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RESUMO

SANTOS, Guilherme de Oliveira Ferreira dos, M. Sc., Universidade Federal de
Vicosa, setembro de 2011. Aplicacéo da técnica de hibridizacao fluorescente in
situ (FISH) para deteccédo de Bacillus spp. Orientador: Marcos Rogeério Tétola. Co-
orientadores: Denise Mara Soares Bazzolli, Maria Catarina Megumi Kasuya e
Antonio Galvao do Nascimento.

Bactérias pertencentes ao género Bacillus possuem grande plasticidade
fisiolégica no que se refere as condicbes de temperatura, pH e salinidade dos
ambientes nos quais sdo encontradas, como: agua, solo, ambientes poluidos, entre
outros. Sob o0 aspecto ambiental, possuem a capacidade de producdo de
biossurfactantes que as colocam como micro-organismos potenciais para aplicacao
na Recuperacdo Avancada de Petréleo Melhorada por Micro-organismos (MEOR).
Tecnologias economicamente viaveis e de crescente aceitacdo, como a MEOR,
podem receber informacfes adicionais das ferramentas moleculares acerca do
comportamento microbiano. Neste contexto, a técnica de hibridizagéo fluorescente in
situ (FISH) apresenta-se como uma importante ferramenta para detec¢cdo de micro-
organismos presentes em diferentes amostras. Trata-se de uma técnica que permite
a deteccdo de micro-organismos sem a necessidade prévia de cultivo. Sondas de
oligonucleotideos complementares ao RNAr podem ser elaboradas com
especificidade que varia desde o nivel de espécie até o nivel de Dominio. Este
trabalho teve como objetivos aplicar a técnica de FISH para detectar bactérias do
género Bacillus e estabelecer a melhor combinacdo de parametros que aliassem
especificidade a emissdo de um adequado sinal de fluorescéncia das sondas
utilizadas. Desta forma, foram utilizadas uma sonda especifica para o género
Bacillus (BACO7) e uma sonda universal para o Dominio Bacteria (EUB338). A
analise in silico revelou que a sequéncia-alvo da sonda BACO7 é encontrada
predominantemente em bactérias do género Bacillus, porém nao foi descartada a
possibilidade de hibridizacdo da sonda BACO7 com outros membros da classe
Bacilli. Para aplicagdo da técnica de FISH e avaliagdo experimental da
especificidade da sonda BACO7, os parametros avaliados foram: o método de

fixacdo das células, a concentracdo de formamida adicionada ao tampéo de



hibridizacdo e o pré-tratamento das células com lisozima. A combinacdo de
parametros que garantiu o melhor sinal para a sonda EUB338 foi: células fixadas em
solucdo de paraformaldeido 4%, tampédo de hibridizacdo com 35% de formamida,
sem pré-tratamento com lisozima; as melhores condi¢cdes para a sonda BACO7
foram: a fixacdo das células em solucdo de paraformaldeido 4%, tampédo de
hibridizacdo com 40% de formamida e sem pré-tratamento com lisozima. Conseguiu-
se uma deteccao especifica de bactérias do género Bacillus pela sonda BACO7. No
entanto, o sinal de fluorescéncia foi muito fraco quando comparado ao sinal da
sonda EUB338, de modo que, para utilizacdo da sonda BACO7 para deteccéo
especifica de Bacillus em amostras ambientais, o estabelecimento de condi¢cdes que

promovam a intensificacdo do sinal € requerido.
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ABSTRACT

SANTOS, Guilherme de Oliveira Ferreira dos, M. Sc., Universidade Federal de
Vicosa, September 2011. Application of fluorescence in situ hybridization (FISH)
technique for detection of Bacillus spp. Adviser: Marcos Rogério Tétola. Co-
advisers: Denise Mara Soares Bazzolli, Maria Catarina Megumi Kasuya and Anténio
Galvéao do Nascimento

Bacteria belonging to the genus Bacillus have physiological plasticity
regarding to the conditions of temperature, pH and salinity of the environments in
where they are found, such as: water, soil, polluted environments, among others.
Under the environmental aspect, these bacteria have the capacity to produce
biosurfactants which put them as potential microorganisms for the application of
Microbial Enhanced Oil Recovery (MEOR).Technologies economically viable and of
growing acceptance, like MEOR, can receive additional informations from the
molecular tools about the microbial behavior. In this context, the fluorescence in situ
hybridization technique (FISH) is an important tool for detection of microorganisms
present in different samples. This technique allows the detection of microorganisms
without the need of cultivation. Oligonucleotide probes complementary to the rRNA
can be designed with specificities that range from the species level to the domains
level. The aims of this work was to apply the FISH technique to detect bacteria of the
genus Bacillus and establish the best combination of parameters which combines
specificity and good fluorescence signal intensity of the probes utilized. In this way, it
was utilized a specific probe for the genus Bacillus (BACO7) and a universal probe for
the Domain Bacteria (EUB338). The in silico analysis revealed that the target
sequence of probe BACO7 is found predominantly in bacteria of the genus Bacillus,
however the possibility of hybridization of probe BACO7 with another member of
class Bacilli was not discarded. The parameters analyzed for the application of the
FISH technique and evaluation of the specificity of probe BACO7 were: cell fixation
method, formamide concentration added to the hybridization buffer and pretreatment
of cells with lysozyme. The combination of parameters that ensured the best signal
for the probe EUB338 was: cells fixed in paraformaldehyde solution 4%, hybridization
buffer containing 35% formamide, without pretreatment with lysozyme; the best

Xii



conditions for the probe BACO7 were: cells fixed in paraformaldehyde solution 4%,
hybridization buffer containing 40% formamide, without pretreatment with lysozyme.
A specific detection of bacteria of the genus Bacillus was achieved by probe BACO7.
However, the fluorescence signal intensity was very weak when in comparison to the
signal of probe EUB338, thereby, for the utilization of probe BACO7 for detection of

Bacillus in environmental samples, an enhanced signal is required.

xiii



1. INTRODUCAO GERAL

A Microbiologia Ambiental, em sua fase atual, tem passado por avangos
significativos, que se devem em parte ao grande acumulo de informacdes biologicas.
As comunidades microbianas prosperam nos mais diferentes habitats, como o solo,
ambientes aquaticos, no trato digestivo de animais, em tecidos vegetais, etc. Essas
comunidades tém sido caracterizadas em detalhes por meio de técnicas variadas,
principalmente as moleculares. Informacfes sobre moléculas-chave, como DNA e
proteinas, estdo sendo acumuladas em uma taxa exponencial, e acredita-se que
novas técnicas moleculares acelerem ainda mais esse processo. Presume-se que,
em um futuro préximo ter-se-a4 uma maior compreensao da diversidade microbiana,
0 que propiciara a obtencéo de informacdes mais precisas sobre o papel central dos
diferentes micro-organismos em seus habitats (RAMETTE et al., 2009).

As técnicas tradicionais de identificacdo e de deteccdo de bactérias
fundamentam-se principalmente na forma de obtencdo de carbono e de energia,
exigéncias nutricionais, meio de cultivo para crescimento e observacao
microscépica. Contudo, essas técnicas limitam o estudo da diversidade microbiana
de um dado ambiente. As condi¢des de cultivo séo seletivas para certos organismos,
e muitas espécies ndo sao sequer detectadas. Desse modo, tem-se uma
caracterizacao errbnea, que nao retrata a realidade do ambiente natural (AMANN et
al., 1995). Por outro lado, a técnica de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH)
mostra-se bastante promissora, uma vez que permite a deteccdo de micro-
organismos in situ, e sem, portanto, requerer o cultivo prévio.

A técnica de FISH combina a precisdo da genética molecular com a
informacdo visual da técnica de microscopia, possibilitando a visualizacdo e
identificacdo de células microbianas em seus habitats naturais (MOTER e GOBEL,
2000). Trata-se de uma técnica que permite a identificacdo molecular, enumeracao
e, na maior parte dos casos, a localizacdo de bactérias fisiologicamente ativas, o
que representa uma vantagem em relagdo as técnicas de fingerprinting, como o
DGGE (Eletroforese em gel de gradiente desnaturante) (BERTAUX et al., 2007).

O Laboratério de Biodiversidade e Biotecnologia para o Meio Ambiente

(LBBMA), da Universidade Federal de Vigcosa (UFV), tem realizado inimeros

1



trabalhos de relevancia ambiental, explorando as éareas de fisiologia, biologia
molecular, diversidade e taxonomia dos micro-organismos envolvidos nos processos
biotecnolégicos de interesse, a exemplo da biorremediacdo e recuperacdo avancada
de petréleo. Nesses trabalhos, bactérias pertencentes ao género Bacillus destacam-
se como micro-organismos potenciais para aplicacdo ambiental. Essas bactérias séo
comumente encontradas em agua de producéo de reservatorios de 6leo, possuindo
caracteristicas desejaveis, como: formacdo de esporos, capacidade de producéo de
acidos e de biossurfactantes, que as colocam como micro-organismos potenciais
para aplicacdo na Recuperacdo Avancada de Petroleo Melhorada por Micro-
organismos (MEOR) (MCINERNEY et al., 2002).

O estudo da Microbiologia do Petroleo tem contribuido para um melhor
aproveitamento deste combustivel, por meio de estratégias que propiciam uma
melhor recuperacdo do petrdleo, ou ainda por auxiliar na limpeza de vazamentos
acidentais de petroleo, por acdo de micro-organismos e/ou seus metabdlitos.

