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Resumo

A peste, zoonose causada pela bactéria Yersinia pestis, continua sendo
uma ameaca mundial. Como outras enfermidades relacionadas a pobreza, a peste
€ considerada uma doenca negligenciada nos paises tropicais, incluindo Brasil,
onde ainda ha deteccao soroldgica de atividade pestosa em animais-sentinela nos
focos naturais. A auséncia de uma vacina segura/efetiva, o surgimento de cepas
multirresistentes e a possibilidade de seu uso como arma biolégica aumentaram o
interesse nos estudos genéticos/epidemioldgicos do patdgeno. Este trabalho teve
como objetivos (1) comparar dois métodos moleculares de tipagem para identificar
gual deles é capaz de estabelecer melhor correlagédo temporal e geogréafica entre
isolados brasileiros de Y. pestis; e (2) aprofundar os conhecimentos sobre os
mecanismos de patogenicidade da bactéria. 25 cepas brasileiras de Y. pestis
foram tipadas pela andlise de multiplos locos com namero variavel de repeticdes
em tandem (MLVA) e pela eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE). A
associacdo entre essas técnicas demonstrou, pela primeira vez, diversidade
genética entre cepas brasileiras de Y. pestis. Contudo, apenas MLVA permitiu
estabelecer correlacdo entre os isolados de diferentes eventos epidemioldgicos,
mostrando-se mais eficiente para tipagem de Y. pestis, em relacdo ao PFGE.
Quatro cepas avirulentas P.CE 882/1R e 32R, P.Exu 369 e 390, e uma cepa
controle indiana altamente virulenta (195P) foram comparadas a nivel fenotipico,
genotipico, transcricional e protedmico, a fim de identificar possiveis causas da
perda de viruléncia. N&o foi encontrada diferenca fenotipica e genotipica entre os
cinco isolados, onde foi detectada a presenca dos genes irp2, psn, ybtE
(localizados na llha de Alta Patogenicidade - HPI), fur, hmsH, YPO2271,
YP0O2281, sodA, phoP, psaA (cromossomais) e pla, lcrV, ymt, cafl (plasmidiais).
Entretanto, a analise transcricional mostrou diferentes niveis de transcricdo dos
genes da HPI, apesar de nenhuma alteracdo estrutural de sequéncia ter sido
detectada. Provavelmente a presenca de ferro livre no meio de cultura utilizado
ativou a proteina Fur, um regulador transcricional negativo da HPI. A analise
quantitativa revelou niveis de transcricdo dos genes da HPI acima do esperado
nas cepas P.Exu 369 e 390, sugerindo possivel disfuncdo no mecanismo
regulatorio da captura de ferro. A analise protedmica da subcultura P.CE 882/1R
sugere que disturbios metabodlicos decorrentes do subcultivo e/ou estocagem
podem estar associados ao fendtipo de aviruléncia. Estes achados sobre os
mecanismos de viruléncia de Y. pestis poderdo contribuir para identificacdo de
alvos importantes para o desenvolvimento de novas vacinas e abordagens
terapéuticas contra a peste.

Palavras-chave: peste; MLVA; PFGE; llha de Alta Patogénicidade; andlise
transcricional e protedmica.
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Abstract

Plague, a zoonosis caused by the bacterium Yersinia pestis, remains as a
global threat. As other poverty related diseases, plague is considered a neglected
disease in tropical countries, including Brazil, where serological activity is still
detected in sentinel animals in the natural foci. The lack of safe/effective vaccine
and the rise of multiresistant strains and the possibility of its use as a biological
weapon increased the interest in genetic/epidemiological studies of this pathogen.
This work aimed (1) to compare two molecular typing methods to identify which
offers better temporal and geographical correlation among Brazilian Y. pestis
isolates; and (2) to further understand the pathogenicity mechanisms of the
bacteria. 25 Brazilian strains of Y. pestis were typed by analysis of multiple loci
with variable number of tandem repeats (MLVA) and by pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE). Association between these techniques demonstrated for
the first time genetic diversity among Brazilian Y. pestis strains. However, only
MLVA allowed establishing a correlation between isolates from different
epidemiological events, proving to be more efficient for Y. pestis typing than PFGE.
Four avirulent strains P.CE 882/1R and 32R, P.Exu 369 and 390, and a highly
virulent Indian control strain (195P) were compared at phenotypic, genotypic,
transcriptional and proteomic level in order to identify possible causes of virulence
loss. No phenotypic and genotypic difference was found among the five isolates,
which detected the genes irp2, psn, ybtE (from the High Pathogenicity Island -
HPI), fur, hmsH, YPO2271, YPO2281, sodA, phoP, psaA (chromosomal) and pla,
lcrV, ymt, cafl (plasmidial). However, the transcriptional analysis indicated different
transcription levels of the HPI genes, although no structural change on sequence
being detected. Probably the presence of free iron in the culture medium activated
the protein Fur, a negative HPI transcriptional regulator. Quantitative analysis
revealed higher than expected transcription levels of P.Exu 369 and 390 HPI
genes, suggesting possible alteration in the iron uptake regulation mechanism. The
proteomic analysis of the subcultive P.CE 882/1R suggests that metabolic
disturbances resulting from the subculture and/or storage may be associated with
avirulence phenotype. Those findings about mechanisms of virulence of Y. pestis
may contribute to identify important targets for development of new vaccines and
therapies against plague.

Keywords: plague; MLVA; PFGE; High Pathogenicity Island; transcriptional and
proteomic analysis.
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Silveira-Filho, V.M. Caracterizacdo molecular e tipagem de Yersinia pestis &

1. Introducéao

Yersinia pestis € o agente causador da peste, uma doenca enzodtica
especifica que afeta roedores e suas pulgas, as quais transmitem a doenca ao
homem e a outros mamiferos. O homem se contamina ao entrar acidentalmente
no ecossistema da infeccdo, nas suas atividades de caga, agricultura, lazer ou

pela introducao de pulgas e animais infectados nos seus habitats.

A peste ainda constitui um problema para saude publica, uma vez que
persiste em varios focos naturais em paises da Africa, Asia e do continente
Americano, além do risco de ser utilizada como arma biolégica. E considerada
pela Organizacdo Mundial de Saude como uma doenca reemergente, 0 que exige
vigilancia permanente dos focos e monitoramento contra a possivel introducdo de
novas cepas de outros focos. No Brasil, a incidéncia de peste humana e a
ocorréncia de epizootias declinaram nas éareas de foco, no entanto, ainda €

detectada atividade residual de peste nos animais-sentinela.

O surgimento de cepas multirresistentes, com novos ribotipos e o risco de
ser utilizada como arma biolégica tem aumentado o interesse pelo estudo de Y.
pestis. Entretanto, pouco se sabe sobre sua manutencdo na natureza, seus
mecanismos de patogenicidade e a contribuicdo da diversidade genética

associada a essas caracteristicas.

Vérios estudos, utilizando diferentes técnicas feno e genotipicas, tém
demonstrado baixo poder discriminatério entre as cepas de Y. pestis isoladas no
Brasil. Contudo, andlises do numero variavel de repeticbes em tandem e do
padrdo de macrorrestricdo cromossomal revelaram diversidade genética entre
esses isolados. A caracterizacdo de marcadores capazes de mostrar diferencas
entre cepas provenientes de diversos focos e paises € de grande interesse
epidemiolégico, pois auxiliara na deteccdo de reservatorios e fontes de infeccao,
assim como no monitoramento de sua dispersdo dentro e entre as populacdes

estudadas.
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Apds o sequenciamento gendémico de diversas cepas de Y. pestis, foram
identificados varios genes relacionados a sua viruléncia. Contudo, alguns genes
permanecem sem funcéo esclarecida dentro dos mecanismos de patogenicidade e
transmisséo da doenca.

A vacina contra peste atualmente disponivel ndo oferece cobertura para
todas as formas de transmissdo da doenca. Os conhecimentos adquiridos sobre
0S mecanismos de patogenicidade e transmissdo da peste contribuirdo para
identificacdo de alvos para o desenvolvimento de vacinas seguras e efetivas
contra este patégeno.

Neste trabalho, serd avaliada a eficiéncia de dois métodos de tipagem
molecular, a fim de identificar qual deles é capaz de estabelecer melhor correlacéo
temporal e geografica entre isolados brasileiros de Y. pestis, provenientes de
diferentes fontes, origens e eventos epidemiolégicos. Além disso, sera realizada
uma investigacdo molecular para identificar o(s) motivo(s) da perda de viruléncia
entre quatro isolados de Y. pestis, utilizando uma cepa altamente virulenta como

controle.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Agente Etioldgico da Peste

O género Yersinia pertence a familia Enterobacteriaceae e € composto por
17 espécies que podem ser diferenciadas entre patogénicas (Y. pestis, Y.
enterocolitica e Y. pseudotuberculosis) e nao-patogénicas (Y. intermedia, Y.
kristensenii, Y. frederiksenii, Y. aldovae, Y. rohdei, Y. bercovieri, Y. mollaretii, Y.
aleksiciae, Y. massiliensis, Y. similis, Y. entomophaga, Y. nurmii e Y. pekkanenii).
Y. ruckeri € considerado um caso a parte, pois, apesar da divergéncia genémica, a
inclusdo deste patdgeno de peixes no género Yersinia ainda é convencional
(Grandis et al., 1988; Carniel, 2008; Merhej et al., 2008; Sprague et al., 2008;

Hurst et al., 2011; Murros-Kontiainen et al., 2011a,b).

Como diversas outras espécies de Enterobacteriaceae, Y. enterocolitica e
Y. pseudotuberculosis sdo enteropatdégenos transmitidos pela via oral-fecal e que
promovem o quadro clinico denominado yersiniose. Ja Y. pestis (Figura 1) € o
agente causador da peste, uma doenca zoondtica de carater agudo, transmitida
primariamente por pulgas e caracterizada por periodos quiescentes e epizo6ticos
(Carniel, 2008; Eisen & Gage, 2009).
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Figura 1: Visualizacao de Yersinia pestis em microscopia 6tica e eletrdnica. A. No destaque, bacilo
corado pela técnica Wright-Giemsa observado por microscopia 6tica (1000X); B.
Imunofluorescéncia direta do bacilo (2000X); C. Eletromicrografia de varredura de uma colbnia de
Y. pestis (15000X). (Fontes: A e B: CDC; C: Chen & Elberg, 1977)
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Esta bactéria se apresenta em microscopia Optica como um bacilo Gram-
negativo, curto (2.0 x 0.5 um), ovoide, ndo formador de esporos e com coloragéo
bipolar pelo método Wright-Giemsa (Figura 1A). E aerébica ou anaer6bica
facultativa, sem motilidade, crescendo bem a 28T (mesofilica), pH entre 5 e 9.
Um aspecto extremamente importante € sua capacidade de permanecer viavel
(anos) em materiais como escarro, fezes de pulgas e tecidos protegidos (medula

0ssea), principalmente a baixas temperaturas (SVS, 2008).

As cepas de Y. pestis sdo muito homogéneas fenotipicamente,
caracterizando-se por apresentar um sorotipo, um fagotipo e quatro biotipos
(biovares), baseados na habilidade de fermentar glicerol e arabinose e reduzir
nitrato: Antiqua (glicerol”, arabinose” e nitrato®); Medievalis (glicerol®, arabinose’ e
nitrato’); Orientalis (glicerol’, arabinose” e nitrato®) e Microtus (glicerol”, arabinose’
e nitrato’) (Leal-Balbino et al., 2009).

