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RESUMO 
 
Concentrações subinibitórias de antimicrobianos (CSI), frequentemente decorrentes de 
antibioticoterapia, podem resultar em alterações na biologia bacteriana, com implicações 
no seu potencial agressor. Esse efeito tem considerável importância para as bactérias da 
microbiota residente, em especial para Fusobacterium nucleatum, um dos mais 
proeminentes anaeróbios residentes em humanos. Os objetivos deste trabalho foram 
analisar os efeitos de concentrações subinibitórias (CSI) de antimicrobianos em 
características morfológicas, bioquímicas, fisiológicas e moleculares de F. nucleatum. A 
partir da linhagem F. nucleatum ATCC 25586 (denominada FnPAR), foram obtidas 14 
linhagens selecionadas por 10 cultivos sucessivos em CSI de ampicilina (FnAMP+), 
ampicilina/sulbactam (FnAMS+), clindamicina (FnCLI+), cloranfenicol (FnCLO+), 
levofloxacina (FnLEV+), metronidazol (FnMET+) e piperacilina/tazobactam (FnPTZ+) e, 
subsequente, 10 cultivos na ausência das mesmas drogas. Foram avaliados o perfil de 
susceptibilidade aos antimicrobianos, a morfologia bacteriana, o perfil bioquímico, a 
formação de biofilme e o custo de fitness. Também foram realizados genotipagem e 
análise dos perfis protéicos. Para avaliação global das alterações fenotípicas e 
genotípicas foram obtidas matrizes de similaridade. O perfil de susceptibilidade mostrou 
sensibilidade diminuída para a maioria das linhagens derivadas, mesmo após o cultivo 
sem drogas. Alterações morfológicas e de complexidade celular foram observadas, 
principalmente nas linhagens cultivadas em CSI de β-lactâmicos (FnAMP+, FnAMS+ e 
FnPTZ+), que também expressaram capacidade diminuída para formação de biofilme. 
Contudo, a morfologia regular e a habilidade de formação de biofilme foram retomadas 
após o cultivo sem droga. As linhagens FnCLI, FnCLO, FnLEV e FnMET não 
apresentaram alterações morfológicas evidentes, porém, foi observado aumento na 
formação de biofilme, com destaque para FnCLI+. As linhagens FnMET+ e FnCLI+ 
apresentaram um alto custo de fitness. Foram observadas alterações no padrão de 
metabolismo de carboidratos e na atividade de enzimas microbianas. Comparado com a 
FnPAR, várias proteínas (de 4.5 a 240 kDa) foram positivamente ou negativamente 
reguladas nas linhagens derivadas. Observou-se polimorfismo no DNA em todas as 
linhagens derivadas. As matrizes de similaridade não mostraram relações entre o padrão 
de polimorfismo de DNA e as outras características. Entretanto, existe uma tendência de 
que as alterações bioquímicas estejam relacionadas com alterações nos perfis protéicos. 
CSI de antimicrobianos podem, de fato, induzir alterações em F. nucleatum, com reflexo 
direto na sua biologia. Estes resultados alertam para o risco de antibioticoterapia 
inadequada, que podem ter sérias implicações para a microbiologia clinica e doenças 
infecciosas e, ainda, interferir com a relação bactéria-hospedeiro. 
 
Palavras-chave: Fusobacterium nucleatum, concentrações subinibitórias, 
antimicrobianos, alterações morfológicas, características bioquímico-fisiológicas, 
alterações moleculares 

 



 
 
 

ABSTRACT 
 
Subinibitory Concentrations (SIC) of antimicrobials, often arising from antibioticotherapy, 
may result in alterations in bacterial biology with implications for its potential aggressor. 
This effect has considerable importance for the bacteria of resident microbiota, especially 
for Fusobacterium nucleatum, one of the most prominent anaerobes in humans. Our aim 
was to analyze the effects of antimicrobials SIC in morphological, biochemical, 
physiological and molecular characteristics of F. nucleatum. From the strain F. nucleatum 
ATCC 25586 (FnWLD) were obtained 14 strains selected by 10 successive culture on SIC 
of ampicillin (FnAMP+), ampicillin/sulbactam (FnAMS+), clindamycin (FnCLI+), 
chloramphenicol (FnCLO+), levofloxacin (FnLEV+), metronidazole (FnMET+) and 
piperacillin/tazobactam (FnPTZ+) and subsequent 10 cultures in the absence of the same 
drugs. We evaluated the antimicrobial susceptibility patterns, bacterial morphology, 
biochemical profile, biofilm formation and the fitness cost. We also performed genotyping 
and analysis of protein profiles. For the global evaluation of phenotypic and genotypic 
alterations, similarity matrices were obtained. The antimicrobial susceptibility patterns 
showed decreased sensitivity to most of derived strains, even after culture without drugs. 
Morphological and cell complexity alterations were observed, mainly in strains grown in 
SIC of β-lactam (FnAMP+,  FnAMS+ and FnPTZ+), which also expressed decreased ability 
to biofilm formation. However, the regular morphology and the ability to biofilm formation 
were restored after culture without drug. The strains FnCLI, FnCLO, FnLEV and FnMET 
showed no apparent morphological changes, however, there was an increase in biofilm 
formation, especially for FnCLI+. The strains FnMET+ and FnCLI+ had a high fitness cost. 
Changes were observed in the carbohydrate metabolism patterns and activity of microbial 
enzymes. Compared with the FnWLD, several proteins (from 4.5 to 240 kDa) were 
positively or negatively regulated in the derived strains. It was observed polymorphism in 
the DNA in all derived strains. The similarity matrices showed no relationship between the 
DNA polymorphism patterns and other features. However, there is a tendency that the 
biochemical changes to be related to alterations in protein profiles.  SIC of antimicrobials 
may, indeed, to induce alterations in F. nucleatum with direct impact on its biology. These 
results emphasize the risk of inadequate antibioticotherapy, which may have serious 
implications for the clinical microbiology and infectious diseases and also to interfere with 
the bacteria-host relationship. 
 
Keywords: Fusobacterium nucleatum, subinibitory concentrations, antimicrobials, 
morphological changes, physiological-biochemical characteristics, molecular alterations 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA  
 

 

Os seres humanos podem ser considerados como biomas, onde diversos 

ecossistemas microbianos são estabelecidos e compõem a microbiota residente. Estes 

microrganismos são mediadores cruciais de várias funções fisiológicas, metabólicas e 

imunológicas, sustentando um vasto e complexo nível de interdependência com o 

hospedeiro. No entanto, a microbiota residente tem caráter anfibiôntico e, em uma 

situação de desequilíbrio, seus integrantes podem causar doenças. Além disso, como a 

microbiota residente tem influência marcante no desenvolvimento, manutenção e 

modulação do sistema imunológico, a interferência no seu desenvolvimento normal 

pode resultar em desequilíbrio do sistema imune e potencialmente também predispor o 

hospedeiro a várias doenças não-infecciosas. Portanto, a microbiota residente tem o 

potencial para exercer respostas pró e antiinflamatórias, e a composição das 

comunidades microbianas pode estar intimamente ligada ao status de saúde e doença 

do hospedeiro. 

Embora seja relativamente estável, a microbiota residente está sujeita a 

perturbação pelo uso de antimicrobianos. Além disso, os antimicrobianos agem como 

agentes seletivos de microrganismos resistentes. Esse processo já ocorria na natureza 

mesmo antes do uso terapêutico dessas drogas, mas, nos últimos anos, o 

desenvolvimento e a disseminação da resistência aos antimicrobianos se tornou um 

problema global de saúde pública. Durante muitos anos, as pesquisas para amenizar 

esse problema estavam voltadas para os microrganismos resistentes a altas 

concentrações de antimicrobianos, mas, recentemente, o estudo dos efeitos de baixas 

concentrações dessas drogas sobre os microrganismos e as implicações para a 

relação bactéria-hospedeiro tem ganhado importância. As concentrações subinibitórias 

(CSI) de antimicrobianos, frequentemente decorrentes de antibioticoterapias, 

principalmente as inadequadas, podem interferir na microbiota residente, causando 

modificações na biologia dos microrganismos. Estas modificações podem afetar a 

expressão de determinantes de virulência microbianos e, consequentemente, a relação 

bactéria-hospedeiro.  

As bactérias anaeróbias representam um importante grupo da microbiota 

residente, em função de sua predominância em quase todos os sítios colonizados do 

corpo, de sua versatilidade metabólica e de seu potencial agressor. A espécie 

Fusobacterium nucleatum representa um dos mais proeminentes anaeróbios da 
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microbiota residente e pode estar envolvido em infecções, locais ou disseminadas, 

isoladamente ou em sinergismo com outras bactérias em infecções mistas. Além da 

exposição aos antimicrobianos prescritos para o tratamento de infecções causadas por 

F. nucleatum, como participante da microbiota residente, este também estará exposto a 

outras drogas, e a possíveis CSI, durante qualquer antibioticoterapia.  

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, em Bacteroides fragilis, 

demonstraram que exposições a CSI dos antimicrobianos ampicilina, ampicilina-

sulbactam, clindamicina e cloranfenicol podem interferir com a susceptibilidade de B. 

fragilis a outros antimicrobianos, além de modular outras habilidades microbianas e 

alterar os padrões de virulência, interferindo na relação antimicrobiano-bactéria-

hospedeiro. Considerando que B. fragilis é um anaeróbio putativo da nossa microbiota 

residente, é importante entender se o fenômeno ocorre também em outros 

microrganismos da microbiota, como os representantes do gênero Fusobacterium. 

 

 

Assim, dando sequência a linha de pesquisa: “Respostas bacterianas a desafios 

ambientais” e atendendo a necessidade de estudos sobre os fenômenos envolvidos na 

relação antimicrobiano-bactéria-hospedeiro, pretende-se contribuir para o 

conhecimento da biologia de F. nucleatum e as consequências da exposição às CSI de 

antimicrobianos. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
 
2.1 Microbiota Residente  

 

 
Imediatamente após o nascimento, os mamíferos são iniciados em um processo 

de colonização por microrganismos em superfícies externas e internas (LEY, 

PETERSON e GORDON, 2006; DETHLEFSEN, MCFALL-NGAI e RELMAN, 2007). Os 

microrganismos que interagem com o corpo humano e de outros animais podem ser 

divididos em dois grupos: microbiota residente e microbiota transitória.  

A microbiota transitória é constituída, primariamente, de microrganismos não 

patogênicos ou potencialmente patogênicos, encontrados em superfícies externas e 

internas durante um período de tempo, podendo ser horas ou semanas. A microbiota 

transitória, geralmente, tem pouca importância, desde que a microbiota residente esteja 

em equilíbrio. Mas, havendo alteração nesse equilíbrio, os microrganismos transitórios 

podem proliferar-se e causar doença (VOLLAARD e CLASENER, 1994).  

A microbiota residente é composta por certos tipos microbianos relativamente 

fixos, encontrados com regularidade num determinado sítio anatômico, em uma 

determinada condição fisiológica (SUMMANEM et al., 1993). A microbiota residente, 

também chamada indígena ou autóctone, pode proporcionar vários benefícios ao 

hospedeiro, como fornecimento de nutrientes essenciais, metabolismo de compostos 

tóxicos ou indigestos, defesa contra a colonização por patógenos, contribuição para o 

desenvolvimento da arquitetura intestinal e do sistema imunológico, e participação da 

modulação da resposta imune (HOOPER e GORDON, 2001; MACPHERSON e 

HARRIS, 2004; MAZMANIAN et al., 2005; SHARMA, YOUNG e NEU, 2010).  

No entanto, a microbiota residente tem caráter anfibiôntico, e em uma situação 

de desequilíbrio, seus integrantes podem se proliferar excessivamente e/ou alcançarem 

sítios estéreis do corpo, causando doenças infecciosas de origem endógena 

(TANNOCK, 1988; HENTGES, 1993). O desequilibrio imunológico é a causa não só de 

muitas doenças infecciosas, mas também de doenças não-infecciosas, tais como 

hipersensibilidades, câncer e doenças auto-imunes. E, como a microbiota residente 

tem influências marcantes sobre o sistema imunológico, a interferência no 

desenvolvimento normal desta microbiota, como a causada por antimicrobianos, pode 
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resultar em desequilíbrio do sistema imune e potencialmente predispor o hospedeiro a 

várias das doenças supracitadas (ROUND e MAZMANIAN, 2009). 

A interação entre bacterias e o sistema imune do hospedeiro é considerada um 

elemento-chave na determinação do status de saúde e doença (ROUND e 

MAZMANIAN, 2009). Animais germ-free, isentos de microrganismos, apresentam 

defeitos no desenvolvimento dos tecidos linfóides associados ao intestino (GALT) e na 

produção de IgA (MOREAU et al., 1978; FALK et al., 1998; MACPHERSON e HARRIS, 

2004; SHARMA, YOUNG e NEU, 2010), e também são mais susceptíveis a infecções 

por alguns patógenos (MAIER e HENTGES, 1972; NARDI et al., 1989; INAGAKI et al., 

1996). Os defeitos no desenvolvimento de animais germ-free, a níveis teciduais, 

celulares e moleculares, sugerem que o desenvolvimento ultraestrutural do intestino 

está intimamente ligado às bactérias intestinais, e que a função imune normal pode ser 

prejudicada na ausência da microbiota residente. Assim, de uma forma paradoxal, o 

sistema imune, que parece ter sido desenhado para controlar microrganismos, pode 

ser de fato modulado por microrganismos (ROUND e MAZMANIAN, 2009). 
A microbiota residente dos mamíferos é extremamente vasta em número e 

diversidade. Este consórcio de bactérias contém aproximadamente 10 vezes mais 

células do que o corpo humano, 100 vezes o número de genes do genoma humano e 

tem uma capacidade metabólica comparada ao fígado humano. A microbiota residente 

do TGI é composta por microrganismos aeróbios e anaeróbios, com predominância de 

anaeróbios e Gram-negativos, atingindo a proporção de mil anaeróbios para cada 

aeróbio em alguns sítios. Entre os anaeróbios obrigatórios, destacam-se os gêneros 

Fusobacterium, Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium, Ruminococcus, 

Peptococcus e Clostridium (FINEGOLD, 1990; HOOPER et al., 1998; CITRON, 2002; 

HOOPER, 2004; ECKBURG et al., 2005; LEY, PETERSON e GORDON, 2006; GILL et 

al., 2006; PETERSON et al., 2008).  

