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RESUMO

As bactérias pertencentes ao Complexo Burkholderia cepacia (CBc) representam um
importante desafio para a industria farmacéutica, devido a sua capacidade de sobreviver em
diferentes ambientes, principalmente em meios aquosos. Métodos aplicados em laboratérios de
controle microbioldgico na industria farmacéutica, como caracterizagdo bioquimica, MALDI-
TOF MS e o sequenciamento do gene 16S rRNA, ndo sdo capazes de diferenciar as espécies do
CBc, em fungao da proximidade fenotipica e genética entre elas. Neste contexto, o objetivo do
presente estudo foi avaliar um protocolo de amplificacdo e sequenciamento do gene his4 para
identificar linhagens previamente classificadas como pertencentes ao CBc. Foram analisadas
38 linhagens provenientes de uma industria produtora de imunobioldgicos localizada no estado
do Rio de Janeiro. Apos sequenciamento pelo método de Sanger, as sequéncias obtidas foram
analisadas através da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) e, em seguida, foi construida uma arvore
filogenética de méaxima verossimilhanga. A analise das sequéncias resultou na identificacao de
29 (76,3 %) linhagens como Burkholderia contaminans e oito (21,1 %) com confian¢a em nivel
de género, mas intimamente relacionada a espécie B. contaminans. Uma (2,6 %) linhagem nao
pode ser identificada com a técnica avaliada, o que foi corroborado pela analise filogenética.
Conclui-se que o sequenciamento do gene his4 foi eficaz para identificagdo da maioria das
linhagens em nivel de espécie, demonstrando seu potencial como ferramenta complementar
para a caracterizagao de isolados desse complexo em laboratorios de controle microbioldgico.

Palavras-Chave: Gene hisA. Complexo Burkholderia cepacia. Controle microbiologico.
Industria farmacéutica. Caracterizagao molecular.

ABSTRACT

Bacteria belonging to the Burkholderia cepacia Complex (CBc) pose a significant challenge to
the pharmaceutical industry due to their ability to survive in various environments, particularly
in aqueous media. Methods used in microbiological control laboratories in the pharmaceutical
industry, such as biochemical characterization, MALDI-TOF MS, and 16S rRNA gene
sequencing, are unable to differentiate between CBc species due to their phenotypic and genetic
similarity. In this context, the objective of the present study was to evaluate a protocol for
amplifying and sequencing the his4 gene to identify strains previously classified as belonging
to the CBc. Thirty-eight strains from a manufacturer of immunobiologicals located in the state
of Rio de Janeiro were analyzed. After sequencing using the Sanger method, the obtained
sequences were analyzed using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) from the
National Center for Biotechnology Information (NCBI), and a maximum likelihood
phylogenetic tree was then constructed. Analysis of the sequences resulted in the identification
of 29 (76.3%) strains as Burkholderia contaminans and eight (21.1%) with confidence at the
genus level but closely related to the species B. contaminans. One (2.6%) strain could not
be identified using the technique evaluated, a finding corroborated by the phylogenetic analysis.
It can be concluded that his4 gene sequencing was effective at the species level, demonstrating
its potential as a complementary tool for characterizing isolates from this complex in
microbiological control laboratories.

Keywords: Gene hisA. Burkholderia cepacia complex. Microbiological control.
Pharmaceutical industry. Phylogenetic analysis.
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1 INTRODUCAO

A industria farmacéutica ¢ regida por rigorosas diretrizes regulatdrias destinadas a
assegurar a seguranga, a qualidade e a eficacia dos medicamentos produzidos (Da Costa et al.,
2023). Entre essas normas, destacam-se as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). No Brasil, as
BPF para a produgdo de medicamentos sdo estabelecidas na Resolu¢do de Diretoria Colegiada
(RDC) n. 658 de 2022, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), definindo os
requisitos minimos a serem seguidos pelas industrias farmacéuticas (Brasil, 2022).

