada intervalo do micrometro da ocular mede cerca de 16 um.

Medicao de um objeto:

Conhecido este valor—coeficiente micrométrico quando se pretende medir qualquer objeto usando aquela
objetiva, bastara substituir o micrometro objetivo pela preparagdo que contém o objeto em causa (célula ve-
getativa, esporo livre) contam-se tragos da ocular micrométrica na que esta compreendido o objeto. Multipli-

ca-se o numero de tracos pelo valor de cada traco da escala.

Assim:
Se um objeto ocupar 20 divisdes, multiplica-se por 16 um, logo:

20 divisdes x 16 um= 320 pm

Resposta:

320 um sera o valor real do objeto considerado

Exercicio de micrometria:

1° Exercicio
Para determinado sistema ocular-objetiva, 40 divisdes da ocular micrométrica correspondem a 12 divisdes

do micrdmetro objetivo. Qual € o valor do coeficiente micrométrico?

40 div. oc. micr. 12 div. micr. obj. x 10 pm= 120 pm
1 div. oc. micr. x=120/40=3 pm
Resposta:

O valor do coeficiente micrométrico ¢ de 3 pm.

Laboratério de Fisiologia Bacteriana
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2° Exercicio
A) O coeficiente micrométrico de determinado sistema ocular-objetiva ¢ de 2um e o comprimento de uma

peca ¢ de 10 um. Quantos tragos ocupa a peca?

Comprimento da pe¢a = n° de div.x = coef. micr.

10 um=yx=2 pmz=10/2 =5 tragos.

Resposta:

A peca ocupa 5 divisoes.

B) Qual o comprimento dessa mesma peca quando o coeficiente micrométrico ¢ de 1pum e a pega ocupa

10 tragos do micrémetro ocular?

Resposta:

10 pum, pois se a peca ¢ a mesma, a dimensao ¢ a mesma.

Se o valor do coeficiente micrométrico do subitem a ¢ maior do que o subitem da alinea b), a qual dos
dois corresponde a maior amplia¢do da objetiva? Resposta: O da alinea b), uma vez que a medida que a am-

pliagdo aumenta, o coeficiente micrométrico da objetiva diminui.
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ANEXO 33 - ESPECIES DE Bacillus,

ESPECIES NOVAS E ESPECIES CORRELATAS
EXISTENTES E RECLASSIFICACAO, SEGUNDO
ESTUDOS FILOGENETICOS INTRAESPECIFICOS

Comparagao da sequéncia do RNA ribossomal 16S.
(Retirado da Home Page <www.gbf.de:81/dsmz/bactnom/nam0379.htm>, atualizada em: Abril de 2015.)

O género Bacillus foi formado por um grupo de microrganismos que apresentam uma grande variabili-
dade genética entre as suas espécies. A porcentagem do conteido G + C das diversas espécies variavam de
32% a 69% e fenotipicamente (tipo respiratorio, metabolismo dos aglcares, etc) apresentam também uma
grande variabilidade. Com a analise sequencial do ARNr 16S, em 1991, Ash e colaboradores reclassifi-
caram o grupo em 51 espécies e 5 grupos filogenéticos. A partir deste ponto, outros estudos foram feitos e
novos generos foram sendo criados. Em 1992 surgiu o género Alicyclobacillus, que agrupou trés espécies
acidofilas e termdfilas seguindo por outros grupos como: Aneurinibacillus, Brevibacillus, Halobacillus
(1996), Gracilibacillus (1999), Geobacillus, Marinibacillus, Filobacillus, Jeotgalibacillus (2001), Paeniba-
cillus (1994), Salibacillus (1999), Ureibacillus (2001), Virgibacillus (1998) e Lysinibacillus (2007). Todos
esses grupos foram formados com espécies que inicialmente perteciam ao género Bacillus e novas espécies
estdo sendo identificadas dentro destes novos grupos como o B.berkeleyi (Neda shkovskaya et al. 2012); Ba-
cillus beringensis (Yu et al. 2012); Bacillus cytotoxicus (Guinebretiére et al. 2013); Bacillus daliensis (Zhai
et al. 2012); Bacillus deserti (Zhang et al. 2012); Bacillus eiseniae (Hong et al. 2012); Bacillus endoradicis
(Zhang et al. 2012); Bacillus iranensis (Bagheri et al. 2012); Bacillus kochii (Seiler et al. 2012); Bacillus
purgationiresistens (Vaz-Moreira et al. 2012); Bacillus zhanjiangensis (Chen et al. 2012).
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Género Bacillus - Atualmente, encontramos 300 espécies e 7 subespécies no género Bacillus spp, confor-

me o site www.bacterio.cict.fr/b/bacillus.html.

Bacillus

SN

Novos Géneros 300 espécies
Aliciclobacillus l
Aneurinibacillus 7 subespécies
Brevibacillus

Halobacillus

Gracilibacillus

Marinibacillus

Filobacillus

Jeotgalibacillus

Paenibacillus

Salibacillus

Ureibacillus

Virgilibacillus

Lysinibacillus
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GENERO Bacillus

Genus: Bacillus

Authors: Cohn 1872

Status: genus (AL)

Type Species: Bacillus subtilis

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 30:256 (AL)

Family: Bacillaceae

Comment:

more information: LPSN (J.P. Euzéby/A.C. Parte)

Literature:
DSMZ Literature Ref.no:20409

Cohn, F. (1872). Untersuchungen iiber Bakterien. Beitrdge zur Biologie der Pflanzen 1 : 127-224 .

DSMZ Literature Ref.no:742

Bergey, D. H., Buchanan, R. E., Gibbons, N. E., (1974). Bergey’s manual of determinative Bacteriology.

8th. EditionEdited by R. E. Buchanan, The Williams & Wilkins Co.

Bacillus abyssalis

Authors: You et al. 2013
Status: sp. nov. (VL)
Reference:

ture]
Type strain:
2012074,NBRC 109102

Reference:
Type strain:

Synonym(s):

Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 63:3131 [Litera-

SCSIO 15042,DSM 25875,CCTCC AB

nt. J. Syst. Bacteriol. 30:256 (AL) [Literature]
ATCC 27009, DSM 446, IMET 11356, NCIB
11725

Alicyclobacillus acidocalda-

rius subsp. acidocaldarius

Alicyclobacillus acidocaldarius

Bacillus acidoterrestris
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Bacillus acidiceler

Authors: Peak et al. 2007
Status: sp. nov. (VP)
Reference:

ture]
Type strain:

Bacillus acidicola

Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57:2035* [Litera-

Reference:

Type strain:
Synonym(s):

CBD 119,NRRL B-41736,DSM 18954

Deinhard et al. 1988

sp. nov. (VL)

Int. J. Syst. Bacteriol.

38:220 [Literature]

DSM 3922,GD3B
Alicyclobacillus, acidoterrestris

Bacillus aeolius
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Authors: Albert et al. 2005
Status: sp. nov. (VP)
Reference:

ture]
Type strain:
B-23453

Bacillus acidiproducens

Authors: Jung et al. 2009
Status: sp. nov. (VP)
Reference:

ture]
Type strain:

Bacillus acidocaldarius

Authors: Darland and Brock 1971
Status: species (AL)

8

Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 59:2230* [Litera-

SL213,JCM 14638 KCTC 13078

Reference:

Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:2129* [Litera-

Type strain:

105-2,ATCC BAA-366,DSM 14745, NRRL

Gugliandolo et al. 2003

sp. nov. (VL)

Int. J. Syst. Evol.

Microbiol. 53:1701 [Literature]
4-1,CIP 107628,DSM 15084

Authors:
Status:
Reference:

Type strain:

Bacillus aerius
Shivaji et al. 2006
sp. nov. (VP)
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:1471* [Litera-
ture]
24K,JCM 13348 MTCC 7303

Bacillus aerophilus

Authors:
Status:
Reference:

Type strain:

Laboratério de Fisiologia Bacteriana

Shivaji et al. 2006

sp. nov. (VP)

Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:1471* [Litera-
ture]

28K, JCM 13347, MTCC 7304



Bacillus agaradhaerens

Authors: Nielsen et al. 1995

Status: sp. nov. (VL)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 45:879
[Literature]

Type strain: DSM 8721,PN-105

Bacillus agri

Authors: Nakamura 1993

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 43:23*
[Literature]

DSM 6348, NRRL NRS-1219
Brevibacillus agri, Bacillus galactophilus

Type strain:
Synonym(s):

Bacillus aidingensis

Authors: Xue et al. 2008

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 58:2831* [Litera-
ture]

Type strain: 17-5,CGMCC 1.3227,DSM 18341

Bacillus akibai

Authors: Nogi et al. 2005

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:2314* [Litera-
ture]

Type strain: 1139,ATCC 43226,JCM 9157

Bacillus alcalophilus

Authors: Vedder 1934
Status: species (AL)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 30:256 (AL) [Literature]

ATCC 27647,DSM 485,NCIB 10436,NCIB
8772,NCTC 4553

Type strain:

Bacillus algicola

Authors: Ivanova et al. 2004

Status: sp. nov. (VL)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:1425 [Litera-
ture]

Type strain: CIP 107850,KMM 3737

Bacillus alginolyticus

Authors: Nakamura 1987

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 37:284* [Literature]
Type strain: DSM 5050,NRRL NRS-1347
Synonym(s): Paenibacillus alginolyticus

Bacillus alkalidiazotrophicus

Authors: Sorokin et al. 2008

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 58:2463* [Litera-
ture]

Type strain: MS 6,NCCB 100213,UNIQEM U377

Synonym(s): Anaerobacillus alkalidiazotrophicus

Bacillus alkalinitrilicus

Authors: Sorokin et al. 2009
Status: sp. nov. (VL)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 59:1 [Literature]

Type strain: ANL-is04,NCCB 100120,UNIQEM U240

Bacillus alkalisediminis

Authors: Borsodi d et al. 2011

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61:1885* [Litera-
ture]

Type strain K1-25,DSM 21670,NCAIM B02301

Bacillus alkalitelluris

Authors: Lee et al. 2008
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 58:2632* [Literature]

Type strain: BA288,KCTC 3947,DSM 16976

Bacillus altitudinis

Authors: Shivaji et al. 2006

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:1472* [Litera-
ture]

Type strain: 41KF2b,JCM 13350,MTCC 7306

Bacillus alveayuensis

Authors: Bae et al. 2005

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:1214* [Litera-
ture]

Type strain: JCM 12523, KCTC 10634, TM1

Bacillus alvei

Authors: Cheshire and Cheyne 1885

Status: species (AL)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 30:256 (AL) [Literature]

Type strain: ATCC 6344,CCM 2051,DSM 29,NCIB
9371,NCTC 6352

Synonym(s): Paenibacillus alvei

Bacillus amyloliquefaciens

Authors: (ex Fukumoto 1943) Priest et al. 1987 emend.
Wang et al. 2008

Status: sp. nov., nom. rev. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 37:69* [Literature]

ATCC 23350,DSM 7,NCAIM B.01704,NRRL
B-14393,CCUG 28519,CFBP 4246,CIP
103265,HAMBI 1824,IFO (now NBRC)
15535,LMG 9814,F

Bacillus amyloliquefa-

ciens subsp. amyloliquefaciens; Bacillus velezensis

Type strain:

Synonym(s):

Bacillus amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens

Authors: Borris (ex Fukumoto 1943) Priest et al. 1987

Status: subsp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61:1799* [Litera-
ture]

Comment: subspecies automatically created by the valid

publication of Bacillus amyloliquefaciens ssp.
plantarum according to Rule 40d

Fukumoto strain F,DSM 7,ATCC 23350
Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus velezensis (heterotypic syn.)

Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum

Type strain:
Synonym(s):

Authors: Borriss et al. 2011
Status: subsp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61:1799* [Literature]

Type strain: FZB42,BGSC 10A6,DSM 23117

Laboratério de Fisiologia Bacteriana @



Bacillus amylolyticus

Authors: Nakamura 1984

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 34:224* [Literature]

Type strain: ATCC 9995,.DSM 3034 NRRL B-377,NRRL
NRS-290

Synonym(s): Paenibacillus amylolyticus

Bacillus andreesenii

Authors: Kosowski et al. 2014

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:93* [Literature]
Type strain: 8-4-E13,DSM 23948,LMG 27602

Bacillus aneurinilyticus

Authors: corrig. Shida et al. 1994

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 44:146* [Literature]

Comment: nom. corrig.: Bacillus aneurinolyticus (sic)

Type strain: ATCC 12856,DSM 5562,IAM 1077,IFO
15521,JCM 9024

Synonym(s): Aneurinibacillus aneurinilyticus; Bacillus
aneurinolyticus

Bacillus aneurinolyticus

Authors: Shida et al. 1994

Status: orthographically incorrect name

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 44:146*

Synonym(s): Aneurinibacillus aneurinilyticus; Bacillus
aneurinilyticus

Bacillus anthracis

Authors: Cohn 1872

Status: species (AL)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 30:256 (AL) [Literature]
Type strain: ATCC 14578

Bacillus aquimaris

Authors: Yoon et al. 2003

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 53:1302* [Literature]
Type strain: JCM 11545,KCCM 41589,TF-12

Bacillus arenosi

Authors: Heyrman et al. 2005

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:115* [Litera-
ture]

Type strain: DSM 16319,LMG 22166

Synonym(s): Viridibacillus arenosi

Bacillus arseniciselenatis

Authors: corrig. Switzer Blum et al. 2001

Status: sp. nov. (VL)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 51:793 [Literature]

Comment: nom. corrig.: Bacillus arsenicoselenatis (sic)

Type strain: ATCC 700614,E1H

Synonym(s): Anaerobacillus arseniciselenatis;Bacillus
arsenicoselenatis

Bacillus arsenicoselenatis

Authors: Switzer Blum et al. 2001
Status: orthographically incorrect name
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 51:793

Anaerobacillus arseniciselenatis; Bacillus
arseniciselenatis

Bacillus arsenicus
Shivaji et al. 2005
sp. nov. (VP)
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:1126* [Litera-
ture]
Con a/3,DSM 15822,JCM 12167,MTCC 4380
Fictibacillus arsenicus

Bacillus arvi

Synonym(s):

Heyrman et al. 2005

sp. nov. (VP)

Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:115* [Litera-
ture]

DSM 16317,LMG 22165

Viridibacillus arvi

Bacillus aryabhattai

Authors:
Status:
Reference:

Type strain:

Shivaji et al. 2009

sp. nov. (VP)

Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 59:2984* [Litera-
ture]

B8W22,JCM 13839,MTCC 7755,DSM 21047

Bacillus asahii
Yumoto et al. 2004
sp. nov. (VP)
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:2000* [Litera-
ture]
JCM 12112,MA001,NCIMB 13969

Bacillus atrophaeus
Nakamura 1989
sp. nov. (VP)
Int. J. Syst. Bacteriol. 39:299* [Literature]
DSM 7264, NRRL NRS-213

Bacillus aurantiacus
Borsodi et al. 2008
sp. nov. (VP)
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 58:850* [Litera-
ture]
K1-5,CCM 7447,DSM 18675,NCAIM
B002265

Bacillus axarquiensis

@ Laboratério de Fisiologia Bacteriana

Ruiz-Garcia et al. 2005

sp. nov. (VP), heterotypic syn.

Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:1283* [Litera-
ture]

later heterotypic synonym of Bacillus moja-
vensis

CECT 5688,CR-119,LMG 22476

Bacillus mojavensis; Bacillus malacitensis

Bacillus azotofixans
Seldin et al. 1984
sp. nov. (VP)
Int. J. Syst. Bacteriol. 34:453* [Literature]
ATCC 35681,DSM 5976,P3L-5
Paenibacillus durus; Clostridium durum, Pae-
nibacillus azotofixans, Paenibacillus durum



Bacillus azotoformans

Authors: (ex Pichinoty et al. 1976) Pichinoty et al. 1983
Status: sp. nov., nom. rev. (VP)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 33:660* [Literature]

ATCC 29788,CCM 2849,CIP R925,DSM
1046

Bacillus badius

Authors: Batchelor 1919
Status: species (AL)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 30:256 (AL) [Literature]

ATCC 14574,CCM 2113,DSM 23,NCIB
9364,NCTC 10333

Type strain:

Bacillus barbaricus

Authors: Téubel et al. 2003
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 53:729* [Literature]

Type strain:
Synonym(s):

CCM 4982,DSM 14730,V2-BIII-A2
Fictibacillus barbaricus

Bacillus bataviensis

Authors: Heyrman et al. 2004
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:56* [Literature]

DSM 15601,IDA1115,LMG 21833,R-16315

Bacillus beijingensis

Authors: Qiu et al. 2009

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 59:732* [Literature]
Type strain gel0,CGMCC 1.6762,DSM 19037
Synonym(s) Bhargavaea beijingensis

Bacillus benzoevorans

Authors: Pichinoty et al. 1987
Status: sp. nov. (VL)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 37:179 [Literature]

B1,CCM 3364,DSM 5391

Bacillus beringensis

Authors: Yu et al. 2012
Status: sp. nov. (VL)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 62:2549 [Literature]

Type strain: BR035,CGMCC 1.9126,DSM 22571

Bacillus berkeleyi

Authors: Nedashkovskaya et al. 2012
Status: sp. nov. (VL)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 62:1017 [Literature]

Type strain: KMM 6244, KCTC 12718, LMG 26357

Bacillus beveridgei

Authors: Baesman et al. 2010
Status: sp. nov. (VL)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60:1985 [Literature]

Type strain: DSM 22320,MLTeJB,ATCC BAA-1786

Bacillus bogoriensis

Authors: Vargas et al. 2005
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:901* [Literature]

Type strain: ATCC BAA-922,LBB3,LMG 22234

Laboratério de Fisiologia Bacteriana

Bacillus boroniphilus

Authors: Ahmed et al. 2007

Status: sp. nov. (VL)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57:893 [Literatu-
re]

Type strain T-15Z,DSM 17376,IAM 15287

“Bacillus borophilus”

Bacillus borstelensis

Authors: Shida et al. 1995
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 45:98* [Literature]

DSM 6347,IFO 15714,JCM 9022,NRRL
NRS-818
Brevibacillus borstelensis

Bacillus brevis

Authors: Migula 1900
Status: species (AL)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 30:256 (AL) [Literature]

ATCC 8246,CCM 2050,DSM 30,NCIB
9372,NCTC 2611
Brevibacillus brevis

Bacillus butanolivorans

Authors: Kuisiene et al. 2008

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 58:508* [Litera-
ture]

Type strain K9,DSM 18926,LMG 23974

Bacillus canaveralius

Authors: Newcombe et al. 2009

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 59:2018* [Litera-
ture]

KSC SF8b,ATCC BAA-1493 MTCC 8908

Authors: Fujita et al. 1996
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 46:118* [Literature]

JCM 9731,Kasumi 6

Bacillus cecembensis

Authors: Reddy et al. 2008

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 58:2334* [Litera-
ture]

PNS,JCM 15113,LMG 23935 MTCC9127

Bacillus cellulosilyticus

Authors: Nogi et al. 2005

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:2314* [Litera-
ture]

DSM 2522,JCM 9156,N-4

Bacillus centrosporus

Authors: Nakamura 1993

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 43:24* [Literature]
Type strain DSM 8445 NRRL NRS-664
Synonym(s) Brevibacillus centrosporus
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Bacillus cereus

Authors: Frankland and Frankland 1887
Status: species (AL)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 30:256 (AL) [Literature]

ATCC 14579,CCM 2010,DSM 31,NCIB
9373,NCTC 2599

Type strain:

Synonym(s): “Bacillus medusa”

Authors: Carrasco et al. 2007

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57:2087* [Litera-
ture]

Type strain: CG-15,CCM 7371,CECT 7153,CGMCC

1.6292,DSM 18086

Bacillus chitinolyticus

Authors: Kuroshima et al. 1996
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 46:79* [Literature]

Type strain: DSM 11030,EAG-3,IFO 15660
Synonym(s): Paenibacillus chitinolyticus

Bacillus chondroitinus
Authors: Nakamura 1987
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 37:284* [Literature]
Type strain: DSM 5051,NRRL NRS-1351
Synonym(s): Paenibacillus chondroitinus

Bacillus choshinensis
Authors: Takagi et al. 1993
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 43:229* [Literature]
Type strain: DSM 8552,HPD52,JCM 8505
Synonym(s): Brevibacillus choshinensis
Authors: Cho et al. 2010
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60:1351* [Literature]

Type strain: CAU 348,CCUG 57835,KCTC 13566

Bacillus cibi

Authors: Yoon et al. 2005
Status: sp. nov. (VP), heterotypic syn.
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:735* [Litera-
ture]
Comment: synonymy: IJSEM 64:3807*
Type strain: DSM 16189,JG-30,KCTC 3880
Synonym(s): Bacillus indicus
Bacillus circulans
Authors: Jordan 1890
Status: species (AL)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 30:256 (AL) [Literature]

ATCC 4513,CCM 2048,DSM 11,IMET
11259,NCIB 9374 NCTC 2610

Bacillus clarkii

Type strain:

Authors: Nielsen et al. 1995
Status: sp. nov. (VL)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 45:879 [Literature]

Type strain: DSM 8720,PN-102
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Bacillus clausii

Authors: Nielsen et al. 1995
Status: sp. nov. (VL)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 45:879 [Literature]

DSM 8716,NCIMB 10309,PN-23

Bacillus coagulans

Authors: Hammer 1915 emend. De Clerck et al. 2004
Status: species (AL)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 30:256 (AL) [Literature]

ATCC 7050,DSM 1,IMET 10993
“Bacillus dextrolacticus™

Bacillus coahuilensis

Authors: Cerritos et al. 2008
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 58:922* [Literature]

m4-4,CECT 7197,NRRL B-41737

Bacillus cohnii

Authors: Spanka and Fritze 1993

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 43:155* [Literature]
Type strain DSM 6307,RSH

Bacillus composti

Authors: Yang et al. 2013
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 63:3034* [Literature]

SgZ-9,CCTCC AB 2012109,KACC 16872

Bacillus curdlanolyticus

Authors: Kanzawa et al. 1995

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 45:517* [Literature]
Type strain DSM 10247,IFO 15724,YK9

Synonym(s) Paenibacillus curdlanolyticus

Bacillus cycloheptanicus

Authors: Deinhard et al. 1988
Status: sp. nov. (VL)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 38:220 [Literature]

DSM 4006,SCH
Alicyclobacillus cycloheptanicus

Bacillus cytotoxicus

Authors: Guinebretiére et al. 2013
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 63:39* [Literature]

NVH 391-98,CIP 110041,DSM 22905

Bacillus daliensis

Authors: Zhai et al. 2012

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 62:952* [Litera-
ture]

Type strain DLS13,CGMCC 1.10369,JCM 17097,NBRC
107572

Bacillus decisifrondis

Authors: Zhang et al. 2007
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57:978* [Literature]

ESHC-32,JCM 13601,DSM 17725
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Bacillus decolorationis

Authors Heyrman et al. 2003

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 53:462* [Litera-
ture]

Type strain: DSM 14890,LMG 19507

Bacillus deserti

Authors Zhang et al. 2012

Status: sp. nov. (VL)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 62:2549 [Litera-
ture]

Type strain: ZLD-8,CCTCC AB 207173,KCTC 13246

Bacillus dipsosauri
Authors: Lawson et al. 1996
Status: sp. nov. (VL)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 46:1189 [Literature]
Type strain: DDI1,DSM 11125,NCFB 3027
Synonym(s): Gracilibacillus dipsosauri

Bacillus drentensis

Authors Heyrman et al. 2004

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:56* [Literatu-
re]

Type strain: DSM 15600,IDA1967,LMG 21831,R-16337

more information: LPSN (J.P. Euzéby/A.C. Parte)

Bacillus edaphicus
Shelobolina et al. 1998

Status: sp. nov. (VL)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 48:631 [Literature]
Type strain: DSM 12974, T7,VKPM B-7517
Synonym(s): Paenibacillus edaphicus

Bacillus ehimensis
Kuroshima et al. 1996
Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 46:79* [Literature]
Type strain: DSM 11029,EAG-5,IFO 15659
Synonym(s): Paenibacillus ehimensis

Bacillus eiseniae

Authors: Hong et al. 2012

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 62:2082* [Litera-
ture]

Type strain: A1-2,JCM 16993, KCCM 90092

Bacillus enclensis

Authors Dastager et al. 2014

Status: sp. nov. (VL)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:1455 [Litera-
ture]

Type strain: SGD-1123,CCTCC AB 2011125,NCIM 5450

more information: LPSN (J.P. Euzéby/A.C. Parte)

Bacillus endophyticus

Authors Reva et al. 2002

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 52:106* [Litera-
ture]

Type strain: 2DT,CIP 106778,DSM 13796,UCM B-5715

Laboratério de Fisiologia Bacteriana

Bacillus endoradicis

Authors Zhang et al. 2012

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 62:362* [Litera-
ture]

