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Resumo

Pseudomonas aeruginosa € um patdgeno oportunista capaz de infectar
pacientes queimados ou imunocomprometidos em hospitais e ambientes de
assisténcia a saude. Uma das principais causas de infecfes hospitalares causadas
por P. aeruginosa é devido a sua resisténcia intrinseca aos antimicrobianos e
producdo de biofilme. O sistema CRISPR/Cas € definido como um mecanismo de
defesa de procariotos contra elementos genéticos moéveis (MGES), composto por um
loco CRISPR, formado por sequéncias repetitivas intercaladas por espacadores e
genes cas. O trabalho teve como objetivo uma analise de isolados de P. aeruginosa
comportando o sistema CRISPR/Cas. Dos 12 isolados analisados, 83% abrigam o
sistema tipo I-F e 17% o sistema tipo I-E. Os espacgadores encontrados para o tipo I-
F correspondem a sequéncias de bacteridfagos e plasmideos. Foram observados 282
espacadores nos isolados, onde 149 sequéncias foram relatadas pela primeira vez. A
presenca de genes anti-CRISPR e profagos inseridos nos genomas desses isolados,
sugere uma pressdo seletiva entre fagos e bactérias. A presenca dos STs
compartilhados entre setores e entre hospitais permitiu tracar uma rota de
disseminacgédo desses isolados. Entretanto, a aplicacdo do loco CRISPR como uma
ferramenta molecular para tipagem, se mostrou ineficaz em P. aeruginosa. Os
resultados fornecem informacdes sobre a genética basica estrutural do loco CRISPR,
relata a diversidade dos MGEs predatorios de P. aeruginosa, o que vem a contribuir
com a geracao de conhecimentos sobre o sistema CRISPR/Cas em P. aeruginosa.

Palavras-chave: Elementos Genéticos Moéveis; MLST; Genes anti-CRISPR.



Abstract

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen able to infect burn or
immunocompromised patients in hospitals and healthcare settings. One of the main
causes of hospital infections caused by P. aeruginosa is due an intrinsic resistance to
antimicrobials and biofilm production. The CRISPR/Cas system is defined as a
defense mechanism of prokaryotes against mobile genetic elements (MGESs),
composed of a CRISPR locus, formed by repetitive sequences interspersed by
spacers and cas genes. The aim of this work was to analyze P. aeruginosa isolates
carrying the CRISPR/Cas system. Of the 12 isolates analyzed, 83% harbor the type I-
F system and 17% the type I-E system. The spacers found for type I-F correspond to
bacteriophage and plasmid sequences. 282 spacers were observed in the isolates,
where 149 sequences were reported for the first time. The presence of anti-CRISPR
genes and prophages inserted in the genomes of these isolates suggests a selective
pressure between phages and bacteria. The presence of STs shared between sectors
and between hospitals allowed to trace a route for the dissemination of these isolates.
However, the application of the CRISPR locus as a molecular tool for typing was
ineffective in P. aeruginosa. The results provide information about the basic structural
genetics of the CRISPR locus, in addition to reporting, the diversity of predatory P.
aeruginosa MGEs, which contributes to the generation of knowledge about the
CRISPR/Cas system in P. aeruginosa.

Key words: Mobile genetic elements (MGESs); MLST; Anti-CRISPR genes.
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1. INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa sao bacilos Gram-negativos com versatilidade
nutricional bem expressiva, que os permitem colonizar nichos ecologicos diversos,
sejam eles terrestres ou aquaticos. Esta bactéria € considerada uma das principais
causadoras de infeccbes hospitalares, acometendo pacientes debilitados
imunologicamente. Caracteristicas de P. aeruginosa, como a presenga comum de
resisténcia intrinseca e adquirida aos antimicrobianos e sua habilidade na producao
de biofilme, dificultam e limitam o tratamento de pacientes através dos métodos
terapéuticos disponiveis.

Devido ao aumento da resisténcia aos antibidticos, a necessidade de
abordagens terapéuticas alternativas se faz de suma importancia, a exemplo da
terapia fagica (fagoterapia). A fagoterapia se baseia na administracdo de fagos
especificos contra bactérias patogénicas, agindo diretamente no alvo, com baixa
toxicidade ao paciente. Deste modo, conhecer e inferir como as bactérias se
relacionam e respondem a invasédo celular por bacteri6fagos é uma informacao
crucial na selecdo dos fagos de escolha.

O sistema CRISPR/Cas é uma maquinaria de defesa de bactérias e arqueias
contra elementos genéticos méveis (MGEs), como plasmideos, transposons e
principalmente, bacteriéfagos. Este sistema é composto pelo loco CRISPR
(Repeticbes Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas ou Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats,), uma estrutura genética semi-
repetitiva composta por Repeticdes Diretas, intercaladas por Espacadores, sendo
estes provenientes de sequéncias de fagos e MGEs; e pelos genes cas (CRISPR-

associated), os quais codificam proteinas com func¢des diversas.
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Através das insercdes dos espacadores dentro do genoma da bactéria, de
forma cronoldgica, juntamente com a variabilidade desse contetudo espacador no
loco CRISPR, o sistema CRISPR/Cas em bactérias tem sido utilizado como
ferramenta para conhecer a historia evolutiva destes microrganismos e, como eles
interagem e co-evoluem junto aos bacteriofagos. Além disso, diante da
variabilidade de espacadores no loco CRISPR e sua organizacao, o estudo desse
loco tem se mostrado relevante para analises filogenéticas, tipagem molecular,
estudos de modulacdo da resisténcia a fagos, e controle da disseminacdo de
MGEs.

O sistema CRISPR/Cas em isolados clinicos de P. aeruginosa ainda é pouco
explorado e carece de informacfes relacionadas a sua estrutura e organizacéo
nesse patdégeno. Assim, uma descricdo estrutural desse sistema na aquisicdo dos
MGEs, trara informac@es promissoras para estudos epidemioldgicos e informacdes
voltadas ao controle de disseminacdo de patdgenos, tornando o sistema

CRISPR/Cas um futuro aliado da saude publica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O GENERO PSEUDOMONAS

O género Pseudomonas foi descrito em 1984 (Migula,1984) baseado em
caracteristicas morfolégicas, agrupando bacilos Gram-negativos, ndo esporulados,
aerdbicos restritos, moveis, com apenas um flagelo polar. Tal definicdo causou uma
sobrecarga de classificacdes errbneas, tendo cerca de 800 espécies dentro do
género, em 1990 (Andreani & Fasolato, 2017).

Para solucionar esse problema, foram incluidas caracteristicas genotipicas,
através da composicdo nucleotidica do DNA, hibridizacdo DNA-DNA e
posteriormente, a utilizacdo de critérios genotipicos, baseados em RNAs
ribossomais. A partir da década de 90, o uso do RNA ribossomal (rRNA) 16S foi de
grande importancia para a reclassificacao e identificacdo de novas espécies, o que
permitiu com que a técnica se tornasse promissora dentro da microbiologia (Peix et
al., 2009).

Atualmente, varios parametros sao utilizados na classificacdo do género
Pseudomonas, que incluem desde caracteres morfologicos, estrutura celular,
pigmentacdo, aspectos metabdlicos, patogenicidade, resisténcia a antibidticos,
além de analises de cunho genético e ecoldgicos (Peix et al.,2009).

O género Pseudomonas se destaca por apresentar processos fisiologicos
bastante expressivos que permitiram sua colonizagdo em ambientes diversificados,
abrangendo habitats terrestres e aquaticos, bem como o desenvolvimento de
doencas em plantas e animais. A fim de entender melhor o género, estudos
moleculares foram realizados para a identificacdo das caracteristicas de cepas,
como as de P. aeruginosa e P. syringae, que se mostraram de grande interesse

médico e fitossanitario, respectivamente (Silby et al., 2011).
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2.2 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

A primeira espécie que teve seu genoma sequenciado dentro do género foi
a cepa de P. aeruginosa PAOL1, por Stover e colaboradores em 2000. Sabe-se que,
convencionalmente, o genoma de P. aeruginosa varia de 5,5 a 7 megapares de
base (Mb), com uma alta porcentagem de contetdo CG (65-76%) com cerca de
4000 genes presentes na maioria das cepas dessa espécie. No entanto, acredita-
se que haja uma variedade de 10.000 a 40.000 genes adicionais, 0 que implica
afirmar que seus genes centrais sdo pouco conservados, além das possiveis
recombinacdes exdgenas, que aumenta ainda mais essa variabilidade ( Van Belkun
et al., 2015; Parkins; Somayaji; Waters, 2018).

Pseudomonas aeruginosa se comporta como um patdégeno oportunista,
infectando pacientes queimados ou imunocomprometidos em hospitais e
ambientes de assisténcia a saude, podendo causar quadros clinicos como
pneumonia, infec¢cdes gastrointestinais, dermatite e demais infeccbes de pele,
infecgbes do trato urinario, bacteremia, entre outros. O sucesso de P. aeruginosa
nestes casos deve-se, em especial, a sua resisténcia intrinseca contra
antimicrobianos, a sua ampla habilidade em adquirir novos determinantes de
resisténcia e, ao fato de ser uma excelente produtora de biofilme (Turner et al.,
2014; Moradali; Ghods; Rehm, 2017).

Por ser uma bactéria associada a infec¢cdes hospitalares, o Consorcio
Internacional de Controle de Infec¢c&o Hospitalar (INICC) a considera como um fator
de risco a saude publica, pois sdo microrganismos altamente resistentes aos
antibiéticos e aos meios de esterilizacao utilizados nos equipamentos hospitalares,
a exemplo de jalecos, estetoscopios, termdmetros, sondas de ultrassom, além de

sobreviver em superficies inorganicas, como ventiladores, e assim, ser transmitida
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de paciente para paciente, envolvendo setores desde a enfermaria até as unidades

de terapia intensiva (UTIs) (figura 1) (Abreu et al., 2014; Rosenthal et al., 2016).

2. Suscetibilidade a novas infeccdes

3. capacidade de sobreviver fora do hospedeiro

4, Capacid

[] Fatores do paciente I:]Fatores do patégeno . Fatores ambientais

Figura 1. Diferentes mecanismos de transmissdo de P. aeruginosa entre os pacientes. 1. Os fatores do paciente se
iniciam a partir de um paciente infectado, transmitindo o patdégeno a um paciente susceptivel, por meio das vias
aéreas. Os fatores do patégeno estéo relacionados a sua capacidade de sobrevivéncia em situacdes criticas,
bem como a capacidade de competir com outras espécies ali ja instaladas. Os fatores ambientais atuam na
dispersdo dessas cepas, com enfoque voltado a infraestrutura hospitalar e uso de Equipamentos de Protecao

Individual. Fonte: Adaptado de Parkins; Somayaiji; Waters ( 2018).

Diante do panorama mundial de resisténcia antimicrobiana por bactérias de
interesse médico, a Organizacdo Mundial de Saude, em 2017, divulgou uma lista
sobre os principais patégenos resistentes a multiplos antibiéticos, tendo como alvo,
as necessidades da saude publica e desenvolvimento de novos tratamentos. P.
aeruginosa, juntamente com Acinetobacter baumannii e bactérias pertencentes a
familia Enterobacteriaceae foram categorizadas como Prioridade 1, em situacao
Critica para o desenvolvimento de novos antimicrobianos e terapias alternativas
(OMS, 2017).

Uma vez estabelecida essa preocupacdo com a crescente resisténcia aos

antibiéticos, terapias alternativas vem sendo desenvolvidas sob diversas vertentes,
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através do uso de anticorpos, com base na neutralizacdo da viruléncia do patégeno;
vacinas, por meio da resposta imune adquirida do organismo (Rello; Parisella;
Perez, 2019); uso de probidticos, estabelecendo um sistema de competicdo com
bactérias patogénicas; uso de prebidticos para o fortalecimento do sistema imune;
fitoterapias, com o uso do extrato de plantas medicinais e 0leos essenciais, que
apresentam atividades antimicrobianas (Vitor & Vale, 2011); e a fagoterapia (phage
therapy) que é a utilizacdo de bacteriéfagos especificos para o tratamento de
infeccbes, cuja vantagem é atribuida a sua especificidade contra bactérias alvo
(menor probabilidade de destruir a microbiota normal), sua aparente baixa
toxicidade as células humanas e sua capacidade de penetrar a matriz polimérica
do biofilme, melhor do que a de antimicrobianos (Debarbieux et al., 2010; Khalifa et

al., 2016; Kakasis & Panitsa, 2019) .

2.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

O sucesso como patdgeno de P. aeruginosa estad bastante relacionado ao
que se é chamado de quorum sensing (deteccdo de quérum), um sistema de sinais
quimicos, relacionado a densidade populacional do microrganismo, em um
determinado meio que, ao atingir uma densidade expressiva (limiar), sdo capazes
de desencadear fungdes celulares bacterianas (Barr et al., 2015).

Alguns dos primeiros mecanismos desencadeados pelo quérum sensing
sédo alteracdes na expressdo de genes relacionados a producdo de moléculas
fundamentais na viruléncia, motilidade, desenvolvimento de biofilme, mecanismos
de resisténcia a antibiéticos e adaptacdo das vias metabdlicas (Barr et al., 2015).

