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RESUMO

Normalmente as bactérias do género Campylobacter parasitam o trato gastrointestinal de diversos
hospedeiros. Estes microrganismos sao de grande interesse para a saude publica e veterinaria,
podendo induzir desde enterites agudas em humanos a abortos em bovinos e caprinos. O avango de
diferentes técnicas de sequenciamento permitiu que diversos genes fossem analisados e estudados.
A construcdo de arvores filogenéticas ¢ um dos métodos de andlise génica que permite a
compreensao das relagdes evolutivas entre as espécies. Para tragar e representar a historia evolutiva
de um grupo de organismos. O mais comum ¢ a inferéncia de homologia entre sequéncias de genes
conservados, como as sequéncias dos genes ribossomais em procariotos. O gene 16S rRNA esta
presente em grande parte das bactérias, sofre poucas variagdes e apesar de ser menr que o gene 23S
rRNA, possui sequéncia longa o suficiente para armazenar informacdes evolutivas, diferente do
gene 5S rRNA. A andlise evolutiva desses genes individualmente, pode gerar arvores com
classificagdes erroneas, pois a quantidade de informacgdes evolutivas nestas sequéncias ndo ¢
suficiente para uma comparagdo confiavel, sendo necessario estudos como a filogenomica para
informacdes mais detalhadas. Portanto, este trabalho analisa o poder de classificacdo e
determinagdo evolutiva dos genes ribossomais 5S, 16S e 23S individualmente, de forma
concatenada para 23 espécies do génerco Campylobacter. Os resultados serdo comparados com os
resultados da filogendmica de um grupo de 300 proteinas altamente conservadas em cada um dos
genomas das 23 espécies, compreendendo e elucidando relagdes evolutivas que nao foram bem
esclarecidas pela filogenia dos genes ribossomais

Palavras-chave: Campylobacter, genes ribossomais, analise filogenética.
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1. INTRODUCAO

1.1. O género Campylobacter

O género Campylobacter pertence a familia Campylobacteraceae, a ordem
Campylobacterales, a classe Epsilonproteobacteria e ao filo Proteobacteria (LASTOVICA et al.,
2014). O primeiro registro de uma bactéria do género Campylobacter foi realizado em 1883 por
Theodor Escherich. Escherich observou microrganismos de forma espiral na mucosa intestinal de
criangas, as quais haviam falecido devido a coélera. Entretanto, a época, estes organismos foram
identificados por Escherich como sendo do género Vibrio. Do mesmo modo, em 1913, McFadyean
e Stockman isolaram microrganismos de fetos ovinos abortados, semelhantes aos relatados por
Escherich, e que, portanto, foram identificados como pertencentes ao género Vibrio (NATSOS et al.,
2019). A identificagdo da espécie foi feita posteriormente pelos pesquisadores Smith e Taylor, apos
isolarem um organismo semelhante, classificando-o como Vibrius fetus (VERON; CHATELAIN,

1973).

Somente em 1963 o género Campylobacter (nome de etimologia Grega, kampulo =
curvado, e bacter = bastio) (GARENAUX et al., 2008) foi proposto pelos pesquisadores Sebalt e
Véron. A mudanca taxondmica foi proposta devido a observacdo de caracteristicas como um DNA
mais curto, as condigdes especificas de crescimento como a microaerofilia e a auséncia de um
metabolismo fermentativo. Nesta ocasido, os microrganismos anteriormente identificados no género
Vibrio, que apresentavam as caracteristicas do novo género Campylobacter, foram reclassificadas
para este ultimo género. As espécies Vibrio fetus e Vibrio bubulus foram transferidas para o género
Campylobacter, recebendo os nomes de Campylobacter fetus e Campylobacter sputorum bubulus,
respectivamente (DEBRUYNE, GEVERS, VANDAMME, 2008). Atualmente, estdo identificadas

39 espécies pertencentes ao género Campylobacter (EUZEBY, 2019) (Tabela 1 em Anexo).



1.2. Caracteristicas gerais do género Campylobacter

As espécies do género Campylobacter apresentam tamanho de aproximadamente 0,5 a 5
um de comprimento e cerca de 0,2 a 0,9 um de largura (FISCHER; PATEREK, 2019).
Morfologicamente, em sua maioria, as bactérias do género sdo bastonetes em forma curva ou espiral.
O género compreende bactérias gram-negativas, ndo formadoras de esporos (Figura 1 em Anexo) ¢
que ndo se desenvolvem em temperaturas abaixo de 30°C. Além disso, as bactérias ndo sdo capazes
de fermentar ou oxidar carboidratos, s3o organismos quimiorganotréficos € obtém sua energia por
meio da metabolizagdo de aminoécidos ou intermediarios do ciclo de Krebs (VANDAMME et al.,
2005). Sao microaerdfilas (requerem uma quantidade reduzida de oxigénio), a maioria das espécies
possui atividade da enzima oxidase e crescimento 6timo em pH 5,8 a 8,0 (NATSOS et al., 2019).
Para a cultura de espécies intolerantes ou pouco tolerantes ao oxigénio, tais como Campylobacter
concisus, Campylobacter rectus e Campylobacter curvus, ¢ necessaria uma fonte de hidrogénio
como doadora de elétrons para que haja o crescimento das cepas (KAAKOUSH et al., 2015).

A presenga de flagelos varia de acordo com a espécie. As espécies que apresentam
flagelo, normalmente, possuem um tunico flagelo polar ou bipolar (LASTOVICA et al., 2014). O
flagelo representa uma caracteristica importante de viruléncia bacteriana, possuindo trés partes
principais: o complexo do corpo basal, o gancho ¢ o filamento flagelar. Para a maior parte das
espécies do género Campylobacter, o filamento flagelar é constituido por subunidades proteicas
chamadas de flagelinas, sendo as principais as flagelinas FlaA e FlaB (RADOMSKA et al., 2017)
(Figura 2 em Anexo). As flagelinas sdo importantes ndo s6 por facilitar a locomog¢ao do patdégeno
na mucosa, mas também por secretarem, principalmente no caso da espécie Campylobacter jejuni, a
flagelina FlaC que representa um fator de viruléncia para os seus hospedeiros. Estas proteinas
constituintes do flagelo sdo as principais moduladoras da resposta imune do hospedeiro via Toll-like
5, no entanto, podem variar o padrao de ativagdo de resposta de acordo com o meio em que a

bactéria se apresenta (FABER et al., 2016).



1.3. Habitat e Patogenia

As bactérias do género Campylobacter, em sua maioria, parasitam o trato
gastrointestinal de diferentes hospedeiros. Espécies como C. coli, C. jejuni, C. hyointestinalis, C.
mucosalis e C. lari atuam como patogenos no trato intestinal de animais como aves (galinhas,
gaivotas, perus), bovinos, ovelhas, cabras, porcos, cavalos, cdes, gatos, coelhos e furdes (CABI,
2019). Algumas espécies do género sdo de alta relevincia econdmica devido a gravidade das
infeccdes causadas, como por exemplo, a enfermidade causada por Campylobacter fetus. A
subespécie Campylobacter fetus venerealis ¢ responsavel pela Campilobacteriose Genital Bovina,
uma doenca que desencadeia varios problemas reprodutivos em bovinos (FITZGERALD et al.,
2014). Além disso, a subsespécie Campylobacter fetus fetus, também é comumente conhecida por
causar abortos e infertilidade em bovinos e ovinos, podendo ainda ser encontrada em alguns casos
de infecgdo sistémica em humanos imunocomprometidos (MOON et al., 2017).

Espécies como Campylobacter concisus, Campylobacter curvus, Campylobacter
gracilis, Campylobacter hominis, Campylobacter reto e Campylobacter showae também sio,
comumente, isoladas em humanos (Tabela 2 em Anexo) (LIU et al., 2018) no entanto, as espécies
Campylobacter coli e Campylobacter jejuni sdo as mais frequentemente estudadas devido a alta
incidéncia nos casos de infecgdes humanas (PITKANEN; HANNINEN, 2015). As bactérias C.
jejuni e C. coli sdo responsaveis por gastroenterites, diarreia, nduseas, dores abdominais e febre,
além de complicagdes, tais como hemorragia gastrointestinal macica, pancreatite, peritonite ¢ até
meningite. Uma das mais graves complicagdes da infec¢do por C. jejuni ¢ a sindrome de Guillain-
Barré. A sindrome ¢ resultado de um processo autoimune, no qual a pessoa infectada desenvolve
resposta nao apenas contra a bactéria, mas também contra seu proprio organismo, especificamente,
contra a bainha de mielina dos neurdnios. A bactéria apresenta antigenos que podem mimetizar a
estrutura dos epitopos de gangliosideos dos nervos periféricos, desencadeando assim uma resposta
imune contra a bainha de mielina dos nervos (NACHAMKIN et al., 1998). Esse processo promove

a desmielinizacdo do sistema nervoso. Aproximadamente 25% a 40% dos pacientes acometidos pela
3



sindrome de Guillain-Barré no mundo apresentaram historico de infec¢do prévia por C. jejuni
(NYATI, 2013).

E importante ressaltar que nem todas as espécies do género Campylobacter sio
patogénicas a humanos, como por exemplo C. avium, C. peloridis, C. subantarcticus e C. volucris
(KAAKOUSH et al., 2015). As espécies que sdo patdgenos zoonoéticos, infectam seres humanos por
via oral, por meio, principalmente, da ingestdo de carne crua ou malcozida. A carne de aves, por
exemplo, ¢ uma das principais fontes de campilobacteriose humana. A infeccdo também pode
ocorrer por meio da ingestdo de agua potdvel contaminada com a bactéria, devido o escoamento de
fezes na agua, de leite contaminado e ndo pasteurizado e pelo contato com fezes ou com carcagas
contaminadas (WIECZOREK; OSEK, 2013) (Figura 3 em Anexo). Apos a ingestdo, essas bactérias
atravessam a mucosa gastrica do estdbmago e colonizam as células do epitélio do intestino, sendo o
flagelo de extrema importancia para esse processo de migracdo. Sua motilidade ¢ regulada por um
sistema de quimiotaxia, permitindo que o parasita encontre gradientes quimicos favoraveis ao seu
desenvolvimento (LERTSETHTAKARN et al., 2011). Durante o processo de migracdo e
contaminagdo, sdo expressos pela C. jejuni alguns fatores de viruléncia relacionados em sua maioria
ao flagelo, tal caracteristica a diferencia de outros patdégenos de intestino, que necessitam na
maioria das vezes secretar varias toxinas para o processo de colonizagio (BURNHAM;

HENDRIXSON, 2018).