 
 

2.2   Bactérias anaeróbias 
 
 

Bactérias anaeróbias obrigatórias podem ser descritas como aquelas que 

crescem em condições de baixo potencial de oxido-redução, usualmente relacionadas 

a reduzidas concentrações de oxigênio. De acordo com a relação de tolerância com o 

oxigênio, esses microrganismos podem ser classificados como “anaeróbios 
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microaerotolerantes”, “anaeróbios aerotolerantes” e “anaeróbios extremamente 

sensíveis” (ENGELKIRK et al., 1992).  As bactérias anaeróbias são encontradas em 

diversos nichos ecológicos, como solo, água e em animais (ENGELKIRK et al., 1992). 

Como constituem um grupo significativo da microbiota residente dos mamíferos, 

sua notável habilidade e versatilidade metabólica lhes conferem condições privilegiadas 

para agressões oportunistas (FINEGOLD, 1990). Assim, a grande maioria das doenças 

infecciosas por anaeróbios é causada por microrganismos residentes anfibiônticos, que 

podem estar envolvidos em processos infecciosos em qualquer parte do corpo 

(FINEGOLD, 1995; GOLDSTEIN, 1999). 

A virulência dos anaeróbios estritos pode estar relacionada aos polissacarídeos 

capsulares, que podem inibir a fagocitose, aos lipopolissacarídeos (LPS) e à produção 

de enzimas hidrolíticas e exotoxinas (FINEGOLD, 1995; YOSHIMURA et al., 1997; 

ALLEN, 2003). Além disso, acredita-se que os anaeróbios possam expressar 

componentes que poderiam degradar proteínas do complemento e inibir a quimiotaxia 

e a opsonização (KLEMPNER, 1984; ROTSTEIN et al., 1986). Alguns estudos indicam 

que os ácidos graxos de cadeia curta também podem ser importantes fatores de 

virulência. Estes ácidos podem inibir a ativação de neutrófilos, a proliferação de células 

T e induzir apoptose em macrófagos (EFTIMIADI et al., 1991; TONETTI et al., 1991).  

Alguns anaeróbios também podem produzir enzimas protetoras (catalases, 

peroxidases, superóxido dismutases e superóxido redutases), que podem neutralizar 

espécies reativas do oxigênio, contribuindo para o controle do chamado “estresse 

oxidativo” e, portanto, contribuindo para a sobrevivência destes microrganismos em 

seus sítios indígenas e nos processos infecciosos (ADAMS et al., 2002; IMLAY, 2002; 

KURTZ, 2004; NIVIÈRE e FONTECAVE, 2004; SILVA et al., 2005; SILVA et al., 2007).  

Apesar da grande quantidade de relatos, os mecanismos de participação dos 

microrganismos anaeróbios na patogênese de determinadas doenças necessitam de 

maiores esclarecimentos. 

 
 
2.3 O Gênero Fusobacterium 

 

 
O gênero Fusobacterium Knorr 1922 (do latim fusos, alongado) pertence à 

família Fusobacteriaceae, e inclui bacilos anaeróbios obrigatórios, Gram negativos, não 

formadores de esporos, imóveis e fusiformes. Entretanto, a forma fusiforme, típica de F. 
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nucleatum, não é observada em muitas outras espécies do gênero (SUMMANEN, 

1995; GARRITY, BELL e LILBURN, 2004). São microrganismos quimiorganotróficos, 

fracamente fermentadores de carboidratos, e produtores de butirato como principal 

produto final do seu metabolismo (GHARBIA e SHAH, 1988; BOLSTAD, JENSEN e 

BAKKEN, 1996). Em geral, estes microrganismos metabolizam pequenos peptídeos e 

aminoácidos, como principal fonte de energia (GHARBIA e SHAH, 1991, JANG e 

HIRSH, 1994; BOLSTAD, JENSEN e BAKKEN, 1996).  

De acordo com a Lista de Nomes Procarióticos com Base na Nomenclatura 

(EUZÉBY, 2011), o gênero Fusobacterium inclui 20 espécies e 7 subspécies: F. alocis, 

F. canifelinum, F. equinum, F. gonidiaformans, F. mortiferum, F. naviforme, 

F. necrogenes, F. necrophorum (subespécies  funduliforme e necrophorum), 

F. nucleatum (subespécies  animalis, fusiforme, nucleatum, polymorphum e vincentii), 

F. perfoetens, F. periodonticum, F. plautii, F. polysaccharolyticum, F. prausnitzii, 

F. pseudonecrophorum, F. russii, F. simiae, F. sulci, F. ulcerans e F. varium. 

Os representantes do gênero Fusobacterium constituem o grupo microbiano 

anaeróbio obrigatório mais frequentemente isolado da microbiota residente de seres 

humanos, e são comumente isolados da cavidade bucal, tratos respiratório superior, 

gastrintestinal e geniturinário feminino (BROOK e FRAZIER, 1997; CITRON, 2002).  

 
 
2.3.1 Fusobacterium nucleatum 
 
 

F. nucleatum Knorr 1922 é a espécie tipo do gênero Fusobacterium e faz parte 

da microbiota residente da cavidade bucal, gastrintestinal, urogenital e respiratório 

superior, e representa um dos mais proeminentes anaeróbios Gram-negativos, 

podendo estar envolvido em infecções locais ou disseminadas, isoladamente ou em 

infecções polimicrobianas (FINEGOLD e WEXLER, 1988; GOLDSTEIN et al., 1995; 

BOLSTAD, JENSEN  e BAKKEN, 1996; CANDONI et al., 2003). 

Em geral, F. nucleatum é a bactéria mais frequentemente isolada na cavidade 

bucal (MOORE e MOORE, 1994; KÖNÖNEN et al., 1999; NYFORS et al., 2003; 

PERIASAMY e KOLENBRANDER, 2009). Embora seja mais comumente associada à 

periodontites, a patogênese de F. nucleatum não é limitada apenas a cavidade bucal. 

F. nucleatum também está relacionado a várias condições sistêmicas, tais como 

abscessos cerebrais, hepáticos e periamigdalianos, infecções intra-uterinas, do trato 
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urinário, obstétricas, pélvicas, pulmonares e pleuropulmonares, ventriculite, pericardite, 

endocardite, úlceras, artrite séptica, vaginose, bacteremia e síndrome de Lemierre, o 

que confere a este microrganismo uma ampla relevância clínica (LANDSAAT et al., 

1995; BOLSTAD, JENSEN e BAKKEN, 1996; COULIBALLY et al., 1997; CANDONI et 

al., 2003;  LOVE e ZACCHEO, 2006; SYED et al., 2007; PATEL et al., 2007; HUGGAN 

e MURDOCH, 2008; KAI et al., 2008; SU et al., 2009).  

F. nucleatum medeia a inibição de muitas funções imunológicas, o que pode 

permitir a evasão das defesas do sistema imune. Esse microrganismo pode inibir a 

função de células B e T (MANGAN, WON e LOPATIN, 1984; SHENKER e DIRIENZO, 

1984; DEMUTH et al., 1996), inibir a expressão de IL-2Rα de células mononucleares 

do sangue periférico (PBMCs) (HAAKE e LINDMANN, 1997) e ativar mecanismos de 

morte celular nas PBMCs e polimorfonucleares (PMNs) (JEWETT et al., 2000; KAPLAN 

et al., 2005). F. nucleatum também exibe a atividade de hemaglutinação (DEHAZYA e 

COLES, 1980; FALKLER, CLAYMAN e SHAEFER, 1983; XIE, GIBBONS e HAY, 

1991), e pode induzir hemólise (FALKLER, CLAYMAN e SHAEFER, 1983). 

F. nucleatum pode estimular a produção de imunoglobulinas A, G e M 

(FALKLER et al., 1982; MANGAN, WON e LOPATIN, 1983; NAITO, OKUDA e 

TAKAZOE, 1984; GUNSOLLEY et al., 1990; GEMMELL e SEYMOUR, 1992), estimula 

diferentes tipos celulares a produzir IL-1, IL-6, TNF-α, e TGF-β (GEMMELL e 

SEYMOUR, 1993; ROSSANO et al., 1993), e também tem a capacidade de induzir a 

ativação policlonal de células B (MANGAN, WON e LOPATIN, 1983). 

Proteínas de membrana externa (OMPs) estão envolvidas na patogenicidade de 

bactérias Gram-negativas, incluindo F. nucleatum (BAKKEN et al., 1989; HOLT e 

BRAMANTI, 1991; BOLSTAD, TOMMASSEN e JENSEN, 1994). As OMPs estão 

relacionadas à coagregação (KINDER e HOLT, 1993), nutrição celular (BENZ, 1994), e 

a susceptibilidade a antimicrobianos (SAWAI et al., 1982; COHEN, MCMURRAY e 

LEVY, 1988; SPEER, SHOEMAKER e SALYERS, 1992). Também há evidências que 

as OMPs induzem respostas imunológicas, muitas delas semelhantes às causadas por 

LPS e peptidioglicano (JEWETT et al., 2000). 

O LPS de F. nucleatum é uma endotoxina que possui atividades biológicas 

semelhante ao LPS de certas linhagens de Escherichia coli (HAMADA et al., 1988; 

HOFSTAD, SKAUG e SVEEN, 1993). A ativação do complemento também foi 

demonstrada por LPS purificado de F. nucleatum isoladas de canais radiculares 

infectados, sugerindo uma habilidade de provocar inflamação (HORIBA et al., 1992). 
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A coagreagação e a aderência bacteriana nos tecidos do hospedeiro é essencial 

na colonização e estabelecimento de uma infecção (KOLENBRANDER, 1988; HOLT e 

BRAMANTI, 1991; HOEPELMAN e TUOMANEN, 1992). Geralmente, um 

microrganismo não é um patógeno efetivo a menos que ele consiga se aderir e, 

subsequentemente, se reproduzir em um hospedeiro (LONDON, 1991).  F. nucleatum 

também pode se aderir às células epiteliais, fibronectina, colágeno, eritrócitos, 

fibroblastos, e PMNs (FALKLER, SMOOT e MONGIELLO, 1982; OZAKI et al., 1990; 

XIE, GIBBONS e HAY, 1991). Além disso, F. nucleatum tem um importante papel, 

atuando como “bactéria-ponte” entre colonizadores primários e tardios, devido a sua 

habilidade de coagregação com outras espécies microbianas, o que explicaria o fato 

destes microrganismos serem tão numerosos em espécimes clínicos de indivíduos 

sadios e doentes (WEISS et al., 2000; PERIASAMY e KOLENBRANDER, 2009). 

Entretanto, diferenças de potencial patogênico entre as subespécies de F. 

nucleatum tem sido relatadas, como diferenças em propriedades adesivas e na 

produção de β-lactamases (GHARBIA et al., 1990; XIE, GIBBONS e HAY, 1991; 

KÖNÖNEN et al., 1999; NYFORS et al., 2003; VOHA et al., 2006).  Além disso, fatores 

de estresse, como antimicrobianos, podem alterar importantes fatores de virulência de 

F. nucleatum (LANDUCCI et al., 2003). 

 
 
2.4 Microrganismos e antimicrobianos 
 
  

Antimicrobianos são compostos que matam (bactericidas) ou inibem o 

crescimento vegetativo do microrganismo (bacteriostáticos). O termo “antimicrobiano” 

inclui compostos presente naturalmente nos ecossistemas microbianos (antibióticos) e 

também compostos sintéticos ou semi-sintéticos (quimioterápicos). A resistência 

antimicrobiana é a capacidade que um microrganismo tem de se multiplicar em 

presença de drogas de uso terapêutico, em concentrações iguais ou superiores às 

doses terapêuticas (WHO, 2001). 

Os antimicrobianos são, provavelmente, o recurso quimioterapêutico de maior 

sucesso desenvolvido no século XX.  Entretanto, a exposição dos microrganismos à 

pressão seletiva de antimicrobianos, quimioterápicos ou naturais, aliada à habilidade de 

rápida replicação das bactérias e da transferência horizontal de genes, tem feito da 

resistência bacteriana um fato inevitável (WRIGHT, 2007). Nos últimos anos, o 
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desenvolvimento e a disseminação de genes de resistência aos antimicrobianos 

tornou-se um problema global de saúde pública (FAO/OIE/WHO, 2003; ASM, 2009).   

 
 
2.4.1 Mecanismos de resistência a antimicrobianos 

 

 
Os antimicrobianos estimulam o desenvolvimento de resistência, por 

mecanismos de adaptação, e sua transmissão para novas gerações (LEVY, 1998). 