Tecnologias economicamente viaveis e de crescente aceitacdo, como a
MEOR, podem receber informacdes adicionais das ferramentas moleculares acerca
do comportamento microbiano. Diante dessas consideracfes e reconhecendo a
escassez de estudos relativos a aplicacdo da técnica de FISH na deteccdo
especifica de bactérias pertencentes ao género Bacillus, esse trabalho teve como
objetivo implementar a técnica de FISH no LBBMA, e padroniza-la para detectar
especificamente bactérias do género Bacillus em cultura pura, visando sua futura
aplicacdo em amostras ambientais associadas ao petroleo. Utilizaram-se duas
sondas: a sonda universal para o Dominio Bacteria EUB338 (AMANN et al., 1990),
importante como controle do estudo, para padronizacdo da intensidade do sinal e
comparacdo do mesmo com o sinal emitido pela sonda BACO7 (LIU et al., 2001),
supostamente especifica para o género Bacillus. Avaliou-se ainda, para a sonda
BACO7, um conjunto de parametros que garantisse especificidade aliada a um bom
sinal de fluorescéncia, tais como: fixacdo das células, determinacdo da concentracao
ideal de formamida adicionada ao tampéao de hibridizacéo e efeito da adicédo de pre-

tratamento com lisozima na deteccao de Bacillus spp.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.10 género Bacillus

O género Bacillus consiste de uma grande e heterogénea colecao de
bactérias Gram-positivas, caracterizadas pela forma de bastonetes, formadoras de
esporos resistentes a condicdes adversas, tais como escassez de nutrientes,
elevada temperatura e baixa atividade de agua. Compreende bactérias aerbbias e
anaerdbias facultativas, que possuem grande plasticidade fisiolégica no que se
refere as condicGes de temperatura, pH e salinidade dos ambientes nos quais sédo
encontradas, tais como: agua, solo, superficies ou tecidos de plantas, ambientes
poluidos, entre outros (HOLT et al., 1994, ENCINAS et al., 1996). Muitas espécies
sdo comercialmente importantes, destacando-se nos setores clinico, industrial e
ambiental, em razéo da producédo de anticorpos, enzimas, biossurfactantes, dentre
outros produtos (ENCINAS et al., 1996; IVANOVA et al., 1999).

Sob o aspecto ambiental, bactérias do género Bacillus possuem a capacidade
de producdo de &cidos, tais como &cido acético e acido lactico, que pode ser
importante em processos de MEOR, principalmente em formacg8es carbonaceas, nas
quais os acidos produzidos podem alterar a estrutura dos poros da rocha,
dissolvendo seu material constituinte e faciltando a mobilizacdo do 6éleo
(MCINERNEY et al., 2002). Possuem ainda grande relevancia, no que se refere a
producdo de biossurfactantes, sendo capaz de produzir estes compostos tanto em
condicbes aerbbias quanto em condicdes anaerébias (FERNANDES, 2007,
BATISTA, 2008; LIMA, 2008; ROSSMANN, 2008).

Os Dbiossurfactantes sdo moléculas anfipaticas, possuem propriedades
tensoativas que alteram as caracteristicas superficiais e interfaciais de um liquido.
Uma diferenca em relacdo aos surfactantes quimicos é que os biossurfactantes sao
produzidos por seres vivos, sendo de importancia relevante os produzidos por micro-
organismos (MAKKAR e CAMEOTRA, 1998). A significativa redugdo da tensao
interfacial causada pelo biossurfactante aumenta a solubilidade e emulsificacdo das

fases imisciveis, e a biodisponibilidade do substrato insolivel para o micro-



organismo (GHOJAVAND et al., 2008). A capacidade de reduzir a tensdo nas
interfaces agua-6leo e 6leo-rocha leva a reducéo das forcas capilares culminando
com incrementos na recuperacao do petréleo (BANAT et al., 2000). Ghojavand et al.
(2008) mostraram que o biossurfactante produzido por Bacillus subtilis, isolado de
uma jazida de petrdleo iraniana, apresenta alta estabilidade em uma ampla faixa de
pH e temperatura, e em concentracfes de até 20% de NaCl, obtendo-se alta
atividade de emulsificagdo desse biossurfactante, o que pode resultar em grande
utilizacdo no transporte de petréleo pesado, e na sua utilizacdo na recuperacado
avancada do petroleo; desta forma esse composto bioldgico péde ser considerado
um poderoso tensoativo para aplicacdes em condi¢cdes extremas, que normalmente
prevalecem na recuperagdo avancada do petroleo.

Dentro do género Bacillus, a espécie Bacillus subtilis € considerada modelo
para estudos de bactérias Gram-positivas, sendo um dos procariotos mais
estudados em nivel molecular e celular, servindo como padrdo nos estudos de
diferenciacéo, regulagédo de genes/proteinas e eventos do ciclo celular em bactérias
(GRAUMANN, 2007). Trata-se de um micro-organismo de solo, ndo patogénico, nao
colonizador de tecidos, formador de esporos, produtor de acidos e alcodis,
anaerobio facultativo, capaz de utilizar nitrato ou nitrito como aceptores finais de
elétrons (PACCEZ, 2007; SONENSHEIN et al.,, 1993). Dada a auséncia de
patogenicidade e incapacidade de colonizar tecidos, foi conferida a esse organismo
a denominacdo GRAS (generally regarded as safe), assim podendo ser utilizado
como probiotico na indastria de alimentos (PACCEZ, 2007).

A classificacdo sistemética das bactérias pertencentes ao género Bacillus
permaneceu intacta até 2004, quando no Manual de Bergey de Bacteriologia
Sistematica, alguns antigos membros do género Bacillus foram reunidos em novas
familias, incluindo: Acylobacillaceae, Paenibacillaceae e Planococcaceae, obtendo-
se assim uma nova hierarquia taxonémica: Dominio Bacteria, Filo: Firmicutes,
Familia: Alicyclobacillaceae (género Alicyclobacillus), Familia Bacillaceae (géneros
Bacillus, Geobacillus), Familia: Paenibacillaceae (géneros Paenibacillus,
Brevibacillus), Familia Planococcaceae (género Sporosarcina) (Tabela 1) (GARRITY
et al., 2004). Essa nova classificacdo proposta baseia-se na abordagem filogenética,
conseguida em grande parte pela analise de sequéncias do DNAr 16S (GARRITY et

al., 2004). Surpreendentemente, analises de sequéncias de espécies do género



Bacillus mostraram certo grau de similaridade com sequéncias de algumas bactérias
ndo formadoras de esporos, incluindo os géneros: Enterococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, no nivel de Ordem, e Listeria e Staphylococcus, no nivel de Familia
(TODAR, 2011).

Tabela 1 - Redefinicdo taxondmica de algumas importantes bactérias anteriormente pertencentes ao
género Bacillus (TODAR, 2011).

Manual de Bergey de Bacteriologia
Sistematica (1986)

Manual de Bergey de Bacteriologia
Sistematica (2004)

Bacillus acidocaldarius
Bacillus agri

Bacillus alginolyticus
Bacillus amylolyticus
Bacillus alvei

Bacillus azotofixans
Bacillus brevis

Bacillus globisporus
Bacillus larvae
Bacillus laterosporus
Bacillus lentimorbus
Bacillus macerans
Bacillus pasteurii
Bacillus polymyxa
Bacillus popilliae
Bacillus psychrophilus
Bacillus stearothermophilus

Bacillus thermodenitrificans

Alicyclobacillus acidocaldarius
Brevibacillus agri
Paenibacillus alginolyticus
Paenibacillus amylolyticus
Paenibacillus alvei
Paenibacillus azotofixans
Brevibacillus brevis
Sporosarcina globispora
Paenibacillus larvae
Brevibacillus laterosporus
Paenibacillus lentimorbus
Paenibacillus macerans
Sporosarcina pasteurii
Paenibacillus polymyxa
Paenibacillus popilliae
Sporosarcina psychrophilia
Geobacillus stearothermophilus

Geobacillus thermodenitrificans

2.2A técnica de hibridizacao fluorescente in situ (FISH)

Para identificar e quantificar micro-organismos presentes em um dado
ecossistema desenvolveu-se métodos independentes de cultivo, uma vez que
métodos dependentes de cultivo ndo possibilitam o estudo da diversidade
microbiana total de um ambiente (BOTTARI et al., 2006). Assim, o avan¢co da
Biologia Molecular aliado as limitacdes dos métodos microbioldgicos tradicionais

colocam as técnicas moleculares como ferramentas importantes no estudo de
5



comunidades microbianas (REIS JUNIOR et al., 2002; RAMETTE et al., 2009).
Neste contexto, a técnica de FISH surge como uma das ferramentas para detecc¢éo
e identificacdo de micro-organismos sem a necessidade de cultivo. Baseada na
conservacao irregular do RNAr, sondas de oligonucleotideos podem ser projetadas
com especificidade variada, desde o nivel de espécie até o nivel de filo ou mesmo
Dominio, e ao serem marcadas com um fluorocromo, possibilitam a deteccdo e
identificacdo de micro-organismos em uma amostra (Amann e Fuchs, 2008). Desta
forma, serdo abordados os fatores que devem ser analisados criteriosamente antes

de executar a técnica de FISH.

2.2.1 Utilizacdo do RNAr 16S como molécula alvo

A técnica de FISH é parte integrante da abordagem sobre RNAr em estudos
de ecologia microbiana e evolucdo (OLSEN et al., 1986). Os RNArs sdo moléculas
funcionalmente constantes, universalmente distribuidas e relativamente bem
conservadas, mesmo entre organismos filogeneticamente distantes (WOESE, 1987),
e juntamente com proteinas especificas constituem a estrutura supra-molecular, o
ribossomo.

