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RESUMO

Os produtos que requerem a caracteristica delieltdd tais como medicamentos
injetaveis, soros, vacinas entre outros, devemsgbmetidos ao Ensaio de Esterilidade
Bacteriana e Fungica. Para que este Ensaio teritad@ a qualidade do ambiente de
execucdo deve ser controlada e conhecida, a firavdar resultados falso-positivos. O
Setor de Identificagéo Bacteriana do DM/INCQS testedtado bastonetes Gram positivos
irregulares (bactérias corineformes e nocardiofgjnpeovenientes do controle ambiental
da area, onde sdo realizados os ensaios de dsidegilibacteriana e fungica, e de
contaminantes acidentais, realizados pelo INCQfsHsactérias compdem um grupo de
espécies que apresenta uma grande diversidadeipieaogue torna a identificacdo
convencional bastantenitada, sendo recomendada na maioria dos casuosljzacdo de
metodologias complementares. As bactérias corimefere nocardioformes estdo presentes
no ambiente, algumas na microbiota humana e deo®uwnimais. Atualmente, tem
aumentado o numero de relatos de casos de infemgdotando uma associacao entre essas
bactérias com infeccbes humanas.

Neste estudo avaliamos metodologias de identif@cdeiotipica e molecular para
identificacdo de bastonetes Gram positivos irrggsla(bactérias corineformes e
nocardioformes). A caracterizacdo fenotipica caniaal ndo concluiu a identificacdo
dos isolados estudados. O sistema APl CORYNE pbssila identificacdo de apenas sete
(22,58 %) dos 31 isolados testados. Dez isolad226%6) apresentaram identificacéo
equivocada e para quatorze (45,16%) isolados etégrs sugeriu dois géneros provaveis,
onde um destes foi identificado apds a analiseedééscia do gene 16S rRNA. A andlise
da seqiéncia do gene 16S rRNA identificou 94,46%islolados ao nivel de género. Um
total de 12 géneros pertencentes a 11 familiaglémitificado com especial destaque para
as familiasMicrobacteriaceae Streptomycetacea® isolado 3117 foi identificado apenas
ao nivel de familia e o isolado 3712 néao foi ides#do por essa metodologia indicando
gue pertencam a um género e espécie ainda naataeser isolado 3345 possivelmente
pertence a espécieorynebacteriun glaucurgue foi descrita para um unico isolado, ndo
havendo até o momento relato de outra cepa desézies Este dado proporciona maior
credibilidade na existéncia desta espécie bacteriaste estudo mostra a importancia da
implantacdo da metodologia da analise da seqUéncigene 16S rRNA para identificacdo

de bactérias corineformes e nocardioformes no setatentificacdo bacteriana.
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ABSTRACT

The sterility test is applied to pharmaceuticalducts that are required to be sterile.
This test must be carried out under aseptic canditin control areas. To reduce the hazard
of adventitious microbial contamination, the areavhich the sterility tests are conducted
should be subjected to environmental control. Tlaet&ial Identification Section of the
Microbiology Department of the INCQS has detectecegular Gram-positive rods
(coryneforms and nocardioforms) from microbial eamment control and as inadvertent

contaminants of the test performed in INCQS.

The coryneforms and nocardioforms bacteria areepteis the environment, some
species are part of humans, and mammals skin noit@. Currently, recognition of
association between these bacteria with human tiofex has increased. These bacterial
species groups demonstrate a wide phenotypic diyeksowever, major of these species
remained unidentifiable after phenotypic identifica and in these situations; molecular
methods need to be applied to identification. Instudy, we evaluated the phenotypic and
molecular methods for irregular Gram-positive ro@eryneforms and nocardioforms
bacteria) identification. The conventional phenatygharacterization was not conclusive to
identification of the isolated studied.

The APl CORYNE system identified only seven (2248of the thirty-one
isolates and ten isolates (32.26%) were misidewtifFor fourteen (45.16%) isolates, this
system suggest two probably genus, whereas 16S rsdgAencing revealed one of them.
The sequence analysis of the 16S rRNA gene idedti4.46% of the isolates at the genus
level. A total of 12 genera belonging to 11 fandlievere identified mainly as
MicrobacteriaceaeandStreptomycetacedamilies. The isolate 3117 was identified only at
family level, and the isolate 3712 could not beniifeed by this method and probably
represent new taxa. The isolate 3345 assignedetc&dnynebacteriun glaucunwithout
further species assignment. This species was 8escby only one strain and there are not
reported of another strain of this species. Thig govides a standing of this bacterial
species. This study shows the importance of thdementation of the 16S rRNA gene
sequencing to identify coryneform and nocardioftxacteria in the Bacterial Identification

Section.
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1. INTRODUCAO



1.1. TESTE DE ESTERILIDADE E AREA LIMPA

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade ed®8gINCQS) da Fundacéo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) é o 6rgao de referéncia dlaldi para as questdes tecnoldgicas
e normativas relativas ao controle da qualidadmsiemos, produtos, ambientes e servi¢os
vinculados a Vigilancia Sanitaria. O INCQS/FIOCRE&tabelece e executa programas de
andlise para controle da qualidade em parceria @®servicos das vigilancias sanitarias
federal, estadual e municipal e realiza diversadatidades de andlises laboratoriais de

produtos que sdo submetidos ao controle e fiscdligrevistos na legislacao sanitaria.

O Setor de Identificagdo Bacteriana (IDBAC) do Dégraento de Microbiologia
(DM) do INCQS participa das avaliagbes microbiobdgi realizadas em diferentes
produtos que requerem a caracteristica de esseldid Estes produtos, tais como
medicamentos injetaveis, soros, vacinas entre sutfevem ser submetidos ao Ensaio de
Esterilidade Bacteriana e Fungica que visa verifecgualidade do processo esterilizante
empregado durante a fabricacdo de produtos estbesis como manipulagbes assépticas.
Segundo as farmacopéias, a condicdo de esterildimaen produto deve ser considerada
com base no fato de que o mesmo tenha sido pracessa condicdes Otimas e que o
resultado de uma amostra representativa e estatiginte calculada, submetida ao ensaio
de esterilidade indique a auséncia de microrgarsswidveis (FARMACOPEIA..., 1988;
THE UNITED..., 2004; BRASIL..., 2003).

O critério de interpretacdo do Ensaio de Estedkidastabelecido pela Farmacopéia
Brasileira (FARMACOPEIA..., 1988) considera a pb#ilade da realizacio de até trés
testes antes de liberar o resultado de uma amostre satisfatoria ou insatisfatoria.
Quando ocorre crescimento microbiano no primeirsteteo contaminante pode né&o
corresponder ao produto analisado e s6 deve ssidevado se for detectado por reteste. Se
ndo houver evidéncia de crescimento no retestenastea € considerada satisfatoria. Se
houver crescimento no primeiro reteste € recomendaé seja realizado o isolamento e
identificacdo dos contaminantes microbianos do @rionreteste e do teste de esterilidade
original. Se os dois contaminantes forem difererdese ser realizado um segundo reteste.
Estes critérios foram estabelecidos para descapassibilidade de contaminagéo acidental



gue pode ocorrer durante a realizacéo deste em&mmo quando sao tomados os cuidados
recomendados para evitar falha de procedimentcioeladas a técnica, aos operadores e
ao monitoramento ambiental estabelecido pelas faopgéas (FARMACOPEIA..., 1988;
THE UNITED..., 2004; BRASIL..., 2003).

Para que o Ensaio de Esterilidade tenha validadgjatidade do ambiente de
execucdo deve ser controlada e conhecida, a fiavithr resultados falso-positivos, sendo
assim, este ensaio deve ser realizado em fluxon&n{classe 100) mantido numa area
limpa (classe 10.000). (FARMACOPEIA..., 1988; THENIWED..., 2004; BRASIL...,
2003). Area limpa é definida pela “Internationalg@mization for Standardization” (ISO)
como: “Sala na qual a concentracdo de particulasr ocontrolada e que é construida e
usada de modo a minimizar a introducéo, geracd@eteacdo de particulas dentro desta e
nos quais outros parametros relevantes como tempgraumidade e pressdo sao
controladas quando necessérios” (ISO 14644-1, 2@0&m dos laboratérios de controle
de qualidade, industrias farmacéuticas e produolatos sdo as que mais usam areas
limpas uma vez que microrganismos e sujidades eéiend ser injetados ou introduzidos
no paciente atraves de seus produtos (WHITE, 2001).

As principais fontes de contaminacao por particuviageis (microrganismos) e nao
viaveis (poeira) nas areas limpas séo: suprimestar o filtrado, areas sujas adjacentes a
area limpa, superficies, operadores, equipamenmt@ggeria prima e embalagens. Na
construcao de areas limpas devem ser utilizadosriaigt especiais, uma vez que materiais
de construcao convencionais desprendem partiaddmente. O ar introduzido numa area
limpa deve ser filtrado (ultra filtros) e é usadarg diluir e remover particulas totais
dispersa durante a operacdo nestas areas e tanabarprpssurizar a sala certificando a
gualidade do fluxo de ar interno (WHYTE, 2001). Qda a area limpa esta em operagao,
os operadores sdo a principal fonte de particufaseis (microrganismos), sendo assim é
necessario o uso de roupas e equipamentos que im@nina dispersdo de particulas

(REINMULLER; LJUNGQVIST, 2003).

As particulas totais devem ser quantificadas erclaatas com a realizacdo de um

programa de controle ambiental que visa quantjfiestabelecer medidas para minimizar a
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introducdo destas na area limpa e reduzir a prasdastas nesta area. Os niveis de
particulas recomendados devem ser mantidos nasoegseimediatos do produto, sempre
gue ele estiver exposto ao ambiente e em todazas dércundantes. Portanto é necessario
monitorar a area limpa para demonstrar que a ctrag@io pré-determinada de particulas
nao excedeu durante o processo de fabricacdo timagge do ensaio de Esterilidade
(ORGANIZACAO..., 2002).

A importancia do controle ambiental durante o pssaenento de um produto
estéril esta enfatizada na RDC n°® 210 (BRASIL0Q3). No item C, na terceira parte
(diretrizes suplementares n°® 17 que orienta solwme@upos estéreis), o subitem 17.1.5 diz
gue cada operacdo de producdo requer um nivelndetefo de pureza do ar para que
sejam minimizados os riscos de contaminacdo pdfcpks ou de microrganismos nos
produtos ou materiais que estiverem sendo manipslad subitem 17.19.2 estabelece que
0 ensaio de esterilidade aplicado ao produto fileale ser considerado como a Ultima de
uma série de medidas de controle, através da qyaiadtida a esterilidade. O resultado do
ensaio somente pode ser interpretado em conjunto a® registros sobre as condi¢des
ambientais e os registros relativos a fabricacalmo O subitem 17.19.3 determina que 0s
lotes que ndo foram aprovados no ensaio inicigslerilidade, ndo podem ser aprovados
com base em um segundo ensaio, salvo se for réaliuena investigacdo do tipo de
microrganismo encontrado e dos registros sobre cmsligdhes ambientais e sobre o
processamento dos lotes, e o resultado desta igagib demonstre que 0 ensaio inicial

nao era valido.

Além da preocupacdo em se manter niveis minimopagtculas € importante
também o conhecimento da microbiota do ambients, p@porciona a possibilidade de
rastreamento da fonte contaminante e auxilia tamh&ravaliagdo dos procedimentos de
limpeza e sanitizacdo (CUNDELL, 2006; PINTO, 2002SWTTON; CUNDELL, 2004;
WHITE; NIVEN, 1989).



1.2 IDENTIFICACAO BACTERIANA

Os microrganismos ndo possuem caracteristicas lbgidas suficientes que
permitam a sua distingdo, sendo assim o0s micraigibss desenvolveram uma variedade
de métodos que testam as reac¢Bes metabdlicasmdetar a composicdo quimica de
estruturas para definir caracteristicas fenotipigag possibilitam o agrupamento e
identificacao destes (TORTORAt al, 2000).

Os procedimentos convencionais para identificacéctelbana sdo baseados nas
caracteristicas fenotipicas tais como: reacfes bltas, caracteristicas coloniais e
morfologia celular em esfregacos corados pelo neétbel Gram. Contrastando com as
provas convencionais que sdo dependentes de cesdoitpacteriano para a determinacéo
do resultado, os testes com substratos cromogéoictisorogénicos de enzimas detectam

enzimas pré-formadas nas bactérias (KONEMzEL, 2001).

Os sistemas comerciais compactos de identificag&@mTt desenvolvidos a partir
da combinacdo de provas convencionais e enzim&oassubstratos cromogénicos, estes
sao, por exemplo, API, Enterotube, Minitek, VITERJOLOG entre outros. Nesses
sistemas, diferentes conjuntos de substratos mirEatos sdo utilizados e proporcionam
resultados rapidos e permitem a identificacdo doscipais grupos bacterianos de
importancia clinica. Os perfis metabdlicos obtide8o comparados com perfis
estabelecidos no banco de dados (BIOMERIEUX, 22002; 2003; 2007). Varios estudos
realizados em laboratorios clinicos e de pesquesaodstraram uma correspondéncia de
aproximadamente 95% a 97% das identificacdes eeliz por sistemas compactos com 0s
sistemas convencionais de identificacdo de variopay de microrganismos de origem
clinica. Sendo assim, os sistemas compactos eacamiruma ampla aceitacdo nos
laboratorios clinicos como um método confidvel pdemtificacédo rapida (EIGNERt al.,
2005).

As metodologias envolvendo &cidos nucléicos revoharam a identificacdo e
classificacdo dos microrganismos. Dentre estas duoktgias, a analise da sequéncia do

gene 16S rRNA tem sido amplamente utilizada padetarminacdo do relacionamento



filogenético das bactérias. A conservacdo deste gereflexo da importancia deste como
um componente critico da célula. Poucos outrosgyeée conservados como 0 gene 16S
rRNA (WOESE, 1987). O gene 16S rRNA possui aprogamaente 1550 pares de bases e
€ composto de regides variaveis e conservadas oimgpfismos interespecificos que
proporcionam distincdo e medidas estatisticamealielas. Em geral, a comparacdo das
sequéncias do gene 16S rRNA permite a diferenciag#ice géneros de organismos
(WOESE, 1987).