Type strain CCBAU 05776,HAMBI 3097,LMG 25492

Bacillus farraginis

Authors: Scheldeman et al. 2004

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:1362* [Litera-
ture]

DSM 16013,LMG 22081,MB 1885,R-6540

Bacillus fastidiosus

den Dooren de Jong 1929
Status: species (AL)
Int. J. Syst. Bacteriol. 30:256 (AL) [Literature]
ATCC 29604,Delft LMD 29-14,DSM 91,LMD
29-14NCIB 11326

Bacillus fengqiuensis

Authors Zhao et al. 2014

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:2854* [Litera-
ture]

Type strain NPK15,DSM 26745,CCTCC AB 2013156

Authors: Bredemann and Werner 1933

Status: species (AL)

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 30:256 (AL) [Literature]

ATCC 14575,CCM 2213,DSM 12,NCIB
9366,NCTC 10335

Synonym(s) “Bacillus flavidus”

Authors: (ex Batchelor 1919) Priest et al. 1989
Status: sp. nov., nom. rev. (VL)

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 39:93 [Literature]
Type strain ATCC 49095,DSM 1320,NRS 665
Synonym(s) “Bacillus agrestis”

Bacillus foraminis

Authors Tiago et al. 2006

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:2573* [Litera-
ture]

CV53,LMG 23174,CIP 108889

Bacillus fordii
Authors: Scheldeman et al. 2004
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:1363* [Litera-
ture]
Type strain DSM 16014,LMG 22080,MB 1878,R-7190

Bacillus formosus

Shida et al. 1995
Status: sp. nov. (VP)
Int. J. Syst. Bacteriol. 45:98* [Literature]
DSM 9885,IFO 15716,JCM 9169,NRRL
NRS-863
Brevibacillus formosus
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Authors: Scheldeman et al. 2004

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:1362* [Litera-
ture]

Type strain: DSM 16012,LMG 22079,R-6514

Bacillus fumarioli

Authors: Logan et al. 2000

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 50:1751* [Litera-
ture]

Type strain: LMG 17489,Rcp Sm1

Bacillus funiculus

Authors: Ajithkumar et al. 2002

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 52:1143* [Litera-
ture]

Type strain: CIP 107128,JCM 11201,NAF001

Bacillus fusiformis

Authors: (ex Meyer and Gottheil 1901) Priest et al.
1989

Status: sp. nov. (VL)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 39:93 [Literature]

Comment: basonym “Bacillus sphaericus subsp. fusifor-

mis”
ATCC 7055,DSM 2898

Lysinibacillus fusiformis

Type strain:
Synonym(s):

Bacillus galactophilus

Authors: Takagi et al. 1993
Status: sp. nov. (VP), heterotypic syn.
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 43:229* [Literature]
Comment: synonymy: 1JSB 44:172*
Type strain: JCM 8507,NRRL NRS-616
Synonym(s): Brevibacillus agri; Bacillus agri
Bacillus galactosidilyticus
Authors: Heyndrickx et al. 2004
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:620* [Literature]

Type strain: DSM 15595,LMG 17892,Logan B2188,MB

800

Bacillus galliciensis

Authors: Balcazar et al. 2010
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60:894* [Literature]

Type strain: BFLP-1,DSM 21539,LMG 24668

Bacillus gelatini

Authors: De Clerck et al. 2004
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:945* [Literature]

DSM 15865,LMG 21880
Fictibacillus gelatini

Type strain:
Synonym(s):

Bacillus gibsonii

Authors: Nielsen et al. 1995
Status: sp. nov. (VL)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 45:879 [Literature]

Type strain: DSM 8722,PN-109
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Bacillus ginsengi

Authors: Qiu et al. 2009

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 59:733* [Literature]
Type strain gel14,CGMCC 1.6763,DSM 19038
Synonym(s) Bhargavaea ginsengi

Bacillus ginsengihumi

Authors: Ten et al. 2007
Status: sp. nov. (VL)
Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57:1371 [Literature]

Gsoil 114,KCTC 13944,DSM 18134

Bacillus ginsengisoli

Authors: Nguyen et al. 2013
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 63:859* [Literature]

DCY53,JCM 17335, KCTC 13945

Bacillus globisporus

Authors: Larkin and Stokes 1967

Status: species (AL)

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 30:256 (AL) [Literature]
Type strain ATCC 23301,CCM 2119,DSM 4,NCIB 11434
Synonym(s) Sporosarcina globispora; Bacillus globispo-

rus subsp. globisporus

Bacillus globisporus subsp. globisporus

Authors: (Larkin and Stokes 1967) Riiger and Richter
1979

Status: subspecies (AL), homotypic syn.

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 30:256 (AL) [Literature]

W 25,DSM 4,ATCC 23301, NCIMB
11434,CCM 2119,CIP 103266
Sporosarcina globispora; Bacillus globisporus

Bacillus globisporus subsp. marinus

Authors: Riiger and Richter 1979
Status: subspecies (AL)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 30:256 (AL) [Literature]

ATCC 29841,DSM 1297
Jeotgalibacillus marinus; Bacillus marinus;
Marinibacillus marinus

Bacillus glucanolyticus

Authors: Alexander and Priest 1989
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 39:113* [Literature]

DSM 5162,NCIMB 12809,S93
Paenibacillus glucanolyticus

Bacillus gordonae

Authors: Pichinoty et al. 1987
Status: sp. nov. (VL)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 37:179 [Literature]

Paenibacillus validus; Bacillus validus, Pae-
nibacillus gordonae

Bacillus gottheilii

Authors: Seiler et al. 2013
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 63:871* [Literature]

WCC 4585,CCUG 59876,DSM 23668,LMG
25856
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Bacillus graminis Bacillus hemicentroti

Authors: Bibi et al. 2011 Authors: Chen et al. 2011
Status: sp. nov. (VP) Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61:1570* [Litera- Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61:2953* [Litera-

ture] ture]
Type strain: YC6957,DSM 22162,KACC 13779 Type strain: JSM 076093,DSM 23007,KCTC 13710

Bacillus halmapalus Bacillus herbersteinensis
Authors: Nielsen et al. 1995 Authors: Wieser et al. 2005
Status: sp. nov. (VL) Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 45:879 [Literature] Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:2122* [Litera-
Type strain: DSM 8723,PN-118 ture]
Type strain: CCM 7228,D-1,5a,DSM 16534
Bacillus haloalkaliphilus

Status: sp. nov. (VP) Authors: Nielsen et al. 1995
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 46:100* [Literature] Status: sp. nov. (VL)
Type strain: DSM 5271,WN13 Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 45:879 [Literature]
Synonym(s): Alkalibacillus haloalkaliphilus Type strain: DSM 8719,PN-121

Bacillus halochares Bacillus horneckiae

Authors: Pappa et al. 2010 Authors: Vaishampayan et al. 2010

Status: sp. nov. (VP) Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60:1435* [Litera- Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60:1036* [Litera-
ture] ture]

Type strain: MSS4,LMG 24571,DSM 21373 Type strain: 1PO1SC,MTCC 9535,NRRL B-59162

Bacillus halodenitrificans Bacillus horti

Authors: Denariaz et al. 1989 Authors: Yumoto et al. 1998
Status: sp. nov. (VP) Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 39:150* [Literature] Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 48:570* [Literature]
Type strain: ATCC 49067,DSM 10037 Type strain: DSM 12751,JCM 9943 K13
Synonym(s): Virgibacillus halodenitrificans
Bacillus halodurans Authors: Lietal 2014
Authors: (ex Boyer 1973) Nielsen et al. 1995 Status: sp. nov. (VL)
Status: nom. rev., comb. nov. (VL) Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:3603 [Litera-
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 45:879 [Literature] ture]
Comment: basonym “Bacillus alcalophilus subsp. halo- Type strain: GSS03,CCTCC AB 2013237,KCTC 33172
durans”
Ipostmin  ATCC27557 DSM 497 NRRL B.3881 PN-50
Synonym(s): “Bacillus alcalophilus™ subsp. halodurans Authors: Heyrman et al. 2005
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:116* [Litera-
Authors: Ventosa et al. 1990 ture]
Status: sp. nov. (VL) Type strain: DSM 16318,LMG 22167
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 40:105 [Literature]
Type s ATCC 49085,0CM 4074 DM 4771 N23-2
Synonym(s): Salimicrobium halophilum Authors: Yoon et al. 2004
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:807* [Litera-
Authors: Mehrshad et al. 2013 ture]
Status: sp. nov. (VP) Type strain: JCM 11807,KCCM 41641,SW-72
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 63:2780* [Litera-
Type strain: E33,IBRC-M 10095,DSM 25387 Authors: Ko et al. 2006
Status sp. nov. (VP)
Bacillus hemicellulosilyticus Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:2543* [Litera-
Authors: Nogi et al. 2005 ture]
Status: sp. nov. (VP) Type strain: SMC 4352-2,KCCM 90024,JCM 13437
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:2314* [Litera-
ture]
Type strain: C-11,DSM 16731,JCM 9152
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Bacillus indicus

Authors: Suresh et al. 2004 emend. Stropko et al. 2014

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:1374* [Litera-
ture]

Comment: emended description: [ISEM 64:3807/8*

Type strain: DSM 15820,MTCC 4374,Sd/3,LMG 22858

Synonym(s): Bacillus cibi (heterotypic syn.)

Bacillus infantis

Authors: Ko et al. 2006

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:2543* [Litera-
ture]

Type strain: SMC 4352-1,KCCM 90025,JCM 13438

Bacillus infernus
Authors: Boone et al. 1995
Status: sp. nov. (VP)
Int. J. Syst. Bacteriol. 45:447* [Literature]
DSM 10277,0CM 479,SMCC W479,TH-23

Bacillus insolitus

Authors: Larkin and Stokes 1967
Status: species (AL)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]

Type strain:
Synonym(s):

ATCC 23299,CCM 2175,DSM 5,NCIB 11433
Psychrobacillus insolitus

Bacillus invictae

Authors: Branquinho et al. 2014

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:3875* [Litera-
ture]

Type strain: BiFFUP1,Bi,,,,DSM 26896,CCUG 64113

Bacillus iranensis

Authors: Bagheri et al. 2012

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 62:814* [Litera-
ture]

Type strain: X5B,DSM 23995,IBRC 10446

Bacillus isabeliae

Authors: Albuquerque et al. 2008

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 58:229* [Litera-
ture]

Type strain: CVS-8,CIP 108578,LMG 22838

Bacillus isronensis

Authors: Shivaji et al. 2009

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 59:2983* [Litera-
ture]

Type strain: B3W22,JCM 13838, MTCC 7902,DSM 21046

Authors: Yoon et al. 2001

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 51:1091* [Litera-
ture]

Type strain: JCM 10885,KCCM 41040,YKJ-10
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Bacillus kaustophilus

Authors: (ex Prickett 1928) Priest et al. 1989
Status: sp. nov., nom. rev. (VL)

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 39:93 [Literature]
Type strain ATCC 8005,DSM 7263,NRS 7281
Synonym(s) Geobacillus kaustophilus

Bacillus kobensis

Authors: Kanzawa et al. 1995
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 45:517* [Literature]

DSM 10249,IFO 15729,YK205
Paenibacillus kobensis

Bacillus kochii

Authors: Seiler et al. 2012
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 62:1096* [Literature]

WCC 4582,CCUG 59877,DSM 23667,LMG
25855

Bacillus kokeshiiformis

Authors: Poudel et al. 2014

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:2673* [Litera-
ture]

Type strain MO-04,JCM 19325,KCTC 33163

Bacillus koreensis

Authors: Lim et al. 2006
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:62* [Literature]

BR030,DSM 16467,KCTC 3914

Bacillus korlensis

Authors: Zhang et al. 2009

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 59:1791* [Litera-
ture]

Type strain ZLC-26,CCTCC AB 207172,NRRL B-51302

Bacillus kribbensis

Authors: Lim et al. 2007

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57:2915* [Litera-
ture]

BT080,KCTC 13934,DSM 17871

Bacillus krulwichiae

Authors: Yumoto et al. 2003

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 53:1536* [Litera-
ture]

Type strain AM31D,IAM 15000,JCM 11691,NCIMB
13904

Bacillus laevolacticus

Authors: (ex Nakayama and Yanoshi 1967) Andersch et
al. 1994

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 44:663* [Literature]

ATCC 23492,DSM 442,IAM 12321,.M
8,NCIB 10269
Sporolactobacillus laevolacticus
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Bacillus larvae

Authors: White 1906

Status: species (AL)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]
Type strain: ATCC 9545,DSM 7030

Synonym(s): Paenibacillus larvae; Bacillus pulvifaciens;

Paenibacillus larvae subsp. larvae
Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens; Pae-
nibacillus pulvifaciens

