UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

VIRTUS IMPAVID4
v Yy

Caracterizacéo estrutural dos locos CRISPR em cepas brasileiras de

Yersinia pestis

Aluna: Camila Tenorio Francga
Orientadora: Dra. Alzira Maria Paiva de Almeida

Co-Orientadora: Dra. Maria Betania Melo de Oliveira

Recife, PE

2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

Caracterizacao estrutural dos locos CRISPR em cepas brasileiras de

Yersinia pestis

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas da UFPE
para obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias.

Orientadora: Dra. Alzira Maria Paiva de Almeida

Co-orientadora: Dra. Maria Betania Melo de Oliveira

Recife, PE

2012



Franc¢a, Camila Tenorio

Caracterizacédo estrutural dos locos CRISPR em cepas brasileiras de Yersinia pestis/
Camila Tenorio Franca. — Recife: O Autor, 2012.

68 folhas : il., fig., tab.
Orientadora: Alzira Maria Paiva de Almeida
Coorientadora; Maria Betania Melo de Oliveira

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco, Centro de
Ciéncias Bioldgicas. Ciéncias Biologicas, 2012.

Inclui bibliografia e anexos

1. Yersinia pestis 2. Genética bacteriana 3. Peste I. AlImeida, Alzira Maria Paiva
de (orientadora) Il. Oliveira, Maria Betania Melo de (coorientadora) Ill. Titulo.

579.34  CDD (22.ed.) UFPE/CCB-2012-184




Camila Tenorio Franca

Caracterizacéao estrutural dos locos CRISPR em cepas brasileiras de Yersinia pestis

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas da UFPE
para obtencédo do titulo de Mestre em Ciéncias.

Aprovado em 08/08/2012

BANCA EXAMINADORA

Dra Alzira Maria Paiva de Almeida - Orientadora
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes

Dra Maria Betania Melo de Oliveira - Co-orientadora
Universidade Federal de Pernambuco

Dra Marcia Vanusa da Silva
Universidade Federal de Pernambuco

Dra Nilma Cintra Leal
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes

Dr Ranilson Bezerra de Souza
Universidade Federal de Pernambuco

Dra Carina Lucena Mendes Marques
Centro de Pesquisas Aggeu magalhéaes



RESUMO

Yersinia pestis € 0 agente causador da peste, doenca primaria de roedores transmitida por
pulgas, que pode afetar o homem e outros mamiferos. A subtipagem molecular das cepas de Y. pestis
tem sido dificultada pela grande similaridade genética entre os isolados. A anélise dos locos CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) trouxe avancos em estudos filogenéticos
e tipagem de cepas de Y. pestis dos numerosos focos dos diversos paises. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a diversidade intraespecifica em cepas brasileiras de Y. pestis atraves do estudo dos locos
CRISPR. As trés sequéncias CRISPR (YPa, YPb e YPc) reconhecidas da Y. pestis foram amplificadas
nas 98 cepas analisadas, originadas de diferentes fontes, focos e momentos epidemioldgicos. Os
amplicons obtidos por PCR foram analisados em gel de agarose e sequenciados. O loco YPa se
mostrou o mais polimorfico, apresentando seis alelos de 449 a 630 pares de base (pb), seguido pelo
YPb, com quatro alelos de 271 a 392 pb. O loco YPc, monomérfico, apresentou apenas um alelo de
331 pb em toda as cepas. Foi observado que as repeticdes diretas (DRA) sdo compostas de 28 pb,
separadas por sequéncias espacadoras Unicas de 32 ou 33 pb em todos os locos. Dos 137 espacadores ja
conhecidos 18 foram encontrados nas cepas analisadas e, adicionalmente, 19 novos espacadores foram
observados, 15 no loco YPa e quatro no loco YPb. A anélise da distribuicdo dos espagadores definiu 20
perfis genotipicos, refletindo a diversidade intraespecifica das cepas brasileiras, e evidenciou uma
correlagé@o entre a presenca de alguns conjuntos de sequéncias espacadoras e os focos de origem das
cepas. A maioria dos perfis é exclusiva de uma cepa de um foco, e alguns sdo dispersos em varios
focos e periodos. As incorporagfes/perdas de motivos observadas nos locos YPa e YPb sugerem que
estes estdo ativos e a auséncia de alteragcdes no loco YPc sugere inatividade. Em conclusdo, a analise
dos locos CRISPR revelou heterogeneidade e identificou caracteristicas genéticas exclusivas nas cepas
brasileiras que podem ser atribuidas a microevolugdo da bactéria apos sua introducdo no pais.

Palavras Chave: sequéncias espacadoras, diversidade intraespecifica, microevolucéo, focos de peste.



ABSTRACT

Yersinia pestis is the causative agent of plague, a disease of rodents transmitted by fleas, which
can affect humans and other mammals. Molecular subtyping of Yersinia pestis strains has been difficult
due to the great similarity among the isolates. Analysis of CRISPR loci (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) allowed further advances in Y. pestis phylogenetic and typing
of strains from different countries. The aim of our study was to assess intraspecific diversity in Y. pestis
Brazilian strains through the study of CRISPR loci. In this study the three recognized Y. pestis CRISPR
loci (YPa, YPb and YPc) were amplified in the 98 strains isolated from different sources, geographic
area and epidemiological events. The PCR-generated amplicons were analysed on agarose gels and
sequenced. The YPa locus revealed the most polymorphic, with six alleles ranging from 449 to 630
base pair (bp), followed by YPb, with four alleles from 271-392 bp. The YPc locus was monomorphic
with 331 bp allele in all strains. The direct repeats (DRA) presented 28 bp separated by a 32 or 33 bp
spacer in all three loci. Among the 137 known spacers 18 were found in the analyzed strains and 19
new spacers were observed: 15 in the YPa locus, and four in the YPb locus. The analysis of spacers,
number and distribution, defined 20 genotypes and allowed a correlation between some sets of spacers
and the strains’ foci. Most of the genotypes are unique from a single strain and focus, while others are
found in several foci and periods. The spacers addition or loss in the YPa and YPb loci suggest that
they are active and no change was found in the YPc suggesting inactivity. In conclusion, the analysis of
CRISPR loci revealed intraspecific diversity and identified unique genetic characteristics of Brazilian
strains, showing species’ microevolution after introduction in Brazil.

Key words: spacers, intraspecific diversity, microevolution, plague foci.
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1. INTRODUCAO

A Yersinia pestis € 0 agente etiologico da peste, doenca infecciosa responsavel pela morte de
milhdes de individuos em diferentes épocas. A peste ainda constitui ameaca devido a persisténcia
em numerosos focos naturais, reemergéncia em alguns paises, possibilidade de rapido deslocamento
dos infectados, além do risco de utilizagdo do bacilo como arma biolégica em ataques bioterroristas.
Diante disso, a caracterizacao genética das cepas de Y. pestis e a disponibilidade de métodos rapidos
de tipagem sd@o essenciais para identificacdo da origem de novas cepas, rastreamento e origem de
surtos, acOes de bioterrorismo, além de contribuir para vigilancia efetiva dos focos e compreenséo

da evolucgéo da bactéria na natureza.

No inicio da década de 1960 o governo brasileiro, com apoio da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), organizou 0 projeto “Plano Piloto de Peste em Exu” que foi executado de 1966 a
1974, visando a elucidagdo dos fatores responsaveis pela conservacéo, focalizagdo, epizootizacao e
epidemizacdo da peste no Brasil, com vistas a implementacédo de atividades eficazes de controle. Ao
final do projeto mais de 600 cepas de Y. pestis haviam sido isoladas, e trabalhos posteriores

aumentaram o acervo para 917 cepas, atualmente depositadas na cole¢do Fiocruz - CYP.

A anélise dos locos CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)
vem sendo utilizada com sucesso para tipagem e estudos filogenéticos em diferentes géneros
bacterianos. O contetdo e a variabilidade dessas regiGes, mesmo em cepas intimamente
relacionadas, provéem uma base genética para tipagem. Em Y. pestis, sua localizacdo cromossémica

e a estabilidade genética favorecem o estudo dessas regides.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética das cepas brasileiras através da
anélise das sequéncias CRISPR, visando contribuir para a compreensdo da microevolucdo desta

bactéria na natureza desde sua introducao no pais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A peste na historia

A peste originou-se, provavelmente, no Planalto Central Asiatico e durante a Era Cristd
causou trés pandemias devastadoras: a primeira, a “Peste de Justiniano”, afligiu o norte da Africa, a
Europa e o Centro-Sul Asiatico entre os anos 542 a 602 d.C., causando elevada mortalidade e
considera-se que contribuiu para o declinio do Império Bizantino. A segunda, a famigerada “Peste
Negra”, estendeu-se do século X1V ao XVI e, predominantemente sob a forma pneumoénica, levou a
6bito um terco da populacao europeia apenas entre 0s anos 1347 a 1353, além de outros 20 milhdes
de individuos até o final do século XVI. A terceira, a “Pandemia Contemporanea” ou “Oceanica”,
teve inicio na China em 1855 e é considerada a verdadeira pandemia, pois gragcas ao
desenvolvimento do transporte maritimo, que passou do uso de navios a vela para 0s navios a vapor,
em menos de 50 anos atingiu locais do mundo até entdo idenes (PERRY; FETHERSTON, 1997).

O desenvolvimento de medidas eficazes de saude publica - gragcas aos conhecimentos
cientificos adquiridos sobre a bactéria, seus hospedeiros e vetores - o estabelecimento da
antibioticoterapia e 0 uso de inseticidas e rodenticidas eficientes possibilitaram que o nimero de
vitimas desta pandemia fosse significativamente menor que nas anteriores. Segundo Mollaret
(1989), seu processo de expansdo diminuiu grandemente ap6s a Segunda Guerra Mundial, quando
as antigas embarcagdes infestadas de roedores e pulgas foram afundadas e substituidas pelos

modernos navios a prova de ratos.

Foi durante a terceira pandemia que, em 1894, o pesquisador Alexander Yersin identificou o
microrganismo causador da peste em cadaveres humanos e em ratos (Rattus rattus).
Independentemente, na mesma época, 0 pesquisador Kitasato Shibasaburd também identificou a
bactéria, que ficou conhecida como “o bacilo de Kitasato/Yersin”, no entanto, a descricdo e as
conclus6es de Yersin foram mais acuradas. Por algum tempo, a bactéria foi denominada Pasteurella
pestis, mas em 1974 com a oficializacdo do género Yersinia, passou a ser denominada Yersinia
pestis. Yersin também estabeleceu a relagdo entre os ratos e a peste, e em 1896 desenvolveu, com
auxilio de Henri Carré e Waldemar Haffkine, o primeiro anti-soro contra a doenca, que teve sua
eficacia demonstrada em 1897 por Haffkine durante um surto de peste em Bombay, India. Nesta
mesma época, 0s pesquisadores Paul Louis Simond e Masanori Ogata independentemente
descreveram o papel das pulgas na transmissdo da doenca (DRANCOURT; RAOULT, 2002;
LINGON, 2006).
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A peste chegou ao Brasil pelo porto de Santos-SP em outubro de 1899, durante a expanséo
da terceira pandemia (WHO, 1965). Inicialmente a infeccdo dispersou-se pelas cidades litoraneas
(fase portuéria), e a partir de 1907 através de ferrovias e rodovias chegou ao interior do pais
atingindo cidades, vilas e povoados (fase urbana). Campanhas profilaticas promovidas pelo
Governo Federal, que incluiam a eliminacdo de roedores e pulgas, além do tratamento e isolamento
dos doentes, e 0 crescente progresso possibilitaram sua eliminagdo das areas portuarias e urbanas,
mas ndo impediram, no entanto, que chegasse a fazendas e sitios (fase rural), onde se instalou entre
os roedores silvestres estabelecendo diversos focos naturais em varios complexos ecol6gicos
localizados desde o Cearé até o norte de Minas Gerais (0s chamados focos do nordeste) e na Serra
dos Orgéos, Rio de Janeiro (figura 1) (TAVARES et al. 2012; WHO, 1965).

Figura 1: Focos naturais de peste no Brasil.

°
Palmas

°
Campo Grande

Rio de Janeiro
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Areas de focos de peste

1. Serra da Ibiapaba 8. Serra do Formoso

2. Serra de Baturité 9. Piemonte da Diamantina

3. Chapada do Araripe 10. Chapada Diamantina

4. Chapada do Apodi 11. Planalto de Conquista

5. Serra do Triunfo 12. Foco do Vale do Jequitinhonha
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7. Planalto Oriental da Bahia 14. Serra dos Orgaos

Fonte: BRASIL, 2008.
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2.2 Realidade atual

De 1987 a 2009, cerca de 44.000 casos humanos foram registrados em 26 paises,
principalmente na Africa (Republica Democratica do Congo, Madagascar, Mogcambique, Uganda e
Tanzania), Asia (China, Vietnd, Mongolia e Cazaquistdo), e Américas (EUA, Peru, Equador e
Bolivia) (figura 2). Os numeros notificados, no entanto, podem ser considerados subestimativas da
situacdo real, principalmente devido a falta de vigilancia adequada em alguns paises e do temor do
impacto que uma notificacdo teria sobre a economia nacional (STENSETH et al. 2008; WHO,
2010).

Figura 2. Numero de casos de peste humana registrados entre 1987 e 2009.
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Fonte: WHO, 2010.