O ribossomo é constituido por duas subunidades, cada qual € composta por
moléculas de RNAr de diferentes tamanhos, definidas de acordo com as
propriedades de sedimentacdo, designadas como unidades Svedberg. Nos
ribossomos de procariotos, a subunidade maior (50S) é constituida pelas moléculas
de RNAr 5S e RNAr 23S e a subunidade menor (30S), pelo RNAr 16S (LECHNER e
TELHADA, 1994). As moléculas maiores (16S e 23S) contém diversas regidoes
conservadas Uteis para se obter um alinhamento adequado, e ainda assim
apresentam variabilidade suficiente em outras regides da molécula para servir como
crondmetros filogenéticos (AMANN et al., 1995). A molécula de RNAr 16S possui
aproximadamente 1500 nucleotideos, enquanto que a molécula de RNAr 23S possui
aproximadamente 3000 nucleotides, por serem maiores e conterem mais
informacdo, essas duas moléculas permitem com que se tenha melhor distin¢do
entre espécies, 0 que permite, por sua vez, a obtencdo de arvores filogenéticas mais
precisas (NEVES, 2002).



De acordo com Amann e Ludwig (2000), a molécula de RNAr 16S pode ser
considerada como molécula-alvo dos biomarcadores, em razdo de algumas
caracteristicas:

|. Esta sempre presente em todas as células.
Il. Apresenta elevado nimero de cépias por célula (10%), o que propicia
alta sensibilidade de sondas cujo alvo é o RNAr.
. E uma molécula que, em razdo da sua funcdo essencial, apresenta
poucas mutagoes.
IV. Possivelmente ndo ocorre transferéncia lateral do gene que a codifica.
V. Muitas sequéncias ja sdo conhecidas, e estdo depositadas em banco
de dados.
VI. A estrutura primaria da molécula de RNAr 16S é composta por regides
tanto de baixa como de elevada conservagao, ao longo do processo

evolutivo.

2.2.2 Panorama metodoldgico

Técnicas moleculares para visualizacao direta de micro-organismos em seus
ambientes naturais tém sido desenvolvidas e utilizadas para auxiliar a compreensao
de aspectos relevantes da ecologia de populacbes e de comunidades microbianas
(MOTER e GOBEL, 2000). Dentre as técnicas utilizadas, a técnica de FISH
apresenta-se como ferramenta importante no estudo de diferentes segmentos da
Microbiologia.

Na construcdo de uma sonda de acido nucléico destinada a aplicacdo da
técnica de FISH, preconiza-se a realizacdo de quatro etapas fundamentais (AMANN
et al., 1995), a saber:

I.  Alinhamento do gene DNAr da espécie de interesse.
II. Identificacdo da sequéncia-alvo que serd usada para se determinar a
sequéncia da sonda de acido nucléico.
lll.  Sintese e marcacéo da sonda.
IV. Avaliacdo experimental e padronizacdo das condi¢des de hibridizagao
para maxima especificidade da sonda.



As sondas utilizadas na técnica de FISH devem ser acopladas as moléculas

marcadoras, permitindo a visualizacdo microscopica do micro-organismo apés a

ocorréncia da hibridizagdo entre a sonda e as moléculas de RNAr constituintes dos

ribossomos. Existem duas formas de marcagdo da sonda, uma direta e outra

indireta. A marcacao direta € o procedimento mais usual, por ser mais rapido,

possuir menor custo e ser mais simples. Assim, moléculas fluorescentes séo

diretamente ligadas ao oligonucleotideo durante a sua sintese, através de uma

ligagdo amino a extremidade 5’ da sonda, ou enzimaticamente, pela utilizacdo de

uma transferase terminal que marcara a extremidade 3' (AMANN et al., 1995)

(Figura 1). Na marcacdo indireta, sdo usadas moléculas sinalizadoras, como

anticorpos e enzimas marcadas com fluorescéncia (MOTER E GOBEL,

(Figura 1).
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Figura 1 - Marcacdo da sonda. Marcacdo direta (a) e (b); marcacdo indireta (c), (d).
marcadas com dioxigenina (DIG); Peroxidase horseradish (HRP) que usa tiramida (TSA) como
substrato para amplificacdo enzimética de sinal (Adaptado de MOTER e GOBEL, 2000).

2000)

Sondas

Os fluorocromos mais utilizados estdo listados na Tabela 2 (MOTER e

GOBEL, 2000).



Tabela 2 - Principais fluorocromos utilizados na técnica de FISH (MOTER e
GOBEL, 2000).

Fluorocromo Cor Excitacdo (nm)* Emissdo (nm)*
Alexa488 Verde 493 517
AMCA Azul 399 446
CY3 Vermelho 552 565
CY5 Vermelho 649 670
CY7 Violeta 743 767
DAPI Azul 350 456
Fluoresceina Verde 494 523
Rodamina Vermelho 555 580
TAMRA Vermelho 543 575
Texas red Vermelho 590 615
TRITC Vermelho-laranja 550 580

*Os comprimentos de onda podem variar ligeiramente, dependendo do fabricante.
(AMCA,) - acido acético metil cumarinico, (CY3) - carbocianina 3, (CY5) - carbocianina 5,
(CY7) - carbocianina 7, (DAPI) - 4’-6-diamidino-2-fenilindol, (TAMRA) - tetrametilrodamina,
(TRITC) - tetrametilrodamina isotiocianato.

As etapas basicas da técnica compreendem: fixacdo, que mantém a
morfologia da célula;, montagem das laminas, que consiste em fixar as células na
lamina de vidro e desidrata-las em etanol; hibridizacdo, que consiste na entrada da
sonda na célula e na ligacdo da mesma a uma porcdo do RNAr; coloragdo com
DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol), um fluorocromo para DNA, que cora todas as
células sem especificidade, e por fim, a observacdo microscoépica, sendo possivel
observar somente os organismos alvos, por meio de filtro especifico para a sonda ou
observar todos os organismos da amostra, utilizando filtro especifico para DAPI
(GODINHO, 2010) (Figura 2).
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Figura 2 - Etapas basicas da Técnica de FISH (Adaptado de Amann e Fuchs, 2008).

As sondas marcadas penetram nas células bacterianas fixadas e formam
ligacbes estaveis, por meio de pontes de hidrogénio entre nucleotideos
complementares com a regido RNAr 16S dos ribossomos, permitindo a visualizacao
direta da amostra hibridizada em um microscopio de fluorescéncia ou em um
microscopio confocal a laser. Quando ndo ha completa complementariedade, nao
ocorre uma hibridizacdo estavel, e a sonda de oligonucleotideos poderd ser
removida da célula durante as etapas de lavagem (LINDEA et al., 1999).

Antes da hibridizacéo, as células sao fixadas e permeabilizadas para entrada
das sondas fluorescentes no interior celular, e para prevengdo da degradacdo do
RNA por RNAses. Efetiva fixacado é crucial para resultados satisfatorios de FISH. A
fixacdo pode empregar agentes precipitantes como o etanol e metanol, ou agentes
cross-linking, como os aldeidos (MOTER e GOBEL, 2000). Os agentes cross-linking
podem néo ser efetivos para Gram-positivas, sendo nesses casos recomendada a
fixacdo com agentes precipitantes, como o etanol (ROLLER et al., 1994). Em alguns
casos de bactérias Gram-positivas, tratamentos enzimaticos com lisozima,

lisostafina, ou uma mistura de enzimas sao avaliados com o intuito de promover a
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desestruturacdo do peptideoglicano, permitindo assim a entrada da sonda e um
melhor sinal fluorescente (LAWSON et al., 2011).

A hibridizac&o ocorre sob condi¢des estringentes, para garantir o anelamento
especifico da sonda ao sitio-alvo, no entanto, as condi¢bes de hibridizacdo sao
estabelecidas de acordo com o tamanho da sequéncia, composicao desta (%GC) e
identidade da sonda com a sequéncia alvo. A estringéncia pode ser ajustada por
meio da concentracdo de formamida adicionada ao tampao de hibridizacdo. A
formamida diminui a temperatura de melting, pelo enfraquecimento das pontes de
hidrogénio, permitindo a utilizacdo de temperaturas mais baixas, em condi¢cdes onde
€ requerida alta estringéncia. A hibridizacdo ocorre em camara escura, geralmente
em temperaturas que variam de 37 a 50 °C, com tempo variando de 30 min até
vérias horas (MOTER e GOBEL, 2000).

2.2.3 Aspectos criticos para aplicacdo da técnica de FISH

A técnica de FISH apresenta algumas limitagcbes que devem ser analisadas
criteriosamente e alternativas devem ser introduzidas para minimizar os problemas
enfrentados.

O limite de deteccdo da técnica é de 10* células mL™. Quando populacdes
presentes na amostra estdo abaixo dessa concentracdo, dificilmente serao
detectadas (AMANN et al., 1995). Nessa situacdo, amostras podem ser
concentradas, por exemplo, por meio de membranas filtrantes, 0 que resultara,
mesmo em concentracdes baixas, em uma densidade celular capaz de ser
detectada (AMANN et al., 1995; WAGNER et al.,, 2003). Em contrapartida, a
intensidade proporcionada pelo pareamento da sonda as moléculas alvo ndo pode
correlacionar-se diretamente com o numero de células, uma vez que o niamero de
cOpias da sequéncia-alvo depende do estado fisioldgico da célula. Assim, um baixo
namero de ribossomos, que acarreta em uma baixo conteddo de RNAr, € um dos
principais fatores limitantes na aplicacdo de FISH (AMANN et al., 2000).

Para minimizacdo de problemas relacionados a qualidade do sinal emitido e
ao baixo conteudo ribossomal, a técnica CARD-FISH (do inglés Catalyzed Reporter

Deposition-FISH) mostra-se como uma ferramenta interessante, uma vez que o sinal
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emitido pela sonda é mais forte (STEIL, 2007). Nessa técnica, as sondas estao
ligadas a enzima HRP (horseradish peroxidase), que catalisa a formacdo de
moléculas altamente reativas (radicais tiramida) marcadas com fluorocromo, que se
ligam as regides ribossomais e a proteinas préximas a sonda, ocasionando aumento
significativo do sinal fluorescente (PERNTHALER et al., 2002; STEIL, 2007). Dessa
forma, o sinal da sonda é amplificado muitas vezes, pela deposicdo de tiramida
marcada, permitindo a deteccdo de células com baixo conteddo ribossomal
(PERNTHALER et al., 2002; WAGNER et al., 2003).