1.4. Estudos filogenéticos e marcadores evolutivos

O desenvolvimento e o progresso das tecnologias de sequenciamento de DNA
possibilitaram o conhecimento da sequéncia de genes e, mais recentemente, de genomas completos
dos microrganismos. O grande volume de informagdes sobre as bases genéticas dos microrganismos
gerado pelo avango das técnicas moleculares foi acompanhado do desenvolvimento de métodos

computacionais que permitiam a andlise em larga-escala destes dados. A construgdo de arvores



filogenéticas ¢ um dos métodos de andlise de genes que contribui para a compreensao das relagdes
evolutivas entre espécies. Apesar de aparente simplicidade, as arvores filogenéticas portam uma
grande complexidade de informacdes, sendo possivel explicar diversos cendrios evolutivos, como
estimar o tempo de divergéncia entre duas espécies a partir de seu ancestral comum, estimar quais e
a quantidade de eventos evolutivos ocorridos na histéria de um gene, e estabelecer a proximidade
evolutiva entre as espécies analisadas (JOHN, 2017). As informagdes acerca da evolucdo das
espécies contribuem para o entendimento e estudo de epidemiologia, de biogeografia, de gendmica
comparativa, entre outros (MCTAVISH et al., 2017).

A arvore filogenética ¢ basicamente a historia evolutiva de um grupo de organismos que
evoluiu de um mesmo ancestral comum, que normalmente ¢ representada por um diagrama
composto por nos e ramos (Figura 4 em Anexo). As extremidades dos ramos representam um
conjunto bioldgico, a partir do qual pode-se inferir as relagdes evolutivas (A, B, C, D e E), seja ele
um conjunto de espécies, de genes ou de proteinas. Os ramos representam o numero de mudancas
evolutivas entre os individuos do grupo analisado (espécies, genes, proteinas) e os nos internos
representam eventos de especiacdo (QUEIROZ, 2013). O estudo da evolugdo entre as espécies tem
se mostrado um processo complexo. No entanto, os avancos nas tecnologias de sequenciamento e
de ferramentas matematicas e estatisticas permitiram que as analises evolutivas se tornassem cada
vez mais precisas.

As comparagdes passaram do aspecto fenotipico para o genotipico, permitindo, no
processo de andlise evolutiva, a observacdo tanto de caracteristicas genéticas, quanto fenotipicas
(tais como caracteres morfologicos e bioquimicos). O estudo da filogenia molecular se baseia na
busca de homologia entre os genes, sendo necessarias sequéncias de acidos nucleicos ou de
aminoacidos para tal. Através da homologia das sequéncias, sdo estabelecidas hierarquias entre as
relacdes evolutivas de uma espécie com a outra, levando a organizacdo de uma arvore filogenética

com muito mais informag¢des do que uma arvore filogenética baseada somente em fosseis.



O sequenciamento e o estudo da homologia entre as sequéncias do gene 16S rRNA,
altamente conservado em bactérias, permitiu um avanco na diferenciacdo de algumas espécies de
Campylobacter nos ultimos anos. Uma das diferenciacdes se refere a espécie C. lari que pode ser
facilmente identificada por meio da construcdo da arvore filogenética fundamentada na homologia
entre as sequéncias do gene 16S rRNA de outras espécies de Campylobacter (HANSSON, 2008).
No entanto, existem alguns estudos sobre a filogenia do género Campylobacter, um deles de 2013
do grupo de Zhou, que relata sobre a dificuldade de se separar em grupos diferentes, espécies como
Campylobacter jejuni e Campylobacter coli por meio de arvores filogenéticas fundamentadas em
RNA ribossomal (ZHOU et al. 2013). Além disso, neste mesmo relato, Zhou e colaboradores
evidenciam a existéncia de dois grandes ramos principais na arvore filogenética construida a partir
do alinhamento das sequéncias génicas da proteina housekeeping chaperona GroEL, pertencente as
espécies do género Campylobacter. Um dos ramos da arvore compreendeu as espécies C. jejuni, C.
coli, C. lari, C. upsaliensis e o outro, incluiu as espécies C. fetus, C. concisus, C. gracilis, C.
hominis, C. curvus, C. rectus ¢ C. showae (ZHOU et al. 2013). Os estudos de Korczak e
colaboradores 2006, também relatam a dificuldade de se diferenciar evolutivamente as espécies C.
jejuni e C. coli utilizando a comparacdo de sequéncias do gene 16S rRNA e da sequéncia da
proteina housekeeping rpoB (KORCZAK et al. 2006).

Para a construcdo de arvores filogenéticas, sequéncias altamente conservadas no
organismo, tais como os genes ribossomais e os genes das proteinas housekeeping, presentes em
copia Unica, tém sido os marcadores de escolha. Se as sequéncias forem muito distintas por
possuirem grande nimero de mutacdes devido a pressdes evolutivas, elas podem ndo se alinhar,
sendo impossivel inferir com precisdo a homologia entre os organismos observados. Esta situagao ¢
passivel de ocorrer principalmente no caso de procariotos, os quais estdo sujeitos com maior
frequéncia a mutacdes e a transferéncia génica horizontal. Por esses motivos as sequéncias génicas
de genes ribossomais e de genes de proteinas housekeeping sao as de escolha neste tipo de andlise

(PATWARDHAN et al., 2014).



Os procariotos possuem no seu genoma os genes 16S rRNA, 5S rRNA e 23S rRNA.
Os genes ribossomais possuem sequéncias muito bem conservadas em sua maioria, assim como sua
estrutura e fungdo. As sequéncias génicas utilizadas para filogenia devem ser de preferéncia de
copia Unica e ndo precisam ser codificadoras (AJAWATANAWONG et al., 2016). O gene 16S
rRNA ¢ o mais comum em andlises filogenéticas de procariotos, os primeiros trabalhos do
pesquisador Woese (1987) sobre este gene foram fundamentais para a historia da taxonomia
bacteriana e possuem grande relevancia até os dias atuais. A sequéncia do 16S rRNA tem sido a de
escolha ao longo do tempo nas andlises filogenéticas por ser longa o suficiente para portar mais
informacgdes evolutivas do que o gene 5S rRNA, e por ser mais simples de sequenciar, no passado,
do que a sequéncia do gene 23S rRNA (LUDWIG; GLOCKNER; YILMAZ, 2011). O gene 16S
rRNA ¢ um gene que estd presente em todas as bactérias, permitindo estudos evolutivos
aprofundados entre espécies e géneros distantes. Apesar de ser bem conservado, os genomas
bacterianos apresentam numeros variaveis de copias do gene 16S rRNA, as quais podem apresentar
diferengas entre si, 0 que representa uma certa instabilidade para os estudos filogenéticos (VOS et
al., 2012)

Uma grande variedade de genes tém sido analisados individualmente para inferir
filogenias de espécies, gerando classificagdes muitas vezes erroneas, pois a informacdo evolutiva de
um Unico gene ndo ¢ suficiente para gerar uma analise evolutiva confidvel. O objetivo principal da
analise filogendmica ¢ a inferéncia de informagdes detalhadas sobre as diversas relagdes evolutivas
entre as espécies, buscando solucionar utilizando do genoma inteiro, conflitos de classificacdo entre
filogenias construidas individualmente (PATANE; MARTINS; SETUBAL, 2018). Durante os
ultimos anos, as relacdes evolutivas tém sido inferidas a partir da andlise entre alguns genes, através
do concatenamento entre esses genes ou por meio do estudo do genoma inteiro. No entanto, utilizar
o genoma inteiro pode ser invidvel devido ao seu tamanho e sua complexidade para sequénciamento

completo, sendo preferivel o uso de grandes conjuntos de genes ou partes do genoma para as



analises. A filogendmica, portanto, se trata do estudo de relacdes evolutivas fundamentadas na

comparac¢do de dados gendomicos, em larga-escala. (CHAN; RAGAN, 2013).

1.5. Justificativa

As infec¢des causadas pelo género Campylobacter sdo reconhecidas como uma das
zoonoses mais comuns na Unido Europeia (ESSON et al., 2016). Nos Estados Unidos o numero de
casos de infec¢des por Campylobacter durante o periodo de 1998 a 2008 foi estimado em 845.024
casos € no Canadd durante os anos 1996 a 2006 foram registrados 28.521 casos. Ao avaliar a
ocorréncia de enterites agudas da América Latina, percebeu-se que na Argentina 4,6 a 30,1% destes
casos tinham como causa da infec¢do as espécies Campylobacter jejuni ou Campylobacter coli. Ja
no Brasil, 5,8 a 9,6% destes casos de infec¢des detectados como enterites foram causados por C.
jejuni (KAAKOUSH et al., 2015), um ntimero que pode estar distante da realidade devido ao fato
de que, no Brasil, o isolamento e a investigacdo da presenca desta bactéria entre animais e em

infec¢des humanas ndo ¢ muito comum, dificultando a analise epidemiologica desta bactéria no pais.

Com base nestes dados e na relevancia epidemiologica de algumas espécies do género
Campylobacter, tanto para a saude humana quanto para a saude animal, este trabalho se justifica
pela necessidade de se certificar a real eficidcia do uso dos genes ribossomais como marcadores
genéticos, principalmente o gene 16S rRNA, que ¢ o mais comum nas andlises de homologia entre
as espécies de procariotos. Além disso, recentemente pesquisadores tem demonstrado que algumas
espécies de bactérias como Aeromas, Bradyrhizobium e Streptococcus, tem um historico de
transferéncia génica horizontal do gene 16S rRNA, o que dificulta o processo de identificagdo e

pode levar a erros de classificacio (RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2011).