Bacillus laterosporus

Authors: Laubach 1916
Status: species (AL)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]

ATCC 64,CCM 2116,DSM 25,NCIB
9367,NCTC 6357
Brevibacillus laterosporus

Type strain:

Synonym(s):

Bacillus lautus

Authors: Nakamura 1984

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 34:225* [Literature]
Type strain: DSM 3035,NRRL NRS 666

Synonym(s): Paenibacillus lautus

Bacillus lehensis

Authors: Ghosh et al. 2007
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57:241* [Literature]

Type strain: MLB2,MTCC 7633,JCM 13820

Bacillus lentimorbus

Authors: Dutky 1940

Status: species (AL)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]
Type strain: ATCC 14707

Synonym(s): Paenibacillus lentimorbus

Bacillus lentus

Authors: Gibson 1935
Status: species (AL)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]

Type strain: ATCC 10840,CCM 2214,DSM 9,NCIB

8773, NCTC 4824

Bacillus licheniformis

Authors: (Weigmann 1898) Chester 1901
Status: species (AL)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]

ATCC 14580,CCM 2145,DSM 13,IFO
12200,NCIB 9375,NCTC 10341

Bacillus ligniniphilus

Authors: Zhu et al. 2014

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:1717* [Litera-
ture]

Type strain: L1,JCM 18543,DSM 26145

Bacillus litoralis

Authors: Yoon and Oh 2005
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:1947* [Literature]

Type strain: DSM 16303,KCTC 3898,SW-211

Laboratério de Fisiologia Bacteriana

Bacillus locisalis

Authors: Marquez et al. 2011

Status: sp. nov. (VL)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61:2563 [Litera-
ture]

Type strain: DSM 18085,CG1,CGMCC 1.6286,CECT
7152,CCM 7370

Bacillus luciferensis

Authors: Logan et al. 2002

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 52:1988* [Litera-
ture]

Type strain CIP 107105,LMG 18422,SS1061

Bacillus luteolus

Authors: Shi et al. 2011

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61:1348* [Litera-
ture]

YIM 93174,CCTCC AA 208068,DSM
22388, KCTC 13210

Bacillus luteus

Authors: Subhash et al. 2014

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:1584* [Litera-
ture]

JC167,KCTC 33100,LMG 27257

Bacillus macauensis

Authors: Zhang et al. 2006

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:352* [Litera-
ture]

DSM 17262,JCM 13285,ZFHKF-1
Fictibacillus macauensis

Type strain:
Synonym(s):

Bacillus macerans

Authors: Schardinger 1905
Status: species (AL)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]

Type strain ATCC 8244,CCM 2012,DSM 24,IAM
1227,NCIB 9368 NCTC 6355
Synonym(s): Paenibacillus macerans

Bacillus macquariensis

Authors: Marshall and Ohye 1966
Status: species (AL)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]

Type strain ATCC 23464,DSM 2,NCIB 9934, NCTC
10419
Synonym(s) Paenibacillus macquarien-

sis subsp. macquariensis; Paenibacillus mac-
quariensis

Bacillus macyae

Authors: Santini et al. 2004

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:2244* [Litera-
ture]

Type strain DSM 16346,JCM 12340,JMM-4

“Anaerobacillus macyae”
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Bacillus malacitensis

Authors: Ruiz-Garcia et al. 2005

Status: sp. nov. (VP), heterotypic syn.

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:1284* [Litera-
ture]

Comment: later heterotypic synonym of Bacillus moja-
vensis

CECT 5687,CR-95,LMG 22477
Bacillus mojavensis; Bacillus axarquiensis

Type strain:
Synonym(s):

Bacillus mannanilyticus

Authors: Nogi et al. 2005

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:2314* [Litera-
ture]

Type strain: AM-001,DSM 16130,JCM 10596

Bacillus marinus

Authors: (Riiger and Richter 1979) Riiger 1983 emend.
Riiger et al. 2000

Status: comb. nov. (VP), homotypic syn.

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 33:159* [Literature]

Comment: emended description: IISEM 50:1310*
Type strain: ATCC 29841,DSM 1297
Synonym(s): Jeotgalibacillus marinus; Bacillus globispo-

rus subsp. marinus; Marinibacillus marinus

Bacillus marisflavi

Authors: Yoon et al. 2003

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 53:1302* [Litera-
ture]

Type strain: JCM 11544, KCCM 41588, TF-11

Bacillus marismortui

Authors: Arahal et al. 1999
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 49:529* [Literature]

123,ATCC 700626,CECT 5066,CIP
105609,DSM 12325

Virgibacillus marismortui; Salibacillus maris-
mortui

Type strain:

Synonym(s):

Bacillus marmarensis

Authors: Denizci et al. 2010

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60:1593* [Litera-
ture]

Type strain: GMBE 72,DSM 21297, JCM 15719

Bacillus massiliensis

Authors: Glazunova et al. 2006

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:1487* [Litera-
ture]

4400831,CCUG 49529,CIP 108446
Lysinibacillus massiliensis

Type strain:
Synonym(s):

Bacillus megaterium

Authors: de Bary 1884
Status: species (AL)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]

ATCC 14581,CCM 2007,DSM 32,NCIB
9376,NCTC 10342

Type strain:

8

Bacillus mesonae

Authors: Liu et al. 2014

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:3350* [Litera-
ture]

FJAT-13985,DSM 25968,CGMCC 1.12238

Bacillus methanolicus

Authors: Arfman et al. 1992
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 42:444* [Literature]

NCIMB 13113,PB1

Bacillus methylotrophicus

Authors: Madhaiyan et al. 2010

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60:2494* [Litera-
ture]

CBMB205,KACC 13105,NCCB 100236

Bacillus migulanus

Authors: Takagi et al. 1993
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 43:229* [Literature]

ATCC 9999,DSM 2895,JCM 8504
Aneurinibacillus migulanus

Bacillus mojavensis

Authors: Roberts et al. 1994 emend. Wang et al. 2007
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 44:263* [Literature]

DSM 9205,NRRL B-14698,RO-H-1,LMG
17797,CIP 104095,ATCC 51516,BCRC
17124, NBRC 15718

Bacillus axarquiensis (heterotypic syn.); Ba-
cillus malacitensis (heterotypic syn.)

Bacillus mucilaginosus

Authors: Avakyan et al. 1998

Status: sp. nov. (VL)

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 48:631 [Literature]
Type strain 1480D,VKPM B-7519

Synonym(s) Paenibacillus mucilaginosus

Bacillus muralis

Authors: Heyrman et al. 2005

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:129* [Litera-
ture]

DSM 16288,LMG 20238

Bacillus murimartini

Authors: Borchert et al. 2007

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57:2892* [Litera-
ture]

LMG 21005,NCIMB 14102

Bacillus mycoides

Authors: Fliigge 1886

Status: species (AL)

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]
Type strain ATCC 6462,DSM 2048
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Bacillus naganoensis

Authors: Tomimura et al. 1990

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 40:124* [Literature]
Type strain: ATCC 53909,DSM 10191,LMG 12887
Synonym(s): Pullulanibacillus naganoensis

Bacillus nanhaiensis

Authors: Chen et al. 2011

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61:892* [Litera-
ture]

JSM 082006,DSM 23009,KCTC 13712
Fictibacillus nanhaiensis

Type strain:
Synonym(s):

Bacillus nanhaiisediminis

Authors: Zhang et al. 2011

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61:1081* [Litera-
ture]

Type strain: NH3,CGMCC 1.10116,JCM 16507

Bacillus nealsonii

Authors: Venkateswaran et al. 2003

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 53:171* [Litera-
ture]

Type strain: ATCC BAA-519,DSM 15077,FO-92

Bacillus neidei

Authors: Nakamura et al. 2002

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 52:504* [Litera-
ture]

Type strain: JCM 11077,NRRL BD-87

Synonym(s): Viridibacillus neidei

Bacillus neizhouensis

Authors: Chen et al. 2009

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 59:3038* [Litera-
ture]

Type strain: JSM 071004,CCTCC AB 207161,DSM

19794, KCTC 13187

Bacillus niabensis

Authors: Kwon et al. 2007

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57:1912* [Litera-
ture]

Type strain: 4T19,KACC 11279,DSM 17723

Bacillus niacini

Authors: Nagel and Andreesen 1991
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 41:137* [Literature]

Type strain: DSM 2923

Bacillus novalis

Authors: Heyrman et al. 2004
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:54* [Literature]

Type strain: DSM 15603,IDA3307,LMG 21837,R-15439

Laboratério de Fisiologia Bacteriana

Bacillus oceanisediminis

Authors: Zhang et al. 2010

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60:2928* [Litera-
ture]

Type strain H2,CGMCC 1.10115,JCM 16506

Bacillus odysseyi

Authors: La Duc et al. 2004

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:200* [Litera-
ture]

34hs-1,ATCC PTA-4993,NBRC
100172,NRRL B-30641
Lysinibacillus odysseyi

Bacillus okhensis

Authors: Nowlan et al. 2006

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:1076* [Litera-
ture]

ATCC BAA-1137,JCM 13040,Kh10-101

Bacillus okuhidensis

Authors: Li et al. 2002

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 52:1208* [Litera-
ture]

DSM 13666,GTC 854,JCM 10945

Bacillus oleronius

Authors: Kuhnigk et al. 1996 emend. Heyndrickx et al.
2012

Status: sp. nov. (VL)

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 46:625 [Literature]

emended description: [ISEM 62:313*
DSM 9356,Rt 10,LMG 17952

Q
Q
=
=
2

Bacillus oryzaecorticis

Authors: Hong et al. 2014

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:2790* [Litera-
ture]

RI,KACC 17217,KCCM 90231,JCM 19602

Bacillus oshimensis

Authors: Yumoto et al. 2005

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:910* [Litera-
ture]

Type strain JCM 12663,K11,NCIMB 14023

Bacillus pabuli

Authors: Nakamura 1984

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 34:225* [Literature]

Type strain DSM 3036,NRRL NRS 924

Synonym(s) Paenibacillus pabuli

Bacillus pakistanensis

Authors: Roohi et al. 2014

Status: sp. nov. (VL)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:2927 [Literature]
Type strain NCCP-168,DSM 24834, KCTC 13786
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Reference:
Type strain:
Synonym(s):

Reference:
Type strain:

Synonym(s):

Reference:

Type strain:

Reference:

Type strain:

Reference:
Type strain:

Synonym(s):

Reference:
Type strain:

Synonym(s):

Reference:

Type strain:

Reference:
Type strain:

Synonym(s):

8

Bacillus pallidus

Scholz et al. 1988

sp. nov. (VL)

Int. J. Syst. Bacteriol. 38:136 [Literature]
DSM 3670,H12

Aeribacillus pallidus; Geobacillus pallidus

Bacillus pallidus (illeg.)