Entre os vários mecanismos de resistência, os principais são: (1) inativação direta da 

molécula do antimicrobiano (WRIGHT, 2005), (2) bombas de efluxo, gerando a redução 

das concentrações intracelulares de antimicrobianos (KUMAR e SCHWEIZER, 2005; 

MIRANDA e ZEMELMAN, 2002); (3) alteração do alvo, ocorrendo modificação dos 

locais de ação de antimicrobianos (LAMBERT, 2005).  

A resistência a certos antimicrobianos pode estar associada a Genes de 

Resistência a Antimicrobianos (GRAs) diferentes, caracterizando uma resistência 

múltipla. Essa resistência pode ser intrínseca ou adquirida. A resistência intrínseca é, 

geralmente, espécie ou gênero-específica, e é transferida verticalmente para as 

próximas gerações, enquanto que a adquirida está presente em apenas certas 

linhagens da espécie ou gênero, fato relacionado com a mutação ou com a aquisição 

de nova informação genética por mecanismos de recombinação, como conjugação, 

transformação ou transdução, responsáveis pela transferência horizontal (CUCHURAL 

e TALLY, 1986; LEVY, 1998; DAVISON, 1999; TANG e MOXON, 2001).  

A resistência pode ser mediada por genes cromossômicos, genes situados em 

elementos extracromossomais, como plasmídios, ou ainda em elementos móveis no 

genoma, como os transposons e os integrons. Portanto, além do desenvolvimento da 

resistência por alteração em genes cromossomais, por meio de mutações ou 

expressão diferencial de genes intrínsecos pela pressão exercida por uma droga, os 

microrganismos podem adquirir resistência aos antimicrobianos pela aquisição de 

elementos extracromossomais que contenham genes de resistência (ODELSON et al., 

1987; TAIT, 1993; DAVIES, 1996; LEVY, 1998; NORMARK e NORMARK, 2002). Estes 

elementos podem carrear simultaneamente determinantes de resistência a várias 

drogas, o que pode levar ao fenômeno de seleção cruzada, aumentando o número de 

bactérias multirresistentes em determinado ambiente (MCPHEARSON et al., 1991).  
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2.4.2 Disseminação de Genes de Resistência a Antimicrobianos (GRAs) e 
Bactérias resistentes 
 
 
 A ampla utilização dos antimicrobianos na medicina humana e veterinária, tem 

resultado em pressão seletiva sobre as bactérias em ambientes hospitalar (LIU et al. 

2007) e de produção animal (CABELLO, 2006; AGERSO e PETERSEN, 2007), que 

são as principais fontes de GRAs (TEUBER, 2001). A pressão seletiva dos 

antimicrobianos pode estimular a seleção/aparecimento de GRAs em bactérias e a 

disseminação desses genes e, consequentemente, leva ao surgimento de bactérias 

resistentes (MIRANDA e ZEMELMAN, 2002; FAO/OIE/WHO, 2006). 

A transferência horizontal de GRAs pode ocorrer entre bactérias 

filogeneticamente próximas ou não (RHODES et al., 2000; SCHMIDT et al., 2001). 

Destaca-se, neste contexto, a resistência entre os microrganismos anaeróbicos, que 

tem crescido muito nos últimos anos (HECHT, 2004). A resistência em microrganismos 

da microbiota residente, além de ser um fator complicador para o tratamento de 

infecções envolvendo estas bactérias, limitando as opções terapêuticas, é uma 

importante fonte de transmissão de resistência (MCGOWAN e TENOVER, 2004; 

HARBARTH e SAMORE, 2005). 

Além das consequências na seleção de linhagens bacterianas resistentes, CSI 

de antimicrobianos podem ser detectadas em vários locais do corpo após o uso dessas 

drogas e podem interferir no equilíbrio da microbiota residente e em outros grupos 

microbianos (WITTE, 2000; STORTEBOOM et al., 2010). Vários estudos têm relatado 

que agentes antimicrobianos podem interferir na biologia dos microrganismos de 

diversas maneiras. Isto pode interferir com a expressão de determinantes de virulência 

microbianos e, consequentemente, na relação bactéria-hospedeiro (VAN DEN BROEK, 

1989; LORIAN e GEMMEL, 1991; DINIZ et al., 2000; DINIZ et al., 2003).  

 
 
2.4.3 Antibioticoterapia e Fusobacterium nucleatum 
  

 
No tratamento das infecções causadas por F. nucleatum, constituem antibióticos 

de primeira escolha a clindamicina e agentes β-lactâmicos. A clindamicina é uma 

lincosamida com um potente efeito bacteriostático contra estreptococos, estafilococos e 

anaeróbios, incluindo o F. nucleatum. A clindamicina liga-se exclusivamente à 
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subunidade 50S dos ribossomos bacterianos, suprimindo a síntese protéica, e ainda 

possui atividade imunoestimuladora, pois potencializa a opsonização e acelera a 

quimiotaxia (RANG et al., 2007). 

Dentre os β-lactâmicos utilizados, a ampicilina faz parte de um grupo de 

penicilinas cuja atividade antimicrobiana é ampliada em relação às demais, para incluir 

determinados microrganismos Gram negativos. Entretanto, esses fármacos podem ser 

hidrolisados por β-lactamases, enzimas cada vez mais frequentes em isolados clínicos 

(BOLSTAD, JENSEN e BAKKEN, 1996; NYFORS et.al., 2003). Para contornar esse 

problema, é comum o uso da associação ampicilina-sulbactam, sendo este um inibidor 

de β-lactamases. Outra opção é a associação piperacilina-tazobactam, sendo que a 

piperacilina tem o mais amplo espectro antibacteriano entre as penicilinas quando em 

associação com o inibidor de β-lactamases tazobactam (GOODMAN e GILMAN, 2001).  

O metronidazol possui grande eficiência contra bactérias anaeróbias, 

principalmente contra o grupo Bacteroides, e é indicado como droga de segunda 

escolha contra infecções por Fusobacterium. Este antimicrobiano é um pró-fármaco 

que necessita da ativação redutora do seu grupo nitro por organismos susceptíveis. 

Seus mecanismos de ação para outros anaeróbios não-Bacteroides ainda não estão 

claros, mas é aceito que sua toxicidade seletiva contra anaeróbios deriva de seu 

metabolismo energético diferente daquele das células aeróbias, por conter 

componentes transportadores de elétrons como as ferredoxinas, com um potencial de 

oxidação-redução suficientemente negativo para doar elétrons ao metronidazol. A 

transferência única de elétrons forma um ânion altamente reativo do radical nitro, que 

mata os microrganismos susceptíveis por mecanismos mediados pelos radicais que 

tem como alvo o DNA e, possivelmente, outras biomoléculas vitais (EDWARDS, D. I. 

1993; LAMP et al., 1999; GOODMAN e GILMAN, 2001; DINIZ et al., 2000). 

O cloranfenicol está entre as drogas de terceira escolha. Porém, devido a sua 

toxicidade elevada só é recomendado para tratamento de infecções potencialmente 

fatais ou quando não se podem utilizar fármacos alternativos mais seguros, devido a 

problemas de resistência ou alergias. O cloranfenicol age inibindo a síntese protéica 

nas bactérias por bloqueio específico na subunidade 50S ribossomal bacteriana, 

inibindo assim a fase de transpeptidação da síntese protéica (RANG et al., 2007). 

Análises estruturais do complexo cloranfenicol/subunidade 50S ribossomal bacteriana 

revelaram que o cloranfenicol interage especificamente com nucleotídeos da cavidade 
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da peptidil transferase do RNAr 23S através de pontes de hidrogênio, sem interações 

com proteínas ribossomais (SCHLUNZEN et al., 2001). 

As quinolonas são fármacos de importância relativamente menor contra 

anaeróbios, em virtude de sua utilidade terapêutica limitada e do rápido 

desenvolvimento de resistência bacteriana. Entretanto, a introdução de quinolonas 

fluoradas, como a levofloxacina, representa um avanço terapêutico particularmente 

importante, visto que esses fármacos são dotados de ampla atividade antimicrobiana. 

O alvo das quinolonas consiste na topoisomerase II bacteriana, uma DNA girase, 

inibindo a síntese de DNA (RANG et al., 2007). 

Apesar dos vários estudos abordando resistência a antimicrobianos, existem 

poucos dados na literatura sobre o impacto de antimicrobianos na biologia e na 

virulência de anaeróbios do gênero Fusobacterium. Assim, atendendo a necessidade 

de estudos sobre os fenômenos envolvidos na relação antimicrobiano-microrganismo-

hospedeiro, pretende-se contribuir para o conhecimento das consequências da 

exposição às CSI de antimicrobianos na biologia de F. nucleatum. 
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3 OBJETIVOS 
 
 
3.1 Objetivo Geral 
 
 
• Pesquisar alterações morfológicas, fisiológicas e moleculares em resposta à 

exposição a diferentes drogas antimicrobianas de relevância clínica, em linhagens 

de Fusobacterium nucleatum selecionadas em concentrações subinibitórias de 

drogas. 

 
 

3.2 Objetivos Específicos 
 
 
• Determinar o perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas para F. nucleatum 

ATCC 25586 à ampicilina, ampicilina/sulbactam, clindamicina, cloranfenicol, 

levofloxacina, metronidazol e piperacilina/tazobactam;  

• Selecionar linhagens de F. nucleatum por cultivos sucessivos em concentrações 

subinibitórias de ampicilina, ampicilina/sulbactam, clindamicina, cloranfenicol, 

levofloxacina, metronidazol e piperacilina/tazobactam e, posteriormente, na 

ausência dos antimicrobianos; 

• Determinar o perfil de cada linhagem de F. nucleatum quanto à susceptibilidade à 

ampicilina, ampicilina/sulbactam, clindamicina, cloranfenicol, levofloxacina, 

metronidazol e piperacilina/tazobactam;  

• Avaliar a morfologia e a complexidade celular das linhagens de F. nucleatum antes, 

durante e após a exposição aos antimicrobianos;  

• Avaliar o efeito dos antimicrobianos em características bioquímico-fisiológicas, na 

formação de biofilmes e na taxa de crescimento das linhagens de F. nucleatum 

antes e após a exposição aos antimicrobianos;  

• Avaliar os padrões de acúmulo protéico das linhagens de F. nucleatum; 

• Avaliar os padrões genéticos das linhagens de F. nucleatum;  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
4.1 Linhagens bacterianas e cultivo 

 

 
Foi utilizada neste estudo a linhagem de referência Fusobacterium nucleatum 

ATCC 25586 (Instituto Fio Cruz, RJ - Brasil) como linhagem parental (FnPAR), e 14 

linhagens derivadas, selecionadas por 10 cultivos sucessivos, ou passagens, em 

concentrações subinibitórias (CSI) dos antimicrobianos ampicilina (FnAMP+), 

ampicilina/sulbactam (FnAMS+), clindamicina (FnCLI+), cloranfenicol (FnCLO+), 

levofloxacina (FnLEV+), metronidazol (FnMET+) e piperacilina/tazobactam (FnPTZ+), e 

posterior cultivo das 7 linhagens obtidas por 10 cultivos sucessivos na ausência de 

antimicrobianos, designadas respectivamente FnAMP-, FnAMS-, FnCLI-, FnCLO-, 

FnLEV-, FnMET- e FnPTZ-. A cada cultivo, foram realizados esfregaços para coloração 

pelo método de Gram e teste respiratório, para avaliar a pureza das culturas. 

As linhagens bacterianas foram cultivadas em caldo Brain Heart Infusion 

(Himedia) suplementado com L-cisteína, extrato de levedura, hemina e menadiona 

(caldo BHI-S). O cultivo foi realizado em condições de anaerobiose mecânica, em jarra 

(90% N2, 10% CO2) a 37 oC por 24 a 48h. As linhagens foram congeladas em caldo 

BHI-S, acrescido de glicerina (10 %), em freezer a - 20oC. 

 
 

4.2 Avaliação do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos e determinação da 
Concentração Inibitória Mínima (CIM) e da CSI 

 

 
A determinação do perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas foi feita 

pelo método de diluição em caldo segundo recomendações do Clinical Laboratory 

Standards Institute (CLSI, 2007). Porém, o cultivo foi feito em caldo BHI-S para permitir 

o crescimento de F. nucleatum (LANDUCCI et al., 2003). 

Concentrações crescentes (de 0,03 µg/mL a 64,00µg/mL) das drogas foram 

obtidas em tubos de ensaio contendo 5,0 mL de caldo BHI-S, a partir de soluções 

estoque dos antimicrobianos ampicilina (Medquímica, Brasil), ampicilina/sulbactam 

(Cellofarm, Brasil), clindamicina (Sigma-Aldrich, Deutschland), cloranfenicol 

(Medquímica, Brasil), levofloxacina (Cristália, Brasil), metronidazol (Metroniflex Baxter - 
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USA) e piperacilina/tazobactam (Novafarma, Brasil). As soluções estoque das drogas 

foram obtidas através de diluição em água destilada ou solvente conforme instrução do 

fabricante. As soluções foram esterilizadas em filtro com membrana Milipore (0,22 μm) 

e mantidas em geladeira a 4ºC. 