Portanto se faz necessaria a andlise filogenética ndo s6 dos genes ribossomais, mas

também da filogendmica das espécies bacterianas, evitando gerar erros de taxonomia. Os estudos
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das relagdes evolutivas contribuem, juntamente com os testes diagnosticos, na identificagdo de
sequéncias de patdgenos e nos estudos epidemioldgicos de surtos. E importante a compreensao das
relacdes evolutivas presentes no género Campylobacter e a observagdao de suas semelhangas e

variagOes genéticas, a fim de contribuir para os estudos que visam o manejo e o controle da bactéria.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo observar o poder de classificagdo e determinacao
da relagdo evolutiva do gene 16S rRNA para 226 genomas de Campylobacter, principalmente para
espécies como C. jejuni e C. coli. assim como, analisar o potencial de classificacdo também dos
genes ribossomais 23S rRNA e 5S rRNA, e todos os genes ribossomais concatenados, comparando
todas essas arvores filogenéticas de genes Unicos a uma arvore filogenomica de 300 proteinas
presentes em coOpia Unica no genoma completos da espécie Campylobacter. Com essas andlises
visamos também compreender e elucidar a classificacdo de algumas espécies ja estabelecidas e

outras que ainda nao foram definidas.
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3. METODOLOGIA

3.1. Selecdo de dados

O estudo compreendeu todos os 226 genomas completos disponiveis no banco de dados
publico Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=campylobacter) em novembro de
2018 de 22 espécies do género Campylobacter (Tabela 3, em Anexo). Os arquivos contendo as
sequéncias de proteinas, de genes codificadores, de genes ndo codificadores e o arquivo genbank de
cada genoma foram obtidos a partir do repositéorio online FTP do NCBI
(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/all/GCF/001/643/955/). Dentre os 226 genomas do género
Campylobacter, 150 compreendem a espécie Campylobacter jejuni e 76 compreenderam as demais

espécies (Tabela 4, em Anexo).

3.2. Analise filogenética dos genes ribossomais estruturais

Identificacdo de genes ortologos: Os genes 16S rRNA (Figura 5 em Anexo), 5S
rRNA e 23S rRNA foram considerados para esta analise. As sequéncias de cada um dos genes,
obtidas a partir do genoma referéncia no Genbank, Campylobacter jejuni NCTC 1116 (niimero de
acesso CP00076.1), foram utilizadas como entrada para a pesquisa de sequéncias ortdlogas nos
demais genomas.

A pesquisa de sequéncias ortdlogas foi realizada por meio de andlise de similaridade de
sequéncias, utilizando o programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), versdo local
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PAGE _TYPE=BlastSearch). O programa BLASTn (a letra
“n” para nucleotides, em inglés) realiza, de forma rapida, a comparagdo de uma sequéncia
nucleotidica de interesse, chamada de guery com as sequéncias nucleotidicas presentes no banco de

dados. Em nosso caso, o banco de dados compreendeu todas as sequéncias génicas dos 226
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genomas de Campylobacter. A busca de similaridade realizada pelo BLASTn utiliza do pardmetro
de confiabilidade denominado “E-value”, uma analise estatistica de confianga. Este parametro
avalia o nimero de combinagdes possiveis aleatorias quando se realiza uma pesquisa em um banco
de dados. Quanto mais proximo de zero for o resultado deste parametro, maior a confianga € menor
a probabilidade do resultado ser uma combinacdo ao acaso (ALTSCHUL el al., 1997). Neste
trabalho o valor estabelecido para a analise foi e-value < 10e™.

Alinhamento multiplo de sequéncias: Para realizar o alinhamento entre as sequéncias
nucleotidicas, foi utilizado o software MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-
Expectation). Esta ferramenta foi desenvolvida para realizar alinhamentos multiplos de sequéncias,
seja de aminoacidos ou nucleotideos (EDGAR, 2004), buscando sequéncias de aminoacidos
conservadas entre si, mas com certa variacao para que seja possivel realizar uma arvore filogenética.
Foram realizados alinhamentos multiplos, separadamente, para cada uma das familias génicas (5S
rRNA, 16S rRNA e 23S rRNA) como exemplificado na Figura 6 em Anexo.

Construcio e visualizacio da arvore filogenética: Os arquivos de cada uma das familias
génicas com as sequéncias alinhadas foram utilizados como entrada para o software FastTree 2
(Price et al., 2010). O programa FastTree infere a arvore filogenética usando o método de maxima
verossimilhanga a partir dos alinhamentos de sequéncias nucleotidicas ou proteicas. O método de
maxima verossimilhanca ¢ baseado em caracteres e, portanto, compara simultaneamente todas as
sequéncias alinhadas, considerando uma caracteristica (por exemplo, um nucleotideo da sequéncia)
por vez para calcular a pontuacdo (ou escore) da arvore. Cada uma das arvores filogenéticas foi

visualizada no programa FigTree (tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

3.3. Analise filogenética dos genes ribossomais estruturais concatenados

A metodologia para a construgdo da arvore filogenética dos trés genes ribossomais (5S,

16S e 23S rRNA) foi semelhante ao descrito anteriormente para as arvores individuais. Portanto,
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apenas as diferengas serdo destacadas nesta secdo. Apds o alinhamento multiplo de cada uma das
familias génicas pelo MUSCLE, os arquivos de sequéncias alinhadas foram concatenados (ou seja,
as sequéncias alinhadas do gene 16S rRNA foram unidas, sequencialmente, as sequéncias alinhadas
do gene 5S e 23S rRNA, de acordo com a respectivo genoma de origem de cada sequéncia). O
concatenamento foi realizado por meio do script FASconCAT-G (Kuck e Longo, 2014). A arvore
filogenética a partir do arquivo alinhado concatenado foi inferida pelo programa FastTree e a arvore

foi visualizada no programa Figtree.

3.4. Analise filogenomica do género Campylobacter

Identificacdo das proteinas ortdlogas: Para a construcdo da arvore filogenomica, nos
utilizamos a cole¢do de sequéncias de proteinas dos 226 genomas. O software FastOrtho
(https://github.com/olsonanl/FastOrtho) foi utilizado para a obtencdo das sequéncias ortdlogas entre
todos os genomas. O programa FastOrtho ¢ uma implementagdo do OrthoMCL (Chen et al., 2006),
que constroi grupos de proteinas ortdlogas baseado na analise de BLAST, todos contra todos (all-
against-all). Em outras palavras, cada sequéncia de proteina ¢ comparada a todas as outras
sequéncias presentes no banco, ou seja, cada proteina dos 226 genomas serd comparada, por analise
de similaridade, a cada uma das sequéncias de todos os 226 genomas. Em seguida, foram
selecionados os grupos de ortdlogos que apresentaram sequéncias de todos os 226 genomas em
copia unica. Um total de 300 grupos de ortdlogos, compreendendo 67.800 proteinas, foram usados
para a arvore filogendmica.

Alinhamento multiplo de sequéncias: Cada um dos grupos de ortdlogos, ou seja, cada
familia de proteinas, foi alinhado, individualmente, por meio do programa MUSCLE.

Concatenamento das sequéncias ortdélogas: os arquivos alinhados de cada uma das

familias proteicas foram concatenados, utilizando o programa FASconCAT-G.
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Construcio e visualizacido da arvore filogendmica: a 4rvore foi calculada a partir do
alinhamento concatenado de todas as familias proteicas para os 226 genomas no programa FastTree,

utilizando o modelo evolutivo WAG. A arvore filogenomica foi visualizada no programa Figtree.
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4. RESULTADOS

4.1. Anadlise dos genes ribossomais estruturais

Arvore filogenética do gene 16S rRNA: A arvore filogenética do gene 16S rRNA
(Figura 7) ¢ dividida em dois grandes ramos que separam as 22 espécies estudadas do género
Campylobacter. O primeiro ramo (A) compreende 7 espécies, sendo C. concisus (Ccon), C.
pinnipediorum (Cpin), C. gracilis (Cgra), C. curvus (Ccur), C. ureolyticus (Cure), C. sputorum
(Cspu), C. hominis (Chom), enquanto que o segundo ramo (B) compreende as demais espécies,
incluindo C. jejuni (Cjej) e C. coli (Ccoli). No ramo A, os genes 16S rRNA foram agrupados de
acordo com a espécie, por exemplo, todas as 5 sequéncias de Cpin agruparam juntas assim como as
3 sequéncias de Ccon e as 4 sequéncias de Cspu. No ramo B, destaca-se que as sequéncias de C.
fetus (Cfet) foram agrupadas em dois ramos distintos. Existem trés subespécies de C. fetus (Fetus,
Venerealis e Testudinum), sendo que as subespécies Fetus e Venerealis agruparam juntas enquanto
Testudinum formou um ramo a parte. Das 5 sequéncias sem espécie definida (Cspp), 3 sequéncias
(dos genomas NZ CP018789.1, NZ CP018791.1 e NZ _CP018793.1) foram agrupadas entre si e 1
sequéncia (do genoma NZ CP018788.1) agrupou com C. lanienae (Clan). Estas 4 sequéncias Cspp
estdo presentes em um mesmo ramo, que também inclui a sequéncia de C. hyointestinalis (Chyo,
NZ CP015576.1). A quinta sequéncia Cspp (do genoma NZ CP007769.1), por outro lado, agrupou
com as espécies C. volucris (Cvol) e C. lari (Clar) em outro ramo, distante das demais Cspp. Cjej e
Ccol foram agrupadas em varios subgrupos. Cjej tem uma diversidade maior de subgrupos enquanto
Ccol possui a distribuicdo mais restrita. A maior parte das sequéncias de Ccol agruparam
juntamente com as sequéncias de Cjej, exceto Ccol linhagem ZV1224 (NZ CP017875.1) e Ccol
linhagem RM1875 (NZ CP007183.1), mostrando que a variagdo no gene 16S ndo serve para

diferenciar essas duas espécies (Ccol e Cjej).
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Figura 7: Arvore filogenética do género Campylobacter com o gene 16S rRNA ribossomal, a espécie
Campylobacter jejuni esta marcada de vermelho, assim como a espécie Campylobacter coli esta marcada de azul, as

demais estdo marcadas de preto, exceto as sequéncia sem espécie defnida que estdo marcadas de azul claro.