Nos focos de peste do Brasil, pequenos surtos ocorriam até meados da década de 1980,
principalmente nos estados de Pernambuco, Paraiba, Cearé e Bahia. A partir dos anos 1990 todos os
focos tenderam a quiescéncia, com excessdo dos focos da Bahia, onde foram notificados 206 casos
no periodo de 1987 a 2000 (SAAVEDRA; DIAS, 2011). Nos demais focos, a ocorréncia de casos é
rara - 0s Ultimos em 1997 e 2005 no Ceard (TAVARES et al. 2012). No entanto, apesar da auséncia
de casos humanos, as atividades de vigilancia sorologica nas areas focais tém detectado a presenca
de anticorpos contra a peste em cdes (animais sentinelas), o que sugere circulacdo permanente da
bactéria na natureza e que aqueles focos permanecem ativos (ARAGAO et al. 2009; SRP, 2012 —

Comunicacao pessoal).

A ocorréncia, em muitos paises, de periodos de siléncio caracterizados pela auséncia ou a
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ocorréncia de raros casos em humanos é comum e pode parecer indicio da erradicacdo da doenca.
Entretanto, a peste tende a reaparecer apds décadas de aparente controle e seu potencial de se
disseminar internacionalmente deve ser sempre considerado (DUPLANTIER et al. 2005; GAGE;
KOSOY, 2005; WHO 2006, 2010).

2.3 O ciclo epidemioldgico da peste

A peste € uma zoonose primordialmente de roedores, transmitida através da picada de
pulgas infectadas. O homem e outros mamiferos (cées, gatos, coelhos, caprinos e camelos) também
sdo susceptiveis a doenca e podem ser infectados, além de picada da pulga, através de mordedura,
inalacéo de aerossois, ingestdo ou contato com tecidos infectados. A ocorréncia de casos humanos,
no entanto, € considerada acidental e deve-se principalmente as suas incursdes ao ecossistema dos
roedores durante atividades de caca, agricultura e lazer, ou pela introducdo de roedores e pulgas
infectados ao habitat humano. Eventualmente a transmissdo inter-humana também pode ocorrer
(figura 3) (PERRY; FETHERSTON, 1997).

Figura 3: Ciclo epidemioldgico da peste.
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Fonte: LEAL-BALBINO et al. 2009.

O ciclo epidemiolédgico da peste € complexo e pode ser desdobrado em quatro ciclos

bioecologicos: o ciclo enzootico ocorre entre 0s hospedeiros naturais, roedores moderadamente
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resistentes. O ciclo epizoo6tico (ou silvestre) inclui a transmissao do bacilo entre roedores sensiveis,
que ao morrerem liberam suas pulgas infectadas que buscam e infectam outros hospedeiros. O ciclo
domiciliar (ou urbano) resulta do intercAmbio entre animais domésticos e humanos com roedores
silvestres infectados e/ou suas pulgas. J& a transmissdo pessoa a pessoa da origem ao ciclo
pneumonico da doenca, o qual pode resultar em grandes epidemias humanas (peste démica)
(BRASIL, 2008).

Nos focos do nordeste do Brasil, os principais roedores envolvidos no ciclo epidemiolégico
da peste pertencem aos géneros: Necromys (anteriormente Zygodontomys, Bolomys), Rattus,
Cerradomys (anteriormente Oryzomys), Galea, Thrychomys, Oligoryzomys (anteriormente
Oryzomys), Calomys. A espécie Necromys lasiurus pode desempenhar importante papel na
disseminacdo da peste devido a sua alta suscetibilidade a Y. pestis e alta capacidade reprodutiva,
podendo atingir grande densidade populacional e hospedar pulgas com capacidade transmissora
(BALTAZARD, 1968; TAVARES et al. 2012).

As pulgas participam do ciclo como vetores-reservatérios do bacilo da peste. Das 1.200
espécies de pulgas conhecidas, 55 sdo encontradas no Brasil. Nos focos do Nordeste do pais 0s
principais transmissores da peste sdo Polygenis bohlsi jordani e Polygenis tripus, parasitas dos
roedores silvestres, Xenopsylla cheopis (pulga do rato) e Pulex irritans (pulga do homem)
(TAVARES et al. 2012). As aves sdo refratarias a infecgdo pela Y. pestis, mas podem desempenhar
um papel importante na disseminacdo da doenca através do transporte de pulgas ou carcacas de
animais infectados (STENSETH et al. 2008).

2.4 A doenga

Clinicamente, a peste humana apresenta trés formas principais: bubdnica, septicémica e

pneumonica (figura 4):

A peste bubonica é a forma mais comum (98% dos casos) transmitida pelas picadas das
pulgas, com um periodo de incubagdo de dois a seis dias. O doente apresenta febre alta, calafrios,
cefaléia, mialgias, anorexia, nauseas, vomitos e dores generalizadas, e como principal caracteristica
0 bubdo (tumefacdo do linfonodo) proximo ao local onde ocorreu a picada da pulga (BRASIL,
2008).
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A peste septicémica (caracterizada pela multiplicacdo do bacilo no sangue) pode
desenvolver-se devido a contaminacao direta com culturas, secrecdes, sangue e tecidos de animais
infectados através de abrasdes da pele ou conjuntiva ocular, ou secundariamente as outras formas

clinicas ndo corretamente tratadas. Os sintomas sdo semelhantes aos de outras infec¢des sistémicas

como febre alta, dor de cabeca, mal estar, calafrios e disturbios gastrointestinais. A bacteremia
pode resultar em necrose devido ao acumulo do bacilo e suas toxinas nas extremidades dos

membros, sendo letal em 30 a 50% dos casos ndo tratados corretamente (BRASIL, 2008).

A peste pneuménica ocorre pela introducdo do bacilo através da mucosa respiratdria (peste
pneumonica primaria), ou secundariamente as formas bubdnica ou septicémica ndo tratadas. Apos
um curto periodo de incubagdo (dois a trés dias) tem-se o desenvolvimento abrupto de sintomas
como febre alta, calafrios, arritmias, hipotensdo, nauseas, vomitos, astenia e confusdo mental.
Inicialmente os sintomas pulmonares séo discretos ou ausentes, com posterior surgimento de dores
no tdrax, respiracdo curta e rapida, e expectoragdo sanguinolenta rica em bacilos pestosos. Trata-se
da forma mais grave da doenca por seu desenvolvimento répido, alta letalidade, potencial de
contagio elevado e capacidade de provocar epidemias pela transmissdo pessoa-a-pessoa. Em
qualquer das trés formas, a doenca é fatal sem tratamento rapido e intenso ap06s o aparecimento dos
sintomas (BRASIL, 2008).

Figura 4: Principais formas clinicas da peste: A. Bubdnica: seta indica bubdo axilar; B. SepticEmica: necrose nas

extremidades dos membros; C. Pulmonar: pulméo retirado de uma vitima de peste pneuménica.

Fontes: A e B - http://www.cdc.gov; C- SMITH; REISNER, 1997.

Outras formas mais raras sdo a meningea, cutanea primaria, faringea e endoftalmica. Em
oposicdo as formas graves, ha um quadro clinico oligossintomatico denominado peste benigna ou
pestis minor, caracterizado clinicamente por manifestacdes gerais leves como adenopatia discreta,
febre baixa e cura espontéanea (BRASIL, 2008).


http://www.cdc.gov/
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2.5 Diagnostico e tratamento

O diagnostico laboratorial da peste é realizado através de testes especificos que visam o
isolamento e a identificacdo da bactéria; a deteccdo da presenca de anticorpos especificos contra a
Y. pestis no soro; ou a identificacdo de genes de viruléncia caracteristicos da Y. pestis através de
técnicas moleculares (BRASIL, 2008).

O tratamento da doenca deve ser precoce e intensivo devido a gravidade e a rapidez da
evolucdo da doenca, visando deter a bacteremia e superar a toxemia. Durante as primeiras 48 horas
do tratamento recomenda-se o isolamento do paciente a fim de minimizar o risco de contaminagao

dos contatos nos casos de pneumonia (BRASIL, 2008).

Y. pestis é sensivel & maioria dos antimicrobianos, com exce¢do da penicilina e seus
derivados (cefalosporinas, cefamicinas, oxicefamicinas, carbapanemas e monobactamicos),
macrolideos (eritromicina, claritromicina, roxitromicina e miocamicina) e azalideos (azitromicina).
Os antimicrobianos de escolha para o tratamento da doenga sdo gentamicina, tetraciclinas,
cloranfenicol, fluoroquinolonas e sulfonamidas. Na década de 1990 duas cepas multiresistentes
foram isoladas de pacientes em Madagascar (GALIMAND et al. 1997; GUIYOULE, 2001), e ha

registro da existéncia de cepas resistentes as quinolonas na Russia (INGLESBY et al. 2000).

As primeiras vacinas desenvolvidas contra a peste eram produzidas com culturas de cepa
total: a USP ou Killed Whole-Cell (KWC) utilizava a cepa virulenta 195/P inativada pela formalina
(formol killed vaccin); outra, utilizava a cepa EV-76 avirulenta pela perda do fenotipo pigmentacao
ou delecdo do loco Pgm. Apesar de proteger contra a forma bub6nica da doenca, estas vacinas sao
pouco eficazes contra a forma pneumonica, além de produzirem sérios efeitos colaterais, e 0 seu uso
foi interrompido nos EUA desde 1999 (KENNETH; CURTISS I11, 2011).

Novas vacinas, recombinantes, com anticorpos contra antigenos especificos da Y. pestis
(F1V ou rF1V, e rV10), se encontram em fase clinica de teste (KENNETH; CURTISS Iil, 2011).
Derbise et al. (2012) desenvolveram uma vacina oral (V674pFl) com uma cepa de Y.
pseudotuberculosis atenuada pela delecdo da ilha de alta patogenicidade (HPI) e de dois genes
(psaA - codifica antigeno do pilus e yopK - codifica a proteina efetora YopK do sistema de secrecao
do tipo Il1) capaz de produzir o antigeno capsular F1, pela introducéo do operon caf. Em testes com

animais a V674pF1 confere alta protecdo contra a peste pneumaénica.
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2.6 Prevencdo e controle

No Brasil, a vigilancia da peste € realizada pelos municipios nas areas pestosas, sob a
orientagdo da Secretaria de Vigilancia em Saldde (SVS) e baseia-se em inquéritos soroldgicos
(busca por anticorpos antipestosos) em animais sentinela (cdes domésticos) das areas de foco e,
eventualmente, analises bacterioldgicas para pesquisa da Y. pestis em visceras de roedores e em
pulgas (BRASIL, 2008). Por exigéncia do Regulamento Sanitario Internacional (RSI), a vigilancia

também deve ser mantida nos portos e aeroportos internacionais (WHO, 2008).

O controle dos casos de peste nas areas de focos é realizado através de medidas que evitem o
acesso de roedores e suas pulgas aos locais frequentados pelas pessoas. Indica-se a utilizacdo de
inseticidas para eliminacdo das pulgas, e medidas de anti-ratizacdo como destruicdo de possives
abrigos e alimentos dos roedores (BRASIL, 2008).

Os conhecimentos cientificos e tecnoldgicos ainda ndo sao suficientes para erradicar a peste,
uma vez que seu agente etiologico permanece firmemente arraigado nos focos naturais e em seus
hospedeiros roedores, 0 que determina a importancia da manutencdo de uma vigilancia constante e
ativa. E de suma importancia a orientacdo das comunidades quanto a gravidade da doenca, seus
aspectos epidemiologicos, econdémico-sociais e de sua prevencdo, induzindo-as a agir com seus

préprios meios na ado¢do de atitudes conducentes a saide (SAAVEDRA,; DIAS, 2011).

2.7 Yersinia pestis

Em microscopia Otica, a Y. pestis apresenta a forma de bacilos curtos e ovdides (0,5-0,8 um
de didmetro x 1-3 pum de comprimento) mais claros no centro com as extremidades escuras
(coloracao bipolar), isolados, em pequenas cadeias ou em aglomerados (figura 5), mas a bactéria
possui importante pleomorfismo podendo se apresentar em forma de anel, cocoide, bacilos longos
espessos ou afilados (BRASIL, 2008).

A bacteéria é aerobia ou anaerobia facultativa, imdvel a 28°C e a 37°C, ndo forma esporos e
cresce em meios comuns (brain heart infusion - BHI, blood agar base - BAB e luria-bertani - LB),
com temperatura 6tima de crescimento de 28°C e pH entre 7,4 e 7,6. A bactéria ndo sobrevive bem

saprofiticamente, sendo destruida rapidamente pela luz solar ou temperaturas acima de 40°C, no
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entanto, pode permanecer viavel em materiais como escarros, fezes de pulgas e tecidos protegidos

(como a medula 6ssea) principalmente quando em baixas temperaturas (BRASIL, 2008).

Figura 5: Yersinia pestis em tecido sanguineo, corada pelo método de coloracdo diferencial de Wayson. As setas

apontam os bacilos.

Fonte: http://www.cdc.gov

O género Yersinia (composto por 17 espécies) inclui além da Y. pestis, agente causador da
peste, 0s enteropatdgenos Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis, e outras espécies ndo
patogénicas (ambientais): Y. intermedia, Y. frederiksenii, Y. aldovae, Y. rohdei, Y. bercovieri, Y.
mollaretii, Y. aleksiciae, Y. massiliensis, Y. similis, Y. entomophaga, Y. nurmii e Y. pekkanenii. A
especie Y. kristensenii pode causar doenca (enteropatdgeno) principalmente em imunodeprimidos.
A Y. ruckeri € um patégeno de peixes, e sua inclusdo no género Yersinia ainda é controversa
(MERHEJ et al. 2008; MURROS-KONTIAINEN et al. 2010a, 2010b; PERRY; FETHERSTON
1997; SPRAGUE et al. 2008; SULAKVELIDZE, 2000).