Quando iniciada a fase aguda da infecgao, P. aeruginosa pode perder seu
flagelo e posteriormente, na fase crénica fixar em superficies, gerando um

agregado de células revestidas por substancias poliméricas extracelulares (EPS).
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Esta estrutura formada por células bacterianas imersas em EPS é comumente
chamada de biofilme, e protege essas colénias do meio em questdo (Moradali;
Ghods; Rehm, 2017).

Os mecanismos de resisténcia desenvolvidos de forma intrinseca ocorrem
por meio da expressdo de genes bacterianos, cujos produtos atuam contra
substancia téxicas presentes em antibiéticos. Em P. aeruginosa, foi observado a
reducao e substituicdo de proteinas porinas ndo especificas por canais especificos,
com a capacidade de concentrar apenas os nutrientes indispensaveis, evitando,
assim, a absorcdo desses compostos antimicrobianos (Moradali; Ghods; Rehm,
2017).

Os mecanismos moleculares que atuam diretamente na resisténcia das
cepas sao diversos e sao diferentes para cada classe de antibioticos, causando
uma grande preocupacdo ao sistema de saude mundial. A exemplo dos
carbapénemicos, algumas cepas apresentam uma mutacao na porina OprD, que
impede a entrada da substancia na célula bacteriana (Moradali; Ghods; Rehm,
2017).

Além disso, ja foi reportado que, alteracbes de genes responsaveis pelo
funcionamento das bombas de efluxos, intituladas bombas de efluxo de resisténcia
a multiplas drogas (MDR), séo capazes de interagir com diversas classes de
antimicrobianos, levando ao surgimento de cepas potencialmente resistentes de
forma néo especifica (Blair et al., 2014).

Mecanismos cruciais no desenvolvimento de resisténcia contra o0s
antimicrobianos estdo também relacionados a transferéncia horizontal de genes,
que sdo aqueles advindos de elementos genéticos méveis (MGES), tais como

plasmideos, que podem ser transferidos de uma célula bacteriana para outra,
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principalmente por conjugacdo. Esses genes adquiridos participam diretamente na
evolucao bacteriana, pois € observado a transferéncia de genes de viruléncia e de
resisténcia aos antibioticos e metais, sendo um dos principais responsaveis pelo

sucesso patogénico de bactérias.

2.4 SISTEMA CRISPR/CAS

O CRISPR (Repeticbes Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas
ou Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) é uma estrutura
genética que apresenta uma organizacao baseada em sequéncias palindrémicas,
intercaladas por sequéncias espacadoras (Figura 2). A primeira observagcao de um
loco CRISPR ocorreu préxima a uma regido intergénica da fosfatase alcalina (iap)

da cepa de Escherichia coli K12, em 1987 (Ishino et al., 1987).
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Figura 2. Organizacao estrutural geral do Sistema de defesa CRISPR/Cas. Fonte: Adaptado de Jiang e

Marrafini (2015).

Posteriormente, foi identificado um conjunto de genes proximo a essa regiao,
denominado de genes cas (genes associados ao CRISPR), que codificam um

grande numero de proteinas, as quais podem ser agrupadas de acordo com sua
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funcdo exercida, como as nucleases/recombinases, que atuam na aquisicdo de
novos espacadores, como a Casl; Ribonucleases, necessarias para o
processamento de RNAs (Cas6); Proteinas ligantes de RNA, que compdem parte
dos complexos efetores (Cas7), e por fim, nucleases responsaveis pela degradacao
do material alvo - Cas3 (Van Der Oost et al., 2014).

Em 2005, o conhecimento sobre as estruturas que compde o0 sistema
CRISPR/Cas, propiciou o entendimento sobre sua possivel funcdo bioldgica, por
meio de analises computacionais das sequéncias espacadoras, onde foi observado
gue essas sequéncias apresentavam homologias a plasmideos e bacteriéfagos.
Bactérias que possuiam sequéncias espacadores homologas a essas sequéncias
de MGEs estavam protegidas contra a invasdo destes (Bolotin et al.,, 2005;
barrangou; Horvath, 2012).

Com bases nesses resultados, o sistema CRISPR/Cas foi definido como
uma magquinaria adaptativa de defesa presente em bactérias e arqueias, que atua
na protecao contra MGEs, principalmente virus predatoérios de procariotos (Koonin;
Makarova; Zhang, 2017a).

Apesar de ndo apresentar nenhuma homologia com outros sistemas de
imunidade adquirida, como os RNAs de interferéncias (RNAI), € possivel observar
analogias entre os mecanismos de acao do sistema CRISPR/Cas e nos demais
sistemas de eucariéticos baseados em RNA, como, por exemplo, a presenca de
helicase-nuclease e polimerases especificas de RNA, além de um complexo efetor
de proteinas envolvidas em ambos. Nao obstante dos mecanismos terem evoluido
independentemente, suas semelhancas despertam o interesse na busca de
homologias e indicios de uma evolugcdo em comum (Makarova et al., 2006; bhaya;

Davison; Barrangou, 2011).
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A estruturacdo genética do sistema é dada pela presenca de uma sequéncia
lider, que inclui um promotor, sequéncias repetidas, as quais séo intercaladas por
sequéncias espacadoras, advindas de origem extracromossémica, além da
associacao de proteinas Cas (Richter; Chang; Fineran, 2012).

A juncdo das sequéncias repetitivas e espacadores € chamada de matriz
CRISPR. As sequéncias repetitivas, também chamadas de repeti¢des diretas (DR),
seguem um padrdao de comprimento, variando entre 23-47 pb, e apresentam
regides degeneradas, que marcam o fim do loco, ou seja, representam a DR mais
antiga. Os protoespacadores incorporados no genoma bacteriano dédo origem aos
espacadores, que apresentardo um comprimento similar ao da sequéncia repetitiva
da matriz, apesar de ja ter sido descrito um espacador de 72 pb na espécie
Methanopyrus kandleri (Grissa; Vergnaud; Pourcel, 2007; Richter; Chang; Fineran,
2012).

A sequéncia Lider é uma regido rica em AT, localizada a montante da matriz
(Figura 3), com um comprimento que varia entre 200-500 pb. Esta regido atua como
promotor do loco CRISPR, além de guiar a incorporacdo de novos espacadores

(Richter; Chang; Fineran, 2012; Yosef et al., 2012).

Genes Cas
)

[ )
| Lider |Repeticao|Espacador]| | I >I >| >{ >| >

Figura 3: Organizacéo do Sistema CRISPR/Cas. Fonte: adaptado de Barrangou & Marraffini (2014).

Os genes cas codificam os efetores enzimaticos na defesa adaptativa
desses procariotos. Suas proteinas estdo englobadas em quatro dominios que
apresentam atividades de nucleases, polimerases, helicases e ligantes de acidos
nucleicos. Ao total, existem seis tipos de sistema CRISPR/Cas e a distingao entre

eles, tem como base, a presenca de Cas assinaturas, a exemplo das Cas3, Cas9
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e Casl0, pertencentes aos tipos I 1l e Ill, respectivamente, e outras Cas acessorias

gue variam a depender do tipo de sistema. (Burmistrz & Pyr¢, 2015).

2.4.1 Mecanismo geral do sistema CRISPR/Cas

O mecanismo de acdo do sistema CRISPR/Cas consiste em dois grupos
principais, onde o primeiro retiine genes que codificam proteinas fundamentais para
a obtencéo dos espacadores (fase de adaptacdo), como as endonucleases Casl e
a Cas2, que sao proteinas encontradas em quase todos os sistemas. O segundo
grupo reune um arsenal de diversas proteinas Cas, que serdo recrutadas a
depender do tipo de sistema CRISPR/Cas em questdo. Essas proteinas atuam no
processamento de um precursor de RNA CRISPR (pré-CRISPR) (fase de
biogénese do crRNA), e no reconhecimento e clivagem da molécula invasora (fase
de interferéncia) (Koonin; Makarova; Zhang, 2017).

Dessa forma, o mecanismo de imunidade contra os MGEs ocorre em trés fases:
Adaptacdo ou Aquisicao; Biogénese do crRNA; e Acdo contra 0 invasor ou
Interferéncia. A adaptacdo ocorre quando a bactéria é infectada por um MGE.
Nesse momento, o DNA do patégeno é clivado em varios fragmentos de
aproximadamente 30 pb cada, inicialmente por um mecanismo intrinseco da prépria
célula, pelo sistema de restricdo modificacdo (R-M) , e posteriormente, pela acéo
da Casl, na maioria dos tipos de sistema. Esses fragmentos seréo incorporados
ao loco CRISPR na forma de um novo espagador, proximo a sequéncia lider
(Makarova et al., 2011b).

A fim de evitar a autoimunidade, o sistema CRISPR/Cas possui mecanismos
para reconhecer e diferenciar um material exdgeno do seu préprio, através de um

motivo de sequéncia curta (de 2 a 5 nucleotideos) chamada PAM (Motivo adjacente
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ao protoespacador ou Protospacer Adjacent Motif) localizado adjacente ao
protoespacador (Figura 4) (Sashital; Wiedenheft; Doudna, 2012). Através do
reconhecimento de uma PAM, um dos fragmentos obtidos pela clivagem do MGE
pode ser reconhecido como protoespacador, e, portanto, ser incorporado como um
espacador (Leenay & Beisel 2017; Gleditzsch et al., 2018). A importancia da PAM,
nao esta somente voltada ao reconhecimento do protoespacador e a incorporacao
ao loco CRISPR como um novo espacador, mas também na etapa de interferéncia,

pois permite a bactéria diferenciar sequéncias exdgenas de seus proprios

espacadores

208

Sequéncia SEED e

 —— 0-Q

cRNA 5 AUUGAAGC lGﬁTfCTtlJTIIICGACCGGCGACCUCCCGGAACACUUUG GUUUCAGACGAA V- @ 3.
fita alvo TGA CGTCCGTAGAGCTGGCCGCTGGAGGGCCTTGTGAAAC

' _/_ x ’
3 PAM Proto-espacador )

5T~ ACT GCAGGCATCTCGACCGGCGACCTCCCGGAACACTTIG ——  °

fita complementar

Figura 4: Pareamento de bases entre espagador e sua molécula alvo, destacando o PAM e a sequéncia
seed, regifes de importancia para o reconhecimento de moléculas exdgenas. Fonte: adaptado de
Maier et al. 2015.

Nessa primeira etapa de interacdo com o DNA alvo, além da PAM, também é
necessario a presenca de um dominio seed (figura 4), que analisa perfeitamente o
espacador, levando a sua clivagem (Westra; Buckling; Fineran, 2014; Vieira et al.,
2016; Leenay & Beisel, 2017).

Na segunda etapa, a biogénese do crRNA, o precursor do RNA CRISPR ou pre-
crRNA é obtido através da transcricdo do loco CRISPR, iniciada a partir da
sequéncia Lider. Nessa fase, ha a formacdo de uma molécula precursora (pré-

crRNA), que ao ser clivada, gera varios pequenos fragmentos de RNA CRISPR ou
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crRNAS. Assim, os novos crRNAs correspondem a espacadores especificos, que

se ligam as proteinas Cas para a formacdo de um complexo ribonucleoproteico

efetor (crRNP) (Makarova et al., 2011; Westra; Buckling; Fineran, 2014; Burmistrz

& Pyrc 2015).

Em um segundo contato com o virus, na fase de Interferéncia, o complexo

crRNP, atuara como um mecanismo de reconhecimento e pareamento com 0 DNA

alvo, que permitird o recrutamento de uma nuclease efetora guiada pelos crRNAs

para a clivagem do material invasor (figura 5) (Makarova et al. 2011; Marrafini 2015;

Hille & Charpentier, 2016).
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Figura 5: Mecanismo geral de acdo do sistema CRISPR/Cas. A figura mostra as classes 1 e 2 e as Cas

assinaturas. Os mecanismos se resumem em Aquisicdo, Expressdo e Interferéncia. Fonte:

Adaptado de Barrangou & Horvath (2017).

26



27

2.4.2 Classificacao do sistema CRISPR/CAS

Pelo fato do sistema CRISPR/Cas estar associado a um mecanismo de defesa,
existe uma forte presséao seletiva entre o sistema e os bacteridfagos, onde essa co-
evolucdo faz alusdo a uma corrida armamentista e tem como consequéncia, uma
diversidade dos genes cas e reestruturacbes génicas do sistema CRISPR/Cas
(Koonin; Makarova; Zhang, 2017).

Diante dessa diversidade, para estabelecer uma classificacdo robusta, foi
preciso concatenar caracteristicas génicas, estruturais e filogenéticas que, apesar
do aumento de publicacfes voltadas ao sistema CRISPR/Cas nessa década e sua
utilizacdo como ferramenta de engenharia genética, ainda se faz necessario o
entendimento da biologia do sistema, a fim de se ter uma historia evolutiva
fidedigna, bem como perspectivas para novas aplicagdes dentro do sistema (Nature
Editorial, 2018).