O controle de qualidade ¢ uma etapa fundamental das BPF, sendo necessario em todas
as etapas produtivas. Entre suas atribui¢des, esta a avaliagdo e liberacdo de matérias-primas,
utilidades, aguas farmacéuticas, produtos intermediarios e final (Brasil, 2022; WHO, 2024). O
rigor ¢ ainda maior quando se trata de medicamentos parenterais, administrados por via
injetavel, tornando o controle da cadeia produtiva mais critico na industria farmacéutica. Em
razdo de sua natureza estéril, esses medicamentos apresentam maior suscetibilidade a
contaminagdo microbiologica, exigindo a ado¢do de medidas rigorosas para garantir sua
qualidade e seguranca (Brasil, 2022).

A é4gua em seus diferentes niveis e graus de pureza ¢ uma das principais matérias-primas
na industria farmacéutica, sendo utilizada como ponto de partida, solu¢do de meio de produgao,
limpeza de equipamentos e como parte da formulag¢do do produto final (Anvisa, 2013; WHO,
2022). A 4gua também € reconhecida por ser um ambiente extremamente favoravel ao
crescimento microbiano, favorecendo a contaminagao de produtos que a contenham ou tenham
contato com as cadeias de agua presentes na industria (Selim et al., 2020). A presenca da agua
em formulagdes e em diversos sistemas da cadeia produtiva favorece o risco de crescimento
microbiologico associado (USP, 2024). Visando garantir a qualidade e seguranga de lotes
produzidos, se faz necessaria uma correta identificagdo dos contaminantes, de modo a auxiliar
nas agdes preventivas e corretivas, decorrentes de investigacdes de desvios de processos (Selim
et al., 2020; Vasconcellos et al., 2023; Vasconcellos et al., 2026).

O género Burkholderia ¢ um dos principais grupos bacterianos associados a
contaminacdes de produtos farmacéuticos e solugdes aquosas, sendo as espécies que o
compdem agentes de Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Satde (IRAS) (Dufour et al., 2023;
Silva-Santana et al., 2025, Tavares et al., 2020). Por serem bactérias Gram-negativas, possuem
lipopolissacarideos (endotoxinas) que podem representar risco aos processos farmacéuticos

(Schneier et al., 2020; Silva-Santana ef al., 2025).
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Espécies do género Burkholderia, possuem alta plasticidade genética, estdo presentes
em diversos ambientes, como solos e ambientes aquaticos (Bevivino et al., 2002; Ferreira et
al., 2010) e ja foram isoladas de amostras de industrias farmacéuticas (Selim et al., 2020;
Mattoso et al., 2025; Oliveira et al., 2025; Li et al., 2026). Dentre as espécies do género,
recebem destaque as 24 espécies que compdem o Complexo Burkholderia cepacia (CBc),
caracterizado por espécies filogeneticamente relacionadas. Esta elevada proximidade genética
representa uma problematica para a diferenciagdo das espécies do grupo (Baldwin et al., 2007;
Silva-Santana et al., 2026).

Tratando-se de industrias farmacéuticas, métodos rapidos, acurados, menos custosos e
menos laboriosos geralmente sdo priorizados para a identificagdo microbiana (Ramos et al.,
2025). Neste cendrio, a técnica Espectrometria de Massas por lonizagdo e Dessor¢ao a Laser
Assistida por Matriz por Tempo de Voo (MALDI-TOF MS) associada a expansao da sua base
de dados apods caracterizagdo molecular (ex.: sequenciamento do gene 16S rRNA ou
sequenciamento do genoma completo - SGC) tem se destacado como uma estratégia eficaz para
os laboratdrios de controle microbioldgico das industrias farmacéuticas (Costa et al., 2022; Li
et al., 2026; Song et al., 2024 ). Devido a elevada conservagdao do gene 16S rRNA entre as
espécies do complexo, seu sequenciamento ndo permite a discriminagdo confidvel em nivel de
espécie (Baldwin et al., 2007; Santana et al., 2024) e o SGC ainda ndo ¢ acessivel para a maioria
dos laboratorios (Silva-Santana et al., 2026). Com isto, outras metodologias tornam-se
necessarias para uma identificagdo mais rapida e acurada, como a utilizacdo de marcadores
moleculares especificos capazes de diferenciar as espécies do complexo. Neste sentido, muitos
genes constitutivos tém sido utilizados devido ao seu maior poder discriminatorio. Dentre eles,
encontra-se o gene hisA, que codifica a enzima 1-(5-fosforribosil)-5-[(5-
fosforribosilamino)metilideneamino]imidazol-4-carboxamida  isomerase (frequentemente
abreviada como ProFAR isomerase, ou simplesmente HisA), cujas regides polimorficas
conservadas sdo utilizadas como alvo alternativo ou complementar ao sequenciamento do 16S
rRNA e ao multilocus sequence typing (MLST) (Spilker et al., 2009; Papaleo et al., 2010; Silva-
Santana et al., 2026).