Os trés primeiros biovares foram associados as trés ultimas pandemias do
passado e foram classificados segundo Devignat (1953). Estes biovares néo
diferem quanto ao nivel de patogenicidade nem a forma clinica da doenca (Perry &
Fetherston, 1997). O biovar Microtus, isolado na China, € avirulento para
humanos, embora seja capaz de causar epizootias em algumas regidées do mundo
(Zhou et al., 2004).

Recentemente, foi proposta a designacdo de um novo biotipo, Intermedium,
para cepas raminose’, que apresenta como principal hospedeiro a marmota,

infectando o homem de forma ocasional (Li et al., 2009).

Embora, a classificagdo das cepas de Y. pestis em diferentes biotipos seja
amplamente aceita entre 0s grupos de pesquisas, 0s pesquisadores russos
utilizam o termo subespécies em sua nomenclatura. Os chineses baseiam-se em
testes bioquimicos e fazem uso de uma classificacdo propria, através do termo
ecotipo (Anisimov et al., 2004; Li et al., 2009).
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2.2. Ciclo Epidemioldgico

Y. pestis possui dois ciclos de vida distintos. Seu ciclo de vida natural é
conhecido como ciclo zoondético-silvestre (Figura 2A), onde a bactéria €
transmitida essencialmente por pulgas. Quando este vetor encontra algum
hospedeiro similar num cenério urbano, o ciclo passa a se chamar zoonético-
urbano (Figura 2B). Se, em algum momento desses ciclos, um humano ou outro
mamifero entrar em contato com qualquer componente infeccioso (pulga, tecidos,
aerossol), eles podem se infectar com a bactéria e desenvolver os sintomas da
peste. O deslocamento humano, de animais ou carcacas com peste também deve
ser levado em consideracdo devido ao seu potencial de transmissdo e formacao

de epidemias aldctones (Leal-Balbino et al., 2009).

-
_ ! k{ﬂ\ - ingestao ou contato com tecidos infectados

picada de pulga

) mordeduras e aerossois
mmm) deslocamento

Figura 2: Ciclo epidemiolégico da peste. A. ciclo zoonético-silvestre; B. ciclo zoonético-urbano.
(Fonte: Leal-Balbino et al., 2009)
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As principais fontes de infeccdo da peste, na natureza, sdo os roedores e
estima-se que cerca de 200 espécies estejam envolvidas no ciclo epidemiolégico.
Cada foco pode apresentar uma fauna distinta. No Brasil, os principais roedores
relacionados ao ciclo epidemioldgico da peste pertencem aos géneros Necromys,
Calomys, Oligoryzomys, Galea, Thrichomys, Oryzomys e Rattus (Figura 2).

Figura 3: Espécimes dos principais roedores hospedeiros da peste no Brasil. A. Necromys sp.; B.
Calomys sp.; C. Oligoryzomys sp.; D. Galea sp.; E. Thrichomys sp.; F. Oryzomys sp.; G. Rattus sp.
(Fontes: A-E: Bonvicino et al., 2008; F e G: Copyright Roger Barbour - www.discoverlife.org)

Algumas espécies de roedores podem apresentar maior resisténcia a peste,
enquanto outras, como Necromys lasiurus, sdo passiveis de grande mortandade

nas epizootias, ampliando e difundindo a infeccéo (Almeida et al., 2005).

A picada de pulgas é a principal forma de transmissdo da doenca (Almeida
et al., 2005). S&o considerados, pelo menos, trés mecanismos diferentes de
transmissdo, que podem ser mais ou menos importantes, de acordo com a

espécie de pulga vetora e os diferentes estagios epizootioldgicos.

A transmissao biologica depende da multiplicacdo bacteriana no intestino e
proventriculo da pulga, chegando a bloguear (total ou parcialmente) esses 6rgaos.
Os bacilos pestosos séo regurgitados durante a tentativa de repasto em um novo
hospedeiro (Hinnebusch & Erickson, 2008). A transmissao precoce ndo depende
da multiplicacdo da bactéria no organismo da pulga, mas resulta da regurgitacao
de material infectante ao picar um hospedeiro ndo-infectado (Eisen et al., 2006). A

transmissdo mecanica ocorre eventualmente, quando a pulga se alimenta em um
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hospedeiro septicémico e logo depois realiza o repasto em um novo hospedeiro,
inoculando bactérias que estdo no exterior do seu aparelho bucal (Burroughs,
1947).

Mais de 200 espécies de pulgas ja foram encontradas infectadas com Y.
pestis (Eisen & Gage, 2009). Nos focos de peste do Nordeste do Brasil, as
espécies de pulgas mais relevantes sao Polygenis bohlsi jordani, Xenopsylla
cheopis, Pulex irritans e Ctenocephalides felis, as quais foram encontradas

naturalmente infectadas por Y. pestis (Almeida et al., 2005) (Figura 3).
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Figura 4: Espécies de pulgas identificadas como vetores da peste no Brasil. A. Polygenis bohlsi
jordani; B. Xenopsylla cheopis; C. Pulex irritans; D. Ctenocephalides felis (Cedido por Almeida,
AMP).

Além de vetores da peste, as pulgas agem como reservatérios da zoonose,
desempenhando importante papel na manutencdo da doencga, uma vez que estes
artropodes sdo capazes de viver por meses no interior das tocas dos roedores.
Este microclima favorece a sobrevivéncia de Y. pestis, que é eliminada no solo

juntamente com as fezes das pulgas (Eisen & Gage, 2009).

Céaes e gatos de estimacédo, pela condicdo de predadores, podem carrear
pulgas infectadas por Y. pestis, como também desenvolver a infeccdo ao ingerir
roedores infectados (Perry & Fetherston, 1997). Os caes habitualmente néo
desenvolvem manifestacdes clinicas, enquanto os gatos podem apresentar as
formas ganglionar, faringea e a pneumédnica da doenca. Caso sobrevivam a
infeccdo, esses animais chegam a produzir anticorpos especificos por até um ano,
tornando-os animais-sentinela importantes para vigilancia epidemiologica nos

focos de peste (WHO, 1999). As aves sdao refratarias a infeccdo, mas tém
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importancia no ciclo epidemiologico por deslocarem carcacas de roedores

infectados e suas pulgas a longa distancia (Leal-Balbino et al., 2009).

A transmissdo entre humanos pode ocorrer por aerossois, por acidentes
com tecidos e materiais contaminados em trabalho de campo ou laboratério, ou
até na utilizacdo da bactéria como agente de guerra biologica (Gage & Kosoy,
2005).

2.3. Formas Clinicas

A peste humana pode apresentar trés formas clinicas principais: bubdnica,
septicémica e pneumonica (Figura 5). A peste bubbnica é a forma mais
prevalente, correspondendo a 80-95% dos casos, com mortalidade de 10-20%
(WHO, 2003) e se caracteriza pela presenca de um bubdo (tumefacdo dos
linfonodos) na regido préxima da picada da pulga. O bub&o aparece no segundo
ou terceiro dia, resultado da inflamacdo aguda dos linfonodos que drenam a area
de inoculacéo do bacilo, sendo extremamente dolorido (WHO, 1999; SVS, 2005).

Figura 5: Principais formas clinicas da peste. A. Bubdnica: seta indicando o bub&do axilar; B.
Septicémica: capaz de causar necrose nas extremidades dos membros; C. Pneumdnica: aspecto
do pulmao extraido de uma vitima de peste pneumoénica. (Fontes: A e B: CDC; C: Palmer &
Reeder, 2001)

Alguns pacientes (10-20%) podem desenvolver sepse sistémica sem a
formacdo de bubdo (peste septicémica primaria) ou derivada da peste bubdnica
(peste septicémica secundaria). A bacteremia pode resultar em necrose pelo

acumulo do bacilo e suas toxinas nas extremidades dos membros. Esta forma
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clinica apresenta uma mortalidade de 22%, quando nao tratada (Inglesby et al.,
2000; SVS, 2005).

Um paciente septicémico pode evoluir para um quadro pneumdonico (peste
pneumdnica secundaria), que resulta na dispersao do bacilo pela formacao de
aerossois. A inoculacdo direta do bacilo pela via respiratéria apos inalacdo de
aerossois, contato com tecidos de animais infectados ou mesmo por um artefato
terrorista pode acarretar na peste pneumonica primaria. Pacientes pneumaonicos
apresentam um quadro infeccioso grave e de evolugdo rapida, com sintomas de
delirio e coma (SVS, 2008). Apesar de rara, é considerada a forma mais perigosa
da doenca, pelo alto grau de contagio, consequente capacidade de provocar
epidemias e elevada taxa de mortalidade ([(1L00% se néo for tratada e >50% com

antibioticoterapia) (Prentice & Rahalison, 2007).

Além dessas formas graves, existe uma forma benigna ou ambulatorial,
denominada peste benigna ou pestis minor, com discreto comprometimento

ganglionar, febre baixa e cura espontanea (Almeida et al., 2005; SVS, 2005).

2.4. Diagna@stico e Tratamento

O diagndstico precoce da peste € de extrema importancia, ndo somente
para salvar a vida do paciente, como também para que a vigilancia epidemiolégica
adote as condutas cabiveis para evitar a ocorréncia de epidemias. A notificacdo do
caso ou do surto a autoridade sanitaria competente deve ser imediata. Para tanto,
€ necessario que os medicos e agentes de saude conhecam profundamente a
nosologia regional, permitindo-lhes caracterizar uma doengca como peste,

fechando o diagndstico ou descartando o caso (SVS, 2008).

O diagnéstico pode ser baseado nos sinais clinicos, com o suporte do
diagnostico laboratorial (isolamento bacteriano e tiras reativas) e/ou molecular
(PCR-nested, PCR-multiplex), a partir do sangue, esputo ou aspirado de linfonodo
(Prentice & Rahalison, 2007; SVS, 2008). Caso o paciente ja se encontre em fase

7

de recuperacdo, é importante a coleta de sangue para diagnostico sorolégico
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(hemaglutinacdo e inibicdo da hemaglutinacdo). A Secretaria de Vigilancia em
Saude preconisa ainda que os familiares e animais préximos ao paciente também
sejam investigados, para identificar e previnir possiveis fontes de transmisséo da

peste.

Visando deter a bacteremia e superar a toxemia, 0 tratamento contra a
peste deve ser instituido o mais precocemente possivel, devido a rapidez na
evolucdo da doenca (SVS, 2008). Nos EUA, recomenda-se que 0 paciente
permaneca estritamente isolado durante as primeiras 48 horas do tratamento, pelo

risco de pneumonia (Almeida et al., 2005).

7 \

Y. pestis € sensivel a maioria dos antibidticos, com excecdo de
betalactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapanemas, etc.), macrolideos
(eritromicina) e azalideos (azitromicina), que mostram-se ineficazes in vivo (SVS,
2008). A estreptomicina € o medicamento de eleicAo nos casos de peste
pneumaonica, podendo ser associada a tetraciclina ou cloranfenicol nos casos de
pneumonia e meningite. A gentamicina € uma excelente opcao
independentemente do quadro clinico, sendo indicada para gestantes e criangas
(Almeida et al., 2005). Os bubdes raramente requerem cuidados locais, involuindo

com a antibioticoterapia sistémica e drenagem (SVS, 2008).