Arvore filogenética do gene 23S rRNA: A arvore filogenética do gene 23S rRNA
(Figura 8) se divide em dois grandes ramos (A e B), os quais separam as 22 espécies estudadas do
género Campylobacter. O primeiro ramo (A) compreende 11 espécies, sendo elas: C. helveticus
(Chel), C. cuniculorum (Ccun), C. insulaenigre (Cins), C. subantarcticus (Csub), C. lari (Clar), C.
peloridis (Cpel), C. volucris (Cvol), C. avium (Cavi), C. hepaticus (Chep), C. coli (Ccol) e C. jejuni
(Cjej). Observa-se que no ramo (A) as espécies mais derivadas sdo Cjej e Ccol, que formam um
grupo monofilético. Entretanto, em contraste com a filogenia do gene 16S rRNA, na qual ambas as
espécies se apresentaram intercaladas em varios grupos, na filogenia do gene 23S rRNA observou-

se melhor separagdo de Cjej e Ccol, exceto pela presenca de Ccol linhagem RM4661 (CP007181.1)
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que foi agrupada entre os ramos de Cjej. As espécies Cins, Clar, Cpel, Csub, Cvol e Cspp
(NZ_CP007769.1) formaram um grupo monofilético no ramo A para a filogenia do gene 23S rRNA,
assim como observado na filogenia do gene 16S rRNA. Destaca-se que, também para a filogenia do
gene 23S rRNA, o genoma de Cspp (NZ CP007769.1) foi proximamente relacionado a Cvol
(NZ_CP007774.1), assim como observado na filogenia do gene 16S rRNA.

No segundo ramo (B) foram agrupadas as 11 espécies restantes. Assim como observado
para a filogenia do gene 16S rRNA, as espécies Cpin, Ccon, Cfet e Cspu foram agrupadas em ramos
proprios da espécie de acordo com as sequéncias do gene 23S rRNA. Novamente, as sequéncias de
Cfet foram agrupadas de acordo com a subsespécie, como observado anteriormente. Enquanto a
sequéncia Cspp (NZ_CP007769.1) apresentou-se no ramo A da filogenia do gene 23S rRNA, as
outras 4 sequéncias Cspp (NZ_CP018789.1, NZ CP018788.1, NZ CP018791.1 e NZ CP018793.1)
formaram um grupo no ramo B. Novamente, estas 4 sequéncias foram agrupadas em um mesmo
ramo, o qual também inclui as espécies Clan (NZ CP015578.1) e Chyo (NZ CP015576.1).J4 o
isolado Chyo linhagem LMG 9260 (NZ_CP015575.1) , ao invés de agrupar juntamente com o outro
isolado Chyo (NZ_CP015576.1), foi encontrado em outro ramo, que inclui os isolados da espécie C.

iguaniorum (Cigu) e de C. fetus, assim como observado na filogenia do gene 16S rRNA.
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Figura 8: Arvore filogenética do género Campylobacter com o gene 23S rRNA ribossomal, a espécie
Campylobacter jejuni esta marcada de azul, assim como a espécie Campylobacter coli estd marcada de vermelho, as

demais espécies estdo marcadas de preto e as sequéncias das espécies ndo definidas estdo marcadas de azul claro.
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Arvore filogenética do gene 58 rRNA: A arvore filogenética do gene 5S rRNA
(Figura 9) apresenta as sequéncias das 22 espécies distribuidas em dois grandes ramos (A e B),
porém, em uma topologia distinta das arvores filogenéticas dos genes 16S rRNA e 23S rRNA.
Ressalta-se que para o genoma de Cjej linhagem CJ677CC010 (CP010478.1) ndo foi identificada
sequéncia do gene 5S rRNA e por este motivo, a analise filogenética do gene 5S rRNA apresenta
225 genomas. No ramo A foram distribuidas 12 espécies. A sequéncia de C. hominis (Chom)
linhagem ATCC BAA-381 (NC _009714.1) foi separada, em um subramo, de todas as demais
sequéncias do ramo A. A maioria (144/150) das sequéncias 5S rRNA de Cjej, todas as sequéncias de
Ccol (exceto uma: NZ CP007183.1), uma sequéncia de Chel (NZ CP020478.1) e uma de Cavi
(NZ_CP022347.1) foram idénticas entre si e, consequentemente, foram agrupadas em um mesmo
ramo. Ainda no ramo A, seis sequéncias de Cjej (NZ_CP022470.1, NC 017279.1, NZ CP017856.1,
NZ CP017862.1, NZ CP012216.1 e LS483295.1) apresentaram alguma dissimilaridade em relagdo
as demais sequéncias da espécie e por isso, apresentaram-se em diversos outros subramos do ramo
A. As demais espécies (Clar, Cpel, Cins, Cvol, Csub e uma sequéncia Cspp — NZ_ CP007769.1)
foram agrupadas em um ramo monofilético. Assim como nas demais arvores (dos genes 16S e 23S
rRNA), o isolado sem espécie definida Cspp linhagem RM16704 (NZ_ CP007769) foi o tnico
isolado Cspp no ramo A, agrupado junto as espécies Cvol linhagem LMG 24379 (NZ_CP007774.1),
Clar linhagem RM2100 (NC 012039.1), Cpel LMG 23910 (NZ_CP007766.1) e Cins linhagem
NCTC 12927 (NZ_CP007770.1).

O ramo B reuniu as 10 espécies restantes. Os isolados de Cspu, Cfet, Cpin, Cigu, e
Ccon foram agrupados de acordo com as espécies. As 4 sequéncias sem espécie definida (Cspp)
foram, também na filogenia do gene 5S rRNA, agrupadas com a espécie Clan linhagem NCTC

13004 (NZ_CP015578.1) e proximas aos ramos de Cspu e Cfet.
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Figura 9: Arvore filogenética do género Campylobacter com o gene 5S rRNA ribossomal, a espécie
Campylobacter jejuni esta marcada de azul, assim como a espécie Campylobacter coli esta marcada de vermelho, as

demais estdo marcadas de preto e as sequéncias das espécies ndo identificadas estdo marcadas de azul claro.

4.2. Arvore filogenética dos genes ribossomais estruturais concatenados

A arvore filogenética dos genes concatenados 16S rRNA, 23S rRNA e 5S rRNA
(Figura 10) compreende 22 espécies do género Campylobacter e se divide em dois ramos
principais. Assim como para a filogenia do gene 5S rRNA, a arvore filogenética concatenada ndo
apresenta as sequéncias dos genes de Cjej linhagem CJ677CC010 (CP010478.1), uma vez que a
sequéncia do gene 5S rRNA ndo foi identificada para este genoma. No ramo A estdo distribuidas 11
espécies, sendo elas C. helveticus (Chel), C. avium (Cavi), C. cuniculorum (Ccun), C. volucris

(Cvol), C. lari (Clar), C. insulaenigre (Cins), C. subantarcticus (Csub), C. peloridis (Cpel), C.
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hepaticus (Chep), C. coli (Ccol) e C. jejuni (Cjej), além de um isolado sem espécie definida (Cspp).
As espécies que possuem um unico exemplar (Chel, Cavi e Ccun) foram agrupadas juntas em um
mesmo ramo. A sequéncia de Cspp linhagem RM16704 (NZ CP007769) foi agrupada com as
sequéncias das espécies Clar linhagem RM2100 (NC 012039.1), Cpel linhagem LMG 23910
(NZ_CP007766.1) e Cvol (NZ_CP007774.1). Ainda no ramo A, Cjej e Ccol sdo as espécies mais
derivadas. As sequéncias de Ccol e Cjej foram agrupadas de acordo com a espécie, exceto por uma
sequéncia de Ccol linhagem RM4661 (CP007181.1), que agrupou entre as sequéncias de Cjej, em
particular com Cjej linhagem MTVDSCj16 (NZ_CP017033.1).

No ramo B encontram-se as demais espécies: C. iguaniorum (Cigu), C. hyointestinalis
(Chyo), C. fetus (Cfet), C. lanienea (Clan), C. curvus (Ccur), C. pinnipediorum (Cpin), C. concisus
(Ccon), C. hominis (Chom), C. sputorum (Cspu), C. ureolyticus (Cure) e C. gracilis (Cgra), além
dos 4 isolados sem espécie definida (Cspp). O ramo B, apresenta uma grande subramificacio (C e
D). No subramo C, as sequéncias de Cigu e de Cfet foram agrupadas de acordo com cada espécie.
Novamente, assim como apresentado na filogenia do gene 16S rRNA, as sequéncias de Cfet foram
separadas de acordo com a subespécie. Ainda no ramo C, as 4 sequéncias Cspp (NZ_CP018788.1,
NZ CP018789.1, NZ CP018791.1 e NZ CP018793.1) foram agrupadas entre si e juntamente com
Clan (NZ_CP015578.1) e Chyo (NZ CP015576.1) externamente. Embora com algumas diferengas
de topologia interna no ramo, o padrdo de agrupamento das 4 sequéncias de Cspp com Clan
(NZ_CP015578.1) e Chyo (NZ CP015576.1) foi observado na filogenia dos genes 16S e 23S
rRNA. Enquanto a subespécie Chyo Lawsonii (NZ_CP015576.1) foi agrupada com a espécie Clan e
as demais sequéncias de espécies ndo definidas, a subespécie de Chyo hyointestinalis
(NZ_CP015575.1) foi agrupada junto ao ramo da espécie Cfet. No ramo D, as sequéncias deCcon,

Cspin e Cspu formaram grupos de acordo com as espécies.
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Figura 10: Arvore filogenética do género Campylobacter com os genes 16S rRNA, 23S rRNA e 5S
rRNA ribossomal concatenados, a espécie Campylobacter jejuni esta marcada de vermelho, assim como a espécie
Campylobacter coli estd marcada de azul, as demais estdo marcadas de preto e¢ as sequéncias das espécies ndo

identificadas estao marcadas de azul claro.