Concernente a isso, os sistemas CRISPR/Cas se encontram em constante
evolucdo para competir com os mecanismos de defesa desenvolvidos pelos MGEs,
como as proteinas anti-CRISPR. Dessa forma, ha uma diversificacdo do repertorio
de genes cas e sua evolucdo, bem como na arquitetura do loco em si (Ttakeuchi et
al., 2012; Bondy-Denomy et al., 2013). Isso faz com que os complexos efetores da
imunidade conferida pelo CRISPR se tornem altamente variaveis e, juntamente
com a rapida evolugcdo do sistema, dificulte a elaboracdo de um critério
classificatorio. Ao contrario do que se acreditava, ndo existem genes cas universais
a todos os tipos de CRISPR encontrados, o que impossibilita a classificacdo
baseada apenas nesse critério (Koonin; Makarova; Zhang, 2017; Makarova et al.,

2019).
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Os critérios de classificacdo adotados combinam a presenca dos genes cas
assinatura (especificos de determinados tipos e subtipos), similaridade entre as
sequéncias das proteinas Cas, a filogenia da proteina Casl (a mais conservada) e
a organizacédo dos genes cas nos locos CRISPR (Makarova et al., 2011; Makarova
et al., 2015). A combinacédo dos critérios levou a divisdo dos sistemas CRISPR/Cas
em duas classes, caracterizadas principalmente pelos seus complexos efetores. Os
sistemas pertencentes a Classe 1 sdo aqueles que possuem complexos efetores
compostos por mais de uma proteina Cas, enquanto os sistemas da Classe 2
possuem apenas uma proteina com multiplos dominios, que realiza a mesma
funcdo dos complexos de Classe 1 (Makarova et al., 2019).

A Classe 1 agrupa os tipos I, lll e IV e cerca de 12 subtipos que podem ser
distinguidos através da similaridade entre as sequéncias de proteinas que
participam do complexo efetor, da organizacéo dos locos e das sequéncias de DRs.
O tipo | € 0 mais numeroso e esta distribuido em oito subtipos: A, B, C, U, D, E, F1
(anteriormente F), F2 (anteriormente variante F) e F3 (Makarova et al., 2020;
Koonin et al., 2017). A Classe 2 inclui os tipos II, V e VI e 17 subtipos. E possivel
encontrar diversas variantes dos tipos V e VI e o tipo VI destaca-se por ser o Unico
tipo conhecido que degrada exclusivamente RNA, até o momento (Makarova et al.,
2015; Makarova et al.,, 2019) (Figura 6) (Koonin; Makarova; Zhang, 2017a;

Makarova et al., 2015).
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Archaeoglobus fulgidus
AF1859,AF1870-AF1879

Clostridium kluyveri
CKL_2758-CKL_2751

Bacillus halodurans
BH0336-BH0342

Geobacter sulfurreducens
GSU0051-GSU0054
GSU0057-GSU0058

Cyanothece sp. 8802
Cyan8802_0527-
Cyan8802_0520

Escherichia coli K12
ygeB-ygbF

Yersinia pseudo-
tuberculosis
YPK_1644-YPK 1649

Shewanella putrefaciens CN-32
Sputen32_1819-Sputen32_1823

Thioalkalivibrio sp. K90mix
TK90_2699-TK90_2703

Rhodococcus jostii RHA1
RHA1_ro10069-RHA1_ro10072

Staphylococcus
epidermidis
SERP2463-SERP2455

Synechocystis sp. 6803
slI7067-s117063

Methanothermobacter
thermautotrophicus
MTH328-MTH323

Pyrococcus furiosus
PF1131-PF1124

Marinomonas
mediterranea MMB_1
Marme_0668-Marme_ 0677

Figura 6: Classificacdo do Sistema CRISPR/Cas de Classe 1. Fonte: Koonin, Makarova e Zhang (2017).
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Figura 6: Continuacéo. Classificacdo do Sistema CRISPR/Cas de Classe 2 Fonte: Koonin, Makarova e

Zhang (2017).

Cinco dos seis tipos do sistema CRISPR/Cas apresentam Casl e Cas2 como

proteinas cruciais para seu mecanismo de acdo. Em contrapartida, cada tipo
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apresenta uma assinatura exclusiva, e consequentemente, particularidades no
processo de biogénese do RNA CRISPR (crRNA) (Marraffini, 2015).

A imunidade adquirida por meio do Sistema do tipo | € mediada pela nuclease
Cas 3, uma helicase com acao de ATPase. Comumente, o dominio da helicase esta
fusionado com um dominio de endonuclease, decisivos na fase de Interferéncia.
Na fase de biogénese, uma ribonuclease (Cas6) cliva os pré-cRNAs em uma regiao
conservada entre um espacador e uma repeticdo direta, gerando, apos a
transcricdo, os novos crRNAS (Charpentier et al., 2015; Stanley & Maxwell, 2018).

A acdo final do mecanismo se baseia na formacgédo de um complexo denominado
CASCADE (Complexo de defesa antiviral associado ao CRISPR ou CRISPR-
associated complex for antiviral defence) (figura 7), que juntamente com os
crRNAS, atuam no direcionamento da aquisicdo de imunidade (Makarova et al.,

2011).
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Figura 7: Esquema representativo dos genes que compdem o complexo CASCADE em Escheria coli. Os
genes csel-casb6e sdo 0s genes que participam do complexo. A jusante, encontra-se o loco
CRISPR. Fonte: Adaptado de Sashital; Wiedenheft; Doudna (2015).

O sistema tipo Il comporta a Cas 9, uma nuclease com dois dominios de
nuclease (HNH e RuvC), com funcdo efetora na biogénese do crRNA, que
diferentemente do tipo |, necessita de crRNAs modificados, denominados crRNAs
trans-codificados (tracrRNA) para a clivagem do DNA de bacteriéfagos e

plasmideos (Deltcheva et al., 2011; Chylinski et al., 2014).
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A assinatura do sistema tipo Il € uma proteina com dominio de nuclease, a
Casl0, que juntamente com a Cas6, uma ribonuclease, atuam principalmente na
defesa antiviral de arqueias, com locos CRISPR mais complexos em relacdo aos
das bactérias, além de apresentarem um mecanismo de reconhecimento
independente de PAM (Sorek; Lawrence; Wiedenheft, 2013; Burmistrz & Pyr¢,
2015; Leal-Balbino, 2016).

O sistema tipo IV ndo apresenta as Casl e Cas2, seu complexo efetor consiste
em poucos genes cas, sendo Csfl a proteina assinatura (Makarova et al., 2015).
Devido a disposicédo de uma proteina denominada Cas12, proxima aos genes casl
e cas2 e da matriz CRISPR, foi possivel a classificacdo de mais um tipo de sistema
CRISPR, o tipo V. A proteina Casl12 é uma nuclease, mas seu dominio proteico
nao é compartilhado entre outras cas, mas sim com genes relacionados aos
transposons. Além da Casl2, a Cas4 também é encontrada em alguns locos do
tipo V (Makarova et al., 2015).

Por fim, o tipo VI apresenta, como proteina efetora, a Cas13, com dois dominios
de HEPN, que atuam como toxinas, além de possuir atividade de ribonuclease

(RNAase) contra bacteriéfagos (Mohanraju et al., 2016; Shmakov et al., 2017).

2.5 BACTERIOFAGOS

Os bacteriéfagos sédo formados por um material genético e um capsideo
proteico, encontrados abundantemente em todos 0s ecossistemas, além de
apresentarem uma morfologia e organizacdo gendmica bastante diversificada.
Também conhecidos como fagos, estes sao virus que infectam apenas bactérias e
apresentam especificidade a cepa bacteriana. Por apresentarem diferentes ciclos

de vida, compreender suas interagbes com seus hospedeiros, permite inferir o
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papel dessa estrutura genbmica na natureza (Clokie et al.,, 2011; Fortier &
Sekulovic, 2013).

Os fagos apresentam diferentes ciclos de vida. Fagos virulentos iréo
apresentar um ciclo litico e fagos temperados, um ciclo lisogénico. O ciclo de vida
litico ocorre quando o fago infecta e mata as células de hospedeiro, tendo como
produto, a replicacédo do fago. Nos casos de lisogenia, o fago se integra ao genoma
da cepa, tornando-se um profago e tem sua replicacdo junto a0 cromossomo
bacteriano, transmitido por transferéncia vertical. Esse processo pode alterar o
fendtipo bacteriano por meio da expressdo de genes de resisténcia advindos
desses profagos. Assim, os bacteriéfagos atuam como os principais moduladores
das comunidades bacterianas, seja através de genes de viruléncia ou pela co-
evolucdo juntos a esses microrganismos (Horde & Hill, 2018).

Diante da abundancia de fagos existentes, sua caracterizacdo e
identificacdo é dificultada, sendo necessario uma combinacdo de ferramentas, a
exemplo de microscopia epifluorescente ou citometria de fluxo e microscopia
eletrbnica de transmissado. Diferentemente das bactérias, ndo € possivel utilizar um
marcador molecular como o0 16S em fagos, por eles ndo apresentarem homologias
entre si, mas se tem utilizado um gene localizado préximo ao pescoc¢o do fago, o
que fornece novos caminhos na identificacédo dessa diversidade dos bacteriéfagos,
na tentativa de se conhecer um pouco mais sua biologia e suas intera¢des (Clokie

et al, 2011).

2.6 GENES ANTI-CRISPR

A dindmica co-evolutiva entre bactérias e bacteriéfagos assemelha-se a uma

corrida armamentista, onde ambos os lados precisam desenvolver estratégias de
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ataque e sobrevivéncia. Por um lado, as bactérias apresentam um arsenal de
defesa, a exemplo da inibicdo de ligacdo fagica em receptores de superficies
celulares, suicidio celular programado, mecanismo toxina-antitoxina com
abortamento fagico, CRISPR/Cas, entre outros (Pawluk; Davidson; Maxwell, 2018;
Samson et al., 2013). Por outro, os fagos desenvolveram mecanismos contrarios a
acao de bactérias, por meio de moléculas antitoxinas, proteinas inativadoras de
defesa bacteriana, além de mutacfes pontuais em sequéncias alvo no sistema
CRISPR/Cas (PAM e seed), que garantem uma sobrevida contra maquinarias de
defesa das bactérias.

Entretanto, esse mecanismo especifico de resisténcia ao sistema CRISPR/Cas,
tem como resposta uma rapida extincdo de fagos devido a diversidade de
espacadores gerados a nivel populacional. Diante disso, se fez necessario uma
resposta adaptativa mais arquitetada, a exemplo dos genes anti-CRISPR (acr)
(Trasanidou et al., 2019; Westra et al., 2016).

Fagos que apresentam proteinas anti-CRISPR em seu genoma foram
observados, inicialmente, nos sistemas I-F e I-E em Pseudomonas aeruginosa
(Bondy-Denomy et al., 2013; Pawluk et al., 2014). Essas proteinas anti-CRISPR
sdo produtos de genes com acéo bloqueadora do mecanismo de acao do sistema
CRISPR/Cas e foram descritas como AcrF1, AcrF2, AcrF3, AcrF4 e AcrF5, nas
cepas que comportavam o I-F e, AcrEl, AcrE2, AcrE3 AcrE4, para o tipo I-E
(Pawluk; Davidson; Maxwell, 2018).

Transanidou et al (2019) relata a existéncia de 45 familias proteicas de genes
anti-CRISPR, encontradas inseridas nas bactérias que apresentam o CRISPR/Cas
tanto de classe 1 como de classe 2, sendo elas altamente diversificadas, com um

comprimento de 50-300 aminoacidos, mas que ndo compartilham sequéncias
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conservadas entre si e entre proteinas ja descritas. Devido a baixa homologia entre
as sequéncias, um grande desafio consistia na busca por novos genes inibidores
do sistema CRISPR/Cas. Dessa forma, a busca por similaridades adjacentes foi
iniciada, e observou-se que os acrs ocorriam adjacentes a um grupo de genes
apelidados de “genes associados ao anti-CRISPR” (aca), que codificam proteinas
de motivo hélice-volta-hélice (HTH) e agem como repressores na transcricao anti-
CRISPR, garantindo a sobrevivéncia do fago (Pawluk et al., 2016; Tang, 2019).

E valido ressaltar que, os genes aca apresentam homologias entre si, bem como
compartilham sequéncias similares entre géneros bacterianos geneticamente
relacionados. Devido a essa associacdo entre aca e acr, intitulada “guilt-by-
association” (culpado por associacdo) (Figura 8), foi possivel identificar novas

proteinas anti-CRISPR (Pawluk et al., 2016; Trasanidou et al., 2019).

Known anti-CRISPR phages |Capside>| Cauda>| acr genes l | acal >|Capside>|Capside>

ez < I EDED @A
Pseudomonas sp. BAY1663 | acal >< |< Lise |< |<Cauda |<Cauda |
P. fluorescens AU14440 < |<apsideol| cand2 >| acal >| ><apsfdeo|< |

P. aeruginosa PACS458 <:’ |:> | acal >< |< Cauda | < |

Figura 8: Associacdo entre genes aca e acr. Fonte: Adaptado de Trasanidou et al (2019).