Diante da necessidade de métodos capazes de identificar com precisdo as espécies do
CBc, especialmente em laboratorios de controle microbioldgico da industria farmacéutica, o
presente estudo teve como objetivo avaliar o desempenho do sequenciamento e da andlise do

gene hisA para a identifica¢do de linhagens do CBc isoladas de uma industria farmacéutica.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 AMOSTRAS

Trinta e oito linhagens previamente identificadas como pertencentes ao CBc com uso
do sistema VITEK®2 foram isoladas de 2008 a 2023 de uma industria de farmacéutica produtora
de imunobiologicos do Estado do Rio de Janeiro de diferentes tipos de amostras, como: dgua
purificada (n= 29; 76,31%), agua potavel (n=5; 13,15%), validagdo de processo ou limpeza
(n=2; 5,26%), solugdes de processo (n=1; 2,63%) e agua para injetaveis (n=1; 2,63%). As 38
linhagens se encontram criopreservadas em skim milk (Difco Laboratories, Sparks, Maryland,
EUA) suplementado com glicerol (Merck, Hilden, Alemanha) a 30% e armazenadas em
ultrafreezer a < —70°C. Elas também foram depositadas na Cole¢do de Bactérias do Ambiente

e Satde (CBAS) da Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz).
2.2 AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DO GENE hisA

O DNA genomico bacteriano foi extraido utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue
Genomic DNA Isolation (Qiagen, Hilden, Alemanha) e a quantificagdo do DNA foi realizada
utilizando o Fluorimetro Qubit™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) com o kit Qubit™
dsDNA BR Assay conforme instru¢des do fabricante.

A amplificagdo das linhagens foi realizada por PCR, em volume final de 25 pL,
contendo 12,5 uL de Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachussets, EUA);
1 pL de cada iniciador A-442 foward (AGGACCCGGCGGCGAT) e A-442 reverse
(TGCAGCATCCCGTCGCG) (10 pmol/uL) (Papaleo et al., 2010); 8,5 pL de 4gua livre de
RNAse e DNAse e 2 uL. de DNA molde (5-20 ng/mL). A reacdo de PCR seguiu o programa
descrito (Papaleo et al., 2010): 95°C por 2 min; 30 ciclos de 30 s 2 95°C, 45sa 67°C, ] min a
72°C; ¢ 10 min a 72°C.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v),
preparado em agua destilada estéril, contendo GelRed® para visualizagdo dos fragmentos de
DNA. As amostras foram aplicadas juntamente com um marcador de peso molecular de 100
pares de base (pb), sendo a corrida realizada a 100 V por aproximadamente 40 min. Ao término
da eletroforese, os fragmentos foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e
registrados por sistema de fotodocumentagao, sendo esperados fragmentos na faixa de 442 pb.

Os produtos de PCR foram posteriormente purificados utilizando o Kit Wizard SV Gel and
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PCR Clean-up (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, Estados Unidos). Os produtos
purificados foram sequenciados utilizando a metodologia de Sanger, com uso do kit BigDye™
Terminator v3.1 Sequencing Cycle (A Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos). Foi preparada uma reagao de 10 pL, contendo 1,5 pLL de Terminator 5X Sequencing
Buffer; 2 uL. de primer foward ou reverse (1,6 pmol/ puL); 1,0 uL. de BigDye e 5,5 uL de produto
de PCR purificado. A reagdo de sequenciamento seguiu o programa: 96°C por 1 min; 25 ciclos
de 10sa96°C, 5sa50°C e 4 min a 60°C.