Atualmente, a analise da sequéncia do gene 16S rRINASsido utilizada nédo
apenas para a determinacdo do relacionamento riiétige bacteriano, mas também tem
contribuido para a identificacdo bacteriana (BOSBBAet al, 2003; DRANCOURT,
2004; MIGNARD; FLANDROIS, 2006; RIVASt al, 2004). A utilizacdo do gene 16S
rRNA para fins de identificagdo tem sido ampla, urea que este gene € universal para
bactérias e uma grande quantidade de sequénciesgdem esta disponivel em banco de
dados de sequéncias de nucleotideos permitindm assiomparacdo das sequéncias de
isolados desconhecidos (CLARRIDGE, 2004).

A utilizacdo de sequéncias parciais do gene 16SArRid identificacdo de
isolados bacterianos de origem clinica tem siddizestda (CLOUD et al, 2004;
FONTANA et al, 2005; HALLet al, 2003; KATTARet al, 2001; WOCet al, 2003). Em
grande parte destes estudos € utilizado o sisteitr@®q 500 (Applied Biosystems) que
amplifica e sequéncia os primeiros 527 pares de dasgene 16S rRNA. Esta regido
parecefornecer uma porcentagem maior de diferenca emefpas; porque a regido mostra
ligeiramente mais diversidade por kilobase seqiéeilac(CLARRIDGE, 2004). A analise
de seqliéncias parciais do gene 16S rRNA tem sigwegyada também para identificacdo
de bactérias corineformes (BOSSHARDal, 2003; TANGet al, 2000). Entretanto, ha
relatos onde os autores mostram a necessidadegidénegamento completo do gene para

distinguir determinados géneros e espécies (SAGECHIl, 2002 a, b).

Outros genes conservados do genoma bacteriano ittmusados para analise
taxondmica e identificacdo baseada na analiseqigéseia tais como os genes: 23S rRNA
(KAWATA et al, 2004); proteinas do choque térmico (“heat stpyokeins”) (RINGUET



et al, 1999), fator de alongamento Tu (géu (PICARDet al, 2004), subunidade beta da
RNA polimerase, gengoB (MOTA et al, 2004).

1.3 BASTONETES GRAM POSITIVOS IRREGULARES (BACTERIA S
CORINEFORMES E NOCARDIOFORMES)

O Setor de Identificacdo bacteriana do DM/INCQS tetectado bastonetes
Gram positivos irregulares (bactérias corinefornsesiocardioformes) provenientes do
controle ambiental da area onde s&o realizadosnsaios de esterilidade bacteriana e
fungica e de contaminantes acidentais deste. Devdgrebastonetes Gram positivos
irregulares, alguns géneros bacterianos sdo deadosninformalmente como bactérias
corineformes, outros como nocardioformes. Estendersdo imprecisos e utilizados por
simples conveniéncia (KONEMAIgt al, 2001). Bactérias corineformes séo consideradas
aguelas que possuem crescimento aerobico, ndoukses, ndo acido resistente parcial,
irregulares, bastonetes Gram positivos (FUNKEL, 1997). Bactérias nocardioformes se
apresentam como Gram positivas, aerobicas, usutdmi@amentosas e ramificadas
produzindo micélios similares aos dos fungos, mafsesn ruptura ou fragmentacdo

originando formas bacilares e cadeias cocoideas(iONEMANet al., 2001).

As bactérias corineformes e nocardioformes comp@em grupo de espécies
bacterianas que apresenta uma grande diversidadéipiea que torna a identificacdo
convencional bastantenitada, sendo recomendada na maioria dos casuoslizacdo de
metodologias complementares tais como a deternondgs tipos de peptidoglicana,
menaquinonas e acidos graxos da parede celulacnicdé moleculares para fornecer
acurada identificacdo destes microrganismos enoteda género e espécie (FUNKEaL,
1997; GROVE, DER-HAROUTIAN, RATCLIFF, 1999; TANE&t al, 2000).

As bactérias corineformes e nocardioformes témearigambiental ou estédo
presentes na microbiota humana e de alguns an{FldNKE et al, 1997; KONEMANet
al.,, 2001; MCNEIL & BROWN, 1994). Atualmente tem aurteedo o nimero de relatos,
apontando uma associagdo entre bactérias corinefoernocardioformes com infec¢des
humanas (CAMELLOet al, 2003; FUNKE & BERNARD, 2003; GIL-SANDEet al,



2006). Alguns autores tém destacado a dificuldade identificacdo das bactérias
corineformes e nocardioformes e a importancia destssociacdo com infeccdes humanas
e alerta que os métodos usados para a identificag@idaboratorios microbioldgicos
clinicos, séo ineficientes quando deparam com ersidade de organismos que necessitam
identificar (COYLE; LIPSKY, 1990; FUNKEet al, 1997; MISTRYet al, 2006). Além
disso, ha relatos de espécies destas bactériagntié encontradas no ambiente, em
infeccao humana (FUNKE, ARAVENA-ROMAN; FRODL, 2008jCHOLS et al, 2005).
Estudos tém demonstrado identificagcbes equivocattstas bactérias e mostram a
necessidade de metodologias moleculares para séwoctia identificacdo (GIL-SANDEt

al., 2006; GROVEet al, 1999; LAUet al, 2002; TANGet al, 2000; WOCet al, 2003).

Abreu e colaboradores (ABRE&t al, 2003) concluiram em seus estudos sobre a
incidéncia de microrganismos em areas limpas qothas Gram positivas irregulares foi
o0 terceiro grupo mais frequentemente isolado. QorSde Identificacdo Bacteriana
DM/INCQS tem observado que estes grupos bacterisgodrequentemente isolados da

area onde é realizado o Ensaio de Esterilidade RXQ006).

1.4 RELEVANCIA

O INCQS, unidade da FIOCRUZ e laboratério de refeigé Nacional para o
Ministério da Saude e ANVISA, desenvolvem atividadie pesquisa que servem de
suporte gerando e validando novas técnicas e groeatbs para auxiliar o sistema de
controle da qualidade no pais. A analise microlgiohd é imprescindivel para garantir a
gualidade dos produtos em questdo, sendo assiamoocatério deve estar preparado para
dar respostas 4geis na avaliacdo da qualidadeodatps e nas repercussdes dos riscos e de
agravos sobre a saude da populacdo. O dominiarplantacdo de novas metodologias
para a deteccao e identificacdo no Setor de ldsagtdio Bacteriana do DM/INCQS, irao
agilizar as respostas e proporcionar resultadotormais confiaveis.



2. OBJETIVOS



2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilizagdo de metodologias de identif@agonvencional e molecular para
determinacdo do género de bastonetes Gram posditregsilares (bactérias corineformes e
nocardioformes) provenientes do controle ambienkal area (DM/INCQS) onde sé&o
realizados os ensaios de esterilidade bacterigitigica e de contaminantes acidentais

deste.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar os isolados de bastonetes Gram pmsitiwegulares (bactérias
corineformes e nocardioformes) utilizando provasgbimicas convencionais e o Kit
comercial API CORYNE;

Realizar a andlise de sequéncias do gene 16S rRisAisdlados de bastonetes

Gram positivos irregulares (bactérias corineformescardioformes).
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Isolados Bacterianos

bastonetes Gram positivos irregulares (bactériam€ormes e Nocardioformes) (Tabela
1). Os isolados foram provenientes principalmergepthcas contendo meio de cultura
utilizadas para o controle ambiental da area dealina onde se realizam o ensaio de

esterilidade bacteriana e fangica, area adjacesgtrita (vestiario) e de contaminantes

acidentais deste ensaio.

Tabela 1. Origem e data de isolamento das bactériastudadas.

N° Estoque Origem Data de
isolamento
TSAB1 Sala 27/3/2002
3020 Fluxo 3/2/2003
3016 Contaminante do ensaio de esterilidade 3/2/200
3019 Contaminante do ensaio de esterilidade 3/2/200
3032b Fluxo 18/2/2003
3069 Vestiario 1/7/2003
3080 Fluxo 25/7/2003
3089 Fluxo 12/8/2003
3098 Vestiario 21/8/2003
3097 Sala 21/8/2003
3117 Fluxo 9/10/2003
3155 Contaminante do ensaio de esterilidade 1933/20
3165 Fluxo 28/4/2004
3182 Tuanel 27/5/2004
3188 Fluxo 18/6/2004
3207 Sala 20/7/2004
3211a Vestiario 28/7/2004
3212 Sala 28/7/2004
3223 Vestiario 10/8/2004
3225 Sala 25/8/2004

Neste estudo foram analisados 36 isolados de rizct€ompreendendo
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3227 Vestiario 25/8/2004

3248 Sala 22/9/2004
3249 Contaminante do ensaio de esterilidade 2708/20
3268 Fluxo 10/1/2005
3299 Vestiario 15/3/2005
3316 Sala 2/5/2005
3335 Vestiario 4/8/2005
3341 Sala 26/8/2005
3345 Vestiario 6/9/2005
3361 Tanel 21/11/2005
3369a Sala 14/2/2006
3369b Sala 14/2/2006
3712 Fluxo 9/3/2006
3401 Sala 24/5/2006
3407b Vestiario 24/5/2006
3408b Sala 5/6/2006

3.2 Condig¢des de cultivo e manutencéo dos isoladmecterianos

Todos os isolados foram liofilizados e estocades2® °C, em caldo infusdo
cérebro e coracdo (Difco) contendo 20% (v/v) deegbl. As culturas foram também
mantidas em agar cérebro e coracdo (Difco) inctinedbertos com 6leo mineral
previamente esterilizado, apds crescimento a 30¢Q4/36 horas. O cultivo dos isolados
foi realizado em meios agar cérebro e coracao ¢Rifégar sabouraud (Difco), e agar

cérebro e coracao (Difco) contendo 5% de sangudédeado de carneiro.

3.3 Caracterizacdo Fenotipica

A morfologia celular dos isolados foi observadésap coloracao pelo método
de Gram (KONEMAN, 2001).
Os isolados foram submetidos aos seguintes tesigqgimicos convencionais:

catalase, producédo de,&® (TSI — “triple sugar iron”), crescimento em ard@ose,

13



descarboxilacédo da arginina, utilizacédo da gliceE®entacao da sacarose, fermentagcao da
trealose, fermentacdo da xilose, fermentacdo daoseal fermentacdo do manitol,
fermentacdo da frutose, fermentacao da rafinoseefgtacado da lactose, fermentacao da
galactose, hidrdlise da esculina, hidrélise daayfdidrolise da gelatina, hidrélise do amido,
reducdo do nitrato, mobilidade, prova do vermell® rdetila, hidrolise da caseina,
producéo de DNAse, prova de Voges-Proskauer, o&alda glicose (O/F), fermentacéo da
glicose (O/F), teste da oxidase, cor da coldniss apéscimento de 48h em agar sangue
segundo as recomendacdes de Funke (FURK&, 1997) e Funke e Bernard (FUNKE;
BERNARD, 2003). Foi utilizado também o Kit Cometcd®| CORYNE (Versao 2.0 ref.
20 900 - BioMerieux) conforme as instrucdes doitamte (Figura 1A e 1B). Foi realizada
a leitura ap6s 24 horas dos testes das galeriasdados foram analisados no programa
APIWEB (Verséo 3.0.- BioMerieux).
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1A Galerias API CORYNE

1B Galerias API CORYNE

Figura 1A e 1B Kit comercial APl CORYNE (BioMerieux
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3.4 Obtencao do DNA bacteriano pelo método de Chogu érmico

Os isolados bacterianos foram inoculados em tubosendo 3 mL de caldo
BHI e incubados a 3T por 24/48 horas. Dois mL de cultura de cada @olBoram
transferidos para um microtubo e centrifugados @03(pm por 5 minutos (eppendorf
centrifuge 5415 C). O sobrenadante foi descartad®dimento foi resuspenso em %00
de a4gua milli-Q esterilizada e submetido a banhdarfarvente (108C) por 15 minutos.
Apoés esta etapa, a suspensdo foi imediatamenteclenlaga — 20C. Este material foi
posteriormente descongelado e centrifugado (14@0 por 15 segundos/eppendorf
centrifuge 5415 C). O sobrenadante foi transfepidia outro microtubo e armazenado a -

20°C e posteriormente utilizado na reacao da PCR.

3.5 Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Para a amplificacédo de regides especificas do gedosisolados, a reacdo da PCR
foi realizada em um volume final de Q. As reacdes individuais foram compostas de
agua esterilizada, tampéao de reacédo 1X (eppendoni de MgC} (eppendorf), 10 mM
de cada dNTP (dNTP set [dATP, dCTP, dGTP, dTTP¥adprf), 150 ng de cada iniciador
(Tabela 2) 1,5 U da enzimBaq polimerase (eppendorf) e (B do DNA obtido pela
extracdo por choque térmico, como descrito antegate. A reacdo foi realizada nas
seguintes condicdes: pré-desnaturacao°@ $br 5 minutos, seguido por 35 ciclos a©@4
por 1 minuto, 5CGC por 1 minuto e 72°C por 2 minutos ou pré-desagfo a 92C por 5
minutos, seguido por 35 ciclos a°@por 1 minuto, 55C por 1 minuto e 7Z por 2

minutos e uma etapa final de extenséo a 72°C ponutos.

Dois pares de iniciadores foram usados neste eg@doamplificacdo do gene 16S
rRNA, os iniciadores universais pA e pH, e os aedares 1831 com 1832 foram usados
para reacdo do sequénciamento. Para o isolado 334Bn utilizadas diferentes

combinagdes destes iniciadores: pA com pH, pA c8821 pH com 1831.
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Tabela 2. Iniciadores utilizados na PCR e sequéncrento do gene 16S rRNA.