O mecanismo de acéo dos genes anti-CRISPR sdo bem diversificados, mas
todos apresentam o mesmo proposito: evitar a destruicdo do DNA alvo (Figura 9).
Devido a auséncia de homologias entre proteinas Acrs, 0s primeiros estudos a fim
de compreender sua agéo foram feitos individualmente. Algumas proteinas da

familia Acr tipo I-F, atuam na fase de adaptacéo, bloqueando o reconhecimento do
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DNA exogeno ou impedindo o recrutamento da Cas3 (Borges; Davidson; Bondy-

Denomy, 2017).

Tipo VI

" 2- Expressao e montagem do, J
. Complexo ey <o

“ 3. Interferéncia

a) Ligagdo ao alvo

b) Nucleases de ativacao

c) Degradacao do alvo

7 B v_ s
> ] 2N R

—

Figura 9: Mecanismo de acdo geral de genes Anti-CRISPR. As caixas em verde s&o os estagios do
mecanismo de acdo CRISPR/Cas. Acrs estdo representados em circulos com seus nomes
abreviados (por exemplo, AcrlF3 é abreviado para IF3). Observa-se uma maior presenc¢a de genes
acrs na fase de Interferéncia. Fonte: Adaptado de Tranasidou et al (2019).

Apesar da atuacao nas fases de adaptacdo, mecanismos ligados a fase de
interferéncia tem sido observado na maioria das proteinas bloqueadoras do sistema
(Trasanidou et al., 2019). Acrs pertencentes a classe Il, como as AcrllA2, AcrllAd e
AcrlIC3, desenvolveram seus mecanismos contra a Cas9, através do bloqueio entre
as Cas e sua ligacdo ao DNA, tendo como consequéncia, a falta de imunidade
adaptativa adquirida (Borges; Davidson; Bondy-Denomy, 2017).

A inativagéo do sistema CRISPR/Cas ocorre em cerca de 12% dos sistemas
estudados que apresentam o loco CRISPR. Essa interacdo com proteinas Acrs
pode resultar em sistemas incompletos, defeituosos ou ausentes. Entretanto, a
inibicdo do CRISPR/Cas interfere no valor adaptativo bacteriano, uma vez que a
transferéncia horizontal de genes contribui com a modelagem de genomas
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bacterianos e implica em um custo beneficio para a obtencédo de proteinas anti-

CRISPR (Borges; Davidson; Bondy-Denomy, 2017; Landsberger et al., 2018).

2.7 SISTEMA CRISPR/CAS EM PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Pseudomonas aeruginosa comporta o sistema CRISPR/Cas tipo |,
destacando-se os subtipos I-F, em maior frequéncia (30%) e I-E (12%). Em um
estudo realizado por Van Belkun e colaboradores (2015) além desses dois subtipos
encontrados, constatou-se a presenca de I-C, em menor frequéncia. A presenca de
mais de um sistema no mesmo isolado, apesar de raro, foi descrito por Essoh et al
(2013) e por Van Belkun et al (2015), entretanto, o primeiro achado em isolados
brasileiros foi relatado por Luz et al (2019), onde os sistemas I-F e I-E foram
encontrados simultaneamente em duas cepas (1,5%).

Algumas cepas de P. aeruginosa ndo apresentam a matriz CRISPR
integrada em seu genoma, a exemplo de PAO1, ou possuem um sistema
degenerado com genes cas o6rfaos (Figura 10). Em contrapartida, P. aeruginosa
UCBPP-PA14 (PA14) apresenta o sistema I-F, com duas matrizes CRISPR:
CRISPR 1 e CRISPR 2 (Figura 11). Esta cepa é utilizada como referéncia para
estudos no entendimento do mecanismo de imunidade adaptativa contra fagos
lisogénicos e biologia do sistema, em geral (Cady et al., 2012; Heussler et al., 2016;

Li et al., 2016; Van Belkun et al., 2015).
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Figura 10: Contexto genético do Sistema CRISPR/Cas em Pseudomonas aeruginosa. A) Sistema
CRISPR/Cas do tipo I-F; B) Sistema CRISPR/Cas do tipo I-E; C) Sistema CRISPR/Cas 6érfao

de proteinas Cas, em Pseudomonas aeruginosa. Fonte: Luz et al (2021).

CRISPR 1 CRISPR associated (cas) genes CRISPR 2

cas6f cas7 cas5 cas8f cas3-cas2 cas1 21 1
CLider (L) 'Repetigéo I:I Espacgador

(csyd) (csy3) (csy2)  (csyT)

Figura 11: Esquematizacdo do sistema CRISPR I-F presente na cepa UCBPP-PA14 de Pseudomonas

aeruginosa. Fonte: Heussler et al (2017).
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Andlises dos genomas de P. aeruginosa que apresentam 0 sistema
CRISPR/Cas completo e sem genes anti-CRISPR mostram um tamanho menor de
seu genoma em relacdo aquelas que nao possuem, o que esta relacionado com o
papel que o sistema exerce, o bloqueio da transferéncia horizontal de genes (Van
Belkum et al., 2015). Entretanto, estima-se que 64% do sistema tipo I-F em
P.aeruginosa estdo inativados por genes acrs, o que sugere uma forma de
adaptacao as pressdes exercidas pelo meio ambiente (Stanley and Maxwell 2018).

Em uma analise realizada por Weinberger et al ( 2012) a presenca do loco
CRISPR esta bastante relacionada a condicbes ambientais. Concomitante, Westra
e colaboradores (2015) relatam que o sistema CRISPR/Cas confere vantagem ao
hospedeiro em meios nutricionalmente pobres.

Em um estudo realizado por Heussler et al (2015) foi observado que cepas
de P. aeruginosa que apresentavam genes do fago DMS3 integrados no seu
genoma, apresentavam uma limitacdo de motilidade dentro do hospedeiro e na
formacéao do biofilme. Uma vez que houvesse a exclusdo desses genes, o sistema
CRISPR/Cas voltava a ser funcional, ocorrendo a restauracdo da motilidade e
producao de biofilme.

Essoh et al (2013) observaram gue o sistema CRISPR/Cas ndo estava
associado a resisténcia de fagos liticos. Cady et al (2011) relataram a presenca de
espacadores similares a bacteri6fagos integrado no genoma do hospedeiro,
amplamente associados a fatores de viruléncia, sugerindo que o sistema permite
uma interacao clinicamente importante entre o genoma bacteriano e 0os elementos
genéticos moveis.

Nesse contexto, é possivel inferir que o sistema CRISPR/Cas apresenta

diferentes vertentes ao seu funcionamento, podendo exercer outras fun¢des dentro
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do genoma bacteriano. Entretanto, devido ao grande numero de bactérias e
arqueias que possuem esse tipo de sistema em seu genoma, a compreensao e o
entendimento dessas funcdes é de tamanha complexidade, pois cada organismo
ird se adaptar ao meio sobre pressdes seletivas diferentes, interferindo e gerando
diversidade funcional do sistema CRISPR/Cas (Viswanathan et al., 2007; Hale et

al., 2009; Westra; Buckling; Fineran, 2014)

2.8 LOCO CRISPR COMO FERRAMENTA DE GENOTIPAGEM

A tipagem molecular € uma ferramenta fundamental nas analises clinicas e
epidemiolodgicas para a individualizacdo de amostras semelhantes na investigagdo
de genes de viruléncia e identificagao de surtos (Chen et al., 2018). A tipagem de
isolados bacterianos tem como aporte algumas técnicas moleculares que permitem
sua identificacdo e comparacédo, como a técnica por Polimorfismo do Comprimento
de Fragmento de Restricdo (RFLP), Analise do Numero Variavel de Repeticbes em
Tandem (MLVA), Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), Tipagem de
Sequéncias Multilocus (MLST), entre outras (Filloux & Walker, 2014).

A caracterizagdo por MLST € uma das técnicas mais utilizadas na
microbiologia, uma vez que fornece um panorama evolutivo, populacional e
epidemioldgico das linhagens bacterianas, através da andlise de pequenos
fragmentos de nucleotideos curtos, pertencentes a sete genes constitutivos. Por
meio de ferramentas computacionais online, como o banco de dados Web
PubMLST (https://pubmilst.org/), é possivel obter os perfis alélicos ou Sequence
Type (ST) de cada isolado, gerando uma linguagem universal para a comparagao

direta dos isolados (Maiden, 2006; Filloux & Walker, 2014).
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O sistema CRISPR/Cas tem a capacidade de adquirir novos espacadores,
que atuam na defesa contra os MGEs. Esse mecanismo fornece um conjunto
especifico e uUnico de sequéncias de DNA, obtidos de forma organizada e
cronologica, podendo ser uma ferramenta interessante em genotipagens
bacterianas (figura 12), pois permite inferir sua origem, suas relacées genéticas,

sua histdria evolutiva e seu fluxo de dispersédo (Barrangou & Dudley, 2016).

cas3 cas2 | —
CRISPR1

—

CRISPR2

CRISPR1 CRISPR2 Alelo

CRISPR1  CRISPR2 CRISPR Type

1 cn
CT2
CT3
CT4
CTs

N b W -
WN =t

Figura 12: Esquema utilizado para a tipagem molecular através da analise do loco CRISPR. Cada retangulo
colorido corresponde a um espacador diferente. De acordo com o contetdo de espacadores e a
sua ordem de incorporacéo, é possivel estabelecer perfis para cada um, e, ao final, estabelecer
um tipo CRISPR Unico. Fonte: adaptado de Shariat e Dudley (2014).

Apesar de existirem diferentes técnicas moleculares aplicadas a
identificacdo e comparacao de isolados bacterianos, o loco CRISPR por ser uma
regido hipervariavel, baseada na predicdo e modulacao de resisténcia ao fago,
permite uma analise tanto do teor como da variabilidade dos espacadores, mesmo
em isolados geneticamente relacionados, tornando-se alvo para estudos de
tipagem molecular (Barrangou & Dudley 2016; Shariat & Dudley, 2014).

Em estudo realizado por Pourcel e colaboradores (2015) foi comparado
técnicas de genotipagem por CRISPR e por MLVA em Yersinia pestis. Nesta

pesquisa, o loco CRISPR foi capaz de distinguir as cepas entre as trés matrizes
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CRISPR, Ypa, Ypb e Ypc, enquanto por MLVA, algumas estirpes ndo foram
diferenciadas (Pourcel et al., 2015).

Apesar do sucesso do loco CRISPR como uma ferramenta de tipagem
molecular em patégenos bacterianos, a exemplo em Mycobacterium tuberculosis
(Groenen et al., 1993), Yersinia pestis (Barros et al., 2014), Salmonella typhimurium
(Fu et al.,, 2017), Helicobacter cineadi (Tomida et al., 2017) e Streptococcus
agalactiae (Beauruelle et al., 2017), até 0 momento, os resultados obtidos para P.
aeruginosa, baseado no sistema CRISPR/Cas, ndo permitem inferir se este sistema
também seria eficiente para sua tipagem, mas fornecem dados e hipoteses sobre

a atuacao do sistema e suas possiveis aplicacdes (Luz et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Analise comparativa de dados gendmicos dos isolados clinicos de Pseudomonas

aeruginosa comportando o sistema CRISPR/Cas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.Pesquisar e confirmar o sistema CRISPR/Cas no genoma dos isolados clinicos
de P. aeruginosa;

2. Identificar o contetdo espacador dos isolados e comparar com 0s espacadores
depositados no banco de dados publicos;

3. Investigar possiveis bacteriéfagos integrados nos genomas das P. aeruginosa;
4. Pesquisar possiveis genes anti-CRISPR nos genomas dos isolados em estudo;
5. Realizar um estudo epidemiolégico-molecular dos isolados clinicos de P.

aeruginosa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS DE P. AERUGINOSA

44

Foram sequenciados 12 genomas de isolados clinicos de P. aeruginosa,

oriundos de diferentes origens de infeccdo e setores de dois hospitais publicos da

cidade do Recife/PE (Tabela 1). Os isolados estdo estocados em criotubos

contendo meio de cultura BHI e glicerol a 30% na proporgéo de 1:1 em freezer a -

80°C, na bacterioteca do Departamento de Microbiologia do Instituto Aggeu

Magalh&es/Fiocruz/PE.

Tabela 1: Informacdes sobre os isolados do presente estudo

Isolado Ano de coleta Setor Hospitalar Amostra Clinica Hospital
Pae90 2016 Enfermaria Urina H1
Pae93 2016 Enfermaria Urina H1
Pae94 2016 UTI Aspirado traqueal H1
Pael04 2010 Cirurgia geral Sangue H2
Pael05 2010 Cardiologia Urina H2
Pael07 2010 UTI Sangue H2
Pael08 2010 Cardiologia Aspirado traqueal H2
Pael10 2010 Clinica Secrecéo de ferida H2
Paell4 2010 Clinica Secrecéo de ferida H2
Paell5 2010 Clinica cirargica Urina H2
Paell6 2010 Cardiologia Secrecao de ferida H2
Pael27 2010 Clinica vascular Ponte de cateter H2

4.2 ASPECTOS ETICOS

Os isolados clinicos em estudo foram obtidos em trabalho anterior (Luz et

al., 2019), por demanda espontanea de hospitais publicos da cidade do Recife. O

projeto ndo apresenta implicacdes éticas considerando que, os resultados nao
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serdo vinculados ao nome dos pacientes e nem aos hospitais de obtencdo das

amostras.