 Uma amostra da linhagem parental foi diluída em salina 0,9% na escala 1.0 

Mcfarland, e inóculos de 100μL das diluições foram adicionados ao tubo contendo o 

meio e a droga (em duplicata). A leitura dos resultados foi feita após 48 horas de 

incubação, determinando-se a CIM para cada droga. A CIM é menor concentração de 

um agente antimicrobiano que impede o crescimento visível de um microrganismo em 

testes de sensibilidade por diluição em ágar ou caldo (CLSI, 2007).  

A CSI considerada foi ½ CIM, que é a maior concentração das drogas 

antimicrobianas abaixo da CIM onde houve crescimento bacteriano. Após a obtenção 

das linhagens derivadas da linhagem parental (ver item 4.1), o perfil de susceptibilidade 

de cada linhagem foi avaliado para todas as drogas testadas. 

 
 

4.3 Avaliação da interferência dos antimicrobianos nas características 
morfológicas das linhagens bacterianas 
 
 
4.3.1 Avaliação direta da morfologia celular bacteriana 
 
 

A morfologia celular microbiana foi avaliada pela coloração de Gram, durante os 

10 cultivos em CSI e os 10 cultivos sucessivos na ausência dos antimicrobianos. Para 

uma melhor visualização da coloração de Gram a partir das culturas em caldo, 

amostras de 1mL das culturas foram centrifugadas, 5000g/2min., e o pellet foi 

suspendido em salina. Esse processo foi realizado por duas vezes, antes da coloração 

de Gram. 

A morfologia foi registrada por fotografias de esfregaços corados, pela utilização 

de uma câmera digital (Sony, DCS-W35) acoplada a um microscópio óptico (Coleman), 

em aumento de 1000X. Em seguida, a morfologia celular foi avaliada com auxílio do 

software Image Tool 3.0, para o cálculo da área média das células bacterianas, em 

micrômetros quadrados (μm2). Foram medidas 50 células bacterianas por amostra.  
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4.3.2 Avaliação do volume e complexidade celular bacteriana por citometria de 
fluxo 
 
 

O volume e a complexidade das células foram avaliados por citometria de fluxo 

para a linhagem parental e as linhagens derivadas, obtidas por cultivo na presença e 

posterior ausência da CSI dos antimicrobianos. Suspensões das células bacterianas 

foram obtidas em solução salina (NaCl 0,9%) após cultivo em caldo BHI-S por 24h, 

correspondentes à 0,5 da escala McFarland. As suspensões (700μL) foram avaliadas 

em citômetro de fluxo (FACSCalibur, Becton-Dickinson) utilizando-se os parâmetros 

FSC (Forward Scatter) e SSC (Side Scatter) para avaliação do volume e complexidade 

celular, respectivamente. Foram analisadas 10.000 células para cada amostra. 

 
 
4.4 Avaliação da interferência dos antimicrobianos nas características 
bioquímicas e fisiológicas das linhagens bacterianas 
 
 
4.4.1 Avaliação de características bioquímicas 

 

 
Para todas as linhagens estudadas, foram realizados 27 testes bioquímicos para 

avaliação das seguintes características: produção de enzimas (arginina dehidrolase, 

catalase, lisina descarboxilase, ornitina descarboxilase, urease, β-lactamases); 

produção de outros compostos (ác. fenil pirúvico, acetoína, H2S, indol); hidrólise 

(esculina, β-galactosidase); utilização de fontes de carbono (acetamida, citrato, 

malonato); testes de tolerância (bile, cetramida); utilização de carboidratos (ramnose, 

adonitol, salicina, arabinose, inositol, sorbitol, sacarose, manitol, rafinose, maltose). 

O teste da catalase foi realizado em lâmina de vidro, onde esfregaços 

microbianos foram cobertos com solução de peróxido de hidrogênio a 10%, e então 

observado a formação de bolhas de gás para reação positiva. 

 Para avaliação da produção β-lactamases, foi utilizado o disco de Cefinase 

(BD–BBL, MD - USA), o qual é impregnado com nitrocefinase, uma cefalosporina 

cromógena. A mudança de cor do disco, de amarelo para vermelho, indica a presença 

de β-lactamase. Foram utilizadas linhagens padrão de Staphylococcus aureus – 

ATCC29213 como controle positivo e S. aureus ATCC 25913 como controle negativo. 
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Os outros testes foram realizados utilizando-se kits que compõem os sistemas 

comerciais Bactray I, Bactray II e Bactray III (LB Laborclin, PR - Brasil). Os sistemas 

consistem de painéis com os substratos desidratados, e os inóculos bacterianos foram 

realizados de acordo com as orientações do fabricante. A leitura dos painéis foi 

realizada após incubação em anaerobiose, a 37°C, por 48 horas. 

 
 

4.4.2 Avaliação da formação de biofilme bacteriano experimental 
 
 

A verificação da interferência dos antimicrobianos na formação de biofilme pelas 

linhagens em estudo foi realizada de acordo com a metodologia já estabelecida 

(ANDRADE, 2010). A partir de um pré-inóculo de cultura de 24 horas em caldo BHI-S 

de todas as linhagens bacterianas, 500μL de cultura foram diluídos em 5 mL de caldo 

BHI-S e 200μL foram aplicados em microplacas de poliestireno de 96 poços de fundo 

chato. As linhagens FnAMP+, FnAMS+, FnCLI+, FnCLO+, FnLEV+, FnMET+ e FnPTZ+ 

foram cultivadas na presença das respectivas CSI dos antimicrobianos, enquanto as 

linhagens FnAMP-, FnAMS-, FnCLI-, FnCLO-, FnLEV-, FnMET- e FnPTZ-, assim como a 

FnPAR, foram cultivadas na ausência das drogas antimicrobianas.  

As placas foram então incubadas em anaerobiose por 24 horas, a 37ºC. Após o 

período de crescimento, foi retirado o caldo de cultivo com o auxílio de uma pipeta 

esterilizada, e os poços foram lavados com solução salina (NaCl 0,9%) esterilizada. 

Foram adicionados 300μL de metanol e as placas foram incubadas em temperatura 

ambiente por 15 min. Logo após, retirou-se o metanol e as placas foram deixadas 

destampadas em temperatura ambiente por 5 min., para evaporação de metanol 

residual. Em seguida, foram acrescentados 250μL de cristal violeta (0,1%) e as placas 

foram novamente incubadas em temperatura ambiente por 15 min. Após esse período, 

as placas foram lavadas 3 vezes com água destilada, para retirar o excesso do corante 

não incorporado nas células bacterianas.  

O corante incorporado foi extraído pela adição de 300μL de uma solução de 

etanol/acetona (8:2), e o sistema foi deixado em repouso por 15 min. tampado. Após 

este período, foi feita a leitura do corante solubilizado em leitor de ELISA a 590nm. 

Estes experimentos foram realizados em oito réplicas, para obtenção de valores 

médios que foram plotados como corante solubilizado a partir das células bacterianas 

aderidas aos poços das placas utilizadas. 
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4.4.3 Obtenção de curvas de crescimento 

 

 
As curvas de crescimento foram realizadas em caldo BHI-S contendo os 

antimicrobianos em concentração subinibitória previamente definida.  Neste ensaio, um 

pré-inóculo em caldo BHI-S, com 24h de crescimento, foi diluído em 100mL do mesmo 

meio, a 1,0 na escala Mcfarland. O crescimento foi avaliado por 42 horas, em 

anaerobiose, a 37ºC, em intervalos de 6 horas. Alíquotas de 3 mL foram retiradas a 

cada intervalo e então foi feita a leitura da densidade óptica (550ηm) de cada uma das 

amostras, utilizando-se espectrofotômetro (Bioespectro). A curva de crescimento obtida 

foi plotada em função do aumento da densidade óptica das culturas e do tempo de 

incubação. O tempo médio de geração das linhagens foi determinado considerando-se 

o intervalo de tempo necessário para incremento de duas vezes o valor da densidade 

óptica da cultura durante o crescimento exponencial. 

 
 
4.5 Avaliação da interferência dos antimicrobianos nas características 
moleculares das linhagens bacterianas 
 
 

Para a obtenção de DNA bacteriano, as linhagens foram cultivadas em caldo 

BHI-S, na presença ou ausência dos antimicrobianos, por 24 horas a 37ºC em 

anaerobiose, e 1mL das culturas foi utilizado para extração de DNA genômico. Para a 

extração, foi usado o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega, WI - USA), de 

acordo com as instruções do fabricante. Para a quantificação e avaliação da qualidade 

do DNA extraído, utilizou-se eletroforese em gel de agarose a 0,8% e análise por meio 

de espectrofotometria (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific, DE - USA).  

 
4.5.1 Identificação molecular das linhagens bacterianas obtidas  
 

 
Para identificação das linhagens de F. nucleatum obtidas por exposição às 

drogas antimicrobianas, foi utilizada a técnica da reação em cadeia da polimerase 

(PCR) utilizando-se primers específicos para região de DNA codificadora do 16S rRNA 

da espécie F. nucleatum (KULEKÇI et al., 2001). 
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As reações foram realizadas em termociclador T1 Termocycler (Biometra - 

Deutschland) em volumes de 25μL, contendo 1 ηg de cada primer, 30ηg de DNA molde 

e 12,5μL de Gotaq Green Master Mix 2X (Promega, WI - USA). As condições de 

amplificação para reação foram: desnaturação inicial a 95˚C por 3 min.; seguida por 36 

ciclos de 94˚C por 45 s, 55˚C por 30 s, 72˚C por 45 s e extensão final a 72˚C por 7 min. 

Os amplicons foram observados em gel de agarose 0,8%. Para confirmação do 

tamanho dos amplicons, foi utilizado o padrão de peso molecular de 100 pb (Amresco) 

em TBE 0,5X. As imagens dos géis foram analisadas sob transluminador de luz 

ultravioleta, após tratamento com brometo de etídio (Promega, WI - USA). Foram 

utilizados como controle positivo, F. nucleatum ATCC 25586, e como controle negativo, 

reação sem o DNA molde. 

 
 
4.5.2 Genotipagem bacteriana 
 
 

A técnica da reação da polimerase em cadeia usando-se primers aleatórios (AP-

PCR) foi utilizada para genotipagem da linhagem parental e das linhagens derivadas. 

Foram utilizados os primers D8635 (5´-GAGCGGCCAAAGGGAGCAGAC-3´) e D11344 

(5´-GTGAATTCGCGGTGAGATGCCA-3´) (IDT, IA - USA), (AVILA-CAMPOS et 

al.,1999; HARALDSSON, HOLBROOK e KÖNÖNEN, 2004). As reações foram feitas 

em volumes de 20µL, utilizando 10 µL de Gotaq Green Master Mix 2X (Promega, WI - 

USA), 1 ηg de cada iniciador e 50 ηg de DNA molde bacteriano. As reações foram 

feitas em triplicatas, em termociclador T1 Termocycler (Biometra - Deutschland), com 

as seguintes condições de amplificação: desnaturação inicial 94oC e anelamento 35oC 

por 5 min. seguido por 5 ciclos de desnaturação 94oC por 3 min., anelamento 37oC por 

3 min. e extensão 72oC por 3 min., seguido novamente por 30 ciclos de 94oC por 1 

min., 55oC por 1 min. e 72oC por 3 min., e uma extensão final 72oC por 10 min. (SILVA 

et al., 2007). Os amplicons foram visualizados após eletroforese em gel de 

poliacrilamida (PAGE) 6% em TBE 1X, sob transluminador de luz ultravioleta, após 

tratamento com brometo de etídio (Promega, WI - USA). Como controle negativo foi 

realizado reações de amplificação sem o DNA molde. Os padrões eletroforéticos foram 

inspecionados visualmente. Apenas as bandas consistentes foram consideradas na 

análise. 
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4.5.3 Análise dos perfis de acúmulo protéico 
 
 

A linhagem parental e as linhagens derivadas foram crescidas 

anaerobiocamente em caldo BHI-S, a 37ºC, por 24 horas, e as proteínas foram 

extraídas pela utilização do kit Qproteome Bacterial Protein Preparation (Promega, WI - 

USA), de acordo com as instruções do fabricante.  Após quantificação pelo método de 

Bradford (BRADFORD, 1976), a concentração dos extratos protéicos foi ajustada para 

300ηg/µL e, então, foram separadas através de chips para proteína em um sistema de 

eletroforese capilar microfluídica (Bioanalyzer 2100, Agilent), de acordo com as 

instruções do fabricante. 

 
 
4.6 Construção das matrizes de similaridade 

 

 
Para avaliação global das alterações fenotípicas e genotípicas nas diferentes 

linhagens bacterianas derivadas da linhagem parental após exposição e cultivo ou não 

na presença das drogas antimicrobianas, foram obtidas matrizes de similaridade pela 

utilização do software Genes (CRUZ, 2006; CRUZ, 2008). Foi construída uma matriz 

binária pela atribuição dos parâmetros 1 para os testes cujos resultados foram 

positivo/presente e 0 para os testes cujos resultados foram negativo/ausente. A partir 

desses dados, foi construída uma matriz de similaridade, onde o coeficiente de Dice foi 

adotado para estimar a similaridade fenética entre as linhagens estudadas. Para o 

agrupamento dos dados da matriz, foi utilizado o método Unweighted Pair Group 

Method (UPGMA), com análise de bootstrap de 1000x. Foram considerados 

significativos os agrupamentos com mais de 50% de repetibilidade. 