Nome do Sequéncia do iniciador Referéncia
iniciador 5-> 3
PA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Wattet al (2000)
pH AAGGAGGTGATCCAGCCGCA Wattet al (2000)
1831 GAGGAACACCGATGGCGAAGGC Wattet al (2000)
1832 GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTT Wattst al (2000)

3.6 Eletroforese em gel de Agarose

Os géis de agarose foram preparados dissolveadarase (Promega catalogo
n° VV3121) em tampéo TAE 1X (Invitrogen catédlogol6%58-042) de modo a obter uma
concentracao de 1 a 2%. Foi adicionado tampao d&l@aas amostras de DNA (1/5 do
volume da solucéo de DNA). Foram aplicadqd-7o produto da PCR quL de marcador
de peso molecular nos pogos do gel. A eletrofdi@gealizada em tampéo de corrida TAE
1X sob uma corrente de 60 Volts por 60 minutos. sApdcorrida o gel foi corado com
brometo de etidio (5 mg/mL) e observado sob luavulbleta e registrado em foto com o

equipamento VDS (Pharmacia-Biotech).

3.7 Determinacgéo das Sequéncias Nucleotidicas

Os produtos obtidos pela PCR foram purificadosfé@grep Gel Cleanup Kit -
eppendorf Catalogo n° 955152051) e utilizados comatde de DNA para a reacdo de
sequénciamento de suas duas fitas com o sistemardam(BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit - Applied Biosystems Catalogo 433j3bnforme as recomendacdes dos
fabricantes. Posteriormente os produtos destagdag@m precipitados com 80 puL de uma
solugcdo com 75% de isopropanol, centrifugados poméhutos a 4000 rpm a 21°C e o
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sobrenadante desprezado pela inversao cuidadgsaataem papel de filtro. A placa foi
invertida em cima de outro papel de filtro, centgdda por 1 minuto a 900 rpm a 21°C e
foi deixada em estufa a 75°C por 5 minutos. Osns&alios foram entdo ressuspensos em
10 pL de formamida, centrifugados por 1 minuto & 90m a 21°C, incubados por 5
minutos a 95°C e resfriados imediatamente em bdalyzlo.

Apés a corrida no sequenciador (ABI PRISM 3100 AguplBiosystems DNA
Sequencer), as sequéncias nucleotidicas foramsada$ e editadas com o auxilio do
programa CHROMAS. As sequéncias foram comparadaslasdepositadas no banco de
sequéncias GeneBank e Ribosomal Database Proje@RDP-II). A qualidade das

sequéncias obtidas esta exemplificada na figura 2.
As sequéncias do gene 16S rRNA para os isoladog@u=rosCorynebacterium,

Exiguobacterium, Microbacterium, Rhodococcles Streptomycesforam alinhadas
utilizando o programa CLUSTAL X (THOMPSO&#t al., 1997).
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Figura 2. Eletroferograma de uma das sequéncidsatidicas obtidas neste trabalho. Os

picos altos e bem definidos mostram a qualidadsedééncia.
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4. RESULTADOS
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4.1 Caracterizacdo Fenotipica

4.1.1 Testes Bioquimicos Convencionais

Todos os isolados foram observadentp as caracteristicas morfolégicas das
colénias. As caracteristicas celulares foram olasly apos coloragbes do crescimento
bacteriano em 24/48h e os isolados se apresentawam bastonetes Gram positivos,
irregulares nao esporulados com excecao dos isoEb&R, 3207, 3212, 3268 e 3341 que
apresentaram estruturas filamentosas, ramificadocsne esporos. As figuras 3 A a 3 N
mostram caracteristicas morfolégicas coloniais lkela®s representativas dos géneros

encontrados e de um isolado identificado ao nigdhdhilia e outro ndo identificado.

Os resultados da caracterizacdo hbioigai dos isolados estudados estdo
apresentados na Tabela 3 e 4. Todos os isoladesesparam o teste da catalase positivo.
Nenhum deles produziu &cido sulfidrico,@1nem arginina descarboxilase. A reacdo de
CAMP foi observada apenas nos isolados 33@ynebacteriunsp.) (Figura 4), 3407b
(Microbacteriumsp.) e 3401Arthrobactersp.), e nenhum deles apresentou CAMP reverso
positivo. Todos isolados crescem em ambiente agrébndo que, os isolados 3211A,
3188, 3316, 3345, 3089, 3335, 3069, 3225 apresantarescimento anaerobio facultativo.

A mobilidade dos isolados 3069 e 3098 nos meios Aig@to mobilidade e agar
semi-solido sulfeto-indol-motilidade (SIM) foi cataristico, logo abaixo da superficie do
agar observamos o crescimento bacteriano em foen&guiarda chuva” (caracteristica
também encontrada na espédditeria monocytogenge “prato de circo” respectivamente.
Para os isolados 3097 e 3089 observamos o credoinoanacteristico em forma de
“‘cogumelo” no meio SIM (Figura 5A e 5B).
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Colbnias vistas no agar BHI Detalhe apimado das coldnias

Observagdo microscépica

Figura 3 A. Caracteristicas morfoldgicas coloneatlulares do isolado 3369Bdrdonia

sp.).
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Colbnias vistas no agar BHI Detalaagroximado das col6nias

Observagdo microscoépica

Figura 3 B. Caracteristicas morfolégicas colongagelulares do isolado 3299

(Brevibacterium sp.
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Colbnias vistas no agar BHI Detal@ygroximado das col6nias

Observagdo microscépica

Figura 3 C. Caracteristicas morfoldgicas colorgatelulares do isolado 3020

(Corynebacterium sp.).
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Colbnias vistas no agar BHI Detal@ygroximado das col6nias

Observagdo microscépica

Figura 3 D. Caracteristicas morfoldgicas colongacelulares do isolado TSAB1

(Rhodococcus sp.).
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Col6nias vistas no agar BHI Detalhe aproximeadis coldnias

Observagdo microscépica

Figura 3 E. Caracteristicas morfolégicas colorgaiglulares do isolado 3207

(Streptomyces sp.).
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Colbnias vistas no agar BHI Detal@ygroximado das col6nias

Observagdo microscépica

Figura 3 F. Caracteristicas morfologicas colorgaielulares do isolado 3080

(Microbacterium sp.).
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Colbnias vistas no agar BHI Detal@ygroximado das col6nias

Observagdo microscépica

Figura 3 G. Caracteristicas morfologicas colorgaielulares do isolado 3098gromyces

sp.).
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Colbnias vistas no agar BHI Detal@ygroximado das col6nias

Observacgdo microscépica

Figura 3 H. Caracteristicas morfoldgicas colongacelulares do isolado 3335

(Cellulomonas sp.).
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Colbnias vistas no agar BHI Detal@ygroximado das col6nias

Observacgdo microscépica

Figura 1 |. Caracteristicas morfolégicas colonailulares do isolado 33@Rdrmabacter

hominis).

30



P
oy -;v.,-.g:, Wraane

"y,
‘}1‘;, ;:w.. it T
¥

Ay,
ol g oo,
M by, W
Y T

Colbnias vistas no agar BHI Detal@ygroximado das col6nias

Observacgdo microscépica

Figura 3 J. Caracteristicas morfologicas coloreaiglulares do isolado 3069

(Exiguobacterium sp.
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Colbnias vistas no agar BHI Detal@ygroximado das col6nias

Observagdo microscépica

Figura 3 K. Caracteristicas morfolégicas colonatzlulares do isolado 3097

(Curtobacterium sp.
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Colbnias vistas no agar BHI Detal@ygroximado das col6nias

Observagdo microscépica

Figura 3 L. Caracteristicas morfolégicas colon&atzlulares do isolado 3401

(Arthrobacter sp.).
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Colbnias vistas no agar BHI Detal@ygroximado das col6nias

Observagdo microscépica

Figura 3 M. Caracteristicas morfolégicas colon@agglulares do isolado 3117

(Nocardioidaceag
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Colbnias vistas no agar BHI Detal@ygroximado das col6nias

Observagdo microscépica

Figura 3 N. Caracteristicas morfoldgicas colongacelulares do isolado 3712.
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Tabela 3. Resultados das provas bioquimicas dos isolados estudados
TESTES BIOQUIMICOS ?

Microbacterium sp.

N°DA  ARG. GLI SAC TRE. XIL MALT MANO MANI FRU RAF LAC GAL ESC URE GEL AMI NIT MOB VM C AS DNAse VP 0 F  OXI COR
AMOSTRA
3080 _ b _ EFc¢c EF - 4 d _ + o+ -+ -+ - -+ - - F - - - - Laranja
3016 _ - F - - F F - - - - - 4+ - 4+ + - - - 4+ + - + - - Amarela
3019 - - - -+ F + + - - - 4+ - + + - - - + + - - - - Amarela
3248 _ D E F - + + + + - - F + - 4+ + - + - - + - - - - Laranja
321la + o+ + -+ + F + - - + 4+ - - 4+ - - + - + F + + -  Amarela
3227 D + - FDe F - + + F - + - - + + - - F + - - D - Amarela
8223 . D + - F F F F + + F - + - - + + - - F + - - D - Amarela
3188 + + + + + + + o+ -+ o+ 4+ - -+ - -+ - + + + + - Amarela
3407b F + D D + + D + + - - + - - 4+ + - - F + - - D -  Amarek
34080 _ -+ - + F + + o+ - - -+ - -+ o+ o+ - - + - - - - Amarela
3249 _ + o+ D - + + + o+ o+ -+ o+ - -+ - -+ - + F + + - Amarela
3155 + + + + + + + + - + + + - -+ - -+ - + + - D - Amarela
Cellulomonas sp.
3089 - + + + + + + + o+ -+ o+ 4+ - -+ o+ o+ o+ - + - - + + Amarela
3335 L + + + + + + + o+ - -+ o+ - -+ o+ o+ -+ - - 4+ + + Amarela
Exiguobacterium sp.
3069 _ + o+ + - o+ + F + + - - + - F + - + - - + - - D + Laranja
3225 _ D - - - - - - - - - - + - - 4+ - + - + 4+ - - D - Larana
Corynebacterium sp.
3020 _ + - + - - + -+ - - - -+ - -+ - -+ - D - Amarela
3316 _ + o+ - + -+ - - 4+ - - - 4+ - - E - - -+ + - Amarela
3345 _ E + - - . - - + - - - - .- .- . e - - -+ 4+ Creme
Rhodococcus sp.
TSABL . - -+ - - - D - - - - - - - - - . . - - - - - Salméo
3032b .. - - . - -+ - - - - - - F - - - - - - - - - LlLar.forte
3165 - - - . - - e e - - - - - Salméo
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N° DA ARG. GLI SAC TRE. XIL MALT MANO MANI FRU RAF LAC GAL ESC URE GEL AMI NIT MOB VM C AS DNAse VP 0 F OXI COR
AMOSTRA

Gordonia sp.

3369a - - - - - - - - - - - - + o+ - -+ - - - + - - +  Salméo claro

3369b - - - - - - - - - - - - + 4+ - -+ - - - + - - - +  Salméo escuro
Brevibacterium sj

3299 . - - - - - - - e + - - - - Creme
Curtobacterium sp.

3097 + - -+ - + -+ - -+ + - F + - + - + - - F F - Amarela
Arthrobacter sp.

3401 - - - - - - - - - - - -+ - - 4+ + - -+ + - 4+ - - Creme
Agromyces sp.

3098 - - - - - - - . e S + - - - - Creme
Dermabacter sp.

3361 - +  + + -+ - - + + 4+ + o+ - -+ - - - - - - - - + Creme
Nocardioidaceae

suir - - - - - - - T + - - - - Creme
N&o identificad

sriz - - - - - F - T P - - - - + Laranja

% ARG - descarboxilacéo da arginina, GLI - utilizagioglicose, SAC - fermentacio da sacarose, TERnehtacio da trealose, XIL - fermentacéo da xilige.T - ferment
da maltose, MANO - fermentacdo da manose, MANIm&ntacdo do manitol, FRU - fermentacéo da frutege; - fermentacéo da rafinose, LAC - fermentacédedtose,

fermentacédo da galactose, ESC - hidrélise da esgUURE - hidrélise da uréia, GEL - hidrdlise déagpa, AMI - hidrélise do amido, NIT - reduc¢do ditrato, MOB -mobilic
VM - prova do vermelho de metila, CAS - hidrélise chseina, DNAse - produgdo de DNAse, VP - prov&/dges-Proskauer, O - oxidacdo da glicose feFmentacéo da ¢
se, OXI - teste da oxidase, COR - cor da colonés apescimento de 48h em agar sangue.

b Negativo.

¢ Fraco positivo.

d positivo.

® resultado duvidoso.
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Tabela 4. Resultados dos testes bioguimicos dos isolados filamentosos Streptomyces sp.

TESTES BIOQUIMICOS ?

N° DA GLI ESC UREGEL AMI NIT CAS DNAse O F OXlI COR
AMOSTRA

3182 + + + - - + + + - Creme

3207 + + + - + - + + - Branca

3212 + + + - + + + + + Branca

3268 + + + - + - + + - Branca

3341 + + - - + - + + + Branca

4GLI - utilizag&o da glicose, ESC - hidrélise da esculina, URE - hidrolise da uréia, GEL - hidrélise

da gelatina, AMI - hidrélise do amido, NIT - reducdo do nitrato, CAS - hidrdlise da caseina, DNAse -

producdo de DNAse, O - oxidacao da glicose, F - fermentagéo da glicose, OXI - teste da oxidase.
COR - cor da coldnia ap6s crescimento de 48h em agar sangue.

® Positivo
° Negativo
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Formacéo de “cabeca de flecha”, devido a @oaghio sinérgica de beta hemdlise.

produzida pelo isolado 3316eaureus

Figura 4. Reacao de CAMP positiva do isolado 3&diynebacterium sp.
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Motilidade em forma de “cogumelo”

Figura 5A. Mobilidade dos isolados 3089 e 3097 eziorSIM.

Motilidade em forma de “guarda eau’e“ prato de circo”.