4.3 SEQUENCIAMENTO DOS GENOMAS

O DNA gendmico dos 12 isolados foi extraido com o DNeasy Blood and
Tissue Kit (Qiagen) seguindo as instru¢cdes do fabricante. As bibliotecas foram
obtidas com Nextera XT Library Preparation Kit (lllumina) e quantificadas através
de uma reacédo de PCR em tempo real utilizando o NEBNext Library Quant Kit for
lllumina (New England Biolabs) no equipamento QuantStudio (Thermo Fisher
Scientific). As bibliotecas foram sequenciadas no MiSeq (Illumina) usando o MiSeq

Reagent Kit V3 with 600 cycles (lllumina).

4.3.1 Montagem e anotagcdo dos genomas

A qualidade do sequenciamento foi avaliada através do software FastQC
(Andrews, 2010). A montagem dos genomas utilizou o Unicycler, que consiste em
um pipeline de montagem de genomas otimizado para 0os genomas bacterianos,
tendo como base, o software SPAdes (Bankevich et al., 2012). A anotacgéo foi
realizada localmente através do sotfware Prokka (Seemann, 2014). Os genomas
foram visualizados através do software Artemis (Rutherford et al.,, 2020), e
proteinas de interesse foram comparadas pela ferramenta BLAST com o banco de

dados do Uniprot para confirmacao de sua identidade.

4.4 PESQUISA DO SISTEMA CRISPR/CAS

A confirmacdo da presenca do sistema CRISPR/Cas no genoma dos
isolados estudados foi realizada utilizando a ferramenta online CRISPRCasFinder

(Couvin et al., 2018) e a organizacao dos locos CRISPR confirmados foi visualizada
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através do software Artemis (Rutherford et al, 2000). Em seguida, os achados
foram comparados com isolados brasileiros ja estudados pelo grupo de pesquisa,
0S quais passaram pelos mesmos processos de investigacdo dos sistemas (uso do
software CRISPRCasFinder e analise do genoma no Artemis) (Luz et al., 2019) e

com isolados depositados no banco de dados do NCBI.

4.5 ANALISE DOS ESPACADORES

Os espacadores encontrados nos locos CRISPRs dos isolados tiveram sua
possivel origem determinada de acordo com a ferramenta online CRISPRtarget
(Biswas et al., 2013). Nossos espacadores foram comparados com os disponiveis
em uma biblioteca de espacadores publicada por Luz et al (2019), contendo
espacadores de isolados clinicos brasileiros especificos de P. aeruginosa, além de
espacadores de outros paises. Além disso, foram utilizados o BLAST e o Uniprot

pra confirmacao da origem.

4.6 INVESTIGACAO DE BACTERIOFAGOS E GENES ANTI-CRISPR

A busca pelos bacteriéfagos nos 12 genomas dos isolados de P. aeruginosa
foi realizada utilizando a ferramenta online PHASTER (http://phaster.ca/) e BLAST
(NCBI) (Johnson et al. 2008) para confirmacgéo usando a regido do fago desenhada
por PHASTER e os genomas do primeiro e segundo fagos mais comuns dos
resultados do PHASTER. O PHASTER considera varios critérios como
comprimento geral do fago, estruturas relacionadas como cauda, capsideo e a
partir disso, os fagos recebem pontuacdes. Os profagos s6 foram considerados
presentes se 1) os resultados do PHASTER considerarem a integridade do fago

intacta ou 2) os resultados do PHASTER considerarem a integridade questionavel,
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mas os resultados do BLAST retornarem uma porcentagem de cobertura de
alinhamento de 50% ou mais.

Os resultados foram comparados com a origem dos espacadores obtidos
para determinar se os isolados em questdo possuem espacadores contra os fagos
incorporados, contrariando o principio do sistema CRISPR/Cas.

As possiveis proteinas anti-CRISPR advindas desses profagos foram
investigadas usando BLAST (Banco de dados NCBI)
(Https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) através da comparacdo entre as nossas
sequéncias com as sequéncias de 14 proteinas anti-CRISPR previamente descritas

(Pawluk et al. 2014, 2016, 2018) contra cada genoma estudado.

4.7. DETERMINACAO DOS PERFIS GENETICOS DOS ISOLADOS

Os perfis genéticos foram determinados de acordo com a técnica de MLST
(Multilocus Sequencing Typing) através das ferramentas online do banco de dados
especifico para P. aeruginosa do PubMLST (https://pubmist.org/paeruginosa/)
(Jolley; Bray; Maiden, 2018). Assim, a partir da analise dos sete genes constitutivos
de Pseudomonas aeruginosa, € possivel observar padrbes, chamados de
sequence tipyng (ST), os quais ja podem ter sido descritos, ou pode-se observar
novos perfis. Os novos alelos génicos (perfis genéticos) observados nos isolados

foram submetidos ao banco de dados.

4.8 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

Em estudo previamente desenvolvido e publicado pelo grupo de pesquisa,
13 isolados de P. aeruginosa, coletados nos mesmos hospitais alvos do estudo,
pertencentes aos anos de 2015 e 2016 foram sequenciados e caracterizados pela

técnica do MLST (Luz et al., 2019). A partir dos STs pré-estabelecidos, juntamente
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com os STs obtidos dos 12 isolados no presente trabalho, foi possivel tracar rotas
de disseminacgéo, sob um aspecto espaco-temporal, dos 25 isolados, entre os dois

hospitais analisados.

Para tracar a rota de disseminacdo com base no CRISPR foram utilizados
apenas os isolados que apresentaram o sistema I-F dentre os 25 isolados. Assim,
os espacadores do loco CRISPR nos isolados de P. aeruginosa foram classificados
previamente em Luz e colaboradores (2019) e organizados em subclassificacfes
dentro de grupos através da ordem dos espacadores (anexo 1). Os genatipos foram
estabelecidos a partir da sequéncia dos espacadores, onde apenas um espacador

diferente indicaria um novo gendtipo (Luz et al., 2019).
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5. RESULTADOS

5.1 PESQUISA DO SISTEMA CRISPR/CAS

49

A identificacdo e confirmacédo dos tipos de locos CRISPR por meio do

CRISPRCasFinder revelou a presenca do tipo I-F (83%) e I-E (17%) no genoma

dos 12 isolados estudados (Tabela 2 e Figura 13). Os tipos I-F e I-E geralmente

carreiam em seu genoma locos CRISPR (Tabela 2 e Figura 13). Nesse contexto,

os isolados Pae90, Pae93, Pael07 e Pael08 apresentaram, além de um conjunto

CRISPR completo, um segundo loco CRISPR, porém sem os genes cas (Figura

13).

Tabela 2: Tipos de CRISPR/Cas dos isolados brasileiros de Pseudomonas aeruginosa estudados.

Isolado Tipo CRISPR/Cas
Pae90 I-F e LES
Pae93 I-E e Orféo
Pae94 I-E
Pael04 I-F
Pael05 I-F
Pael07 I-F e LES
Pael08 I-F e LES
Pael10 I-F
Paell4d I-F
Paell5 I-F
Paell6 I-F
Pael27 I-F
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ISOLADOS TIPO E ESTRUTURADO SISTEMA CRISPRICas
2 Pae 104 LOCOCRISPR2 —GenesCas | ococRIsPR1 —CenesCas
Pae 105
Pae 110 TIPO IF W TIPO I-F W
Pae 114
Pae 116
Pae 127 Sistemas CRISPRs do Tipo I-F.
b) Genes Cas brfa
LOCOCRISPR2 "~ LOCO CRISPR1 IQEEEEfEES_-_'—_E_S_I
Pae 90
Pae 107 TIPO I.F =0z = TIPO I-F
Pae 108
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Figura 13: Tipos de CRISPR/Cas e estrutura observada nos isolados brasileiros de Pseudomonas
aeruginosa estudados.

Ao investigar o loco CRISPR sem genes cas (CRISPR 6rfao), foi observado
gue os isolados apresentam um conteddo genético em comum, exceto o isolado

pae93, que apresentou uma constituicdo génica diferente dos demais (Figura 14).
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Figura 14: Contexto genético do CRISPR/Cas observados nos genomas estudados. Proteinas hipotéticas
sdo proteinas ndo caracterizadas. Fonte: Prépria autora.

Esse contexto genético observado nos isolados Pae90, Pael07 e Pael08
sugere uma relagdo com as cepas epidémicas de Liverpool (LES) de Pseudomonas

aeruginosa (England et al., 2018).
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5.2 ANALISE DOS ESPACADORES

Os espacadores encontrados nos genomas no presente estudo foram
comparados e inseridos em uma biblioteca de espacadores desenvolvida e
publicada por Luz e colaboradores (2019). Para a criacdo da biblioteca de
espacadores realizada por Luz e colaboradores (2019), além dos espacadores
identificados em seus isolados clinicos brasileiros, a biblioteca conta com
espacadores previamente descritos por Cady e colaboradores (2011) e Essoh e
colaboradores (2013), reunindo assim, espacadores tanto de isolados brasileiros,
como de outros paises.

Juntamente com os dados disponibilizados por Luz e colaboradores (2019)
e do presente trabalho, a atual biblioteca de espacadores esta formada por 1203
espacadores (Material suplementar 1), sendo 281 encontrados em nossos isolados.
Destes, 132 ja haviam sido descritos nos trabalhos anteriores e, 149 foram
descritos pela primeira vez no presente estudo (Material suplementar 2).

Com base no CRISPRTarget, na biblioteca de espacadores publicada por
Luz et al (2019) e em comparacdes no BLAST e Uniprot foi determinado as origens
dos espacadores observados nos isolados e, o que podem proteger. Dos 281
espacadores encontrados nos locos CRISPR dos 12 isolados do presente estudo,
foram observados espacadores desconhecidos que ndo apresentaram homologia
com elementos genéticos moéveis (MGEs) conhecidos; Espacadores que
apresentaram homologia com fagos e plasmideos simultaneamente e;
Espacadores com similaridade de sequencias a fagos ou plasmideos. A relacdo
entre as sequéncias espacadoras e seus possiveis alvos mostrou ao comparar as

sequéncias espacadoras, com as sequéncias disponiveis nos bancos de dados,
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gque a maioria das sequéncias espacadoras encontradas nao apresentaram

homologia com as sequéncias depositadas (figura 15).

26%

= Alvo desconhecido Fagos ®Plasmideos ®Fagos ou Plasmideos

Figura 15: Relacdo entre as sequéncias espacadoras e seus possiveis alvos. 62% das sequéncias
espacadoras apresentaram alvos desconhecidos. 26% sequéncias espacadoras apresentaram

A

homologias aos fagos; 7% apresentaram homologia a plasmideos, 5% apresentaram
homologias tanto a fagos como a plasmideos, simultaneamente. Fonte: Prépria autora.

Os 149 espacadores descritos pela primeira vez, sdo espagadores nunca

observados em outros genomas. Dessa forma, a fim de estabelecer a possivel

origem dessas sequéncias espagadoras, as mesmas foram submetidas a

alinhamentos em diferentes programas, a exemplo do CRISPRTarget, Blastn
(NCBI) e Uniprot (Tabela 3).

Tabela 3: Panorama dos novos espacadores identificados no presente estudo. Destacado em azul
0s espacgadores com similaridades com MGE.