2.8 Caracteristicas do genoma

O genoma da Y. pestis (figura 6) é composto por um cromossomo de aproximadamente
4.650 kilobases (kb) e trés plasmidios prototipicos: pPst ou pCP1 (9.5 Kb), pFra/Tox ou pMT1 (100
Kb) e pYV ou pCD1 (70 Kb) (PERRY; FERTHERSTON, 1997). Cepas atipicas, sem a presenca

do pPst foram encontradas em focos de peste da regido do Caucaso (entre Europa e Asia)


http://www.cdc.gov/
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(FILIPPOV et al. 1990); e contendo um pequeno plasmidio criptico adicional, PYC, de 5,9 Kb em
focos da China (DONG; LINDLER; CHU, 2000). Nas cepas do nordeste do Brasil Leal et al.
(2000) encontraram DNA plasmidial extra e cepas curadas de algum plasmidio. A presenca de
plasmidios de resisténcia a antibiéticos foi encontrada em duas cepas isoladas de pacientes em
Madagascar (GUIYOULE et al. 2001).

Figura 6: Esquema representativo do genoma de uma cepa tipica de Yesinia pestis.
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Fonte: Cedido por Leal-Balbino, T.C.

No cromossomo, ha uma regido de 102 kb, o loco Pgm, dividida em dois segmentos fisica e
funcionalmente distintos: (1) segmento de captacéo de ferro, uma ilha de alta patogenicidade (HPI)
que permite a bactéria captar o ferro através de um sideroforo especifico (Yersiniabactina); (2)
segmento de pigmentacdo (hms), responsavel pelo fenétipo de pigmentacdo (Pgm+) das colbnias
em meios de cultura contendo hemina ou homdlogos como o pigmento vermelho Congo e
relacionado a transmissdo da Y. pestis pelas pulgas (CARNIEL, 2001; HINNEBUSCH; PERRY;
SCHWAN, 1996).

O plasmidio pYV ou pCD1 existe nas trés espécies de Yersinia patogénicas e €
indispensavel para a viruléncia das cepas. Esse plasmidio possui varios operons que codificam um
sistema de secrecdo do tipo Il (TTSS), um conjunto de proteinas efetoras, as Yops (Yersinia outer
proteins) - responsaveis pela sobrevivéncia e multiplicacdo bacteriana nos macrofagos - e uma
regido dependente de célcio, lcr (low calcium response) reguladora das Yops e que contém o gene
que codifica o antigeno V (CORNELIS, 2000).

O plasmidio pPst, ou pCP1, é especifico da Y. pestis, e contém o0s genes da pesticina (pst),

da proteina de imunidade a pesticina (pim) e o ativador do plasminogénio (pla). Este plasmidio é


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dong%20XQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10686133
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lindler%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10686133
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FRANCA, C.T. Caracterizacdo estrutural dos locos CRISPR em cepas brasileiras de Yersinia pestis 22

importante para disseminacdo da bactéria no organismo do hospedeiro a partir do sitio da picada da
pulga (HINNEBUSCH et al. 2003; PERRY; FETHERSTON, 1997).

O plasmidio pFra/tox ou pYMT codifica uma fosfolipase D (toxina murina ou YMT),
envolvida no processo de colonizacdo das pulgas, e possui um operon que codifica as unidades
estruturais da proteina capsular F1 e as proteinas responsaveis pela montagem e regulacdo da F1. A
F1 é uma glicoproteina com atividade antifagocitica e altamente imunogénica para os mamiferos,

sendo, por isso, a maioria dos testes de diagnostico baseados na detecgdo de anticorpos anti-F1, do

antigeno F1 ou do gene estrutural das sub-unidades da F1, o cafl (ANISIMOV; LINDLER; PIER
2004; DU et al. 2002; HINNEBUSH et al. 2002).

2.9 Os locos CRISPR

Presentes em diferentes nimeros de copias no cromossomo e plasmidios nas archeas e
bactérias, os locos CRISPR sdo uma classe de sequéncias repetitivas separadas por regies
espacadoras geralmente adquiridas de elementos genéticos exdgenos. Os locos CRISPR foram
identificados como um arranjo de DNA repetitivo primeiramente em Escherichia coli K12
(ISHINO et al. 1987), recebendo a denominacdo CRISPR apenas em 2002 (JANSEN et al. 2002).

Cada loco CRISPR é constituido por conjuntos de motivos, sendo cada motivo formado por
uma repeticdo direta ou DR (Direct Repeat) de aproximadamente 24 a 47 pares de base (pb),
seguida por uma sequéncia espagadora. Em uma das extremidades do loco existe uma DR truncada,
denominada degenerada, e na extremidade oposta uma sequéncia Lider, rica em A-T, que parece
funcionar como o sitio promotor da transcri¢do. A figura 7 mostra um esquema representativo da
organizagdo dos locos CRISPR (JANSEN et al. 2002; MOJICA et al. 2000).
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Figura 7: Esquema representativo dos locos CRISPR. Sequéncia lider em azul claro, repeticbes diretas (DR) em
amarelo, e sequéncias espacadoras em diferentes cores.
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Fonte: Adaptado de http://crispr.u-psud.fr/crispr

Comparacdes entre os locos CRISPR de diferentes espécies mostraram que as DRs séo
idénticas em um determinado loco, porém podem possuir sequéncias diferentes em cada loco. Ja as
sequéncias espacadoras variam em relacdo a sequéncia de nucleotideos e ao nimero e a ordem em
que se encontram em cada loco (JANSEN et al. 2002).

Em associagdo com as proteinas Cas (CRISPR associated protein), os locos CRISPR
formam um sistema imunoldgico adaptativo que protege a bactéria contra fagos e plasmidios, além
de participar de atividades regulatérias a nivel transcricional (AL-ATTAR et al. 2011). O
mecanismo completo de defesa através do complexo CRISPR/Cas compreende trés etapas,
conforme mostrado na figura 8: a adaptacdo do loco CRISPR (i) ocorre ap6s a infec¢do e
compreende a integracdo de uma pequena sequéncia do DNA exdgeno na forma de um novo
espacador ao loco CRISPR, processo promovido pelas proteinas Cas. Quando ocorre expressao do
loco CRISPR (ii) o transcrito primario é processado em pequenos RNAs, denominados crRNAsS,
também por acdo de proteinas Cas. Numa segunda exposi¢cdo ao mesmo DNA exogeno (iii) o
complexo formado pelos crRNA recém formados e outras proteinas Cas, denominado CASCADE
(CRISPR Associated Complex for Antiviral Defense) promove a inativacdo do DNA exogeno,
evitando a infeccdo (BHAYA; DAVISON; BARRANGOU, 2011; OOST et al. 2009).


http://crispr.u-psud.fr/crispr
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Figura 8. Esquema do mecanismo de defesa baseado no complexo CRISPR/Cas. (i) processo de adaptacdo apds a
invasdo do DNA exodgeno; (ii) expressdo do loco CRISPR e processamento do crRNA; (iii) defesa contra o DNA
exogeno através do reconhecimento do DNA pelo complexo crRNA/Cas. DRs representados em triangulos e

espacadores em retangulos. L: sequéncia Lider.
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Fonte: Adaptado de OOST et al. 2009.

Em Staphylococcus epidermidis diferencas no pareamento entre o crRNA e a sequéncia do
DNA exo6geno, comparado ao pareamento que ocorre entre 0 crRNA e a sequéncia homdloga na
forma de espacador existente no loco CRISPR permitem a bactéria discriminar a sequéncia prépria
da exdgena, desencadeando o processo de defesa e evitando reacdes auto-imunes. A figura 9 ilustra
um pareamento incompleto entre o0 crRNA e o DNA exdgeno, o que desencadeia 0 processo de
defesa por meio da acdo do complexo CASCADE. Ja a mesma sequéncia na forma de espacador é
flanqueada por DRs, possibilitanto um pareamento completo e evitando a acdo do complexo de
defesa (MARRAFFINI; SONTHEIMER 2010).
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Figura 9. Modelo geral de prevencdo auto-imune do complexo CRISPR/Cas. (A): reconhecimento apenas das

sequéncias espacadoras. (B): reconhecimento da sequéncia espacadora e porcdes das DRs.
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Fonte: Adaptado de MARRAFFINI; SONTHEIMER, 2010.

No cromossomo da Y. pestis existem trés locos CRISPR denominados YP1, YP2 e YP3 por
Pourcel; Salvignol; Vergnaud (2005), e YPa, YPb e YPc por Cui et al. (2008). Estes locos possuem
localizacdo fisica varidvel (figura 10), podendo ser encontrados em diferentes posi¢cdes do
cromossomo devido a rearranjos ocorridos no DNA da bactéria. De acordo com Cui et al. (2008), a
organizacdo e distribuicdo dos espacadores nas cepas de Y. pestis esta relacionada com a regido e

foco de peste, permitindo a construcdo de uma hipdtese microevolutiva dos isolados.

Figura 10. Figura esquematica das diferentes localizagbes dos locos CRISPR no cromossomo de cepas de Yersinia
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Fonte: CUI et al. 2008.
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Seis genes cas ja foram identificados proximos ao loco YPa (casl, cas3, csyl, csy2, csy3,
cas6f), pertencentes ao subtipo Ypest, definido por Haft et al. (2005), porém nenhum relacionado
aos locos YPb e YPc (CUI et al. 2008). Segundo Grissa; Vergnaud; Pourcel (2007) os locos YPb e
YPc sdo secundarios e derivados do loco YPa, que possui e provém toda “maquinaria” necessaria
para a atividade dos demais locos. De acordo com Pourcel; Salvignol; Vergnaud (2005), a evolucéo
dos locos CRISPR pode ocorrer através de trés eventos: supressées aleatorias de um ou mais

espacadores; adi¢Oes, de forma polarizada, de novos motivos e duplicacdo de espacadores.

Embora o funcionamento do complexo CRISPR/Cas ainda ndo seja completamente
compreendido, pesquisas tem utilizado esta regido para estudos de resisténcia bacteriana a fagos
(HORVARTH et al. 2009), controle da disseminagdo de genes via transferéncia plasmidial
(NOZAWA et al. 2011; PALMER; GILMORE 2010), genotipagem de cepas (ABADIA et al. 2010;
CADY; O’TOOLE, 2011; CUI et al. 2008; MOKROUSOV et al. 2009; RIEHM et al. 2012) e
dindmica populacional microbiana (ANDERSSON; BANFIELD 2008; REZZONICO; SMITS;
DUFFY, 2011).

Em estudos filogenéticos e de tipagem molecular, a analise dos locos CRISPR é baseada na
identificacdo de polimorfismos em cada loco como resultado de eventos de adicdo, delecdo, ou
duplicacdo que ocorrem devido a exposicdo dos microrganismos a fagos e elementos
extracromossomais presentes no ambiente. O conteudo e a variabilidade dos locos CRISPR, mesmo
em cepas intimamente relacionadas, provéem uma base genética para tipagem (BARRANGOU;
HORVATH, 2009). Em Y. pestis, a localizacdo cromossdmica e a estabilidade genética destas
regides favorecem seu estudo (HORVATH et al. 2008).
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RESUMO

A caracterizacdo geneética das cepas de Yersinia pestis, agente causador da peste, tem
importancia para a epidemiologia molecular, vigilancia dos focos e microbiologia forense. Analises
por técnicas moleculares de alta resolu¢do podem gerar dados que permitirdo a comparacéo global
das cepas dispensando o intercambio de culturas dessa bactéria classificada no nivel 3 de risco
bioldgico e classe A de bioterrorismo. Neste trabalho, trés locos CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) YPa, YPb e YPc, foram analisados por PCR e
sequenciamento em cepas brasileiras de Y. pestis. Foi observado que todas as cepas possuem o0s trés
locos, e 19 novas sequéncias espacadoras, exclusivas das cepas analisadas, foram identificadas. Pela
distribuicdo dos espacadores nos trés locos foram identificados 20 perfis genotipicos (P1-P20) entre

as 98 cepas analisadas e foi observada uma correlagdo entre a presenca dos espacadores e a origem
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geogréfica das cepas. Entre os perfis genotipicos o P1 revelou-se o mais distribuido
geograficamente e ao longo do tempo, encontrado nas cepas originadas de todos os focos e todo o
periodo em que foram obtidas. Os outros perfis agruparam menor nimero de cepas, a maioria
especifica de uma cepa de um determinado foco. Em conclusdo, as caracteristicas especificas
encontradas nos locos CRISPR das cepas brasileiras podem ser atribuidas a microevolugdo da

bactéria devido a exposicdo a fagos e outros DNAs exdgenos nos diferentes ambientes.

Palavras-chave: sequéncias espagadoras, focos de peste, microevolucéo.

