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RESUMO

Espécies pertencentes ao complexo Bacillus cereus sao frequentemente encontradas em
ambientes industriais devido a ampla distribui¢do ambiental e a capacidade de formagao de
endosporos resistentes. A identificagdo correta desses microrganismos ¢ fundamental para
investigacdes de fontes de contaminagdo em produtos farmacéuticos. O presente estudo teve
como objetivo comparar o desempenho dos sistemas VITEK®2 ¢ MALDI Biotyper® na
identificacdo de linhagens pertencentes ao complexo B. cereus isoladas de uma industria
farmacéutica de imunobiologicos. A caracterizagdo fenotipica de 50 linhagens foi realizada por
meio do sistema VITEK®2 utilizando cartdes BCL, enquanto a caracterizagdo protedmica foi
conduzida por MALDI-TOF MS, com o0 MALDI Biotyper®. O VITEK®2 apresentou elevada
taxa de identificacdo, com predomindncia das categorias de muito boa identificacdo (48%),
excelente identificacdo (26,8%) e boa identificagcdo (24,4%), demonstrando eficiéncia para
reconhecimento do complexo bacteriano, embora sem capacidade de discriminagdo em nivel
de espécie. O MALDI-TOF MS apresentou melhor desempenho, com 76% das linhagens
identificadas com alta confianca e 24% com baixa confianga, evidenciando maior poder
discriminatério. Entretanto, limitagdes relacionadas a elevada similaridade protedmica entre
espécies do complexo e a representatividade das bibliotecas espectrais ainda dificultam a
identificacdo inequivoca em nivel de espécie. Os resultados demonstram que ambas as
metodologias sdo ferramentas valiosas para triagem microbioldgica rapida, porém a
identificacdo definitiva de espécies pertencentes ao complexo B. cereus pode requerer métodos
complementares, como o sequenciamento gendmico. Adicionalmente, a integracdo entre
abordagens moleculares e protedmicas pode contribuir para o enriquecimento das bibliotecas
espectrais e para o aprimoramento continuo da identificagdo microbiologica.

Palavras-chave: Bacillus cereus. MALDI-TOF MS. VITEK®2. Controle de qualidade.
Industria farmacéutica.

ABSTRACT

Species belonging to the Bacillus cereus complex are frequently found in industrial
environments due to their widespread environmental distribution and their ability to form
resistant endospores, representing an important challenge for microbiological control in
pharmaceutical industries. Accurate identification of these microorganisms is essential for
contamination investigations, environmental monitoring, and quality assurance of
pharmaceutical products. The aim of this study was to compare the performance of the
VITEK®2 and MALDI Biotyper® systems in the identification of strains belonging to the B.
cereus complex isolated from a pharmaceutical immunobiological manufacturing facility. A
total of 50 strains previously identified as belonging to this group were analyzed. Phenotypic
characterization was performed using the VITEK®2 system with BCL cards, while proteomic
characterization was carried out using MALDI-TOF MS through the MALDI Biotyper®
system. VITEK®2 showed a high identification rate, with predominance of the categories very
good identification (48%), excellent identification (26.8%), and good identification (24.4%),
demonstrating efficiency in recognizing the bacterial complex, although without reliable
species-level discrimination. MALDI-TOF MS showed a higher frequency of high-confidence
identifications, with 76% of strains identified with high confidence and 24% with low
confidence, indicating greater discriminatory potential. However, limitations related to the high
proteomic similarity among species within the complex and the representativeness of spectral
databases still hinder unequivocal species-level identification. The results demonstrate that
both methodologies are valuable tools for rapid microbiological screening; however, definitive
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identification of species belonging to the B. cereus complex may require complementary
methods, such as whole-genome sequencing. Furthermore, the integration of molecular and
proteomic approaches may contribute to the enrichment of spectral databases and the
continuous improvement of microbiological identification.

Keywords: Bacillus cereus; MALDI-TOF MS; VITEK®2; quality control; pharmaceutical
industry.