Em Madagascar e na Russia, foram isoladas cepas de Y. pestis com
resisténcia a alguns antimicrobianos utilizados no tratamento da peste
(cloranfenicol, estreptomicina, tetraciclina, neomicina e minociclina) (Galimand et
al., 1997; Guiyoule et al., 2001; SVS, 2008). O surgimento dessas cepas devido a
aquisicao natural de plasmidios de resisténcia preocupa a comunidade cientifica,

Vvisto que esta caracteristica pode ser transmitida para outras cepas.

As abordagens tradicionais para combater uma infeccdo bacteriana
baseiam-se no rompimento do ciclo de crescimento, impedindo a sintese e
montagem de componentes-chave dos processos bacterianos, como a parede
celular, a replicagdo do DNA e sintese proteica. Apesar de esses antimicrobianos
serem altamente eficazes, eles resultam num estresse substancial sobre a

bactéria-alvo, induzindo a rapida selecdo de subpopula¢bes resistentes (Walsh,

10
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2003). No entanto, estratégias alternativas baseadas na inibicdo da viruléncia ao
invés do crescimento bacteriano estdo sendo investigadas (Kauppi et al., 2003;
Trachtman et al., 2003; Gauthier et al., 2005; Hung et al., 2005; Wright et al., 2005;
Moayeri et al., 2006; Muschiol et al., 2006; Veenendaal et al., 2009). De acordo
com Rasko e Sperandio (2010), tais abordagens devem oferecer uma pressao
evolutiva leve, evitando o desenvolvimento de resisténcia, uma vez que 0S
determinantes de viruléncia ndo séo considerados essenciais para a sobrevivéncia

das bactérias.

2.5. Controle e Prevencgéao

Segundo o Regulamento Sanitario Internacional, as atividades de vigilancia
devem ser rotineiras nas regifes consideradas pestigenas. Tais a¢cfes precisam
ser ajustadas as condicdes particulares de cada foco, exigindo um estudo
detalhado das areas envolvidas e o conhecimento das suas caracteristicas
ecologicas e epidemiologicas. De acordo com a Nota Técnica publicada em 2007
pelo Ministério da Saude, o Programa de Vigilancia e Controle da Peste deve
realizar monitoramento das areas de foco basicamente pela vigilancia sorolégica
de animais-sentinela (cdes). Contudo, durante eventos de importancia
epidemiolégica (casos humanos suspeitos/confirmados, alta positividade em
carnivoros ou epizootia em roedores), € recomendada uma busca ativa na regido
(captura de roedores, pulgas e carcacas), que fornecera melhores indicadores

para o acionamento das medidas de controle (SVS, 2007).

Desde os anos de 1890 até 1999, os Estados Unidos utilizava uma vacina
inativada (formalina) contra a peste, denominada USP, que apesar de oferecer
protecdo contra a forma bubdnica, mostrava-se pouco eficiente contra a forma
pneumoénica primaria (Russell et al., 1995). Em 1936, Girard & Robic
desenvolveram ainda uma vacina atenuada a partir da cepa EV76/Pgm-, contudo,

graves efeitos colaterais foram associados a sua utilizacao (Russell et al., 1995).

Em 2001, foi desenvolvida uma vacina recombinante a partir das proteinas

antigénicas F1 (Fracdo 1) e V (antigeno de viruléncia) de Y. pestis, que

11
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apresentou uma Otima protecdo contra peste bubbdnica em camundongos e
primatas ndo-humanos. Entretanto, assim com a vacina USP, sua imunidade
celular é limitada, reduzindo sua eficacia na protecéo contra a peste pneumonica
(Amedei et al.,, 2011). Além disso, a complexidade antigénica limitada dessa
vacina recombinante, comparada a diversidade de cepas de Y. pestis, sugere que
uma vacina atenuada poderia proporcionar uma protecdo mais universal.
Recentemente, foi desenvolvida uma vacina atenuada, potencialmente
imunogénica, a partir da cepa mutante CO92AyopH, cujo gene da proteina
ativadora do Sistema de Secrecdo Tipo Il (yopH) foi deletado (Bubeck & Dube,

2007). Sua eficacia em humanos ainda néo foi testada.

A vacinacdo (USP) é recomendada apenas para individuos que estédo
continuamente expostos a situacdo de risco, como profissionais que trabalham em
contato com roedores e manipulam cepas vivas. No entanto, devido a sua
cobertura imunologica limitada, a vacinagéo pode representar um risco, por induzir
ao vacinado uma falsa sensacéao de protecdo (Almeida et al., 2005). Sendo assim,
as formas de prevencéo da peste consistem basicamente na quimioprofilaxia dos
profissionais de saude, despulizacdo periddica dos animais de estimacdo e

programa de antirratizacao nas residéncias e silos (SVS, 2008).

2.6. Historico

7

A historia da peste é muitas vezes confundida com o proprio registro
histérico da humanidade. Existem numerosas referéncias a peste em textos
antigos, incluindo o Antigo Testamento (I Livro de Samuel). O primeiro registro de
uma epidemia de peste ocorreu em Atenas, em 430-460 a.C., durante a guerra do
Peloponeso, onde dizimou uma populacéo estimada em 300 mil pessoas (Almeida
et al., 2005).

Durante a era crista, foram bem caracterizadas trés grandes pandemias
(Figura 6). Entre os anos de 541-750 d.C., durante o governo do imperador
romano Justiniano, ocorreu a Primeira Grande Pandemia, também denominada de

Peste de Justiniano. Iniciou na Africa e disseminou-se por todo o mundo civilizado,
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atingindo Asia e Europa. Entre os anos 558 a 654 d.C. ocorreram epidemias
periodicas, com uma frequéncia de oito a doze anos e estima-se que tenha
provocado 100 milhdes de mortes (Perry & Fetherston, 1997; Ligon, 2006; Khan,
2004; Prentice & Rahalison, 2007).

Os primeiros casos da Segunda Grande Pandemia iniciaram na Asia e se
estenderam por toda Europa e Norte da Africa. Esta pandemia, também conhecida
como Peste Negra, ocorreu entre 1330-1346. Sua principal forma clinica foi a
peste pneumdnica, que dizimou mais de 25 milhdes de pessoas na Europa entre
0s anos 1346 e 1352 (Perry & Fetherston, 1997).

A Terceira Pandemia, ou Pandemia Contemporanea, originou-se
provavelmente na China. Estendeu-se para Hong Kong em 1894 e entdo se
espalhou para os diversos continentes por meio de transporte maritimo, criando
focos naturais em regides do mundo até entdo indenes (Perry & Fetherston, 1997;
Almeida et al., 2005). Sua expansao teve fim com a Segunda Guerra Mundial,
devido a substituicdo dos navios antigos por navios a prova de ratos (Almeida et
al., 2007).

Figura 6: Dispersdo histérica das pandemias de peste. A. Primeira pandemia (542-602 d.C.),
biovar Antiqua; B. Segunda pandemia (1347-1353), biovar Medievalis; C. Terceira pandemia
(>1894), biovar Orientalis. (Fonte: Prentice & Rahalison, 2007)
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A peste chegou ao Brasil em outubro de 1899 pelo porto de Santos, onde
ocorreu o0 primeiro caso humano. Em seguida, atingiu vérias cidades litoraneas
(Peste Portuaria), e penetrou pelas cidades do interior (Peste Urbana), onde foi
eliminada por medidas sanitarias adequadas, mas fixou-se na zona rural (Peste
Silvestre) entre os roedores silvestres. A partir de 1930, passou a atingir areas
rurais, com focos esparsos em pequenos distritos, fazendas e sitios, e finalmente
assumindo o seu carater de enzootia (WHO, 1965; Almeida et al., 2005).

2.7. Situacao Atual da Peste

Uma das caracteristicas fundamentais da peste é a sua persisténcia nos
focos, alternando fases de inatividade com epizootias. Segundo Bertherat (2010),
os periodos de siléncio epidemioldgico podem durar décadas até irromper uma
epizootia, que se revela por mortandade entre os roedores e, frequentemente, por

casos humanos esporadicos (Figura 7).
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PAISES EPIDEMIOLOGICO REEMERGENCIA
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Figura 7: Reemergéncia da peste apds periodos de siléncio epidemioldgico. (Fonte: Bertherat,
2010)

Os mecanismos de sazonalidade da peste ainda ndo foram esclarecidos.
Acredita-se que este fendbmeno esteja associado a condicbes climéaticas,
permanéncia prolongada da Y. pestis nos vetores e nas tocas dos roedores e/ou
infeccdo crbnica em O6rgaos parenquimatosos de roedores resistentes (SVS,
2008). Dessa forma, a peste continua sendo uma ameaca.
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Globalmente, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) notifica 1000-3000

casos de peste humana por ano (Figura 8).
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Figura 8: Numero de casos de peste humana registrados entre 1987 e 2009 no mundo. (Fonte:
WHO, 2010)

De 1999 a 2009, a OMS registrou desde casos esporadicos de peste
humana e/ou animal, até surtos de peste bubdnica e pneumbnica, nas grandes
areas do mundo: Africa (Madagascar, RepuUblica Democréatica do Congo, Uganda,
Tanzéania, Mocambique, Malawi, Libia e Argélia); América (Estados Unidos, Peru e
Brasil); e Asia (Russia, China, india, Indonésia, Cazaquistdo, Mongdlia e Vietnam)
(Figura 9). Neste periodo, foram notificados 24.309 casos de peste humana em 20
paises, sendo 1.822 fatais ((07.5%) (WHO, 2010). Nos EUA, principalmente nos
Estados do Novo México, Colorado, Wyoming, Dakota do Sul, Arizona e llindis,
10-20 pessoas adquirem peste a cada ano, sendo 14% fatais (CDC, 2009).
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Figura 9: Distribuicdo da peste no mundo. A. Paises com relato de peste humana entre 1999-
2009; B. Provaveis focos de peste. (Fontes: A: WHO, 2010; B: CDC, 2005)

No Brasil, existem duas principais areas de foco: o Foco da Regido
Nordeste e o Foco da Serra dos Orgdos (Figura 10). O Foco do Nordeste esta
localizado na Regido semiarida do Poligono da Seca, que se estende do Estado
do Ceara ao norte de Minas Gerais. O Foco da Serra dos Orgéos abrange os
municipios de Teresoépolis, Sumidouro e Nova Friburgo, no Estado do Rio de
Janeiro (Almeida et al., 2005; SVS, 2005).