 
 
4.7 Análise estatística 
 
 
  Foi realizado, quando necessário, tratamento estatístico para comparação entre 

médias por análise de Desvio Padrão e o Teste t de Student, considerando-se como 

significativo os valores de p< 0,05. Os cálculos e gráficos foram feitos utilizando-se o 

programa GraphPad Prism 5.0 para Windows (GraphPad Software, CA - USA). 
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5 RESULTADOS 

 
 
5.1 Avaliação do efeito das CSI dos antimicrobianos no perfil de susceptibilidade  
 
 

Primeiramente, foi determinado o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos 

da linhagem F. nucleatum ATCC 25586 para as drogas selecionadas para esse estudo. 

Considerou-se como CSI a maior concentração para cada antimicrobiano onde houve 

crescimento bacteriano, ou seja, ½ CIM (Tab. 1).  
 
Tabela 1. Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Subinibitória (CSI) dos 
antimicrobianos para a linhagem F. nucleatum ATCC 25586.   
 

Antimicrobianos CIM (µg/mL) CSI (µg/mL) 
Ampicilina 0,0625 0,0312 
Ampicilina/Sulbactam 0,0625 0,0312 
Clindamicina 0,0625 0,0312 
Cloranfenicol 2,0 1,0 
Levofloxacina  4,0 2,0 
Metronidazol 1,0 0,5 
Piperacilina/ Tazobactam 0,0625 0,0312 
 

Após a obtenção de linhagens derivadas da parental por cultivos sucessivos na 

presença e, subsequentemente, na ausência dos antimicrobianos em suas respectivas 

CSI, também foi feita a determinação do perfil de susceptibilidade para tais linhagens, 

utilizando os mesmos antimicrobianos testados para a linhagem parental. Foi 

observada sensibilidade diminuída a vários antimicrobianos, em relação à linhagem 

parental, para a maioria das linhagens derivadas, mesmo para as linhagens 

selecionadas após o cultivo sem as drogas. Essa sensibilidade diminuída não foi 

observada de maneira significativa (> 1 log2CIM) apenas para clindamicina e, em 

alguns casos, para levofloxacina e metronidazol (Tab. 2).  

Considerando os antimicrobianos β-lactâmicos (ampicilina, ampicilina-sulbactam 

e piperacilina-tazobactam), não houve diferença significativa entre o perfil de 

susceptibilidade das linhagens selecionadas em ampicilina (FnAMP+ e FnAMPP

-) e 

ampicilina-sulbactam (FnAMS+ e FnAMS-). Todas as linhagens derivadas tiveram a 

sensibilidade diminuída para os β-lactâmicos, chegando a +8Log CIM em ampicilina e 

ampicilina-sulbactam para as linhagens FnAMP
2

+ e FnAMS+. Ou seja, essas linhagens 

resistiram a concentrações até 267 vezes maiores destes antimicrobianos, em relação 

à linhagem de F. nucleatum parental (FnPAR).  
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As linhagens obtidas pelo cultivo em presença e posterior ausência de CSI dos 

β-lactâmicos (FnAMP+, FnAMP-, FnAMS+, FnAMS-, FnPTZ+ e FnPTZ-), também 

diminuíram a sensibilidade ao cloranfenicol e ao metronidazol. Para levofloxacina, 

houve diminuição significativa de sensibilidade, +4Log2CIM, apenas para as linhagens 

obtidas por cultivo na presença e posterior ausência de CSI deste antimicrobiano 

(FnLEV+ e FnLEV-), não ocorrendo resistência cruzada com os outros antimicrobianos. 

De maneira semelhante, a linhagem obtida por cultivo em CSI de metronidazol 

(FnMET+) foi a menos sensível à este antimicrobiano, diminuindo a sensibilidade em 

+3Log2CIM. A linhagem obtida por cultivo na CSI de cloranfenicol (FnCLO+), assim 

como as linhagens FnLEV+ e FnLEV-, também diminuiu a sensibilidade ao cloranfenicol 

em +3Log2CIM. As linhagens derivadas do cultivo na CSI dos β-lactâmicos (FnAMP+, 

FnAMP-, FnAMS+, FnAMS-, FnPTZ+ e FnPTZ-), da clindamicina (FnCLI+ e FnCLI-) e do 

metronidazol (FnMET+ e FnMET-) tiveram a sensibilidade diminuída em +2Log2CIM 

para o cloranfenicol. A clindamicina foi o único antimicrobiano que não sofreu 

diminuição significativa de sensibilidade para nenhuma linhagem. 

 
Tabela 2. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos da linhagem parental F. 
nucleatum ATCC 25586 (FnPAR) e das linhagens selecionadas por exposição às 
concentrações subinibitórias de ampicilina (FnAMP+), ampicilina-sulbactam (FnAMS+), 
clindamicina, (FnCLI+), cloranfenicol (FnCLO+), metronidazol (FnMET+), levofloxacina 
(FnLEV+) e piperacilina-tazobactam (FnPTZ+), e após o subsequente cultivo sem 
antimicrobianos (-). 
 

Antimicrobianos (µg/mL) Linhagens 
AMP AMS CLI CLO LEV MET PTZ 

FnPAR 0,0625  0,0625  0,0625  2,0  4,0 1,0  0,0625  
FnAMP+ 16,0  16,0  0,0625  8,0  4,0 2,0  4,0  
FnAMP- 8,0  8,0  0,0625  8,0  4,0 2,0  8,0  
FnAMS+ 16,0  16,0 0,0625  8,0 8,0 4,0  4,0  
FnAMS- 8,0  8,0  0,125  8,0 8,0 4,0  8,0  
FnCLI+ 1,0  1,0  0,125  8,0  4,0 2,0  1,0  
FnCLI- 2,0  2,0  0,125  8,0 4,0 2,0  4,0  
FnCLO+ 8,0  8,0  0,0625  16,0  4,0 2,0  16,0 
FnCLO- 8,0  8,0  0,125  8,0  4,0 4,0  8,0  
FnLEV+ 4,0  4,0  0,0625  16,0  64,0 2,0  4,0  
FnLEV- 4,0  4,0  0,125  16,0  64,0 2,0  4,0  
FnMET+ 8,0  8,0  0,0625  8,0  4,0 8,0  8,0  
FnMET- 8,0  8,0  0,0625  8,0  4,0 4,0  16,0  
FnPTZ+ 1,0  2,0 0,0625  8,0  8,0 4,0  1,0  
FnPTZ- 2,0  2,0  0,125  8,0  4,0 4,0  2,0  
Números em negrito indicam diminuição significativa da susceptibilidade ao antimicrobiano, (> 1 log2CIM) (CLSI, 2007).  
Fn (F. nucleatum); PAR (parental); AMP (ampicilina); AMS (ampicilina-sulbactam); CLI (clindamicina); CLO (cloranfenicol); LEV 
(levofloxacina); MET (metronidazol); PTZ (piperacilina-tazobactam) 
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5.2 Avaliação do efeito da CSI dos antimicrobianos na morfologia 
 
 

Durante o cultivo da linhagem parental nas CSI dos antimicrobianos para a 

obtenção das linhagens derivadas, amostras de cada passagem foram coradas pela 

técnica de Gram e visualizadas em microscópio óptico. Então, as bactérias foram 

medidas para o cálculo da área média.  

As alterações morfológicas mais evidentes foram causadas pelos agentes β-

lactâmicos (ampicilina, ampicilina-sulbactam e piperacilina-tazobactam), que induziram 

filamentação e um aumento médio da área celular de até 22 vezes, nas primeiras 

exposições às CSI, em relação à linhagem parental.  No cultivo com piperacilina-

tazobactam, também foram observadas eventuais dilatações centrais ou nas 

extremidades das células. Os antimicrobianos clindamicina, cloranfenicol, levofloxacina 

e metronidazol não provocaram grandes alterações morfológicas. Entretanto, o cultivo 

em clindamicina, aparentemente, aumentou a autoagregação entre as células, 

causando a formação de grandes grumos. Porém, a morfologia normal foi retomada, 

em todas as linhagens, imediatamente após o cultivo sem antimicrobianos (Fig. 1 e 2).  

 

 
 
Figura 1. Aspecto morfológico das células de F. nucleatum ATCC 25586 (PAR) em 
exposição às concentrações subinibitórias de ampicilina (AMP), ampicilina-sulbactam 
(AMS), clindamicina (CLI), cloranfenicol (CLO), metronidazol (MET), levofloxacina 
(LEV) e piperacilina-tazobactam (PTZ) (1° e 10° passagem), e após o subsequente 
cultivo sem antimicrobianos (11° e 20° passagem). Células visualizadas após coloração 
pelo método de Gram. Aumento de 1000X. Barras 10μm. 
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Figura 2. Área média das células de F. nucleatum ATCC 25586 (FnPAR) visualizadas 
após coloração de Gram, durante exposição às concentrações subinibitórias de 
ampicilina (AMP), ampicilina-sulbactam (AMS), clindamicina (CLI), cloranfenicol (CLO), 
metronidazol (MET), levofloxacina (LEV) e piperacilina-tazobactam (PTZ), e após o 
subsequente cultivo sem antimicrobianos. A figura mostra 10 passagens na presença 
das drogas e 10 passagens na ausência das drogas. 
 

Também foi feita análise de volume e complexidade celular através de citometria 

de fluxo (Fig. 3). A complexidade celular é afetada por fatores como a quantidade e tipo 

dos grânulos citoplasmáticos e rugosidade da membrana, por exemplo.  

As linhagens obtidas por cultivo em CSI de β-lactâmicos, FnAMP+, FnAMS+ e 

FnPTZ+ sofreram grandes alterações, com 38,8 %, 75,2% e 85,0%, respectivamente, 

das células alteradas morfologicamente ou em complexidade. As linhagens FnCLO+, 

FnCLI+, FnLEV+ e FnMET+ apresentaram pouca alteração morfológica e de 

complexidade, entre 5,8% a 8,5% de células alteradas. As linhagens obtidas pelo 

cultivo após a retirada dos antimicrobianos tiveram um perfil morfológico e de 

complexidade muito semelhante à FnPAR, apresentando em torno de 92% a 94% das 

células em estado normal, corroborando os dados da análise direta em microscópio. 
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Figura 3. Avaliação por citometria de fluxo das células da linhagem parental F. 
nucleatum ATCC 25586 (FnPAR) e das linhagens selecionadas por exposição às 
concentrações subinibitórias de ampicilina (FnAMP+), ampicilina-sulbactam (FnAMS+), 
clindamicina (FnCLI+), cloranfenicol (FnCLO+), metronidazol (FnMET+), levofloxacina 
(FnLEV+) e piperacilina-tazobactam (FnPTZ+), e após o subsequente cultivo sem 
antimicrobianos (-). A. Volume celular (eixo FSC) e complexidade celular (eixo SSC) 
das linhagens bacterianas. “n” - células com morfologia normal; “a” - células com 
morfologia alterada em relação ao controle FnPAR. B. Porcentagem de células normais 
e alteradas nas linhagens bacterianas. 
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5.3 Avaliação do efeito da CSI dos antimicrobianos nas características 
bioquímicas e fisiológicas 
 
 

Para avaliar a interferência das CSI de antimicrobianos no perfil bioquímico, 

foram utilizados testes abordando a produção de enzimas e de outros compostos, 

hidrólise, fontes de carbono, testes de tolerância e utilização de carboidratos.  
 

Tabela 3. Características bioquímicas da linhagem parental F. nucleatum ATCC 25586 
(FnPAR) e das linhagens selecionadas por exposição às concentrações subinibitórias 
de ampicilina (FnAMP+), ampicilina-sulbactam (FnAMS+), clindamicina, (FnCLI+), 
cloranfenicol (FnCLO+), metronidazol (FnMET+), levofloxacina (FnLEV+) e piperacilina-
tazobactam (FnPTZ+), e após o subsequente cultivo sem antimicrobianos (-). 
 

 Fn 
PAR 

Fn 
AMP P

+
Fn 

AMP P

-
Fn 

AMS
Fn 

AMS-
Fn 

CLI+
Fn 

CLI-
Fn 

CLO+
Fn 

CLO-
Fn 

LEV+
Fn 

LEV-
Fn 

MET+
Fn 

MET-
Fn 

PTZ+
Fn 

PTZ-

Enzimas 
ADH + - - - + + + - - - - - - - +
Catalase - - - - - - - - - - - - - - -
LDC - - - - - + - - - - - - - - -
ODC + - - - - + - - - - - - - - -
ONPG - - - - - - - - - - - - - - -
Urease - - - - - - - - - - - - - - -
β- - - - - - - - - - - - - - - -
Produção                
Ác. fenil 
pirúvico  - - - - - - - - - - - - - - - 
Acetoína  - - - - - - - - - - - - - - - 
H2S - - - - - - - - - - - - - - - 
Indol + + + + + + + + + + + + + + + 
Esculetinaa - - - - - - - - - - - - - - - 
Fonte de Carbono               
Acetamida - - - - - - - - - - - - - - - 
Citrato  - - - - - - - - - - - - - - - 
Malonato - - - - - - - - - - - - - - - 
Tolerância                
Bile - - - - - - - - - - - - - - - 
Cetramida + + + + + + + + + + + + + + + 
Fermentação       
Rhamnose  - - - - - - - - - - - - - - -
Adonitol  - - - - - - - - - - - - - - -
Salicina  - - - - - - - - - - - - - - -
Arabinose - - - - - + - - - + - - - - -
Inositol - - - - - - - - - - - - - - -
Sorbitol - - - - - - - - - + - - - - -
Sacarose + + + + + + + + + + + + + + +
Manitol  - + + + + + + - + + + + + + +
Rafinose - + - - - - + - + - + - + + +
Maltose + + + + + + + + + + + + + + +

ADH (Arginina dehidrolase); LDC (Lisina descarboxilase); ODC (Ornitina descarboxilase); ONPG ( hidrólise da beta-galactosidase);  aproduzida 
se há hidrolise da esculina. Células em destaque indicam diferença em relação a linhagem parental (FnPAR). 
 