1. INTRODUCAO

Microrganismos pertencentes ao grupo Bacillus cereus sao frequentemente isolados em
ambientes industriais devido a ampla distribui¢do ambiental e a capacidade de formacdo de
endosporos resistentes, caracteristica que favorece sua persisténcia em diferentes nichos da
cadeia produtiva (Caldeira et al., 2024; Costa et al., 2022a). Em industrias farmacéuticas,
espécies pertencentes ao grupo B. cereus podem ser detectadas em monitoramentos ambientais,
sistemas de 4gua, matérias-primas, produtos intermedidrios e ensaios de biocarga, tornando sua
identificacdo microbioldgica relevante para o controle de qualidade (Mattoso et al., 2025;
Oliveira et al., 2025; Ramos et al., 2024). O grupo B. cereus possui mais de 6 espécies que

podem ser identificados em diferentes nichos conforme descrito no Quadro 1.

Quadro 1 — Espécies do grupo Bacillus cereus e suas possiveis origens

Espécie Origem Referéncias
Bacillus cereus Solo / laticinios BacDive Database, Meng et al.,
2022
Bacillus thuringiensis Solo BacDive Database, El-Kersh et
al., 2014
Bacillus anthracis Solo BacDive Database, Laroche et
al., 2011
Bacillus mycoides Solo BacDive Database, Fiedoruk et
al., 2021
Bacillus wiedmannii Leite cru armazenado em uma | BacDive Database, Lazarte et
planta de processamento de al., 2018
laticinios em po / solo
Bacillus paranthracis sedimento do Oceano Pacifico | BacDive Database, Liu et al.,
2017

Segundo Mattoso et al. (2025), a analise de biocarga em diferentes etapas da cadeia
produtiva farmacéutica evidenciou elevada ocorréncia de microrganismos classificados como
objetaveis e criticos, demonstrando a importancia do monitoramento microbioldgico continuo

como ferramenta essencial para garantia da qualidade. Esses achados reforcam que a presenca
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de microrganismos em amostras de biocarga ou no monitoramento ambiental pode indicar
falhas nos controles de processo, sanitizagdo ou integridade operacional, representando risco
potencial a seguranca do produto. Alinhado a essa necessidade de controle, Soares et al. (2024)
reforca que o monitoramento da biocarga fornece informagdes cruciais sobre 0s riscos
microbioldgicos aos quais os produtos estdo expostos, permitindo a implementagao de medidas
de acdo subsequentes. Esse cenario torna-se ainda mais relevante quando sdo detectadas
bactérias formadoras de esporos, como espécies do género Bacillus, devido a sua alta
resisténcia a condigdes adversas e processos de esterilizacdo. De fato, no perfil microbiologico
cultivavel de areas limpas Grau D avaliado por Soares ef al. (2024), o género Bacillus figurou
entre os principais isolados bacterianos encontrados, destacando-se a espécies pertencentes ao
grupo B. cereus. Nesse contexto, a European Medicines Agency (2022) recomenda que
microrganismos esporulados isolados em areas classificadas de determinados graus de limpeza
sejam identificados até o nivel de espécie, uma vez que essa caracterizacao ¢ fundamental para
avaliagdo de risco, rastreamento da origem da contaminagdo e implementagdo de agdes
corretivas e preventivas.

A identificacdo em nivel de espécie constitui uma etapa fundamental e obrigatoria em
casos de deteccdo de microrganismo em testes de esterilidade (EMA, 2022; USP, 2015), pois
esse conhecimento contribui para investigacdo da origem de contaminagdes microbioldgicas,
avaliagdo de riscos e defini¢do de medidas preventivas e corretivas em ambientes produtivos
farmacéuticos (Vasconcellos ef al., 2023, 2026). Além disso, contribui para o monitoramento
da persisténcia daquele microrganismo no ambiente para avaliacdo do potencial impacto na
qualidade, seguranga ¢ estabilidade de produtos farmacéuticos, especialmente
imunobiologicos, vacinas e biofarmacos (Mattoso ef al., 2025; Oliveira et al., 2025; Ramos et
al., 2024).