1. Serra de Ibiapaba
2. Serra das Matas, de Baturité, de
Pedra Branca, do Machado e de
Uruburetama
3. Chapada do Araripe
4, Chapada do Apodi
5. Serra de Triunfo
6. Chapada da Borborema
7.Planalto Oriental da Bahia
8. Serra do Formoso
9. Piemonte da Diamantina
10. Chapada Diamantina
11. Planalto da Conquista
12. Vale do Jequitinhonha
13. Vale do Rio Doce

Rio de Janeiro 14, Serra dos Orgdos

Figura 10: Principais areas de foco da peste no Brasil. Foco do Nordeste (1 a 13) e Foco da Serra
dos Orgéos (14). (Fonte: SVS, 2008)
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A incidéncia de peste humana e a ocorréncia de epizootias declinaram nas
areas de foco (Figura 11). O ultimo surto de peste ocorreu em 1986, no Estado da
Paraiba, além de casos isolados registrados nos Estados da Bahia na década de
1990 e no Ceard em 2005 (Almeida et al., 1985, 1989, 2005; Aragéo et al., 2002;
WHO, 2010). Entretanto, ainda € detectada atividade residual de peste nos

animais-sentinela, exigindo vigilancia permanente dos focos.
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Figura 11: Distribuicdo do nimero de casos de peste humana registrados entre 1935 e 2010 no
Brasil. Em destaque, os Estados do Ceara (CE), Pernambuco (PE) e Bahia (BA) que registraram o
maior nimero de casos. A seta indica o Ultimo caso de peste humana ocorrido em 2005, no Estado
do Ceara. (Fontes: Almeida et al., 2005; SVS, 2008; SRP, 2011)
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De acordo com o0 Regulamento Sanitario Internacional, uma regido
representa area de risco quando a positividade animal ultrapassa a prevaléncia de
1%. Entre 2005 e 2010, o Programa de Vigilancia e Controle da Peste notificou
1927 animais-sentinela soropositivos para peste. No ano de 2005, o Estado do
Ceara atingiu um percentual de positividade de 3.73%. Em 2007, este percentual
diminuiu no Cearda (1.17%), mas aumentou em Pernambuco, atingindo 5.51%
(Pereira et al.,, 2011). Em 2009, os inquéritos sorolégicos de Pernambuco
detectaram positividade de 11.89% em carnivoros oriundos dos municipios de
Bodocd, Calcado, Cedro, Serrita e Triunfo (Wanderlei et al., 2011). Ainda nesse

Estado, o Servico de Referéncia Nacional em Peste registrou uma epizootia no
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municipio de Cedro, nos meses de abril e maio de 2009, onde trés lotes de pulgas
e duas carcacas de roedores foram diagnosticadas positivas para peste através de

PCR especifica e imunofluorescéncia direta (Figura 12).
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Figura 12: Municipios do Estado de Pernambuco com registro sorolégico de peste entre 2005 e
2010. Seta indicando o municipio de Cedro, onde houve epizootia entre abril e maio de 2009.
(Fonte: SRP, 2011)

Em 2000 e 2002, os focos do Rio Grande do Norte também representaram
areas de risco, pois a positivacdo de animais-sentinela atingiu 1.33% e 6.30%,
respectivamente (Pereira & Vieira, 2010). A presenca de focos ativos representa
um risco permanente de envolvimento humano nas areas onde a positivacdo
animal persiste, tornando-se necesséario uma vigilancia ativa de casos humanos

nessas regiodes.

Ha décadas nédo se tem notificacdo de casos de peste humana no Rio de
Janeiro e em Minas Gerais, sendo ainda considerada rara a presenca de
anticorpos antipestosos nos animais-sentinela dessa regido (Vieira & Coelho,
1998; SVS, 2005).

2.8. Evolugéo de Yersinia pestis

Andlises de reldégio molecular indicam que a ligagdo evolutiva Y.
pseudotuberculosis-Y. pestis divergiu de Y. enterocolitica a 41-186 milhdes de

anos, enquanto Y. pestis divergiu de Y. pseudotuberculosis entre 1.5 e 20 mil anos
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(Zhou & Yang, 2009). Estudos de genbmica comparativa entre cepas de Y. pestis
(CO92 - Parkhill et al., 2001; KIM - Deng et al., 2002; 91001 - Song et al., 2004;
Antiqua e Nepal - Chain et al., 2006; D106004, Z176003 e D182038 - Shen et al.,
2010) e Y. pseudotuberculosis (IP32953: Chain et al.,, 2004) revelaram alta
similaridade entre as duas espécies, onde 75% das proteinas preditas

apresentaram mais de 97% de identidade (Chain et al., 2004).

Em determinada fase da historia, mudancas ambientais devem ter levado a
um drastico aumento na populacdo de algum roedor, provavelmente a marmota
(Suntsov & Suntsova, 2008). Nesse cenario competitivo e hostil, acredita-se que
Y. pseudotuberculosis compartilhou reservatérios/vetores com outros patégenos, o
gue engatilhou a especiacdo de Y. pestis, através da transferéncia de genes de
microrganismos ambientais ou do trato digestivo de pulgas. Ao mesmo tempo,
ocorreram perdas e inativacbes génicas aleatdrias. Os eventos benéficos foram
estabilizados através de heranca vertical sob uma selecdo direcional positiva.
Segundo Zhou & Yang (2009), essa selecdo Darwiniana permitiu ainda a
aquisicdo de novos determinantes de viruléncia, decréscimo de funcdes
reduntantes ou deletérias e remodelagem nos mecanismos de regulacdo génica,

resultando no surgimento de Y. pestis.

A breve existéncia de Y. pestis como espécie distinta sugere que apenas
um numero limitado de mudancas genéticas tenha ocorrido para promover uma
doenca de carater agudo (Achtman et al., 1999). Ao comparar com 0 Cromossomo
de Y. pseudotuberculosis, Prentice & Rahalison (2007) e Zhou & Yang (2009)
relacionam algumas particularidades no cromossomo de Y. pestis, tais como a
transferéncia horizontal de genes (Ypfcp, YPOO0387 a YPO0396, YPO2087 a
YPO2093), inativacdo (yadA, inv, ureD, rcsA, nghA e genes do antigeno O) e
delecéo génica (IpxL e locos R1, R3, ORF2, ORF3 e ORF4). Contudo, a aquisicdo
de dois plasmidios por Y. pestis foi catalisadora nas mudancas fenotipicas,
possibilitando o abandono da via de transmissdo entérica, permitindo a
colonizacdo de pulgas e transmissdo entre hospedeiros mamiferos pela via

subcutanea e pneumaonica.
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Por fim, a necessidade de uma alta septicemia ((1L0° UFC/mL) para a

transmissdo do bacilo da peste do mamifero para a pulga induziu a sele¢do de
uma espécie altamente virulenta (Oyston & Isherwood, 2002; Eisen & Gage,

20009).

2.9. Genoma de Yersinia pestis

2.9.1. Cromossomo

O cromossomo de Y. pestis compreende 4.750 + 135 kb com 47,6% do
contetdo de GC, codificando 3.981 + 165 proteinas (Figura 13).
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Figura 13: Representacdo do cromossomo da cepa CO92 de Yersinia pestis. (Fonte: Center for
Biological Sequence Analysis, GeneWiz browser 0.94 server <http://www.cbs.dtu.dk/services/

gwBrowser/>)

A expressdo de seus genes € controlada por uma série de sistemas
regulatérios comuns a muitas espécies bacterianas, como resposta estringente a
supressao de aminoacidos essenciais, resposta SOS a danos no DNA e proteinas
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receptoras de AMPc que respondem a diferentes fontes de carboidrato (Perry &
Fetherston, 1997). Entretanto, a maioria das pesquisas dos sistemas regulatérios

de Y. pestis tem focado os genes envolvidos na sua viruléncia.

2.9.2. Plasmidios

Y. pestis possui trés plasmidios prototipicos: pYV (0070 kb), pFra (96-101 kb)
e pPst ([DB.6 kb) (Parkhill et al., 2001; Deng et al., 2002; Song et al., 2004). A
auséncia de algum desses plasmidios, bem como a presenca de plasmidios
atipicos (cripticos), ja foi identificada em cepas de Y. pestis em todo mundo
(Ferber & Brubaker, 1981; Chu et al., 1998; Leal et al., 2000; Leal-Balbino et al.,
2004).

Mudancas no perfil plasmidial podem ser resultado da delecédo (cura),
multimerizacdo ou recombinacdo dos plasmidios prototipicos (Leal et al., 1997,
Perry & Fetherston, 1997). Muitas coOpias de sequéncias de insercdo (IS)
presentes nos trés plasmidios propiciam esses eventos de recombinacao,
organizacao génica e insercdo ao cromossomo (Filippov et al., 1995; Parkhill et al.,
2001; Deng et al., 2002).

2.9.2.1. pYV

O pYV (plasmidio associado a viruléncia das yersinias), também chamado
pCD1 (por codificar proteinas dependentes do Calcio), € indispensavel a viruléncia
de Y. pestis e estd presente nas outras yersinias patogénicas (Butler, 2009)
(Figura 14). O papel principal deste plasmidio é prevenir a fagocitose, garantindo a

sobrevivéncia e multiplicacao do bacilo in vivo.

Seus genes podem ser divididos em trés grupos funcionais: adesao
bacteriana as células-alvo eucaridticas; injecao de proteinas efetoras no citosol
através de um injectiossomo (Sistema de Secrecéo Tipo lll); e alteracdo de vérias
funcdes nas células eucaridticas (ruptura do citoesqueleto para inibir a fagocitose,

apoptose de macrofagos, inibicdo na producdo de citocina pelos linfocitos T,
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reducdo na expressao de B7.2 na superficie de linfocitos B ativos e inibicdo da

resposta inflamatodria em diversos tipos celulares) (Straley, 1993; Carniel, 2008).
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Figura 14 : Representacdo do plasmidio pYV/pCD1 da cepa C0O92 de Yersinia pestis. (Fonte:
Center for Biological Sequence Analysis, GeneWiz browser 0.94 server <http://www.cbs.dtu.dk/
services/gwBrowser/>)

O contetdo de GC do pYV (44.8%) € menor que o conteudo de GC
cromossdmico (47-48%) e com distribuicdo heterogénea. Esta caracteristica,
associada a presenca de sequéncias de insercdo (parciais ou completas) e
diferentes organizacdes génicas entre as yersinias patogénicas, sugerem uma
histéria complexa de aquisicdo de DNA, com delec¢des, insercdes, translocacdes e
rearranjos internos do pYV (Chu et al., 1998; Perry et al., 1998).

2.9.2.2. pFra

O pFra (plasmidio que codifica a proteina antigénica Fracdo 1), também é
denominado pMT1 (por codificar a toxina murina, atualmente conhecida como
fosfolipase D), € um dos plasmidios exclusivos da Y. pestis (Figura 15), sendo

indispensavel para transmissdo do bacilo pela pulga (Almeida et al.,, 2003).
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Carrega [1115 genes putativos, dos quais 38% nao apresentam homologia
significante com as sequéncias depositadas em bancos de dados. Outras ORFs
sdo homologas aos genes envolvidos no metabolismo ou regulacdo de DNA e
proteinas. Também sdo encontrados varios genes de mobilidade (integrases,

transposases, resolvases, IS e sequéncias de fago) (Carniel, 2008).
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Figura 15: Representacdo do plasmidio pFra/pMT1 da cepa CO92 de Yersinia pestis. (Fonte:
Center for Biological Sequence Analysis, GeneWiz browser 0.94 server <http://www.cbs.dtu.dk/
services/gwBrowser/>)

Apesar do seu conteudo de GC ser proximo ao cromossomal (50.2%),
algumas regibes apresentam conteddo muito baixo (38-39%), sugerindo uma
estrutura em mosaico de diferentes elementos genéticos. Além disso, a
organizacao dos seus genes ndo é conservada entre diferentes cepas de Y. pestis
(Lindler, 2004). A integracdo do pFra ao cromossomo parece ser frequente,
podendo ocorrer em varios locais de insercdo, resultando ou ndo na perda de
funcdo dos seus genes (Protsenko et al., 1991; Filippov et al., 1995; Parkhill et al.,
2001, Leal-Balbino et al., 2004).