ABSTRACT

Genetic characterization of Yersinia pestis strains, the causative agent of plague, is
important to molecular epidemiology, surveillance and forensic microbiology. High resolution
molecular technique analysis generate data as to allow combination and comparison of strains,
avoiding cultures exchange of this dangerous bacteria level 3 biosafety and class A biohazard. In
this work, three CRISPR loci (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) YPa,
YPb and YPc were analyzed by PCR and sequencing in Y. pestis Brazilian strains. It was observed
that all strains have the three loci, and 19 new spacers, exclusive from the studied strains, were
identified. According to the spacers’ distribution in the three loci, 20 genotypes (P1-P20) were
identified among the 98 strains analyzed, and a correlation was observed between the spacers’
presence and geographical origin of strains. The P1 genotype was the most distributed spatially, in
strains originated from all foci, and during the period which the strains were obtained. The other
genotypes grouped fewer strains, mostly a single strain from one specific focus. In conclusion, the

specific characteristics of CRISPR loci found in Brazilian strains can be assigned to the Y. pestis
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microevolution due to the exposure to phages and other exogenous DNAs in different

environments.

Key words: spacers, plague foci, microevolution.

Financiamento: Servico Nacional de Referéncia em Peste do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhées (SRP / CPqAM-FIOCRUZ/PE) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnoldgico (CNPq), Edital MCT / CNPq 14/2009 - Universal, Processo N ° 482694/2009-2.

INTRODUCAO

Yersinia pestis € uma bactéria gram-negativa da familia Enterobacteriacae e agente causador
da peste, uma doenca primaria de roedores transmitida usualmente por pulgas, que pode infectar os
seres humanos e outros mamiferos (Perry & Fetherston 1997).

Admite-se que a Y. pestis evoluiu da Yersinia pseudotuberculosis cerca de 1.500 - 20.000
anos atras, antes da primeira pandemia ocorrida no inicio da era Cristd. A partir do Planalto Centro
Asiatico, por meio de duas pandemias - a segunda na Idade Média e a terceira, contemporanea - se
disseminou pelo mundo (Acthman et al. 1999; Perry & Fetherston 1997).

Baseado em dados historicos e epidemioldgicos, e na analise dos resultados de reacGes de
fermentacdo de Glicerol e reducdo de Nitrato em Nitrito em cepas de colecdo, Devignat (1951)
identificou 3 variedades geograficas ou biovares - Antiqua, Mediaevalis e Orientalis ou Oceénica,
0s quais associou a cada uma das pandemias. Trabalhos mais recentes subdividem a Y. pestis em
biovares agrupados nas subespécies pestis (0s 3 biovares classicos) em microtus (ou pestoides) que
agrupa os biovares Caucasica, Ulegeica, Altaica, Hissarica, e Talassica, encontrados nos focos da

antiga Unido Soviética, na sua maioria ndo patogénicos para humanos (Anisimov et al. 2004), além
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de Xilingolensis e Qinghaiensis dos focos da China (Li et al. 2009). A nomenclatura dos focos
naturais dos diversos paises e da sub-tipagem das cepas de Y. pestis ainda ndo estd uniformizada
(Anisimov et al. 2004; Li et al. 2009).

Introduzida no Brasil em 1899 por via maritima pelo porto de Santos-SP, durante a Gltima
pandemia originada na China, a peste dispersou-se por via terrestre pelas cidades do interior e
finalmente fixou-se entre as espécies de roedores autdctones em varios complexos ecoldgicos,
constituindo os chamados focos do Nordeste (Serras da Ibiapaba, Baturité, Triunfo, do Espinhaco,
Chapadas do Araripe, da Diamantina e Planalto da Borborema) e o da Serra dos Orgaos, no Rio de
Janeiro (Tavares et al. 2012; WHO 1965).

Atualmente, a peste persiste arraigada em numerosos focos naturais em todos os continentes,
exceto Oceania, com aparente tendéncia de aumento do nimero de casos e dispersdo geogréfica. A
analise das ocorréncias mostra que ela pode reaparecer apds longos periodos sem novos casos, e a
facilidade de locomocé&o favorece o transporte de infectados para areas indenes, podendo gerar uma
situacdo de emergéncia internacional (Stenseth et al. 2008; WHO 2010). O Regulamento Sanitario
Internacional (RSI) determina a manutencdo de servicos de vigilancia contra doencas que possam
repercutir no intercambio internacional - entre elas a peste pneuménica - e a notificacdo imediata a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) sobre a ocorréncia de casos dessas doengas (WHO 2008).

Os resultados de estudos por técnicas moleculares de alta resolucdo como as analises de
Single Nucleotide Polymorphism (SNP), Multiple-Locus Variable-Number Tandem Repeat (VNTR
ou MLVA), e das sequéncias Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(CRISPR) em cepas de peste dos diversos focos do mundo tém fornecido dados importantes para
compreensdo da evolucao temporal e da disseminacdo mundial da bactéria (Cui et al. 2008; Li et al.
2009; Moreli et al. 2010; Pourcel et al. 2004; Pourcel et al. 2005; Riehm et al. 2012; Vogler et al.

2011). A organizacdo de um banco de dados global sobre as caracteristicas das cepas permitira a
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combinacdo e comparacdo, dispensando o intercdmbio e o transporte de culturas dessa bactéria
classificada no nivel 3 de risco bioldgico e classe A de bioterrorismo.

No presente trabalho, trés locos CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) YP1, YP2 e YP3 (Pourcel et al. 2005) ou YPa, YPb e YPc (Cui et al. 2008)
foram analisados em cepas brasileiras de Y. pestis (biovar Orientalis) (Tavares et al. 2012) por meio

de amplificagdo por PCR e sequenciamento dos amplicons.

MATERIAIS E METODOS

Cepas estudadas e condigdes de cultura - Neste estudo foram analisadas 98 cepas de Y.
pestis (biovar Orientalis) obtidas da colecdo Fiocruz-CYP, mantida pelo Servico Nacional de
Referéncia em Peste (SRP) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes - FIOCRUZ/PE (tabela 1).
Foram selecionadas cepas representativas de cinco focos de peste do Nordeste do Brasil isoladas de
pacientes, roedores hospedeiros e pulgas vetores no periodo de 1966 a 1997. As cepas sao
identificadas como P (peste), local de isolamento ou origem (Exu, CE ou PB), nimero de ordem do
isolamento (Almeida et al. 1985, 1989). As culturas originais de algumas amostras foram
substituidas por subcultivos que estdo identificados como 1S ou 2S, referente ao subcultivo. As
cepas sao conservadas em tubos de gelose peptonada a +4°C no Laborato6rio de Biosseguranca Nivel
3 (NB3), e para este trabalho foram reativadas por semeio em caldo Brain Heart Infusion (BHI -
HIMEDIA), incubadas a 28°C durante 18-24h e em seguida crescidas em Blood Agar Base (BAB -
HIMEDIA) a 28°C por 24-72h. A confirmacdo da identificacdo e da pureza das colonias foi
realizada em placas de BAB a partir de culturas individuais das colonias crescidas em caldo,

utilizando o bacteriofago especifico antipestoso (Karimi 1978).
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Extracdo do DNA - A extracdo do DNA gendmico foi realizada pela técnica de lise térmica baseada
em Keim et al. (2000). Para cada cultura, uma alga de colonias crescidas em BAB foi ressuspendida
em 200ul de TE 10:1 (10mM de Tris-HCI pH 8.0; 1mM de EDTA) e submetida & fervura em
banho-maria por 20 minutos, seguido por resfriamento a temperatura ambiente por 5-10 minutos e
centrifugacdo a 14.000rpm por 2-3 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para novos tubos

e estocado a -20°C para as analises.

Amplificacdo dos locos CRISPR e da sequéncia Lider - Y. pestis possui trés locos CRISPR: YPa,
YPb, YPc alias YP1, YP2, YP3 cada loco composto por uma sucessdo de motivos formados por
repeticOes diretas (DR, Direct Repeat) de 28 pares de base (pb) e sequéncias espagadoras de 31 a
33pb. Geralmente o loco comega com uma DR degenerada ou truncada e na extremidade oposta

encontra-se uma sequéncia Lider, sitio promotor da transcricdo (Vergnaud et al. 2007).

Para amplificacdo dos locos CRISPR por PCR foram usados os primers descritos por
Pourcel et al. (2005) e para amplificacdo da sequéncia Lider os primers desenhados para este estudo
por meio dos programas Primer 3 (Rozen & Skaletsky 2000) e AutoDimer (Vallone & Butler
2004): CRISPR YPa Foward (5’-GGGGGAGACATATTTATAGGC-3’), CRISPR YPb Foward
(5’-GGTTCAGGGGAGTGGTTATC-3) e CRISPR YPc Foward (5°-
ACCGGATAGCGGATAATGC-3’), usando como Reverse as sequéncias descritas como Forward

em Pourcel et al. (2005).

As reacOes foram preparadas em um volume final de 25ul por tubo, contendo 20ng de DNA
gendmico, 20pmol de cada primer, 50mM de tamp&o (pH 8), 0,16mM de cada desoxinucleotideo
trifosfato, 1,5mM de MgCl,, 1U da enzima TagDNA polimerase (Invitrogen, Brasil). As
amplificagdes foram realizadas segundo Le Fléche et al. (2001), e em todas foi incluido um controle

negativo contendo apenas a mistura da reagdo sem adicdo de DNA.


http://jura.wi.mit.edu/rozen/

FRANCA, C.T. Caracterizacdo estrutural dos locos CRISPR em cepas brasileiras de Yersinia pestis 38

A confirmagéo dos produtos amplificados foi realizada por eletroforese em gel de agarose
1,0% corado com SYBR Safe (Invitrogen, Brasil), com o uso do marcador de peso molecular 100bp
DNA ladder (Invitrogen, Brasil), visualizagdo em luz ultravioleta e digitalizagéo pelo software ID

image analysis 3.5 (Kodak Digital Science, EUA).

Purificagdo e sequenciamento - Os amplicons gerados por PCR foram purificados usando o kit
purelink PCR purification (Invitrogen, Brasil) seguindo as recomendacdes do fabricante. A
quantificacdo do DNA purificado foi realizada no NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). O
sequenciamento foi realizado com os mesmos primers da PCR, usando o Bigdye Kit (Applied
Biosystems) no sequenciador automatico ABI 3100 de 16 capilares (Applied Biosystems) pelo
Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas do CPgAM - FIOCRUZ/PE. Cada amplicon foi sequenciado

em triplicata.

Analise dos locos CRISPR - As sequéncias foram montadas e analisadas usando os softwares
SegmanTM Il e MegAlignTM expert sequence analysis (DNASTAR, Inc); o alinhamento mdaltiplo
das DRs foi feito por meio do MEGA 4.0 (Tamura et al. 2007); e a analise do conteudo GC pelo
Gene Runner 3.05 (Hastings Software, Inc). A estrutura completa de cada loco foi comparada com
dados depositados no CRISPRFinder (Grissa et al. 2007), com pesquisa de sequéncias homdlogas
no banco de dados do NCBI por meio do BLASTn (Altschul et al. 1997). Os locos CRISPR
descritos para a cepa CO92 por Pourcel et al. (2005) foram usados como padrdo para organizacdo
dos locos das amostras estudadas. A nomenclatura dos novos espagadores identificados neste estudo

esta de acordo com a nomenclatura internacional (Cui et al. 2008 e Riehm et al. 2012).
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RESULTADOS

Amplificacdo dos locos CRISPR - Houve amplificacdo dos trés locos CRISPR nas 98 cepas
analisadas. O loco YPa, gerou seis alelos de 449 a 630 pb, o YPb quatro, de 271 a 392 pb e 0 YPc
apenas um, de 331 pb. O nimero de motivos [compostos de uma DR e um espagador], variou de
sete a 10 no loco YPa e de quatro a seis no YPb. O loco YPc apresentou apenas trés motivos em

todas as cepas (figura 1).

Repeticbes diretas (DRA) e sequéncia Lider - As DRA dos trés locos apresentam sequéncia de
nucleotideos idéntica, com 28 pb: 5’-TTTCTAAGCTGCCTGTGCGGCAGTGAAC-3’ . Em cada
loco foi encontrado um tipo de DR degenerada: YPa 5’-
TTTGATTATTGCCTGTGCGGCAGTGAAC-3’; YPb 5’-TCTATAAGCTGCCTGTGCGGCAGT
GAAC-3’; YPc 5’-TTATTGGGCTGCCTGTGCGGCAGTGAAC-3’ que diferem de trés a seis
nucleotidios em relacdo as DRA. A quantidade de DRs no loco YPa variou de 8 a 11 por cepa, e ho
YPb de5a7. 0 loco YPc foi composto por 4 DRs em todas as cepas analisadas (figura 1).

As sequéncias Lider de todos os locos das cepas analisadas possuem a mesma sequéncia

nucleotidica composta de 200 pb.

Sequéncias espacadoras - A excecdo de duas cepas, todas as demais apresentaram 0 mesmo
conjunto de espacadores: “ala2a3a5a6a7a8” no loco YPa, “b1b2b3b4b5” no YPb e “clc2¢3” no
YPc. Na cepa P.Exu540 foi observada delegdo do espagador “a2” e na P.Exu803 do espacador “b3”.
Neste estudo, 19 novos espacadores foram identificados: 15 no loco YPa (nomeados a89-al103) e
quatro no loco YPb (nomeados b50-b53); nenhum novo espacador foi identificado no loco YPc
(figura 1). O conteudo percentual de GC médio observado nos novos espacadores foi de 43%. Nove
(47,4%) sédo similares a sequéncias virais, quatro (21,0%) a sequéncias plasmidiais e seis (31,6%) a

sequéncias cromossomais (tabela Il).
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Distribuicdo dos espagadores pela origem geografica das cepas - Foi observada uma correlacéo
entre a presenca dos novos espacadores nos locos YPa e YPb e a origem geogréfica das cepas
analisadas: no loco YPa, um espacador (a89) é especifico das cepas da Serra da Ibiapaba-CE, 11
(91, a92, a93, a%4, a95, a96, a97, a98, a99, al00, al0l e al02) da Chapada do Araripe-PE, e um
(a103) do Planalto da Borborema-PB. No loco YPb, dois espagadores (b50 e b52) sdo especificos
das cepas da Chapada do Araripe-PE, um (b51) da Serra do Baturité-CE, e um (b53) do Planalto da

Borborema-PB.