Todas as linhagens foram produtoras de indol, tiveram o crescimento inibido pela 

bile e não hidrolisaram a esculina, de acordo com o que preconiza a literatura para F. 

nucleatum (MOORE, HOLDEMAN e KELLEY, 1984; TUNER et al., 1992). A maioria 
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das alterações foi referente à utilização de carboidratos. A exposição à CSI das drogas 

testadas induziu o metabolismo de até três carboidratos a mais que a linhagem 

parental (FnPAR), mesmo nas linhagens obtidas após o cultivo sem antimicrobianos. 

Não foi detectado a atividade das enzimas arginina-dehidrolase e ornitina-

descarboxilase na maioria das linhagens derivadas da FnPAR (Tab. 3). 

Também foi analisada a interferência das CSI de antimicrobianos na capacidade 

de formação de biofilme. Os dados mostraram que as propriedades agregativas foram 

muito alteradas devido à exposição às CSI dos antimicrobianos. As linhagens obtidas 

por cultivo na presença de agentes β-lactâmicos (FnAMP+, FnAMS+ e FnPTZ+) 

diminuíram expressivamente a formação de biofilme, durante o cultivo com droga. 

Porém, as linhagens obtidas após a retirada desses antimicrobianos (FnAMP-, FnAMS- 

e FnPTZ-) não só recuperaram a habilidade de formação de biofilme, mas também 

aumentaram significativamente esta habilidade, em relação a FnPAR. O oposto ocorreu 

com a linhagem obtida pelo cultivo em clindamicina (FnCLI+), em que o cultivo na 

presença desta droga aumentou mais que o dobro a formação de biofilme, mas após a 

retirada da clindamicina (FnCLI-), a formação de biofilme diminuiu para níveis abaixo da 

FnPAR. As linhagens FnCLO, FnLEV e FnMET aumentaram a formação de biofilme, na 

presença ou ausência destes antimicrobianos (Fig. 4). 

 
Figura 4. Habilidade de formação de biofilme da linhagem parental F. nucleatum ATCC 
25586 (FnPAR) e das linhagens selecionadas por exposição às concentrações 
subinibitórias de ampicilina (FnAMP+), ampicilina-sulbactam (FnAMS+), clindamicina 
(FnCLI+), cloranfenicol (FnCLO+), metronidazol (FnMET+), levofloxacina (FnLEV+) e 
piperacilina-tazobactam (FnPTZ+), e após o subsequente cultivo sem antimicrobianos (-
). “a” indica ausência de diferença estatisticamente significativa; * indica diferença 
estatisticamente significativa (p< 0,05). 
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Pela análise das curvas de crescimento, foram observadas alterações nos 

padrões de crescimento para todas as linhagens selecionadas pela exposição à CSI 

dos antimicrobianos. Observou-se que as linhagens derivadas do cultivo em β-

lactâmicos - FnAMP+ (7h18min), FnAMS+ (6h18min) e FnPTZ+ (8h18min) - exibiram 

durante o crescimento exponencial tempos de geração (TG) mais próximos ao da 

linhagem FnPAR (6h48min). Por outro lado, o padrão de crescimento das linhagens 

FnCLI+ (16h12min) e FnMET+ (13h18min) mostraram-se bastante alterados. A linhagem 

FnCLI+ apresentou o padrão de crescimento mais lento entre todas as linhagens 

selecionadas, e o nível populacional atingiu apenas cerca de 60% do observado para a 

linhagem FnPAR (Fig. 5).  

 
 
Figura 5. Curva de crescimento e tempo de geração (TG) da linhagem parental F. 
nucleatum ATCC 25586 (FnPAR) e das linhagens selecionadas por exposição às 
concentrações subinibitórias de ampicilina (FnAMP+), ampicilina-sulbactam (FnAMS+), 
clindamicina (FnCLI+),  metronidazol (FnMET+) e piperacilina-tazobactam (FnPTZ+). 
 
 
5.4 Avaliação do efeito da CSI dos antimicrobianos nas características 
moleculares 
 
 

Também foi analisado o efeito das CSI de antimicrobianos no acúmulo de 

proteínas e no padrão de DNA fingerprint gerado por AP-PCR. Para a certificação da 
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identidade da linhagem parental e das linhagens derivadas, foi feita a amplificação da 

região de DNA codificadora de 16S RNAr, utilizando-se primers específicos para a 

espécie F. nucleatum (Fig. 6). 

 

 
Figura 6. Identificação molecular da linhagem parental F. nucleatum ATCC 25586 
(FnPAR) e das linhagens selecionadas por exposição às concentrações subinibitórias 
de ampicilina (FnAMP+), ampicilina-sulbactam (FnAMS+), clindamicina (FnCLI+), 
cloranfenicol (FnCLO+), metronidazol (FnMET+), levofloxacina (FnLEV+) e piperacilina-
tazobactam (FnPTZ+), e após o subsequente cultivo sem antimicrobianos (-). A seta 
mostra a banda gerada pela amplificação da região de DNA codificadora do 16S RNAr 
utilizando-se primers específicos para da espécie F. nucleatum, em gel de agarose 
0,8%. Canaletas: PM (padrão de peso molecular); CN (controle negativo); 1 (FnPAR), 2 
(FnAMP+), 3 (FnAMP-), 4 (FnAMS+), 5 (FnAMS-), 6 (FnCLI+), 7 (FnCLI-), 8 (FnCLO+), 9 
(FnCLO-), 10 (FnMET+), 11 (FnMET-), 12 (FnLEV+), 13 (FnLEV-), 14 (FnPTZ+), 15 
(FnPTZ-).  
 
 

Os perfis de acúmulo de proteínas totais solúveis foram analisados 

comparativamente entre a linhagem parental (FnPAR) e as linhagens derivadas através 

de um sistema de eletroforese capilar microfluídica. Foram detectadas proteínas 

diferencialmente reguladas em todas as linhagens derivadas, em comparação com a 

FnPAR. As modificações no padrão protéico também foram detectadas quando 

comparamos as linhagens obtidas por cultivo nas CSI dos antimicrobianos e as 

respectivas linhagens obtidas após o cultivo sem antimicrobianos.  As proteínas foram 

analisadas na faixa de 4,5 kDa a 240 kDa, considerando-se a presença e a ausência 

destas (Fig. 7 e Anexo A). 
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Figura 7. Perfil protéico da linhagem parental F. nucleatum ATCC 25586 (FnPAR) e 
das linhagens selecionadas por exposição às concentrações subinibitórias de 
ampicilina (FnAMP+), ampicilina-sulbactam (FnAMS+), clindamicina (FnCLI+), 
cloranfenicol (FnCLO+), metronidazol (FnMET+), levofloxacina (FnLEV+) e piperacilina-
tazobactam (FnPTZ+), e após o subsequente cultivo sem antimicrobianos (-), 
analisados por eletroforese capilar microfluídica.  
 
 

Através da genotipagem por AP-PCR, foi possível detectar 27 lócus, dos quais a 

porcentagem de bandas polimórficas nas linhagens variaram de 5,5% (FnPTZ+ e 

FnPTZ-), 10,5% (FnCLI+ e FnCLO+), 15% (FnCLO-), 19% (FnAMP+, FnAMP-, FnAMS+, 

FnAMS- e FnCLI-) a 22,7% (FnMET+, FnMET-, FnLEV+ e FnLEV-). Mesmo com o baixo 
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número de fragmentos amplificados, foi possível detectar polimorfismos em todas as 

linhagens expostas às CSI, durante e após a exposição aos antimicrobianos (Fig. 8).  

 

 
 
Figura 8. Genotipagem por AP-PCR da linhagem parental F. nucleatum ATCC 25586 
(FnPAR) e das linhagens selecionadas por exposição às concentrações subinibitórias 
de ampicilina (FnAMP+), ampicilina-sulbactam (FnAMS+), clindamicina (FnCLI+), 
cloranfenicol (FnCLO+), metronidazol (FnMET+), levofloxacina (FnLEV+) e piperacilina-
tazobactam (FnPTZ+), e após o subsequente cultivo sem antimicrobianos (-), utilizando 
os primers aleatórios, D8635 e D11344. Os fragmentos de DNA foram separados por 
PAGE. Canaletas: PM (padrão de peso molecular); 1 (FnPAR), 2 (FnAMP+), 3 (FnAMP-

), 4 (FnAMS+), 5 (FnAMS-), 6 (FnCLI+), 7 (FnCLI-), 8 (FnCLO+), 9 (FnCLO-), 10 
(FnMET+), 11 (FnMET-), 12 (FnLEV+), 13 (FnLEV-), 14 (FnPTZ+), 15 (FnPTZ-).  
 
 
5.5 Análise fenética das alterações bioquímico-fisiológicas e moleculares 
induzidas por CSI de antimicrobianos 
 
 

Para avaliação global das alterações, foram gerados três dendrogramas 

resultantes do perfil bioquímico (baseado em 27 testes bioquímicos), do perfil protéico 

(baseado em análises qualitativas de proteínas na faixa de 4,5 a 240 kDa) e da análise 

do polimorfismo do DNA (baseado no padrão de amplicons obtidos por AP-PCR).  

Considerando as matrizes de similaridade geradas pelos perfis protéicos e o 

baseado nos perfis bioquímicos, ambos indicam afinidades entre as linhagens FnCLO- 

e FnLEV-, FnMET- e FnPTZ-, FnCLI- e FnLEV+, e maior divergência entre a FnPAR e as 

linhagens FnAMS+, FnAMS-, FnCLI+, FnCLI-, FnLEV+ e FnLEV-. Também, foi possível 
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detectar diferenças evidentes entre as linhagens obtidas por cultivos em CSI dos 

antimicrobianos (+) e as respectivas linhagens obtidas após a retirada das drogas (-). 

Em relação ao perfil de acúmulo protéico, a linhagem FnCLO+ foi a mais similar à 

linhagem FnPAR; já em relação ao perfil bioquímico, a linhagem FnMET+ foi a mais 

similar com a linhagem FnPAR. Contudo, as linhagens selecionadas após a retirada 

desses antimicrobianos (FnCLO- e FnMET-) se diferenciaram fenotipicamente da 

FnPAR. Os polimorfismos do DNA e o perfil bioquímico geraram matrizes que não 

foram sustentadas de maneira significativa (com valores de bootstrap inferiores a 50%). 

Porém, podemos perceber que existe um distanciamento de todas as linhagens 

derivadas em relação à FnPAR (Fig. 9). 

 
 

 

A B

C 

 
Figura 9. Matrizes de similaridade resultante dos perfis bioquímicos (A), de acúmulo 
protéico (B) e de polimorfismo do DNA (C), obtidos para a linhagem parental F. 
nucleatum ATCC 25586 (FnPAR) e para as linhagens selecionadas por exposição às 
concentrações subinibitórias de ampicilina (FnAMP+), ampicilina-sulbactam (FnAMS+), 
clindamicina (FnCLI+), cloranfenicol (FnCLO+), metronidazol (FnMET+), levofloxacina 
(FnLEV+) e piperacilina-tazobactam (FnPTZ+), e após o subsequente cultivo sem 
antimicrobianos (-). Foi utilizado o método UPGMA com o coeficiente de Dice e 
bootstrap de 1000 réplicas. Agrupamentos com repetibilidade > 50% são significativos. 
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6 DISCUSSÃO 
 

 
Pouco tempo após a introdução dos antimicrobianos na medicina começou-se a 

observar o aparecimento de microrganismos resistentes às doses terapêuticas. Desde 

então, diversos pesquisadores tem estudado as respostas dos microrganismos a altas 

concentrações dessas drogas. Entretanto, o estudo dos efeitos de baixas 

concentrações de antimicrobianos sobre os microrganismos e as implicações para as 

relações destes com o hospedeiro tem ganhado importância nos últimos anos 

(WRIGHT, 2007; ASM, 2009). Esses efeitos podem ter grande relevância para a 

microbiota residente, que possui um grande potencial benéfico e também patogênico, 

considerando que esses microrganismos ficam expostos frequentemente a baixas 

concentrações de antimicrobianos durante antibioticoterapias, principalmente em 

terapias inadequadas (WITTE, 2000). Portanto, este estudo teve por objetivo examinar 

as repostas da bactéria anaeróbia obrigatória F. nucleatum, uma das principais 

espécies da microbiota residente humana e a mais comumente isolada de espécimes 

clínicos, às concentrações subinibitórias (CSI) dos antimicrobianos ampicilina, 

ampicilina/sulbactam, piperacilina/tazobactam, clindamicina, cloranfenicol, levofloxacina 

e metronidazol. 

 
 

6.1 Efeito das CSI de antimicrobianos no perfil de susceptibilidade a 
antimicrobianos  

 

 
Nossos dados mostraram que a exposição às CSI dos antimicrobianos testados 

interfere com a susceptibilidade de F. nucleatum a estes antimicrobianos. Estas 

alterações podem estar relacionadas a mecanismos de resistência adquiridos, que 

resultam em alterações na fisiologia celular e na estrutura microbiana, devido a 

variações genotípicas ou na regulação da expressão gênica (ASM, 2009; WITTE, 2000; 

O’BRIEN, 2002). Em ambos os casos, essas bactérias podem apresentar uma 

diminuição da sensibilidade para substâncias com mecanismos de ação semelhantes 

ou substâncias para as quais eles compartilham os mesmos mecanismos de 

resistência.  

