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RESUMO

A identificagdo microbiana acurada ¢ necessaria para o controle de contaminacdo durante a
producdo de medicamentos estéreis. Contudo, a identificacdo ao nivel de espécie de Bacillus e
géneros relacionados permanece um desafio. Este estudo teve como objetivo caracterizar a cepa
B0029.24, isolada de uma industria de imunobioldgicos no Rio de Janeiro, Brasil, previamente
identificada no sistema MALDI Biotyper® como Bacillus cereus/thuringiensis (escore 1,7), e por
sequenciamento do gene 16S rRNA como Bacillus sp. A caracterizagdo gendmica foi realizada por
meio do sequenciamento do genoma completo (SGC) utilizando a plataforma Illumina NextSeq
2000. O SGC revelou um tamanho de genoma de 5.63 Mb, 93 contigs, N50=188620 pb, L50=8 ¢
conteudo GC de 35.14%. O Type Strain Genome Server classificou a cepa como Bacillus
paranthracis, confirmado por ANIb (98,58%). No entanto, o valor de dDDH de 77,80% indica que
o isolado representa uma provavel nova subespécie. A completude e a contaminagdo foram
estimadas em 99,07% e 0,39%, respectivamente, pelo CheckM2 utilizando a plataforma Galaxy. A
cepa foi tipificada por Multilocus Sequence Typing (MLST) como ST-164 e por rMLST como
rST69175, com B. paranthracis como o taxon previsto (100%). O genoma foi depositado no banco
de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (n° de acesso
JBVQSU000000000) ¢ identificado pela ferramenta de taxonomia do NCBI como B. paranthracis
(TaxID 2026186). Apos a confirmagdo gendmica, foi gerado o Main Spectrum Profile (MSP),
contribuindo para a ampliagdo do banco de dados do MALDI Biotyper®. Conclui-se que a
integragdo da genOmica com a espectrometria de massas ¢ uma estratégia eficaz para uma
identificagdo microbiana rapida e acurada, permitindo decisdes mais assertivas na estratégia de
controle de contaminacao.

Palavras-Chave: SGC. Bacillus paranthracis. MLST. Taxonomia. Industria farmacéutica.
ABSTRACT

Accurate microbial identification is needed for contamination control strategy in sterile drug
manufacturing. However, species-level identification of Bacillus and related genera, remains
challenging. The study aimed to characterize the strain B0029.24, isolated from an
immunobiological facility, previously identified by MALDI Biotyper® as Bacillus
cereus/thuringiensis (score 1.7), and 16S rRNA sequencing yielded only Bacillus sp. In this study,
comprehensive genomic characterization was achieved via whole genome sequencing (WGS) using
[Mlumina NextSeq 2000. WGS of B0029.24 revealed a genome size of 5.63 Mb, 93 contigs,
N50=188620 bp, L50=8, GC content of 35.14%. Type Strain Genome Server classified the strain
as Bacillus paranthracis, confirmed by Average Nucleotide Identity (98.58%). However, digital
DNA-DNA hybridization value of 77.80% indicates that the isolate represents a probable novel
subspecies. Completeness and contamination were estimated at 99.07%, and 0.39% by CheckM2
using Galaxy Platform. The strain was typed by Multilocus Sequence Typing (MLST) as ST-164
and rMLST as rST69175, with B. paranthracis as the predicted taxon (100%). The genome was
deposited in NCBI database (access n. JBVQSU000000000) and identified by NCBI Taxonomy
tool as B. paranthracis (TaxID 2026186). After genomic confirmation, a Main Spectrum Profile
(MSP) was created to enrich the MALDI Biotyper® database. This integration of genomics and mass
spectrometry is crucial for precise microbial identification and effective contamination control
decisions.

Keywords: WGS. Bacillus paranthracis. MLST. Taxonomy. Pharmaceutical facility.
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1 INTRODUCAO

A 1identificagdo acurada de microrganismos ¢ crucial para o controle de areas assépticas
na induastria farmacéutica (Brasil, 2022; EMA, 2022; Song et al., 2024). A classificagdo
taxondmica em nivel de espécie contribui para a maior eficiéncia nas investigagdes de desvios
relacionados a produtos ou processos, permitindo a implementacao de medidas corretivas mais
assertivas (Costa et al., 2022; Song et al., 2024; Ramos et al., 2025). Esse rigor no controle
microbiologico ¢ indispensavel para o cumprimento das Boas Praticas de Fabricacao (BPF) e
para assegurar a qualidade, eficacia e seguranca do produto final (Kawai et al., 2019; Brasil,
2022; EMA, 2022; Caldeira et al., 2024).