4.3. Arvore Filogenémica

Assim como as demais arvores, a arvore filogendmica se divide em dois grandes ramos
(Figura 11) denominados de ramo A ¢ Ramo B. O ramo A compreende 12 espécies: C. peloridis
(Cpel), C. subantarcticus (Csub), C. lari (Clar), C. volucris (Cvol), C. insulaenigre (Cins), C. coli
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(Ccol), C. jejuni (Cjej), C. hepaticus (Chep), C. avium (Cavi), C. helveticus (Chel), C. cuniculorum
(Ccun) e um isolado sem espécie definida (Cspp) linhagem RM16704 (NZ CP007769). As
espécies Cpel, Csub, Clar, Cvol, Cins, Cavi e Cspp (NZ _CP007769.1) foram presentes em um
subramo distinto das espécies Ccol e Cjej, assim como observado nas demais arvores. A espécie
Clar foi agrupada em um ramo monofilético. Todos os isolados de Ccol foram agrupados
(monofileticamente) em um ramo distinto de todos os isolados Cjej. Portanto, diferentemente das
arvores filogenéticas baseadas em genes ribossomais estruturais e da arvore baseada no
concatenamento destes, a arvore filogendmica separou adequadamente os individuos destas duas
espéciesDiferente de todas as demais arvores filogenéticas, o isolado sem espécie definida (Cspp)
linhagem RM16704 (NZ _CP007769) apresentou-se sozinho em um ramo, proximo das espécies

Cpel e Csub.

No segundo ramo (B) foram agrupadas as 10 espécies restantes: C. pinnipediorum
(Cpin), C. curvus (Ccur), C. concisus (Ccon), C. lanieane (Clan), C. iguaniorum (Cigu), C.
hyointestinalis (Chyo), C. fetus (Cfet), C. sputorum (Cspu), C. ureolyticus (Cure), C. gracilis (Cgra),
C. hominis (Chom) e as outras 4 linhagens de Campylobacter sem espécie definida (Cspp). A arvore
filogenomica resolveu a posi¢do das espécies, sendo que todas as espécies com pelo menos dois
isolados (Cpin, Ccon, Cigu, Cfet, Chyo e Cspu) foram agrupadas de acordo com seu respectivo
taxon (nivel de espécie). Destaca-se que os isolados Chyo (Lawsonii - NZ_CP015576 e LMG 9260
- NZ CP015575.1), que nas demais arvores apresentaram-se em ramos distintos, foram agrupados
somente na arvore filogenomica. A filogendmica confirmou a separa¢do das subespécies C. fetus
Venerealis e C. fetus Fetus da subespécie C. fetus Testudinum, assim como observado na filogenia
do gene 23S rRNA. Enquanto o gene 16S rRNA foi incapaz de diferenciar estas subespécies. Dos
quatro isolados sem espécie definida (Cspp), trés foram (NZ CP018788.1, NZ CP018793.1,
NZ CP018791.1) agrupados em um mesmo ramo, enquanto, o isolado Cspp -NZ CP018789.1,
apesar de proximamente relacionado aos demais isolados Cspp, foi agrupado junto a espécie Clan

(NZ_CP015578.1). Estas relagdes dos isolados Cspp foram distintas das observadas nas filogenias
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dos genes 23S rRNA, 16S rRNA, 5S rRNA e na filogenia concatenada destes genes. As espécies
Chom, Cgra e Cure, que apresentam apenas um isolado de cada espécie na andlise, foram agrupadas
juntas, possivelmente por que suas sequéncias foram mais distintas as das demais espécies na

analise do que por serem mais proximas entre si (haja visto o longo comprimento dos ramos no

grupo).
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Figura 11: Arvore filogendmica do género Campylobacter baseada em 300 grupos de proteinas ortélogas

presentes em coOpia Unica. A espécie Campylobacter jejuni esta marcada de azul, enquanto que a espécie Campylobacter

coli estd marcada de vermelho. As demais espécies estdo marcadas de preto e as sequéncias das espécies nao

identificadas estdo marcadas de azul claro.
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Para o processo evolutivo, ¢ imprescindivel para as bactérias a capacidade de realizar
modificacdes em seu genoma enquanto se adaptam a diferentes meios, sendo necessarias algumas
estratégias naturais para realizagdo destas alteracdes. De forma geral, podemos citar como
principais estratégias evolutivas: as pequenas alteragdes de nucleotideos no genoma, o rearranjo de
segmentos intragendmicos no DNA e a aquisi¢do de sequéncias génicas de outros organismos
(ARBER, 2000). Estas estratégias que tendem a se tornar marcas evolutivas ao longo do tempo, sdo
neste caso, as responsaveis por revelar ndo s6 no género Campylobacter, mas também em outros
géneros bacterianos, uma estrutura populacional complexa quando agrupados em uma filogenia, por
exemplo (SHEPPARD; MAIDEN, 2015). Embora os genomas bacterianos demonstram ser
consideravelmente estaveis de uma geragdo para a outra, varios eventos ou mecanismos genéticos
permitem a variabilidade dos individuos, que pode ser observada quando analisados

comparativamente sob uma perspectiva evolutiva (DARMON; LEACH, 2014).

Dentre todos os mecanismos que contribuem para a diversidade entre as populagdes
bacterianas, a transferéncia génica horizontal ¢ um dos principais responsaveis pela biodiversidade
dos microrganismos patogénicos. Para comprovar esta afirmagdo, Boer e sua equipe inseriram
genes de resisténcia a antibioticos em uma linhagem de Campylobacter jejuni (BOER et al., 2002).
Apos a inser¢do, observaram se havia transferéncia dos genes inseridos no mutante para diferentes
linhagens da espécie de Campylobacter jejuni em seu habitat natural, o intestino de galinhas. A
partir deste estudo, Boer provou que a transferéncia génica horizontal entre as cepas de C. jejuni foi
estabelecida naturalmente, por meio da incorporacao de DNA durante a infecgdo in vivo do intestino
de aves. Boer também observou a presenga de alteracdes intragendmicas no genoma de algumas
cepas de Campylobacter jejuni, ou seja, mais uma estratégia evolutiva do género (BOER et al.,

2002).
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As observacdes acerca da transferéncia génica horizontal explicam em parte a
diversidade das espécies do género Campylobacter, fornecendo algumas informacdes sobre as
diferengas entre as linhagens (PASCOE et al., 2017). No entanto, apesar de toda a relevancia
genética dos mecanismos de transferéncia génica horizontal para aquisi¢dao de genes, principalmente
a vantagem da aquisicdo de genes de resisténcia aos antibidticos pelos patdgenos, algumas
sequéncias genéticas adquiridas podem ser de efeito neutro ou deletério, e nestes casos, podem ser
perdidos apds a aquisicdo (Oliveira et al., 2017). Portanto, a transferéncia génica horizontal possui
um papel fundamental na biodiversidade de uma populagdo bacteriana, como as espécies do género
Campylobacter, mas nao serve para analises de ancestralidade por apresentar muitas variagdes nas
sequéncias transferidas (SHEPPARD; MAIDEN, 2015).

Sabemos, portanto, que aquisicdo de DNA por meio da transferéncia génica horizontal
permite uma vasta diferenca genética entre as cepas bacterianas, no entanto, para analises evolutivas
seria necessario o sequenciamento de genomas inteiros, um esfor¢o limitado por seu preco
(CHAMPION et al., 2008). Com o objetivo de contornar essa situagdo e o fato de que no genoma,
sdo utilizados alguns genes com sequéncias altamente conservadas como marcadores evolutivos.
Para estabelecer uma relacdo entre as espécies de bactérias sdo realizados alinhamentos
principalmente entre as sequéncias RNA ribossomais altamente conservadas (CARRO; NOUIOUI,
2017), como as sequéncias do gene 16S, 23S e 5S rRNA, comumente encontradas nos estudos de
filogenias e tdxons de bactérias.

Apesar do gene 16S rRNA ter se estabelecido como melhor marcador evolutivo, com o
avanco dos estudos e classificagdes de taxons, foi notado por Rajendhran e sua equipe, 2011 que
algumas espécies possuiam cerca de 99% de similaridade entre seus genes 16S rRNA, ao passo que
os seus genomas completos possuiam, quando comparados, em torno de 23 a 50% de similaridade.
Essas variagdes nos permitem perceber que os estudos fundamentados em apenas um marcador
evolutivo, ndo sdo suficientes para representar as caracteristicas morfologicas e gendmicas de um

organismo, ou seja, o estudo filogenético através do gene 16S rRNA por si s6 ndo ¢ suficiente e
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pode gerar erros (RAJENDHRAN, 2011). Além disso, a presenca de copias dos genes 16S rRNA
em um genoma procarioto também ¢ um fator limitante para os estudos filogenéticos. Estes
obstaculos nos levam a busca por sequéncias que possuem coOpias unicas e que sdo fundamentais a
maquinaria de sobrevivéncia das células.

Em nosso estudo, foram realizadas analises evolutivas que compararam sequéncias
ribossomais altamente conservadas entre as espécies do género Campylobacter. Alinhamos e
montamos arvores filogenéticas separadamente para os genes 16S, 23S e 5S rRNA ribossomal, com
o proposito de avaliar por meio de comparagdes entre as arvores filogenéticas formadas, o potencial
destes genes como marcadores evolutivos. Embora espécies como Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli apresentem semelhangas quanto aos seus processos de infec¢do e seus fenotipos,
a estrutura genética destas duas populagdes ¢ notavelmente diferente (SHEPPARD; MAIDEN,
2015).

Sem as analises dos genomas, o teste fenotipico mais tradicional para a diferenciagao
das espécies Campylobacter jejuni e Campylobacter coli ¢ a hidrélise do composto hipurato, que
depende da atividade de uma enzima caracteristica da espécie Campylobacter jejuni, a hipurase. No
entanto, algumas cepas da espécie C. jejuni se mostraram negativas para essa caracteristica,
demonstrando a dificuldade de se separar estas duas espécies por meio desta técnica
(KARENLAMPI; TOLVANEN; HANNIEN, 2004). O uso do método de alinhamento do gene 16S
rRNA também ndo se mostra eficiente na separagdo das espécies C. jejuni e C. coli, como € possivel
observar na Figura 12, na qual as espécies de Cjej e Ccol estdo misturadas, e € possivel observar
uma separa¢gdo mais basal de Ccol linhagem ZV1224 (NZ CP017875.1) das demais. Isso ocorre
devido a baixa quantidade de polimorfismo entre as sequéncias deste gene, sendo possivel observar
grandes semelhancas entre as sequéncias de nucleotideos das diferentes espécies quando alinhadas,

o que dificulta reconhecer varia¢des que as separem evolutivamente (KORCZAK et al., 2006).
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Figura 12: Arvore filogenética do género Campylobacter baseada no gene 16S rRNA. A espécie

Campylobacter jejuni esta marcada de vermelho, enquanto que a espécie Campylobacter coli esta marcada de azul.