O material sequenciado foi entdo purificado com uso do Kit EdgeBio Performa® DTR
(Edge BioSystems, Gaithersburg, Maryland, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante.
A separagdo dos fragmentos foi realizada pela Plataforma RPTO1A, pertencente a Rede de
Plataformas Tecnolégicas da Fiocruz (Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil), e os
cromatogramas obtidos foram analisados utilizando o software DNASTAR LaserGene SeqMan
v. 7.0.0.0. As sequéncias foram depositadas no GenBank do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Os resultados provenientes do
sequenciamento foram analisados com uso da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) (Altschul et al., 1990) do NCBI, onde as sequéncias foram comparadas com cepas
tipo depositadas no banco (Sayers ef al., 2025). Para realizar esta analise e interpretagdo dos
dados foram utilizados dois critérios baseados no Clinical and Laboratories Standards Institute

(CLSI, 2008) e na USP (2025) conforme descrito no Quadro 1.

Quadro 1. Critérios para avaliacio da analise de sequenciamento do gene his4 com uso da ferramenta
BLAST na base de dados do NCBI, de acordo com as diretrizes do CLSI (2008) e da USP (2025)
Referéncia Interpretacio de acordo com % de similaridade

CLSI (2008) >99,0% de identidade para identificagdo de espécies (com uma diferenca superior a 0,8%
entre espécies diferentes); indicar “[Género e espécie]”.

>97,0% de identidade para identificacdo de género; considere relatar “[Género], mais
intimamente relacionado a [espécie]”.

<97,0% de identidade ndo pode ser identificado definitivamente por sequenciamento do
gene hisA; considere relatar “Impossivel identificar por sequenciamento do gene hisA,

mais intimamente relacionado a [Género]”.

USP (2025) >99,0% de identidade com a linhagem de melhor correspondéncia pode ser considerado
para identificagdo da espécie.
>97,0% de identidade para identificagdo de género; considere relatar “[Género].

Fonte: CLSI (2008) ¢ USP (2025).
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2.3 ANALISES FILOGENETICAS

Os dados provenientes do sequenciamento foram utilizados para a construgdo de uma
arvore de maxima verossimilhanca. Além das 38 linhagens estudadas, foram selecionadas 24
cepas tipo representantes das 24 espécies que compde o CBc, depositadas no NCBI, além da
cepa Burkholderia gladioli American Type Culture Collection (ATCC) 10248 que foi utilizada
como grupo externo. Para o alinhamento das sequéncias utilizou-se o software PhyloSuite v.
1.2.2 (Zhang et al., 2020), com o plugin MAFFT v.7 e parametros padrio (Katoh; Standley,
2013). As analises filogenéticas foram realizadas no software MEGA 12 (Kumar et al., 2024),
e o melhor modelo evolutivo foi selecionado utilizando o jModelTest (Posada, 2008). O
FigTree v. 1.4.4 (Rambaut, 2018) foi utilizado para a pré-edicao das arvores filogenéticas, e as

imagens finais foram obtidas com o Inkscape v. 1.0.1 (Inkscape Project, 2020).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As 38 linhagens apresentaram amplificagdo do fragmento esperado do gene AisA (~442
pares de base), conforme descrito no protocolo descrito por Papaleo, Schirmer e Shapiro (2010).
O gene hisA ¢ caracterizado como um gene constitutivo, sendo esperado estar presente em todas
as linhagens do CBc. O gene sofre moderada variabilidade genética ao longo do tempo e, por
consequéncia, se apresenta como um bom marcador taxondmico para cepas do CBc (Spilker et
al.,2009). Desta forma, a amplificacdo do gene alvo AisA em todas as amostras estudadas atesta
estado de conservagdo nas regides onde ocorrem as ancoragens dos iniciadores (primers)
especificos, demonstrando robustez e boa especificidade do protocolo utilizado. Outros autores
jé utilizaram este protocolo para diferenciagdo de espécies do CBs, principalmente de amostras
de origem clinica, e relataram amplificagdo de todas as linhagens avaliadas (Coutinho et al.,
2015; Jin et al., 2020).