Espacador

Sequéncia

Origem

s1055

AAAAATCACGTTCATCGAAAATCACACGTGAT

Desconhecido

s1056

AAAACGAGCCACGGGTGTCGGCCTTCGACTCA

Desconhecido

s1057

AACATCCAGCCCGAGCTGAGCGATATCCCCCG

Fago

s1059

AACCATGCGCTGCGGCTGGTCATCAGCGAGCA

Desconhecido

s1060

AAGCTGGCCGGGTGATCTGCGCAGGCCCGGAT

Desconhecido

s1061

AATGCCCGGACTTGCCGGGCTAATGAGGGGTA

Desconhecido

1062

ACCAATGGACCAGCAATCGAACTCAAGAACGA

Desconhecido
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s1063 ACCCGAATGCATCACCAACCCACGGCGTGCCC Desconhecido
51064 ACCGAATCCGCGACTCGTACCGAGTCGCAAAC Desconhecido
s1065 ACCGGGAACTGGGCGACGGACCAGAACCTCCT Fago
s1066 ACCTTAGAACTGGATGACGAATTCGAACTGCT Desconhecido
s1067 ACGAACAGCGCTGCGAACTCGCCAAGGTCTGG Fago
s1068 ACGAACGAACAGTTTTTTCAGGTTTTTCATAG Desconhecido
s1069 ACGACGACGAGAAGGATGGCAACCGGCGTTTG Fago
s1070 ACGCTACAAAGTCGACGTTGGCACTTTTATGC Fago
s1071 ACGTCGGAACGCAACTACCTGACCGCGTTGGT Plasmideo
s1072 ACTCTGCGCCTCGACGTCGGGATCTACGAAAA Fago
s1073 ACTTGCAGAAGCCCCAGGACTTGAAGCCACTG Desconhecido
s1074 ACTTGGGCGGCCTTGGTCAGGTCGATGGTGAT Fago
s1075 AGAACGAGCCCCGTGTATCGGCTTTGGACTCA Desconhecido
s1076 AGATACCTATCGAGGGGTGCTGAGGACAGATC Desconhecido
s1077 AGCGTGCCATGGCGGCGGTAAGTCAAACCGTT Desconhecido
s1078 AGCTGGTTGTAGACGGCGATGCACTGCTCGAT Fago
s1079 AGGAATCGCCCACGCGGTAACACACTTCATAC Fago
51080 AGGACTCAGCGAGCCTTCACAAGACGCCTCCA Desconhecido
s1081 AGTCAGCGATGAGTGACGTAACCATGGCGATA Desconhecido
1082 AGTGCGGGGTTGAAAAGTGGCTGGGGCGTGAT Desconhecido
51083 AGTTCGGGACACTGCTCCAGCAGCAGGACGCA Desconhecido
s1084 ATAAGGCTGTCGTCACAGCGCTGCATGGCTGA Fago
s1085 ATACTGACTCAGCCAGGGAAAAGTCACTTGGA Fago
s1086 ATATCCAACACCGGGACGGGAGTCCGATCCTA Fago
s1087 ATCACACGTGATGGCGAGGTGAAATCACACAT Desconhecido
s1088 ATCCGTCACCGGAATTTGCGCGTTGGCCGTGC Plasmideo
s1089 ATCGAGCAGTGCATCGCCGTCTACAACCAGCT Fago
s1090 ATGAAGGCCAGCAGGCCGAACACGATTGCGAT Plasmideo
s1091 ATGCACACGACGTTCGAGTTCTGCATTGACGT Desconhecido
1092 ATGCAGCGATCCGGCCGGCGGAGCCGAAGGA Fago
1093 ATGGGGTCTACATCAGCGATGCGGCTCTGTCC Desconhecido
s1094 ATTGGCCGTGCAAGGTCCACCAGTCGATGCTT Fago
s1095 CAACTGGCGGCCGGCGCTCGGCAGTCCATTCT Fago
51096 CAGGCAGGTGGCTCCGGCCTGGAGGCGGGGTC Desconhecido
s1097 CAGTATCCGGGCCTTGACGGGTTTCCCATGCT Desconhecido
1098 CCGGCATCACCTGGGAAGAAGCCGGCGCCTGG Desconhecido
1099 CCGGGGCATCGAGGACAACGAAATGAGCCTGA Desconhecido
s1100 CGATACGAGCGCGGGGACTGATTTCACTGGGT Desconhecido
s1101 CGATCTGCTCCGCGCGTTCCGGCGGCGTCGCA Fago
s1102 CGCAACGTTCGTGATCTGCCGTTCGCCGCCCA Plasmideo
s1103 CGCGCTATTCTCTACTCCTACCTTTTCTTTGA Fago
s1104 CGCTTGTGGTCCAGCGACTGGCCCTTCGCCGG Fago
s1105 CGGGCCTTCGCTTCGGCATCGACACGCTGGTT Plasmideo
s1106 CGTCCAGTCGGGCTGTTGAGTTTCTCTGCTAC Desconhecido
s1107 CGTCGCGACTTGTCGCGTCGAACGGAGCGCCG Desconhecido
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s1108 CGTCGGTCGGTGATCCCGCGCCACGACCAGTT Fago
51109 CTAAAAGGCCTTTTAAAGCCTTTTAAAGGTAA Desconhecido
s1110 CTCTCCTGAGCGCTGAGGATGCAAGAGCCCGC Fago
s1111 CTGAAACTCGGTGTGTTTGAGATACGCCTTCA Desconhecido
s1112 GAAAAACTTCACAACCGCAGAAGTCATCCTAT Desconhecido
s1113 GAAATGCTGGCTCGGCTGACAAAACTTGAGGA Fago
s1114 GAAGCTTTTCTCCCCCTGCCCTCTGACCCCCT Desconhecido
s1115 GAAGTTCACCGACGACAGCGGTTCAACGCGTT Desconhecido
s1115 GACAACCAGCTGGCTCAGCCGGTTGTGCTCAA Desconhecido
s1116 GACGTGTGCAGGATCTCGCCGGCGCCGGCAAT Desconhecido
s1117 GAGCAGATCCGCTATGGCATTCAGCAATGCCG Desconhecido
s1118 GCATGCTGTCCGGCCTGTTGATCGGCCCGCTG Fago
s1119 GCCACCAGTTGCTTCACCTGGGAATTGACCTT Desconhecido
s1120 GCCAGCAGGCCGACATGATGATCGTGCTCACT Desconhecido
s1121 GCCCTGGCGCTCCTCGACGCTCACAATCCCTAC Desconhecido
s1122 GCCGTCTGCTTGAACCGGAGCCGCCCGGCACT Desconhecido
s1123 GCGAGCATTTACACGTAATGCCCATTATGCGA Desconhecido
s1124 GCGAGGGTGGCGGGGCTGAAAAGTCGGGTATA Desconhecido
s1125 GCGCAGGGTACGCCGGTAGGCCTGCAGTGCCT Fago
s1126 GCGCTGGCTTTCGGATCGGCGCCGGACACTTT Desconhecido
s1127 GCGGCCTCTGTGGGCGTTCCTGATGTCGATCA Fago
s1128 GCGTGATGAAACGTCTGCGCTGCCCTCTTTGT Desconhecido
s1129 GGCAAGCCATTGATCAGCAGGCCGGTATTCGG Fago
s1130 GGCACCACGTTGGTCGAGCTGTTCAGCTCGTT Fago
s1131 GGCCAACTGAGCCAGACCATGGAGGGCGGCGA Desconhecido
s1132 GGCCTGGGCCGGGCTGAGGCGTGGCCGTCGAA Desconhecido
s1133 GGCGAGCTACCGCCGACGTGGGGCCACTACGA Desconhecido
s1134 GGGCACGCCGTGGGTTGGTGATGCATTCGGGT Desconhecido
s1135 GGGCAGGCGATCTACCAGACCCTCGCCGTGAA Desconhecido
s1136 GGGTGGCGGAACCGACTGCCGAATATCACTCC Desconhecido
s1137 GGGTTTTGACTATTGTCGGACCCGCTCTGGAG Desconhecido
s1138 GTCGGCGCGAGACATCATTCCGCCGCGATCCT Desconhecido
s1139 GTCTCGCGCGTGATGCCGTGCTCGATCGCCCA Fago
s$1140 GTGACTATCGATCCTGAGCTTCAACAGCCAAT Desconhecido
s1141 GTGCGGGGCGAACGGCTGCTATCAGACACTAC Desconhecido
s1142 GTTTTCACCGATGGTCATGGTCTCTTTCCCGA Desconhecido
1143 TACCAGGAGCCAACAGCGATGTGCCGCCCACAA Desconhecido
s1144 TACGTACCTGGGAACGTTCGAGAAGGTCGTGA Fago
s1145 TACTGGTTCTTCGCCAACGGCCGGCGCTTCTG Fago
s1146 TAGGGTTCAGCCGGTGGCTGCGAGTGTCGATT Desconhecido
s1147 TATCCGAGTTTCCCAGACCTACGAAATAGTCA Desconhecido
1148 TATCGAAGAGTGATCTGCGCTGCTGTGGCGCA Desconhecido
s1149 TATGCCGCCCAGCGTGCCGCCCAGGGCGCCGC Plasmideo
s1150 TCAAAGCGCGAACCATCCAACGGCAGTTCGCA Plasmideo
s1151 TCAAGTTCGGGTCCGAGCTGGCCGCACACACC Desconhecido
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s1152 TCGAGCAGCGGCCCGAGGAGTCCGAAGACTTG Fago
s1153 TCGATCACAGCAAGCCCTACCTGACGGTCGAT Plasmideo
s1154 TCGATGAAATACTGGCCGTCGAAACAGAGCTT Fago
s1155 TCGCCCGAAGCCCGCTTATGAACTTCGAGAC Desconhecido
s1156 TCGCCCGAAGCCCGCTTATGAACTTCGGGACA Desconhecido
s1157 TCGCCCTAAGCCCGCTTATGAACTTCGCGAC Desconhecido
s1158 TCGGACAAAGACAGCCTCCGGTCATAGGGTAG Desconhecido
s1159 TCGGCGAGGCGATCGATCATGCGAATCAGCAA Plasmideo
s1160 TCGGTGACGCTGGACTGGTCGAGGGGCGTAGA Fago/Plasmideo
s1161 TCGTAATCATTGAAGCCCCGGGCAAGCTGAAA Plasmideo
51162 TCGTCGTGGTTGTAGGCCGCCTGCCACGTCTT Desconhecido
s1163 TCTTCTGGTGTGGTCGACTCGGTGACAGACAA Desconhecido
s1164 TGAACAACCCGGCGCTGCGCGACTATCTGCCG Plasmideo
s1165 TGATCGACATCAGGAACGCCCACAGAGGCCGC Fago
s1166 TGATGGTTTGCGTGCGTATGCCGCCAGATTCA Fago
s1167 TGCAGACGTTACGTTAGGCGCAGCCCGACCGA Desconhecido
s1168 TGCCAGGCGCTGGCAAGACCCTGAACGCGATT Fago
s1169 TGCCGATCGCGCCGGAAGCGGTGAGCCAGTTC Desconhecido
s1170 TGCGACCAGGTCCGCGGTAATCCCTTCTGACA Desconhecido
s1171 TGGAACCCGGAGAAGGACGGCAGCCCCACCGA Fago/Plasmideo
s1172 TGGAGAAAAGCAATGCGAGTGGTGCGAGGCCA Fago
s1173 TGGAGGCGTCTTGTGAAGGCTCGCTGAGTCCT Desconhecido
s1174 TGGGCCGGCGCCTACGCGGCGCATCAGCCGGT Fago
s1175 TGCCAGGCGCTGGCAAGACCCTGAACGCGATT Fago
s1176 TGCCGATCGCGCCGGAAGCGGTGAGCCAGTTC Desconhecido
s1177 TGCGACCAGGTCCGCGGTAATCCCTTCTGACA Desconhecido
s1178 TGCTGGTTGAAGCGGACGAGCGCCTGGTGCCC Fago
s1179 TGGAACCCGGAGAAGGACGGCAGCCCCACCGA Fago
s1180 TGGAGAAAAGCAATGCGAGTGGTGCGAGGCCA Fago
s1181 TGGAGGCGTCTTGTGAAGGCTCGCTGAGTCCT Desconhecido
s1182 TGGGCCGGCGCCTACGCGGCGCATCAGCCGGT Fago/Plasmideo
51183 TGGGTGGCCGACATCGTTGCGTCGAACTCGTA Fago
s1184 TGGTCGAACAGATGGCGGTCCTCGGCCAACTG Desconhecido
s1185 TGGTGATCTTTCCGTTGTTTGCCTGGGTCATT Fago
51186 TGGTTCTTCGCCAACGGCCGCAGGTTCTGGAT Fago
s1187 TGTCCCAGGCGCAGATACACCTGCCCGTCCAG Desconhecido
1188 TGTCTCGAAGTTCATAAGCGGGCTTCGGGCGA Desconhecido
s1189 TGTGCCGGTTGAGGAGTGGTATTCGCTTCATC Desconhecido
s1190 TTACCAGTCGCTCCAGGCCCTTCTTTTCCGTC Desconhecido
s1191 TTCATCAGGATGCCGCCAAGGGTCCGCATAAT Desconhecido
s1192 TTCCGCCAGTTGCCGAAGCGCCCGAAATAGAG Desconhecido
1193 TTCCGGGTCGATATCTACAACGGCGTGGCCAA Desconhecido
s1194 TTCGAATACTTTTTTGACATCCATTTCGCCCT Fago
s1195 TTGAGCTTGTCGTTGTACTCGTCGAGGCTCAT Fago
1196 TTGATCAATGCACTTCCGGTTCCGCAGTTTCT Desconhecido
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s1197 TTGATCCAGGCGCTTATCCGACGCTGGCACTC Desconhecido
51198 TTGATGGGTTCGTACTCAGGCCCGGAAAACTC Desconhecido
s1199 TTGCTCCCCTTGTCGGTCTGGCCAATCATCCA Fago
s1200 TTGGACGAACCCCTTTTCTTCAAGCACAGCAA Desconhecido
s1201 TTTCGAATGCGAAATTCGGGTCGCATCATGTA Fago
s1202 TTTTCGTAGATCCCGACGTCGAGGCGCAGAGT Fago
s1203 TTTTGGACAGGCCGAGGGGCCGTATCGACGGT Desconhecido

MGE: elementos genéticos moveis.

A porcentagem sobre o conteldo espacador observado nos 149

espacadores nunca observados pode ser visualizado na figura 16.

2%
8%

58%
32%

Alvo desconhecido Fagos mPlasmideos Fagos ou plasmideos

Figura 16: Relacao entre as 149 sequéncias espacadoras nunca observadas e seus possiveis alvos. 58% das

sequéncias espacadoras apresentaram alvos desconhecidos. 32% sequéncias espacgadoras
apresentaram homologias aos fagos; 8% apresentaram homologia a plasmideos, 2%
apresentaram homologias tanto a fagos como a plasmideos, simultaneamente. Fonte: Prépria
autora.