Outro fator que limita o processo € a insuficiente penetracdo da sonda na
célula bacteriana, etapa que depende da estrutura da parede celular. Para muitas
bactérias Gram-positivas, estratégias diferenciadas de fixacdo de células e
tratamentos enziméticos séo utilizadas para garantir a penetracdo (MOTER E
GOBEL, 2000): lisozima e lisostafina em Staphylococcus (LAWSON et al., 2011),
lisozima em Bacillus (BASHAN et al., 2010), mutanolisina e lisozima para detecc¢éo
de esporos de Bacillus (FILION et al., 2009).

Tratamentos enzimaticos para contornar o obstaculo da parede celular de
bactérias Gram-positivas vém sendo explorados para melhores resultados da
técnica de FISH. Tratamentos combinando lisozima e acromopeptidase seguida por
exposicao a lipase foram utilizados para enumeracéo e deteccdo de lactobacilos em
biofilmes orais, por meio de sondas especificas (QUEVEDO et al., 2011). Células de
Staphylococcus aureus foram envolvidas em agarose, e tratadas com metanol e
lisozima, conseguindo-se boa permeabilizacdo e bons sinais de fluorescéncia
(LAWSON et al., 2011).

A acessibilidade ao sitio-alvo é um terceiro fator critico que, quando
derrubadas ou minimizadas as barreiras de baixo contetddo ribossomal e da
impermeabilidade celular, figura-se como uma das principais razdes para resultados
insatisfatorios da técnica (FUCHS et al., 1998). Esses autores realizaram um estudo
sistematico da acessibilidade de sitios-alvos do RNAr 16S de Escherichia coli,
utilizando mais de 200 sondas marcadas com carboxifluoresceina que mapeavam
toda a estrutura do RNAr 16S. Essas sondas foram agrupadas de acordo com a
fluorescéncia relativa em seis classes de brilho, sendo a fluorescéncia de uma dada
sonda expressa em funcdo da sonda que apresentava a maior intensidade de

fluorescéncia. A acessibilidade pdde, assim, ser descrita em funcéo do brilho obtido
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com cada sonda. Por meio dessa estratégia, os autores descreveram a existéncia de
regides inacessiveis, de modo que as células tratadas com sondas especificas para
essas regides apresentavam pouco ou nenhum brilho. Por fim, verificaram que as
regiGes mais variaveis, que possibilitariam a construcdo de sondas especificas, eram
também as mais inacessiveis.

Estudo semelhante ao de Fuchs et al. (1998) foi feito utilizando sondas que
tinham como alvo, o RNAr 16S de Pirellula sp (Dominio Bacteria), RNAr 16S de
Metallosphaerela sedula (Dominio Archaea) e RNAr 18S de Saccharomyces
cerevisiae (Dominio Eukarya), mostrando que os mapas de acessibilidade sdo muito
similares para organismos filogeneticamente préximos (BEHRENS et al., 2003a).
Verificaram ainda que o fluorocromo acoplado a sonda também interfere na
acessibilidade. Neste caso, foi sugerido que carbocianina 3 (Cy3) por possuir uma
estrutura mais linear, poderia reduzir impedimento estérico e, com isso, facilitaria a
ligacdo da sonda ao sitio-alvo (BEHRENS et al., 2003a).

As etapas de fixacdo e hibridizacdo podem aumentar a acessibilidade da
sonda ao sitio-alvo por meio de mudancas conformacionais da molécula-alvo
(BEHRENS et al., 2003b). O problema de inacessibilidade pode ser contornado com
a utilizacédo de oligonucleotideos nao-marcados (helpers) adjacentes ao sitio-alvo da
sonda, conseguindo-se aumento do sinal de hibridizagdo em E. coli (FUCHS et al.,
2000).

Yilmaz e Noguera (2004) revelaram em seus estudos que a eficiéncia de uma
sonda para FISH, pode ser definida ndo somente pela sua acessibilidade, mas
também em funcdo da afinidade termodindmica da sonda ao sitio alvo. Esses
autores verificaram que interacfes intramoleculares de DNA, interacdes terciarias
RNA-RNA e interacdo proteina-RNA afetam a estabilidade do hibrido DNA/RNA. A
presenca de proteinas ribossomais, pode provocar reducéo direta da afinidade da
sonda, por meio de contatos intimos com o sitio alvo, podendo prevenir a
reorganizacdo global do RNAr, o que afeta a termodindmica ou a cinética da
hibridizacao (YILMAZ e NOGUERA, 2004).
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2.2.4 Aplicagdes

Mesmo com limitacdes, a técnica de FISH tem sido utilizada nos mais
diversos segmentos da Microbiologia, a saber: diversidade microbiana em amostras
de ambientais naturais, em sistema de tratamento de aguas residuarias, deteccao de
patdgenos de humanos, animais e vegetais, amostras de alimentos, em culturas de
sangue, etc (MOTER e GOBEL, 2000).

A combinacdo de métodos hidrogeol6gicos e moleculares, utilizando FISH e
DGGE, forneceram melhores informacdes sobre a comunidade e as potencialidades
da atividade de micro-organismos metanogénicos em um aquifero contaminado com
hidrocarbonetos de petréleo (KLEIKEMPER et al., 2005).

Nove diferentes tipos de sondas de oligonucleotideos fluorescentes, para a
regido D1/D2 do RNAr 26S de diferentes leveduras envolvidas no processo de
vinificacdo, foram desenvolvidos para aplicacdo da técnica de FISH, demonstrando
claramente o potencial da técnica de FISH para identificar leveduras naturalmente
presentes nos vinhos (XUFRE et al., 2006).

Uma sonda de oligonucleotideos, especifica para 0 RNA ribossomal 16S de
espécies do género Rickettsia foi desenvolvida, conseguindo-se hibridizacao
especifica, apenas com espécies de Rickettsia, colocando a técnica de FISH como
um meétodo sensivel e especifico na deteccdo de Rickettsia spp. em amostras de
tecidos pulmonares de suinos (SVENDSEN et al., 2007)

Protocolos rapidos e efetivos, utilizando diferenciados tratamentos
enzimaticos, detectaram esporos de Bacillus megaterium, Bacillus cereus e Bacillus
atrophaeus, reduzindo o tempo de execucdo da técnica (incluindo os preé-
tratamentos enzimaticos e a etapa de hibridizagdo) para cerca de uma hora,
alcancando eficacia também em populacfes de células mistas (FILION et al., 2009).
Segundo os autores, estes protocolos podem ser adaptados para outros tipos de
esporos bacterianos.

Utilizando duas sondas, uma especifica, e outra universal para detectar
Bacillus pumillus ES4, que promove o crescimento e melhora o estabelecimento de
plantas em rejeitos de minas, a andlise de FISH visualizada por meio de microscopia
confocal a laser, revelou que os locais preferenciais de colonizacdo destas bactérias
sdo as pontas das raizes e a regidao de elongacao radicular (BASHAN et al., 2010).
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A técnica de FISH foi otimizada para detec¢do de propionibactérias do leite
por meio de sondas especificas, os resultados foram comparados com métodos de
plagueamento de queijo Gruyére comercial, revelando que a técnica de FISH
poderia ser utilizada como um método rapido para enumeracgdo destas bactérias em
amostras de queijo (BABOT et al., 2011).

A comunidade microbiana que habita a coluna de agua de Terra Nova Bay,
Antarctica, foi analisada por FISH, revelando como grupos majoritarios:
Bacteroidetes, que prosperam em altas concentragbes de matéria organica
dissolvida; Gammaproteobacteria que foram ubiquos, sugerindo um papel central
destes organismos na comunidade bacterioplanctdnica analisada; e Actinobacteria
gue mostraram ampla gama de tolerancia ao sal (LO GIUDICE et al., 2011).

Deteccao de leveduras do género Candida e deteccédo especifica de Candida
albicans foram conseguidas fixando as células em etanol/formalina (BISHA et al.,
2011). Os autores utilizaram, adicionalmente, oligonucleotideos helpers que
aumentaram em 10 vezes a intensidade de fluorescéncia das sondas, garantindo

excelentes sinais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1Linhagens bacterianas e condi¢cdes de cultivo e fixacdo das células

Culturas puras das seguintes bactérias foram utilizadas neste estudo:
Acinetobacter baumanii (LBBMA 54), Bacillus cereus (LBBMA 103), Bacillus
licheniformis (LBBMA RI4978), Bacillus sphaericus (LBBMA RI4915), Bacillus
subtilis spizizenii (LBBMA RI4951), Enterobacter agglomerans (LBBMA 102A),
Micrococcus luteus (LBBMA 98), Pseudomonas aeruginosa (LBBMA 88A). Todas
as bactérias foram selecionadas por serem isoladas de amostras de ambientes
com presenca de petroleo, e pertencem a colecédo de culturas do Laboratorio de
Biodiversidade e Biotecnologia para o Meio Ambiente (LBBMA), da Universidade
Federal de Vicosa, Brasil. Os isolados bacterianos foram cultivados em caldo
nutriente a 30°C por 12 horas e a 200 rpm. As células foram coletadas na fase de

crescimento exponencial (densidade o6tica a 600nm de 0,5-1,0).