Bacillus e géneros relacionados sdo frequentemente isolados de areas limpas, contudo,
a sua identificagdo ao nivel de espécie ainda ¢ um desafio (Costa et al., 2022; Tiburcio et al.,
2026). Embora a espectrometria de massas por ionizacao e dessorc¢ao a laser assistida por matriz
por tempo de voo (MALDI-TOF MS) e o sequenciamento do gene 16S rRNA sejam
amplamente empregados e, em muitos casos, resolutivos, os mesmos podem nao ser o suficiente
para a diferenciacao de espécies intimamente relacionadas (Thompson et al., 2020; Ramos et
al., 2025). Nesses casos, tornam-se necessarias abordagens mais avangadas, como o
sequenciamento do genoma completo (SGC) (Thompson et al., 2020; Costa et al., 2024; Li et
al., 2026).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho teve como objetivo identificar ao nivel de espécie
a cepa B0029.24, isolada em uma industria farmacéutica, através de analises de taxonomia
gendmica. A cepa foi previamente classificada por MALDI Biotyper® como Bacillus
cereus/thuringiensis com baixos niveis de confianga (escore 1,7), e por sequenciamento do 16S

rRNA como Bacillus sp.
2 METODOLOGIA

2.1 CEPA BACTERIANA

A cepa B0029.24 foi isolada em 2024, a partir de uma amostra de cultivo celular
proveniente de uma industria de imunobiologicos localizada no Rio de Janeiro e depositada na
Colecdo de Bactérias do Ambiente e Saude/Fiocruz, sob o n° CBAS 1561 e Colegdo de
Bactérias Patogénicas/Fiocruz, sob o n® CBP P7845.
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A 1dentificacdo da cepa B0029.24 por MALDI-TOF MS foi realizada utilizando o
equipamento MALDI Biotyper® (Bruker) seguindo as instrugdes do fabricante. Inicialmente, a
cepa foi cultivada em &gar sangue (SBA) e incubada a 30-35°C por 24h. Em seguida, uma
por¢do da colonia foi transferida a um pogo da placa descartavel para MALDI Biotyper®. Um
microlitro de acido formico 70% foi aplicado sobre o pogo e, ap6s secagem, foi aplicado 1 uL.
da matriz de acido o-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA). Em um dos pocos da placa, foi
adicionado 1 puL do padrio de Escherichia coli, denominado BTS (Bacterial Test Standard) e,
apos secagem, 1 pL da matriz HCCA foi adicionada ao pogo. Posteriormente, a placa foi
inserida no equipamento, que foi calibrado, a partir do pogo contendo o BTS, com a utilizagao
do programa Flex Control v. 3.4, conforme instru¢des do fabricante. Os espectros de massa
gerados foram analisados pelo programa MBT Compass HT v.5.1.100 e comparados com as
bibliotecas disponiveis no equipamento (MBT Compass Library Revision G, 2023). A
interpretagdo dos resultados foi realizada de acordo com o escore obtido: 0.00-1.69 - nenhuma
identificacao de micro-organismo possivel; 1.70-1.99 - baixa confianga para identificacao da

espécie; e 2.00-3.00 - alta confianga para identificacdo da espécie.

2.2 SEQUENCIAMENTO, MONTAGEM E ANOTACAO DO GENOMA

O DNA genomico bacteriano foi extraido utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue
Genomic DNA Isolation (Qiagen, Hilden, Alemanha). O sequenciamento de nova geragdo foi
realizado pela Rede de Plataformas da Fiocruz (Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil)
utilizando o sequenciador Illumina NextSeq 2000 (Illumina®, San Diego, CA, EUA). A
preparagdo das bibliotecas para o sequenciamento foi realizada com o kit Nextera DNA Flex
(Tllumina®, San Diego, CA, EUA), e a corrida de sequenciamento utilizou os reagentes do Kit
P2 XLEAP-SBS™ (Illumina®, San Diego, CA, EUA), com 300 ciclos (2 x 151 pares de bases,
paired-end), de acordo com as recomendagdes do fabricante.