Em 2001, foi identificado um isolado clinico de Salmonella enterica sorovar
typhi carreando um plasmidio (pHCM2) que continha 62 ORFs em comum com 0
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pFra. As regides em comum dos dois plasmidios apresentava um conteudo de GC
mais préximo ao cromossomo de S. enterica, sugerindo que esta tenha sido a

espécie doadora do pFra para Y. pestis (Prentice et al., 2001).

2.9.2.3. pPst

O segundo plasmidio especifico de Y. pestis € denominado pPst (plasmidio
gue codifica a pesticina), pCP1 (pela atividade de coagulase e ativadora do
plasminogénio) ou ainda pPla (por codificar o ativador do plasminogénio) (Figura
16).
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Figura 16 : Representacdo do plasmidio pPst/pCP1 da cepa CO92 de Yersinia pestis. (Fonte:
Center for Biological Sequence Analysis, GeneWiz browser 0.94 server <http://www.cbs.dtu.dk/
services/ gwBrowser/>)
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O tamanho, organizacdo génica e conteudo de GC (45.3%) do pPst
parecem ser invariaveis entre diferentes cepas de Y. pestis, entretanto este
plasmidio pode estar presente em muiltiplas cépias no genoma (Perry &
Fetherston, 1997; Prentice & Rahalison, 2007). Além de carregar genes que
codificam a proteina ativadora do plasminogénio, a bacteriocina pesticina e sua
proteina de imunidade, o pPst possui seis ORFs para transposase 1S100.
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Aparentemente, sua aquisi¢cao facilitou a disseminacéo da bactéria a partir
do local da picada da pulga, n&do influenciando no aumento da patogenicidade de
Y. pestis (Kutyrev et al., 1999; Pouillot et al., 2005).

Apesar de néo ter sido isolado em nenhuma outra espécie, varios membros
da familia Enterobacteriaceae possuem genes homologos ao ativador do

plasminogénio (Carniel, 2008).

2.10. Determinantes de viruléncia

Determinantes de viruléncia sdo fatores que auxiliam no processo de
invasdo/disseminacdo da bactéria no hospedeiro e/ou na sua transmissao,
contribuindo diretamente com a aderéncia a célula eucaribtica, rompendo o
metabolismo celular, adquirindo nutrientes essenciais ou bloqueando suas
respostas defensivas (Prentice & Rahalison, 2007). A viruléncia de Y. pestis &
plurifatorial, visto que os fatores de viruléncia desta espécie sdo codificados no
cromossomo e nos trés plasmidios prototipicos (Deng et al., 2002; Parkhill et al.,
2001; Song et al., 2004) (Figura 17).
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Figura 17 : Esquema representativo do genoma de Yersinia pestis, indicando a localizacdo dos
principais genes associados a viruléncia.

2.10.1. Loco pgm
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No cromossomo das yersinias patogénicas existe uma regido de 102 kb
conhecida como loco pgm, relacionada a viruléncia e a captacdo de ferro
(Fetherston et al., 1992). Este loco contém dois segmentos fisicos e
funcionalmente distintos: uma ilha de alta patogenicidade (HPI), associada a
aquisicdo de ferro; e uma regido de estocagem de hemina (hms) associado a
pigmentacdo e producdo de biofilme (Buchrieser et al., 1998; Prentice &
Rahalison, 2007).

Y. pestis ndo é capaz de produzir um pigmento proprio. Entretanto, uma vez
gue o loco pgm permaneca integro, a bactéria pode adsorver, a 26°C, grandes
guantidades de hemina exdgena, ou corantes analogos, como o Vermelho Congo,
resultando no fendtipo avermelhado das coldnias, classificadas como Pgm+
(Buchrieser et al., 1998). Este teste é empregado na identificacdo de cepas

virulentas (Pgm+, colonias vermelhas) e avirulentas (Pgm-, colonias brancas).

A delecédo do loco pgm resulta na diminuigdo da eficiéncia na utilizagao da
pulga como vetor e perda de viruléncia em camundongos, devido a incapacidade
em absorver ferro no mamifero hospedeiro. Contudo, se cepas Pgm- forem
inoculadas in vivo com ferro livre (ou hemina), elas tornam-se capazes de
desenvolver a doenca. Similarmente, cepas Pgm- ndo conseguem crescer in vitro

a 37°C em meios com ferro quelado (Bearden et al., 1997).

2.10.1.1. HPI

llhas de patogenicidade representam um grupo especifico de elementos
moveis encontrados no cromossomo de diversas espécies bacterianas, conferindo
propriedades patogénicas especificas a cepa hospedeira (Hacker et al., 1997).
Esses elementos apresentam algumas caracteristicas que permitem diferencia-los
do genoma hospedeiro: encontram-se inseridos em genes de tRNA; sao
flanqueados por sequéncias repetitivas curtas; possuem um conteido de GC
diferente do resto do genoma; codificam uma integrase semelhante ao fago; e

possuem potencial para excisdo espontanea.
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Duas ilhas de patogenicidade foram identificadas no cromossomo das
yersinias patogénicas: a llha de Alta Patogenicidade (HPI, high-pathogenicity
island) e a llha de Adeséo e Patogenicidade de Yersinia (YAPI, yersinia adhesion
pathogenicity island). Enquanto a YAPI esta presente apenas em Y. enterocolitica
e Y. pseudotuberculosis, a HPI esté presente em todas as espécies patogénicas
do género Yersinia e numa drande variedade de géneros bacterianos
(Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Salmonella, Photorhabdus e
Serratia) (Carniel, 2008).

O ferro serve como um cofator essencial em um grande niamero de reacdes
metabdlicas e enzimaticas. Os patdgenos bacterianos dependem da habilidade de
invadir e de adquirir ferro para garantir seu sucesso no estabelecimento da doenca
num organismo hospedeiro (Bearden et al., 1997). Em mamiferos, o ferro esta
ligado a proteinas eucarioticas (hemoglobina, ferritina, transferrina e lactoferrina),
o que mantém um nivel de ferro livie muito baixo (10® M) para o crescimento
bacteriano (Carniel, 2001). Sendo assim, quelantes férricos de baixo peso
molecular, denominados sideréforos, sdo usados por muitas bactérias para

superar essa deficiéncia.

Yersinias altamente patogénicas secretam seu sideréforo, yersiniabactina, o
qual quela moléculas de ferro ligadas a proteinas eucaritticas, transportando-as
de volta a bactéria (Bearden et al., 1997). Essa molécula pequena (482 Da) é
formada por um mecanismo complexo de sintese peptidica ndo-ribossomal, cuja
montagem modular deriva de salicilato, um residuo de malonil-coenzima A, trés
moléculas de cisteina e trés grupamentos metila (Gehring et al., 1998; Schubert et
al., 2004; Carniel, 2001).

A HPI de Y. pestis carrega 11 genes (divididos em quatro operons), sendo
dois envolvidos na biossintese, um no transporte e outro na regulacdo da
yersiniabactina. Esses genes sado denominados irp (proteinas reguladas pelo
ferro), ybt (yersiniabactina) e psn (receptor da pesticina/yersiniabactina) (Carniel,
1999) (Figura 18).
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Figura 18: Estrutura candnica da llha de Alta Patogenicidade (HPI) de Yersinia pestis. (Fonte:
Carniel, 2001)

Os genes envolvidos na sintese sdo: ybtE (salicil-AMP ligase), irp2
(peptideo sintetase), irpl (peptideo/poliquetideo sintetase), ybtS (sintese de
silicilato) e ybtT (tioesterase). J& os psh (receptor externo da membrana), ybtP e
ybtQ (permeases internas da membrana) sdo responsaveis pelo transporte do
ferro para o citosol bacteriano. Nao esta claro ainda se a yersiniabactinia é
concomitantemente internalizada durante este processo (Bearden et al., 1997,
Carniel, 2001). Os genes ybtX e ybtU ndo possuem funcdo esclarecida (Carniel,
1999). A transcricdo dos genes irp2, irpl, ybtU, ybtT e ybtE ocorre num Unico RNA
policistrénico de [119.2 kb (Bearden et al., 1997; Carniel, 2001).

O ybtA é responsavel pela regulagdo da HPI, codificando um ativador

7

transcricional da familia AraC. A HPI ainda é regulada negativamente pela
proteina do gene fur e positivamente pela propria yersiniabactina (Bearden et al.,

1997; Carniel, 1999).

2.10.1.2. HMS

O segundo segmento do loco pgm, denominado HMS (hemin storage), €
composto por cinco genes divididos em dois operons (hmsHFRS e hmsT). Esses
genes, envolvidos na adsorcdo de hemina (Perry & Fetherston, 1997; Darby,
2008), séao transcritos independentemente da quantidade de ferro, temperatura ou
mesmo de autorregulacdo. Entretanto, a acdo de suas proteinas in vitro,
resultando no fendtipo Pgm+, s6 € evidente nas cepas cultivadas a 26°C.
Aparentemente, isso ocorre por conta de um mecanismo de regulacdo pos-
transcricional, uma vez que as proteinas HmsH, HmsR e HmsT séo sensiveis a

altas temperaturas (Perry et al., 2004).

28



Silveira-Filho, V.M. Caracterizacdo molecular e tipagem de Yersinia pestis ﬁ

O trato digestivo de pulgas infectadas com Y. pestis é blogueado (total ou
parcialmente) pela formacdo de biofilme, regulada pelos genes hms, o que os
tornam essenciais para transmissdo da peste pelo artropode (Perry et al., 2004;
Darby, 2008) (Figura 19).

Figura 19: Acédo do biofilme de Yersinia pestis na pulga (Xenopsylla chepsis). A. Eletromicrografia
de varredura das espiculas do proventriculo colonizadas por cepas hms+; B. Ineficiéncia na
colonizacdo da pulga por cepas hms-; C. Pulga infectada com trato digestivo bloqueado (setas).
(Fontes: A e B: Darby, 2008; C: CDC)

Estudos dos genes hms, utilizando o nematdide Caenorhabditis elegans
como animal modelo, identificaram sua importancia na formagédo de biofilme
apenas na superficie do verme. Contudo, cepas hms- podem eventualmente matar
C. elegans através de mecanismos que diferem do bloqueio na ingestdo de
alimentos (Darby et al., 2002; Tan & Darby, 2004; Styer et al.,, 2005).
Provavelmente, outros fatores de patogenicidade (expressos a 25°C) atuam neste
processo (Styer et al., 2005).

2.10.2. fur

Em muitas bactérias, a regulacdo da absorcdo do ferro é mediada por um
repressor altamente conservado codificado pelo gene fur (ferric uptake regulation).
Na presenca de ferro livre, o regulador Fur age como um repressor forte de
transcricdo, ligando-se a regides promotoras e bloqueando a acdo da RNA
polimerase (Bearden et al., 1997). As regibes operadoras dos quatro operons da
HPI (promotores dos genes psn, irp2, ybtP e inclusive do ativador ybtA) possuem

um sitio de ligacdo para a proteina fur (Carniel, 2001) (Figura 20). A forte
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regulacdo da HPI é importante para Y. pestis, uma vez que cepas fur- podem
morrer intoxicadas pelo acumulo de ferro, devido a superexpressdo do seu
sideroforo (Perry & Fetherston, 1997).

irp2 ‘
5’ . .AGCCGCGTGGCGGTTGTCCGGTAACAGCGAATCCTGAGATGGTGCGCCAGARATCATtcttecctect

sitio ligagdo Fur gacdo
gatggcacgtcttaccgaaaagcattgctcatATGATAAT AATTE ggatgctacccgaa

acgggtttatttatgeccegtttegggttggtaacaggeggaaagaacagaggcccggatggggtatecggg

ybtA
cctctgtcagggaggagtttaggggggegegaccececggTTACATCACGCGTTTAAAGGTCGAAGGGG. . 37

Figura 20: Regido intergénica irp2/ybtA de Yersinia pestis, destacando o sitio de ligacdo para o
repressor de transcrigdo Fur na regido operadora do irp2.