Perfis genotipicos - A observagdo do arranjo dos espagadores presentes nos trés locos das 98 cepas
analisadas possibilitou agrupa-las em 20 perfis genotipicos, denominados neste estudo P1 a P20.
Sessenta e oito (69,4%) das cepas foram agrupadas no perfil P1, sete (7,1%) no P13, quatro (4,1%)
no P14 e trés (3,1%) no P18. Os demais perfis foram encontrados em uma Unica cepa de um foco

(tabela ).

Distribuicdo temporal dos perfis genotipicos - O perfil P1 (69,4% das cepas) foi encontrado em
cepas de todo o periodo de estudo: 1966 a 1997. Dez (62,5%) das 16 cepas isoladas de uma
epizootia em uma localidade na Chapada do Araripe-PE em 1967 e 16 (88,9%) das 18 cepas de um

surto de peste no Planalto da Borborema-PB em 1986 foram agrupadas neste perfil (tabela I).

Os demais perfis, agrupando menor numero de cepas, foram identificados em cepas de

diferentes anos em todos os focos, exceto os de Triunfo-PE e da Bahia (tabela I).

Distribuicdo geogréafica dos perfis genotipicos - O perfil P1 foi o mais disseminado
geograficamente, presente em todos os focos estudados, inclusive na Unica cepa analisada do estado

da Bahia e todas as cepas do foco de Triunfo-PE (tabela I).
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O perfil P13 (7,1% das cepas) foi encontrado apenas em cepas da Serra da Ibiapaba-CE; o
P18 (3,1% das cepas) na Serra do Baturite-CE; e 0 P14 (4,1% das cepas) nos dois focos do Ceara

(trés da Serra do Baturité e uma da Serra da Ibiapaba).

Os demais perfis sdo exclusivos de uma cepa de cada foco especifico (tabela 1). A

distribuicdo dos perfis pelos diferentes focos € mostrada na figura 2.

Distribuicdo dos perfis genotipicos por fonte de isolamento - o P1 agrupou cepas isoladas de
humanos (17), roedores das espécies Necromys lasiurus (26), Rattus rattus (9), Oryzomys subflavus
(7), Oligoryzomys eliurus (1) e Holochilus sciureus (1), e de pulgas das espécies Polygenis bolhsi
jordani (4), Xenopsylla cheopis (1) e Pulex irritans (1). O P13 também agrupou cepas isoladas de
humano (1) e de roedores N. lasiurus (4), Calomys calosus (1) e sem identificacdo, e o P14 agrupou
cepas isoladas de humanos (2) e de roedor C. calosus (1) (tabela I). Os demais perfis sdo especificos

de cepas de uma unica fonte (cinco de humanaos, oito de roedores e trés de pulgas).

DISCUSSAO

Os conhecimentos sobre a estrutura das populagbes da Y. pestis e sua disperséo e
microevolucdo apo6s sua entrada no Brasil sdo ainda incipientes. Os resultados das analises
realizadas no presente estudo nos trés locos CRISPR de cepas representativas dos diversos focos de
peste do Nordeste do Brasil revelaram novos aspectos das cepas brasileiras.

Todas as cepas analisadas nesse estudo possuem os trés locos (YPa, YPb e YPc) e como
observado por Pourcel et al. (2005) em amostras dos trés biovares classicos, de diversas origens
geogréficas, o loco YPa revelou-se o mais polimorfico, seguido pelo YPb. O polimorfismo do loco

YPa foi também observado por Cui et al. (2008) nas cepas de focos da Asia Central.
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Pela comparacdo com a cepa CO92 (Pourcel et al. 2005) foi observado que 69,4% (n=68)
das cepas brasileiras apresentam a mesma composi¢cdo e nimero de motivos (01 DR + 01
espacador) da padrdo (C092) e 30,6% (n=30) possuem diferencas na composi¢cdo e nimero de
motivos. Segundo Pourcel et al. (2005), a evolucdo dos locos CRISPR pode ocorrer por meio
supressOes aleatorias de um ou mais espacadores; adicGes, de forma polarizada, de novos motivos e
duplicacdo de espacadores. Dois desses mecanismos (adicdo e supressdo de motivos) podem
justificar as diferencas na composicdo e nimero de motivos nas cepas analisadas, resultantes do
acréscimo ou da perda de motivos proximos a extremidade adjacente a sequéncia Lider. As
incorporacOes e perdas de motivos nos locos YPa e YPb sugerem que estes locos se encontram
ativos e a auséncia de alteracdes no loco YPc sugere inatividade. Eventos semelhantes, adigdes e
deleces de motivos, também foram observados em cepas de focos do leste europeu, Africa, Asia e
EUA por Pourcel et al. (2005) e focos da Asia Central por Cui et al. (2008).

Os dois tipos de DR (DRA e DR degenerada) da cepa CO92 (Pourcel et al. 2005) e 18 dos
137 espacadores depositados no GeneBank foram também encontrados nas cepas brasileiras
analisadas. Adicionalmente 19 novos espacadores ainda ndo descritos foram identificados: 15 no
loco YPa e quatro no YPb. Segundo Pourcel et al. (2005) novos espacadores ndo sao sintetizados de
novo, resultam de incorporacéo, sendo copias de sequéncias de DNA exdgeno ao qual a bactéria foi
exposta. O contetdo GC% médio dos novos espacadores identificados nas cepas deste estudo, cerca
de 4,7% inferior ao GC% do genoma da cepa CO92 (Pourcel et al. 2005), e a similaridade
observada com sequéncias depositadas em bancos de dados permite supor que tiveram origem de
sequéncias virais, plasmidiais e cromossomais (tabela 2). Ndo é possivel descartar a possivel
incorporacdo de DNA plasmidial ao DNA cromossomal, evento ja observado em algumas cepas de

Y. pestis durante estocagem prolongada (Leal et al. 2000).
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Nos estudos em cepas de Y. pestis de focos da Asia Central Cui et al. (2008) observaram que
existe uma correlacdo entre a distribuicdo dos espacadores nos locos e a origem geogréafica das
cepas. Segundo esses autores 0s espacadores mais proximos da sequéncia Lider foram os adquiridos
mais recentemente e sdo especificos de cada foco e, por isso, foram denominados Espacadores
Regido-Especifica ou RSSs (Region-Specific Spacer), enquanto os espagadores localizados mais
distantes da sequéncia Lider, frequentemente conservados, foram denominados Espacadores
Espécie-Especificos ou SSSs (Species-Specific Spacers). No nosso estudo também foi possivel
estabelecer uma correlacdo entre a distribuicdo dos espacadores e a origem geografica das cepas, e
0s novos espacadores identificados, exclusivos de cepas de focos do Brasil, podem ser considerados

RSS.

O mesmo conjunto de espacadores da cepa padrao CO92 ‘‘ala2a3a4a5a6a7a8’’ no loco
YPa, “‘b1b2b3b4b5’’ no loco YPDb, e “clc2¢3” no YPc foram encontrados em quase todas as cepas
brasileiras. Estes espacadores conservados nas cepas de diferentes origens séo considerados
especificos da espécie, ou SSSs (Cui et al. 2008). A variacdo observada nas cepas P. Exu 340
(delegdo do espacador “a3” no loco YPa) e P. Exu 803 (delecdao do espagador “b3” no loco YPb)
pode ser atribuida a perda aleatéria de um motivo, como consequéncia de recombinacao homdéloga

entre DRs adjacentes segundo descrito por Cui et al. (2008).

Nas cepas da Chapada do Araripe foi observada maior variabilidade de espacadores, que
pode ser atribuida ao maior nimero de cepas estudadas desse foco. Ndo se pode, no entanto,
desconsiderar a influéncia do ambiente na heterogeneidade genética observada. Y. pestis possui uma
ampla variedade de hospedeiros e vetores que também possuem o seu préprio ambiente, resultando
em alta diversidade de micro-ambientes ecoldgicos para a bactéria (Perry & Fetherston 1997).

Durante a sua expansdo e adaptacdo nos novos nichos, o genoma da bactéria sofre consideravel
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variabilidade em resposta a pressao ambiental que se reflete na diversidade gendmica das cepas nos

diferentes focos (Zhang et al. 2009).

Os 20 perfis genotipicos (P1-P20) identificados no nosso estudo evidenciam diversidade
intraespecifica entre as cepas analisadas. O perfil P1, idéntico ao da cepa padrdao CO92 foi 0 mais
conservado, mais frequentemente encontrado nas cepas isoladas de 1966 a 1997 e o mais
disseminado entre as cepas provenientes de todos os focos (Serra da Ibiapaba e Serra do Baturité-
CE, Triunfo e Chapada do Araripe-PE, Planalto da Borborema-PB e da Bahia). A ocorréncia de
cepas com o mesmo perfil (P1) em todas as areas geograficas e em todo o periodo confirma a
introducdo de um Unico clone da bactéria no pais (WHO 1965). Por outro lado, pode sugerir algum
mecanismo geneético, ainda desconhecido, que impediu a aquisicdo de novos espacadores pelas

cepas apesar das pressdes ambientais.

Perfis especificos da bactéria em cada foco foram também identificados, revelando

subpopulacdes distintas separadas geograficamente.

Dentre as cepas analisadas no presente trabalho, 16 sdo originadas de uma epizootia de peste
em uma localidade restrita na Chapada do Araripe-PEem 1967, e 18 durante um surto em 1986, em
uma area extensa no Planalto da Borborema-PB (Almeida et al. 1985, 1989; Oliveira et al. in press;
Tavares et al. 2012). O mesmo perfil genotipico (P1) foi encontrado em 10 (62,5%) das 16 cepas
isoladas durante a epizootia. A relativa homogeneidade desse grupo de cepas foi também observada
pela analise de 12 locos VNTR (Multiple-Locus Variable-Number Tandem Repeat) por Oliveira et
al. (in press). O perfil P1 também agrupou 16 (88,9%) das 18 cepas do surto no Planalto da
Borborema-PB. Pela analise de 12 locos VNTR este grupo de cepas mostrou-se mais heterogéneo

(Oliveira et al. in press).
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Em relagdo aos hospedeiros e vetores, o perfil P1 também foi 0 mais encontrado nas cepas
isoladas do roedor N. lasiurus e suas pulgas P. b. jordani. Segundo Baltazard (2004) este roedor e
suas pulgas desempenham um importante papel na disseminagédo da peste nos focos do Nordeste do

Brasil.

Em conclusdo, a andlise dos locos CRISPR revelou caracteristicas genéticas especificas das
cepas brasileiras de Y. pestis que podem ser atribuidas a microevolucdo da bactéria em
consequéncia as exposic¢des sofridas ao longo do tempo a fagos e outros DNAs exdgenos, nos

diferentes ambientes dos diversos focos do pais.
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TABELA |

Caracteristicas gerais das cepas de Yersinia pestis estudadas

Conjunto de espacadores Perfil
Cepa Ano de Isolamento Foco Fonte ..
YPa YPb YPc Genotipico

P.Exu30(2s) * 1967 Araripe-PE Polygenis bolhsi jordani al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.Exu31(2s)* 1967 Araripe-PE Xenopsylla cheopis al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.Exu36(2s) * 1967 Araripe-PE Polygenis bolhsi jordani al-a8+al02 b1-b5 cl-c3 P4
P. Exu 39 (2s) * 1967 Araripe-PE Polygenis bolhsi jordani al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.Exu 42 (1s) * 1967 Araripe-PE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.Exu42(2s) * 1967 Araripe-PE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.Exu 44 (1s) * 1967 Araripe-PE Necromys lasiurus al-a8 +a95 b1-b5 cl-c3 P5
P. Exu 47 (2s) * 1967 Araripe-PE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 48 (2s) * 1967 Araripe-PE Rattus rattus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 53 (2s) * 1967 Araripe-PE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 54 (2s) * 1967 Araripe-PE Necromys lasiurus al-a8 +a9%6 b1-b5 cl-c3 P6
P. Exu 57 (1s) * 1967 Araripe-PE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 57 (2s) * 1967 Araripe-PE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 59 (2s) * 1967 Araripe-PE Necromys lasiurus al-a8+al01 b1-b5 cl-c3 P7
P. Exu 60 (1s) * 1967 Araripe-PE Rattus rattus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 60 (2s) * 1967 Araripe-PE Rattus rattus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.Exu 61 (2s) * 1967 Araripe-PE Necromys lasiurus al-a8 + a36+a97 b1-b5 cl-c3 P8
P. Exu 67 (2s) * 1967 Araripe-PE Polygenis bolhsi jordani al-a8 + a98+a99 b1-b5 cl-c3 P9
P. Exu 74 (2s) * 1967 Araripe-PE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.PB 862¢ 1986 Borborema-PB Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. PB 864+ 1986 Borborema-PB Rattus rattus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. PB 865+ 1986 Borborema-PB Necromys lasiurus al-a8 b1-b5+b53 cl-c3 P19
P. PB 866¢ 1986 Borborema-PB Rattus rattus al-a8+a93+al03 b1-b5 cl-c3 P20
P.PB 867¢ 1986 Borborema-PB Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. PB 868¢ 1986 Borborema-PB Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. PB 869¢ 1986 Borborema-PB Holochilus sciureus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. PB 870¢ 1986 Borborema-PB Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.PB 871¢ 1986 Borborema-PB Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. PB 872¢ 1986 Borborema-PB Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. PB 873+ 1986 Borborema-PB Oryzomys subflavus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.PB 874¢ 1986 Borborema-PB Rattus rattus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.PB 876¢ 1986 Borborema-PB Rattus rattus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.PB 877¢ 1986 Borborema-PB Rattus rattus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. PB 878+ 1986 Borborema-PB Oryzomys subflavus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. PB 879+ 1986 Borborema-PB Oryzomys subflavus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. PB 880¢ 1986 Borborema-PB Oryzomys subflavus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.PB 881¢ 1986 Borborema-PB Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.CEO1 1978 Ibiapaba-CE Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.CE 03 1979 Ibiapaba-CE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.CE 04 1979 Ibiapaba-CE Necromys lasiurus al-a8 +a89 b1-b5 cl-c3 P13