O grupo B. cereus sensu lato ¢ composto por bactérias Gram-positivas, produtoras de
endosporos e apresentam caracteristicas genéticas e morfologicas intimamente relacionadas
(Zervas et al., 2020). Esse grupo ¢ composto por espécies como B. cereus, Bacillus
thuringiensis, Bacillus anthracis, Bacillus mycoides, Bacillus wiedmannii e Bacillus
paranthracis (Gupta et al., 2020). A persisténcia dessas bactérias em ambientes industriais esta
associada principalmente a capacidade de formagdo de endoésporos resistentes e biofilmes
aderidos a diferentes superficies, incluindo aco inoxidavel, vidro, polimeros e sistemas de
distribuicdo de agua. Essas estruturas favorecem a permanéncia microbiana em 4areas
produtivas e dificultam processos de higienizacdo e desinfec¢ao (Deal et al., 2016; Setlow,

2006; Stecchini et al., 2009).
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Atualmente, métodos automatizados baseados em analises bioquimicas, como o sistema
VITEK®, e técnicas protedmicas baseadas em espectrometria de massas, como MALDI-TOF
MS, representam algumas das principais ferramentas utilizadas para identificacdo microbiana
em laboratdrios de microbiologia clinica e controle de qualidade farmacéutico. O sistema
VITEK® realiza a identifica¢do bacteriana por meio da avaliagdo do perfil metabolico dos
microrganismos (NUNES RAMOS et al., 2025), enquanto o MALDI-TOF MS baseia-se na
analise dos perfis protedmicos gerados a partir das amostras bacterianas. Ambos os métodos
dependem da sua base de dados local para uma identificacdo confidvel (Caldeira et al., 2024;
Costa et al., 2022a; 2022b; Miranda et al., 2023).

O uso dessas metodologias tem contribuido significativamente para a redugao do tempo
analitico e para o aumento da rapidez na identificacdo microbioldogica em ambientes
laboratoriais. Entretanto, as diferengas metodoldgicas entre essas técnicas podem influenciar
na sua capacidade de identificagdo, especialmente quando aplicadas a espécies pertencentes ao
grupo B. cereus. A elevada similaridade genética, fenotipica e metabdlica compartilhada entre
os membros desse grupo representa um desafio adicional para a discriminag¢do das espécies,
podendo impactar o desempenho dos diferentes métodos de identificacdo microbioldgica
(Tiburcio et al., 2026).

Portanto, o presente estudo teve como objetivo comparar o desempenho dos sistemas
VITEK®2 ¢ MALDI-TOF MS na identificagdo de espécies pertencentes ao grupo B. cereus
isoladas de uma industria farmacéutica, visando avaliar a aplicabilidade dessas metodologias

no contexto do controle microbioldgico industrial.
2. METODOLOGIA
2.1. LINHAGENS BACTERIANAS

Foram selecionadas para o estudo linhagens previamente identificadas como
pertencentes ao grupo B. cereus isoladas de uma industria farmacéutica de imunobioldgicos
localizada no Rio de Janeiro, Brasil, no periodo de 2024 a 2025, de diferentes tipos de amostras
da cadeia produtiva, como monitoramentos ambientais (n=14), analises de agua (n=21),

investigacao (n=5), determinagdo de biocarga (n=4), cultivo celular (n=3), entre outros (n=3).