2.10.3. Ypf®d

Recentemente foi identificada uma regido cromossémica de 8.7 kb
homdloga a um profago filamentoso, denominada Ypf® (Y. pestis filamentous
phage), adquirida por Y. pestis ap0s sua divergéncia evolutiva de Y.
pseudotuberculosis. Essa regido contéem 13 ORFs funcionais envolvidas na
replicacdo, encapsidacdo e secrecdo do fago. Entretanto, foram encontradas
guatro ORFs de fun¢do desconhecida nas extremidades do Ypf® (Derbise et al.,
2007). Sua presenca ndo interfere na eficiéncia da transmissdo, mas
aparentemente € importante para crescimento in vivo durante o processo

infeccioso, por mecanismos ainda desconhecidos (Carniel, 2008).

2.10.4. sodA

As bactérias respondem ao estresse oxidativo gerado pela atividade de

macrofagos e neutrdfilos através de duas vias regulatérias principais: ativacdo
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oxidativa do regulador transcricional OxyR e inducdo de superdxido dismutases
(sod) pelo sistema regulatério SoxRS. Em Y. pestis, apenas o sodA apresenta
altos niveis de expressdo no bub&do, evitando o estresse oxidativo exdégeno e
implicando numa resposta protetora ao peroxinitrito (ONOQO"), derivado de alguns
agentes antimicrobianos (Revell & Miller, 2001). Apesar de o sodA ser essencial
para a viruléncia de Y. enterocolitica, sua perda em Y. pestis ndo aumenta a DLsg
ou a taxa de sobrevivéncia em ratos infectados, resultando apenas no aumento do

periodo de incubacéo da doenca (Sebbane et al., 2006).

2.10.5. psa

O antigeno pH6 (pH6-Ag ou Psa) foi primeiramente descrito em 1961 sendo
inicialmente identificado como um antigeno expresso somente a um pH abaixo de
6 a 37°C (Ben-Efraim et al., 1961). O gene psa € responsavel pela sintese in vivo
de uma estrutura semelhante a fibrilina de Escherichia coli enterotoxigénicas
(Perry & Fetherston, 1997).

Em Y. pestis, o Psa liga-se com alta afinidade a lipoproteinas e LDL
plasmético do hospedeiro vertebrado. Aparentemente, esta ligacdo com o0s
constituintes plasmaticos previne a interacdo da bactéria com as células do
hospedeiro e também dificulta o reconhecimento do patégeno pelas células do
sistema imune (Makoveichuck et al., 2003). Essa propriedade independe de outros
fatores reconhecidamente antifagocitarios, como as Yops e o antigeno F1 (Huang
et al., 2004). Além disso, Galvan et al. (2007) demonstraram que o pH6-Ag liga-se
ao liquido surfactante pulmonar que cobre a superficie alveolar, indicando a

importancia deste antigeno no desenvolvimento da forma pneuménica da peste.

2.10.6. LOS

Como toda Gram-negativa, a camada de lipopolissacarideo (LPS) é o
principal componente da membrana externa. Esta estrutura parece mediar

resisténcia a componentes do complemento e anticorpos, provavelmente através
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de ligacdes aberrantes do complexo de ataque & membrana (Perry & Fetherston,
1997). Regulada por genes cromossOmicos, esta estrutura € constituida
basicamente por uma ancora de lipidio A, uma base de oligossacarideo e um

polissacarideo antigénico-O (Bruneteau & Minka, 2003).

Yersinias entéricas possuem LPS tipicos envolvendo sua superficie,
enquanto Y. pestis tem apenas lipooligossacarideo (LOS), uma vez que sua
estrutura € incompleta (sem cadeias O-especificas) (Oyston & Isherwood, 2002).
Aparentemente a inativacdo (mudancas na fase de leitura) do cluster génico do
antigeno-O foi benéfica para a viruléncia do agente da peste (Revell & Miller,
2001).

Além de modificacdbes no antigeno-O, o lipidio A de Y. pestis foi
remodelado, tornando-se menos acilado e menos téxico. Esta propriedade permite
gue a bactéria, ao abandonar o interior dos macréfagos, atinja altos niveis de
bacteremia prolongada, sem causar choque endotoxico ou morte imediata do
hospedeiro, permitindo sua transmisséo para a pulga (Prentice & Rahalison, 2007,
Butler, 2009).

2.10.7. phoP

Em bactérias, a forma mais rapida e eficiente de adaptacéo transcricional a
sinais extracelulares ocorre atraves de sistemas baseados na fosfo-transferéncia
entre dominios proteicos, geralmente transmembrana, associados a receptores
citoplasméticos com fungéo de regulacdo génica (Marceau, 2005). Estes sistemas
de molécula quinase-sensora e molécula de resposta regulatoria sdo geralmente
dispostos em pares cognatos, chamados de sistemas regulatérios de dois
componentes (Two Component Systems, TCSs) (Oyston et al., 2000; Marceau,
2005).

Ao analisar a dindmica da infec¢do de Y. pestis no bagco de camundongos,
foi identificado que nos estagios iniciais da infeccdo, neutréfilos esplénicos
restringem o crescimento da bactéria, enquanto macréfagos esplénicos servem de
abrigo para multiplicacdo intracelular de Y. pestis, escapando no final da infec¢ao.
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Essa multiplicacdo no interior dos macrofagos é uma propriedade compartilhada
com Y. pseudotuberculosis e Salmonella enterica, sob o controle das proteinas
PhoQ e PhoP (um dos sistemas TCSs), que funcionam, respectivamente, como
guinase-sensora e regulador de resposta, revelando a importancia destas
proteinas na patogénese da bactéria (Grabenstein et al., 2006).

2.10.8. cafl

O gene cafl (capsular antigen Fraction 1), localizado no pFra, codifica o
antigeno F1. Com expressdo maxima a 37°C, este antigeno forma uma capsula ou
envelope semelhante a um gel, devido a formacdo de polimeros de F1, que
chegam a atingir muitos megadaltons (Chen & Elberg, 1977; Perry & Fetherston,
1997) (Figura 21). Esses polimeros sdo formados por dezenas a centenas de

dimeros de F1, com centro hidrofébico, ligados por pontes de hidrogénio.

Figura 21: Eletromicrografia de varredura de Yersinia pestis mostrando a regulagdo térmica na
expressao do polimero de F1. A. Células cultivadas a 28°C, 62000X; B. Células cultivadas a 37°C,
40000X. (Fonte: Chen & Elberg, 1977)

Esta estrutura capsular estd envolvida na resisténcia a fagocitose em
sinergia com as proteinas LCRS (Prentice & Rahalison, 2007), descritas adiante.
Por ser um antigeno altamente imunogénico e especifico de Y. pestis, a detec¢cao

de anticorpos anti-F1 serve de base para a maioria dos testes soroldgicos. Cepas
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cafl- podem apresentar ou ndo uma moderada perda da viruléncia em ratos e
cobaias (Perry & Fetherston, 1997; Prentice & Rahalison, 2007).

2.10.9. ymt

Este gene plasmidial (pFra) codifica uma proteina de 61 kDa, capaz de
formar polimeros de 120 ou 240 kDa. Seu nome, ymt (yersinia murine toxin),
provém da sua atividade toxica em camundongos e ratos. Contudo, a DLsg em
camundongos inoculados com cepas ymt- praticamente ndao é afetada (Perry &
Fetherston, 1997).

A Ymt é expressa preferencialmente a 26°C, mostrando-se importante no
processo de colonizacdo da bactéria na pulga. Acredita-se que esta proteina,
altamente homoéloga a fosfolipase D de Streptomyces antibioticus,
previna/bloqueie o mecanismo de autélise bacteriana provocada por subprodutos
do plasma sanguineo digerido no trato digestivo da pulga, sendo, portanto,
essencial para transmissao (Hinnebusch, 2005).

2.10.10. LCRS

Ao abandonar o interior dos macrofagos, o principal triunfo das yersinias
patogénicas foi a habilidade de resistir aos mecanismos de defesa do hospedeiro
vertebrado, como fagocitose e inducdo da resposta inflamatéria por macréfagos e
neutréfilos no meio extracelular. Essa resisténcia foi adquirida pela capacidade em
injetar proteinas efetoras (Yops e Antigeno V) dentro das células de defesa do
hospedeiro vertebrado (Kopp & Medzhitov, 2002).

O conjunto de genes plasmidiais (pYV), denominado LCRS (low-calcium
response stimulon), sdo expressos ao maximo a 37°C e sob baixas concentracfes
de Calcio ou nucleotideos exdgenos. Este complexo génico codifica o antigeno V
(IerV), as proteinas externas de yersinia (Yop, yersina outer proteins) e a maioria
dos elementos que compdem o Sistema de Secrec¢ao Tipo Il (Perry & Fetherston,
1997).
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Aparentemente, YopDB auxiliam a translocacdo de outras Yops.
YopEHJMOT atuam dentro da célula do hospedeiro, interferindo na fagocitose,
inibindo o ataque oxidativo antimicrobiano, inibindo produgdo de citocinas
inflamatdrias e promovendo apoptose. A agcdo dessas Yops permite que a bactéria
sobreviva e se multipliqgue no figado, baco e tecidos linfaticos do hospedeiro (Kopp
& Medzhitov, 2002; Almeida et al., 2003).

Além de ser secretado, o antigeno V induz a expressao dos operons LCRS
e atua na translocacédo das Yops (Perry & Fetherston, 1997). No hospedeiro, este
antigeno induz a producgédo de IL-10, o que desacelera a resposta imune inata
(Kopp & Medzhitov, 2002). Portanto, a presenca desses fatores de viruléncia &
essencial para o desenvolvimento da doenca, mas nao é suficiente para que

ocorra a transmissao pela pulga (cepas pPst- e pFra-) (Almeida et al., 2003).

2.10.11. pla

A proteina ativadora do plasminogénio (34.6 kDa), codificada pelo gene pla
no plasmidio pPst, atua como uma coagulase a temperaturas abaixo dos 30°C.
Dessa forma, a proteina Pla foi inicialmente considerada importante no bloqueio
do trato digestivo da pulga (Oyston, 2001). Contudo, cepas desprovidas do gene
pla ainda sédo capazes de bloquear o proventriculo de pulgas (Hinnebusch et al.,
1998; Almeida et al., 2003).

Em temperaturas superiores a 30°C, esta proteina possui atividade
fibrinolitica, provavelmente por modificagdes pos-traducionais, sendo considerada
importante na disseminacdo da bactéria a partir do local da picada da pulga.
Consequentemente, cepas pla- inoculadas pela via subcutanea causam apenas

uma infeccao localizada (Perry & Fetherston, 1997; Oyston, 2001).