Zhou et al. 2008

sp. nov. (VP), illegitimate name

Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 58:2853* [Litera-
ture]

CW 7,CCTCC AB 207188,KCTC 13200,LMG
24451

Falsibacillus pallidus

Bacillus panacisoli

Choi and Cha 2014

sp. nov. (VP)

Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:905* [Litera-
ture]

CJ32,KACC 17503,JCM 19226

Bacillus panaciterrae

Ten et al. 2006

sp. nov. (VP)

Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:2864* [Litera-
ture]

Gsoil 1517,KCTC 13929,CCUG 52470,LMG
23408

Bacillus pantothenticus

Proom and Knight 1950

species (AL)

Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]
ATCC 14576,CCM 2049,DSM 26,NCIB
8775,NCTC 8162

Virgibacillus pantothenticus

Bacillus parabrevis

Takagi et al. 1993

sp. nov. (VP)

Int. J. Syst. Bacteriol. 43:229* [Literature]
ATCC 10027,DSM 8376,IFO 12334,JCM
8506

Brevibacillus parabrevis

Bacillus paraflexus

Chandna et al. 2013

sp. nov. (VP)

Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 63:4741* [Litera-
ture]

RC2,MTCC 9831,MCC 2100,KCTC
13724,CCM 7754

Bacillus pasteurii

(Miquel 1889) Chester 1898

species (AL)

Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]
ATCC 11859,CCM 2056,DSM 33,NCIB
8841,NCTC 4822

Sporosarcina pasteurii

Bacillus patagoniensis

Authors: Olivera et al. 2005

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:446* [Litera-
ture]

Type strain ATCC BAA-965,DSM 16117,PAT 05

Authors: Montefusco et al. 1993

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 43:389* [Literature]

BD-57,DSM 8320,NRRL B-14750
Paenibacillus peoriae

Bacillus persepolensis

Authors: Amoozegar et al. 2009

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 59:2355* [Litera-
ture]

Type strain HS136,CCM 7595,DSM 21632,JCM
15720,LMG 25222

Synonym(s) Alteribacillus persepolensis

Authors: Didari et al. 2013

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 63:1233* [Litera-
ture]

B48,B48 (2010),CECT 8001,DSM
25386,IBRC-M 10115

Bacillus pervagus

Authors: Kosowski et al. 2014

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:93* [Literatu-
re]

8-4-E12,DSM 23947,LMG 27601

Bacillus plakortidis

Authors: Borchert et al. 2007

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57:2892* [Litera-
ture]

P203,DSM 19153,NCIMB 14288

Bacillus pocheonensis

Authors: Ten et al. 2007
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57:2536* [Literature]

Gsoil 420,KCTC 13943,DSM 18135

Bacillus polygoni

Authors: Aino et al. 2008

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 58:123* [Litera-
ture]

YN-1,NCIMB 14282,JCM 14604

Bacillus polymachus

Authors: Nguyen and Kim 2015

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 65:708* [Literature]

Type strain T515,KEMB 9005-168, KACC 18242,NBRC
110614
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Reference:
Type strain:

Synonym(s):

Reference:
Type strain:
Synonym(s):

Reference:
Type strain:

Authors:
Status:
Reference:
Type strain:

Reference:

Type strain:
Synonym(s):

Reference:
Type strain:

Synonym(s):

Bacillus polymyxa
(Prazmowski 1880) Mace 1889
species (AL)
Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]
ATCC 842,CCM 1459,DSM 36,NCIB
8158 NCTC 10343
Paenibacillus polymyxa

Bacillus popilliae

Dutky 1940

species (AL)

Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]
ATCC 14706

Paenibacillus popilliae

Bacillus pseudalcaliphilus

Nielsen et al. 1995

sp. nov. (VL)

Int. J. Syst. Bacteriol. 45:879 [Literature]
DSM 8725,PN-137

Bacillus pseudofirmus

Nielsen et al. 1995

sp. nov. (VL)

Int. J. Syst. Bacteriol. 45:879 [Literature]
DSM 8715,NCIMB 10283,PN-3

Bacillus pseudomycoides

Nakamura 1998

sp. nov. (VP)

Int. J. Syst. Bacteriol. 48:1035* [Literature]
DSM 12442 NRRL B-617

Bacillus psychrodurans

Abd El-Rahman et al. 2002

sp. nov. (VP)

Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 52:2132* [Litera-
ture]

68E3,DSM 11713,NCIMB 13837
Psychrobacillus psychrodurans

Bacillus psychrophilus

Nakamura 1984

sp. nov. (VP)

Int. J. Syst. Bacteriol. 34:122* [Literature]
ATCC 23304,CCM 2117,DSM 3,NRRL NRS
1530

Sporosarcina psychrophila

Bacillus psychrosaccharolyticus

Reference:
Type strain:

Type strain:
Synonym(s):

(ex Larkin and Stokes 1967) Priest et al. 1989
sp. nov., nom. rev. (VL)

Int. J. Syst. Bacteriol. 39:93 [Literature]
ATCC 23296,DSM 6,NCIB 11729

Bacillus psychrotolerans

Abd El-Rahman et al. 2002

sp. nov. (VP)

Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 52:2131* [Litera-
ture]

3H1,DSM 11706,NCIMB 13838
Psychrobacillus psychrotolerans

Laboratério de Fisiologia Bacteriana

Bacillus pulvifaciens

Authors: Nakamura 1984

Status: sp. nov. (VP), heterotypic syn.

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 34:412* [Literature]
Type strain DSM 3615,NRRL B-3685

Synonym(s) Paenibacillus larvae; Bacillus larvae; Paeniba-

cillus larvae subsp. larvae
Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens,; Pae-
nibacillus pulvifaciens

Bacillus pumilus

Authors: Meyer and Gottheil 1901
Status: species (AL)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]

ATCC 7061,CCM 2144,DSM 27,NCIB
9369,NCTC 10337

Bacillus purgationiresistens

Authors: corrig. Vaz-Moreira et al. 2012

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 62:76* [Literatu-
re]

Comment the original spelling of the specific epi-

thet, purgationiresistans (sic), has been correc-
ted on notification

DS22,DSM 23494,LMG 25783,NRRL
B-59432

“Bacillus purgationiresistans” (orthographi-
cally incorrect name)

Bacillus pycnus

Authors: Nakamura et al. 2002

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 52:504* [Litera-
ture]

Type strain JCM 11075,NRRL NRS-1691

Rummeliibacillus pycnus

Bacillus qingdaonensis

Authors: Wang et al. 2007
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57:1146* [Literature]

CMI1,CGMCC 1.6134,JCM 14087

Bacillus qingshengii

Authors: Xietal 2014

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:2478* [Litera-
ture]

Type strain: G19,CCTCC AB 2013273,JCM 19454

Bacillus reuszeri

Authors: Shida et al. 1995
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 45:98* [Literature]

DSM 9887,IFO 15719,JCM 9170,NRRL
NRS-1206
Brevibacillus reuszeri

Bacillus rhizosphaerae

Authors: Madhaiyan et al. 2013
Status: sp. nov. (VL)
Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 63:1 [Literature]

SC-N012,DSM 21911,NCCB 100267

0



Bacillus rigui

Authors: Baik et al. 2010

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60:2208* [Litera-
ture]

Type strain: WPCB074,KCTC 13278,JCM 16348

Synonym(s): Fictibacillus rigui

Bacillus ruris

Authors: Heyndrickx et al. 2005

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:2553* [Litera-
ture]

Type strain: DSM 17057,LMG 22866,Logan B3037,MB
1669

Bacillus safensis

Authors: Satomi et al. 2006
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:1739* [Literature]

Type strain: FO-36b,ATCC BAA-1126,NBRC 100820

Bacillus salarius

Authors: Lim et al. 2006

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:376* [Litera-
ture]

Type strain: BH169,DSM 16461, KCTC 3912

Bacillus salexigens

Authors: Garabito et al. 1997

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 47:739* [Literature]

Type strain: ATCC 700290,C-20Mo,CCM 4646,DSM
11483

Synonym(s): Virgibacillus salexigens; Salibacillus salexi-
gens

Bacillus saliphilus

Authors: Romano et al. 2005

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:162* [Litera-
ture]

Type strain: 6AG,ATCC BAA-957,DSM 15402

Bacillus salsus

Authors: Amoozegar et al. 2013

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 63:3328* [Litera-
ture]

Type strain: A24,IBRC-M 10078, KCTC 13816

Bacillus schlegelii

Authors: Schenk and Aragno 1981

Status: sp. nov. (VL)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 31:215 [Literature]
Type strain: DSM 2000,LMG 7133

Synonym(s): Hydrogenibacillus schlegelii

Bacillus sediminis

Authors: Yu et al. 2014
Status: sp. nov. (VL)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:3603 [Literature]

Type strain: DX-5,CGMCC 1.12412,KCTC 33102

0

Bacillus selenatarsenatis

Authors: Yamamura et al. 2007

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57:1063* [Litera-
ture]

Type strain SF-1,JCM 14380,DSM 18680

Bacillus selenitireducens

Authors: Switzer Blum et al. 2001
Status: sp. nov. (VL)
Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 51:793 [Literature]

ATCC 700615,MLS10

Bacillus seohaeanensis

Authors: Lee et al. 2006

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:1896* [Litera-
ture]

Type strain BH 724,KCTC 3913,DSM 16464

Bacillus shacheensis

Authors: Leietal. 2014

Status: sp. nov. (VL)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:3603 [Litera-
ture]

Type strain HNA-14,DSM 26902, KCTC 33145,SCULCB
HNA-14

Bacillus shackletonii

Authors: Logan et al. 2004

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:375* [Litera-
ture]

Type strain CIP 107762,LMG 18435,Logan collection
number B1724,SS1024

Bacillus siamensis

Authors: Sumpavapol et al. 2010

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60:2369* [Litera-
ture]

PD-A10,BCC 22614,KCTC 13613

Bacillus silvestris

Authors: Rheims et al. 1999

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 49:800* [Literature]
Type strain DSM 12223,HR3-23

Synonym(s) Solibacillus silvestris

Bacillus simplex

Authors: Priest et al. 1989 emend. Heyrman et al. 2005
Status: sp. nov. (VL)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 39:93 [Literature]

ATCC 49097,DSM 1321,NRS 960

Bacillus siralis

Authors: Pettersson et al. 2000

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 50:2186* [Litera-
ture]

Type strain 171544,CIP 106295,DSM 13140,NCIMB
13601
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Bacillus smithii

Authors: Nakamura et al. 1988
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 38:63* [Literature]

Type strain: DSM 4216,NRRL NRS 173,NRRL NRS-17

Bacillus soli

Authors: Heyrman et al. 2004
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:55* [Literature]

Type strain: DSM 15604,IDA0086,LMG 21838,R-16300

Bacillus solimangrovi

Authors: Lee etal. 2014

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:1627* [Litera-
ture]

Type strain: GH2-4,KCTC 33142,JCM 18994,DSM 27083

Bacillus solisalsi

Authors: Liu et al. 2009

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 59:1463* [Litera-
ture]

YC1,CGMCC 1.6854,KCTC 13181
Fictibacillus solisalsi

Type strain:
Synonym(s):

Bacillus songklensis

Authors: Kang et al. 2013

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 63:4194* [Litera-
ture]

Type strain: CAU 1033, KCTC 13881,CCUG 61889

Bacillus sonorensis

Authors: Palmisano et al. 2001

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 51:1678* [Litera-
ture]

Type strain: DSM 13779,L87-10,NRRL B-23154

Bacillus sphaericus

Authors: Meyer and Neide 1904
Status: species (AL)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]

ATCC 14577,CCM 2120,DSM 28 NCIB
9370,NCTC 10338
Lysinibacillus sphaericus

Type strain:

Synonym(s):

Bacillus sporothermodurans

Authors: Petterson et al. 1996 emend. Heyndrickx et al.
2012

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 46:763* [Literature]

Comment: emended description: [JSEM 62:312*

Type strain: DSM 10599,M215,MB 581, LMG 17668,LMG

17894

Bacillus stearothermophilus

Authors: Donk 1920

Status: species (AL)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 30:257 (AL) [Literature]
Type strain: ATCC 12980,DSM 22

Synonym(s): Geobacillus stearothermophilus

Laboratério de Fisiologia Bacteriana

Bacillus stratosphericus

Authors: Shivaji et al. 2006
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:1471* [Literature]

Type strain: 41KF2a,JCM 13349,MTCC 7305

Bacillus subterraneus

Authors: Kanso et al. 2002
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 52:873* [Literature]

Type strain: ATCC BAA-136,COOI3B,DSM 13966

Bacillus subtili

Authors: (Ehrenberg 1835) Cohn 1872
Status: species (AL)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 30:258 (AL)

Comment: divided into subspecies

Bacillus subtilis subsp. inaquosorum

Authors: Rooney et al. 2009
Status: subsp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 59:2435* [Literature]

Type strain: BGSC 3A28, KCTC 13429, NRRL B-23052;

subtilis subsp. spizizenii

Bacillus subtilis subsp. spizizenii

Authors: Nakamura et al. 1999
Status: subsp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 49:1214* [Literature]

Type strain: NRRL B-23049

Bacillus subtilis subsp. subtilis

Authors: (Ehrenberg 1835) Nakamura et al. 1999
Status: subsp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 49:1214* [Literature]

Comment: subspecies automatically created according to
Rule 46

ATCC 6051,CCM 2216,DSM 10,IFO
13719,IMET 10758,NCIB 3610,NCTC
3610,NRRL NRS-744

Synonym(s):

Type strain:

“Bacillus natto”

Bacillus taeanensis

Authors: Lim et al. 2006

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:2905* [Litera-
ture]

Type strain: BHO030017,KCTC 3918,DSM 16466; tequilensis

Bacillus tequilensis

Authors: Gatson et al. 2006

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:1481* [Litera-
ture]

Type strain: 10b,ATCC BAA-819,NCTC 13306

Bacillus thermantarcticus

Authors: corrig. Nicolaus et al. 2002

Status: sp. nov. (VL)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 52:3 [Literature]
Comment: nom. corrig.: Bacillus thermoantarcticus (sic)
Type strain: DSM 9572,M1

Synonym(s): Geobacillus thermantarcticus; Bacillus ther-

moantarcticus
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Bacillus thermoaerophilus

Authors: Meier-Stauffer et al. 1996

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 46:540* [Literature]
Type strain: DSM 10154,1.420-91