2.2. CARACTERIZACAO FENOTIPICA UTILIZANDO O VITEK®2

As linhagens bacterianas foram caracterizadas fenotipicamente por meio de testes

bioquimicos realizados com cartdes BCL especificos para bactérias Gram — positivas
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formadoras de enddsporos, no sistema semiautomatizado VITEK® 2 (VITEK MS-CHCA,

bioM erieux, Craponne, France), seguindo as instrugdes do fabricante.
2.3. CARACTERIZACAO PROTEOMICA POR MALDI-TOF MS

As linhagens selecionadas foram cultivadas agar triptona de soja (TSA) por um periodo
de 24 a 48 h, a temperatura de 32,5 + 2,5°C. Apos o tempo de incubagdo, uma porcao de cada
coldnia foi transferida com o auxilio de uma al¢a descartavel para os pogos (spots) de laminas
descartaveis especificas para o sistema MALDI Biotyper® (Bruker, EUA), sendo os esfregacos
preparados em quadruplicata, cobrindo toda a area do respectivo spot. Para cada analise, foi
utilizada a solugdo padrao Bacterial Test Standard (BTS, Bruker, EUA) como controle,
conforme as orientagdes do fabricante. Em cada spot da amostra, foi aplicada uma aliquota de
1,0 pL de 4cido férmico a 70% (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). Apos a secagem
completa a temperatura ambiente, foi adicionada uma aliquota de 1,0 pL da matriz acido a-
ciano-4-hidroxicindmico (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemanha), aguardando-se a
cristalizagdo. As laminas foram inseridas no equipamento MALDI Biotyper® para aquisi¢do
dos espectros de massa, que foram analisados com o software MBT Compass HT v. 5.1.100.
Os resultados obtidos foram expressos em forma de escores, classificados por um sistema de
codificagdo por cores que indica o grau de confianca da identifica¢do: verde representa alta
confianca para identificacdo em nivel de espécie (escore entre 2,00 e 3,00), amarelo indica
baixa confianga (escore entre 1,70 e 1,99) e vermelho corresponde a auséncia de identificagao
(escore entre 0,00 e 1,69) (Qaudro 2). Nos casos em que ndo foi obtida identificagdo score
maior que 2,00, foi realizado procedimento de extracdo com a utilizagdo de etanol, acido
formico 70% e acetonitrila, conforme recomendado pelo fabricante. Utilizando uma alga
bacterioldgica estéril, uma fracdo de coldnia isolada a partir do cultivo em agar TSA foi
coletada e ressuspendida em um microtubo com 300 pL de 4gua destilada estéril. Para a etapa
de lavagem e desativacdo celular, adicionou-se 900 uL de etanol absoluto (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha), seguido de homogeneizagao e centrifugacdo a 21.000 g durante 2 min.
O liquido sobrenadante foi removido por decantagdo e o processo de centrifugacao foi replicado
sob parametros idénticos. O microtubo permaneceu aberto por 5 min em condi¢des de
temperatura ambiente para assegurar a completa volatilizacdo do dalcool residual.
Posteriormente, realizou-se a lise celular adicionando 25 pL de acido formico a 70% sob
agitagdo, seguidos de 25 pL de acetonitrila a 99,9% (Merck, Darmstadt, Alemanha). Ap6s nova

homogeneizagdo, a mistura foi centrifugada a 17.000 g por 2 min para a sedimentagdao dos
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debris celulares. Aliquotas de 1 pL do extrato proteico resultante foram transferidas, em
duplicata, para os pogos de uma placa descartavel do sistema MALDI Biotyper®. Uma vez
secas as amostras, aplicou-se 1 pL da solucdo de matriz HCCA sobre cada spot. Apds a
evaporagao final do solvente da matriz, a placa foi introduzida no espectrometro de massas

MALDI Biotyper® para a aquisi¢do dos espectros conforme o método padrio.

Quadro 2 - Exibicao de resultados de identificacio no programa MBT Compass Library Revision K

Score (Faixa) Interpretacio Simbolo Cor
2,00 — 3,00 Identificacdo com alta confianga (nivel espécie) (+++) ‘
1,70 - 1,99 Identificacdo com baixa confianga (nivel espécie) +)
0,00 — 1,69 Nao foi possivel realizar a identificag@o =)

Fonte: Bruker, 2022.