Os agentes antimicrobianos β-lactâmicos são amplamente utilizados na 

medicina, contudo, a resistência bacteriana aos β-lactâmicos está aumentando em uma 
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grande velocidade, incluindo-se os anaeróbios (BOLSTAD, JENSEN e BAKKEN, 1996; 

NYFORS et al., 2003). Todos os β-lactâmicos compartilham um anel β-lactâmico, 

sendo seu principal modo de ação a inibição da síntese da parede celular. A resistência 

a β-lactâmicos na maioria das bactérias Gram-negativas anaeróbias é mediada pela 

produção de β-lactamases, mas os mecanismos de resistência também incluem 

alterações nas Proteínas de Ligação com a Penicilina (PBPs), permeabilidade 

diminuída por alterações em proteínas de membrana externa (OMPs) ou nos canais de 

porina e efluxo ativo do antimicrobiano (ELLIE, GOLDSTEIN e CITRON, 2011). Neste 

estudo, foram utilizados três antimicrobianos β-lactâmicos: ampicilina, 

ampicilina/sulbactam e piperacilina/tazobactam.  

As linhagens obtidas pelo cultivo em CSI dos β-lactâmicos diminuíram 

drasticamente a susceptibilidade para estes antimicrobianos. Essas linhagens também 

diminuíram a susceptibilidade ao cloranfenicol e ao metronidazol. Já foi relatada a 

presença de β-lactamase classe A no genoma de F. nucleatum ATCC 25586, 

entretanto, esta linhagem permanece susceptível aos β-lactâmicos (VOHA et al., 2006). 

Assim, como esperado, não houve diferenças significativas no perfil de susceptibilidade 

aos antimicrobianos ampicilina e ampicilina-sulbactam. Além disso, de acordo com os 

testes bioquímicos, nenhuma linhagem analisada foi produtora de β-lactamases. 

Portanto, a diminuição da sensibilidade de forma cruzada entre os β-lactâmicos, o 

cloranfenicol e o metronidazol poderia sugerir a indução de mecanismos de resistência 

comuns, como alteração de permeabilidade na superfície celular, considerando-se que 

estes antimicrobianos possuem mecanismos de ação diferentes. 

A clindamicina e o cloranfenicol inibem a síntese protéica bacteriana por interferir 

com as funções da subunidade 50S dos ribossomos bacterianos (RANG et al., 2007). 

Entretanto, enquanto a clindamicina não sofreu diminuição significativa de 

susceptibilidade para nenhuma linhagem, todas as linhagens diminuíram 

significativamente a susceptibilidade ao cloranfenicol. Este fato pode estar relacionado 

às diferenças nos principais mecanismos de resistência para estes antimicrobianos. A 

resistência à clindamicina pode ocorrer por metilação de adeninas do RNA ribossômico 

por metilases codificadas por genes erm (WHITTLE, SHOEMAKER e SALYERS, 2002; 

LÖFMARK et al., 2006). A resistência ao cloranfenicol geralmente é causada por uma 

acetiltransferase (CAT), que inativa o fármaco ao transferir dois grupos acil para seus 

grupos hidróxido, impedindo-o de se ligar ao ribossomo (RANG et al., 2007). 
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Para levofloxacina, uma fluoroquinolona de terceira geração que inibe a síntese 

de DNA, o principal mecanismo de resistência é devido à mutação no gene gyrA. 

Devido ao mecanismo de ação, inibição da atividade da DNA-girase, geralmente não 

há resistência cruzada entre a levofloxacina e outras classes de antimicrobianos 

(MAXWELL, 1992; CASTRO et al., 1997; GOODMAN e GILMAN, 2001). Linhagens de 

Fusobacterium canifelinum podem ser intrinsecamente resistente às fluoroquinolonas 

devido à substituição da Ser79 por leucina e da Gly83 por arginina em gyrA 

(CONRADS, CITRON e GOLDSTEIN, 2005). Isto poderia explicar a diminuição na 

sensibilidade à levofloxacina apenas nas linhagens cultivadas em CSI deste 

antimicrobiano (FnLEV+ e FnLEV-).  

Houve diminuição da susceptibilidade ao metronidazol para todas as linhagens. 

Contudo, a mais significativa também ocorreu na linhagem cultivada em CSI deste 

antimicrobiano (FnMET+). A resistência ao metronidazol no anaeróbio Bacteroides 

fragilis pode ser devido a genes nim, que parecem codificar uma nitroimidazol-redutase 

que converte 4- ou 5-nitroimidazol a 4- ou 5-aminoimidazole, impedindo a formação de 

resíduos nitrosos tóxicos, necessários para a atividade antimicrobiana (GAL e 

BRAZIER, 2004). O mecanismo de resistência ao metronidazol para anaeróbios não-

Bacteroides ainda é desconhecido (ELLIE, GOLDSTEIN e CITRON, 2011). 

A análise genômica de F. nucleatum ATCC 25586 (KAPATRAL et al., 2002) 

revelou uma série de bombas de efluxo multidrogas. Há cinco quadros abertos de 

leitura (ORFs) para proteínas de resistência a acriflavina, que podem proteger a 

bactéria de inibidores hidrofóbicos. Uma ORF para a resistência ao cloranfenicol e duas 

para resistência à 5-nitroimidazol também foram encontradas no genoma, um achado 

inesperado, considerando que vários estudos indicam que Fusobacterium spp. são 

sensíveis a nitroimidazóis, especialmente ao metronidazol (POULET, DUFFAUT e 

LODTER, 1999). 

Nossos dados mostram que o padrão de diminuição de sensibilidade aos 

antimicrobianos se manteve nas linhagens obtidas pelo cultivo na ausência destes. 

Assim, sugere-se que a seleção microbiana pela exposição às CSI das drogas foi 

suficiente para modulação de habilidades microbianas e eliminação das sub-

populações mais susceptíveis.  
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6.2 Efeito das CSI de antimicrobianos sobre características morfológicas  

 

 
Foi analisado o efeito das CSI de antimicrobianos na morfologia de F. nucleatum 

utilizando-se coloração de Gram e análise por citometria de fluxo. As principais 

alterações na morfologia e complexidade foram induzidas por agentes β-lactâmicos, 

que provocaram o fenômeno da filamentação bacteriana. Os antimicrobianos de 

diversas classes podem interagir com a célula bacteriana provocando modificações na 

sua estrutura, como formação de bulbos e filamentação. Entre essas modificações, a 

filamentação é a alteração mais discutida na literatura, e é sugerido que ela ocorra 

quando o processo de reprodução bacteriana continua na ausência de divisão celular, 

resultando em bactérias alongadas e com múltiplas cópias cromossômicas 

(ROTHFIELD, JUSTICE e GARCIA-LARA, 1999; JUSTICE et al., 2008).  

Vários trabalhos têm atribuído importantes papéis biológicos à filamentação em 

ambientes de estresse, os quais incluem a evasão da resposta imune do hospedeiro, 

fuga de predadores protistas, resistência a terapias antimicrobianas e ao estresse 

causado pelo oxigênio (em anaeróbios obrigatórios). A filamentação pode ser 

acompanhada de variações metabólicas, danos ao DNA e mutações (JÜRGENS e 

MATZ, 2002; SILVA et al., 2005; SANTOS et al., 2007; JUSTICE, et al., 2008).  

Há um amplo relato na literatura de alterações morfológicas e fisiológicas 

induzidas por diversos antimicrobianos em células bacterianas aeróbias e anaeróbias 

obrigatórias, Gram-positivas e Gram-negativas, cocos e bacilos, e mesmo em 

leveduras (TULASNE e VENDRELY, 1948; NOVAES et al., 1991; LORIAN e 

GEMMELL, 1991; TAKAHATA e NISHINO, 1997; GIESBRECHT et al., 1998; 

NOSANCHUK, et al., 1999; DIARRA et al., 2002; DINIZ et al.,  2003; FONSECA et al., 

2004; GARCIA et al., 2004; SILVESTRO et al., 2006; SANTOS et al., 2007; BUIJS et 

al., 2008; JUSTICE et al., 2008).  Entretanto, existe uma discussão sobre a relação 

entre a resistência a antimicrobianos e a filamentação bacteriana. Muitos autores 

sugerem que a filamentação é um mecanismo de resistência a diversos estresses, 

enquanto outros sugerem que as células filamentadas, na verdade, estariam morrendo 

(FONSECA et al., 2004; CHEN et al., 2005; JUSTICE et al., 2008).  

Neste estudo, embora tenham sido detectadas células filamentadas, 

principalmente nas linhagens derivadas do cultivo em agentes β-lactâmicos (FnAMP+, 

FnAMS+ e FnPTZ+), uma grande parte das culturas era composta por células com a 

morfologia normal. E, após o cultivo na ausência de antimicrobianos não foram 
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detectadas quantidades significativas de células morfologicamente alteradas. Portanto, 

é provável que as células filamentadas sejam as mais sensíveis aos antimicrobianos. 

Alguns autores sugerem que o inibidor de β-lactamases sulbactam pode induzir 

a filamentação (MOOSDEEN, WILLIAMS e YAMABE, 1988). Neste estudo, a análise 

por citometria de fluxo mostrou um aumento de aproximadamente 2 vezes na 

quantidade de células alteradas na linhagem cultivada em ampicilina-sulbactam, em 

relação a linhagem cultivada em ampicilina. Assim, é provável que o sulbactam possa 

causar alterações morfológicas e de complexidade celular em F. nucleatum. E, 

considerando que a linhagem FnPTZ+ apresentou alterações morfológicas 

consideráveis e que o tazobactam também é um inibidor de β-lactamases, sugerimos 

que o tazobactam pode induzir alterações morfológicas em F. nucleatum. Entretanto, 

fazem-se necessários testes confirmatórios utilizando-se apenas piperacilina. 

 
 
6.3 Efeito das CSI de antimicrobianos sobre características bioquímicas, 
fisiológicas e moleculares 

 

 
As alterações causadas por antimicrobianos podem interferir de forma 

significativa não só na estrutura bacteriana, mas também nas propriedades de 

antigenicidade, no processo de adesão a superfícies, na produção de enzimas e 

exotoxinas e, consequentemente, na virulência, potencializando ou diminuindo a 

patogenicidade dos microrganismos (GEMMELL, 1988; DINIZ et al., 2003; LINARES-

RODRÍGUEZ e MARTINEZ-MENÉNDEZ, 2005; SILVESTRO et al., 2006; 

PRUDHOMME et al., 2006). 

Os testes bioquímicos realizados mostraram que as CSI de diversos 

antimicrobianos interferem com a atividade das enzimas arginina dehidrolase e ornitina 

descarboxilase, e induzem o metabolismo de carboidratos que não são metabolizados 

pela linhagem parental na ausência de antimicrobianos. O principal produto do 

metabolismo de carboidratos por bactérias do gênero Fusobacterium é o butirato. Íons 

butirato inibem a proliferação de células T e fibroblastos e estão presentes em níveis 

elevados em placas associadas com periodontite (SINGER e BUCKNER, 1981; 

BARTOLD et al., 1991). O incremento no potencial de fermentação de carboidratos 

pode ter efeitos diretos no potencial de produção de butirato, e o efeito destes 
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metabólitos sobre a inibição da proliferação de linfócitos e fibroblastos podem suprimir 

o sistema imune e comprometer o potencial de rápida cicatrização. 

Outro importante fator de virulência é a aderência bacteriana nos tecidos do 

hospedeiro, essencial na colonização e estabelecimento de uma infecção (HOLT e 

BRAMANTI, 1991; HOEPELMAN e TUOMANEN, 1992). Uma comunidade bacteriana 

de uma ou mais espécies agregadas por uma matriz polimérica aderentes a superfícies 

vivas ou inanimadas, é chamada de biofilme (DICKSCHAT, 2010). Os fatores que 

desempenham um papel essencial na formação de biofilme incluem a fixação inicial de 

bactérias a uma superfície, coagregação, comunicação, e o crescimento das células 

aderidas. Embora os mecanismos exatos pelos quais células bacterianas podem se 

aderir a outras células ou a secreções ainda precise ser esclarecidos, interações via pili 

e adesão mediada por adesinas podem estar envolvidos (LONDON, 1991; PALMER et 

al., 2001; DONLAN, 2001; WOLCOTT et al., 2010; DICKSCHAT, 2010).  

Xie et al. (1991) mostraram que várias adesinas estão presentes em F. 

nucleatum, e sugeriram que a adesão pode ser aumentada ou diminuída pela influência 

de diferentes substâncias químicas, incluindo antimicrobianos. Já estruturas como 

fímbrias ou cápsula estão ausentes em F. nucleatum (OKAMOTO et al., 2002). 

Contudo, F. nucleatum pode produzir e secretar poli-γ-glutamato que, quando ancorado 

à superfície, age como uma cápsula e pode estar envolvido na formação de biofilme 

(CANDELA et al., 2009).  

Nossos resultados mostraram que a exposição às CSI de diversos 

antimicrobianos provocou um aumento na formação de biofilme, principalmente durante 

o cultivo em CSI de clindamicina. Portanto, é provável que a CSI destes 

antimicrobianos induza à expressão de adesinas na superfície bacteriana e/ou a 

secreção de poli-γ-glutamato. Em contraste, houve grande diminuição na formação de 

biofilme bacteriano durante o cultivo em CSI dos antimicrobianos β-lactâmicos. 