P. CE 05 1979 Ibiapaba-CE Necromys lasiurus al-a8 +a89 b1-b5 cl-c3 P13

P. CE 06 1979 Ibiapaba-CE Roedor (s/i) al-a8 +a89 b1-b5 cl-c3 P13
P.CE 07 1979 Ibiapaba-CE Necromys lasiurus al-a8 +a89 b1-b5 cl-c3 P13
P.CE 09 1980 Ibiapaba-CE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.CE11 1982 Ibiapaba-CE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.CE 13 1982 Baturité-CE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.CE 14 1982 Ibiapaba-CE Pulex irritans al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.CE 17 1982 Baturité-CE Necromys lasiurus al-a8 +a90 b1-b5+b51 cl-c3 P18
P.CE18 1982 Ibiapaba-CE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.CE19 1982 Ibiapaba-CE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.CE21 1982 Ibiapaba-CE Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.CE 24 1982 Baturité-CE Rattus rattus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.CE 25 s/i s/i-CE s/i al-a8 +a90 b1-b5+b51 cl-c3 P18
P.CE 28 1983 Baturité-CE Roedor (s/i) al-a8 +a90 b1-b5+b51 cl-c3 P18
P.CE 30 1986 Ibiapaba-CE Calomys calosus al-a8 +a89 b1-b5 cl-c3 P13

P. CE 882 1997 Ibiapaba-CE Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1

P. Exu 509 1971 Ibiapaba-CE Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 527 1971 Ibiapaba-CE Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 538 1971 Ibiapaba-CE Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 540 1971 Ibiapaba-CE Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 542 1971 Ibiapaba-CE Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
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..continuacéo da tabela |

Composicio do loco Perfil
Cepa Ano de Isolamento Foco Fonte .
YPa YPb YPc Genotipico
P. Exu 554 1971 Ibiapaba-CE Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 556 1972 Ibiapaba-CE Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 558 1972 Ibiapaba-CE Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 789 s/i Ibiapaba-CE Humano al-a8 +a89 b1-b5 cl-c3 P13
P. Exu 792 1978 Ibiapaba-CE Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 795 1978 Baturité-CE Humano al-a8 +a90 b1-b5 cl-c3 P14
P. Exu 796 1978 Baturité-CE Humano al-a8 +a90 b1-b5 cl-c3 P14
P. Exu 797 1978 Ibiapaba-CE Rattus rattus al-a8 +a24 b1-b5 cl-c3 P15
P. Exu 801 1978 Ibiapaba-CE Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 803 1978 Ibiapaba-CE Humano al-a8 b1-b2;b4-b5 cl-c3 P16
P. Exu 806 1978 Baturité-CE Calomys callosus al-a8 +a90 b1-b5 cl-c3 P14
P. Exu 809 1979 Ibiapaba-CE Humano al-a8 +a90 b1-b5 cl-c3 P14
P. Exu 835 1979 Ibiapaba-CE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 842 s/i Ibiapaba-CE Necromys lasiurus al-a8 +a89 b1-b5 cl-c3 P13
P. Exu 861 s/i Ibiapaba-CE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 03 1966 Araripe-PE Orysomys subflavus al-a8 b1-b5+b52 cl-c3 P2
P. Exu 12 1966 Araripe-PE Oligoryzomys eliurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 19 1967 Araripe-PE Orysomys subflavus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 184 1967 Araripe-PE Humano al-a8 +a91+a92 b1-b5 cl-c3 P3
P. Exu 241 1968 Araripe-PE Rattus rattus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 334 1969 Araripe-PE Humano al-a8+al00 b1-b5 cl-c3 P10
P. Exu 340 1969 Araripe-PE Humano al;a3-a8 b1-b5 cl-c3 P11
P. Exu 365 1970 Araripe-PE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.Exu 374 1970 Araripe-PE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 377 1970 Araripe-PE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 430 1971 Araripe-PE Orysomys subflavus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 617 1974 Araripe-PE Polygenis bolhsi jordani al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 715 1974 Araripe-PE Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P.Exu 718 1974 Araripe-PE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 720 1974 Araripe-PE Polygenis bolhsi jordani al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 738 1975 Araripe-PE Humano al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 787 1976 Araripe-PE Polygenis bolhsi jordani al-a8 +a%4 b1-b5 cl-c3 P12
P. Exu 845 1980 Araripe-PE Humano al-a8 b1-b5+b50 cl-c3 P17
P. Exu 791 1978 Triunfo-PE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 798 1978 Triunfo-PE Necromys lasiurus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 822 1979 Triunfo-PE Orysomys subflavus al-a8 b1-b5 cl-c3 P1
P. Exu 799 1978 s/i-BA Roedor (s/i) al-a8 b1-b5 cl-c3 P1

s/i - Sem informacdo; * cepas isoladas durante epizootia; ¢ cepas isoladas durante surto ; 1s -
primeiro subcultivo; 2s - segundo subcultivo.



FRANCA, C.T. Caracteriza¢do estrutural dos locos CRISPR em cepas brasileiras de Yersinia pestis

TABELA I

Novos espacadores identificados nas cepas de Yersinia pestis

52

Gene Posi¢do no
Loco Espagador Sequéncia correspendente Produto genoma da CO92
a89 TTTTGCATTTGGATTCTCCTTGAATGCCTCACT YP0O2125 Proteina regulatéria de fago 2394002...2393971
a%0 CAGCCAGATAGCCGTTTTTCACAGTATTGATA YP02108 Proteina hipotética de fago 2379796...2379765
a9l AGATCATGGGGCCGAGTTAGAACATCAAACAT - rRNA-23S 16489...16458
a92 ATAGGCATAGCACCGAGGCGGCGCGAAAACAG YPO3683 Regulador transcricional 4118222...4118253
a93 AGGTGCAACAGGGACTTTAGGATAGAAAAGTC - PLDc_Ymt_2(dominio catalitico da fosfolipase D) 76012 -75980
a%4 ACTTAGGGACATTAGCTTGGGATGTGAAACAG YPO3681 Regulador transcricional 4116449...4116480
YPa a95 GTGTGGGTTTCGACATCCAACAACTGCCAAAT YPO3722 Metionina sintetase 4163317...4163348
a% AAGCTAAAGGCCCGCCGTTTGTGGTGGTACCA - Regido plasmidial pMT1 72933...72902
a97 ATGTAGTTCCCGCTGGAACTTGTCCATCCATA YP02108 Proteina hipotética de fago 2380231... 2380200
a98 CCTTTCCCAGTAGAGCTGAACCATCTTTATCA YPO2109 Proteina hipotética de fago 2381102...2381071
a99 GTTTGCTACCATCACCGCCAGTAGTGTATCCC YPO1270 Proteina transportadora ABC 1428320...1428289
a100 CTTGACCCTCAAATTGAGTGTAAAGGGGTTTGG YPO2093 Proteina de fago 2369531...2369563
a101 GGTAAGCTCTGCATTTAACGCTGTTTCGACGG YPO1561 Transposase 1695043...1695074
a102 TGTTTCCACGTTGCAATTTTTCACCATGCTTA - Regigo plasmidial pCD1 7511...7480
al03 ATTGATGACTAGAATACACTAGTAAGTAATAAC - PLDc_Ymt_2 (dominio catalitico da fosfolipase D) 76206...76237
YPb b50 TGCGCCATTGGCGTTGGTTTTCAGGTATTCCAG YP0O2103~YPO2106 Proteina hipotética de fago 2378226...2378195
b51 GAAAGAATAAGGATTTATAATTTATGACCACA YP02109~YP02110 Proteina hipotética de fago 2381302... 2381333
b52 ACCAAGCGGAACTGCCTCAAAAGCACCGGTTA YPO2103 Terminase putativa de fago 2375623 ... 2375592
b53 GTGGCGATAAACTTAAGCTGGGTCAAGATTAT YPO2095~YP0O2096 Proteina hipotética de fago 2370526... 2370557
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Fig 1: Variabilidade estrutural dos locos CRISPR nas cepas de Yersinia pestis analisadas. Sequéncia

Lider em cinza, DRA em preto, e DR degenerada em branco.
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Fig 2: Distribuicdo geografica dos perfis genotipicos identificados nas cepas de Yersinia pestis

analisadas.
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3. CONCLUSAO

As andlises dos trés locos CRISPR da Y. pestis (YPa, YPb, YPc) em cepas representativas
dos focos pestosos do Nordeste do Brasil, obtidas de diferentes fontes no periodo de 1966 a 1997,
contribuiram para o aumento dos conhecimentos sobre a estrutura das populacdes e a
microevolucdo da bactéria ap6s sua entrada e focalizagdo no pais. As caracteristicas genéticas
observadas nas cepas analisadas e a distribuicdo temporal e geografica dos perfis genotipicos
identificados confirmam a introducéo de um unico clone da bactéria no pais. Novas caracteristicas
genéticas, exclusivas nas cepas brasileiras, foram evidenciadas possibilitando estabelecer uma
correlacdo entre as cepas e os focos de origem. A diversidade intraespecifica observada entre as
cepas pode ser atribuida a microevolugdo da bactéria em resposta as exposicOes a fagos e outros
elementos de DNA exdgeno sofridas ao longo do tempo nos diferentes ambientes nos diversos
focos.
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Instru¢des aos Autores

As Memorias do Instituto Oswaldo Cruz sdo uma revista multidisciplinar que publica
pesquisas originais relativas aos campos da medicina tropical (incluindo patologia, epidemiologia
de campo e estudos clinicos), parasitologia médica e veterinaria (protozoologia, helmintologia,
entomologia e malacologia) e microbiologia médica (virologia, bacteriologia e micologia). A
revista aceita, especialmente, pesquisas basicas e aplicadas em bioguimica, imunologia, biologia
molecular e celular, fisiologia, farmacologia e genética relacionada a essas areas. Comunicacfes
breves sdo também consideradas. Artigos de revisdo s6 quando solicitados. A revista publica oito
nameros regulares, constitutindo um por ano. Ocasionalmente, trabalhos apresentados em simpdsios
ou congressos sao publicados como suplementos.

Os artigos apresentados devem ser escritos preferencialmente em inglés. Quando neste
idioma, para ndo causar atrasos na publicacdo sugerimos que sejam checados por alguém que tenha
0 inglés como primeira lingua e que, preferencialmente, seja um cientista da area.

A submissdo de um manuscrito as Memorias requer que este ndo tenha sido publicado
anteriormente (exceto na forma de resumo) e que ndo esteja sendo considerado para publicacdo por
outra revista. A veracidade das informacGes e das citacBes bibliogréaficas é de responsabilidade
exclusiva dos autores.

Os manuscritos serdo analisados por pelo menos dois pareceristas; a aprovagdo dos trabalhos
sera baseada no conteldo cientifico e na apresentacéo.

Somente  serdo  aceitas  submissbes eletrénicas dos  artigos, no  seguinte
endereco:http://submission.scielo.br/index.php/mioc/login.

Por meio desse servico vocé pode submeter o artigo e acompanhar o status do mesmo
durante todo o processo editorial. Garantindo rapidez e segurancas na submissdo do seu manuscrito
e agilizando o processo de avaliacao.

O manuscrito devera ser preparado de acordo com as OrientacGes aos Autores.

Ao encaminhar um manuscrito para a revista, 0s autores devem estar cientes de que, se
aprovado para publicacdo, o copyright do artigo, incluindo os direitos de reproducdo em todas as
midias e formatos, devera ser concedido exclusivamente para as Memorias. A revista ndo recusara
as solicitagdes legitimas dos autores para reproduzir seus trabalhos.

Para maiores informagdes sobre o formato e o estilo da revista, favor consultar um nimero
recente da Revista ou entrar em contato com a Editoria Cientifica pelos telefones (+55-21-
2562.1222), fax (+55-21-2562-1220), ou e-mail (memorias@fiocruz.br / memorias@ioc.fiocruz.br)
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OrientacGes aos Autores

O manuscrito (incluindo tabelas e referéncias) deve ser preparado em um software para
edicdo de textos, em espaco duplo, fonte 12, paginado. As margens devem ser de pelo menos 3 cm.
As figuras deverao vir na extensdo tiff, com resolu¢cdo minima de 300 dpi. Tabelas e legendas de
figuras devem ser submetidos juntos em arquivo unico. Somente figuras deverdo ser encaminhadas
como arquivo suplementar.