A consisténcia das identificacdes foi reportada pelo equipamento nas categorias A, B
ou C, considerando a concordancia entre os dois melhores resultados obtidos na analise
espectral: categoria A - alta confiabilidade da identificacdo, geralmente associada a
concordancia entre os dois mais altos escores; categoria B - consisténcia baixa, com
concordancia parcial entre os dois mais altos escores; categoria C - auséncia de concordancia,

com auséncia de identificagao.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
O sistema VITEK®2 identificou todas as linhagens analisadas como B. cereus group,
apresentando elevada taxa de identificagdo para a maioria das linhagens (97,5%), enquanto

apenas 2,4% das linhagens apresentaram baixa discriminagdo (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuiciio dos niveis de identificacdo das linhagens do grupo Bacillus cereus (n=50) obtidos

pelo sistema VITEK®2
Classificacao n.’ de linhagens (%)
Muito boa identificagao 24 (48,0)
Excelente identificagdo 13 (26,8)
Boa identificagao 12 (24,4)
Baixa discriminagao 1(2,4)
Total 50

Legenda: As categorias “Excelente identificagdo” (96-99%), “Muito boa identificagdo” (93-95%), “Boa

identificacdo” (89-92%) e “Baixa discriminacdo” (85- 88%), com multiplas possibilidades de identificac@o)
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correspondem aos niveis de confianga atribuidos pelo sistema VITEK® 2 com base nos perfis bioquimicos obtidos

para as linhagens analisadas, conforme critérios do fabricante.

Os resultados demonstraram que o sistema VITEK®2 apresentou desempenho
satisfatorio para o reconhecimento dos microrganismos pertencentes ao grupo B. cereus,
entretanto, a metodologia ndo possibilitou a discriminacdo das espécies do grupo. Esse
resultado ja era esperado, considerando que as espécies pertencentes ao grupo B. cereus sensu
lato apresentam elevada similaridade genética, fenotipica e morfoldgica, compartilhando
diversas caracteristicas metabolicas e, consequentemente, perfis bioquimicos muito
semelhantes. Esta limitagdo ja ¢ apresentada na bula do cartdo BCL (bioMérieux, 2018).

M¢étodos baseados exclusivamente em provas bioquimicas possuem limitagdes para a
diferenciacgdo entre espécies filogeneticamente proximas, como B. cereus, B. thuringiensis, B.
paranthracis € outras espécies pertencentes ao grupo (Costa ef al. 2022a). Embora o VITEK®2
represente uma ferramenta valiosa para triagem microbioldgica rapida em laboratdrios de
controle de qualidade e monitoramento ambiental, sua capacidade de resolu¢do taxondmica ¢é
insuficiente para identificacao definitiva em nivel de espécie, tornando necessaria a utilizagao
de métodos complementares (Caldeira et al., 2024; Li et al., 2026; Song et al., 2024).

Os resultados obtidos por MALDI-TOF MS demonstraram um bom desempenho na
identificacdo das linhagens pertencentes ao complexo Bacillus cereus. Observou-se
predominancia de identificagdes com alta confianga (escore > 2,00), correspondendo a 76%
das linhagens analisadas, enquanto 24% apresentaram escores entre 1,70 e 1,99, classificados
como identificacdo com baixa confianga. Apenas uma linhagem nao apresentou identificagao
satisfatoria pelo método (Tabela 2). A elevada frequéncia de escores >2,00 evidencia a
capacidade do MALDI Biotyper® para identifica¢do rapida de linhagens isoladas de ambientes
farmacéuticos. Essa metodologia apresenta vantagens importantes para a rotina laboratorial,
incluindo rapidez analitica, simplicidade no preparo das amostras, alta reprodutibilidade e
reducdo do tempo necessario para obtencdo dos resultados quando comparada a métodos

microbiologicos convencionais (Nunes Ramos ef al., 2025; Souza et al., 2026a,b).