3.2Hibridizag&o fluorescente in situ

3.2.1 Sondas de acidos nucléicos

Foram utilizadas duas sondas: EUB338 (5’ - GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3)
(AMANN et al., 1990), que tem como alvo uma regido do RNAr 16S de micro-
organismos pertencentes ao Dominio Bacteria, e uma sonda especifica,
complementar a regido do RNAr 16S de Bacillus spp. (BACO7 - 5'-
ACAGATTTGTGGGATTGGCT-3’) (LIU et al., 2001). As sondas eram marcadas na
extremidade 5’ com o fluorocromo Cy3 (Alpha DNA, Montreal, Canada), e foram

ressuspendidas em &gua MilliQ para uma concentracdo estoque de 1 pg pL™.

3.2.2 Avaliacao in silico da especificidade da sonda BACO7
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Para avaliacdo in silico da especificidade da sonda BACO7, utilizou-se o
Programa Probecheck (LOY et al., 2008), um programa criado e mantido pelo
Departamento de Ecologia Microbiana da Universidade de Viena que informa quais
organismos podem conter a sequéncia-alvo da sonda. Além disso, foi realizada
uma prospeccdo dos genes DNAr 16S no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Primeiramente, selecionou-se sequéncias do
DNAr 16S das espécies bacterianas utilizadas neste estudo, que foram analisadas
no programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2008), onde realizou-se o alinhamento das
sequéncias selecionadas com o reverso complementar da sequéncia da sonda
BACO7.

Em um segundo momento, buscou-se no banco de dados sequéncias do
DNAr 16S de micro-organimos que, de acordo com a nova classificacdo
sisteméatica de 2004, ndo pertencem mais ao género Bacillus, e foram agrupados
em um novo género, a saber: Alicyclobacillus acidocaldarius, Brevibacillus brevis,
Geobacillus stearothermophilus, Paenibacillus larvae e Sporosarcina pasteurii.
Buscou-se ainda por sequéncias do DNAr 16S de: Enterococcus faecalis,
Lactobacillus agilis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e
Streptococcus mutans, uma vez que sequéncias destas espécies pertencem a
géneros que, de acordo com Garrity et al. (2004), apresentam certo grau de
similaridade com sequéncias de espécies do género Bacillus. Por meio do
programa MEGA 4.0, alinhou-se sequéncias obtidas de cada um dos micro-
organismos acima listados, com o reverso complementar da sequéncia da sonda
BACO7.

3.2.3 Fixacdao das células

As células bacterianas coletadas apés cultivo foram lavadas em tamp&o
salina fosfato (PBS) (130 mM NaCl, 7 mM Na;HPO,4, 3 mM NaH,PO4, pH 7,2) e
fixadas por dois métodos distintos, a saber:

(1) fixacdo das amostras de todas as espécies em solucdo de
paraformaldeido a 4% em PBS (m/v), segundo metodologia descrita por AMANN et

al. (1990). Trés volumes de solucdo de paraformaldeido 4% foram adicionados a
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um volume de cada amostra bacteriana. A incubacao foi realizada a 4 °C por 14 h.
O sobrenadante foi removido de cada amostra apds 5 min de centrifugacéo (7.600
rpm), posteriormente as amostras foram lavadas duas vezes com solugcéo de PBS
(7.600 rpm por 5 min cada vez). Os precipitados foram ressuspendidos em
PBS/etanol (1:1, v/v) e mantidos a -20 °C.

(2) fixacdo das amostras de bactérias do género Bacillus em solucdo de
etanol 50%, segundo metodologia descrita por ROLLER et al. (1994). Um volume
de solucao de etanol 50% foi adicionado a um volume de cada amostra bacteriana.
As amostras foram centrifugadas por 5 min (5.000 rpm), o sobrenadante foi
descartado. Os precipitados foram ressuspendidos em PBS e adicionou-se etanol

para uma concentracédo final de 50%, em seguida foram mantidos a -20 °C.

3.2.4 Montagem das laminas e pré-tratamento enzimético

As amostras fixadas (10 pL) foram aplicadas na superficie de laminas para
epifluorescéncia contendo 12 pocos (Perfecta) e secas por 20 min a 46 °C. A seguir,
foram desidratadas sequencialmente em solucdes de etanol a 50%, 80% e 100% por
3 min cada.

Com o intuito de aumentar a permeabilidade celular, efetuou-se,
adicionalmente, nas amostras fixadas de acordo com o método (1) descrito na secao
3.2.3, um pré-tratamento enzimatico com lisozima (10 mg mL™ ou 50 mg mL™?)
durante 20 min a 37 °C, e utilizacdo de uma série de desidratacdo (50%, 80% e

100% de etanol), antes e depois do tratamento com lisozima.

3.2.5 Condigbes de hibridizagéo

A hibridizac&o foi realizada segundo o protocolo proposto por Amann et al.
(1995), com modificacbes: 9 uL de tampéao de hibridizacdo (0,9 M NaCl, 20 mM
Tris.HCI [pH 8,0], 0,01% SDS e formamida), adicionado de 1 pL da sonda
correspondente (50 ng L), foram aplicados em cada poco da lamina. As reacdes
de hibridizacdo foram realizadas sob temperatura de 46 °C por 2 h, com

concentragbes crescentes de formamida (de 10 a 45% v/v, com incrementos
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sucessivos de 5%), adicionada ao tampdo de hibridizacdo, na tentativa de se
garantir melhor especificidade e qualidade do sinal emitido pelas sondas.

ApoGs a hibridizacdo, as laminas foram lavadas em tampéo de lavagem (20
mM Tris.HCI [pH 8,0], 0,01% SDS, 5 mM EDTA e NaCl) pré- aquecido a 48 °C, por
15 min. A concentracdo de NaCl foi ajustada em razdo da concentracdo de
formamida adicionada ao tampao de hibridizac&o, conforme descrito por Pernthaler
et al. (2001) (Tabela 3). A etapa final de lavagem foi realizada com agua MilliQ. As
laminas foram secas no escuro em temperatura ambiente. Em seguida, adicionaram-
se 5 yuL de DAPI (4', 6 -diamidino-2-fenilindol) 0,001% em cada poco, seguindo-se
de incubacédo no escuro por 10 min, sob temperatura ambiente. O excesso de DAPI
foi retirado com agua MilliQ, e as laminas foram guardadas no escuro e sob
refrigeracdo a 4 °C, até a observag¢édo microscépica.

Tabela 3 - Concentracéo de NaCl no tampéo de lavagem ajustada em razéo da concentracédo
de formamida adicionada ao tampéao de hibridizacdo (PERNTHALER et al., 2001).

% de Formamida no tampéao de Concentracdo de NaCl no tampéo de
hibridizacéo lavagem
10 0,450 M
15 0,318 M
20 0,225 M
25 0,159 M
30 0,112 M
35 0,080 M
40 0,056 M
45 0,040 M

3.2.6 Observacédo microscopica

As laminas foram observadas em microscopio Olympus BX-50, sob
epifluorescéncia, em aumento de até 1.000 vezes. Foram utilizados filtros
especificos com excitacdo na regiao de 510 a 550 nm, para observacao das células
hibridizadas com sondas marcadas com Cy3, e com excitagdo na regiao de 330 a
385 nm para captacdo da fluorescéncia das células coradas com DAPI. As imagens
foram capturadas com cameras digitais QColor3 (Olympus PM-C35DX) e QColor5

(Olympus PM-10AK3). Para aquisi¢cdo de imagens utilizou-se o programa Q-capture
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Suite. Cinco campos microscépicos representativos foram selecionados para analise

das imagens.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Avaliagéo in silico da especificidade da sonda BACO7

A andlise in silico pelo programa probeCheck revelou que a sequéncia-alvo da
sonda BACO7 é encontrada, sem nenhuma incompatibilidade de base, em diversos
isolados de espécies do género Bacillus, e em alguns representantes do género
Paenibacillus. Verificou-se também, que alguns isolados bacterianos pertencentes
ao género Sporosarcina, Staphylococcus, Listeria, Lactobacillus apresentaram de
uma a quatro incompatibilidades de base com a sequéncia-alvo da sonda BACO7,
podendo, experimentalmente, hibridizar com a sonda. O programa probeCheck é
uma importante ferramenta para avaliar a especificidade de sondas , uma vez que
reune dados obtidos de outros programas, como: ARB Project, RDP (Ribosomal
Database Project), Greengenes, SILVA, FGPR (Functional Gene Pipeline /
Repository), estes programas funcionam como repositorios de sequéncias RNAr
16S, permitindo a manipulacédo, alinhamento e analise das mesmas. Diante disso,
pode-se utilizar o programa probeCheck como padrdo para uma avaliacdo inicial da
especificidade da sequéncia estudada.

O alinhamento do reverso complementar da sequéncia da sonda BACO7 com
as sequéncias do DNAr 16S das espécies utilizadas neste estudo revelou 100% de
similaridade com sequéncias de Bacillus subtilis spizizenii e Bacillus licheniformis
(Figura 3 e Tabela 4). Bacillus cereus e Bacillus sphaericus apresentaram, 75% e
70% de similaridade, respectivamente, enquanto que para as outras espécies, a

similaridade variou de 55 a 75% (Figura 3 e Tabela 4).

/ 'I""I""I""I""I""I""I""I'"'I"'\

1280 1290 1300 1310 1320

BACOT reverso complementar AGCCAATCCCACAAATCTGT

Bacillus subtilis subsp. spizizenii GAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGG
Bacillus cereus AAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGG
Bacillus sphaericus CAACTCGCGAGAGGGAGCTAATCCGATAAAGTCGTTCTCAGTTCGG
Bacillus licheniformis GAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGG
Acinetobacter baumannii TACACAGCGATGTGATGCTAATCTCAAAAAGCCGATCGTAGTCCGG
Pseudomonas aeruginosa CAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGG
Micrococcus luteus GATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGG

@erobaoter agglomerans GACCTCGCGAGAGCAAGCGGACC TCACAAAGTGCGTCGTAGTCCGy

Figura 3 - Alinhamento entre o reverso complementar da sequéncia da sonda BACO7 com
as sequéncias do DNAr 16S das mesmas espécies utilizadas neste trabalho. O
21



alinhamento foi obtido com o Programa BioEdit, e as sequéncias alinhadas foram retiradas
do banco de dados NCBI.