A qualidade das leituras brutas do sequenciamento foi avaliada inicialmente usando os
programas FastQC v.0.12.1 (Andrews, 2010) e FASTP v.0.23.2 (Chen, 2025). Posteriormente,
o programa Trimmomatic v.0.40 (Bolger; Lohse; Usadel, 2014) foi empregado para remover
bases de baixa qualidade (Q < 28) de ambas as extremidades, sequéncias de adaptadores e
leituras com tamanho inferior a 50 pb. Posteriormente, as leituras filtradas e trimadas foram
montadas com o programa SPAdes v.4.2.0 (Prjibelski et al., 2020). Para o refinamento da
montagem, empregou-se o software Pilon, onde foram executadas corregdes de erros de

montagem, inconsisténcias de bases e preenchimento de gaps (Walker et al., 2014).
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O CheckM2 v.1.2.4 (Parks et al., 2015), integrado a Plataforma Galaxy v.25.0, foi
utilizado para estimar a completude e a contaminacdo do genoma montado. A estimativa da
presenca de sequéncias contaminantes e quiméricas foi realizada com o programa GUNC
v.1.0.5 (Orakov et al., 2021), sendo considerados indicativos de contaminagdo ou quimerismo
gendmico valores de Clade Separation Score (CSS) superiores a 0,45.

O algoritmo Contestl6S (Lee et al, 2017) foi utilizado para detectar potenciais
contaminagdes na sequéncia do gene 16S rRNA do genoma montado. O BUSCO v.6.0.0 (Simao
et al., 2015) foi usado para identificar genes ortdlogos presentes, ausentes e fragmentados, € o
QUAST v.5.3.0 (Mikheenko et al., 2018) forneceu as estatisticas das métricas de montagem.
Por fim, o genoma foi depositado no GenBank/National Center for Biotechnology Information

(NCBI) sob o ntimero de acesso JBVQSU000000000.
2.3 TAXONOMIA GENOMICA E ANALISES FILOGENOMICAS

A classificacdo taxonomica da cepa B0029.24 foi realizada utilizando rMLST
(Ribosomal Multilocus Sequence Typing) (Jolley et al., 2012), NCBI Taxonomy browser
(Schoch et al., 2020), com base no identificador taxondmico (TaxID) atribuido ao genoma, e o
Type Strain Genome Server (TYGS) (Meier-Kolthoff et al., 2022). Genomas de referéncia
intimamente relacionados identificados pelo TYGS, foram utilizados para determinar os valores
de Identidade Média de Nucleotideos (ANI) usando o algoritmo Blast com software PyANI
v.0.3.0-alpha (https://github.com/widdowquinn/pyani). A hibridizagdo digital DNA-DNA
(dDDH) foi calculada usando a Calculadora de Distincia Genoma-a-Genoma (GGDC) com
base na féormula recomendada 2 (identidades/comprimento da HSP) (Meier-Kolthoff et al.,
2022).

O mapa gendmico circular comparativo entre B0029.24 e a cepa tipo B. paranthracis
Mn5T (n° acesso Genbank: GCA 001883995.1) foi construida utilizando a plataforma online
Proksee (Grant et al., 2023). O genoma da cepa B0029.24 foi previamente anotado por meio
do software Prokka v.1.14.6 (Seemann, 2014), permitindo a exibi¢cdo das coordenadas das
regides codificadoras (CDS) e demais elementos genéticos no mapa circular. Por fim, realizou-
se a tipificacdo submetendo o genoma ao banco de dados PubMLST B. cereus
(https://pubmlst.org/organisms/bacillus-cereus) para determinar o perfil alélico e o tipo de
sequéncia (ST) correspondente. Atualmente, o esquema de multi-locus sequence typing

(MLST) para o grupo B. cereus contempla 24 espécies, incluindo B. paranthracis.
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2.4 AMPLIACAO DA BASE DE DADOS NO MALDI Biotyper®

Para a ampliagdo da base de dados do sistema MALDI Biotyper® (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha), os procedimentos de aquisicdo e inser¢ao do Main Spectrum Profile
(MSP) na biblioteca foram realizados conforme a metodologia descrita por Costa et al. (2024).