Tabela 2 — Classificacao dos resultados de identificacio das linhagens pertencentes ao complexo Bacillus
cereus (n=50) obtidos no MALDI Biotyper®

Resultado Classificacao Faixa de Consisténcia . n.’ de
do escore escore linhagens (%)
Bacillus cereus/ Alta confianga >2,00 A 36 (72,0)
Bacillus thuringiensis B 2 (4.0)
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Baixa confianca 1,70 — 1,99 A 9 (18,0)
B 3(6,0)

Legenda: Distribuicdo das linhagens de acordo com as faixas de escore estabelecidas pelo sistema MALDI
Biotyper®. Escores >2,00 - identificagdo com alta confianca; escores entre 1,70 e 1,99 - identificagio com baixa
confianca; e escores <1,70 - ndo identificados (Bruker, 2022)

Apesar do elevado percentual de identifica¢des classificadas como de alta confianca, a
discriminacdo em nivel de espécie entre membros do grupo B. cereus permanece um desafio.
Essa limitacdo pode ser explicada pelo principio analitico do método, que se baseia
predominantemente na analise de proteinas ribossomais. Como essas proteinas sdo altamente
conservadas entre espécies filogeneticamente proximas, os perfis espectrais gerados tendem a
apresentar grande similaridade, dificultando a diferenciagdo precisa entre espécies pertencentes
ao mesmo complexo bacteriano (Tiburcio ef al., 2026). Um exemplo do relatorio emitido pelo

MALDI Biotyper® esta apresentado na Figura 1.

Figura 1 — Exemplo de identifica¢iio obtida no MALDI Biotyper® evidenciando multiplas possibilidades de
classificacdo para linhagens pertencentes ao complexo Bacillus cereus

Rank Matched pattern s
1 Bacillus cereus_thuringlensis_PG_lll BfR_BA_01162 BFR o
2 ‘ Bacillus cereus_thuringlensis_PG_III BfR_BA_01090 BFR
3 | Bacillus cereus 4080 LBK
4 ill ingi
5 Bacillus cereus 994000168 LBK
6 Bacillus cereus_thuringiensis_PG_IIl 191127 _02 QLAB
7 ' Bacillus cereus_thuringiensis PG Il 191127 09 OLAB
8 Baclllus cereus_thuringiensis_PG_IV 16116145_1 MYD
9 | Bacillus cereus CICC 23949 CICC
10 ' Bacillus cereus_thuringlensis_PG_|Il 994000168 LBK 2

Legenda: Exemplo de identificacdo para uma linhagem pertencente ao complexo Bacillus cereus, evidenciando
a ocorréncia de duas ou mais possibilidades taxondmicas com valores de escore >2,00, decorrentes da elevada
proximidade filogenética entre as espécies do grupo.

Além da similaridade genética existente entre os integrantes do grupo B. cereus sensu
lato, outro fator que pode influenciar a qualidade das identificagdes esta relacionado as
bibliotecas espectrais utilizadas pelos equipamentos. Muitas bases de dados comerciais
apresentam maior representatividade de microrganismos de importancia clinica, enquanto

espécies ambientais frequentemente encontradas em instalagdes farmacéuticas podem estar
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sub-representadas. Essa limitagdo pode reduzir a capacidade de discriminagdo taxonémica do
método para determinados grupos bacterianos (Costa et al., 2022b; Miranda et al.,2023; Nunes
Ramos et al., 2025). Além disso, estudos ja reportaram resultados erroneos emitidos pelo
MALDI Biotyper®. Souza et al. (2026a) relataram que uma linhagem isolada da industria
farmacéutica identificada pelo MALDI Biotyper® com baixa confianga (escore de 1,82) foi
posteriormente identificada por sequenciamento do genoma completo como B. paranthracis.