Synonym(s): Aneurinibacillus thermoaerophilus

Bacillus thermoamylovorans

Authors: Combet-Blanc et al. 1995 emend. Coorevits et
al. 2011

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 45:15* [Literature]

Comment:
Type strain:

emended description: [JSEM 61:1960*
CNCM I-1378,DKP,.LMG 18084

Bacillus thermoantarcticus

Authors: Nicolaus et al. 2002
Status: orthographically incorrect name
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 52:3

Geobacillus thermantarcticus; Bacillus ther-
mantarcticus

Synonym(s):

Bacillus thermocatenulatus

Authors: Golovacheva 1991
Status: sp. nov. (VL)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 41:178 [Literature]

Type strain:
Synonym(s):

178,DSM 730,VKM B-1259
Geobacillus thermocatenulatus; Geobacillus
gargensis

Bacillus thermocloacae

Authors: Dembharter and Hensel 1989
Status: sp. nov. (VL)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 39:495 [Literature]

Comment: misspelled “thermocloaceae” in the titel of
effective publication and List No. 31
Type strain: DSM 5250,S6025

Bacillus thermocopriae

Authors: Han et al. 2013

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 63:3028* [Litera-
ture]

Type strain: SgZ-7,CCTCC AB 2012030,KACC 16700

Bacillus thermodenitrificans

Authors: (ex Klaushofer and Hollaus 1970) Manachini
et al. 2000

Status: sp. nov., nom. rev. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 50:1336* [Litera-
ture]

DSM 465

Geobacillus thermodenitrifi-
cans subsp. thermodenitrificans
Geobacillus thermodenitrificans

Type strain:
Synonym(s):

Bacillus thermoglucosidasius

Authors: Suzuki 1984
Status: sp. nov. (VL)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 34:270 [Literature]

DSM 2542,KP 1006,NCIB 11955
Geobacillus thermoglucosidasius

Type strain:
Synonym(s):

0

Bacillus thermolactis

Authors: Coorevits et al. 2011

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61:1960* [Litera-
ture]

Type strain R-6488,DSM 23332,LMG 25569

Bacillus thermoleovorans

Authors: Zarilla and Perry 1988
Status: sp. nov. (VL)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 38:220 [Literature]

ATCC 43513,DSM 5366,LEH-1
Geobacillus thermoleovorans

Bacillus thermophilus

Authors: Yang et al. 2013

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 63:3035* [Litera-
ture]

SgZ-10,CCTCC AB 2012110,KACC 16873

Bacillus thermoruber

Authors: Manachini et al. 1985

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 35:493* [Literature]
Type strain BT2,DSM 7064,MIM 30.8.38
Synonym(s) Brevibacillus thermoruber

Bacillus thermosphaericus

Authors: Andersson et al. 1996
Status: sp. nov. (VL)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 46:362 [Literature]

DSM 10633,HAMBI 1900,P-11
Ureibacillus thermosphaericus

Bacillus thermotolerans

Authors: Yang et al. 2013

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 63:3677* [Litera-
ture]

SgZ-8,CCTCC AB 2012108,KACC 16706

Bacillus thiaminolyticus

Authors: Nakamura 1990
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 40:245* [Literature]

DSM 7262,NRRL B-4156
Paenibacillus thiaminolyticus

Bacillus thioparans

Authors: corrig. Pérez-Ibarra et al. 2007

Status: sp. nov. (VL)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57:1933 [Litera-
ture]

IIBM-UNAM BM-B-436,CECT 7196
“Bacillus thioparus™ (orthographically incor-
rect name)

Bacillus thuringiensis

Authors: Berliner 1915
Status: species (AL)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 30:258 (AL) [Literature]

ATCC 10792,DSM 2046
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Bacillus tianshenii

Authors: Jiang et al. 2014

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:2002* [Litera-
ture]

Type strain: YIM M13235,DSM 25879,KCTC 33044

Bacillus toyonensis

Authors: Jiménez et al. 2014
Status: sp. nov. (VL)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:2 [Literature]

Type strain: BCT-7112,CECT 876,NCIMB 14858

Bacillus trypoxylicola

Authors: Aizawa et al. 2010
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60:65* [Literature]

Type strain: SU1,LKCTC 13244, NBRC 102646

Bacillus tusciae

Authors: Bonjour and Aragno 1985

Status: sp. nov. (VL)

Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 35:223 [Literature]
Type strain: DSM 2912,T2

Synonym(s): Kyrpidia tusciae

Bacillus validus

Authors: Nakamura 1984
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 34:225* [Literature]

DSM 3037,NRRL NRS 1000,NRRL NRS-
1000

Paenibacillus validus; Bacillus gordonae;
Paenibacillus gordonae

Type strain:

Synonym(s):

Bacillus vallismortis

Authors: Roberts et al. 1996
Status: sp. nov. (VP)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 46:474* [Literature]

Type strain: DSM 11031,DV1-F-3,NRRL B-14890

Bacillus vedderi

Authors: Agnew et al. 1996
Status: sp. nov. (VL)
Reference: Int. J. Syst. Bacteriol. 46:362 [Literature]

Type strain: DSM 9768,JaH

Bacillus velezensis

Authors: Ruiz-Garcia et al. 2005

Status: sp. nov. (VP), heterotypic syn.

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:195* [Litera-
ture]

Comment: Bacillus velezensis is a later heterotypic

synonym of Bacillus amyloliquefaciens
CECT 5687,CR-502,LMG 22478
Bacillus amyloliquefa-

ciens subsp. amyloliquefaciens
Bacillus amyloliquefaciens

Type strain:
Synonym(s):
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Bacillus vietnamensis

Authors: Noguchi et al. 2004
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:2119* [Literature]

15-1,JCM 11124 NRIC 0531,NRRL B-23890

Bacillus vireti

Authors: Heyrman et al. 2004

Status: sp. nov. (VP)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:55* [Literatu-
re]

Type strain: DSM 15602,IDA3632,LMG 21834,R-15447

Bacillus vulcani

Authors: Caccamo et al. 2000

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 50:2011* [Litera-
ture]

Type strain 3S-1,CIP 106305,DSM 13174

Geobacillus vulcani

Bacillus wakoensis

Authors: Nogi et al. 2005

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55:2312* [Litera-
ture]

Type strain DSM 2521,JCM 9140,N-1

Bacillus weihenstephanensis

Authors: Lechner et al. 1998
Status: sp. nov. (VP)
Reference Int. J. Syst. Bacteriol. 48:1380* [Literature]

DSM 11821,WSBC 10204

Bacillus xiamenensis

Authors: Laietal. 2014

Status: sp. nov. (VL)

Reference: Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64:1455 [Litera-
ture]

Type strain: HYC-10,CGMCC 1.12326,LMG 27143

Bacillus xiaoxiensis

Authors: Chen et al. 2011

Status: sp. nov. (VP)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61:2099* [Litera-
ture]

JSM 081004,CCTCC AA 208057,DSM 21943

Bacillus zhanjiangensis

Authors: Chen et al. 2012

Status: sp. nov. (VL)

Reference Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 62:2549 [Litera-
ture]

JSM 099021,DSM 23010,KCTC 13713
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ANEXO 34 - METODOS MOLECULARES
APLICADOS A Bacillus EGENEROS CORRELATOS

1. Eletroforese de Proteinas de Cristais de Protoxinas em Gel de

Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE)

Para se obter um perfil eletroforético das proteinas formadora de cristais de protoxinas produzidos pelas
espécies de bactérias Bacillus thuringiensis e Lysinibacillus sphaericus utiliza-se a metodologia de eletrofo-
rese em gel de poliacrilamida a 12%, em presenga de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS). Esse procedimento

deve ser realizado com suspensdo de esporos ¢ cristais de proteinas de acordo com o seguinte protocolo:

< Crescer as células em meio de cultivo basico para esporulag@o até completar a lise celular (ve-
rificar ao microscopio a porcentagem de esporulagio)

2 Centrifugar 30 mL de cada espécie a 10.000 rpm durante 20 min a 10°C, e despresar o so-
brendante

> Ressuspender a biomassa de proteinas em 1 mL de agua bidestilada estéril

2 Concentrar 4x com tampao de amostra (25 pL de tampdo em 75 pL de biomassa)

< Aquecer a 95°C durante 5 min

< Centrifugar durante 5 min, a 10.000 rpm

< Aplicar o sobrenadante das amostras no gel

cepas cepas

A cepas mosquitocidas B mosquitocidas nao téxicas
R 1 [ ¥ |
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250— %
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—97.4— P™W ! Ll —

—
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— 29— N i p !
- - -
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Figura 14: Perfis de proteinas de d-endotoxinas de Bacillus thuringiensis mosquitocidas e de cepas ndo toxicas autoaglutinavéis e perfis de DNA po-
limorficos aleatoriamente amplificados de Bacillus thuringiensis também autoaglutinaveis, originados pelo “primer” 1. (A) Linha 1: LFB-FIOCRUZ
1035; Linha 2: LFB-FIOCRUZ 1036; Linha 3: LFB-FIOCRUZ 1037; Linha 4: LFB-FIOCRUZ 1038; Linha 5: LFB-FIOCRUZ 1039; Linha 6: Pa-
drdes de proteinas (miosina, 205 kDa; B-galactosidase, 116 kDa; fosforilase b, 97,4 kDa; albumina bovina, 66 kDa; albumina de ovo, 45 kDa; car-
bonicoanidrase, 29 kDa); Linha 7: LFB-FIOCRUZ 1041; Linha 8: LFB-FIOCRUZ 1042; Linha 9: LFB-FIOCRUZ 1043; Linha 10: LFB-FIOCRUZ
1044; Linha 11: LFB-FIOCRUZ 1076; Linha 12: LFB-FIOCRUZ 584 (B. thuringiensis sorovar israelensis H:14). As setas 1 e 2 mostram proteinas
com peso molecular ao redor de 100 kDa e 50-55 kDa, respectivamente. (B) Linha 1: padrdes de proteina como acima); Linha 2: LFB-FIOCRUZ
584; Linha 3: LFB-FIOCRUZ 894; Linha 4: LFB-FIOCRUZ 969; Linha 5: LFB-FIOCRUZ 263 (B. thuringiensis sorovar kurstaki); Linha 6: LFB-
-FIOCRUZ 780 (B. thuringiensis sorovar morrisoni); Linha 7: LFB-FIOCRUZ 869 (B. thuringiensis sorovar brasiliensis); Linha 8: LFB-FIOCRUZ
853; Linha 9: LFB-FIOCRUZ 1070. As setas indicam linhagens ndo toxicas autoaglutinantes de B. thuringiensis. (R) Cepa de referéncia, B. thurin-
giensis sorovar israelensis H:14.
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1.1 SOLUCOES EMPREGADAS

Tampao de amostra

Tris-HCI 0,5M pH6,8 2,5mL
Solugdo de SDS* 10% 5,0 mL
Glicerol 5SmL

Azul de Bromofenol 2,5mg
- mercaptoetanol 0,5 mL

Agua bidestilada ou equivalente gsp 25 mL
*Dodecil Sulfato de Sodio

< Adicione todos os componentes da solugdo com excecdo do - mercaptoetanol

< Complete o volume para 25 mL e armazene a solugdo em aliquotas de 1 mL em congelador
(10°C)

< Ao utilizar a aliquota, adicionar 50 uL de B- mercaptoetanol

Solucao estoque de acrilamida/bisacrilamida (30%/0,8%)

Acrilamida 30g
Bisacrilamida 0,8 g
Agua destilada ou equivalente gsq 100 mL

< Filtrar em papel de filtro “Whatmam n°1’ e estocar em frasco escuro
2 Guardar em refrigerador.

Solucao de persulfato de amonio (APS) 10%

< A solugdo tem que ser preparada no momento do uso
< Preparar 500 pL da solugao APS 10%.

Tetrametil etilenodiamino (Temed) - Sigma

< Armazenar na temperatura ambiente
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Solucao de SDS 20%

< Pesar 20 g de SDS e dissolver em até 100 mL de agua bidestilada

< Armazenar na temperatura ambiente.

Preparacao do gel

2 E utilizado um sistema descontinuo composto de um gel concentrador (5%) e um gel separa-

dor (12%).