Figura 5B. Isolado 3069 e 3098 nos meios agartaitreobilidade e SIM
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4.1.2 Testes Bioquimicos realizados em Sistema Seknicomatizado

Os resultados da caracterizacdo fenotipica realizadm o sistema semi-
automatizado APl CORYNE (BioMerieux) estdo apresdos na Tabela 5. Os isolados
3182, 3207, 3212, 3268 e 3341 (flamentosos) ndanfosubmetidos a esse sistema por
limitacdo do mesmo. Esse sistema sugeriu duas spgéegénero para 0s seguintes
isolados: 3098, 3097, 3712, 3080, 3019, 3248, 33223 MicrobacteriuniLeifsonia
aquaticg; 3089, 3335, 3069, 3225, 3249, 3211a, 3188, 340B407b e 3155
(CellulomonaMicrobacteriun); 3299 RhodococcuBrevibacteriuny, 3117
(Brevibacterium/Arthrobactgr Para esses isolados foram realizados testeslemaptares
sugeridos pelo sistema APl CORYNE (Tabela 6) eessiltados dos testes hidrdlise da
caseina, mobilidade e cor da colbnia se enconti@mabela 3. Nenhum desses isolados
apresentou odor caracteristico de queijo e o0 isdd@@7 cesceu em caldo nutriente com
NaCl a 6%.

Utilizando o sistema APl CORYNE incubando por 24asoconforme instrugdes do
fabricante e quando comparados com o seqUénciantentgene 16S rRNA, foram
identificados ao nivel de género apenas sete (2Zhb&los trinta e um isolados. Dez
isolados (32,26%) apresentaram identificacdo eqad@cPara quatorze isolados (45,16%)
este sistema sugeriu dois géneros provaveis, andgegtes foi identificado apos a analise
da sequéncia do gene 16S rRNA (Tabela 5 e FigurA Bitura dos testes realizada apés
24 horas possibilitou a identificacdo correta dis deplados. O isolado 3361, identificado
no APl CORYNE comdPropionibacterium avidun®8 %), apresentou leitura positiva para
a lactose apos 36 h, resultado também confirmabis pestes convencionais, mudando o
género paraDermabacter hominig99,5%). O isolado 3299 indicou inicialmente dois
génerosRhodococcug55,1%) e Brevibacterium(43%), entretanto, apds 48h o teste da
hidrolise da gelatina foi positivo, resultando mkentificacdo correta do género. Estes
resultados foram confirmados pela analise das se@® do gene 16S rRNA. A
performance do sistema melhora apresentando 29j@3#entificacoes corretas. (Tabela 5

e Figura 6).
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Tabela 5. Resultados da comparacéo da sequénciado  gene 16S rRNA e da identificagdo fenotipica realiza da pelo sistema API CORYNE.

Ne Identidade (16S RNA) % 2 APl CORYNE % b Observagéo gerada pelo programa API

309¢ Agromyces s 97 Microbacterium/Leifsonia aquatit 98,¢ Boa identificaca

3401 Arthrobacter sy 98 Arthrobacter s| 98, Perfil duvidos:

329¢ Brevibacterium sj 99 Rhodococcus ou Brevibacteri 55,1/ 43, Fraca discriminag

308¢ Cellulomonas s 99 Cellulomonas/Microbacteriu 99,9¢ Excelente identificagi
333t Cellulomonas sj 98 Cellulomonas/Microbacteriu 99,9¢ Excelente identificagé
3020 Corynebacterium sp. 99 Corynebacterium striatum/amycolatum/ C. 80,3/ 14,08/ Boa identificacdo do género

jeikeiun/ C. argentoraten: 2,2
3316 Corynebacterium sp. 100 Corynebacterium group G/ C. 86,9/ 10,7/ 2,2 Excelente identificagdo do género
striatum/amycolatum/ C. jeikeil
3345 Corynebacterium sp. 99 Corynebacterium group G/ C. 75,7/ 20,72/ Boa identificacédo do género
striatun/amycolatur/ C. jeikeiurr 2,2

3097 Curtobacterium s 99 Microbacterium/Leifsonia aquatit 98,¢ Boa identificacé

3361 Dermabacter sj 99 Propionibacterium avidu 98 Perfil duvidos:

306¢ Exiguobacterium ¢ 99 Cellulomonas/Microbacteriu 99,¢ Muito boa identificacdo do Géne
322t Exiguobacterium ¢ 99 Cellulomonas/Microbacteriu 99,¢ Muito boa identifica¢a
3369¢ Gordonia s| 100 Rhodococcus ! 99,¢ Muito boa identifica¢a
3369t Gordonia s| 100 Rhodococcus ! 99,¢ Fraca discriminac

371z - - Microbacterium/Leifsonia aquatit 70,¢ Fraca discriminagé

301¢ Microbacterium sg 100 Rhodococcu 97,¢ Boa identificaca

308C Microbacterium sg 99 Microbacterium/Leifsonia aquatit 86,2 Fraca discriminagé

301¢ Microbacterium s 100 Microbacterium/Leifsonia aquatit 98,¢ Boa identificacé

324¢ Microbacterium s 98 Microbacterium/Leifsonia aquatit 84.,F Perfil Aceitave

324¢ Microbacterium s 99 Cellulomonas/Microbacteriu 99,¢ Excelente identificaga
3211« Microbacterium sg 99 Cellulomonas/Microbacteriu 93,2 Fraca discriminagécolénia amarelo ou
3227 Microbacterium s 98 Microbacterium/Leifsonia aquatit 76,2 Fraca discriminagé

322: Microbacterium s 98 Microbacterium/Leifsonia aquatit 76,2 Fraca discriminagé

318¢ Microbacterium s 100 Cellulomonas/Microbacteriu 99,¢ Excelenteidentificagé
3408t Microbacterium s 97 Cellulomonas/Microbacteriu 99 Excelenteidentificagé
3407t Microbacterium s 99 Cellulomonas/Microbacteriu 99,¢ Muito boa identifica¢a
315¢ Microbacterium s 99 Cellulomonas/Microbacteriu 99,¢ Excelente identificagé
3117 Nocardioidacea 96 Brevibacterium ou Arthrobact 78,4/ 21, Fraca discriminagé
TSAB1 Rhodococcus s 100 Rhodococcus s 84,¢ Identificagcdo aceitav
3032t Rhodococcus s 99 Rhodococcus s 94,7 Fraca discriminag

316t Rhodococcus s 99 Rhodococcus s 84,¢ Perfil aceitave

326¢ Streptomyces 99 NAO REALIZADO - -

3207 Streptomyces : 99 NAO REALIZADO - -

321z Streptomyces : 99 NAO REALIZADO - -

318z Streptomyces : 99 NAO REALIZADO - -

3341 Streptomyces sp 97 NAO REALIZADO - -

2 porcentagem de similaridade® porcentagem de identificacdopelo sistema AP CORY®I( 24 h de incubaco)



AP| CORYNE (24 h) X 16S rRNA
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AP| CORYNE (48h) X 16S rRNA
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Figura 6. Comparacao dos resultados de identificab&idos pelo APl CORYNE em 24

horas e 48 horas de acordo com os resultados tseatid@s seqiéncias do gene 16S rRNA
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Tabela 6. Testes complementares sugeridos pelo APl CORYNE na discriminacdo de alguns géneros bacterianos

Microrganismo OF/F  Caseina Coldénia>1mm Cresc. a 42°C Cor Rosa Micélio Camp NaCl 6% Odor de queijo  Mobilidade
Microbacterium sp. + 2 s () "+ () NT °© - d NT \Y; €
Cellulomonas sp. + - - +
Leifsonia aquatica - - + O] - () V NT + )
Brevibacterium sp. - + + + -
Arthrobacter sp. NT NT NT
Rhodococcus sp -

2 positivo ° negativo ¢ N3o testado ¢ negativo © variavel
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4.2 Caracterizacao do Gene Ribossomal 16S

Utilizando a técnica de PCR, amplificamos o gen& tBNA dos 36 isolados
estudados. Foram obtidos amplicons do gene 16S rB&Aproximadamente 1500 pb
(Figura 7). A sequéncia do gene 16S rRNA deternaisa@riaram de 1180 pb a 1446 pb e
corresponde a 81,38% a 99,72% respectivamente dankterda sequéncia do gene 16S
rRNA daE. coliATCC 11775T, nimero de acesso X 80765 (Tabela 7).

As sequéncias do gene 16S rRNA editadas foram didaseao NCBI/BLAST
(NCBI-blast, 2007) e ao Ribosomal Database ProjedRIBOSOMAL...,2007) para
determinacédo do relacionamento destas com as segsi@epositadas. O relacionamento
das sequéncias esta listado na Tabela 7. Foi pbsséterminar os seguintes géneros
bacterianos:Agromyces, Arthrobacter, Brevibacterium, Cellulom®nCorynebacterium,
Curtobacterium,  Dermabacter,  Exiguobacterium, Gaido Microbacterium,
Rhodococcus e StreptomycBsra os isolados 3117 e 3712 néo foi possivel rdatar o

género.

O alinhamento das sequiéncias do gene 16S rRNA gsafaolados dos géneros
Corynebacterium, Exiguobacterium, MicrobacteriumhoRococcus e Streptomyces,
mostrou a diversidade dos isolados estudados paa género analisado (Figuras 8a, 8b,
8c, 8d e 8e).

A sequéncia obtida para o isolado 3098 do gene&$tumostrou similaridade com
0 géneroAgromyces.Com a cepa tipoAgromyces ramosus 1482 pb), apresentou
similaridade de 96,56%. Para as cepaslimi(T), Agromyces spCMO0O1 eAgromyces sp
CNJ 745PL04 mostrou similaridade maior que 97% (leabe
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2072 pb
1500 pb

600 pb

Linhas:PM, marcador de peso molecular 100pb (Invitrogén);
isolado 30692, isolado 33613, isolado 32124, isolado 32255,
isolado 32486, isolado 31177, isolado 3020.

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose (2%) ddieonp do gene 16S rRNA de
aproximadamente 1500 pb.
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Na analise realizada, a sequéncia do gene 16S réttidla para o isolado 3401
apresentou maior similaridade com o génArthrobacter com a cepa tipo do género
(Arthrobacter globiformis 1464 pb), foi observado o valor de 97,62% de idedid Com
outras cepas mostrou similaridade maior que 98% éoncthlorophenolicus(T), A.
dextranolyticuge Arthrobacter sp(cepas ELLIN110, BS20 e PHE-3) (Tabela 7).

A sequiéncia do gene 16S rRNA do isolado 3299 api@sesimilaridade com a
espécie tipdrevibacterium linen$l474 pb) de 96,91%. Foi observada similaridademai
que 99% conB. casei(T), B. caseicepas DSM 20657 e 3S (&@Brevibacterium spH15
e de 98,87% com a cepacaseiFMIA (Tabela 7).

As duas seqUéncias do gene 16S rRNAdasbtpara os isolados 3335 e 3089
apresentaram similaridades de 96,86 a 97,25% résomeinte com a cepa tipo de
Cellulomonas flavigenaespécie tipo do género. A sequéncia do isolad® 3presentou
similaridade maior que 97% com as ce@agélida(T), C. chitinilytica XBU-B, C. terrae
DBS e 98,35% de identidade co@ellulomonas spTR7-6. A sequéncia do isolado 3089
apresentou similaridade maior que 99% c@mhominis(T) e C. parahominis(cepas
W7387, W7336, W7385 e W738@)abela 7).

Para os trés isolados 3020, 3345 e 3316, foranmaxies similaridades de 94,6 a
94,76% para as seqUéncias do gene analisado conpaatipe de Corynebacterium
diphtheriag espécie tipo do género. As sequéncias dos isoE@R0 e 3316 demonstraram
similaridade maior que 99% com cepas das espéCiesxerosis e C. simulans
respectivamente. A sequéncia do 3345 mostrou sidalde maior que 96% para as cepas
C. sundsvallensér), C. riegelii (T), C. mucifaciens e Corynebacterium §gepas 47081 e
96447), entretanto, apresentou similaridade de898,6om a cepa tipo d€. glaucum
(Tabela 7).

A sequéncia do gene 16S rRNA obtida para o iso@®/ mostrou maior
similaridade com o génerGurtobacterium,com a cepa tipo do géner@yrtobacerium
citreum -1472 pb) apresentou 99,33% de identidade. Com oo#ass deste género tais
como: C luteum (T), C. flaccumfaciens(T), C. flaccumfaciensSAFR 001, e
Curtobacterium sp(cepas 1594 e 3430) mostrou similaridade maior9§dé (Tabela 7).
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Um valor de similaridade de 99,14% foi observadm @ espécie tipo do género
Dermabacter hominis quando a sequéncia do gene 16S rRNA do isolado 3861
analisada. Esta sequéncia também apresentou &ilaiar maior que 99% com outras
cepas d®ermabacteihominis(cepas AY853712 e AF343728) (Tabela 7).

A andlise realizada com as sequéncias do geneRI¥A dos isolados 3069 e 3225
mostrou que estas apresentam similaridades de 8R89201% respectivamente com a cepa
tipo de Exiguobacterium aurantiacumespécie tipo do género. Estas sequéncias
apresentaram similaridade maior que 99% com cemasditerentes espécies de

Exiguobacteriumalém desequiénciade isolados ambientaiFabela 7).

Os dois isolados 3369a e 3369b proporcionaram se@#do gene 16S rRNA que
apresentaram similaridades de 98,21 e 98,20% réso®einte com a cepa tipo de
Gordonia bronchialisgspécie tipo do género. Com a espécie Bpaerraeapresentaram
similaridade maior que 99% e identidade de 100% cepas deG. terraedo solo de
Taiwan eGordonia sp DEOB200 (Tabela 7).

Para o isolado 3712, foi observada uma similariddeel00% com uma cepa
depositada como Actinobacterium SM48 quando a swigiédo gene 16S rRNA foi
comparada com as sequéncias depositadas nos l#madzlos. Esta seqiéncia também
apresentou similaridade maior que 94% com as chpaolunatus phosphovorusr),
Microlunatus phosphovorusDSM 10555T e uma sequéncia depositada como
Propionibacterinae bacterium GSOIL 954 (Tabela 7).