Alguns estudos descritos na literatura cientifica, como o de Ha et al. (2019), propdem
uma reformulacao da estratégia de identificagdo empregada pelo MALDI-TOF MS. Em vez de
basear a identificagdo principalmente em proteinas ribossomais, altamente conservadas entre
espécies filogeneticamente proximas, os autores sugerem a utilizacdo de proteinas e
metabolitos de baixa massa molecular como potenciais biomarcadores para discriminagdo
taxonOmica. Tradicionalmente, os espectros obtidos por MALDI-TOF MS sao analisados na
faixa de m/z entre 3.000 e 20.000, regido na qual predominam proteinas de pequeno e médio
porte, incluindo proteinas ribossomais e estruturais. Entretanto, espécies pertencentes ao
complexo Bacillus cereus apresentam metabolismo central bastante semelhante, o que
contribui para a geragdo de perfis espectrais altamente relacionados. Em contrapartida,
diferencas mais especificas podem estar associadas a produgdo de metabolitos secundarios,
como sider6foros, toxinas e outros compostos caracteristicos, frequentemente encontrados em
faixas inferiores de massa, entre 500 e 3.000 m/z. Essa abordagem tem demonstrado potencial
para aumentar o poder discriminatério do MALDI-TOF MS na diferenciacdo de espécies
estreitamente relacionadas. Contudo, tratase de uma estratégia que ainda se encontra
predominantemente em nivel de pesquisa cientifica. Sua implementacdo em ambientes
industriais, como na industria farmacéutica, exigiria consideravel esfor¢co analitico e
regulatdrio, uma vez que todo o método precisaria ser validado seguindo o que ¢ preconizado
pelas Boas Praticas de Fabricagdo. (Brasil, 2022).

Dessa forma, embora o MALDI Biotyper® tenha demonstrado desempenho superior ao
observado para métodos exclusivamente bioquimicos, sua utilizacdo isolada pode ndo ser
suficiente para identificacdo em nivel de espécie de linhagens pertencentes ao grupo B. cereus.
Nesses casos, a utilizagdo de métodos complementares, como o sequenciamento de genes
constitutivos ou o sequenciamento do genoma completo, ndo apenas permite a identificagado
mais precisa de espécies pertencentes ao grupo B. cereus, mas também contribui para o
enriquecimento continuo das bases de dados utilizadas pelo equipamento (Costa et. al., 2022b,
2024). Uma vez que a identidade taxondmica de uma linhagem ¢ confirmada por metodologias

de maior poder discriminatorio, seus espectros proteicos podem ser incorporados a biblioteca
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do MALDI-TOF MS como novos espectros de referéncia. Esse processo possibilita a expansao
da base de dados e aumenta a representatividade de espécies anteriormente ausentes ou
subrepresentadas, especialmente aquelas de origem ambiental (Souza et al., 2026b).

Como consequéncia, o enriquecimento continuo das bibliotecas espectrais tende a
aumentar a capacidade discriminatoria do método e a melhorar a acuricia das identificacdes
futuras. Nesse contexto, os métodos moleculares ndo devem ser vistos apenas como
ferramentas confirmatorias, mas também como importantes aliados no aprimoramento das
bases de dados do MALDI-TOF MS, contribuindo para o desenvolvimento de bibliotecas cada

vez mais robustas e representativas da diversidade microbiana.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos demonstraram que tanto o VITEK®2 quanto o MALDI-TOF MS
constituem ferramentas uteis para a identificagdo rapida de microrganismos pertencentes ao
grupo B. cereus em laboratorios de controle microbioldgico. O VITEK®2 apresentou bom
desempenho para reconhecimento das linhagens em nivel de grupo, porém com limitagdes para
discriminacao em nivel de espécie devido a elevada similaridade bioquimica existente entre os
membros do grupo. O MALDI-TOF MS apresentou maior capacidade de identificacdo e
elevada frequéncia de resultados com alta confianga, entretanto também demonstrou limitagdes
na diferenciagdo de espécies estreitamente relacionadas pertencentes ao grupo B. cereus. Os
resultados reforcam que a identificacdo definitiva dessas espécies pode requerer métodos
complementares de maior poder discriminatorio, como o sequenciamento gendmico. Além
disso, a utilizagdo de abordagens moleculares para confirmacdo taxondmica pode contribuir
para o enriquecimento continuo das bibliotecas espectrais do MALDI-TOF MS, ampliando sua
capacidade de identificacdo e favorecendo o aprimoramento das analises microbioldgicas em

ambientes industriais.
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