Apesar das dificuldades encontradas na diferenciagdo das espécies Campylobacter
Jjejuni e Campylobacter coli utilizando o gene 16S rRNA, ¢ possivel perceber uma alteragdo na
distribuicao das sequéncias destas duas espécies quando a filogenia ¢ fundamentada principalmente
na andlise evolutiva dos genes concatenados, na filogendmica e na filogenia do gene 23S rRNA.
Como podemos observar na Figura 13, ha formagdo de grupos espécie-especificos na filogenia do
gene 23S rRNA, sem mesclar as sequéncias das duas espécies. Apenas duas excecdes foram
identificadas: Ccol linhagem CFSAN054106 (NZ CP028187.1) e Ccol linhagem RM4661
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(CP007181.1) foram agrupadas aos demais genes de Cjej. Quando os estudos evolutivos sdo
realizados considerando microrganismos muito proximos filogeneticamente, ¢ preferivel utilizar
sequéncias génicas conservadas nos genomas dos individuos, mas que ainda permitam variagdes
suficientes para a diferenciag@o. Este parece ser o caso do gene 23S rRNA, que na andlise entre as
espécies do género Campylobacter tende a se mostrar mais variavel devido as caracteristicas das
sequéncias génicas espagadoras internas (KHAN; EDGE, 2007). Estas sequéncias sdo fragmentos
ricos em informagdes e estdo presentes na hélice 45, estrutura mais variavel do gene 23S rRNA
(CAMP et al., 1993) e ¢, provavelmente, devido a essa variabilidade que foi possivel separar as
espécies C. jejuni e C.coli a partir da andlise evolutiva deste gene ribossomal.
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Figura 13: Arvore Filogenética do género Campylobacter com o gene 23S rRNA. A espécie

Campylobacter jejuni estd marcada de azul, enquanto que a espécie Campylobacter coli esta marcada de vermelho.
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A filogenia baseada no gene ribossomal 5S rRNA, assim como a filogenia do gene 16S
rRNA, ndo foi capaz de realizar a distin¢do adequada entre C. coli e C. jejuni. Este fato pode ser
observado na Figura 14, na qual as espécies C. jejuni e C. coli se mantém juntas em um ramo
monofilético. Isso ocorre devido ao fato de que as sequéncias génicas do gene 5S rRNA sdo i. curtas,
apresentando em torno de 115 a 143 nucleotideos; ii. as sequéncias se originaram mais tardiamente
na evolucdo das bactérias, em relacio aos genes 16 e 23S rRNA (SUN e CAETANO-ANOLLES,
2009) e iii. devido a alta conservacdo nucleotidica entre as sequéncias 5S rRNA (MARTINS e

WASKO, 2004).
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Figura 14: Arvore filogenética do género Campylobacter baseada no gene 5S rRNA. A espécie

Campylobacter jejuni estd marcada de azul, enquanto a espécie Campylobacter coli estd marcada de vermelho.

Ainda comparando as espécies Campylobacter jejuni e Campylobacter coli, podemos
observar na Figura 14, que mesmo a filogenia das trés sequéncias ribossomais concatenadas nao
ofereceu resolu¢do suficiente para separar a espécie Campylobacter coli linhagem RM4661
(CP007181.1) de Campylobacter jejuni. Assim como observado na arvore filogenética do gene 23S
rRNA (Figura 13). Portanto, enquanto a sequéncia 23S rRNA dos demais isolados Ccol mostram
variacdo suficiente para diferenciar de Cjej, 0 mesmo ndo ocorre com a sequéncia 23S rRNA do
isolado Campylobacter coli linhagem RM4661 (CP007181.1) cuja sequéncia é mais similar a Cjej.
O sinal do gene 23S rRNA deste isolado é tdo evidente que predomina até mesmo na analise das

sequéncias concatenadas (mesmo porque a sequéncia do gene 23S rRNA ¢ a mais longa das trés).
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Figura 15: Arvore filogenética do género Campylobacter baseada nos genes ribossomais concatenados. A
espécie Campylobacter jejuni estd marcada de azul, enquanto a espécie Campylobacter coli estd marcada de vermelho.
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A diferenciagdo de algumas espécies de Ccol das espécies de Cjej se mostra falha
quando feita somente por genes ribossomais, no entanto, quando feita a filogenomica das
sequéncias de proteinas ortdlogas de copia Unica, a distingdo entre as duas espécies ¢ evidente,

mostrando que a andlise filogendmica ¢ mais eficaz para a identificagdo e classificacdo taxondmica

das duas espécies (Figura 16.)
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Figura 16: Arvore filogenomica do género Campylobacter baseada no concatenamento de 300 familias

proteicas de copia tinica do género Campylobacter. Campylobacter jejuni estd marcada de azul, enquanto a espécie

Campylobacter coli esta marcada de vermelho.

33



Analisando o agrupamento da espécie Clar na arvore filogenética dos genes ribossomais
concatenados (Figura 17), chama a atencdo que Clar linhagem RM2100 (NC 012039.1) nao foi
agrupada com as demais linhagens da espécie C. lari, como pode ser observado na filogenia do
gene 16S rRNA (Figura 18) e 23s rRNA (Figura 19). No entanto, mais uma vez a filogendmica se

mostrou eficaz no agrupamento das espécies (Figura 20).

Chel__NZ_CP020478.1

Cvol NZ CP007774.1

0.64
4|—| 054 ,_1—| Clar_NC_012039.1|
Tpel__NZ_CP007766.1

0.85

Cins_ NZ_CP007770.1
095 — CSUb_"NZ_ CPOOT??Z
* Clar__NZ CP007775.1
Clar _NZ CP007771.1
Clar _NZ CP011372.1
0.7 Clar__NZ CP007776.2
Clar_NZ CP007777.1
Clar _NZ_CP007778.1
Csub__NZ_CP007773.1

0.68

Chep_ CP031611.1

— Ccol NZ CP017875.1
Ccol NZ CP007179.1
= Ccol NZ CP013034.1
col NC_022347.1
col —NZ TP023545.1
col "NZ CP025281 1
ﬁcol _NzZ_CP017871.1

NC_022660.1
“NZTP01101
NZ CP01373
“NZ"CP01552
NZ CP01786
NZ CP017868.

Ccol__NZ_CP007183.1

oo

A
A
A
A
1

Figura 17: Arvore filogenética do género Campylobacter baseada nos genes ribossomais concatenados.A
espécie Clar linhagem RM2100 (NC_012039.1) esta dentro do retdngulo de linhas pretas, a espécie Campylobacter spp.

esta marcada de azul claro.
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Figura 18: Arvore filogenética do género Campylobacter baseada no gene 16S rRNA. A espécie Clar
linhagem RM2100 (NC _012039.1) esta dentro do retingulo de linhas pretas e a espécie Campylobacter spp. esta

marcada de azul claro e as demais estfo na cor preta.
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Figura 19: Arvore filogenética do género Campylobacter baseado no gene 23S rRNA. A espécie Clar

linhagem RM2100 (NC _012039.1) esta dentro do retingulo de linhas pretas e a espécie Campylobacter spp. esta

marcada de azul claro e as demais estdo na cor preta.
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Figura 20: Arvore filogendmica do género Campylobacter baseada em 300 familias proteicas de copia

unica do género Campylobacter. A espécie Clar linhagem RM2100 (NC _012039.1) esta dentro do retdngulo de linhas

pretas e a espécie Campylobacter spp. estda marcada de azul claro e as demais estdo na cor preta.

A disposi¢ao alternada das espécies C. lari, C. insulaenigrae, C. peloridis, C.
subantarticus e C. volucris nas demais filogenias (Figuras 17, 18 e 19) também chama atenc¢ao.
Estas espécies sdo encontradas em sua maioria em mariscos e intestino de aves marinhas
(GILBERT et al., 2017). Existe uma proximidade muito grande entre essas espécies de
Campylobacter, tendo sido a espécie C. peloridis - comum em mariscos ¢ isolada também de fezes
humanas apos gastroenterite aguda - diferenciada da espécie C. lari ha cerca de dez anos, sendo que
a filogenia do gene 16S rRNA contribuiu para tal processo de identificagio (DEBRUYNE et al.,

2009).

Ja para a identificagdo da espécie C. volucris, a filogenia do gene 16S rRNA nao se
mostrou muito relevante durante a classificacdo da espécie. Para realizar a diferenciacdo dessa
espécie com as demais € necessaria a busca por outros genes conservados, tais como os genes hsp60),
23S rRNA, rpoB, groEL, gyrA, gyrB entre outros, pois possuem uma taxa de similaridade menor
entre suas sequéncias (KWEON et al., 2015) ou o estudo da filogendmica de genes ou proteinas
conservadas, como possivel observar na Figura 20, que agrupou adequadamente os isolados de
acordo com suas espécies. Assim como a espécie Clar linhagem RM2100 (NC 012039.1) s6 foi

agrupada no ramo monofilético da espécie por meio da filogendmica, as linhagens Csub linhagem
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LMG 24374 (NZ _CP007772.1) e Csub linhagem LMG 24377 (NZ _CP007773.1) s6 foram

arranjadas no mesmo ramo através da filogendmica, provando assim serem da mesma espécie.