Um grupo de 12 isolados, 3016, 3019, 3155, 3220/1843408b, 3223, 3188,
3211a, 3080, 3248 e 3249 apresentou similaridades@equéncias do gene 16S rRNA de
96,33 a 99,06% com a cepa tipoMierobacterium lacticumespécie tipo do género. Para
os isolados 3016 e 3019, obtivemos sequiéncias tuitarddade maior que 99% com as
cepas tipo dé/. liquefaciense M. oxydanse apresentaram maior identidade (100%) com
isolados ambientais da espéldleoxydans Para os isolados 3407b e 3223, obtivemos
sequéncias com similaridade maior que 98% com asdgmM. flavescens e M. resistens
e com a cepa nao tipd. takaoensisA sequéncia do isolado 3407b apresentou simadded

de 99,18% com isolado ambienkdicrobacterium spASD e 98,95%para Microbacterium
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sp.JS-3 Asequéncia do isolado 3223 apresentou também gohaitkes acima de 98% para
Microbacterium sp(cepas JS-3 e ASD). Para os isolados 321la e 3ihtBemos
sequéncias com similaridade maior que 99% com am@paipoM. aurumDSM 8600. A
sequéncia do isolado 3211a apresentou similaridadeses de 98% para as cepas hpo
lacticume M. aurum e M. terregens similaridades maiores % para sequéncia de
isolados ambientais d#licrobacterium sp. A sequéncia do isolado 3249 apresentou
similaridade de 99,06% com a cepa thdolacticume identidades maiores de 98% para as
cepas tipoM. aurume M. schleiferie similaridades maiores de 99% para cepa néo tipo
Microbacterium sp.A sequéncia do isolado 3155 apresentou simildeidie 98,81%0om

a cepa tipoM. flavescense para as seqiéncias das cepas ndoMiptaevaniformans
Microbacterium sp S15-C e as depositadas comndicrobacteriaceae bacterium
similaridades maiores que 99%. A seqUéncia do ieoBP7 apresentou similaridades
maiores de 98% com as cepdsflavescengT), M. takaoensis 451, M. thalassium ASD e
Microbacterium spA sequéncia do isolado 3408b obteve similaridademue 97% com
as cepas tipM. thalassium e M imperiale ndo tipaVvl. arborescens KR10/1. imperialee

M. thalassium A sequéncia do isolado 3188 obteve similaridade 100% para
Microbacterium sp (S15-C) e similaridades maiores de 99% com assddpdlavescens
(T), Microbacteriumsp. (C24KA) e a seqUéncia depositada cawtiorobacteriaceae
bacteriumKVD unk- 65. A sequéncia do isolado 3248 obteweilaridade maior que 98%
com as cepabl. resistengT), M. testaceun{T), M. oxidanse Microbacterium sp44574 e
99,50% paraVlicrobacterium sp. SKJHTabela 7).A sequéncia do isolado 3080 obteve
similaridade maior que 99% com as cepas oleivorans(T) e M. oleivoransJO2 e

similaridade maior que 98,1% cdvh paraoxydang$T) e M. phyllosphaeraéTabela 7).

A analise realizada com a sequéncia do gene 163 rRNisolado 3117 revelou
94,28% de identidade com a espécie tipo do géNemardioides, Nocardioides albues
similaridade maior que 96% com cepasNlealkalitolerans(KSL-1, KSL-9 e KSL-10).
Uma cepa proveniente de agua vulcanica do Hawai;EUWepositada como

Actinobacterium N23 apresentou similaridade de B%40om esta sequéncia (Tabela 7).

As sequéncias do gene estudado dos isolados 38#B1e 3032b apresentaram
similaridades de 95,79 a 96,38% com a cepa tipRhtedococcus rhodochrousspécie

tipo do género. Suas seqiéncias mostraram sinaitleglmaiores que 99% com sequéncias
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de cepas d&. corynebacterioides Rhodococcus spe cepas depositadas coiMocardia

corynebacterioide¢Tabela 7).

Outro grupo composto de 5 isolados (3212, 3268133207 e 3182) apresentou
similaridades de 92,54 a 97,89% com a cepa tipSttEptomyces albugspécie tipo do
género quando as sequUéncias do gene 16S rRNA d&isato. A sequéncia do isolado
3212 apresentou similaridade maior que 99% com cefadipoS. kunmingensisiBRC
14463, Streptomyces splA01513 e uma cepa denomina&&reptomycetace®&R 70.
apresentou similaridade de 98,40% para a cepaSipohartreusisAs sequéncias dos
isolados 3268 e 3207 apresentaram similaridaderngai® 99% com cepas de diferentes
espécies do géneRireptomyces.A seqiéncia do isolado 3341 apresentou similaeidksd
97,27% com a cepa nao tigtreptomyces shZ 531 e similaridades acima de 96% p&ra
glomeroaurantiacug Streptomyces sKN1220 e 96,74% de similaridade para a cepa tipo
S. tauricus A seqUéncia do isolado 3182 apresentou simildedie 99,47% para as cepas
ndo tipo S. albiaxialisNBRC 101002, 98,72% par8. paraguayensifNBRC 13463 e
similaridades maiores que 97% pa&asclerotialus(T) e S rimosus(T) e S. panacagri
GSOIL 519 (Tabela 7).
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Tabela 7. Similaridade entre seqiiéncias obtidas par  a os isolados estudados com as depositadas em banco

s de dados e origem

Tamanho Tamanho N° de pb comparados/% de similaridade
Isolado (pb) Cepas (pb) Identidades % Gaps Origem
3098 1276 Agromyces ramosus (T) 1482 1234 1278 96,56% 2/1278
Agromyces ulmi (T) 1519 1240 1276 97,18% 0/1276
Agromyces sp. CM01 1454 1240 1276 97,18% 0/1276 Ambiental - China
Agromyces sp. CNJ745 PLO4 1492 1252 1278 97,97% 2/1278 Sedimento marinho tropical - USA
3401 1342 Arthrobacter globiformis (T) 1464 1311 1343 97,62% 1/1343
A. chlorophenolicus (T) 1446 1312 1337 98,13% 3/1337
Arthrobacter sp. ELLIN110 1437 1328 1342 98,96% 1/1342 Solo - Australia
Arthrobacter sp. BS20 1446 1327 1342 98,88% 1/1342 Ambiental - China
A. dextranolyticus T6 1414 1326 1344 98,66% 2/1344 Fonte n&o informada - Jap&o
Arthrobacter sp. PHE-3 1432 1327 1342 98,88% 1/1342 Solo - China
3299 1326 Brevibacterium linens (T) 1474 1286 1327 96,91% 4/1327
B. casei (T) 1450 1314 1326 99,10% 1/1326
B. casei DSM 20657 1423 1321 1327 99,55% 1/1327 Fonte néo informada - Alemanha
B. casei 3S(a) 1490 1318 1326 99,40% 0/1326 Amostra clinica - EUA
Brevibacterium sp. H15 1517 1316 1326 99,25% 0/1326 Amostra clinica - Jap&do
B. casei FMIA. 1494 1311 1326 98,87% 0/1326 Amostra clinica -EUA
3335 1274 Cellulomonas flavigena (T) 1484 1240 1275 97,25% 1/1275
C. gelida (T) 1500 1242 1274 97,49% 1/1274
C. chitinilytica X-BU-B 1460 1241 1274 97,41% 0/1274 Mat. Organico de fazendade gado - Coréia
C. terrae DBS 1475 1238 1274 97,17% 0/1274 Solo - Coréia
Cellulomonas sp. TR7-6 1453 1253 1274 98,35% 2/1274 Amostra ambiental - Coréia
3089 1306 Cellulomonas flavigena (T) 1484 1264 1305 96,86% 0/1305
C. hominis (T) 1406 1297 1307 99,23% 1/1307
C. parahominis W7387 1444 1297 1307 99,23% 1/1307 CDC - EUA
C. parahominis W7336 1443 1297 1306 99,31% 0/1306 CDC -EUA
C. parahominis W7385 1429 1298 1306 99,39% 0/1306 CDC - EUA
C. parahominis W7386 1443 1298 1306 99,39% 0/1306 CDC - EUA
3316 1331 Corynebacterium diphitheriae (T) 1485 1266 1336 94,76% 8/1336
C. simulans (T) 1469 1331 1331 100,00% 0/1331
C. simulans UCL557 1468 1330 1331 99,92% 1/1331 Fonte nao informada - Bélgica
C. simulans UCL557 1468 1330 1331 99,92% 1/1331 Fonte néo informada - Bélgica
C. simulans UCL301 1468 1328 1331 99,77% 1/1331 Fonte néo informada - Bélgica
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Tabela 7 . Continuacéo

Tamanho Tamanho N° de pb comparados/% de similaridade
Isolado (pb) Cepas (pb) Identidades % Gaps Origem
3020 1311 Corynebacterium diphitheriae (T) 1485 1200 1268 94,64% 6/1268
C. xerosis ATCC 373T (T) 1317 1236 1239 99,76% 0/1239
C. xerosis DSM 20743 1488 1306 1310 99,69% 0/1310 Fonte nado informada
C. xerosis 71376 1479 1307 1310 99,77% 0/1310 Amostra clinica e ambiental - Franca
C. xerosis K132 1444 1307 1310 99,77% 0/1310 Amostra clinica - Bélgica
C. xerosis AMZ 33487 1374 1307 1310 99,77% 0/1310 Amostra veterinaria - Espanha
3345 1256 Corynebacterium diphitheriae (T) 1485 1192 1260 94,60% 0/1260
C. glaucum (T) 1466 1252 1256 99,68% 0/1256
C. sundsvallense (T) 1468 1218 1261 96,59% 6/1261
C. riegelii (T) 1383 1213 1256 96,58% 1/1256
Corynebacterium sp. 47081 1465 1216 1264 96,20% 10/1264 Amostra clinica e ambiental - Franca
Corynebacterium sp. 96447 1401 1212 1262 96,04% 6/1262 Amostra clinica e ambiental - Franca
C. mucifaciens 97-0160 1468 1220 1266 96,37% 10/1266 Amostra clinica - Canada
3097 1193 Curtobacerium citreum (T) 1472 1185 1193 99,33% 1/1193
C. luteum (T) 1472 1186 1193 99,41% 1/1193
C. flaccumfaciens (T) 1514 1183 1193 99,16% 1/1193
C. flaccumfaciens SAFR 001 1328 1188 1195 99,41% 3/1195 Nave espacial - EUA
Curtobacterium sp 1594 1474 1187 1193 99,50% 1/1193 Amostra clinica - Alemanha
Curtobacterium sp. 3430 1474 1187 1193 99,50% 1/1193 Amostra clinica - Alemanha
3361 1392 Dermabacter hominis (T) 1481 1380 1392 99,14% 3/1392
Dermabacter hominis DSM 7083 1511 1373 1391 98,71% 2/1391
D. hominis AY853712 1479 1364 1372 99,42% 2/1372 Amostra clinica - Alemanha
D. hominis AF343728 1468 1378 1385 99,49% 2/1385 Amostra clinica - Noruega
Dermabacter sp. CDC group 3 427 1468 1368 1384 98,84% 2/1384 Fonte n&o informada - Ucrania
3069 1446 Exiguobacterium aurantiacum (T) 1527 1402 1445 97,02% 711445
E. lactigenes 10C 1510 1438 1446 99,45% 5/1446 Amostra marinha - Franca
Exiguobacterium sp. BTAHI 1479 1440 1445 99,65% 2/1445 Fonte nado informada - China
E. aestuarii TF-16 1517 1434 1445 99,24% 2/1445 Amostra marinha - Coréia
Exiguobacterium sp. CNJ771 PLO4 1526 1436 1445 99,38% 2/1445 Sedimento marinho - EUA
Exiguobacterium sp. BOLB 1386 1382 1387 99,64% 1/1387 Amostra marinha - Reino Unido
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Tabela 7. continuagdo

Tamanho Tamanho N° de pb comparados/% de similaridade
Isolado (pb) Cepas (pb) Identidades % Gaps Origem
3225 1309 Exiguobacterium aurantiacum (T) 1527 1296 1309 99,01% 2/1309
E. homiense HI-R8 1484 1305 1311 99,54% 3/1311 Areia do mar - Coréia
Exiguobacterium sp. NI5 1520 1307 1312 99,62% 4/1312 Sedimento marinho - China
Exiguobacterium sp. EP03 1524 1307 1311 99,69% 3/1311 Sedimento marinho - China
Exiguobacterium sp. CM1 1414 1306 1311 99,62% 3/1311 Fonte n&o informada - China
3369a 1338 Gordonia bronchialis (T) 1472 1314 1338 98,21% 0/1338
G. terrae (T) 1319 1248 1251 99,76% 0/1338
Gordonia sp. DEOB200 1522 1338 1338 100,00% 0/1338 Fonte ndo informada - Coréia
G. terrae CCWC4-2 1486 1338 1338 100,00% 0/1338 solo - Taiwan
G. terrae CCS2a 1474 1338 1338 100,00% 0/1338 solo - Taiwan
G. terrae CCS5-1 1481 1338 1338 100,00% 0/1338 solo - Taiwan
3369b 1333 Gordonia bronchialis (T) 1472 1309 1333 98,20% 0/1333
G. terrae (T) 1481 1332 1333 99,92% 0/1333
Gordonia sp. DEOB200 1522 1333 1333 100,00% 0/1333 Fonte ndo informada - Coréia
G. terrae CCWC4-2 1486 1333 1333 100,00% 0/1333 solo - Taiwan
G. terrae CCS2a 1474 1333 1333 100,00% 0/1333 solo - Taiwan
G. terrae CCS5-1 1481 1333 1333 100,00% 0/1333 solo - Taiwan
3712 1342 Microlunatus phosphovorus (T) 1444 1263 1340 94,25% 711340
Microlunatus phosphovorus DSM 10555T 1468 1264 1337 94,54% 3/1337 Arenito - Antartico
Propionibacteriaceae bacterium GSOIL 954 1454 1268 1341 94,56% 4/1341 Solo - Coréia
Actinobacterium SM48 1349 1338 1338 100,00% 0/1338 Sedimento marinho - China
3016 1325 Microbacterium lacticum (T) 1474 1296 1325 97,81% 0/1325
Microbacterium liquefaciens (T) 1474 1321 1325 99,70% 0/1325
M. oxydans (T)? 1466 1324 1325 99,92% 0/1325
M. oxydans SW366-KB-3 1396 1325 1325 100,00% 0/1325 Deposito de residuos radioativos - Russia
M. oxydans NJ6 1387 1325 1325 100,00% 0/1325 Fonte ndo informada - China
M. oxydans OUCZ46 1441 1325 1325 100,00% 0/1325 bactéria degradadora de PCB - EUA
Microbacterium sp . EP32 1486 1324 1325 99,92% 0/1325 Sedimento marinho - China
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Tabela 7. continuacéo