Seguindo o mesmo raciocínio, a CSI de β-lactâmicos provavelmente provocou a 

diminuição na concentração de adesinas na superfície bacteriana e/ou a secreção de 

poli-γ-glutamato, possivelmente relacionada à ação destes antimicrobianos na parede 

celular. 

Jewett et al. (2000) observaram uma íntima relação entre a habilidade de F. 

nucleatum induzir agregação de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) 

e a sua habilidade em causar apoptose. Esses autores sugeriram que a bactéria pode 

sobreregular receptores mediadores de morte Fas e TNF nos PBMCs, e a agregação 
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poderia servir para aproximar as moléculas Fas e Fas-ligante, assim como o receptor 

de TNF e o TNF, promovendo a sinalização nos PBMCs. Assim, considerando que F. 

nucleatum pode induzir apoptose em linfócitos (JEWETT et al., 2000) e possui grande 

habilidade em coagregar com outros patógenos (KOLENBRANDER e LONDON, 1993), 

o aumento nas propriedades agregativas poderia acarretar numa maior eliminação de 

células que são importantes para a defesa imunológica e na agregação de outras 

bactérias patogênicas em biofilmes, aumentando os riscos de infecções. A formação de 

biofilme ainda está relacionada a infecções associadas a dispositivos protéticos, 

endocardites, doenças orofaciais, respiratórias e do trato gastrintestinal e geniturinário, 

dentre outras (WOLCOTT et al., 2010; DICKSCHAT, 2010).  

Para obter informações sobre o acúmulo protéico na linhagem parental e nas 

derivadas do cultivo em antimicrobianos e, posteriormente, sem antimicrobianos, foi 

utilizada a técnica de eletroforese capilar microfluídica. As modificações no acúmulo 

protéico foram notáveis nas linhagens selecionadas por exposição às CSI de 

antimicrobianos e mesmo nas linhagens selecionadas após a retirada dos 

antimicrobianos. Essas alterações metabólicas poderiam ser uma consequência do 

custo biológico da resistência aos antimicrobianos (ANDERSSON, 2003; SANTOS et 

al., 2010), ou ainda, devido à interferência da CSI destas drogas no metabolismo 

celular. Esses dados podem corroborar com um dos focos de estudos recentes sobre 

expressão gênica, que é tentar definir as relações entre o perfil de expressão e o modo 

de ação dos antimicrobianos para o uso na seleção de novas drogas e na identificação 

dos mecanismos de ação (HUTTER, et al., 2004; FREIBERG et al., 2004; BRAZAS e 

HANCOCK, 2005).  

A técnica de AP-PCR tem sido frequentemente utilizada para análise clonal e 

para estudos relacionados à detecção de polimorfismos no genoma celular, sendo 

particularmente útil para avaliação de diversidade genética entre organismos 

relacionados (GEORGE, REYNOLDS e FALKLER, 1997; SONG, 2005). Através da 

genotipagem por AP-PCR, foi detectada alta porcentagem de polimorfismos em todas 

as linhagens expostas às CSI dos antimicrobianos testados, mesmo após o cultivo sem 

antimicrobianos. Bactérias hipermutáveis têm sido associadas com desenvolvimento de 

resistência aos antimicrobianos (LECLERC et al., 1996; GUSTAFSSON et al., 2003). 

Assim, as mutações e o acúmulo protéico diferenciado nas linhagens derivadas do 

cultivo em antimicrobianos e, posteriormente, sem antimicrobianos podem estar 
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diretamente relacionadas com modificações na biologia dos microrganismos e, 

possivelmente, no perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e na virulência. 

Visando obter uma visão biológica global e integrada do metabolismo celular 

durante a exposição à CSI das diferentes classes de antimicrobianos, foram 

construídas matrizes de similaridade das características bioquímico-fisiológicas e 

moleculares avaliadas neste estudo. Comparando-se os perfis, pode-se reforçar a 

evidência da interferência das CSI de antimicrobianos na biologia de F. nucleatum. Não 

foi possível relacionar os polimorfismos no DNA às outras características analisadas. 

Entretanto, existe uma tendência de que os dados bioquímicos estejam relacionados 

com os dados de acúmulo protéico.  

Em concordância com nossos resultados, outros estudos tem mostrado que a 

alteração na expressão de genes e proteínas, induzidas por diferentes antimicrobianos, 

é muito diversa, podendo ocorrer em genes não relacionados diretamente com a 

função da molécula alvo (BANDOW et al., 2003).  A detecção destas alterações 

poderia contribuir para o entendimento da resposta bacteriana à pressão exercida 

pelas drogas antimicrobianas.  

A adaptação bacteriana à presença dos antimicrobianos tem sido muito bem 

sucedida, e nos últimos anos, o amplo desenvolvimento e a disseminação da 

resistência aos antimicrobianos se tornou um problema global de saúde pública 

(FAO/OIE/WHO, 2003; ASM, 2009). Apesar da resistência a muitas drogas conferir um 

custo adaptativo associado à resistência aos antimicrobianos, também chamado de 

custo de fitness, evidências obtidas a partir de estudos laboratoriais e epidemiológicos 

indicam que vários processos provocam a persistência, a longo prazo, de bactérias 

resistentes. A evolução compensatória, que ameniza os custos da resistência, e a 

ocorrência de resistência sem custo de fitness podem conferir uma estabilização da 

resistência bacteriana (SANDER et al., 2002; ANDERSSON, 2003). 

Neste estudo, após a análise das alterações morfológicas, fisiológicas e 

moleculares, foram escolhidas cinco linhagens, a saber, FnAMP+, FnAMS+, FnPTZ+, 

FnCLI+ e FnMET+ além da FnPAR,  para a análise do custo de fitness bacteriano.  

Para avaliar o custo adaptativo associado à presença dos antimicrobianos, foi 

determinada a taxa de crescimento e o tempo de geração, padrões frequentemente 

usados para mensurar os custos de fitness associados com a resistência aos 

antimicrobianos (POPE et al., 2010). As linhagens obtidas por cultivo em β-lactâmicos 

(FnAMP+, FnAMS+, FnPTZ+) apresentaram um padrão de crescimento mais 
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semelhante à FnPAR. Porém, as linhagens obtidas por cultivo em metronidazol 

(FnMET+) e clindamicina (FnCLI+) aumentaram o tempo de geração em 196% e 238%, 

respectivamente, apresentando, portanto, um alto custo de fitness. 

Existe uma correlação entre o aumento na frequência de mutações e o 

desenvolvimento de resistência (LECLERC et al., 1996; GUSTAFSSON et al., 2003). E, 

acredita-se que bactérias mutantes são capazes de compensar mais rapidamente os 

custos de fitness, associado frequentemente com a resistência a antimicrobianos, 

resultando na manutenção da resistência mesmo na ausência da pressão seletiva dos 

antimicrobianos (PERRON et al., 2010; ABDELRAOUF et al., 2011). Estas 

observações estão de acordo com os resultados deste estudo, em que as linhagens 

derivadas obtidas pelo cultivo em CSI de antimicrobianos e após o cultivo sem 

antimicrobianos apresentaram alta porcentagem de polimorfismos e diminuição na 

sensibilidade para vários antimicrobianos. 

Abdelraouf et al. (2011) associaram mutações de resistência com o aumento no 

custo de fitness e uma redução na virulência em Pseudomonas aeruginosa. Estudos 

em Salmonella typhimurium também mostraram que os mutantes multirresistentes 

foram avirulentos em camundongos. No entanto, os mutantes resistentes avirulentos 

rapidamente acumularam mutações compensatórias que restauraram a virulência e o 

fitness, sem perda da resistência aos antimicrobianos (BJORKMAN, HUGHES e 

ANDERSSON, 1998).  

A compensação de fitness pode ser adquirida através de vários mecanismos, e 

permite a sobrevivência de bactérias com mutações de resistência (ANDERSSON e 

HUGHES, 2010). Mutações compensatórias poderiam, por exemplo, agir para restaurar 

a eficiência de uma função afetada por mutações de resistência (BJORKMAN, 

HUGHES e ANDERSSON, 1998; SANDER et al, 2002), resultar em uma reversão para 

o genótipo selvagem (WOLTER et al., 2006) ou alteração da adequação do fenótipo de 

resistência através da amplificação gênica (NILSSON et al., 2006). 

As modificações no perfil de acúmulo protéico sugerem que as alterações 

observadas estão relacionadas com eventos associados à regulação de expressão 

gênica. Contudo, não podemos descartar a interferência de mutações, uma vez que 

polimorfismos foram detectados no DNA de todas as linhagens e que, mesmo no 

cultivo sem antimicrobianos, as linhagens derivadas apresentaram características 

bioquímicas, fisiológicas e moleculares alteradas em relação à FnPAR.  
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A identificação e classificação bacteriana levam em consideração características 

morfológicas, bioquímico-fisiológicas e, mais recentemente, métodos moleculares 

foram desenvolvidos para auxiliar a identificação e investigação epidemiológica 

(WILLIAMS et al., 1990). Portanto, as alterações nas características morfológicas, 

bioquímico-fisiológicas e mesmo moleculares, induzidas por CSI de diversos 

antimicrobianos, podem também prejudicar o diagnóstico e, consequentemente, o 

tratamento de uma infecção por F. nucleatum e outros microrganismos, como sugerido 

por outros estudos. 

   
 
6.4 Considerações finais 
 
 

Com base nos resultados apresentados, observa-se que as concentrações 

subinibitórias de antimicrobianos de diversas classes – os β-lactâmicos ampicilina, 

ampicilina-sulbactam e piperacilina-tazobactam; a lincosamida clindamicina; o 

cloranfenicol; a fluoroquinolona levofloxacina; e o derivado nitroimidazolico 

metronidazol - foram capazes de interferir com características bioquímicas, fisiológicas 

e moleculares de F. nucleatum. Estas alterações podem ter reflexo no potencial 

patogênico e interferir com a relação bactéria-hospedeiro. Portanto, estes resultados 

alertam para o risco de antibioticoterapias, principalmente as inadequadas, que podem 

ter sérias implicações para a microbiologia clinica e a terapêutica de doenças 

infecciosas.  

Assim, faz-se importante o aprofundamento desta linha de pesquisa para o 

esclarecimento de outras questões, como: a identificação das proteínas 

diferencialmente expressas e das mutações no DNA bacteriano induzidas por CSI de 

antimicrobianos, o que pode contribuir para o entendimento da resposta bacteriana à 

pressão exercida pelas drogas antimicrobianas; e, ainda, a avaliação de alterações na 

interação bactéria-hospedeiro e as consequências da antibioticoterapia inadequada para 

o hospedeiro. 
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7 CONCLUSÕES 
 
 
• A exposição in vitro a concentrações subinibitórias de ampicilina, 

ampicilina/sulbactam, clindamicina, cloranfenicol, levofloxacina, metronidazol e 

piperacilina-tazobactam interfere com o perfil de susceptibilidade de F. nucleatum 

ATCC 25586 a outros antimicrobianos e modulam habilidades microbianas; 

• Alterações morfológicas e na complexidade celular são observadas em linhagem F. 

nucleatum ATCC 25586 após exposição, in vitro, a concentrações subinibitórias de 

ampicilina, ampicilina/sulbactam e piperacilina-tazobactam, contudo, parte das 

células mantém a estrutura normal; 

• A exposição in vitro a concentrações subinibitórias de ampicilina, 

ampicilina/sulbactam, clindamicina, cloranfenicol, levofloxacina, metronidazol e 

piperacilina-tazobactam induz alterações nos parâmetros bioquímicos e fisiológicos, 

como assimilação de carboidratos e a atividade de enzimas, em F. nucleatum ATCC 

25586; 

• A formação de biofilmes bacterianos por F. nucleatum ATCC 25586 é influenciada 

negativamente por concentrações subinibitórias de ampicilina, ampicilina/sulbactam 

e piperacilina-tazobactam, enquanto que concentrações subinibitórias de 

clindamicina, cloranfenicol, levofloxacina e metronidazol influenciam positivamente a 

formação de biofilme por esta linhagem bacteriana; 

• O custo de fitness bacteriano é afetado por concentrações subinibitórias de 

clindamicina e metronidazol, que pode ser visualizado pela alteração no tempo de 

geração e na curva de crescimento de F. nucleatum ATCC 25586 após exposição 

aos antimicrobianos.  

• A exposição a concentrações subinibitórias de ampicilina, ampicilina/sulbactam, 

clindamicina, cloranfenicol, levofloxacina, metronidazol e piperacilina-tazobactam 

induz alteração nos padrões de expressão protéica em F. nucleatum ATCC 25586.  

• A exposição a concentrações subinibitórias de ampicilina, ampicilina/sulbactam, 

clindamicina, cloranfenicol, levofloxacina, metronidazol e piperacilina-tazobactam 

induz alterações polimórficas em seu genoma de F. nucleatum ATCC 25586.  
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Anexo A – Peso em kDa do perfil de acúmulo protéico da linhagem F. nucleatum 
ATCC 25586 (FnPAR) e das linhagens  selecionadas pela exposição às CSI de 
antimicrobianos (+) e após o cultivo sem antimicrobianos (-) analisados por eletroforese 
capilar microfluidica. As faixas de kDa correspondem à variações dentro do erro de 
leitura do equipamento utilizado. 
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