A cepa B0029.24 foi semeada em SBA e incubada a 30-35 °C por 24 horas. Uma porgao
do crescimento foi transferido para um tubo tipo Eppendorf contendo 300 pL de dgua estéril e
900 puL de etanol absoluto, posteriormente homogeneizada em agitador tipo vortex. A solucao
foi centrifugada a 13.000—15.000 rpm por 2 minutos e o sobrenadante foi descartado. Uma
segunda centrifuga¢do de 2 minutos foi realizada para eliminar o residuo liquido. O tubo
permaneceu destampado em temperatura ambiente por 3 a 5 minutos para secagem do pellet.
Em seguida, ap6s adigao de 25 uL de acido formico a 70% e 25 pL de acetonitrila, a suspensao
foi homogeneizada por pipetagem e centrifugada novamente (13.000-15.000 rpm por 2
minutos). Aliquotas de 1 pL do sobrenadante foram aplicadas em oito pogos da placa e, apds
secagem, foi adicionado 1 pL de matriz.

Cada pogo contendo a cepa foi processado em triplicata por MALDI-TOF MS, por meio
do programa Flex Control v. 3.4 no MALDI Biotyper®. A sele¢do dos espectros mais
homogéneos e a eliminagao dos espectros discrepantes (outliers) foi realizada no programa Flex
Analysis v. 3.4. de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A qualidade dos espectros foi
avaliada na faixa de 6000 a 7000 Daltons (Da). Foram considerados espectros outliers aqueles
que apresentaram diferenca entre as massas acima de 500 ppm ou 2,5 Da. Os espectros
discrepantes foram excluidos, de maneira que o MSP fosse criado com no minimo 20 espectros.

Por meio do programa MBP Compass Explorer v. 4.1, 0o novo MSP foi comparado com
todos os espectros existentes e, em seguida, foi inserido na biblioteca customizada. Finalmente,
a nova versao desta biblioteca foi importada para o programa MBT Compass HT v. 5.1.100.

Por fim, foi realizada a verificacdo do MSP, onde a cepa foi novamente submetida a
analise protedmica por MALDI-TOF MS, apo6s incubagdo a 30-35 °C, por 24h em SBA, para

que o MSP inserido pudesse ser desafiado, quanto a sua funcionalidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O SGC da cepa B0029.24 revelou um genoma de 5.63 Mb, com um conteudo G+C de

35.14%, valor compativel com a faixa de 35-35.5%, reportada para a espécie no NCBI. A
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avaliacdo de qualidade por meio do CheckM?2 indicou completude de 99,70% e contaminagao
de 0,39%. Esses resultados classificam o genoma montado como de alta qualidade,
considerando os critérios amplamente aceitos para genomas bacterianos, que estabelecem
valores superiores a 95% de completude e inferiores a 5% de contaminacao (Parks et al., 2015).
Adicionalmente, a analise realizada com o GUNC ndo detectou sequéncias quiméricas ou
contaminantes, corroborando a elevada confiabilidade e integridade da montagem genomica

obtida. A demais métricas de sequenciamento e anotacdo do genoma podem ser consultadas na

Tabela 1.

Tabela 1. Métricas de qualidade da montagem do genoma completo da cepa B0029.24.

Métrica Resultado
Tamanho do genoma (pb)? 5.63 Mb°®
Profundidade 374x
N.° de contigs 93
N50 188620 pb
L50 8
Conteudo G + C (%)° 35.14
Completude (%) 99.41
Contaminagao (%) 0.29
Heterogeneidade 0

Legenda: *pb, par de bases; *Contetudo de G+C, contetdo de guanina e citosina; “Mb, megabase.

De acordo com o banco de dados do género Bacillus no sofiware BUSCO, um total de
778 genes ortdlogos foram avaliados. Dentre eles, 768 foram identificados como completos e
de copia inica, oito como completos e duplicados, dois como fragmentados € nenhum ortélogo
ausente, refletindo uma elevada completude do genoma (99,70%) (Figura 1).

Na avaliacdo da pureza gendmica, ndo foi possivel estimar a contaminagao com base no
gene 16S rRNA utilizando o algoritmo Contest16S, uma vez que apenas um fragmento de 1551
pb foi recuperado. A analise desse fragmento no banco de dados curado EzBioCloud revelou
100% de identidade com B. paranthracis, Bacillus paramycoides e Bacillus nitratireducens.
Esses resultados evidenciam a limitada resolugdo taxonomica do gene 16S rRNA para a

discriminacdo entre espécies filogeneticamente proximas pertencentes ao género Bacillus.
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Figura 1. Avaliacao da completude do genoma (genes ortélogos) da cepa B0029.24 utilizando o software
BUSCO.