Tamanho Tamanho N° de pb comparados/% de similaridade
Isolado (pb) Cepas (pb) Identidades % Gaps Origem
3019 1328 Microbacterium lacticum (T) 1474 1298 1328 97,74% 0/1328
M. oxydans (T) ® 1466 1326 1328 99,85% 0/1328
M. liquefaciens (T) 1474 1323 1328 99,62% 0/1328
M. oxydans S15-M2 - 1488 1327 1328 99,92% 0/1328 Agua de pogo - Russia
Microbacterium sp . M63-2 - 1256 1256 1256 100,00% 0/1256 Fonte n&o informada - China
M. oxydans AC44 - 1510 1327 1328 99,92% 0/1328 Ambiente alcalino ndo salino - Portugal
M. oxydans OUCZ46 1441 1327 1328 99,92% 0/1328 Bactéria degradadora de PCB - EUA
3155 1339 Microbacterium lacticum (T) 1474 1308 1339 97,68% 1/1339
M. flavescens (T) 1467 1323 1339 98,81% 1/1339
Microbacteriaceae bacterium KVD-unk-67 1486 1336 1339 99,78% 0/1339 Deposito vulcanico-Hawalian - EUA
Microbacteriaceae bacterium KVD-1790-01 1486 1337 1339 99,85% 0/1339 Deposito vulcanico-Hawalian - EUA
M. laevaniformans 1423 1332 1339 99,48% 0/1339 Fonte n&o informada - Alemanha
Microbacterium sp . S15-C 1437 1334 1339 99,63% 0/1339 Deposito radioativo - Russia
3227 1321 Microbacterium lacticum (T) 1474 1281 1322 96,90% 3/1322
M. flavescens (T) 1471 1300 1322 98,34% 2/1322
Microbacterium sp. ORS1417 1456 1297 1322 98,11% 2/1322 Alimento - Tunisia
Microbacterium sp. JS-3 1412 1300 1322 98,34% 3/1322 Tratamento de Agua - China
M. takaoensis 451 1435 1300 1322 98,34% 3/1322 Fonte n&o informada - Japdo
M. thalassium ASD 1368 1301 1322 98,41% 2/1322 Fonte n&o informada - Alemanha
3407b 1338 Microbacterium lacticum (T) 1474 1286 1335 96,33% 1/1335
M. flavescens (T) 1471 1310 1332 98,35% 0/1332
M. resistens (T) 1461 1314 1335 98,43% 1/1335
M. takaoensis 451 1435 1321 1335 98,95% 1/1335 Fonte n&o informada - Japdo
Microbacterium sp JS-3 1412 1321 1335 98,95% 1/1335 Tratamento de Agua - China
Microbacterium sp, ASD 1378 1324 1335 99,18% 0/1335 Solo europeu
3408b 1404 Microbacterium lacticum (T) 1474 1275 1307 97,55% 4/1307
M. thalassium (T) 1533 1160 1191 97,40% 6/1191
M. imperiale (T) 1229 1353 1390 97,34% 7/1390
M. imperiale 1470 1352 1391 97,20% 7/1391 Fonte n&o informada - Japdo
M. arborescens KR10 1456 1191 1223 97,38% 5/1223 Fonte n&o informada - Suica
M. thalassium 1513 1158 1187 97,56% 2/1187 Fonte n&o informada - Alemanha
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Tabela 7. continuagéo

Tamanho Tamanho N° de pb comparados/% de similaridade
Isolado (pb) Cepas (pb) Identidades % Gaps Origem
3223 1338 Microbacterium lacticum (T) 1474 1302 1338 97,31% 1/1338
M. flavescens (T) 1471 1318 1335 98,73% 0/1335
M. resistens (T) 1461 1316 1338 98,36% 1/1338
Microbacterium sp ASD 1378 1323 1338 98,88% 0/1338 Solo europeu
M. takaoensis 451 1435 1321 1338 98,73% 1/1338 Fonte n&o informada - Japao
Microbacterium sp. JS-3 1412 1321 1338 98,73% 1/1338 Tratamento de Agua - China
3188 1337 Microbacterium lacticum (T) 1474 1307 1337 97,76% 1/1337
M. flavescens (T) 1467 1324 1337 99,03% 1/1337
Microbacterium sp. C24KA 1474 1336 1337 99,93% 0/1337 Amostra clinica - EUA
Microbacterium sp.S15-C 1402 1337 1337 100,00% 0/1337 Ambiental - Russia
Microbacteriaceae bacterium KVD unk- 65 1486 1334 1337 99,78% 0/1337 Dep6sito vulcanico Havai - EUA
3211A 1273 Microbacterium lacticum (T) 1474 1254 1273 98,51% 0/1273
M. terregens (T) 1437 1257 1275 98,59% 4/1275
M. aurum (T) 1341 1170 1192 98,15% 2/1192
M. aurum DSM 8600 1472 1269 1273 99,69% 0/1273 Fonte n&o informada - Alemanha
Microbacterium sp. KV 492 1443 1264 1273 99,29% 0/1273 Fonte n&o informada - Japao
Microbacterium sp. KV 490 1421 1261 1273 99,06% 0/1273 Fonte n&o informada - Japao
Microbacterium sp. DI-15 1361 1266 1273 99,45% 0/1273 Biofiltro marinho - Alemanha
3080 1315 Microbacterium lacticum (T) 1474 1288 1315 97,95% 1/1315
M. paraoxydans (T) 1490 1298 1315 98,71% 0/1315
M. phyllosphaerae (T) 1478 1295 1315 98,48% 0/1315
M. oleivorans (T) 1490 1313 1315 99,85% 0/1315
M. oleivorans J02 1477 1312 1315 99,77% 0/1315 Planta - China
3248 1410 Microbacterium lacticum (T) 1474 1364 1404 97,15% 2/1404
M. resistens (T) 1461 1380 1401 98,50% 2/1401
M. testaceum (T) 1469 1384 1400 98,86% 1/1400
M. oxidans B5 1517 1388 1411 98,37% 1/1411 Fonte néo informada - China
Microbacterium sp. 44574 1233 1214 1233 98,46% 0/1233 Amostra clinica - China
Microbacterium sp. SKJH 1513 1403 1410 99,50% 0/1410 Amostra clinica - Coréia
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Tabela 7. continuagéo

Tamanho Tamanho N° de pb comparados/% de similaridade
Isolado (pb) Cepas (pb) Identidades % Gaps Origem
3249 1281 Microbacterium lacticum (T) 1474 1267 1279 99,06% 0/1279
M. aurum (T) 1341 1216 1237 98,30% 2/1237
M. schleiferi (T) 1464 1259 1280 98,36% 2/1280
Microbacterium sp . DI-15 1361 1267 1272 99,61% 0/1272 Biofiltro marinho - Alemanha
M. aurum DSM 8600 1472 1276 1279 99,77% 0/1279 Fonte ndo informada - Alemanha
Microbacterium sp . KV-492 1443 1272 1279 99,45% 0/1279 Fonte n&o informada - Japao
3117 1328 Nocardioides albus (T) 1470 1253 1329 94,28% 12/1329
N. alkalitolerans KSL-1 1473 1280 1328 96,39% 8/1328 Solo - Coréia
N. alkalitolerans KSL-9 1473 1280 1328 96,39% 8/1328 Solo - Coréia
N. alkalitolerans KSL-10 1473 1280 1328 96,39% 8/1328 Solo - Coréia
Actinobacterium NZ3 1375 1321 1328 99,47% 0/1328 Agua wulcanica - Nova Zelandia
TSAB1 1331 Rhodococcus rhodochrous (T) 1474 1279 1327 96,38% 1/1327
R. corynebacterioides (T) 1477 1321 1327 99,55% 0/1327
Nocardia corynebacterioides DSM 20151 1494 1325 1327 99,85% 0/1327 Fonte ndo informada - Alemanha
Rhodococcus sp JL-538 1477 1331 1331 100,00% 0/1331 Amostra marinha - China
Rhodococcus sp P27-27 1478 1324 1331 99,47% 0/1331 Amostra marinha - China
3165 1332 Rhodococcus rhodochrous (T) 1474 1274 1330 95,79% 6/1330
R. corynebacterioides (T) 1477 1316 1330 98,95% 5/1330
Nocardia corynebacterioides DSM 20151 1494 1320 1330 99,25% 5/1330 Fonte ndo informada - Alemanha
R. corynebacterioides CCUG49711 1477 1321 1331 99,25% 5/1331 Amostra ambiental - Suécia
Rhodococcus sp. JL-538 1477 1323 1331 99,40% 5/1331 Amostra ambiental - China
3032b 1180 Rhodococcus rhodochrous (T) 1474 1133 1180 96,02% 1/1180
R. corynebacterioides (T) 1477 1171 1180 99,24% 0/1180
R. corynebacterioides CCUG 49711 1477 1175 1180 99,58% 0/1180 Amostra ambiental - Suécia
Nocardia corynebacterioides DSM 20151 1494 1175 1180 99,58% 0/1180 Fonte ndo informada - Alemanha
Nocardia corynebacterioides NRRL21057 1495 1171 1180 99,24% 0/1180 Fonte ndo informada - EUA
Rhodococcus sp . JL-538 1477 1177 1180 99,75% 0/1180 Fonte ndo informada - China
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Tabela 7. continuagdo

Tamanho Tamanho N° de pb comparados/% de similaridade
Isolado (pb) Cepas (pb) Identidades % Gaps Origem
3212 1316 Streptomyces albus (T) 1499 1298 1326 97,89% 6/1326
S. chartreusis (T) 1448 1295 1316 98,40% 0/1316
S. kunmingensis NBRC 14463 (T) 1454 1308 1316 99,39% 0/1316 Fonte n&o informada - Jap&o
Streptomyces sp. 1A01513 1487 1313 1316 99,77% 0/1316 Solo - China
Streptomycetacea SR 70 1497 1309 1316 99,47% 0/1316 Fonte ndo informada - Australia
3268 1318 Streptomyces albus (T) 1499 1264 1320 95,76% 2/1320
S. virginae 1IFO12827 (T) 1514 1309 1318 99,32% 0/1318
S. subrutilus (T) 1516 1313 1318 99,62% 1/1318
S. virginae IFO3729 1514 1309 1318 99,32% 0/1318 Fonte n&o informada - Jap&o
S. colombiensis NRR/B1990 1528 1315 1318 99,77% 0/1318 Fonte nao informada - EUA
S. sakaiensis NBRC 3405 1454 1315 1318 99,77% 0/1318 Fonte n&o informada - Jap&o
S. citricolor NBRC 13005 1471 1314 1318 99,70% 0/1318 Fonte n&o informada - Jap&o
S. lavendulae NBRC 12341 1475 1315 1318 99,77% 0/1318 Fonte n&o informada - Jap&o
3341 1351 Streptomyces albus (T) 1499 1253 1354 92,54% 9/1354
S. tauricus (T) 1492 1307 1351 96,74% 6/1351
S. glomeroaurantiacus NBRC 15418 1456 1310 1353 96,82% 9/1353 Fonte n&o informada - Jap&do
Streptomyces sp .LZ 531 1450 1319 1356 97,27% 6/1356 Fonte n&o informada -China
Streptomyces sp. KN1220 1505 1307 1351 96,74% 6/1351 Fonte n&o informada -China
3207 1297 Streptomyces albus (T) 1499 1238 1299 95,30% 6/1299
S. caviscabies (T) 1523 1292 1297 99,61% 4/1297
S. setonii (T) 1532 1292 1297 99,61% 4/1297
S. parvus NBRC 3388 1478 1293 1297 99,69% 4/1297 Fonte n&o informada - Jap&o
S. parvus NBRCI 1458 1293 1297 99,69% 4/1297 Fonte n&o informada - Jap&o
S. albovinaceus JCM 4343 1441 1293 1297 99,69% 4/1297 Fonte n&o informada - EUA
S. badius NRRLB 2567 1496 1293 1297 99,69% 4/1297 Fonte n&o informada - EUA
3182 1333 Streptomyces albus (T) 1499 1282 1327 96,61% 1/1327
S sclerotialus (T) 1498 1299 1326 97,96% 0/1326
S rimosus (T) 1485 1298 1326 97,89% 0/1326
S. albiaxialis NBRC 101002 1472 1319 1326 99,47% 0/1326 Fonte n&o informada - Jap&o
S. panacagri GSOIL 519 1492 1291 1328 97,21% 4/1328 Solo - Coréia
S. paraguayensis NBRC 13463 1468 1316 1333 98,72% 0/1333 Fonte nao informada - Jap&o

%a sequéncia depositada referente a cepa tipo possui um nucleotideo néo definido (N)



Figura 8a. Alinhamento das sequiéncias parciaissde ¢6S rRNA dos isolados do gén€arynebacterium
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Figura 8a - continuacéo
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Figura 8b. Alinhamento das sequéncias parciaisete 6S rRNA dos isolados do génEsaguobacterium
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Figura 8b. continuacao
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Figura 8c. Alinhamento das sequiéncias parciaisethe §6S rRNA dos isolados do génkticrobacterium.
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Figura 8c. continuacéo
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Figura 8c. continuacéo
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Figura 8c. continuacao
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Figura 8c. continuagao
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Figura 8d. Alinhamento das seqiiéncias parciaisetie 46S rRNA dos isolados do génBtwdococcus
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Figura 8d. continuacéo
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Figura 8e. Alinhamento das sequéncias parciaieede @6S rRNA dos isolados do gén8teeptomyces
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Figura 8e. continuagéo
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Figura 8e. continuagéo
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5. DISCUSSAQO
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A caracterizacao fenotipica convenciaealizada nesse trabalho nao foi capaz de
concluir a identificacdo dos isolados estudadoses ansulta de esquemas propostos na
literatura (FUNKE et al, 1997; FUNKE; BERNARD, 2003; KRIEG; HOLT, 1984;
KONEMAN et al, 2001). Os esquemas utilizados por diversos esifaram baseados em
isolados de origem clinica e pouco se sabe sobreetedzacao fenotipica de isolados

ambientais.