Tabela 4 — Similaridade das sequéncias do DNAr 16S das espécies utilizadas neste trabalho
com o reverso complementar da sequéncia da sonda BACO7.

Similaridade com o reverso complementar

Bacteria da sequéncia da sonda BACO7
Bacillus subtilis spizizenii 100%
Bacillus cereus 75%
Bacillus sphaericus 70%
Bacillus licheniformis 100%
Acinetobacter baumannii 65%
Pseudomonas aeruginosa 75%
Micrococcus luteus 75%
Enterobacter agglomerans 55%

As sequéncias encontradas no banco de dados NCBI pertencem as mesmas espécies
utilizadas neste trabalho, porém constituem-se isolados diferentes.

Para conclusdo da andlise in silico, verificou-se, pelo alinhamento de
sequéncias do DNAr 16S retiradas do NCBI, que as espécies Sporosarcina pasteurii
e Listeria monocytogenes apresentaram similaridade de 80% com o reverso
complementar da sequéncia da sonda BACO7 (Figura 4 e Tabela 5). Esta
similaridade foi maior, do que a obtida para as espécies Bacillus cereus e Bacillus
sphaericus. O alinhamento com as sequéncias do DNAr 16S de outras espécies
(Alicyclobacillus acidocaldarius, Brevibacillus brevis, Geobacillus stearothermophilus,
Paenibacillus larvae, Enterococcus faecalis, Lactobacillus agilis, Staphylococcus
aureus e Streptococcus mutans) resultou em uma similaridade de 60 a 75% com o

reverso complementar da sequéncia da sonda BACO7 (Figura 4 e Tabela 5).

A B IR I S I B S B B
1300 1310 1320 1330 1340 \
BACO7 reverso complementar AGCCAATCCCACAAATCTGT
Brevibacillus brevis ACCTCGCGAGAGGACGCCAATCTCTTAAAACCAATCTCAGTTCGGA
Paenibacilus larvae AAGGAGCGATCCGGAGCCAATCCTCAAAAGCCGATCTCAGTTCGGA
Sporosarcina pasteurii AACCCGCGAGGGGGAGC TAATCCCATAAAACCGTTCCCAGTTCGGA

Geobacillus stearothermophilus | AACCCGCGAGGGGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGA
Alicyclobacillus acidocaldarius | AAGCCGCGAGGCGGAGCGAAACCCAAAAAGCCGCTCGTAGTTCGGA

Enterococcus faecals AGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGA
Lactobacillus agilis AACTCGCGAGGGCAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGA
Streptococcus mutans AGCCGGTGACGGCAAGCTAATCTCTGAAAGCCGATCTCAGTTCGGA
Listeria monocytogenes AAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGA
@DW‘UCUCCUS aureus AAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGT TCGGV

Figura 4 — Alinhamento entre o reverso complementar da sequéncia da sonda BACO7
com as sequéncias do DNAr 16S de Brevibacillus brevis, Paenibacillus larvae,
Sporosarcina pasteurii, Geobacillus stearothermophilus, Alicyclobacillus acidocaldarius,
Enterococcus faecalis, Lactobacillus agilis, Streptococcus mutans, Listeria
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monocytogenes e Staphylococcus aureus. O alinhamento foi obtido com o Programa
BioEdit, e as sequéncias alinhadas foram retiradas do banco de dados NCBI.

Tabela 5 — Similaridade das sequéncias do DNAr 16S de espécies ndo pertencentes ao
género Bacillus com o reverso complementar da sequéncia da sonda BACO7.

Similaridade com o reverso complementar

Bactéria da sequéncia da sonda BACO7
Brevibacillus brevis 60%
Paenibacillus larvae 70%
Sporosarcina pasteurii 80%
Geobacillus stearothermophilus 75%
Alicyclobacillus acidocaldarius 70%
Enterococcus faecalis 60%
Lactobacillus agilis 70%
Streptococcus mutans 65%
Listeria monocytogenes 80%
Staphylococcus aureus 75%

A sequéncia da sonda BACO7 foi estudada por Liu et al. (2001), classificada
como supostamente especifica para o grupo Subtilis, que inclui Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus polilliae, Bacillus pumilus e Bacillus licheniformis.
Nove anos depois, Bashan et al. (2010) verificaram pelo programa probeCheck que
a especificidade da sonda BACO7 abrangia todo o género Bacillus. Os bancos de
dados estdo sendo constantemente atualizados, de modo que a diversidade total de
RNAr depositada atualmente € muito maior do que a que existia ha dez anos atras.
Assim, muitas sondas construidas ha anos atras para um grupo alvo especifico,
devem ser novamente avaliadas para verificacdo da abrangéncia de sua
especificidade.

Os dados deste trabalho vdo além dos dados de Bashan et al. (2010). A
avaliacdo realizada pelo programa probeCheck em agosto de 2011 revelou que a
sonda BACO7 mostrou complementariedade total com membros do género Bacillus
e Paenibacillus, além de ter poucas divergéncias de bases com outros membros da
classe Bacilli, pertencentes aos géneros Sporosarcina, Staphylococcus, Listeria e
Lactobacillus. Os alinhamentos realizados entre sequéncias do DNAr 16S de
bactérias da classe Bacilli com o reverso complementar da sequéncia da sonda

BACO7 confirmam a alta similaridade, possuindo um percentual de similaridade igual
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ou superior ao percentual obtido com alguns membros pertencentes ao género
Bacillus, como B. cereus e B. sphaericus.

A avaliacao in silico foi realizada a partir de sequéncias depositadas no banco
de dados NCBI. As sequéncias dos isolados de estudo podem apresentar
divergéncia de bases em relacdo as sequéncias depositadas no banco de dados.
Embora sequéncias de Micrococcus luteus e Pseudomonas aeruginosa alinhadas
com o reverso complementar da sequéncia da sonda BACO7 tenham mostrado um
percentual de similaridade igual ou superior ao percentual de alguns membros do
género Bacillus (Figura 3 e Tabela 4), o programa probeCheck ndo aponta essas
bactérias como possiveis alvos da sonda BACO7. Dessa forma, a andlise in silico
fornece um padréo para avaliacdo inicial da sonda, porém somente a avaliacdo
experimental podera concluir pela especificidade final da sonda.

Por fim, deve-se levar em conta a amostra a ser analisada. No presente
trabalho, os isolados séo provenientes de amostras de petroleo, que ndo possuem
representantes do género Staphylococcus, Lactobacillus, Listeria (que poderiam vir a
hibridizar com a sonda, de acordo com o programa probeCheck). Assim, a sonda
BACO7 podera ser utilizada para deteccao especifica de Bacillus spp oriundos de
amostras de petroleo, uma vez que a avaliacdo in silico revelou a possibilidade de
hibridizacdo com todos os membros do género Bacillus e impossibilidade de
hibridizacdo com as outras bactérias do estudo (Acinetobacter baumannii,

Enterobacter agglomerans, Micrococcus luteus e Pseudomonas aeruginosa).

4.2Aplicacao da técnica de FISH e avaliacdo experimental da sonda BACO07

A fixagdo das ceélulas de B. cereus e B. subtilis spizizenii com solucdo de
paraformaldeido 4%, seguida de hibridizagdo com 35% de formamida foram as
condicOes que propiciaram a obtencdo de maior intensidade de fluorescéncia com a
sonda EUB338 (Tabela 6). Ndo houve diferencas perceptiveis de intensidade de
fluorescéncia entre os dois tipos de tratamento de fixagdo, paraformaldeido 4% ou
etanol 50%, na mesma concentracdo de formamida, para as demais espécies do
género. A fixacdo das outras espécies avaliadas (Acinetobacter baumannii,

Enterobacter agglomerans, Micrococcus luteus e Pseudomonas aeruginosa) com a
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solucdo de paraformaldeido 4% resultou na obtencdo de sinal fraco a forte,
dependendo da concentracdo de formamida (Tabela 6).

Bertaux et al. (2007) fixaram amostras de solo em solucdo de
paraformaldeido 3% e utilizaram 35% de formamida no tampao de hibridizacao para
obtencdo de um bom sinal na deteccdo de bactérias com a sonda EUB338, ja
Kleikemper et al. (2005) fixaram amostras de agua de um aquifero contaminado com
hidrocarbonetos de petréleo em solucdo de paraformaldeido 4%, utilizando 30% de
formamida no tampao de hibridizacdo para deteccdo de bactérias com a mesma
sonda. Amann et al. (1990), autores da sonda EUB338, fixaram células de
Escherichia coli, Desulfovibrio gigas e Desulfobacter hydrogenophilus em solucéo de
paraformaldeido 4% e ndo utilizaram formamida no tampéo de hibridizacdo. Esses
dados indicam que a percentagem de formamida no tampao de hibridizagdo, para
deteccdo de bactérias coma sonda EUB338, pode variar em funcdo da amostra e
dos micro-organismos a serem detectados. No presente trabalho, verificou-se que, o
decréscimo na porcentagem de formamida adicionada ao tampao de hibridizacdo
fornecia uma intensidade de sinal mais fraco. Na condicdo em que se empregou
10% de formamida adicionada ao tampéo de hibridizacdo foram obtidos sinais muito
fracos para algumas bactérias. Desta forma, a realizacdo de uma hibridizacdo com
auséncia de formamida no tampéao de hibridizacao foi descartada.