Proteases de superficie, como a Pla, podem estar envolvidas ainda na
resisténcia sérica (Oyston, 2001) e no desenvolvimento da peste pneumobnica
priméria (Latham et al., 2007; Titball & Oyston, 2007).
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2.10.12. pst e pim

Localizados no plasmidio pPst, esses genes estdo envolvidos com a
sintese (pst) e imunidade (pim) a bacteriocina de Y. pestis, denominada pesticina.
Aparentemente, esses genes ndo sdo essenciais para transmissdao do bacilo
pestoso pela pulga (Almeida et al., 2003). O receptor da pesticina (Psn) é
codificado na HPI, dessa forma, cepas pim- sdo sensiveis a pesticina, enquanto
cepas Pgm- e pim- sdo capazes de se desenvolver normalmente (Buchrieser et
al., 1998; Prentice & Rahalison, 2007).

2.11. Epidemiologia molecular de Y. pestis

Andlises epidemioldgicas sdo importantes para determinar a origem dos
organismos envolvidos na etiologia de uma doenca. A exata identificacdo do
patégeno € requisito indispensavel para deteccdo do reservatorio e fonte de
infeccdo, e também para monitorar sua dispersdo dentro e entre as populagdes
estudadas. Segundo Tenover et al. (1995), sistemas apropriados de tipagem séo
necessarios para analisar a estrutura genética dos isolados bacterianos,
permitindo estabelecer relacdo entre eles e elaborar estratégias efetivas de

controle epidemioldgico.

Diferentes técnicas moleculares tém sido descritas e aprimoradas para
identificacdo e comparacdo de cepas de Y. pestis. Dentre elas, encontram-se
aguelas baseadas em PCR, como RAPD (polimorfismo do DNA amplificado
aleatoriamente) (Leal, 1998), PCR-Ribotipagem (polimorfismo da regido
espacadora 16S-23S do rDNA) (Guiyoule et al., 1994), RFLP-IS (polimorfismo de
comprimento dos fragmentos de restricdo das sequéncias de insercao) (Huang et
al., 2002) e MLVA (anélise de mudltiplos locos com namero variavel de repetices
em tandem) (Li et al.,, 2009; Vogler et al., 2011). Outras técnicas de tipagem
baseam-se na macrorrestricdo gendomica (PFGE - eletroforese em gel de campo
pulsado) (Huang et al., 2002; Zhang et al., 2009) ou no sequenciameno de locos
especificos, como a analise dos locos CRISPR (grupos de repeticbes

palindrdmicas curtas regularmente interespacadas) (Cui et al., 2008) e a deteccéo
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de SNPs (polimorfismo de um Unico nucleotideo) em locos pré-estabelecidos
(Touchman et al., 2007; Vogler et al., 2011).

A subtipagem molecular de Y. pestis para rastreamento epidemiolégico é
dificil devido a grande similaridade genética da espécie (Vogler et al., 2011). Além
disso, no Brasil, hA& um consenso geral de que houve apenas uma entrada da
peste, apontando para a origem monoclonal desses isolados (Almeida et al.,
2005). Entretanto, registros do inicio da histéria da peste no Brasil s&o
descontinuos e esparsos, tornando um acompanhamento detalhado dificil ou
impossivel, pois a notificacdo sistemética tornou-se obrigatéria somente apés a
década de 1930 (Pollitzer, 1954; Baltazard, 1968). Dessa forma, acredita-se que
possa ter havido mais de uma entrada da peste no Brasil (Tavares, 2007).

No departamento de Microbiologia do CPgAM/Fiocruz, foram realizadas
tentativas para genotipar os isolados brasileiros de Y. pestis, por RAPD (Leal,
1998), PCR-Ribotipagem (Sobreira, 2002) e RFLP-IS (Silva, 2004). Em quase
todos os casos, pouca ou nenhuma diferenca entre os isolados foi encontrada,
mesmo entre cepas oriundas de diferentes hospedeiros, regido geografica ou ano.
Por outro lado, estudos mais recentes utilizando MLVA (Oliveira et al., 2012),
PFGE (Barros, 2007) e CRISPR (em andamento), demonstraram, pela primeira

vez, uma consideravel diversidade genética entre os isolados brasileiros.

2.11.1. MLVA

O genoma de Y. pestis possui 63 locos de sequéncias repetidas em tandem
denominadas VNTRs (variable number tandem repeats) classificadas em micro ou
minissatélites (Le Fleche et al., 2001). Aparentemente esses VNTRs ndo estdo
associados a funcéo, entretanto a analise do nimero de repeticbes desses locos
representa uma poderosa ferramenta para epidemiologia molecular, pois é
possivel identificar diversidade genética intraespecifica (Le Fléche et al., 2001; de
Benito et al., 2004; Pourcel et al., 2004) (Figura 22).

A andlise das sequéncias VNTRs ou MLVA (Multiple Locus VNTR Analysis)
€ considerada um dos métodos mais estaveis, reprodutiveis e eficientes no estudo
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epidemiolégico de Y. pestis. Ao analisar um loco VNTR de diferentes cepas, por
PCR ou sequenciamento, € possivel detectar polimorfismos no nimero de copias
dos segmentos repetidos em tandem. Estas variacdes intraespecificas podem
resultar de eventos de insercdo ou delecdo, mostrando-se uma ferramenta util
para tipagem de patdogenos como Y. pestis (Adair et al., 2000; Klevytska et al.,
2001; Le Fléche et al., 2001; Achtman et al., 2004; Pourcel et al., 2004; Lowell et
al., 2005).

5’ . .CACTCTGACGATATTCGCAACTAGCTGAAGATGATAGTGCAAATCG
GAGCTGGGTCATTCGCGGAGCTGGGTCATTCGCGGAGCTGGGTCATTCGC
GGAGCTGGGTCATTCGCGGAGCTGGGTCATTCGGGCAAGTGATAGTACTA

GCATGCATACGGAAATAAGTTGCGCTATG. . 3’
B
Figura 22: Esquema representativo de um loco VNTR de Yersinia pestis com cinco unidades

repetitivas, constituidas por 17 pb. As setas indicam os sitios de ligagdo para os primers forward
(A) e reverse (B).

2.11.2. PFGE

Eletroforeses convencionais em gel de agarose sdo capazes de separar
fragmentos de DNA com tamanhos de 20 a 30 kb. Em 1984, Schwartz e Cantor
desenvolveram uma técnica eletroforética capaz de separar e distinguir moléculas
de DNA acima de 2 Mb, chamada Eletroforese em Gel de Campo Pulsado
(PFGE). Esta técnica caracteriza-se pela identificacdo de padrdes gerados apos a
digestdo do DNA cromossomico por endonucleases de corte raro, seguida pela
separacado dos fragmentos por eletroforese com alternancia direcional do campo
elétrico, possibilitando a separacdo de fragmentos com elevado peso molecular

(den Dunnen & van Ommen, 1993).
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Apesar de ser uma técnica trabalhosa e cara, em termos de equipamentos
e materiais de consumo, além de dificil interpretacdo, sendo necessaria uma
inspecdo visual detalhada e analise subjetiva dos resultados, trata-se de uma
ferramenta molecular altamente poderosa, capaz de detectar minimos rearranjos
cromossomicos (Tenover et al., 1995). Sua sensibilidade e poder discriminatério
dependem do organismo analisado e da enzima de restricdo empregada, porém a
alta relevancia epidemioldgica dos resultados tem feito desta técnica o “padréo
ouro” para tipagem de muitas bactérias patogénicas, inclusive Y. pestis (Huang et
al., 2002).

O conhecimento da cadeia epidemioldgica de qualquer enfermidade é
passo fundamental para que sejam aplicadas medidas ideais de profilaxia e
controle de uma doenca. Ferramentas de tipagem molecular, utilizadas
isoladamente ou em conjunto, oferecem subsidios robustos para epidemiologia
moderna. Contudo, seus resultados precisam ndo somente ser discriminatérios,
mas informativos o suficiente para que consigam estabelecer uma correlacdo
apropriada entre grupos genéticos e a origem temporal e geografica dos isolados.
As propriedades ecologicas de transmissdo/infec¢cdo de Y. pestis associado a
caracteristicas patogénicas, epidemioldgicas e evolutivas podem ajudar a resolver
guestbes sobre os ciclos epizodticos da peste, propagacdo na hatureza e a

estrutura epidemioldgica que resulta na formacéao de focos.
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3. Objetivos

3.1. Geral

Compreender a epidemiologia da peste e os mecanismos de viruléncia da

bactéria, através da andlise dos perfis genotipicos e 0s determinantes génicos

envolvidos na infeccdo/transmissdo de cepas de Yersinia pestis isoladas no

Nordeste do Brasil.

3.2. Especificos

Identificar, entre duas técnicas de tipagem (MLVA e PFGE), aquela que
ofereca melhor correlacdo temporal/geografica entre 25 cepas de Y. pestis
isoladas no Foco do Nordeste do Brasil;

Determinar a(s) possivel(eis) causa(s) da perda de viruléncia entre cepas
de Y. pestis avirulentas isoladas no Brasil, analisando a presenca e a
atividade transcricional dos principais genes relacionados a

patogenicidade/transmissao da peste;

Verificar a integridade estrutural e funcional de genes da Ilha de Alta
Patogenicidade de Y. pestis, para deteccdo de alteracOes entre isolados
avirulentos e virulento de Y. pestis;

Detectar a presenga de proteinas exclusivas e diferencialmente expressas,
através da analise protedmica de isolados avirulentos e virulento de Y.

pestis.

40



Silveira-Filho, V.M. Caracterizacdo molecular e tipagem de Yersinia pestis ﬁ

4. Material e Métodos

4.1. Tipagem molecular

4.1.1. Cepas de Y. pestis

O estudo de tipagem envolveu 25 cepas de Y. pestis: 12 isolados de
roedores e pulgas durante uma epizootia ocorrida no mesmo sitio e periodo
(agosto de 1967) em Exu (Pernambuco) (Almeida et al., 1985); 12 isolados de
roedores durante um surto que envolveu varios sitios, no periodo de setembro a
dezembro de 1986, no Estado da Paraiba (Almeida et al., 1989); e uma cepa néo
relacionada aos eventos epidemiologicos anteriores, derivada da hemocultura do
ultimo caso humano de peste ocorrido no Ceard em 1997 (Leal-Balbino et al.,
2004) (Figura 23; Tabela 1).

Chapada do Araripe
B Planalto da Borborema
Serra de Iblapaba

Figura 23: Localizacdo dos municipios e respectivas areas de foco onde foram isoladas as 25
cepas de Yersinia pestis analisadas na tipagem molecular. A. Exu (PE); B. Solanea (PB); C. Ipu
(CE).
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Tabela 1: Dados epidemioldgicos das cepas de  Yersinia pestis utilizadas no
estudo de tipagem

A Origem
. Eve_ntt': . Ano Estado LB L 9 Cepa Fonte*
Epidemioldgico Foco  Municipio Sitio

P.Exu 30 Pbj (NI)

P.Exu 31 NI

P.Exu 42 NI
P.Exu 44 Pbj (NI)

P.Exu 47 NI

. : Chapada . P.Exu 51 NI

Epizootia 1967 Pernambuco do Araripe Exu Alagoinha P.Exu 53 NI

P.Exu 54 Rr
P.Exu 57 NI
P.Exu 59 Pbj (NI)
P.Exu 61 NI
P.Exu 67 NI
P.PB 864 Rr
P.PB 869 Hs
P.PB 871 NI
P.PB 879 Os

Pedra d'Agua

P.PB 872 NI

. Planalto da A Cinco Lagoas P.PB 876 Rr

Surto 1986 Paraiba Borborema Solanea P.PB 877 Rr

P.PB 878 Os

Bacalhau P.PB 880  Os

Valério P.PB 866 Rr

Lagoa do Serrote P.PB 867 NI

Sete Lagoas P.PB 873 Os

Isolado 1997  Ceara serra de Ipu Ipuzinho PCE882 H
Ibiapaba

* - H: humano; Hs: Holochilus sciureus; NI: Necromys lasiurus; Os: Oryzomys subflavus; Rr: Rattus
rattus; Pbj (NI): Polygenis bolshi 42ordani coletada de N. lasiurus.