B0029.244

0 20 40 60 80 100

% BUSCOs
s Completo (C) e em copia Unica (S) Fragmentado (F)
mm Completo (C) e duplicado (D) mm Ausente (M)

A cepa foi tipificada por MLST como ST-164. Segundo o banco de dados PubMLST,
este ST possui distribui¢do global (Asia, Europa e América do Sul), com isolamentos
majoritariamente de fontes ambientais e produtos lacteos. Na literatura, o ST-164 ¢ associado
a produgdo da toxina cereulida e surtos alimentares (Biggel et al., 2026; Vassileva et al., 2007).
Além disso, a cepa foi classificada no banco de dados rMLST como rST69175, com B.
paranthracis como o taxon previsto com um valor de suporte de 100%. Os perfis rMLST sao
definidos com base nos alelos dos 53 genes ribossomais, como forma de integrar filogenia e a
tipificagdo, sendo amplamente utilizado para classificagdo taxondmica microbiana (Bray et al.,
2022; Jolley et al., 2012).

A andlise filogenomica conduzidano TYGS (Figura 2) foi realizada comparando a cepa
B0029.24 com as sequéncias gendmicas das cepas tipo. O uso dessas cepas de referéncia ¢
indispensavel para garantir o rigor taxonomico e permitir a diferenciagdo de espécies
intimamente relacionadas pertencentes ao grupo Bacillus (Freese et al., 2026). A analise
revelou que a cepa B0029.24 foi agrupada no mesmo clado que B. paranthracis, com suporte

de ramo estatistico de 63%, indicando seu pertencimento a este taxon.
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Figura 2. Arvore inferida com o FastME 2.1.6.1 a partir das distincias GBDP calculadas com base em sequéncias gendmicas.
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Legenda: MCCC - Microbial Type Culture Collection and Gene Bank; ATCC — American Type Culture Collection.
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Essa classificacao foi corroborada pelos valores de ANIb (98,58%) e dDDH (77,80%),
ambos superiores aos limiares de corte estabelecidos para a delimitacdo de espécies bacterianas
(>95-96% para ANI e > 70% para dDDH) (Hu et al., 2022) (Figura 3). Contudo, o valor obtido
para a dDDH permaneceu abaixo do limiar de 79% descrito na literatura para diferenciagdo em
nivel de subespécie (Tian et al., 2024), sugerindo a classificagdo da cepa B0029.24 como uma
possivel nova subespécie (Tabela 2). Essa hipotese ¢ refor¢ada pela anélise filogendmica
conduzida no TYGS, na qual a cepa B0029.24 foi alocada em um ramo diferente da cepa tipo
de B. paranthracis (Figura 2). Adicionalmente, a ferramenta de taxonomia do NCBI também

classificou a cepa B0029.24 como B. paranthracis (TaxID 2026186).

Tabela 2. Valores de ANIb e dDDH para a cepa B0029.24 em comparacio com as cepas tipo mais

proximas.

Cepas tipo N‘Gg:];‘aczf" ANIb? dDDHP
B. paranthracis Mn5 GCA_001883995.1 98,58 77,80
B. pacificus EB422 GCA _001884025.1 95,33 66,30
B. tropicus N24 GCA _001884035.1 94,92 62,50
B. anthracis Vollum GCA 022221345.1 94,51 60,00
B. dicomae MHSD28 GCA_006494425.1 93,52 54,90
B. basilensis 754 GCA _050630465.1 93,14 53,00
B. fungorum 17-SMS-01 ~ GCA_002746455.1 92,73 53,20
B. paramycoides NH24A  GCA_001884235.1 88,09 36,70