As condi¢cOes que propiciaram a especificidade esperada com a sonda BACO7
foram: a fixacdo das células em solucdo de paraformaldeido 4% e hibridizacdo com
40% de formamida (Tabela 7). Ndo houve, nas concentracdes de formamida
testadas, diferencas perceptiveis entre os tratamentos em que se utilizou o etanol
50% ou o paraformaldeido 4%, como agente fixador, exceto para B. cereus e B.
licheniformis que, em solucdo de paraformaldeido 4% e hibridizacdo com 25% de
formamida, apresentaram maior intensidade de fluorescéncia. Em geral, solucéo de
paraformaldeido 3-4% é suficiente para fixacdo de bactérias Gram-negativas
(MOTER e GOBEL, 2000), mas nem sempre é efetiva para Gram-positivas, sendo
em alguns casos recomendada a fixacdo desse grupo com agentes precipitantes,
como o etanol (ROLLER et al., 1994). Com base nesses resultados preliminares, as
proximas etapas do estudo foram realizadas adotando-se a fixacdo das células em
solucéo de paraformaldeido 4%. O estabelecimento das condi¢fes ideais de fixacao

€ essencial para obtencdo de resultados satisfatorios com FISH, de modo a se
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preservar a morfologia das células e permeabiliza-las para facilitar a entrada da
sonda (ABREU, 2004).
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Tabela 6 - Intensidades do sinal obtidas pela técnica de FISH utilizando a sonda EUB338, estimadas pela observacéo microscopica, de todos

os tratamentos utilizados.

Tratamento/ Fixacao

Bactérias . Etanol 50%+ L PPAdR + Lisozima
PFA 4%+% Formamida % Eormamida + Lls(;)zhrgaFg%rggigw;_ ) (50 mg mL'l)_
+ % de Formamida
10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 25% 30% 35% 25% 30% 35% 25% 30% 35%
Acinetobacter baumannii ++ A 4+ + N.A. N.A. NA N.A. NA NA. N.A. N.A. NA
Bacillus cereus + + ++ A+t A+ + ++ + ++ ++ ++ ++ + + +
Bacillus licheniformis + ++ o+ + - + ++ 4+ ++ ++ ++ + + +
Bacillus sphaericus + + ++  ++ ++ 4+ + + + ++  ++ - - + - - -
Bacillus subtilis spizizenii ++ ++ A+ ++  ++ ++ - - + - - -
Enterobacter agglomerans ++ 4+t A+ N.A. N.A. N.A. N.A.  N.A. NA. N.A. N.A. N.A.
Micrococcus luteus S o A o o R o S N.A NA NA N.A. NA  NA N.A. N.A. N.A.
Pseudomonas aeruginosa + S O A = - S + N.A. N.A. N.A N.A. NA. NA N.A. N.A. N.A.

(-) = nenhum sinal emitido, (+) = sinal fraco, (++) = sinal médio, (+++) = sinal forte, (N.A.) = ndo avaliado.
As bactérias foram fixadas em solucéo de paraformaldeido (PFA) 4% ou etanol 50%, submetidas a hibridizacdo com diferentes porcentagens
de formamida (variando de 10 a 45%, v/v) no tampd&o de hibridiza¢@o. Bactérias fixadas em solucdo de paraformaldeido 4% foram,
adicionalmente, tratadas com solucao de lisozima (10 mg mL™ ou 50 mg mL™) por 20 min a 37 °C, antes da etapa de hibridizac&o.
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Tabela 7 - Intensidades do sinal obtidas pela técnica de FISH utilizando a sonda BACO7, estimadas pela observacdo microscépica, de todos os

tratamentos utilizados.

Tratamento/ Fixagdo

Bactérias . PEA 4% PFA 4%
PEA 4%+% Formamida ;tgg%?a%) o Lisozima (10 mg mL?) comoma,
6 de Formamida + % de Formamida
10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 25% 30% 35% 25% 35% 40%  25% 35% 40%
Acinetobacter baumannii ++ o+ - + + - - - N.A. N.A. NA. N.A. NA  NA. N.A. N.A. NA.
Bacillus cereus + + + ++ + + + + + + + + + + + + +
Bacillus licheniformis ++ - + ++ + + + - + + + + + ++ - - -
Bacillus sphaericus + + + + + + + - + + + - - - - - -
Bacillus subtilis spizizenii ++ o+ + o+t o+ + o+ ++ o+ + - - - - - -
Enterobacter agglomerans ++ 4+ + ++ + + - - N.A. N.A. N.A N.A. NA.  NA N.A. N.A. NA
Micrococcus luteus + ++ 4+ + + - - - N.A N.A NA N.A.  N.A. NA. N.A. N.A. N.A.
Pseudomonas aeruginosa - + + - - - - - N.A. N.A. N.A. N.A.  NA.  NA N.A. N.A. N.A

(-) = nenhum sinal emitido, (+) = sinal fraco, (++) = sinal médio, (+++) = sinal forte, (N.A.) = ndo avaliado.
As bactérias foram fixadas em solucao de paraformaldeido (PFA) 4% ou etanol 50%, submetidas a hibridizacdo com diferentes porcentagens
de formamida (variando de 10 a 45%, v/v) no tamp&ao de hibridizacdo. Bactérias fixadas em solucéo de paraformaldeido 4% foram,
adicionalmente, tratadas com solucéo de lisozima (10 mg mL™ ou 50 mg mL™) por 20 min a 37 °C, antes da etapa de hibridizac&o.
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A sonda universal EUB338 mostrou uma intensidade de sinal de médio a forte
com todas as bactérias, quando se empregou hibridizagdo com 35% de formamida
(Figura 5). A hibridizagdo com a sonda BACO07, empregando-se 25% de formamida,
propiciou o melhor sinal para os organismos-alvo, exceto para B. sphaericus.
Contudo, ndo se obteve a especificidade predita in silico, uma vez que ocorreu
hibridizagdo com o0s micro-organismos nao-alvo, como A. baumannii, E.
agglomerans e M. luteus (Figura 6).

A especificidade predita in silico foi obtida quando se empregou uma
concentracdo de formamida de 40% no tampdo de hibridizacdo, o que, porém,
forneceu um sinal de fluorescéncia de fraco a médio (Figura 7). A determinacéo da
concentragdo de formamida adicionada ao tampéo de hibridizagdo pode interferir
diretamente na qualidade da hibridizacdo, podendo levar a resultados falsos-
negativos ou falsos-positivos (GODINHO, 2010). De acordo com Pernthaler et al.
(2001), a estringéncia adequada é aquela obtida quando se utiliza a maior
concentracdo de formamida no tampéao de hibridizacdo que nao resulte na perda de
intensidade de fluorescéncia das células-alvo, uma vez que nesta concentracédo de

formamida, hibridizacées com organismos nao-alvo ndo devem mais ocorrer.
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Figura 5 - Detecgdo de bactérias por FISH utilizando a sonda EUB338. Células bacterianas de
Acinetobacter baumannii (A, B), Bacillus subtilis spizizenii (C, D), Bacillus licheniformis (E, F),
Enterobacter agglomerans (G, H). Micrococcus luteus (I, J), visualizadas com filtros especificos
para DAPI (A, C,E, Gel)e Cy3 (B, D, F, H, J), ap6s a fixacdo em solucéo de paraformaldeido
4% e hibridizacdo com 35% de formamida, sob temperatura de 46 °C por 2 h (barras A-H = 20
pm e [-J 10 pm).
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Figura 6 - Inespecificidade da sonda BACO7, empregando-se 25% de formamida. Células
bacterianas de Acinetobacter baumannii (A, B), Bacillus subtilis spizizenii (C, D), Bacillus
licheniformis (E,F), Enterobacter agglomerans (G, H). Micrococcus luteus (I, J), visualizadas
com filtros especificos para DAPI (A, C, E, G e l) e Cy3 (B, D, F, H, J), apo6s fixacdo em solugéo
de paraformaldeido 4% e hibridizagdo com 25% de formamida, sob temperatura de 46 °C por 2
h (barras A-H =20 um e I-J 10 pm).
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Figura 7 - Deteccdo especifica de bactérias do género Bacillus por FISH utilizando a sonda
BACO07, empregando-se 40% de formamida. Células bacterianas de Acinetobacter baumannii
(A, B), Bacillus subtilis spizizenii (C, D), Bacillus licheniformis (E,F), Enterobacter agglomerans
(G, H). Micrococcus luteus (I, J), visualizadas com filtros especificos para DAPI (A, C,E, G e l)
e Cy3 (B, D, F, H, J), apds fixacdo em solucdo de paraformaldeido 4% e hibridizacdo com 40%
de formamida, sob temperatura de 46 °C por 2 h (barras A-H =20 um e I-J 10 um).
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A sonda BACO7 foi anteriormente avaliada pelo Programa ProbeCheck, e
também utilizada no trabalho de Bashan et al. (2010), porém n&o havia relatos na
literatura consultada de avaliacdo experimental da especificidade da mesma para
deteccdo de Bacillus spp. Bashan et al. (2010) utilizaram esta sonda para deteccao
especifica de B. pumilus, empregando 15 % de formamida no tampdo de
hibridizacdo. Os autores relataram a obtencédo de boa intensidade de sinal; porém
nao foi demonstrado experimentalmente se a sonda poderia ou nao ter hibridizado
com outras bactérias ndo-alvo, e nao foi realizado um estudo com variacdo da
concentracdo de formamida adicionada ao tampao de hibridizacdo. Ha indicios de
gue os autores basearam-se apenas na analise in silico e, a partir dessa premissa,
houve a afirmacdo de que as bactérias detectadas pela sonda BACO7 eram B.
pumilus.