O sistema de identificacdo comercial APl CORYNEliz#do neste estudo é
padronizado para identificacdo de bactérias carineds, em 24 horas e segundo o
fabricante, o banco de dados do programa APIWEBipitisa identificar os seguintes
géneros:Actinomyces, Arcanobacterium, Arthrobacter, Bregteaum Microbacterium,
Leifsonia, Cellulomonas, Corynebacterium, Dermabgct Dietzia, Erysipelothrix,
Gardnerella, Gordonia, Listeria, Oerskovia, Propibacterium, Rhodococcus, Rothia e
Turicella, num total de 80 taxons (uma espécie, um bidtipseja, dentro de uma espécie,
um subconjunto de estirpes com 0 mesmo comportanigaguimico ou um grupo de
espécies que ndo é possivel separar com os testgalatia) (BioMerieux, 2007). Esse
sistema apresenta limitacbes e informa que a ss@ #«@ dados € essencialmente para
bactérias corineformes mais freqientemente isoladasmostras clinicas. Sendo assim,
ndo sdo contemplados neste banco de dados os g&uetobacterium Exiguobacterium,
Agromycespresentes neste estudo, entre outras bactéeiasminadas corineformes de

origem ambiental.

Outra limitacao do sistema API CORYNE é a recomeadala realizacéo de testes
complementares quando nado for possivel difereng@meros ou espécies. Gavin e
colaboradores (GAVINet al, 1992) e Funke e colaboradores (FUNKEal, 1997),
avaliaram esse sistema utilizando um grande nuoheroactérias corineformes de origem
clinica. Ambos os autores observaram um aumentpatdeentagem de acerto quando
usaram testes complementares passando de 84,2%&ava e de 35,4 para 90,5%. No
nosso estudo quando foi necessério realizar testaplementares recomendados, nao foi
possivel diferenciar os géneros sugeridos. Isse ped justificado talvez devido ao fato
destes testes distinguirem amostras clinicas degée®ros. Para demonstrar tal
particularidade, o sistema indica que a prova de&g&o/Fermentacéo seja positiva para o
géneroMicrobacterium entretanto, apenas quatro dos doze isoladdéictebacteriumsp.
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(sequenciados) que sao de origem ambiental apaeaenessa prova positiva (Tabela 3 e
6). Para o isolado 329®Bievibacterium spforam recomendados os testes hidrélise da
caseina e cor da colbnia para diferenciacdo dosrg€Rhodococcu® Brevibacterium,
porém, diferente do proposto pelo APl CORYNE obaeres resultado negativo para a
hidrélise da caseina. Além disso, para os isolad®8, 3712, 3117, 3069, 3225 e 3097
(Tabela 5), os géneros sugeridos foram equivocadofrme resultados da analise do
sequénciamento do gene 16S rRNA. Alguns autoreENER et al, 1991 e FUNKEet

al., 1997) também relataram que a leitura dos testdzada apos 48 horas de incubacéo
melhora o desempenho dos resultados do API CORYéEte estudo observamos que os
isolados 3299 e 3361 foram corretamente identifisgabr esse sistema apoés incubacao por
mais de 48 horas (Tabela 5 e Figura 6).

Os isolados 3369a e 3369b foram identificados c&hodococcus spelo API
CORYNE enquanto a andlise das sequéncias do geBerRBA revelou que estes
pertencem ao génefdordonia sp (Tabela 5). Algumas espécies do géneordoniasao
provenientes de reclassificacdo taxonémica de esspdo géner&rhodococcugexemplo:
Rhodococcubronchialis, Rhodococcus rubropertinctus, Rhodoasaputie Rhodococcus
terrae) (STACKEBRANDT, SMIDA; COLLINS, 1988) Alguns autes relatam a
dificuldade de identificar espécies d&ordonia por métodos tradicionais e a
impossibilidade de distingui-las do gén&bodococcuslevido ao estreito relacionamento
entre esses géneros (FUNKE; BERNARD, 2003; MCNBIROWN, 1994).

Varios estudos utilizaram a andlise do sequéncitomédo gene 16S rRNA para
identificacdo ao nivel de género e/ou espéciesusive quando observaram falhas na
identificacdo por métodos convencionais e sistetbagerciais automatizados e mostraram
a eficacia desta metodologia aplicada a isoladosridem clinica (BOSSHARDet al,
2003, 2004; DRANCOUREt al, 2000, 2004; FONTANAet al, 2005; PETTI; POLAGE;
SCHRECKENBERGER, 2005; TANGt al, 2000; WOOet al, 2003). Atualmente
existem inimeros estudos que utilizam esta metgdolpara avaliar as proporcdes das
espécies nas populacbes das bactérias ambientalisapos em revistas especializadas
como a “Applied and Environmental Microbiology”. &nrcourt e colaboradores
(DRANCOURT et al., 2000) observaram que 10,2 % dos isolados estudsdopuderam

ser identificados por essa andlise e que estes n@renientes principalmente de fontes
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ambientais. No nosso estudo 2,77% (um isolado - )3db2 isolados n&do pode ser
identificado por esta metodologia e 2,77% (um ismlad117) foi classificado apenas ao
nivel de familia. Isolados néo identificados peafdlise da seqiiéncia do gene 16S rRNA
provavelmente podem representar novos géneros pécies. Esta metodologia pode
sugerir a localizacao filogenética destes isoladogietanto € necessaria a realizacdo de
caracterizacbes adicionais para descricdo desteRANROURT et al, 2000;
STACKEBRANDT et al, 2002).

Uma limitagdo desta metodologia é a ausénciamdeansenso universal sobre
a similaridade requerida para designar uma secgiémaim género ou espécie. Varios
autores tém sugerido valores acima de 97% parairdgéinero e acima de 99% para definir
espécie (BOSSHARI.t al, 2003; CLARRIDGEet al, 2004; DRANCOURTet al, 2000;
MIGNARD; FLANDROIS, 2006). E interessante ressaljaie os trabalhos que avaliam
esta metodologia para identificagcdo utilizam difées seguimentos deste gene empregando
0s critérios acima para definicdo de género e e&pe0 Kit MicroSeq 500 16S ribosomal
DNA (Applied Biosystems), que sequéncia e analisaftagmento dos primeiros 527 pb
do gene 16S rRNA tem sido utilizado para identféa de espécies de bactérias
patogénicas para o homem, entretanto este sisteyda ado foi avaliado para isolados
ambientais (FONTANAet al, 2005; PETTI; POLAGE; SCHRECKENBERGER, 2005;
TANG et al, 2000; WOOet al, 2003). Wang e colaboradores (WAN$B al, 2004)
realizaram uma avaliacdo da eficacia da determinaf@ categoria taxondmica de
sequéncias do gene 16S rRNA com diferentes tamafpmes de bases) utilizando
seqUéncias depositadas no banco de dados Ribosdrashbase Project |l
(RIBOSOMAL..., 2007). Este estudo mostrou que corseqiénciamento completo do
gene € possivel obter acertos de 94,3% dos géardss das familias, 99,3% das ordens,
99,9% das classes e filos enquanto o sequénciamant@l do gene (400 pb) acertos de
92,4% dos géneros, 96,5% das familias, 99,5% dasiyr®®,7% das classes e filos
(Figura 9).

Para resumir ndo é possivel dar um valor definiiesimilaridade para definir
género e/ou espécies utilizando a analise das seig8édo gene 16S rRNA. Isto &
justificado em parte porque os valores percentpaidem variar se forem calculados
usando somente os primeiros 500 pb ou todos 09 1pH0(CLARRIDGE, 2004). E
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provavel que um anico valor para definicdo do gérer espécie com base na seqiiéncia do
gene 16S rRNA néo seja apropriado para todos as@&numa vez que estes podem sofrer
processos evolucionarios distintos (CLARRIDGE, 20DREN, 2004).

A definicAo de espécie bacteriana tem sido angiéen discutida por
taxonomistas (GEVERSt al, 2005; OREN, 2004; STALEY, 2006), entretanto,apque
uma espécie seja definida, o Comité Internacional Sistemética Bacteriana do
“International  Journal of Systematic Evolucionary ichMbiology” (IJSEM)
(STACKEBRANDT et al, 2002) reafirma a necessidade da realizacédo dadoiegia de
reassociacdo do DNA-DNA e a determinacdo da diveigéATm) e sugere que toda
descricdo de espécie deve incluir uma sequéncid68erRNA quase completa (>1300
nucleotideos, <0,5% de ambigiidade). Estes automsagam estudos que possam avaliar
a utilizacdo de novas metodologias molecularesctai® a analise das sequéncias de genes

“housekeeping” para delinear espécies.

Nesse estudo a analise da seqiéncia do gene 168 r&MKlou uma grande
variedade de microrganismos pertencentes princgrgkna ordem do#ctinomicetales
com excecao dos isolados 3069 e 3225, pertencaredemBacillales. Um total de 12
géneros pertencentes a 11 familias foi identificagdon destaque para as familias
Microbacteriaceaee StreptomycetaceadNao foi observada a correlacdo entre o género
bacteriano identificado e a localizacdo na arearatealho onde é realizado o Ensaio de
Esterilidade, o que indica que estes fazem partenideobiota das areas estudadas. Os

relacionamentos desses géneros podem ser mostradogura 10.

A analise da seqUéncia do gene 16S rRINAsolado 3098 mostrou que este
pertence ao génerAgromyces Quase todas as espécies deste género apresesitam p
menos uma sequéncia do gene 16S rRNA depositadasmBank, entretanto a seqiéncia
da espécie mais similar a obtida para esse isétadmromyces ulmfT) (97,18%) (Tabela
7).

Atualmente o génercAgromyces possui dezessete espécies encontradas

principalmente em solo (EUZEBY, 2007) e foi propogor Gledhill e Casida em 1969
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para actinomicetos, microaerofilos, aerdbios, fdatnso, ramificado, fragmentado,
catalase negativa que apresentavam reacado de exidgativa. Mais tarde foram descritas
espécies desses géneros com caracteristicas feastifistintas tais como: aerdbio estrito,

catalase e oxidase positiva e néo filamentosa (DEEEYA et al., 2003).

O isolado 3401 foi identificado como pertencente g&nero Arthrobacter
Atualmente esse género possui 51 espécies desguigasdo amplamente distribuidas no
ambiente, especialmente no solo (EUZEBY, 2007), teas sido encontrado também
causando infeccdo humana (BERNASCO#Ial, 2004; HUANG et al, 2005). Para
muitas espécies dArthrobacter existe apenas uma Unica cepa descrita, a cepa tipo
(FUNKE et al, 1997).

E provavel que o isolado 3299 pertencBravibacterium caseilevido a sua
elevada similaridade com as cepas desta espétisiugca cepa tipo (acima de 99% de um
fragmento de 91,45% da sequéncia da cepa tipB.dmse)l (Tabela 7). Atualmente o
género possui vinte e duas espécies descritas (BYZFD07). Espécies deste género sio
encontradas na pele humana e de outros animaigi@ppfmente em produtos lacteos
(FUNKE et al, 1997). Infec¢Bes clinicas causadas por espéeigsevibacteriunsao raras
e alguns relatos foram descritos principalmente gacientes imunocomprometidos
(CANNON et al, 2005; ULRICHet al,, 2006).

Podemos afirmar que o isolado 3361 pertence &iedpérmabacterhominis
de acordo com os resultados obtidos pelo seqtiéantantdo gene 16S rRNA e devido a
este género possuir apenas esta espécie (TabdlEm)disso, este isolado foi também foi
identificado pelo API CORYNE em 48 horas, como @ecente a essa espécie. Jones e
Collins (1988) descreveram esta espécie em isoldegmzle humana. Casos de infeccbes
clinicas tais como abscessos cerebrais, Bacteremizsteomielites foram descritos,
entretanto esta espécie € um raro patdogeno opstaUGOMEZ-GARCESet al, 2001;
BOSTERHAUTet al, 2002).

Os isolados 3069 e 3335 pertencem ao gé@ettlulomonas O isolado 3089
provavelmente pertence a espéCiehominis,pois compartilhou similaridade maior que

99% com a cepa tipo desta espécie e cepas depssitad@eneBank equivocadamente
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como C. parahominis.O trabalho que originou estas seqtiéncias (AY655A3555731,
AY655730, AY655729, AY655728) refere que estas grextm a espéci€. hominis
entretanto foram depositadas con@@ parahominis (BROWN et. al., 2005). A
nomenclaturaC. parahominiswunca foi descrita como espécie (EUZEBY, 2007¢spécie

C. hominisfoi descrita por Funke e colaboradores (FUNKEL, 1995). O solo é o habitat
da maioria das espécies do género, entretanto akjespécies tém sido descritas como
causadoras de infec¢cdes humanas (FUNK&.,1997; BROWNet al, 2005). A sequéncia
do gene 16S rRNA do isolado 3335 apresentou maafasidade com a sequéncia um
isolado de origem ambiental (Tabela 7). Atualmgdiferam descritas quatorze espécies do
género (EUZEBY, 2007).