Legenda: *Identidade Média de Nucleotideos usando o algoritmo Blastn; "Hibridizacdo digital DNA-DNA.
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Figura 3. Heatmap dos valores de ANIb (em azul) e dDDH (em vermelho) entre a cepa B0029.24 e as cepas
tipo mais proximas.
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Mn5 = 77.80 52 | 93.51 | 88.66 97.5
" 95.0
EB422 - 66.30 | 65.40 93.75 | 93.50 | 93.62 | 88.79
925
N24 - 62.50 | 61.90 | 60.00 88.84
90.0
Vollum = 60.00 | 61.60 | 55.90 | 59.00 l@. 93.51 | 88.77
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dDDH (%)
MHSD28 = 54.90 | 54.50 | 53.80 | 55.90 | 54.50 88.83 100
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80
17-SMS-01 = 53.20 | 53.30 | 53.10 | 54.60 | 53.00 | 54.90 | 54.00 89.08
70
NH24A = 36.70 | 36.60 | 36.70 | 37.00 | 36.90 | 37.00 | 37.40 | 37.70
60

O mapa genomico circular observado na Figura 4 revelou um alto grau de conservagao
e similaridade entre os genomas da cepa B0029.24 e a cepa tipo de B. paranthracis Mn5. A
imagem expde a anotagao génica da cepa B0029.24 nos anéis externos, com CDS representadas
em azul na fita forward e cinza na fita reverse. O anel interno demonstra o alinhamento, com
uso da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), dos dois genomas, indicando
uma cobertura quase continua entre as sequéncias, evidenciando mais uma vez a classificagao

taxondmica da cepa como pertencente a espécie B. paranthracis.
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Figura 4. Mapa gendmico circular da cepa B0029.24 e sua anailise comparativa com o genoma da cepa tipo de B. paranthracis Mn5 gerado usando a ferramenta
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ApoOs a confirmagao taxondmica, criou-se 0 MSP com a finalidade de ampliar o banco
de dados do MALDI Biotyper®. Posteriormente, realizou-se a verificagio do MSP recém-
inserido a biblioteca por meio de uma nova analise a partir de um cultivo fresco da linhagem
B0029.24. O resultado foi satisfatorio, uma vez que o espectro da cepa B0029.24, que havia
sido inicialmente identificado como B. cereus/thuringiensis (Figura 5A), na andlise apoés
expansao, foi corretamente identificado como B. paranthracis como primeira possibilidade de

espécie, apresentando um escore de alta confiabilidade (2,25) (Figura 5B).

Figura 5. Relatérios gerados pelo MALDI-TOF MS para cepa B0029.24. (A) Relatorio anterior a
expansio da base de dados (B) Relatério posterior a expansao da base de dados.

A B
Rank Matched pattern "’;‘é;’:_’," NeBI R ‘ Matched pacsem proo o
1 Bagcillus cereus_thuringiensis_PG_lll BfR_BA_01162 BFR :"} 86661 1 Bacillus paranthracis B0029.24 145076783 |
2 Il i ringiensi I 86661 2 | Bacillus cereus BC10 145076783 |
3 Baclllus pseudomycoides_PG_I BIR_BA_00736 BFR 64104 3 | Bacillus cereus_thuringiensis_PG_lll 191127_09 OLAB 86661 |
L] Bacillus cytotoxicus_PG_VIl 2833 CVUA 86661 4 Bacillus cereus_thuringiensis_PG_lII BfR_BA_01090 BFR 86661
5 Bacillus cereus_thuringiensis PG 1l 191127 09 OLAB B666] 5 Bacillus cereus_thuringiensis PG_lil BfR_BA 01162 BFR 86661
6 Bacillus cereus_thuringiensis PG 11l 191127 _02 QLAB B6661 ‘ 6 | Bacillus cereus_thuringiensis_PG_lIl BfR_BA_01015 BFR 86661
7 Bacillus pseudomycoides_PG_I BfR_BA_00699 BFR 64104 7 Bacillus cereus_thuringiensis_PG_lil 18259419 2 MVD 86661
8 Bacillus cereus_thuringlensis_PG_Ill 15147149_1 MVD 86661 8 Bacillus cereus_thuringiensis_PG_1Il 191127 06 OLAB 86661
9 Bacillus cereus._thuringiensis_PG_Ill 161005557_1 HLG 86661 9 Bacillus cereus_thuringiensis_PG_lIl BfR_BA_01152 BFR 86661
10 Bacillus cytotoxicus_PG_VIl DSM 22905T DSM_2 B6661 10 Bacillus cereus_thuringiensis_PG_Ill 191127 02 OLAB 86661

Cabe ressaltar como uma limitacdo do estudo, que a etapa posterior & incorporacao do
novo espectro a biblioteca constituiu uma verificagdo preliminar e nao uma validagao. Como o
espectro adicionado foi desafiado apenas contra a propria cepa de origem, os elevados escores
obtidos ja eram esperados. Para a realizacao da validacdo, € necessaria a execucao de testes
adicionais desafiando o novo MSP contra outras linhagens de B. paranthracis e espécies
correlatas.