5.3 BACTERIOFAGOS E ANTI-CRISPR INTEGRADOS NO GENOMA

Na tentativa de identificar possiveis profagos inseridos no genoma dos 12
isolados clinicos brasileiros, foi feito uma comparacao entre o contetdo de profagos
(analisado através do Phaster) e o contetudo espacador do CRISPR, a fim de

estabelecer similaridades entre ambos. Dessa forma, pdde-se observar a presenca
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de espacadores contra os profagos incorporados nos genomas (Tabela 4), o que

parece contrariar o principio CRISPR/Cas, como um sistema de protecdo contra

MGEs. No entanto, pode-se observar também que todos os 10 isolados comportam

um ou mais profagos sem espacador similar em seu genoma.

Tabela 4: Descricdo dos Profagos inseridos nos genomas de Pseudomonas aeruginosa em estudo.
Destacam-se em amarelo, profagos com espacadores alvo e em verde, presenca de profagos
sem espagadores alvo.

Isolados
Profago Pa90 | Pal04 | Pal05 [ Pal07 | Pal08 | Pall0 | Pall4 | Pall5 | Pall6 | Pal27
Pf1 X X X X X
JBD44 X
YMC11 X X X X X
JBD25 X X X X X
F10 X X X X
PAJU2 X
PHAGE_Escher_vB_EcoM X X X
PHAGE_Shigel_Sfl X
phi2 X
phiCTX X X X
phi297 X X
PHAGE_Shigel_Sf6 X X X X
MD8 X
phi3 X

Para melhor compreender a insercédo dos fagos nos genomas bacterianos,

foi investigado a presenca de genes acrs ou anti-CRISPR (advindos desses

profagos inseridos) nos isolados de P. aeruginosa, possiveis responsaveis pela
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inativacdo do sistema CRISPR/Cas. Foram encontrados dois genes em trés

isolados de P. aeruginosa que inativam o sistema CRISPR/Cas (Tabela 5).

Tabela 5: Descricdo dos genes anti-CRISPR nos genomas dos isolados de P. aeruginosa em estudo. Em
azul, destaca-se as proteinas anti-CRISPR observadas. Em amarelo destaca-se em quais isolados
essas proteinas foram encontradas.

Genes
anti-
CRISPR

Isolados

Pae90

Pael04

Pael05

Pael07

Pael08 | Paell0

Paell4d

Paell5

Paell6

Pael27

AcrEl

Acrg2

Acrg3

AcrE4

AcrF1

AcrF2

AcrF3

AcrF4

AcrF5

AcrF6

AcrF7

JBD24

MP29

Status de
Funcéo
CRISPR/Cas

Inativo

Inativo

Inativo

A presenca dos genes anti-CRISPR no genoma de P. aeruginosa, sugere

uma pressao seletiva entre fagos e bactérias. Apesar da identificacdo de fagos nos

genomas, alguns espacadores contra eles, bem como a presenca de genes acrs,

responsaveis pela inativacao do sistema CRISPR, a estrutura do loco se apresenta

intacta nos genomas.

5.4 MLST

A analise dos 12 genomas por meio da técnica de MLST identificou nove

tipos diferentes de perfis genéticos (STs), onde sete destes estavam descritos no

banco de dados PubMLST: 1239, 620, 244, 1076, 2234, 850 e 360. Dois (3383 e

3384) STs séo novos, descritos pela primeira vez neste estudo e foram submetidos
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ao banco de dados. Entre os 12 isolados, foi observado uma possivel disperséo

clonal de dois STs, em trés isolados do ST 244 e em dois do ST 850 (Tabela 6).

Tabela 6: Caracterizacao do perfil genético dos isolados brasileiros de P. aeruginosa. Destaca-as na tabela

em cores, os isolados que apresentaram o mesmo ST, respectivamente.

Isolado ST
Pae90 1239
Pae93 3383
Pae94 620
Pael04 244
Pael05 244
Pael07 3384
Pael08 1076
Paell0 2234
Paell4d 850
Paell5 850
Paell6 360
Pael27 244

5.5 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

Baseado nas informag0es na tabela 7, isolados pertencentes ao ST 244

foram observados no hospital 1 (H1), em 2015 e 2016, e no hospital 2 (H2) em

2010. No H1, no ano de 2015, o ST 244 foi observado na enfermaria e, em 2016,

na UTI, oriundos de fragmentos de tecidos mole e osso e de secrecoes,

respectivamente. No H2, os isolados foram coletados nos setores de cirurgia,

cardiologia e clinica vascular, que fazem parte do setor de enfermaria e em

amostras de sangue, urina e ponte de cateter. Assim, os isolados pertencentes ao

ST 244 apresentaram uma disseminacao intra-hospitalar, inicialmente no H2 em

2010, e em seguida no H1 nos anos de 2015 e 2016. Como também foi observado

60



61

uma disseminacéo inter-hospitalar desse clone entre setores de amostras clinicas,

nos dois hospitais estudados.

Tabela 7: Isolados clinicos brasileiros de P. aeruginosa caracterizados pela técnica de MLST. Destaca-se

na tabela, os isolados que apresentaram os mesmos STS com cores iguais, respectivamente.

Isolado ST Ano Hospital Setor Hospitalar Amostra Clinica
Pae 12 244 2015 H1 Enfermaria Fragmento 6sseo e tecidos moles
Pae 21 1394 2015 H1 Enfermaria Urina

Pae 22 252 2015 H1 UTI Escarro

Pae 28 3079 2015 H1 Enfermaria Material cirdrgico
Pae 29 357 2015 H1 UTI Escarro

Pae 39 3079 2015 H1 UTI Escarro

Pae 42 357 2016 H1 UTI Escarro

Pae 66 3078 2016 H1 Enfermaria Fragmento 6sseo
Pae 70 275 2016 H1 Enfermaria Urina

Pae 74 244 2016 H1 UTI Escarro

Pae 81 3080 2016 H1 Enfermaria Urina

Pae 83 3079 2016 H1 UTI Fragmento de tecido
Pae 90 1239 2016 H1 Enfermaria Urina

Pae 93 3383 2016 H1 Enfermaria Urina

Pae 94 620 2016 H1 UTI UTI

Pae 104 244 2010 H2 Cirurgia geral Sangue

Pae 105 244 2010 H2 Cardiologia Urina

Pae 107 3384 2010 H2 UTI Sangue

Pae 108 1076 2010 H2 Cardiologia Aspirado Traqueal (STB)
Pae 110 2234 2010 H2 Clinica Secrecao de ferida
Pae 113 3137 2010 H2 Enfermaria Fragmento de tecido
Pae 114 850 2010 H2 Clinica Secrecao de ferida
Pae 115 850 2010 H2 Clinica cirargica Urina

Pae 116 360 2010 H2 Cardiologia Secrecao de ferida
Pae 127 244 2010 H2 Clinica vascular Ponte de cateter

No ano de 2010, os isolados do H2 apresentaram possiveis dispersdes

clonais dos STs 244 e ST 850. O ST 850 foi encontrado no setor de clinica e

cirurgia, oriundos de secrecdes de ferida e urina, respectivamente.
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O ST 3079 foi observado no H1, no ano de 2015, nos setores de enfermaria
e UTI, provenientes de material de cirurgia e escarro, respectivamente e em 2016,
esse mesmo clone continuava presente em escarros de pacientes na UTI, também
sugerindo uma dispersao intra-hospitalar.

Na tentativa de observar como o loco CRISPR se comporta como uma
ferramenta de tipagem molecular, em P. aeruginosa, dezessete dos vinte e cinco
isolados ( os quais apresentaram o sistema tipo I-F) foram agrupados previamente
pelo grupo de pesquisa (Anexo |) a partir da ordem de insercdo de seus
espacadores. Com a formacédo dos grupos, foi possivel caracterizar as cepas em
genatipos, por meio da diferenciacéo entre os espacadores do mesmo grupo, onde
apenas um espacador diferente jA seria suficiente para estabelecer um novo
gendtipo (G). As informacdes sobre as analises e separacao dos isolados estédo

disponiveis na tabela 8 e no Anexo 1.

Tabela 8: Caracterizacdo genética com base no sistema CRISPR/Cas dos isolados locais de Pseudomonas

aeruginosa.

Isolado Gendtipo CRISPR Grupo ST
Pael2 G9 E 244
Pae28 G6 D 3079
Pae29 G3 B 357
Pae39 G7 D 3079
Pae42 G16 B/E 357
Pae66 Gl A 3078
Pae74 G11 E 244
Pae83 G8 D 3079

Pael04 G12 E 620

Pael05 G13 E 244

Pael07 G17 E/D 3384

Paell0 G15 E 2234

Paell3 G2 A 3137

Paell4d G4 C 850

Paell5 G5 C 850

Paell6 G14 E 360

Pael27 G10 E 244
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Apesar de alguns isolados comportarem 0s mesmos genes constitutivos, a
exemplo da Pael2, Pae74, Pael05, e assim, serem considerados clones (ST 244),
a historia evolutiva de cada microrganismo é diferente, e o estudo do Sistema
CRISPR/Cas nessa perspectiva permite conhecer e inferir as relagcbes desses
microrganismos junto aos MGEs, em uma visdo mais individual.

A analise dos espacadores gerou 17 genotipos, um para cada isolado de P.
aeruginosa. Diante do resultado, foi observado que a analise do loco CRISPR na
tipagem molecular, através dos seus espacadores, ndo apresentou uma boa
correlagcdo com o método de MLST para P. aeruginosa.

Os grupos representados pelo Grupo E, relinem quatro STs diferentes (244,
360, 620, 2234), Tabela 9 e 8. O Grupo A reune dois STs (3078,3137), Tabela 8 e
10. Os demais Grupos, séo representados por um ST cada (Tabela 8). Todos os
isolados pertencentes ao ST 244 estédo reunidos no grupo E; o ST 3079 pertence
ao grupo D e o ST 850 ao grupo C. Ao comparar os STs entre si que compde o
grupo E, e os dois STs do grupo A, observou-se que os alelos génicos do MLST
nao apresentaram semelhancas entre os grupos formados com base no CRISPR

para P. aeruginosa.

Tabela 9. Comparacéo dos alelos génicos avaliados no esquema de MLST para P. aeruginosa dos ST 244,

360, 620 2234, pertencentes ao grupo E. Cores iguais representam alelos génicos iguais entre os

STs.
Grupo E
Genes avaliados no MLST
ST acsA arokE guaA mutL nuoD
244 17 12 3 14
360 15 36 11 27
620 9 7 63 13 8
2234 28 206 11 3 4
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Tabela 10. Comparac¢éo dos alelos génicos avaliados no esquema de MLST para P. aeruginosa dos ST
3137 e 3078, pertencentes ao grupo A. Cores iguais representam alelos génicos iguais entre os

STs.
Grupo A
Genes avaliados no MLST
ST acsA arok guaA mutL nuoD ppsA trpE
3137 5 16 25 5 1 104 47
3078 18 4 134 33 1 6 4

As variacoes de bases entre os alelos dos STs do grupo E e do grupo A,

respectivamente, podem ser visualizadas nas Tabelas 11 e 12 a seguir.

Tabela 11. Comparagédo do nimero de variacdes entre alelos génicos dos STs do Grupo E.

Grupo E
ST versus ST acsA arok guaA mutL nuoD ppsA trpE
Varia 1 Nao Varial | Varia 3 Varia 5 Nao Varia 1
224 x 360 ! )
base variou base bases bases vario base
Varial | Varia6 | Varia 2 Nao Varia3 | Varia2 | Varial
244 x 2234 .
base bases bases variou bases bases base
Varia2 | Varia6 | Varial | Varia 3 Varia2 | Varia2 | Varia 2
360 x 2234
bases bases base bases bases bases bases
Tabela 12: Comparagédo do nimero de variagdes entre alelos génicos dos STs do Grupo A.
Grupo A
ST versus ST acsA arok guaA mutL nuoD ppsA trpE
3137 x 3078 Varia 2 Varia 6 Varia 3 Varia 2 Nap Varia 3 Varia 7
bases bases bases bases vario bases bases

Diante da grande hipervariabilidade dos espagadores dentro dos grupos, foi

possivel estabelecer 17 gendtipos diferentes. A andlise feita por MLST infere que

os isolados que comportam os STs 244 e 850, pertengam aos mesmos clones,

respectivamente. Entretanto, com base na tipagem por CRISPR, todos esses STs
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apresentaram genotipos diferentes entre si, mesmo apresentando 0s mesmos

genes constitutivos.

Na&o foi possivel determinar uma possivel rota de disseminagéo dos isolados
caracterizados com base no CRISPR, como representado nas figuras 17 e 18 para
os hospitais 1 e 2, respectivamente. Além disso, ndo foi possivel estabelecer uma
relagdo espago-temporal, diferentemente do que foi observado com base na técnica

de MLST.