Para o grupo de bactérias constituido pelos isel&8816, 3020 e 3345, a
analise realizada identificou os mesmos como pegtgrs ao géner@orynebacteriune
provavelmente sejam Corynebacterium simulans, Corynebacterium Xxerosis e
Corynebacterium glaucumespectivamente devido ao alto grau de similariddde
sequéncias obtidas com as depositadas nos bancdadde consultados (Tabela 7). O
género possui atualmente sessenta e quatro espécieacontram-se amplamente
distribuidos na natureza, encontrados em solos gelgae mucosa de humanos e outros
animais (EUZEBY, 2007; KONEMANet al, 2001). H& relatos de infecgdes humanas
causadas pelas espéctéssimulanse C. xerosis(PESSANHAet al, 2003; WATTIAU,
JANSSENS; WAUTERS, 2000). A espéce glaucumfoi descrita para um Unico isolado
proveniente de corante de cosmeético, utilizandonapecaracterizacdo fenotipica e
comparacdo da seqUéncia do gene 16S rRNA com oobdacdados (YASSIN;
KROPPENSTEDT; LUDWIG, 2003). Até o0 momento, o isll&3345 revelou ser o Unico
encontrado ap0s a descricdo desta espécie. Esadoaftitnece maior credibilidade na
existéncia desta espécie bacteriana. Christensmtaboradores (CHRISTENSE®SL al,
2001) propuseram que a descricdo de novas esgdésws implementada pelo Comité
Internacional de Sistematica de Procariotos quamdoestudo realizado tivesse

obrigatoriamente mais de uma amostra.

O isolado 3097 pertence ao gén€uatobacterium pois esta relacionado a trés
espécies deste género apresentando similaridad® maeé 99% quando a sequéncia do

gene 16S rRNA foi analisada. O género possui at®mento seis espécies descritas com
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pelo menos uma seqiiéncia do gene 16S rRNA depasitaGenBank (EUZEBY, 2007), e
sdo geralmente encontradas em plantas. A es@ediaccumfacien® um patdégeno bem
estabelecido para plantas (KOMAGTA; SUZUKI, 198@ecentemente, Funke e
colaboradores (FUNKEet. al, 2005) descreveram pela primeira vez infecgdo amam
causada porCurtobacterium Os membros do género Curtobacterium sao muito
confundidos com os géner@ellulomonase Microbacterium (KOMAGTA; SUZUKI,
1986).

As sequéncias do gene 16S rRNA para os isolado8 808225 mostraram alta
similaridade (acima de 99%) com sequUéncias de ieslade amostras ambientais,
principalmente de sedimentos marinhos depositadaso cpertencentes ao género
Exiguobacterium. O género possui doze espécies descritas até o nwr(EdZEBY,
2007). Algumas sequéncias deste género depositad&enBank apresentam o nome da
espécie equivocadd. lactigenesisolado 10C foi recentemente caracterizado e iescr
como a nova espécte. profundum(CRAPART et al., 2007). A sequéncia com o numero
de acesso DQ351341 no GeneBank foi depositada &nhomienseHI-R8, entretanto,
esta espécie ndo foi ainda descrita na literatBtaZEBY, 2007). Tém sido relatadas
numerosas cepas de varias fontes clinicas (pelmefetos, fluido cerebroespinhal), mas

ndo existem casos relatados (FUN&EaL, 1997).

E provavel que os isolados 3369a e 3369b sejaneseptativos da espécie
Gordonia terraepor ter apresentado identidade quase total (291 %) com a cepa tipo
e nao tipo da espécie (Tabela 7). Apesar de estados apresentarem diferente
pigmentacao da colbnia, as sequéncias obtidaopgeae 16S rRNA tiveram identidade de
100% (dados ndo mostrados). O género possui 25iespdescritas (EUZEBY, 2007).
Stackebrandt e colaboradores (STACKEBRAND&t al, 1988) reintroduziram
microrganismos anteriormente consideraBb®dococcusao géneraGordoniacom base
em andlises comparativas de 16S rRNA. Os membrogy&ero sdo amplamente
distribuidos na natureza, tém sido isolados de kmada em tanques de aeracéo e plantas
de tratamento biolégico de rede de esgotos (MCNBROWN, 1994). A identificacdo de
espécies deGordonig assim como a diferenciacdo destas para o gémdmoianado
Rhodococcusdo é possivel com base nas caracteristicas biamsi (FUNK; BERNARD,

2003; MCNEIL; BROWN, 1994)Gordonia terraetem sido relatada raramente como causa
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de bacteremias, porém casos de infec¢des por gstaie podem ser subestimados devido
a dificuldade na diferenciacdo com o génRtmdococcusa identificacdo definitiva deve
ser realizada pelo sequiénciamento do gene 16S (&BNASANDE et al,, 2006).

Doze isolados (3016, 3019, 3155, 3227, 3407b, 1346223, 3188, 3211a,
3080, 3248, e 3249) foram identificados como pedates ao génerblicrobacterium
Neste estudo, este género foi o0 mais encontradalente quarenta e quatro espécies
desse género foram descritas (EUZEBY, 2007). A§&mgjas do gene 16S rRNA obtidas
para estes isolados apresentaram maior similaridasleamostras ambientais (Tabela 7).
Schumann e colaboradores (SCHUMANNal., 1999) demonstraram que para 0 género
Microbacterium que altos valores de similaridade entre sequérdiagene 16S rRNA
(>99%) nem sempre indicam que seus membros sdo staarespécie como, por exemplo,
a andlise deste gene mostrou yueoxidansapresenta altos valores de similaridade com as
espéciedVl. luteolumDMS 2143 (T) (99,9%)M. liquefaciensDMS 20638 (T) (99,7%) e
M. saperdaeDMS 20168 (T) (99,6%). Este género é encontrado freqiéncia no meio
ambiente e existem alguns relatos de infeccbes masn@~UNKE; BERNARD, 2003;
GIOVANNI et al, 2006; LAFFINEURet al., 2003;).

E bem provavel que os isolados TSAB1, 3165 e 303@ltencam a espécie
Rhodococcus corynebacterioidgsvido aos valores de similaridade entre as setpgdo
gene 16S rRNA com a cepa tipo desta espécie. AciesRé corinebacterioidesofreu
alteracdo taxondmica, pois pertencia ao géMNwoardiae algumas sequéncias do gene
16S rRNA foram depositadas no GeneBank cdinoardia corynebacterioide® ASSIN;
SCHAAL, 2005). O género possui trinta espécies ritasc(EUZEBY, 2007). O potencial
patogénico de membros do novo génRitodococcue em particulaR.. equipode ser
subestimado porque a deteccdo destes microrganismosspécimes clinicos pode ser
considerada contaminacdo ambiental ou colonizaggpete (MCNEIL; BROWN, 1994).
Tém sido encontradas na literatura relatos de ¢dfesx causadas pdRhodococcus
(GARTHWAITE et al, 2007; MARCHIORIet al, 2006; MISTRYet al., 2006).

A analise molecular realizada mostrou que os dese8212, 3268, 3341, 3207

e 3182 pertencem ao gén@treptomycesis espécies mais similares aos isolados 3212 e

80



3182 foram Streptomyces kunmingens&ém de dois outros isolados ambientais e
Streptomyces albiaxialisSiIBRC 101002 respectivamente (Tabela 7). Observajnesas
sequéncias do gene 16S rRNA dos isolados 3268 &r8@6traram similaridade maior que
99% para diversas especies apontando a dificuldaddifdrenciacdo das espécies do
género. Até o momento, 0 género possui mais deesp@cies (EUZEBY, 2007). As
espécies deste género sao microrganismos ambjegnamntrados em solos, e tém grande
importancia em diversas areas industriais, incluimdfarmacéutica e poucas espécies
produzem infeccbées humanas (EKKELENKAMP al, 2004; KONEMANat al., 2001,
NICHOLS et al, 2005;). A taxonomia do géneftreptomycegontinua muito confusa
apesar das revisdes realizadas aplicando variasdoiegias fenotipicas e moleculares.
N&o existem critérios para definicdo das espéaesld a grande variedade morfoldgica,
cultural e as caracteristicas fisiolégicas e bioicas observadas inter e intra-espécie.
Entretanto, existem espécies a serem descritasidergificacdo ao nivel de espécie
permanece dificil e impossivel usando somente roétddnotipicos (ANDERSON &
WELLINGTON, 2001; MCNEIL & BROWN, 1994).

A comparacéao da sequiéncia do gene 16S rRNA das@bl7 com as seqiéncias
depositadas nos bancos de dados consultados mastndaridade de 96,39% com o
géneroNocardioides nao existindo no banco de dados (GeneBank) seigi$éde géneros
mais relacionadas geneticamente com este isolade. ¥alor de similaridade nos permite
constatar que o isolado pertence a famNiacardioidaceae(RIBOSOMAL..., 2007,
STACKEBRANDT et al, 2002). Uma sequéncia de um isolado de aguaniakcg§Nova
Zelandia) depositada como Actinobacterium N23 (acesso AF 356018) mostrou
similaridade de 99,47% (Tabela 7), esse resultadersua possibilidade destes isolados

pertencerem a uma nova espeécie e género.

A sequéncia do gene 16S rRNA para o isolado 37fradilhou somente 94,25%
de similaridade com a sequUéncia da cepa tipo daal@spécie do génehldicrolunatus o
Microlunatus phosphovoru@o. acesso D 26169) (NAKAMURAt al, 1995) e 94,56 %
de similaridade com a cepa tipo da espdeaidmanniella antarticadepositada no
GeneBank comoMicrolunatus phosphovorud DSM 10555 (no. acesso Z 78207)
(SCHUMANN et al, 1997) (Tabela 7). Estes resultados mostram gtee isolado esta

81



relacionado a dois géneros que pertencem a disréamilias, dVlicrolunatuspertence a
familia Propionibacterinaceaee o0 géneroFriedmanniella a familia Nocardioidaceae
(EUZEBY, 2007). Interessante observar que a seugiéip isolado 3712 apresentou
identidade de 100% com sequéncia de uma cepa dejmsito GeneBank como
Actinobacterium SM48 (no. acesso DQ 195859) praamei de sedimento marinho na

China, o que fortalece a sugestdo destes pert@emeetena nova espécie e género.

Alguns estudos mostram a necessidade de metod®log@eculares para a
identificacdo de alguns grupos bacterianos prowéese do controle ambiental e de
produtos farmacéuticos (SUTTON & CUNDELL, 2004; CDHELL, 2006). Cundell
(2006) realizou uma revisdo sobre estratégias elgifitacdo e caracterizacdo microbiana
em produtos farmacéuticos e em programas de mamtmto microbiano e considera
necessaria a utlizacdo de metodologias moleculpas andlise mais efetiva das
investigacGes sobre os contaminantes de prodwosheentes farmacéuticos, com objetivo
de identificar a origem e determinar agBes prevastna industria. Apesar da necessidade
e da preocupacdo das industrias farmacéuticas cahanéficacdo, sdo raros os relatos
sobre a incidéncia das espécies bacterianas eadastmestas areas. No Unico relato
encontrado, os principais géneros bacterianos mies@as areas limpas estudadas foram
Bacillus Staphylococcuse Corynebacteriumque foram identificados com o sistema
automatizado VITEK utilizando os cartdes GNI ("@raegative identification”) e GPI
(“Gram positive identification”) (ABREL&t al, 2003). Entretanto, este sistema néo é capaz
de identificar bactérias Corineformes e Nocardiois uma vez que ndo existem para estas
o perfil metabolico no banco de dados destes sist@tou conjunto de substratos capaz de
discriminar as espécies em questdo. O cartdo Gl identificar apenas algumas espécies
clinicas do génerdCorynebacterium(BIOMERIEUX, 2003). Algumas identificacbes
podem ter sido equivocadas devido ao uso destnsstAlém disto, na identificagdo do
géneroBacillus ha necessidade de verificar a presenca de espemt®tanto ndo ha
descricdo da realizacdo da deteccdo destas eatutarestudo (ABRElt al, 2003) e
bastonetes Gram positivos irregulares podem ter isientificados como pertencente ao
géneroBacillus

A identificagdo molecular baseada na analise dee dé6S rRNA é bastante util

principalmente quando a identificacdo medianteootipro de técnica é impossivel, dificil
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ou requer muito tempo como ocorre com as bactééasrescimento lento, fastidiosas,
onde as condicbes de crescimento sdo dificeis dmetimar em laboratorios

(CLARRIDGE, 2004). Nesse estudo, observamos qusotsdos bacterianos provenientes
do controle ambiental foram identificados apenas @ssa metodologia mostrando a

necessidade da implantacado desta ferramenta pgparpionar resultados mais confiaveis.
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Figura 10. Posicdo taxondmica das bactérias "Corin
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6. CONCLUSOES
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A caracterizacdo fenotipica utilizando testes biogcos tradicionais, néo

permitiu a identificacdo dos isolados estudados.

Verificamos neste estudo que a identificacdo zadh pelo sistema semi-
automatizado APl CORYNE, identificou apenas 22,58% isolados corretamente ao nivel
de género.

Os iniciadores universais utilizados permitiranaraplificacdo do gene 16S
rRNA da grande maioria (97,23%) dos isolados estslasl podem ser utilizados na

implantacdo desta metodologia no setor de ideatifio bacteriana.

A andlise da sequéncia do gene 16S rRNA identifie$,46% dos isolados ao
nivel de género. Um total de 12 géneros pertensentd familias foram identificados com
especial destaque para as familMigrobacteriaceaee StreptomycetaceadJm isolado
(2,77%) foi identificado ao nivel de familia e autsolado (2,77%) n&o foi identificado por

essa metodologia.

Os isolados 3712 e 3117 possivelmente pertenaam género e espécie ainda
nao descritos.

O isolado 3345 possivelmente pertence a espg@oignebacterium glaucum

gue foi descrita com um unico isolado.
Este estudo mostra a importancia da implantacdoetadologia da analise da

sequéncia do gene 16S rRNA para identificacdo detébas corineformes e

nocardioformes no setor de identificacdo bacteriana
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