O manuscrito deve ser apresentado na seguinte ordem:

Titulo resumido: com até 40 caracteres (letras e espacos)

Titulo: com até 250 caracteres

Autores: sem titulos ou graduactes

Afiliacdo institucional: endereco completo somente do autor correspondente

Resumo: com até 200 palavras (100 palavras no caso de comunicacfes breves). Deve enfatizar
novos e importantes aspectos do estudo ou observacdes.

Palavras-chave: devem ser fornecidos de 3 a 6 termos, de acordo com a lista Medical Subject
Headings (Mesh) do Index Medicus.

Notas de rodapé: indicando a fonte de financiamento e mudanca de enderecgo

Introducdo: deve determinar o propdsito do estudo, oferecer um breve resumo (e ndo uma revisao
de literatura) dos trabalhos anteriores relevantes, e especificar quais novos avangos foram
alcancados atraves da pesquisa. A introducdo ndo deve incluir dados ou conclusées do trabalho em
referéncia.

Materiais e Métodos: deve oferecer, de forma breve e clara, informagdes suficientes para permitir
que o estudo seja repetido por outros pesquisadores. Técnicas padronizadas bastam ser
referenciadas.

Etica: ao descrever experimentos relacionados a temas humanos, indicar se os procedimentos
seguidos estiveram de acordo com os padrbes éticos do comité responsavel por experimentos
humanos (institucional ou regional) e de acordo com a Declarac¢do de Helsinki de 1975, revisada em
1983. Ao relatar experimentos em animais, indicar se diretrizes de conselhos de pesquisa
institucionais ou nacionais, ou qualquer lei nacional relativa aos cuidados e ao uso de animais de
laboratorio foram seguidas.

Resultados: devem oferecer uma descricdo concisa das novas informagdes descobertas, com o
minimo julgamento pessoal. Ndo repetir no texto todos os dados contidos em tabelas e ilustraces.

Discussdo: deve limitar-se ao significado de novas informacoes e relacionar as novas descobertas
ao conhecimento existente. Somente as cita¢fes indispensaveis devem ser incluidas.

Agradecimentos: devem ser breves e concisos e se restringir ao absolutamente necessario.

Referéncias: devem ser precisas. Somente as citacBes que aparecem no texto devem ser
referenciadas. Trabalhos ndo publicados, a ndo ser os ja aceitos para publicacdo, ndo devem ser
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citados. Trabalhos aceitos para publicacdo devem ser citados como "in press"; nesse caso, uma carta
de aceitacdo da revista devera ser fornecida. Dados ndo publicados devem ser citados somente no
texto como "unpublished observations”; nesse caso, uma carta com a permissdo do autor deve ser
fornecida. As referéncias ao final do manuscrito devem ser organizadas em ordem alfabética de
acordo com o sobrenome do primeiro autor.

Os titulos de revistas devem ser abreviados de acordo com o estilo usado no Index Medicus.
Consultar:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=journals&TabCmd=Limits.

» No texto, usar o sobrenome do autor e a data:
Lutz (1910) ou (Lutz 1910).

Com dois autores, a forma é:
(Lutz & Neiva 1912) ou Lutz and Neiva (1912).

Quando ha mais que dois autores, somente o primeiro é mencionado:
Lutz et al. (1910) ou (Lutz et al. 1910).

« Nas referéncias, usar os seguintes estilos:

Artigo de revista
Chagas C, Villela E 1922. Forma cardiaca da tripanosomiase americana. Mem Inst Oswaldo Cruz
14: 15-61.

Livro ou Tese
Forattini OP 1973. Entomologia Médica. Psychodidae, Phlebotominae, Leishmaniose, Bartonelose,
Vol. IV, Edgard Blucher, S&o Paulo, 658 pp.

Morel CM 1983. Genes and Antigens of Parasites. A Laboratory Manual, 2nd ed., Fundacao
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, xxii + 580 pp.

Mello-Silva CC 2005. Controle alternativo e alteraces fisiologicas em Biomphalaria glabrata
(Say, 1818), hospedeiro intermediério de Schistosoma mansoni Sambom, 1907 pela acéo do latex
de Euphorbia splendens var. hislopii N.E.B (Euphorbiaceae), PhD Thesis, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 85 pp.

Capitulo de livro
Cruz OG 1911. The prophylaxis of malaria in central and southern Brasil. In R Ross, The
Prevention of Malaria, John Murray, London, p. 390-398.

Artigo de revista na Internet

Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA acts in an advisory role. Am J
Nurs [serial on the Internet]. 2002 Jun [cited 2002 Aug 12];102(6):[about 3 p.]. Available from:
http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/Wawatch.htm

Monografia na Internet

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer [monograph on the Internet].
Washington: National Academy Press; 2001 [cited 2002 Jul 9]. Available from:
http://www.nap.edu/books/0309074029/html/.
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Homepage/Web site

Cancer-Pain.org [homepage on the Internet]. New York: Association of Cancer Online Resources,
Inc.; c2000-01 [updated 2002 May 16; cited 2002 Jul 9]. Available from: http://www.cancer-
pain.org/.

Parte de uma homepage/Web site

American Medical Association [homepage on the Internet]. Chicago: The Association; c1995-2002
[updated 2001 Aug 23; cited 2002 Aug 12]. AMA Office of Group Practice Liaison; [about 2
screens]. Available from:

http://www.ama-assn.org/ama/pub/category/1736.html

BASE DE DADOS NA INTERNET

Acesso aberto:
Who's Certified [database on the Internet]. Evanston (IL): The American Board of Medical
Specialists. c2000 - [cited 2001 Mar 8]. Available from: http://www.abms.org/newsearch.asp

Acesso fechado:

Jablonski S. Online Multiple Congenital Anomaly/Mental Retardation (MCA/MR) Syndromes
[database on the Internet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine (US). ¢1999 [updated
2001 Nov 20; cited 2002 Aug 12]. Available from:
http://www.nlm.nih.gov/mesh/jablonski/syndrome_title.html

Parte de uma base de dados na Internet

MeSH Browser [database on the Internet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine (US);
2002 - [cited 2003 Jun 10]. Meta-analysis; unique ID: D015201; [about 3 p.]. Available from:
http://www.nIm.nih.gov/mesh/MBrowser.html Files updated weekly. Updated June 15, 2005

llustragoes: figuras e tabelas devem ser compreensiveis sem a necessidade de referéncia ao texto.

- Figuras: as fotografias devem ser bem nitidas, com alto contraste, ampliadas em preto e branco
em papel brilhante, se apresentadas laminas, as figuras devem ser numeradas consecutivamente em
algarismos arabicos. As escalas devem ser indicadas por uma linha ou barra na figura, e
referenciadas, se necessario, na legenda (por exemplo, bar = 1 mm etc.). Laminas e graficos devem
ajustar-se tanto em uma coluna (8 cm) ou na largura completa (16.5 cm) da pagina, e devem ser
menores que a pagina para permitir a inclusdo da legenda. As letras e nimeros nas figuras devem
ter tamanho legivel ap6s a reducdo ou a impressao. llustracdes coloridas somente podem ser aceitas
se 0s autores assumirem 0s custos. Por outro lado, uma fotografia colorida ilustra a capa de cada
fasciculo de Memorias, e os autores sdo convidados a submeter para consideracdo da revista
ilustracBes com legendas de seus manuscritos que poderdo vir a ilustrar a capa.

- Tabelas: devem complementar, e ndo duplicar, o texto. Elas devem ser numeradas em algarismos
romanos. Um titulo breve e descritivo deve constar no alto de cada tabela, com quaisquer
explicacBes ou notas de rodapé (identificadas com letras a, b, ¢ etc.) colocadas abaixo.

« Comunicacdes breves: devem ser breves e diretas. Seu objetivo € comunicar com rapidez
resultados ou técnicas particulares. As comunicacdes ndo devem ocupar mais do que trés paginas
impressas, incluindo figuras e/ou tabelas. Ndo devem conter referéncias em excesso. As referéncias
devem ser citadas no final do texto, usando o mesmo formato para artigos originais. Um resumo
breve e trés palavras-chave devem ser apresentados.
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» Formato alternativo: Os manuscritos podem ser submetidos seguindo os "Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals™ produzidos pelo International Committee of
Medial Journal Editors, também conhecidos como Vancouver Style. Nesse caso, 0s autores devem
seguir as diretrizes da quinta edicdo (Annals of Internal Medicine 1997; 126: 36-47, ou no
website http://www.acponline.org/journals/resource/unifreqr/htm),  sendo  responsaveis  por
modificar o manuscrito onde diferir das instrucdes aqui apresentadas, se 0 manuscrito for aceito
para publicacdo. Os autores também deverdo seguir os Uniform Requirements para quaisquer outras
diretrizes omitidas nestas instruces.

Uma vez que um trabalho seja aceito para publicacao, os autores devem enviar:

« uma declaracdo de affidavit fornecida pela producédo editorial da revista, assinada por todos o0s
autores. Autores de diferentes paises ou instituicGes podem assinar em diferentes folhas que
contenham a mesma declaracéo.

» uma declaracdo de copyright fornecida pela producdo editorial da revista, assinada pelo autor
responsavel pela correspondéncia.

*Taxas: a revista ndo cobra taxas para publicacéo.

*Provas: serdo enviadas provas tipograficas aos autores para a correcdo de erros de impressao. As
provas devem retornar para a Producdo Editorial na data estipulada. Outras mudancas no
manuscrito original ndo serdo aceitas nesta fase.
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ANEXO 11
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A peste, doenca conhecida desde tempos remotos e uma das

mais temidas pela humanidade, ainda oferece perigo nos dias
atuais. A anélise das ocorréncias mais recentes dessa enfer-
midade mostra que pode reaparecer ap6s longos periodos sem
novos casos e que a incidéncia vem crescendo em varios paises.
No Brasil, embora o tltimo registro conhecido seja de 2005, o
Servico de Referéncia Nacional em Peste (SRP), sediado no
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, unidade regional da
Fundacdo Oswaldo Cruz em Pernambuco (Fiocruz/PE), vem
buscando novos conhecimentos e tecnologias para aperfeigoar
os sistemas de vigilancia e de controle epidemioldgico, para
evitar que a bactéria, ainda encontrada em roedores silvestres
em algumas éreas do pais, atinja a populacdo humana.
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g A pintura do francés Michel Serre
.-']‘11658-1733) mostra Marselha, na Franca,
) /j urante epidemia de peste negra em 1721

enhuma outra doencga teve tanto impacto na
vida das popula¢oes humanas quanto a peste.
Responsével pela morte de mais de 200 milhoes
de pessoas, ao longo dos tltimos milénios, alte-
rou tragicamente — em diferentes épocas — a
ordem social e econémica e o préprio curso da
histdria. Considerada por muitos um castigo
divino, ela atingiu indiscriminadamente cam-
pos, cidades, pobres, ricos, homens, mulheres,
adultos e criancas, deixando marcas no imagi-
nario humano que se refletem em varios aspec-

tos das artes, como na pintura, literatura, poesia, teatro e cinema.
Originaria do planalto central da Asia, a enfermidade causou, apenas
durante a era crista, trés pandemias. A primeira, denominada ‘Peste de Justi-
niano’, afligiu o norte da Africa, a Europa e o centro-sul da Asia entre os anos
542 e 602, causando elevada mortalidade e contribuindo para o declinio do
Império Romano. A segunda, conhecida como ‘Peste Negra’, surgiu na forma
pheumonica (a mais letal) e estendeu-se do século 14 ao 16, exterminando um

terco da populacdo europeia apenas entre os anos 1347 a 1353.
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Figural. O suico-
-francés Alexander
Yersin (1863-1943)

descobriu a bactéria
causadora da peste,
hoje batizada em
sua homenagem:
Yersinia pestis

A terceira, chamada de ‘Pandemia Contemporanea’,
teve inicio na China, em 1855, e pode ser considerada a
Unica de fato pandémica: gracas ao desenvolvimento do
transporte maritimo, com a substituicdo de embarcacoes
a vela pelos navios a vapor, em menos de 50 anos a epide-
mia se espalhou, atingindo locais até entdo livres da
doencga, criando focos naturais em todos os continentes
habitados, exceto a Oceania.

Embora alguns considerem que essa terceira pande-
mia ainda estd em curso, sua expansao diminuiu bastante
apds a Segunda Guerra Mundial, quando os antigos na-
vios, infestados de roedores e pulgas, foram afundados
e substituidos por modelos modernos, em geral a prova
de ratos. A adocao de medidas eficazes de saide ptblica
(gracas aos conhecimentos cientificos adquiridos sobre a
bactéria, seus hospedeiros e vetores), o desenvolvimento
de medicamentos antimicrobianos, o uso de inseticidas
e o controle mais eficiente das populacoes de roedores
possibilitaram que o ntimero de vitimas dessa pandemia
fosse significativamente menor que o das anteriores.

A bactéria e a doenga Foi durante a terceira
pandemia que, em junho de 1894, o pesquisador suico
naturalizado francés Alexander Yersin (1863-1943) (fi-
gura 1) isolou pela primeira vez a bactéria causadora
da peste, em cadaveres e em ratos comuns (Rattus rattus).
O micro-organismo recebeu o nome Yersinia pestis em
sua homenagem. Essa bactéria tem a forma de bacilo,
curto e ovoide (figura 2).