Tabela 9 - Demonstracao da composicao de cada gel

Agua bidestilada 3,3 mL 0,57 mL
Solugao Acrilamida 30% (p/v)
¢ Bisacrilamida 0,8% (p/v) 40 mL 0,17 mL
Tris-HCL 1,5 M pH 8,0 25mL
Tris-HCLO,5M pH6,8  —eee 0,25 mL
SDS 20% (P/V) 0,050 mL 0,005 mL
APS 10% (p/v) 0,100 mL 0,010 mL
Temed 0,010 mL 0,001 mL
Volume final 10 mL 1 mL

Tris-HCL 0,5M pH 6,8 staking gel- gel concentrador

< Dissolver 7,475 g de Tris-base em 80 mL de agua bidestilada e titule com HCL concentrado

até alcancar o pH 6,8
2 Complete o volume para 100 mL e filtre a solugdo

S Armazenar em refrigerador.

Tris-HCL 3,0M pHS8,8 resolving gel- gel separador

< Dissolver 36,6 g de Tris-base em 40 mL de agua bidestilada e titular com HCL concentrado

até alcancar o pH 8,8
< Complete o volume para 100 mL e filtre a solug@o

2 Armazenar em refrigerador.
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Tampao de corrida- solucao e estoque 5x concentrado

g/L
Trisma-base 15
Glicina 72
SDS 5
Agua bidestilada qsp

< Acertar o pH 8,3 com HCI concentrado
S Armazenar na temperatura ambiente.

Solucao de fixacao

Metanol 50% 227 mL
Acido acético glacial 46 mL
Agua destilada ou equivalente 227 mL
Volume final 500

| < Armazenar na temperatura ambiente.

Solucao de coloracao

< Comassie BB R- 250 0,25% em solugdo de fixagdo (0,25 g em 100 mL da solugdo de fixacao)
< Armazenar na temperatura ambiente.

Solucao de descoloracao

Metanol 50 mL
Acido acetico glacial 75 mL
Agua destilada ou equivalente 875 mL
Volume final 1000 mL

2 Armazenar na temperatura ambiente
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Solucao de secagem de gel

mL
Glicerol 5
Metanol 500
Agua destilada gsp 1000

< Armazenar na temperatura ambiente.
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2. EXTRACAO DE DNA DE B. cereus
SENSO LATO ATRAVES DE LISE TERMICA*

A partir de culturas em meio liquido:

2 As amostras podem ser cultivadas em 5 mL de Caldo Trypticase Soy Broth (TSB) a 37°C, por
24 h sob agitagdo

2 Apos a incubagdo, 1 mL desta cultura deve ser centrifugado por 4 min a 2500 x g

2 O sobrenadante deve ser descartado e o sedimento lavado trés vezes em 1 mL de tampéo 10
mM Tris, ImM EDTA, pH 7,8 (TE) e ressuspenso em 100 pL deste mesmo tampao

< Esta suspenséo deve, entdo, ser mantida a temperatura de 100°C por 10 min e em seguida cen-
trifugada por 30 s 2 9000 x g, a 4°C

A partir de culturas em meio sdlido:

< Deve-se retirar colonias suficiente para preencher uma alga bacteriologica calibrada de 10 pl,
a partir de uma cultura em meio sélido que tenha sido incubada por, no maximo, 24 h

< Essa massa bacteriana deve ser transferida para microtubo, ressuspensa em 500 ul de tampao
10 mM Tris, ImM EDTA, pH 7,8 (TE) e, em seguida, centrifugado por 4 mina 2500 x ge o
sobrenadante deve ser descartado. Esse procedimento deve ser repetido por 3 vezes

2 Apos isso, o sedimento obtido deve ser ressuspenso em 100 pL desse mesmo tampao. Esta
suspensdo deve, entdo, ser mantida a temperatura de 100°C por 10 min e em seguida centrifu-

gada por 30 s 2 9000 x g, a 4°C

43. “Clonal Composition of Staphylococcus aureuslsolates at a Brazilian University Hospital: Identification of International Circulating
Lineages” Adriana Marcos Vivoni et al. Jounal of Clinical Microbiology,44 (5)1689-1691(2006)
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3 - TIPAGEM DE CEPAS DE B. cereus
SENSO LATO ATRAVES DE REP-PCR

O DNA utilizado nas reagdes de Rep-PCR pode ser extraido segundo a metodologia de lise térmica des-
crita por Vivoni ef al. e relatada acima ou, preferencialmente, através da metodologia de extracdo por fenol-
-cloroférmio. A metodologia de Rep-PCR para Bacillus descrita abaixo foi adaptada daquela descrita por

Reyes-Ramires e Ibarra.*

2 As amplifica¢Ges sdo em um volume de 25 pL contendo: 300 ng de cada iniciador, 200 uM de
dNTP, 5SmM de MgCl, 2,5U de TagPolimerase € 1 uL. de DNA molde

< A analise dos perfis de bandeamento obtidos pode ser feita através de inspecao visual, no caso
de as cepas a serem comparadas puderem ter o material amplificado colocado em um tinico
gel ou, além disso, com o auxilio do programa Gel Compar no qual os dados obtidos podem
ser utilizados como base na constru¢do de dendrogramas

M1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 1516 1718 M
=4 D R TEED REPC_ JE Y S [ A e -k

d et o b & . ;
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Figura 15: Tipos de Rep-PCR observados para estirpes de B. cereus
isoladas de Ara ararauna. Linhas 1-3 - cepa 3, linhas 4-5 - cepa

4, linhas 6-7 - cepa 5, linhas 8-9 - cepa 6, linha 10 - cepa 7, linha

11 - cepa 8, linha 12 - cepa 9; linhas 13-14 - cepa 10, linhas 15-17

- cepa 11, linha 18 - em branco, M - 100 bp marcador de tamanho
molecular.

44. Reyes-Ramirez, A. , Ibarra, J.E.. Fingerprinting of Bacillus thuringiensis type strains and isolates by using Bacillus cereus group-spe-
cific repetitive extragenic palindromic sequence based PCR analysis. Applied and Environmental Microbiology,71: 1346-1355 (2005).
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4 — AVALIACAO DA PRESENCA DE GENES
CODIFICADORES DE FATORES DE VIRULENCIA,
HEMOLISINAS (HLY II E HLY III), FOSFOLIPASES
(PIPLC) E CEREOLISINAS A (PCPL) E B (SPH)*

A presenga dos genes codificadores dos fatores de viruléncia Hemolisinas (hly II e hly 11I), Fosfolipases
(piplc) e Cereolisinas A (pcpl) e B (sph) em bactérias do grupo do B. cereus pode ser avaliada através de rea-

coes de PCR descritas por Hansen, 1998. Para tanto, utiliza-se o seguinte protocolo:

2 1 uL de DNA molde deve ser submetido a amplificac¢@o através de uma rea¢do de volume fi-
nal de 25 pl contendo 200 uM de cada deoxinucleotideo trifosfato, 1x tampao PCR, 2 mM de
MgCl,, 1U de DNA Tag polimerase € 40 a 350 nM dos iniciadores

< A amplificag@o consiste de uma pré-amplificag@o por 5 min a 95°C, 30 ciclos de 94°C por 15
s, 56°C por 45 s, 72°C por 2 min para a desnaturagdo, anelamento e extensao do iniciador, res-
pectivamente, e uma pos-amplificacao por 7 min a 72°C. Os produtos da amplificagdo podem
ser analisados pela separacdo de 10 pL do produto amplificado e submetido a eletroforese em
gel de agarose a 1,2% em Tris-borato EDTA (TBE 0,5x) (Tris-borato 89 mM; EDTA 2 mM,
pH 8,0) a 70 V por 45 min e visualizado sob a luz ultravioleta, ap6s tratamento por 10 min
com GelRed. Um marcador de tamanho molecular de 100 pares de bases de DNA deve ser
usado como referéncia

Tipos de toxinas*A Tamanho do produto

hiy I 535 pb*

hly 11T 444 pb
peple (cer A) 536 pb
sph (cer B) 457 pb
piplc (fosfolipase) 569 pb

*Pares de bases

45.  “Molecular Characterization of Brevibacillus laterosporus and Its Potencial use in Biological Control”, Edmar Justo de Oliveira et al.,
Applied and Environmental Microbiology, 70 (11)6657-6664 (2004)

45A. “Occurrence and pathogenic potencial of Bacillus cereus group bacteria in a sandy loam”. N.B. Hendriksen et al., Antonie Van Leeuwen-
hoek,89: 239-249 (2006)
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2 Preparacdo de DNAs génomicos e métodos baseados na reagdo da polimerase em cadeia-
(PCR)*

2 Detecgdo de genes do DNA ribosomal 16S com hibridizac¢do por “Southern Blot™

2 Extragdo de DNA por RAPD-PCR ¢ na analise numerica®’

< Detecgdo dos genes das enterotoxinas*®

< Rep-PCR em Bacillus®

< Identificagdo molecular de microrganismos queratinoliticos®

< Perfis de protoxina de cristais de proteina (SDS-PAGE)*!

ANEXO 35 - METODOS FENOTIPICOS APLICADOS
A Bacillus E GENEROS CORRELATOS?52

< Preparacdo de Biomassa Bacteriana Ativa de Bacillus thuringiensis sorovar israelensis
< Bioensaio de biomassas contra Aedes aegypti
2 Eletroforese de Enzima Multilocus (MLEE)

45,46. “Molecular Characterization of Brevibacillus laterosporus and Its Potencial use in Biological Control”, Edmar Justo de Oliveira et al.,
Applied and Environmental Microbiology, 70 (11) 6657-6664 (2004).

47,51. “Phenotypic and Genotypic Features of New Autoagglutinating Bacillus thuringiensis strains”. J. Q. Chaves et al., Journal of
Invertebrate Pathology,98: 85-92 (2008).

48,49. Bacillus cereus Infection Outbreak in Captive Psittacines”. S. N. Godoy et al., Veterinary Microbiology,161:, 213-217 (2012)

50.  “Biodegradation of Feather Waste by Extacellular Keratinasesand Gelatinases from Bacillus spp”. A. M. Marzotto et al., World Journal
Microbiololy Biotechnology, 27:1355-1365 (2011).

52.  “Phenotypic and Genotypic Features of New Autoagglutinating Bacillus thuringiensis strains”. J. Q. Chaves et al., Journal of
Invertebrate Pathology, 98: 85-92 (2008).
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ANEXO 36 - TIPOS MORFOLOGICOS DE ESPOROS,
ESPORANGIOS E CADEIAS DE CELULAS

1- Esporos livres
Cilindrico [__)
Eliptico O
Esférico O

2- Esporangios nao deformantes

—— () O

3- Esporangios deformantes

3 (OO OO =

===

4-Posigao Predominante do Esporo no Esporangio

Central S Subterminal G
Terminal E Lateral < >

5 - Tamanho de cadeias

Curta: <5células 00 ) 0000 0

Longa: > 5 células ()G G G G G G

Os tipos morfologicos serdo definidos com observagao ao microscopio de preparacdo em lamina, a fresco,
de suspensao de células crescidas durante 8—10 h; 16—18 h e 30 h a 33°C. Nessa lamina a fresco com salina
(NaCl 0,85%) e Agar-agar 0,5% estéril, observar 10 campos com contagens de 10 células por campo e verifi-
car os tipos, em média, predominantes. Para exemplo, pode-se mencionar para esporos livres: “células predo-

minantemente cilindricas” ou “esporos predominantemente cilindricos”.
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ANEXO 37 - MEDICAO DE CELULAS
(Comprimento e Largura)

Com as suspensdes de células obtidas no Anexo 36, preparar laminas para microscopia e observar sob
aumento de 2000 x, ou mais. Com a escala micrométrica colocada na ocular, proceder as medi¢cdes como
mostrado na Figura 16 a seguir, e expressar os resultados em pum. Para medir esporos livres, empregar as sus-
pensdes com 30 h de cultivo a 33°C.

Os desenhos a seguir ilustram a situag@o hipotética de células bacterianas dispostas sobre a escala do
micrometro ocular, de modo a se perceber como se determina o comprimento e a largura de uma bactéria. A
parede da bactéria deve tangenciar pelo menos um trago do micrometro ocular. O valor de cada trago ja foi
calculado anteriormente para o microscopio Carl Zeiss com objetiva Apochromat de 100 x e ocular PK 12,5
x em que a medida obtida entre 2 tragos do micrémetro ocular equivale a 0,6 um . Assim, se a extensao cor-
responder a 7 tracos e a 4 tragos (Figura A), os comprimentos serdo de 4,2 um e de 2,4 um, respectivamente.
No tocante a largura, a figura B correspondera aproximadamente a 0,8 um e de 1,2 um, respectivamente.
Quando a célula nao corresponder no micrometro ocular exatamente a distancia entre tracos, o calculo devera
corresponder a uma estimativa.