Neste trabalho, ao se empregar 15 % formamida no tampéo de hibridizacé&o,
observou-se sinal fraco para B. cereus, B. sphaericus e B. subtilis spizizenii e
auséncia de sinal para B. licheniformis (Tabela 7). Nao obstante, verificou-se
hibridizacao inespecifica com A. baumannii, E. agglomerans e M. luteus.

Em funcdo dos resultados obtidos com a variagdo da concentracdo de
formamida no tampéao de hibridizacdo (10-45%, Tabelas 6 e 7) foram utilizados os
trés melhores tratamentos para cada sonda para se avaliar o efeito de um pré-
tratamento com lisozima na intensidade de sinal emitido. Para B. cereus (Figura 8) e
B. licheniformis (Tabela 6 e Tabela 7), o tratamento com lisozima (10 mg mL™) n&o
apresentou acentuadas diferencas na intensidade do sinal, quando comparado ao
tratamento sem adi¢do da lisozima. Uma excecdo foi o tratamento em que foi
empregada a sonda BACO7 e uma concentracdo de formamida de 40%, no qual, na
presenca de lisozima, se obteve melhor sinal para B. licheniformis (Tabela 7). Em
contrapartida, observou-se que para B. sphaericus (Figura 9) e B. subtilis spizizenii
(Tabela 6 e Tabela 7), o tratamento com lisozima (10 mg mL™) provocou uma queda
da intensidade do sinal e, em alguns casos, suprimiu completamente a emissao de
sinal. O mesmo acontece, de uma maneira mais pronunciada, quando se aumenta a
concentracdo de lisozima para 50 mg mL™, no qual, se obteve sinal fraco ou
completa supressao de emissao de fluorescéncia para todas as bactérias do género
Bacillus testadas (Tabela 6 e Tabela 7).
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Figura 8 - Influéncia da lisozima na deteccao de Bacillus cereus por FISH. Células bacterianas
de (A, B) B. cereus sem tratamento com lisozima (C, D) B. cereus com tratamento de lisozima
na concentracdo de 10 mg mL™. (E, F) B. cereus com tratamento de lisozima na concentragéo
de 50 mg mL™, visualizadas com filtros especificos para DAPI (A, C e E) e Cy3 (B, D e F), apds
fixacdo em solucdo de paraformaldeido 4% e hibridizag&o realizada com a sonda EUB338 com
35% de formamida, sob temperatura de 46 °C por 2 h (barra: 10 pum).
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Figura 9 - Influéncia da lisozima na deteccdo de Bacillus sphaericus por FISH. Células
bacterianas de (A, B) B. sphaericus sem tratamento com lisozima (C, D) B. sphaericus com
tratamento de lisozima na concentracdo de 10 mg mL™. (E, F) B. sphaericus com tratamento de
lisozima na concentracdo de 50 mg mL™, visualizadas com filtros especificos para DAPI (A, C e
E) e Cy3 (B, D e F), ap6s fixacdo em solucao de paraformaldeido 4% e hibridizac&o realizada
com a sonda EUB338 com 30% de formamida, sob temperatura de 46 °C por 2 h (barra: 10
pum).

A permeabilizacdo das células € considerada um dos principais
complicadores para a aplicacdo de FISH. Em alguns casos, para que a sonda
consiga atingir o interior celular de bactérias Gram-positivas, sdo necessarios
tratamentos enzimaticos para abrir a camada de peptideoglicano, sendo o mais
usual o tratamento com lisozima (BOTTARI et al., 2006). Uma permeabilizacao
abaixo da ideal pode resultar em um baixo sinal; ja uma permeabilizacdo excessiva
pode ocasionar a lise e perda de conteudo celular (LAWSON et al.,, 2011). Uma

melhora no sinal com pré-tratamento utilizando lisozima foi relatado por Wagner et
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al. (1998) na deteccdo de Listeria monocytogenes e também por Bashan et al
(2010), para aumentar a permeabilizacdo da sonda em Bacillus.

Neste trabalho, a acédo da lisozima pode ter ocasionado a perda parcial do
contetdo celular, de modo que, uma pronunciada parcela de ribossomos pode ter
sido perdida. Assim, ndo haveria uma quantidade suficiente de moléculas de RNAr
16S alvo da sonda, ndo sendo possivel a ocorréncia da hibridizacdo. Por outro lado,
baseando-se no trabalho de Hayashi et al. (1972), residuos de glucosamina com
grupos amino livres podem estar presentes, em grande quantidade, no componente
peptideoglicano da parede celular de bactérias do género Bacillus. Esses residuos,
guando presentes em guantidades significativas, sdo responsaveis pela resisténcia
de algumas bactérias a acdo da lisozima. Neste contexto, se os residuos de
glucosamina estivessem presentes na parede celular das bactérias testadas, a
lisozima néo estaria sendo efetiva, e a sua aplicacdo poderia impedir a entrada da
sonda na célula.

Apo6s avaliar todas as condicOes testadas, verificou-se que o sinal emitido
pela sonda EUB338 apresentou-se superior ao da BACO7 (nas melhores condi¢des
de hibridizacdo para cada sonda), que apresentou um sinal fraco quando nao perdeu
sua especificidade.

Fuchs et al. (1998) mostraram por meio do mapeamento do RNAr 16S de
Escherichia coli que, juntamente com a impermeabilidade da parede celular e um
baixo conteudo celular de ribossomos, um terceiro problema que ocasiona sinais
fracos ou até mesmo o fracasso de FISH é a baixa acessibilidade ou
inacessibilidade do sitio alvo da sonda.

Partindo da premissa de que as células foram coletadas em fase exponencial
de crescimento e que os tratamentos de permeabilizacdo foram realizados para
hibridizacdo com ambas as sondas, a acessibilidade pode explicar a diferenca de
sinal de fluorescéncia entre as sondas testadas. No trabalho de Fuchs et al. (1998),
a sonda universal EUB338, cujo alvo situa-se na posicdo 338-355, foi classificada
como uma sonda de classe Ill (de um total de 6 classes de brilho, sendo classe | a
de maior fluorescéncia, e a classe VI de menor fluorescéncia), com um brilho relativo
de 58% da sonda que apresentou maior intensidade de fluorescéncia. Se os dados
obtidos por esses autores, no mapeamento de E. coli podem ou nao ser

extrapolados para outros micro-organismos, € uma questdo que permanece em
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aberto. Bottari et al. (2006) afirmaram que devido a alta conservacao evolucionaria
da molécula de RNAr, estas descobertas poderiam sim servir como ponto de partida
para construcao de sondas de outros organismos.

A regido alvo da sonda BACO7 (1281-1300, de acordo com Liu et al., 2001)
apresentou-se como uma regido do RNAr 16S de dificil acessibilidade, entre os
organismos estudados em trabalhos anteriores (FUCHS et al., 1998; BEHRENS et
al.,, 2003a). As sondas utilizadas que possuiam como alvo essa regido,
classificaram-se como sondas de classe IV ou V (brilho entre 21 e 40% ou entre 6 e
20%, respectivamente, relativo a sonda que obteve o melhor sinal de fluorescéncia).
No entanto, por mais conservada que seja a molécula RNAr, o que se tem aqui em
relacdo as bactérias do género Bacillus, sdo apenas inferéncias, a partir da
extrapolacédo de dados de outros micro-organismos. Assim, para maior compreensao
sobre a acessibilidade do RNAr 16S de Bacillus, estudos semelhantes aos descritos
anteriormente, tornam-se necessarios.

O sinal fraco emitido pela sonda BACO7 poderia ainda ser melhorado por
meio da utilizagdo de oligonucleotideos helpers. Fuchs et al. (2000), conseguiram
um incremento de 25 vezes do sinal de fluorescéncia de uma sonda que
apresentava sinal de fluorescéncia fraco, por meio da utlizacdo de
oligonucleotideos helpers. Esses oligonucleotideos ndo sdo marcados com
fluorocromos e sdo complementares a sitios adjacentes ao local alvo da sonda,

conseguindo abrir sitios inacessiveis por meio de mudancas conformacionais.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A avaliacdao in silico da sonda BACO7 revelou a possibilidade de ocorréncia de
hibridizacdo da sonda com bactérias da classe Bacilli.

Aplicou-se com sucesso a técnica de FISH, conseguindo-se bons sinais de
fluorescéncia ao se utilizar a sonda EUB338 na deteccédo de culturas puras de todas
as bactérias.

A fixacdo em solucdo de paraformaldeido 4% foi efetiva para as bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas.

O tratamento enzimatico com lisozima ndo foi efetivo para deteccdo de
bactérias do género Bacillus neste estudo.

A determinacdo da concentracdo ideal de formamida foi decisiva para se
conseguir uma hibridizagdo com a especificidade esperada.

A sonda BACO7 detectou especificamente bactérias do género Bacillus em
condicOes de alta estringéncia (46°C, 40% de formamida), porém o sinal emitido &
fraco quando comparado ao sinal maximo obtido pela sonda EUB338. Assim, para
aplicacdo de FISH para deteccdo de bactérias do género Bacillus advindas de
amostras ambientais por esta sonda, estratégias como a utilizacdo de
oligonucleotideos helpers podem representar uma estratégia interessante para
ampliar o sinal de fluorescéncia, capaz de visualiza-las mesmo sob interferéncias
ambientais.

O estudo de novas sequéncias para confeccdo de sondas especificas para
deteccdo de bactérias do género Bacillus deve ser também considerado, uma vez
gue a acessibilidade do sitio alvo pela sonda BACO7 nao foi descartado como uma
possivel razdo do sinal fraco. Desta forma, pode-se ter sequéncias que possam ser
especificas e a0 mesmo tempo estarem em um sitio mais acessivel do RNAr,
possibilitando a construcdo de uma sonda que propicie um sinal forte em FISH, sem

a necessidade de estratégias adicionais para melhoria do sinal.
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