A Tabela 1 apresenta os percentuais de similaridade das cepas de referéncia mais
proximas (primeira e segunda maior correspondéncia) em relagao as linhagens estudadas, e seus
respectivos numeros de acesso no NCBI. O tamanho do fragmento sequenciando variou de 335
(linhagem BO0115.21) a 452 pb (linhagem B0986.19) (Tabela 1). Todas as linhagens
apresentaram maior correspondéncia com a espécie B. contaminans LMG 23361 e segunda
melhor correspondéncia com a espécie proposta por Kousar et al. (2026) “B. mycopellens”
LMG 21824, cujo nome ainda ndo estd valido, conforme a base de dados List of Prokaryotic
names with Standing in Nomenclature (LPSN) (Goker et al., 2025). Apds analise seguindo os
critérios do CLSI (2008) e da USP (2025), 29 (76,3 %) linhagens foram identificadas em nivel
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de espécie como B. contaminans, oito (21,1 %) em nivel de género como Burkholderia sp., e

uma (2,6 %) nao foi identificada. Ambas as abordagens apresentaram 100% de concordancia.
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Tabela 1 - Identificacdo das 38 linhagens do Complexo Burkholderia cepacia (CBc) no NCBI de acordo com os critérios do CLSI (2008) e da USP (2025)

n.° acesso do

1* Correspondéncia

2* Correspondéncia

Resultado

Linhagem n.° acesso do n.° acesso do
NCBI (pb) Espécie (%) Espécie (%) CLSI (2008) USP (2025)
NCBI NCBI

B6677.14 PZ069506  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(419) LMG 23361 (100) LMG 21824 (97,29)

B6704.14 PZ069474  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(445) LMG 23361 (100) LMG 21824 (97,29)

B0305.17 PZ069475  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia sp. Burkholderia sp.
(447) LMG 23361 (97,96) LMG 21824 (97,29)

B0478.17 PZ069476  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(445) LMG 23361 (99,77) LMG 21824 (97,006)

B0519.17 PZ069477  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(443) LMG 23361 (99,77) LMG 21824 (97,006)

B0550.17 PZ069507  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(445) LMG 23361 (99,10) LMG 21824 (97,06)

B0603.17 PZ069509  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia sp. Burkholderia sp.
(449) LMG 23361 (97,30) LMG 21824 (95,28)

B0856.18 PZ069510  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia sp. Burkholderia sp.
(444) LMG 23361 (98,65) LMG 21824 (95,95)

B0868.18 PZ069478  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(448) LMG 23361 (99,77) LMG 21824 (97,07)

B1134.18 PZ069473  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(396) LMG 23361 (99,74) LMG 21824 (97,16)

B0084.19 PZ069479  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(393) LMG 23361 (99,74) LMG 21824 (97,15)

B0088.19 PZ069508  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(447) LMG 23361 (99,77) LMG 21824 (97,006)
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B0986.19

B1053.19

B1138.19

B0254.20

B0100.21

B0115.21

B1540.21

B1603.21

B1869.21

B2817.21

B0694.23

B0709.23

B0710.23

B0711.23

PZ069480
(452)
PZ069481
(408)
PZ069482
(444)
PZ069483
(445)
PZ069484
(429)
PZ069485
(335)
PZ069486
(399)
PZ069505
(366)
PZ069487
(341)
PZ069488
(444)
PZ069489
(418)
PZ069490
(395)
PZ069491
(444)
PZ069492
(395)

Burkholderia contaminans
LMG 23361 (99,55)
Burkholderia contaminans
LMG 23361 (99,51)
Burkholderia contaminans
LMG 23361 (99,32 %)
Burkholderia contaminans
LMG 23361 (99,55)
Burkholderia contaminans
LMG 23361 (99,06)
Burkholderia contaminans
LMG 23361 (94,29)
Burkholderia contaminans
LMG 23361 (99,75)
Burkholderia contaminans
LMG 23361 (98,90)
Burkholderia contaminans
LMG 23361 (97,07)
Burkholderia contaminans
LMG 23361 (97,94)
Burkholderia contaminans
LMG 23361 (99,28)
Burkholderia contaminans
LMG 23361 (99,23)
Burkholderia contaminans
LMG 23361 (99,32)
Burkholderia contaminans