Como lembrete, a ampliagdo final de um objeto sera o resultado da multiplicacdo do nimero de aumen-
tos existentes na objetiva pelo valor da angulacdo do microscopio pelo aumento da ocular. Exemplo: 100 x
1,6 x 12,5 =2000 x.

i i'(HH

‘|.51 "l'i”llﬁ i

Figura 16: Escala micrométrica

I||

Observacao:

e Conceitos de Comprimento e Largura: 1- Bastdo curto < 5 um; 2- Bastao longo > 5 um; 3- Estreito < 1
um e 4- Largo > 1 um
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ANEXO 38 - PROTOCOLOS DE ENSAIOS
ANTIMICROBIANOS CONTRA BACTERIAS DE
INTERESSE DAS AREAS DE SAUDE E AMBIENTE

A interagdo entre o homem-animais-meio ambiente € microrganismos nem sempre ¢ benéfica. Nesse
sentido inimeras pesquisas tém se voltado para a descoberta e elabora¢do de novas drogas antimicrobianas,
visando a prevencao, controle e erradicagdo de agentes bacterianos infecciosos perniciosos a seres humanos e
animais, particularmente aqueles multirresistentes. O mesmo ¢ valido para o controle de bactérias ambientais
envolvidas com prejuizo de materiais e estruturas fisicas como, por exemplo, os consorcios bacterianos liga-

dos a biocorrosdo, particularmente presentes no ataque de tubulagdes metalicas da industria petrolifera.

Protocolo analitico

A avaliagao da presenca ou auséncia de atividade antimicrobiana de produtos de origem vegetal (extra-
tos e suas fracdes, fitomoléculas e analogos estruturais sintetizados) sera realizada inicialmente através do
método de difusdo em gel com emprego de disco de papel (evidenciagdo de halo de inibigao de crescimento
bacteriano ao redor do disco) e, posteriormente, caso evidenciada a atividade, prosseguira com auxilio dos
métodos de macro e, ou, microdiluigdo. Nesse caso,0 objetivo sera determinar a Concentragdo Minima Inibi-
toria (CMI) e a Concentragao Minima Bactericida (CMB).

Preparacao da solucao estoque de produtos vegetais®?

2 Dissolver 20 mM ou 20 mg/mL de produtos vegetais em um dos seguintes solventes: agua,
metanol (MeOH) a 80%, etanol (EtOH ) a 80% ou dimetil sulfoxido (DMSO) a 100%
< Esta solugdo estoque devera ser mantida a -20°C e ao abrigo da luz, em frasco de cor &mbar

Preparacao dos discos com produtos vegetais para

0s ensaios de triagem>455

< Impregnar discos de papel de filtro (Sensidisk, Cecon) com 10 pL da solugdo estoque de pro-
dutos vegetais

< Secar a 33°C

S Manter a -20°C e ao abrigo da luz, para serem utilizados em teste de difusdo em meio sélido

53. “Anti-infective Potential of Natural Products: How to Develop a Stronger in Vitroproof-of-concept”. COS, P. ; VLIETINCK, A.J. ;
BERGHE, D.V. ; MAES, L. Journal of Ethnopharmacology 106:290-302, 2006.

54. “Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-second Informational Supplement”. Clinical and Laboratory
Standards institute (clsi). M100-S22, v. 32, 3, 2012.

55. “Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria that Grow Aerobically Clinical and Laboratory Standards
Institute (clsi)”.; Approved Standard — NinthEdition. M07-A9, v. 32, 2, 2012.

Laboratério de Fisiologia Bacteriana @



Preparacao das diluicoes de produtos vegetais e de

controles para os ensaios

< Preparar as diluigdes, usando tubos de ensaio estéreis (13 x 100 mm) ou placas de poliestireno
estéreis (96 pogos de fundo redondo, com tampa)

< Usar sempre um controle contendo Caldo MH, um controle contendo Caldo MH adicionado
dos produtos vegetais testados e um controle contendo Caldo MH com adigao das cepas mi-
crobianas testadas nos ensaios de atividade potencial

< Preparar dilui¢des em Caldo MH que abranjam as concentragdes finais na faixa de 512 pg/mL
a 0.25pug/mL

Cepas bacterianas padrao a serem testadas, de interesse ambiental

® Bacillus amyloliquefasciens (ATCC 23892)

® Bacillus cereus (NTCC 2599)

® Bacillus licheniformis (ATCC 14580)

® Bacillus licheniformis (Cole¢do do CENPES T.3-1)
® Bacillus licheniformis (Cole¢ao do CENPES T.3-2)
® Bacillus subtilis (ATCC 6633)

® Paenibacillus macerans (ATCC 8244)

Tabela 10: cepas de interesse nas areas de salide humana e animal

Enterococcus faecalis (ATCC 29212) resistente a aminoglicosideos
Enterococcus faecalis (ATCC 51299) resistente a vancomicina
Escherichia coli (ATCC 25922) -
Escherichia coli (ATCC 35218) produtora de beta-lactamase
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) produtora de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL)
Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) -

resistente a tetraciclina, estreptomicina,
cloranfenicol e sufanilamida

Salmonella Typhi (ATCC 19214)
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) -
Shigella flexneri (ATCC 12022) -
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) -
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) -
Staphylococcus aureus (ATCC 33591) -

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) produtora de beta-lactamase
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Observacao:

¢ Inicialmente os produtos serdo testados frente as cepas de Bacillus amyloliquefasciens (ATCC 23892),
Bacillus cereus (NTCC 2599), Bacillus licheniformis (ATCC 14580), Bacillus licheniformis (Cole-
¢do do CENPES T.3-1), Bacillus licheniformis (Colecao do CENPES T.3-2), Bacillus subtilis (ATCC
6633), Paenibacillus macerans (ATCC 8244), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Enterococcus faecalis (ATCC 51299). De-
tectando-se atividade antimicrobiana, os testes poderao ser estendidos para outras dilui¢cdes e demais
cepas bacterianas.

Armazenamento de cepas de controle de qualidade

No caso de armazenamento prolongado, essas culturas de referéncia deverao ser mantidas em temperatura
de -20°C, liofilizadas ou em meio estabilizador adequado, como Caldo de Soja Triptica com 10-15% de gli-
cerol (adicionado de antimicrobianos, quando recomendado).

As culturas liofilizadas ou congeladas devem ser subcultivadas por duas vezes antes da realizacao dos
testes de sensibilidade.

As culturas das cepas controle em uso podem ser mantidas em Agar de Soja Triptica ou Agar Nutriente
(adicionados de antimicrobianos, quando recomendado), em refrigeragdo de 2-8°C, fazendo-se uma subcul-
tura semanal durante, no maximo, trés semanas consecutivas. Antes do teste, deve-se fazer subculturas das

cepas em agar, a fim de se obter colonias isoladas.

Preparacao do indculo bacteriano

Preparar o inoculo padrao para testes de difusdo em disco, de macrodiluicao (em tubos) ou de microdi-
lui¢ao (em microplacas) em Caldo MH, apo6s o cultivo dos microrganismos crescidos em placa, se dara pela
transferéncia de 3 a 5 colonias para um tubo que tenha 4-6 mL de meio adequado (exemplo, TSB) até a fase
exponencial, em geral, de 3-5 h de incubagdo a 35°C, visando atingir a turbidez compativel com uma solucao
padrdo do tubo 0.5 da Escala de Mc Farland (1 x 108 UFC/mL). O indculo, através de espectrofotdmetro (lei-
tura de 0.08 a 0.10 em absorbancia sob 625 nm), devera ser ajustado com Caldo MH ou solugdo salina estéril
(NaCl 0,85%). O mesmo, apés as diluigdes descritas abaixo devera ser adicionado as placas de Agar MH,
aos tubos ou microplacas em intervalo de tempo inferior a 15 min.

A detecgao da atividade antimicrobiana sera efetuada pelo método de difusdao em gel com emprego de
disco de papel que, consequentemente, determinard a aplicacdo das técnicas de macro ou microdilui¢ao.

No teste da macrodiluigdo, o inoculo ajustado (1 x 108 UFC/mL) devera ser diluido 1:100 em Caldo MH
ou solugdo salina estéril (1 x 10°UFC/mL) e, em seguida, transferindo 1 mL deste para cada tubo contendo
ImL dos produtos vegetais (concentragdo bacteriana final: 5 x 10° UFC/mL), que abrangerao as diferentes
concentracdes a serem testadas .

No teste da microdilui¢do em placas, o indculo ajustado (1 x 108 UFC/mL) devera ser diluido 1:10 (1 x
10’UFC/mL), sendo que 5 pL serdo dispensados em 100 uL dos produtos vegetais (concentragdo bacteriana

final: 5 x 10° UFC/mL) nas diferentes concentragdes a serem testadas.
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A Concentrag@o Minima Inibitoria (CMI) sera calculada considerando-se a menor concentragao dos pro-
dutos vegetais capaz de inibir o crescimento bacteriano (ausé€ncia de turvacao).

As Concentragdes Inibitorias de 50% (CI, ) e de 90% (CI,)) das UFC serdo calculadas pela verificagdo da
redugdo de UFC entre a cultura controle e a cultura do tltimo tubo ou pogo com auséncia de turvagao ¢ do
tubo ou pogo, imediatamente ao anterior, com turvagéo. Partindo-se do principio que ha 5 X 10° UFC/mL na
cultura controle, tanto no tubo quanto no pogo, ao se fazer uma dilui¢do de 1:1000 (acrescentando 0,01 mL
a 10 mL), vai-se ter 5 X 10° UFC/mL (ou aproximadamente 500 UFC/mL). Se, a seguir, inocular-se 0,1 mL
desta suspensido em Agar Sangue, sera observado o aparecimento de cerca de 50 UFC.

Quanto a Concentragdo Minima Bactericida (CMB), esta sera verificada pela transferéncia de uma aliquo-
ta de 10 uL do primeiro pogo ou tubo que nio apresentar turvagdo para uma placa de Agar Sangue.

Visando melhor quantificar visualmente o crescimento bacteriano, pode-se incluir a resazurina ou o clori-
drato de trifeniltetrazolio (TTC), na concentragdo final de 0.01 %, (w/v) no Caldo MH.3¢7

56. “Sensitive and Quick Microplate Method to Determine the Minimal Inhibitory Concentration of Plant Extracts for Bacteria”. ELOFF,
JN.A. Planta Médica 64, 711-713, 1998.

57. “Evaluation of Redox Indicators and The Use of Digital Scanners and Spectrophotometer for Quantification of Microbial Growth in
Microplates”. GABRIELSON, J. ; HART, M. ; JARELOV, A. ; KUHN, L. ; MCKENZIE, D. ; MOLLBY, R.J. Microbiol. Methods 50,
63-73,2002.
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ANEXO 39 - SUMULA DE ROTA PARA

IDENTIFICACAO, CARACTERIZACAO CELULAR E
DETERMINACAO DA ESPECIE DE BASTAO ESPORULADO,
GRAM-POSITIVO, AEROBIO OU AEROBIO FACULTATIVO®

Fonte de material com microrganismos**- Linhagem bacteriana pura (ou axénica)

l

-Caracteristicas culturais e coloniais

1

-Caracteristicas citomorfologicas (formas e dimensdes)

l

-Propriedades tintoriais e exames microscopicos

l

-Caracteristicas bioquimicas e fisiologicas com enzimas e termorresisténcia

l

-Caracteristicas sorologicas (antigenos flagelares e fagotipagem)

1

-Caracteristicas moleculares baseadas em DNA

l

- Género, espécie e sorovariedade.

(*) Baseado em Logan et al., 2009, com o titulo: “Proposed Minimal Standards for Describing New Taxa of Aerobic, Endospore- Forming
Bactéria”. Nem sempre a rota apresentada necessita ser completa para a especiagéo.
(**) Fonte contendo um ou mais microrganismos esporulados.
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Excerto de Oswaldo Gongalves Cruz:

“A vista d’estes caracteres morphicos e biologicos pareceu-nos que estivamos em
face do bacillus fluorescens liquefasciens descripto por Flugge, e esta suposi¢cao tornou-
-se em realidade quando comparamos bacillo por nés isolado com uma cultura pura
do fluorescens liquefasciens, trazida da Alemanha e a nds oferecida pelo nosso excelente
amigo o Sr. Dr. F. Fajardo. Isolamos, pois, da agua do Instituto de Hygiene da Faculda-
de o bacillus fluorescens liquefasciens.”

Trecho de texto original de Oswaldo Gong¢alves Cruz, entio estudante de medicina, auxiliar do Ins-
tituto de Hygiene, in: Oswaldo Goncalves Cruz — Opera Omnia, de Emilia Bustamante (editoria), Mi-

crobiologia, pag. 4, Agosto de 1972, Impressora Brasileira Ltda., Rio de Janeiro.
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