+ HOSPITAL 1

Enfermaria @ umn

o o
0 ©
o

Genotipo 9/Grupo E

Gendtipo 6/Grupo D

Gendtipo 1/Grupo A

Gendtipo 3/Grupo B
Gendtipo 7/Grupo D
Gendtipo 16/Grupo B/D

Genotipo 11/Grupo E

©

00000000

Gendtipo 8/Grupo D

Figura 17: Mapa epidemiolégico baseado na tipagem CRISPR para as cepas isoladas no Hospital 1.

@ Gendtipo 2/Grupo A

HOSPITAL 2 o Genotipo 12/Grupo E (Cirurgia)

Enfermaria Ul o Genotipo 15/Grupo E (Clinica)

i @ Genotipo 5/Grupo C (Clinica cirdrgica)
o o @ @ @ Gendtipo 10/Grupo E (Clinica vascular)
o o Genotipo 4/Grupo C (Clinica)

o o Genotipo 13/Grupo E

@ o @ @ Genotipo 14/Grupo E

o Gendtipo 17/Grupo E/D

Figura 18: Mapa epidemiolégico baseado na tipagem CRISPR para as cepas isoladas no Hospital 2.
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Na figura 17, os gendtipos 9, 6 e 1 encontrados na enfermaria pertencem a
grupos diferentes, enquanto os gendtipos encontrados na UTI compartilham grupos
em comum. O gendtipo 6, pertence ao mesmo grupo e ao mesmo ST do gendtipo
7 e apesar de estarem em ambientes diferentes, foi observado uma dispersao nao

clonal e atemporal desses isolados.

Na figura 18, os setores de clinica, cirurgia e cardiologia, fazem parte da
enfermaria e por isso foram agrupados como um so6 setor. Apesar de observamos
isolados pertencentes ao grupo E/D tanto na UTI quanto na enfermaria, eles nao
pertencem aos mesmos gendtipos. Na enfermaria, os genétipos 5 e 4 compartilham
o grupo em comum (Grupo C), apresentam o0 mesmo ST, porém por apresentarem
espacadores diferentes entre si ndo pertenceram ao mesmo genotipo. Assim como
no hospital 1, foi ndo possivel inferir a possivel rota de disseminacdo desses
isolados no hospital 2, além de néo ter sido observado uma disseminacéao inter-

hospitalar dos isolados.

6. DISCUSSAO

O sistema CRISPR/Cas se apresenta como um sistema imunolégico
bacteriano, o que torna fundamental seu estudo a fim de compreender suas
relacdes evolutivas, funcdes e aplicagbes. Em cepas de Pseudomonas aeruginosa
gque apresentam o sistema CRISPR/Cas, a prevaléncia do sistema I-F é difundido
mundialmente, o que pode estar relacionado ao papel de protecdo contra fagos
lisogénicos e a insercdo de espacadores contra virus liticos (Cady et al., 2012;

England; Kim;Whitaker,2018).
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A estrutura genética dos dois locos CRISPR (tipo I-F e tipo I-E) em P.
aeruginosa ja esta bem estabelecido, bem como a presenca de CRISPR 6rfao. Em
particular, a cepa epidémica Liverpool (LES), mundialmente conhecida devido a
sua presenca na Ameérica do Norte e Europa por infectar pacientes com fibrose
cistica, apresenta um arranjo CRISPR intacto do tipo I-F, bem conservado, mas néo
comportam genes cas associados, sugerindo uma perda ancestral parcial do
sistema, tornando-o ndo funcional. O CRISPR ausente ou ndo funcional pode
permitir que as cepas adquiram e mantenham a viruléncia (Van Belkun; England,;

Parkins, 2015).

No presente estudo, isolados clinicos de P. aeruginosa apresentaram
CRISPR ¢rfao e um isolado tipo I-E (Pae93) com carateristicas genéticas
diferentes. A presenca de CRISPR orfaos também foi observada em isolados
clinicos brasileiros comportando o sistema I-F por Luz et al (2021), mas néao foi
possivel estabelecer se esse contexto genético estd intrinsicamente ligado ao

sistema I-F.

England, Kim e Whitaker (2018) observaram que o uso do sistema CRISPR
como defesa € mais frequentemente utilizado contra fagos lisogénicos do que
contra fagos liticos, o que estaria relacionado ao tipo de presséo seletiva exercida
entre bactéria e fago, a fim de desenvolver uma dindmica evolutiva mais vantajosa,

garantindo o fitness bacteriano em ambos 0s casos.

Na bactéria Francisella novicida, comportando o sistema tipo Il, que inclui
um loco CRISPR e a proteina Cas9, foi observado que esse sistema estaria
atuando como regulador em processos de estresse a membrana bacteriana,

promovendo resisténcia a determinados antibioticos, além de intensificar a
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protecdo do envelope celular. Esse papel alternativo do sistema CRISPR/Cas tem
como consequéncia, a perda da funcdo de imunidade adaptativa, gerando
conhecimento sobre o sistema em diversos mecanismos essenciais para a

adaptacao bacteriana (Sampson et al., 2014).

Outros estudos realizados com bactérias patogénicas modelo foi possivel
observar que o sistema CRISPR/Cas apresenta funcgdes variantes, as quais
influenciam processos bioldgicos, muitos relacionados a fisiologia e regulacdo de

genes (Westra; Buckling; Fineran, 2014).

Diante dessa variabilidade de funcdo, a autoimunidade contra genes de
viruléncia foi observada em bactérias como Clostridium botulinum, Enterobacter
spp, entre outras, através do direcionamento de cRNAs, o que pode resultar em
perdas cromossbmicas. Uma vez que o sistema CRISPR/Cas encontra-se
inativado, essa autoimunidade pode ser tolerada, impedindo a clivagem de seu

préprio material genético (Sampson; Weiss, 2013).

Em relacdo a presenca dos fagos inseridos nos genomas dos isolados,
acredita-se que todos eles estejam lisogénicos, apesar de apenas os isolados Pae
114, Paell5 e Paell6 apresentarem genes anti-CRISPR, provavelmente advindo
dos fagos JBD25, YMC11 e Phi297. As proteinas anti-CRISPR AcrF6 e AcrF7
pertencem a classe do genes acal, que apresentam um mecanismo de inativacao
do sistema CRISPR/Cas na fase de interferéncia (Pawluk et al., 2016), havendo
assim, a incorporacao dos espacadores especificos para os fagos, o que corrobora
com os nossos dados, uma vez que a cepa Paell6 apresentou espacadores
especificos para os bacteriéfagos JB25, YMC11l e Phi297 e a cepa Paell5

apresentou para o fago JBD25.
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Em relacdo aos outros fagos encontrados no genoma bacteriano, ja foi
observado que fagos que ndo apresentam a capacidade de inativar o sistema
CRISPR/Cas, através dos genes anti-CRISPR, podem se aproveitar dos fagos que
possuem, por meio de uma reatividade cruzada, uma vez que, 0s espacadores
apresentam homologias a um determinado numero de alvos, comumente
relacionados, mas também podendo ser geneticamente distantes (Chevallereau et

al., 2020).

Borges e Colaboradores (2018) mostraram que, por mais que existam fagos
capazes de inativar o sistema CRISPR/Cas, inicialmente o resultado pode nao ser
eficaz. Dessa forma, é preciso uma concentracdo de tentativas abortivas fagicas,
até que a quantidade de genes acrs seja suficiente para a inativacdo do mecanismo

de defesa.

Em um estudo feito com cepas clinicas brasileiras de P. aeruginosa foi
observado a presenca de genes anti-CRISPR nos genomas analisados, inferindo
gue o sistema nesses isolados estaria ineficiente, devido a presenca de fagos
inseridos no genoma, além da presenca de um espacador com homologia a um
gene préprio da bactéria, responsavel pela codificacdo da proteina

coproporfirinogénio oxidase Il independente de oxigénio (Luz, 2019).

A andlise por MLST evidenciou que os 12 isolados compreenderam nove
diferentes genaotipos, apresentando assim, uma populacdo com distribuicdo néo-
clonal entre as cepas de P. aeruginosa em isolados brasileiros, o que corroborou
com os estudos de Middleton e colaboradores (2018), Van Belkum e colaboradores
(2015), Parkins e colaboradores (2018) e Feng e colaboradores 2017), com a

presenca de poucos complexos clonais.
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Diante dos nossos resultados, o sistema CRISPR n&o se mostra efetivo na
caracterizacao desses isolados, uma vez que a formacéo dos grupos, com base na
analise do loco CRISPR foi composto por mais de um ST (grupos A e E) de maneira
qgue os dados, além de ndo fornecerem um padréo de distribuicdo entre os STs de

um mesmo grupo, nao evidenciam subgrupos dentro de STs especificos.

Entretanto, em diversas outras espécies patogénicas de interesse medico, o
CRISPR tem se mostrado eficaz, como observado no estudo realizado por Tomida
e Colaboradores (2017), para a bactéria Helicobacter cineadi, a qual esta associada
a infecbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS). Através da analise dos
espacadores, foi possivel inferir um perfil epidemiolégico desses isolados, sua
disperséo, além de apresentar um carater discriminatorio maior do que o observado

com o MLST, contribuindo, assim, no controle de disseminacéo desse patégeno.

Em isolados clinicos brasileiros de Acinetobacter baumannii, o loco CRISPR
foi utilizado para fins de tipagem molecular e comparacéo epidemioldgica. Diante
dos resultados, a técnica se mostrou eficiente para a caracterizacdo dos isolados
de A. baumannii. Entretanto, vale ressaltar que, dos 14 isolados clinicos analisados,
13 pertenciam ao mesmo ST (ST 113), e apenas um pertencia ao ST 25 e, apesar
da pouca variabilidade de STs entre os isolados, foi possivel evidenciar a presenca

de subgrupos entre os isolados que apresentaram o mesmo ST (Alves, 2019).

A descrigao epidemiologica com base no loco CRISPR para Pseudomonas
aeruginosa nao se mostra efetiva como uma ferramenta molecular. Esta concluséo
parte do fato de que dois dos cinco grupos formados sdo compostos por isolados

gue apresentam dois ou mais STs diferentes, além de n&o pertencerem ao mesmo
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complexo clonal, ou seja, os grupos nao compartilham, pelo menos, cinco ou mais

alelos entre si, como observado nas tabelas 8 e 9 (Giske et al, 2006).

A comparacado entre a técnica do MLST e as matrizes de espacadores
CRISPR apresentaram resultados muitos divergentes, o que pode estar
relacionado a uma distribuicdo nao-uniforme do sistema CRISPR/Cas na espécie

de Pseudomonas aeruginosa (Cady et al., 2011; Luz et al., 2019).

A fim de compreender melhor a atuacdo do sistema CRISPR/Cas em
isolados clinicos brasileiros de P. aeruginosa, o trabalho corroborou com outros
achados na literatura em relacao a prevaléncia dos tipos de sistemas CRISPR/Cas
em P. aeruginosa, sendo o tipo I-F, o mais difundido entre os isolados. Além disso,
foi possivel conhecer mais um pouco dessa grande diversidade de espacadores
presentes nesses isolados, contribuindo com a insercdo de espacadores nao
relatados em bibliotecas ja publicadas. Foi possivel estabelecer uma rota de
disseminacdo a partir do MLST, reforcando a distribuicdo nao-clonal das

populacdes dessa espécie bacteriana.
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7. CONCLUSOES

a) Nossos resultados demonstram que o sistema CRISPR/Cas tipo I-F foi o mais

observados nos isolados clinicos locais de Pseudomonas aeruginosa estudados;

b) A identificacdo das sequéncias espacadoras presentes no genoma de isolados
clinicos brasileiros, juntamente com a descricdo de espacadores nunca antes

observados, reflete a grande diversidade de MGEs predatdrios de P. aeruginosa.

c) A presenca de fagos incorporados nos genomas dos isolados de P. aeruginosa
e a presenca de proteinas anti-CRISPR, juntamente com a estrutura do loco intacta,

sugerem uma possivel inatividade do sistema ou desvantagem para bactéria;

d) O uso do loco CRISPR/Cas como ferramenta de genotipagem para P.
aeruginosa nao se mostrou efetivo, uma vez que nao foi possivel estabelecer um

padrao de individualizacédo dos isolados.
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Apéndices

APENDICE 1. Material suplementar — Biblioteca de espacadores formadas pelos
1203 espacadores observados em Pseudomonas aeruginosa.

Disponivel em:

https://drive.google.com/file/d/1GgdYRPeH9x0bHkjb6 RWwWHLOrJX3GyjNa/view?u
sp=sharing

APENDICE 2. Espacadores encontrados nos 12 isolados do presente estudo.
Disponivel em:

https://drive.google.com/file/d/1J0sbFEvy2IUNoluj2tcF5T50vXZX5w-
w/view?usp=sharing.
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Anexos

ANEXO 1. isolados de P. aeruginosa classificados previamente por Luz e
colaboradores (2019) e organizados em subclassificagdes dentro de grupos
através da ordem dos espacadores.

Disponivel em: https://drive.google.com/drive/folders/1ZogoWMpwumV-
gITeuH3G82WOC3EOcW5X?usp=sharing

79

79


https://drive.google.com/drive/folders/1ZoqoWMpwumV-glTeuH3G82WOC3EOcW5X?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1ZoqoWMpwumV-glTeuH3G82WOC3EOcW5X?usp=sharing