Contudo, como observado na Figura 5B, outras espécies do género Bacillus também
apresentaram alta correspondéncia com a cepa B0029.24, com valores de escore > 2,00,
demonstrando a elevada similaridade protedmica compartilhada por esses microrganismos,
inclusive a cepa de Bacillus cereus BCI10, cujo MSP foi inserido na base de dados do
equipamento pelo nosso grupo de pesquisa. Tal resultado ressalta a necessidade de saturacao
da base de dados do MALDI Biotyper® com MSPs de cepas in house previamente
caracterizadas. Essa estratégia visa aumentar a acuricia da identificagdo, estabelecendo uma
biblioteca personalizada e mais fidedigna a microbiota da industria em questdo (Costa et al.,

2022).
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Na comparacdo entre os relatorios obtidos antes (Figura 5A) e apds (Figura 5B) a
expansdo da base de dados do equipamento, observou-se que os MSPs originalmente presentes
na base de dados do fabricante (Bacillus cereus_turingiensis PG _III) ndo apresentaram alta
similaridade com a cepa B0029.24 na primeira analise, evidenciada por valores de escore <2,00.
Esse resultado pode estar relacionado as diferencas metodologicas aplicadas nos protocolos de
preparo das amostras.

Na primeira analise, foi utilizado o método direto com a adi¢do prévia de acido formico
a 70%, que possivelmente ndo foi suficiente para promover a extragao eficiente de proteinas de
uma linhagem Gram-positiva, cuja parede celular apresenta maior resisténcia a lise (Figura
5A). Em contrapartida, na analise de verificagdo (Figura 5B), aplicou-se o protocolo de
superextracdo, baseado na utilizagdo sequencial de etanol, dcido formico e acetonitrila. Esse
método € indicado pelo fabricante como mais eficiente para a obtengao de espectros de alta
qualidade para anélise em MALDI-TOF MS, o que pode explicar os valores de escore >2,00
obtidos para o0 MSPs originalmente presentes na base de dados do equipamento.

Portanto, o presente estudo demonstra que a integragdo de técnicas gendomicas com a
espectrometria de massas contribui significativamente para a identificagdo microbiana mais
precisa. Enquanto o SCG fornece alta resolucdo taxondmica para diferenciagdo de espécies
intimamente relacionadas, o MALDI-TOF MS fornece a rapidez e o alto rendimento exigidos
pela rotina industrial (Thompson et al., 2020; Costa et al., 2022; Song et al., 2024; Li et al.,
2026). Com o uso integrado das técnicas, a precisao taxondmica deixa de ser apenas um dado
académico e passa a subsidiar decisdes eficazes no controle de contaminagdes.

Por fim, apesar de B. paranthracis ser um microrganismo comumente isolada de solo,
agua e alimentos, no presente estudo, o isolado foi recuperado a partir de amostras de cultivo
celular em industria farmacéutica. Embora a deteccdo de B. paranthracis em ambientes
industriais ainda ndo tenha sido reportado anteriormente na literatura, espécies do género
Bacillus sdo frequentemente isoladas nesse setor (Costa et al., 2022, 2024; Caldeira et al.,
2024). A ocorréncia dessas bactérias na industria pode ser justificada pela sua capacidade de
formar esporos e biofilme, evidenciando a relevancia critica do monitoramento rigoroso e da

identificacdo precisa de B. paranthracis no controle microbioldgico.
4 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que as métricas gendmicas de ANIb (98,58%) e dDDH (77,80%), bem como

a classificag¢do taxondmica por TYGS, confirmam a identifica¢do da cepa B0029.24 como B.
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paranthracis. Os dados também apontam a possibilidade de classificacdo da cepa como uma
nova subespécie. Os resultados obtidos demonstram ainda que a integragao das técnicas SGC e
MALDI-TOF MS representa uma estratégia indispensavel para a discriminacdo precisa de
espécies estreitamente relacionadas, sendo essencial para o direcionamento de agdes resolutivas

no controle de contaminacgdes.
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