LMG 23361 (98,98)

CP090640.1

CP090640.1

CP090640.1

CP090640.1

CP090640.1

CP090640.1

CP090640.1

CP090640.1

CP090640.1

CP090640.1

CP090640.1

CP090640.1

CP090640.1

CP090640.1

Burkholderia “mycopellens”
LMG 21824 (96,84)
Burkholderia “mycopellens”
LMG 21824 (97,04)
Burkholderia “mycopellens”
LMG 21824 (97,29)
Burkholderia “mycopellens”
LMG 21824 (96,83)
Burkholderia “mycopellens”
LMG 21824 (97,18)
Burkholderia “mycopellens”
LMG 21824 (93,99)
Burkholderia “mycopellens”
LMG 21824 (97,22)
Burkholderia “mycopellens”
LMG 21824 (96,98)
Burkholderia “mycopellens”
LMG 21824 (96,48)
Burkholderia “mycopellens”
LMG 21824 (96,61)
Burkholderia “mycopellens”
LMG 21824 (97,12)
Burkholderia “mycopellens”
LMG 21824 (97,44)
Burkholderia “mycopellens”
LMG 21824 (97,29)
Burkholderia “mycopellens”

LMG 21824 (97,21)

0Z183792.1

0Z183792.1

0Z183792.1

0Z183792.1

0Z183792.1

0Z183792.1

0Z183792.1

0Z183792.1

0Z183792.1

0Z183792.1

0Z183792.1

0Z183792.1

0Z183792.1

0Z183792.1

Burkholderia contaminans

Burkholderia contaminans

Burkholderia contaminans

Burkholderia contaminans

Burkholderia contaminans

Naio identificado

Burkholderia contaminans

Burkholderia sp.

Burkholderia sp.

Burkholderia sp.

Burkholderia contaminans

Burkholderia contaminans

Burkholderia contaminans

Burkholderia sp.

Burkholderia contaminans

Burkholderia contaminans

Burkholderia contaminans

Burkholderia contaminans

Burkholderia contaminans

Naio identificado

Burkholderia contaminans

Burkholderia sp.

Burkholderia sp.

Burkholderia sp.

Burkholderia contaminans

Burkholderia contaminans

Burkholderia contaminans

Burkholderia sp.
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B0712.23 PZ069493  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(445) LMG 23361 (99,32) LMG 21824 (97,29)

B0714.23 PZ069494  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(447) LMG 23361 (99,10) LMG 21824 (97,07)

B0738.23 PZ069495  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(446) LMG 23361 (99,32) LMG 21824 (97,29)

B0742.23 PZ069496  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia sp. Burkholderia sp.
(448) LMG 23361 (98,87) LMG 21824 (96,84)

B0746.23 PZ069497  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(445) LMG 23361 (99,10) LMG 21824 (97,29)

B0747.23 PZ069498  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(446) LMG 23361 (99,10) LMG 21824 (97,07)

B0853.23 PZ069499  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(433) LMG 23361 (99,07) LMG 21824 (97,22)

B0854.23 PZ069500  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(445) LMG 23361 (99,32) LMG 21824 (97,29)

B0857.23 PZ069501  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(446) LMG 23361 (99,32) LMG 21824 (97,29)

B0863.23 PZ069502  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(437) LMG 23361 (99,31) LMG 21824 (97,47)

B0864.23 PZ069503  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(443) LMG 23361 (99,32) LMG 21824 (97,29)

B0867.23 PZ069504  Burkholderia contaminans ~ CP090640.1  Burkholderia “mycopellens”  0Z183792.1 Burkholderia contaminans Burkholderia contaminans
(446) LMG 23361 (99,32) LMG 21824 (97,29)

CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute; USP - United States Pharmacopeia; pb — pares de base; Burkholderia mycopellens - espécie ainda ndo validada, mas descrita

por Kousar et al., 2026.
Fonte: Os autores (2026).
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A arvore filogenética das 38 linhagens estudadas corroborou os resultados da andlise
das sequéncias do gene hisA no NCBI, em que a espécie B. contaminans foi a que apresentou
maior percentual de similaridade para todas as linhagens (Tabela 1). As 38 linhagens foram
agrupadas no mesmo clado, juntamente com a cepa tipo de B. contaminans LMG 23361. A
topologia da arvore apresentou alto suporte numérico nos nés principais (97.6/100 e 96.7/98 na
ramificacao inferior) (Figura 1). A tnica linhagem considerada nao identificada (B0115.21) foi
posicionada em um ramo mais distante das demais na arvore filogenética, corroborando o baixo

percentual de similaridade observado em relacdo a B. contaminans (94,29%).

Figura 1. Arvore de maxima verossimilhanga baseada em sequéncias do gene /isA (455 pares de base), ilustrando a posigio filogenética das
38 linhagens de Burkholderia em relagao as espécies do CBc mais proximas. Os valores nos nds representam o suporte bootstrap.
Burkholderia gladioli ATCC 10248 foi utilizada como grupo externo. A barra de escala indica substitui¢des de nucleotideos por local.
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Fonte: Os autores (2026).
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A identificacdo das linhagens como B. contaminans, uma das espécies pertencentes ao
CBc, esta em concordancia com relatos prévios da literatura que demonstram a presenga desse
microrganismo em ambientes farmacéuticos. Li ef al. (2026) identificaram B. contaminans em
amostras provenientes do monitoramento de ar, superficies, materiais ¢ manipuladores de uma
industria farmacéutica produtora de medicamentos estéreis na China. A persisténcia dessas
bactérias nesses ambientes estd relacionada a capacidade adaptativa das espécies do CBc,
especialmente a formacdo de biofilmes, mecanismo que favorece sua sobrevivéncia e
permanéncia em sistemas industriais (Selim et al., 2020; Silva-Santana et al., 2025). Além
disso, Oliveira et al. (2025) relataram a detec¢do de microrganismos pertencentes ao CBc em
453 amostras (11,0%) de aguas farmacéuticas, refor¢ando a relevancia desse complexo
bacteriano como contaminante de sistemas hidricos utilizados na industria. Da mesma forma,
Mattoso et al. (2025) descreveram o isolamento de espécies de Burkholderia em amostras de
produtos intermediérios submetidas ao ensaio de biocarga, classificando esses microrganismos
como contaminantes questiondveis devido ao seu potencial impacto sobre a qualidade
microbiologica dos produtos.

A correta diferenciacdo das espécies do CBc se torna relevante para estudos
microbiologicos, uma vez que o complexo apresenta ampla distribuicdo ambiental e elevada
diversidade genética. Segundo Li e colaboradores (2025) a coexisténcia de diferentes espécies
geneticamente relacionadas reforca a necessidade de métodos moleculares acurados para sua
correta discriminagdo. No caso das nove linhagens que ndo foram identificadas em nivel de
espécie, o uso de técnicas complementares, como o sequenciamento de gene recA ou mesmo
do genoma total, pode constituir uma alternativa para uma identificagdo mais acurada (Aguiar

et al., 2025; Silva-Santana et al., 2025).

4 CONSIDERACOES FINAIS

A anélise com base no sequenciamento do gene hisA demonstrou ser eficaz para a
classificacdo taxondmica de 29 linhagens como B. contaminans € oito como Burkholderia sp.
Uma linhagem ndo pdde ser identificada com a técnica avaliada. Desta forma, torna-se
necessaria a utiliza¢ao de outras técnicas para identificagdo de todas as linhagens.

Este estudo contribui para o aprimoramento das metodologias de identificagdo
bacteriana utilizadas em laboratorios de controle microbiologico da industria farmacéutica, ao
evidenciar o potencial da ferramenta proposta para a identificagao de espécies do CBc. Embora

estudos adicionais de validacdo sejam necessarios, essa abordagem podera representar uma
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alternativa acessivel para apoiar o monitoramento microbioldgico e fortalecer as estratégias de

controle de contaminagdo em industrias produtoras de medicamentos estéreis.
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