A peste, em esséncia uma doenga de roedores, é
transmitida principalmente por meio da picada de pul-
gas infectadas com a bactéria. Das quase 2 mil espécies
de roedores identificados, cerca de 230 — dos géneros
Rattus, Cerradomys (Oryzomys), Galea, Trychomys, Ol-
goryzomys, Calomys e outros — abrigam naturalmente a
Y. pestis, que ja foi encontrada em mais de 200 das mais
de 3 mil espécies de pulgas. Nos focos ainda existentes
no Nordeste brasileiro, destaca-se um roedor nativo, o
pixuna ou ratinho-do-cerrado (Necromys lasiurus), por
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Figura 2. Bacilo
Yersinia pestis

viver perto de habitacdes

humanas a apresentar grande densi-

dade populacional e suscetibilidade a doenga. Entre
as pulgas, as espécies Xenopsylla cheopis, Polygenis
bohlsi jordani e Polygenis trypus (que parasitam ratos)
sdo as principais transmissoras da doenca.

Caes, gatos, coelhos, caprinos e camelos também po-
dem ser hospedeiros da Y. pestis. Apesar da sobrevivéncia
da bactéria em populacoes animais de muitos locais do
mundo, a ocorréncia, hoje, de casos humanos é conside-
rada acidental e deve-se principalmente a atividades —
como agricultura ou lazer (acampar, cacar, pescar e ou-
tras) — que levam pessoas a ecossistemas rurais e campes-
tres, onde vivem roedores que podem estar infecta-
dos. Outra possibilidade é a introducdo de roedores e
pulgas infectadas em ambientes habitados por humanos.
A transmissdo de pessoa a pessoa € mais rara, mas tam-
bém pode ocorrer, em geral por via aérea (por goticulas
com a bactéria expelidas na tosse ou no espirro).

Clinicamente, a peste humana apresenta trés formas
principais. A bub6nica, mais comum, tem como principal
caracteristica a formacdo de um bubao (inchaco do nédu-
lolinféatico) préximo ao local da picada da pulga. Ja a pes-
te septicémica, mais rara, é caracterizada pela presenca
da bactéria no sangue e por manchas na pele e hemorra-
gias nas extremidades dos membros. A forma pneumoni-
ca, considerada a mais grave, tem desenvolvimento rapi-
do, grande letalidade e alto potencial de contdgio, e pode
causar epidemias por ser mais facilmente transmitida
entre as pessoas, na tosse ou no espirro. Em qualquer das
trés formas, a doenca é fatal sem pronto tratamento.

A peste também tem importancia como doenca ocu-
pacional, j& que profissionais de satde, bidlogos e veteri-
narios atuais geralmente nao a consideram perigosa e
estdo expostos ao risco de infecgdo no exercicio de suas
atividades, sejam estas exercidas em areas consideradas
focos potenciais da doenga ou em locais isentos (nesse
caso, no contato com tecidos e fluidos de pessoas doentes
ou com tecidos de animais infectados).



Casos de infeccdo e morte de bidlogos e cacadores
tém sido relatados nos Estados Unidos, devido ao manu-
seio de animais silvestres, como linces, puma, coelhos e
lebres infectados por Y. pestis. Animais domésticos, como
gatos, cdes, porquinhos-da-india e outros, também po-
dem ser infestados por pulgas infectadas, o que exporia
seus proprietarios e veterinarios a situagoes de alto ris-
co. O consumo da carne de roedores e outros animais,
como preds, mocos, punarés, lebres, coelhos silvestres
e camelos, comum em algumas regides (inclusive no
Brasil), também é um fator de risco (figura 3).

E importante salientar que, devido ao potencial de
causar doenca grave e de se disseminar na populacao
humana, a Y. pestis é classificada na classe 3 de risco

BIOLOGIA k

biolégico (em escala crescente de 1 a 4), e sua manipu-
lacdo exige laboratdrios com nivel de biosseguranca 3.
Estes devem ter instala¢des especiais (com barreiras de
contencdo e normas de conduta para evitar a saida de
qualquer material contaminado), equipamentos de pro-
tecdoindividual e de desinfeccdo para os pesquisadores
(que devem receber treinamento especifico), e rigido
controle de todos os procedimentos e da manutencao.

A epidemia no Brasil A peste chegou ao Brasil
em outubro de 1899, pelo porto de Santos (SP), no navio
Zeyer, que chegou da Holanda com um carregamento
de trigo e com ratos e pulgas infectados. A infeccdo atin-

giu de inicio as cidades litordneas, na chamada fase por- >>>
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Figura 3. A presenca da bactéria da peste em roedores
silvestres pode reativar o ciclo da doenca e gerar novos surtos
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Figura4.
Distribuicao atual
dos focos naturais
de peste no Brasil
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13. Foco do Vale do Rio Doce
14. Serra dos Orgaos

tudria da doenca. A partir de 1907, come-
cou a fase urbana, quando a peste, por ferrovias e
rodovias, chegou ao interior do pais, atingindo néo ape-
nas as maiores cidades, mas também vilas e povoados.

Assim que os primeiros casos humanos foram detec-
tados, o interesse sobre o estudo da peste despertou,
motivando a ida para Santos dos famosos pesquisadores
Vital Brazil (1865-1950), Adolfo Lutz (1855-1940), Emilio
Ribas (1862-1925) e Oswaldo Cruz (1872-1917), para
investigar a doenca. Os esforcos para a producédo de so-
ros e vacinas contra a peste deram origem a dois institu-
tos, um em 1899, na fazenda Butantan, em Sao Paulo (o
atual Instituto Butantan), e outro em 1900, na fazenda
Manguinhos, no Rio de Janeiro (a atual Fundagdo Oswal-
do Cruz - Fiocruz). Hoje, sdo dois dos mais importantes
centros de pesquisas da América Latina e desenvolvem
pesquisas nas mais diversas areas da satde.

As campanhas de prevencdo promovidas pelo gover-
no federal e os avancos dos sistemas de saude publica
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e saneamento eliminaram a peste das areas portudrias e
urbanas do pais, mas ndo impediram que chegasse a fa-
zendas e sitios (fase rural). A bactéria infectou roedores
silvestres, criando diversos focos naturais, ainda existen-
tes: do Ceara ao norte de Minas Gerais e na Serra dos
Orgéos, no Rio de Janeiro (figura 4).

A luta contra a peste no Brasil coube, inicialmente,
aos departamentos estaduais que cuidavam da Saude, e
com o passar do tempo foi assumida por diferentes 6rgaos
federais — Departamento Nacional de Saide (DNS),
Servigo Nacional de Peste (SNP), Departamento Nacio-
nal de Endemias Rurais (DNERu), Superintendéncia
de Campanhas de Saude Publica (Sucam) e Fundacao
Nacional da Sadde (FNS). Com a implantacao do Siste-
ma Unico de Satde (SUS), o controle da doenca passou
para o ambito municipal, com a participacao da Secreta-
ria de Vigilancia em Satde (SVS).

O numero de casos de peste humana no Brasil, que
desde a chegada da doenga variava de 30 a mais de 500

por ano, declinou na década de 1950 para cerca de 20
a 100 casos anuais. Um novo aumento de casos, na dé-
cada de 1960, principalmente no Ceard, em Pernam-
buco e na Bahia, levou o governo federal, com apoio
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a elabo-
rar e executar, de 1966 a 1974, o projeto ‘Plano Pi-
loto de Peste em Exu’, para investigar a presenca

da Y. pestis em roedores silvestres e estudar as
causas da perpetuacdo dos focos, visando adotar
medidas eficazes de controle. O projeto permitiu
isolar mais de 600 cepas da bactéria e deu origem

a maior colecao de Yersinia pestis do Brasil, hoje

abrigada na Fiocruz/PE.
As campanhas de estudo da peste contribui-
ram, ainda, para tornar a colecdo de mamiferos
do setor de Mastozoologia do Museu Nacional (vincu-
lado a Universidade Federal do Rio de Janeiro) uma
das 11 maiores do Ocidente, com mais de 90 mil espéci-
mes. Os servicos de pesquisa sobre a febre amarela e so-
bre a peste, entre as décadas de 1930 e 1950, contribui-
ram com consideravel parcela dessa colecdo — apenas o
Servico Nacional da Peste obteve 55.291 exemplares de
pequenos mamiferos ndo voadores. Vale ressaltar o traba-
lho do professor Jodo Moojen de Oliveira (1904-1985)
na coleta e organizacgao dessas colecoes.

Pequenos surtos de peste ainda ocorriam no Brasil
até 1980. A partir dai foram registrados apenas casos
esporadicos — os ultimos no Ceara, em 1997 e 2005.
Hoje, embora nao haja casos humanos, as atividades de
vigilancia soroldgica nas areas focais continuam a detectar
anticorpos contra a Y. pestis em animais sentinelas (caes
e gatos domésticos, predadores dos roedores), suge-
rindo que a bactéria ainda circula na natureza e que os
focos permanecem ativos. Ocasionalmente, sdo realiza-
das pesquisas de deteccdo de anticorpos e da prépria
bactéria em visceras de roedores e pulgas. Também é
mantida vigilancia em portos e aeroportos.



A Fiocruz/PE sedia hoje o 6000

Servico de Referéncia Nacio-
nal em Peste (SRP), oficiali-
zado em 2002 por portaria
do Ministério da Saude.
Esse servico tem como atri-
buicoes desenvolver pes-
quisas cientificas, produ-
zir e distribuir insumos
usados no diagndstico da
doenca, capacitar pro-
fissionais e supervisio-
nar a atividade dos pro-
gramas de controle da
peste nas areas focais.
Estudos feitos no centro
tém permitido conhecer me-
lhor as caracteristicas das cepas brasileiras de Y. pestis
e confirmar sua histéria natural. Analises de regides espe-
cificas do DNA da bactéria tém gerado informacoes rele-
vantes sobre sua diversidade, e a juncdo desse conheci-
mento com dados epidemioldgicos tem contribuido, por
exemplo, para a compreensdo de como a peste se dispersou
pelo pais e de como é transmitida na natureza.
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Realidade e perspectivas A peste ¢ considerada
uma doenga reemergente pela Organizacdao Mundial de
Satde (OMS), com aparente tendéncia de aumento do
numero de casos e de dispersdo geografica, e pode gerar
uma situagao de emergéncia internacional. O Regulamen-
to Sanitario Internacional (RSI), acordo firmado por qua-
se 200 paises para prevenir a propagacao de doencas, de-
termina a manutencdo de servigos de vigilancia contra
doencas que podem causar epidemias (entre elas a peste
pneumonica) e a notificacdo imediata da OMS sobre
aocorréncia de surtos dessas doencas.

Nos tultimos 20 anos, cerca de 44 mil casos humanos
de peste foram registrados em 26 paises, na Africa (Re-
publica do Congo, Madagascar, Mocambique, Uganda
e Tanzania), na Asia (China, Vietna, Mongolia e Caza-
quistdo) e nas Américas (Estados Unidos, Peru, Equa-
dor e Bolivia). Por ano, ocorrem de mil a 3 mil casos.
Esses numeros, porém, sdo considerados subestimati-
vas da real situacao, devido a auséncia de vigilancia ade-
quada em muitas areas e a falta de notificagdes, por
medo do impacto que a doenga pode ter na economia
das regides onde ocorre (figura 5).

Em 1994, por exemplo, um surto de peste pneumo-
nica na cidade de Surat, na India, causou panico e fuga
da populacio, com perdas de US$ 3 bilhoes por restri-
¢oes nas exportacgoes e reducdo do turismo. Ja na cidade
de Ziketan, na China, em 2009, 10 mil habitantes foram
submetidos a quarentena. A peste também continua
presente em paises desenvolvidos, como os Estados
Unidos, onde sdo registrados de 10 a 15 casos por ano,
segundo o Centro de Controle de Doencas do pais.

Figura 5. Nimero de casos de peste humana registrados entre 1987 e 2009 no mundo
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A ocorréncia de periodos sem
casos humanos (ou com raros registros) € comum, e pode
sugerir que a doenca foi erradicada. A peste, no entanto,
tende a reaparecer ap6s décadas de aparente controle e
seu potencial epidémico é ainda maior, hoje, devido aos
rapidos deslocamentos possibilitados pelos modernos
meios de transporte, o que facilita a propagacao. A Y. pestis
também pode ser usada como arma bioldgica, em ataques
terroristas, o que levou a inclusdo dessa bactéria entre os
agentes de bioterrorismo considerados mais perigosos.

A peste, se diagnosticada a tempo, tem tratamento,
com medicamentos antimicrobianos — gentamicina, te-
traciclinas, cloranfenicol, fluoroquinolonas e sulfonami-
das. O aumento de casos humanos no mundo, e seu possi-
vel uso como arma biolégica tém levado pesquisadores
(inclusive na Fiocruz/PE) a buscar métodos de diagnosti-
co mais sensiveis, rdpidos e seguros, para aplicacdo na
vigilancia de rotina e em emergéncias.

A importancia histdrica, social e econémica da peste
justifica todos os esforcos e investimentos para manter
uma vigilancia continua. A populagdo e os profissionais
de satide devem estar atentos a existéncia e a gravidade
da doenca, aos aspectos epidemioldgicos e a prevencao,
adotando atitudes que evitem a ocorréncia de surtos e a
propagacao da bactéria. [l
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