Apesar de falhar na discriminagdo de algumas espécies do género Campylobacter, a
filogenia do 16S rRNA mostrou-se de extrema importancia no processo de identificacdo de algumas
espécies, justamente por seu consideravel poder de discriminagdo, a filogenia foi organizada de tal
forma como na filogenomica, no caso da espécie C. iguaniorum (Figuras 21 e 22). Os isolados
Cigu linhagem 1485E (NZ_CP009043.1) - isolada do lagarto “dragdo barbudo”, espécie comum na
Australia - e Cigu linhagem 2463D (NZ CP010995.1) - isolada de iguana verde em 2015 por

Gilbert e equipe -, foram devidamente agrupadas.
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Figura 21: Arvore filogenética do género Campylobacter baseada no gene ribossomal 16S rRNA. As
espécies Campylobacter spp. estdo marcadas de azul claro, enquanto as espécies Campylobacter lanieane,

Campylobacter fetus, Campylobacter hyointestinalis ¢ Campylobacter iguaniorum estdo marcadas de preto.
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Figura 22:Arvore filogendmica do género Campylobacter baseada em 300 familias proteicas de copia

unica do género Campylobacter. As espécies C. iguaniorum ¢ C. hyointestinalis estdo marcadas de preto.
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Quanto a espécie C. hyointestinalis as filogenias 5S rRNA, 16S rRNA, 23S rRNA e
genes ribossomais concatenados foram incapazes de agrupar as linhagens Chyo subsp. Lawsonii
CCUG 27631 (NZ_CP015576.1) e Chyo subsp. Hyointestinalis LMG 9260 (NZ_ CP015575.1),
como possivel observar comparando as Figuras 23, 24, 25 e 26 com a Figura 22. Essa dificuldade
provavelmente ocorre devido ao fato de serem subespécies distintas e por possuirem variagdes
suficientes em seus genes ribossomais por pressoes evolutivas diferentes. Por exemplo, o isolado
Chyo linhagem LMG 9260 foi identificado em bovinos enquanto o isolado Chyo linhagem LMG

15993 foi identificado em suinos, segundo os dados do NCBI.
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Figura 23: Arvore filogenética do género Campylobacter baseada gene ribossomal 5S rRNA.
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Figura 24: Arvore filogenética do género Campylobacter baseada no gene ribossomal 16S rRNA.
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Figura 25: Arvore filogenética do género Campylobacter baseada no gene ribossomal 23S rRNA.
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Figura 26: Arvore filogenética do género Campylobacter baseada nos genes ribossomais concatenados.

A filogenia do gene 16S rRNA também foi incapaz de separar as subespécies da espécie
C. fetus, como ¢ possivel observar na Figura 21. A filogenia dos genes concatenados (Figura 26)
foi a mais proxima do agrupamento correto, correspondente a filogendmica. A filogendmica separa
as subespécies Testudinum em um ramo (o ramo menor numero de espécies) € as subespécies

Venerealis e Fetus em outro ramo (com maior nimero de espécies) (Figura 27).
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Figura 27: Arvore filogendmica do género Campylobacter com 300 grupos de genes de copia tnica de

proteinas ortdlogass pertencentes a espécie Campylobacter.

Quanto as linhagens de Campylobacter sem espécie definida, voltamos a atenc¢do para a
NZ CP018789.1 que em todas as filogenias sempre esteve em ramos proximos, porém sempre
variados, ao da espécie C. lanieane como possivel observar nas Figuras 28, 29, 30 e 31. No entanto
a filogendmica nos permite observar que por fim, as duas compartilharam o mesmo ramo,
demonstrando que existe a possibilidade de pertencerem a mesma espécie. As demais linhagens de
Campylobacter sem espécie definida NZ CP018788.1, NZ CP018791.1, NZ CP007769.1 e
NZ CP018793.1 formaram um grupo monofilético na 4rvore filogenomica, resolvendo
principalmente a questdo do agrupamento da Cspp NZ_CP007769.1 que diversas vezes foi colocada

junto aos ramos das espécies de Chel, Ccun, Cins, Csub, Clar, Cpel e Cpel.

Chyo__ NZ_CP015576.1

. I, Frewrrya—p————

— 11
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0.85 Capp_ NZ_CPO1B

Figura 28: Arvore filogenética do género Campylobacter com o gene ribossomal 16S rRNA, as espécies

de Campylobacter sem espécie definida estdo marcadas de azul claro na imagem.
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Figura 29: Arvore filogenética do género Campylobacter com o gene ribossomal 23S rRNA, as espécies

de Campylobacter sem espécie definida estdo marcadas de azul claro na imagem.
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Figura 30: Arvore filogenética do género Campylobacter com os genes ribossomais concatenados, as

espécies de Campylobacter sem espécie definida estdo marcadas de azul claro na imagem.
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Figura 31: Arvore filogendmica do género Campylobacter com 300 grupos de genes de copia tinica de
proteinas ortdlogass pertencentes a espécie Campylobacter, as espécies de Campylobacter sem espécie definida estdo

marcadas de azul claro na imagem.
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6. CONCLUSAO

Analisando os resultados obtidos por meio da discussdo, € possivel concluir que se
tratando de estratégias de analises filogenéticas, a andlise filogendmica se mostra a mais adequada
para diferenciar as espécies do género Campylobacter. A filogenia do gene 16S rRNA provou ser
boa para diferenciar algumas espécies, mas ndo cumpre esse papel em todas as andlises,
demonstrando que podem haver erros se o estudo de relagdes evolutivas for fundamentado somente
em sua sequéncia. O gene 23S rRNA demonstra ser um marcador um pouco melhor que o 16S
rRNA, sendo capaz de diferenciar um niimero maior de espécies, assim como a filogenia dos genes
concatenados. A filogenia do gene 5S rRNA, se mostrou a mais ineficiente e de menor interesse,

sendo para este gé€nero pouco relevante sua andlise evolutiva individual.

A filogendmica se mostrou no geral muito eficaz, resolvendo de fato, conflitos de
agrupamentos entre as espécies de Campylobacter que surgiram com as filogenias fundamentadas
em genes ribossomais e genes ribossomais concatenados. Dentre as principais questdes de
classificacdo resolvidas com a filogendmica, fica em aberto o possivel estudo e classificagdo de

novas espécies do género Campylobacter.
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8. ANEXO

Figura 1: Varredura eletronica de células de Campylobacter, mostrando sua forma. (a) Centro da colonia

de Campylobacter coli. (b) Extremidade de uma colonia de Campylobacter jejuni. Fonte: NG et al., 1985.
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Figura 2: Principais componentes do flagelo da espécie Campylobacter jejuni. Fonte:

LERTSETHTAKARN; OTTEMANN; HENDRIXSON, 2011.
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Figura 3: Representacdo do ciclo de transmissdo da Campylobacter jejuni. Fonte: YOUNG; DAVIS;

DIRITA, 2007.
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Figura 4: Exemplo de estrutura de uma arvore filogenética. Fonte: Nature Education, 2008.
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>CP0OAO768.1|3ID26997_RSO0155|16S ribosomal RNA
TTTTTATGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAGTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGATGAAGCTTC
TAGCTTGCTAGAAGTGGATTAGTGGCGCACGGGTGAGTAAGGTATAGTTAATCTGCCCTACACAAGAGGACAACAGTTGG
AAACGACTGCTAATACTCTATACTCCTGCTTAACACAAGTTGAGTAGGGAAAGTTTTTCGGTGTAGGATGAGACTATATA
GTATCAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCTATCGACGCTTAACTGGTCTGACAGGATGATCAGTCACACTGGA
ACTCAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATATTGCGCAATGCGGGGAAACCCTGACCCAGCAACEC
CGCGTGGAGGATGACACTTTTCGGAGCGTAAACTCCTTTTCTTAGGGAAGAATTCTGACGGTACCTAAGGAATAAGCACC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAG
GCGGATTATCAAGTCTCTTGTGAAATCTAATGGCTTAACCATTAAACTGCTTGGGAAACTCGATAGTCTACGAGT GAGGGAG
AGGCAGATGGAATTGGTGGTGTAGGGGTAAAATCCGTAGATATCACCAAGAATACCCATTGCGAAGGCGATCTGCTGGAA
CTCAACTGACGCTAAGGCGCGAAAGCGT GGGGAGCAAACAGCGATTAGATACCCTCGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTAC
ACTAGTTGTTGGGGTGCTAGCCATCTCAGTAATGCAGCTAACGCATTAAGTGTACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAT
TAAAACTCAAAGGAATAGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGATACGCGAAGAACCTTAC
CTGGGCTTGATATCCTAAGAACCTTATAGAGATATGAGGGTGCTAGCTTGCTAGAACTTAGAGACAGGTGCTGCACGGCT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTATTTAGTTGCTAACGGTTCGGC
CGAGCACTCTAAATAGACTGCCTTCGTAAGGAGGAGGAAGGTGTGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTATGCCCAGG
GCGACACACGTGCTACAATGGCATATACAATGAGACGCAATACCGCGAGGTGGAGCAAATCTATAAAATATGTCCCAGTT
CGGATTGTTCTCTGCAACTCGAGAGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCCATGCTACGGTGAATACGTT
CCCGGGTCTTGTACTCACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGATTTCACTCCGAAGCCGGAATACTAAACTAGTTACCGTCC
ACAGTGGAATCAGCGACT GGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGAGAACCTGCGGTTGGATCACCTCCTTTCTA

Figura 5: Exemplo de uma sequéncia de nucleotideos do gene 16S rRNA da espécie Campylobacter

Jjejuni strain NCTC 11168 (CP000768.1) utilizada como guery na busca por similaridade.
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Figura 6: Exemplo de parte do alinhamento das sequéncias do gene 16S rRNA ribossomal dos genomas

de Campylobacter. As sequéncias foram alinhadas pela ferramenta MUSCLE e visualizadas pela ferramenta SeaView.

Tabela 1: Tabela com as 39 espécies atuais do género Campylobacter.

Campylobacter avium Campylobacter iguaniorum
Campylobacter blaseri Campylobacteri insulaenigrae
Campylobacter butzleri Campylobacter jejuni
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Campylobacter canadensis

Campylobacter lanienae

Campylobacter cinaedi

Campylobacter lari

Campylobacter coli

Campylobacter mucosalis

Campylobacter concisus

Campylobacter mustelae

Campylobacter corcagiensis

Campylobacter nitrofigilis

Campylobacter cryaerophilus

Campylobacter ornithocola

Campylobacter cuniculorum

Campylobacter peloridis

Campylobacter curvus

Campylobacter pinnipediorum

Campylobacter fennelliae

Campylobacter pylori

Campylobacter fetus

Campylobacter rectus

Campylobacter geochelonis

Campylobacter showae

Campylobacter gracilis

Campylobacter sputorum

Campylobacter helveticus

Campylobacter subantarcticus

Campylobacter hepaticus

Campylobacter upsaliensis

Campylobacter hominis

Campylobacter ureolyticus

Campylobacter hyoilei

Campylobacter volucris

Campylobacter hyointestinalis

Tabela 2: Lista de patdgenos mais comuns isolados de fezes de humanos com enterites.

C. concisus
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C.gracilis

C. hominis

C. helveticus

C. hyointestinalis

C. insulaenigrae

C. jejuni

C. lari

C. mucosalis

C. rectus

C. showae

C. sputorum

Fonte: KAAKOUSH et al., 2015

Tabela 3: Espécies de Campylobacter e ntimero de genomas escolhidos para analise filogenética.

Espécie

Numero de sequéncia de genomas
por espécie

Campylobacter avium
Campylobacter coli
Campylobacter concisus
Campylobacter cuniculorum
Campylobacter curvus
Campylobacter fetus
Campylobacter gracilis
Campylobacter helveticus
Campylobacter hepaticus
Campylobacter hominis
Campylobacter hyointestinalis
Campylobacter iguaniorum
Campylobacter insulaenigrae
Campylobacter jejuni
Campylobacter lanienae
Campylobacter lari
Campylobacter peloridis
Campylobacter pinnipediorum
Campylobacter spp
Campylobacter sputorum
Campylobacter subantarcticus

Campylobacter ureolyticus

1
22

—_ W DN = = = =

150

— N R N = g =
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Campylobacter volucris

dados NCBI.

Espécie

Acesso NCBI

Cavi

Campylobacter avium

NZ CP022347.1

Ccol
Campylobacter coli
Campylobacter coli
Campylobacter coli
Campylobacter coli
Campylobacter coli
Campylobacter coli
Campylobacter coli

Campylobacter coli

Campylobacter coli
Campylobacter coli

Campylobacter coli

Campylobacter coli

Campylobacter coli

NZ_CP019977.1

NZ_CP011015.1

NZ CP013034.1

NZ_CP013733.1

NZ_CP015528.1

NZ_CP017025.1

NZ_CP017865.1

NZ CP017868.1

NZ CP017871.1

NZ_CP017873.1

NZ_CP017875.1

NZ_CP017878.1

NZ_CP018900.1

Tabela 4: Espécies do género Campylobacter utilizadas e seus respectivos numero de acesso no banco de
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Campylobacter coli
Campylobacter coli
Campylobacter coli
Campylobacter coli
Campylobacter coli
Campylobacter coli
Campylobacter coli
Campylobacter coli

Campylobacter coli

NZ CP023545.1

NZ CP025281.1

NZ_CP028187.1

CPO11777.1

NC 022660.1

NC 022347.1

NZ CP007183.1

CP007181.1

NZ_CP007179.1

Ccon
Campylobacter concisus
Campylobacter concisus

Campylobacter concisus

NZ_CP012541.1

NZ CP021642.1

NC_009802.2

Ccun

Campylobacter cuniculorum

NZ _CP020867.1

Ccur

Campylobacter curvus

NC_009715.2

53



Cfet

Campylobacter fetus subsp. fetus

Campylobacter fetus subsp. fetus

Campylobacter fetus subsp. fetus
Campylobacter fetus subsp. testudinum
Campylobacter fetus subsp. testudinum
Campylobacter fetus subsp. testudinum
Campylobacter fetus subsp. testudinum
Campylobacter fetus subsp. venerealis
Campylobacter fetus subsp. venerealis
Campylobacter fetus subsp. venerealis

Campylobacter fetus subsp. venerealis

NZ 1.5483431.1

NZ_CP008808.1

NC_008599.1

NZ CP009226.1

NZ_CP027287.1

NC_022759.1

NZ CP010953.1

NZ CP014568.1

NZ CP008810.1

NZ_CP006999.2

NZ HG004426.1

Cgra

Campylobacter gracilis

NZ CP012196.1

Chel

Campylobacter helveticus

NZ _CP020478.1

Chep

Campylobacter hepaticus

CPO31611.1

54



Chom

Campylobacter hominis

NC 009714.1

Chyo
Campylobacter hyointestinalis subsp. hyointestinalis

Campylobacter hyointestinalis subsp. lawsonii

NZ _CP015575.1

NZ_CP015576.1

Cigu
Campylobacter iguaniorum
Campylobacter iguaniorum

Campylobacter iguaniorum

NZ CP009043.1

NZ CP010995.1

NZ CP015577.1

Cins

Campylobacter insulaenigrae

NZ_CP007770.1

Cjej
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni

NZ _CP012696.1

NZ CP012149.1

NZ LN831025.1

NZ CP010471.1
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Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni

NZ _CP010472.1

NZ CP010473.1

NZ CP010474.1

NZ_CP010475.1

NZ CP010476.1

NZ_CP010477.1

NZ CP010479.1

NZ_CP010480.1

NZ CP010481.1

NZ _CP010482.1

NZ _CP010483.1

NZ CP010488.1

NZ CP010489.1

NZ CP010490.1

NZ CP010491.1

NZ _CP010492.1

NZ _CP010493.1

NZ CP010494.1

NZ _CP010496.1

NZ CP010497.1

NZ CP010498.1
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Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni

NZ _CP010499.1

NZ_CP010500.1

NZ CP010495.1

NZ CP010501.1

NZ CP010502.1

NZ CP010503.1

NZ CP010504.1

NZ_CP010505.1

NZ CP010506.1

NZ_CP010507.1

NZ_CP010508.1

NZ_CP010509.1

NZ_CP010510.1

NZ_CP010511.1

NZ_CP010457.1

NZ CP010458.1

NZ CP010459.1

NZ CP010460.1

NZ CP010461.1

NZ CP010462.1

NZ CP010463.1
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Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni

NZ _CP010464.1

NZ CP010465.1

NZ _CP010466.1

NZ CP010467.1

NZ CP010468.1

NZ CP010469.1

NZ CP010470.1

NZ CP010484.1

NZ CP010485.1

NZ _CP010486.1

NZ CP010487.1

NZ CP014344.1

NZ CP014744.1

NZ CP014742.1

NZ CP017862.1

NZ CP017860.1

NZ CP017863.1

NZ_CP017859.1

NZ_CP017856.1

NZ CP007188.1

NZ CP007189.1
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Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni

NZ CP007190.1

NZ _CP007191.1

NZ_CP007192.1

NZ CP007193.1

NZ CP019965.1

NZ_CP020776.1

NZ CP017229.1

NZ CP022439.1

NZ CP022440.1

NZ_CP022470.1

NZ CP022559.1

NZ CP023543.1

NZ _CP023867.1

NZ _CP023866.1

NZ CP028185.1

NZ CP028909.1

NZ CP028910.1

NZ CP028911.1

NZ CP028912.1

NZ CP012206.1

NZ CP012210.1

59



Campylobacter jejuni

NZ CPO12211.1

Campylobacter jejuni NZ CP012212.1
Campylobacter jejuni NZ CP012213.1
Campylobacter jejuni NZ CP012214.1
Campylobacter jejuni NZ CP012216.1
Campylobacter jejuni NZ CP012217.1
Campylobacter jejuni NZ CP012220.1
Campylobacter jejuni NZ CP012221.1
Campylobacter jejuni NZ CP012224.1
Campylobacter jejuni CP010478.1
Campylobacter jejuni CP022551.1
Campylobacter jejuni NC 021834.1
Campylobacter jejuni NC 022529.1
Campylobacter jejuni NC 003912.7
Campylobacter jejuni supsp. doylei CP027403.1
Campylobacter jejuni supsp. doylei LS483295.1
Campylobacter jejuni supsp. doylei CP000768.1
Campylobacter jejuni NZ CP008787.1
Campylobacter jejuni NZ CP010306.1
Campylobacter jejuni Nz CP010307.1
Campylobacter jejuni NZ CP010072.1
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Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni

NZ CP010301.1

NZ_CP010906.1

NZ CP012689.1

NZ CP012690.1

NZ CP015209.1

NZ CP017029.1

Nz CP017031.1

NZ CP017032.1

NZ CP017033.1

NZ_CP020045.1

NZ_CP022076.1

NZ CP022077.1

NZ_CP022079.1

NZ_CP022080.1

CP032316.1

NZ 1.S483362.1

CP010058.1

NC 022362.2

NC 022352.2

NC 022351.2

NC 022353.2
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Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni

NC 008787.1

NC_009839.1

NZ _CP005388.1

CP007751.1

NZ CP006851.1

NC 017279.1

CP002029.1

NC 017280.1

NZ_CP007749.1

NC 002163.1

NC 018521.1

NZ_CP006689.1

NZ_CP006685.1

NZ_CP006686.1

NZ_CP006687.1

NZ CP006688.1

NC 018709.4

CP005081.1

NC 017281.1

NZ_CP017456.1
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Clan

Campylobacter lanienae

NZ _CP015578.1

Clar
Campylobacter lari
Campylobacter lari
Campylobacter lari
Campylobacter lari
Campylobacter lari
Campylobacter lari

Campylobacter lari subsp. concheus

Nz CP011372.1

NZ_CP007776.2

NZ CP007775.1

Nz CP007777.1

NZ_CP007778.1

NC 012039.1

NZ_CP007771.1

Cpel

Campylobacter peloridis

NZ_CP007766.1

Cpin
Campylobacter pinnipediorum subsp. caledonicus
Campylobacter pinnipediorum subsp. caledonicus
Campylobacter pinnipediorum subsp. pinnipediorum
Campylobacter pinnipediorum subsp. pinnipediorum

Campylobacter pinnipediorum subsp. pinnipediorum

NZ_CP017018.1

NZ_CP017258.1

NZ _CP012546.1

NZ _CP012547.1

NZ CP012548.1
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Cspp

Campylobacter sp.
Campylobacter sp.
Campylobacter sp.
Campylobacter sp.

Campylobacter sp.

NZ CP018788.1

NZ CP018793.1

NZ_CP007769.1

NZ CP018789.1

NZ CPO18791.1

Cspu
Campylobacter sputorum
Campylobacter sputorum bv. faecalis
Campylobacter sputorum bv. paraureolyticus

Campylobacter sputorum bv. sputorum

NZ CP019685.1

NZ CP019683.1

NZ CP019684.1

NZ _CP019682.1

Csub
Campylobacter subantarcticus

Campylobacter subantarcticus

NZ_CP007772.1

NZ_CP007773.1

Cure

Campylobacter ureolyticus

NZ CP012195.1
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Cvol

Campylobacter volucris

NZ_CP007774.1
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