4.1.2. MLVA

Para MLVA, foram selecionados 12 locos VNTRs descritos por Adair et al.
(2000), Le Fleche et al. (2001) e Klevytska et al. (2001) (Tabela 2). As reacdes de
PCR foram preparadas para um volume final de 25 pL, contendo 1 pL da
suspensdo de DNA extraido por fervura, 20 pmol de cada primer, 50 mmol KCI, 20
mmol Tris, 0.16 mmol dNTPs, 1.5 mmol MgCl, e 1 U de Taq DNA polimerase

(Promega).

Para o loco 1AB, a reacao de amplificacao consistiu de 35 ciclos de 94°C

por 1 min, 60°C por 1 min e 72°C por 1 min. A reacdo de amplificacdo dos outros
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locos consistiu de 35 ciclos de 94°C por 20 seg, 60°C por 30 seg e 72°C por 1 min.
Os amplicons foram separados por eletroforese (100 V por 2-3 h) em gel de
agarose 2.5% corado com SYBR Safe (Invitrogen). As imagens foram visualizadas
em transiluminador de luz UV. Um marcador de peso molecular 100 pb DNA
ladder foi utilizado para calculo do tamanho dos fragmentos pelo programa 1D

Image Analysis v. 3.5 (Digital Kodak Science).

Tabela 2: Descrigdo dos locos VNTRs de  Yersinia pestis analisados

Tamanho da Localizacdo

STEE ELLERS Repeticdo* Gendmica

ms04 (F) 5'-GCGATAACCCACATTATCACAATAACCAACAC-3' 17 pb Cromossomo
(R) 5'-GCTGATGGAACCGGTATGCTGAATTTGC-3'

ms05 (F) 5-GCTTAGCCGCCAGAAAAGGTGAGTTGGC-3' 17 pb Cromossomo
(R) 5'-GATAATGGCGGTAGCCGGAATCTGATAATCATC-3'
(F) 5-AATTTTGCTCCCCAAATAGCAT-3'

ms06 (R) 5" TTTTCCCCATTAGCGAAATAAGTA-3' 60 pb Cromossomo

ms07 (F) 5'-GCCACAGGAAGAGGACATTTCAGAGAAAAC-3' 10 pb Cromossomo
(R) 5'-GTTGCTAAAACGATACCGCTACGATCAGC-3'
(F) 5CGTTACCCTTGTTGCCAATAGT-3'

ms09 (R) 5'-ACGCAGAACATGCTTACCTTTTAT-3' 18 pb Cromossomo

ms20 (F) 5'-GCAACCCGCTGAAGTTGTAAAAACCGAC-3' 15 pb Cromossomo
(R) 5'-GCGTTGATCTTCGCGGCCTTCAC-3'

ms30 (F) 5'-CAATAATACCATCGTGCGTGATAC-3' 54 pb Cromossomo
(R) 5-TATTAATGGTGGTGTTAGTCGCTGT-3'

msd5 (F) 5-GCCGGTAGAGGCGTTGTCTTTGGTTTTTTC-3' 12 pb Cromossomo
(R) 5'-GTTTTGGGGTTCAGTGCACGCTTGTGAC-3'

medé (F) 5-CAGGTTTTACGTTATTTTCTGAAGG-3' 17 pb Cromossomo
(R) 5'-CAGCATGAAGTATGACGGGTATATTA-3'

ms54 (F) 5'-GTCCACCATTTTCATACTGTCACTT-3' 22 pb EreTEEsET
(R) 5'-GCTCTTTGTTCGATTTTATTGAATG-3"

ms62 (F) 5 GAATCGCGGGTTGACGCTGTTGAGC-3' 9 pb CrOmMosSomo
(R) 5'-GCTGAACAGCCCCATAAAACCGGAGC-3'

1B (F) 5'-GGTTAGGTAGGGTGTTGAAG-3 4 pb Cromossomo

(R) 5'-AAAGAGGCTAAGTGGCAA-3'

* - Baseado nos dados gendmicos de Y. pestis CO92 (G1:30407161, GenBank, NCBI).
(Fonte: Oliveira et al., 2012)

O numero de unidades repetidas de cada loco foi estimado pela formula
inferida por Adair et al. (2000):

N° de Tamanho do amplicon® - Tamanho das regides flanqueadorasr®
repeticbes —

Tamanho da repeticdo correspondente ao VNTRP?
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, onde o tamanho das regides flanqueadoras e da repeticdo de cada loco foram
identificados através da analise in silico do genoma de Y. pestis CO92 no

programa Tandem Repeats Finder (Benson, 1999).

A correlacdo de Pearson foi usada para analisar a similaridade entre as
amostras. Para agrupamento e desenho do dendrograma, foi utilizado UPGMA
pelo programa BioNumerics v. 6.0 (Applied-Maths). Os perfis de MLVA das 25
amostras foram normalizados pela utilizagdo dos dados gendmicos de Y. pestis
C092 (GI:30407161) e Y. pseudotuberculosis 1P32953 (Gl:51594359) como

padrbes externos.

4.1.3. Analise discriminatdria

O indice discriminatorio dos locos VNTRs foi determinado pela formula
descrita por Hunter e Gaston (1988):

1 3
D=1- mgf’li(m_l)

, onde D = indice discriminatorio, s = numero total de alelos diferentes, n; = nimero
de isolados representando cada alelo e N = nimero total de isolados na amostra
populacional. O valor D indica a probabilidade em que dois isolados,
aleatoriamente selecionados dentro da populacéo testada, apresentem diferentes
alelos. De acordo com Hunter e Gaston (1988), um indice proximo ou superior a

0.90 pode ser interpretado como confiavel.

4.1.4. PFGE

25 isolados foram submetidos a eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE), onde colbnias crescidas em BAB (48 h) foram ressuspendidas em
tampao de suspenséo celular (100 mM Tris; 100 mM EDTA, pH 8.0). A densidade
Otica da suspensao foi mensurada em espectrofotdmetro (610 nm) e ajustada para

1.0. Para confeccdo dos plugs, foram misturados rapidamente 200 pL da
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suspenséo bacteriana, 200 puL de agarose BioRad 2% (dissolvida em 10 mM Tris,

pH 8.0; 1 mM EDTA e SDS 1%) e 10 pL de proteinase K (20 mg/mL).

Para lise celular e purificacdo do DNA gendmico, os plugs foram imersos
em solucéo de lise (50 mM Tris; 50 mM EDTA, pH 8.0; sarcosyl 1%; 500 pg de
proteinase K), incubados por 2 horas a 54°C e lavados com agua Milli-Q e TE (10
mM Tris; 1 mM EDTA, pH 8.0) pré-aquecidos a 50°C.

Apenas 1/3 (B mm) de cada plug foi utilizado na reacdo de macrorrestricao
do DNA cromossomal. Estes fragmentos foram estabilizados em 200 pL do
tampéo de restricdo IV 1x (New England Biolabs) por 10 min a 37°C. O tampé&o de
restricdo foi substituido por 200 uL de tampé&o de restricdo IV 1x e 20 U de Ascl

(New England Biolabs). As amostras foram incubadas por 18 h a 37°C.

A reacdo foi interrompida pela substituicdo do tampéo de restricdo por 1 mL
de TBE 0.5x (44.5 mM Tris; 1 mM EDTA, pH 8.0; 44.5 mM &cido bdérico) a
temperatura ambiente. Os plugs foram inseridos em gel de agarose 1% Seakem
Gold dissolvida em TBE 0.5x. A eletroforese foi realizada com o sistema CHEF DR
Il (BioRad), sob voltagem de 4.5 V/cm a 14 por 22 h, com pu Isos iniciais de 1.8
seg e finais de 18.7 seg. O Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs)
foi utilizado como marcador de peso molecular. O géis foram corados com
brometo de etideo (1 mg/mL) e as imagens foram capturadas conforme descrito

anteriormente (topico 4.2.2.).

O grau de homologia entre as amostras tipadas pelo PFGE foi determinado
pelo coeficiente de Dice (Dice, 1945). Para representacdo hierarquica da ligacao
entre os isolados, foi gerado um dendrograma, calculado por UPGMA, através do
programa BioNumerics v. 6.0 (Applied-Maths), com otimizacdo e tolerancia de
1.5%, seguindo os padrbes de agrupamento descritos por Tenover et al. (1995).
Os pulsotipos das 25 amostras foram normalizados pela utilizacdo da cepa vacinal
de Y. pestis EV76 (Girard & Robic, 1936) como padrao externo. Paralelametne,
essa amostra foi submetida a diferentes tempos de restricdo (6-60 h), para atestar

o corte Unico da enzima Ascl e reprodutibilidade do perfil de restricao.
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4.2. Estudo de viruléncia

4.2.1. Bactérias e condi¢fes de cultivo

Para andlise dos genes de viruléncia, foram utilizados dois subcultivos
avirulentos, P.CE 882/1R e P.CE 882/32R, obtidos a partir do processo de
repiques sucessivos in vitro por Leal-Balbino et al. (2004), derivados da
hemocultura de um caso humano de peste ocorrido no Ceara em 1997. Além
destes subcultivos, o estudo analisou outras duas cepas avirulentas, P.Exu 369 e
P.Exu 390, ambas isoladas de Necromys lasiurus (roedor silvestre), no municipio
de Exu (Pernambuco), em 1970. A cepa altamente virulenta 195P, utilizada como
controle neste estudo, € derivada de um caso humano de peste pneuménica
ocorrido na india em 1957 (Chen et al., 1961). Todos os isolados pertencem ao

biovar Orientalis.

Mantidas na cole¢cdo do Servico de Referéncia em Peste do CPgAM
(Fiocruz-CYP), as culturas foram reativadas em caldo BHI (Brain and Heart
Infusion) e incubadas a 28°C por 48 h. Os isolados foram comparados a nivel
fenotipico (sensibilidade térmica, teste Pgm e DLsp em camundongos), genotipico
(perfil plasmidial, presenca e sequenciamento de genes de viruléncia),
transcricional (andlise qualitativa e quantitativa da transcricdo de genes de

viruléncia) e protedmica (proteinas exclusivas e diferencialmente expressas).

4.2.2. Crescimento a 37°C

Para avaliar a sensibilidade térmica entre os isolados, a densidade oOtica
das culturas foi mensurada em espectrofotdmetro (600 nm) e ajustada para 1.0. 50
pL de cada suspenséo foi plaqueado em agar sangue e incubados por 48 h, a fim
de se avaliar o desenvolvimento das colonias a 37°C, mimetizando a0 maximo as

condi¢des de crescimento in vivo.

46



Silveira-Filho, V.M. Caracterizacdo molecular e tipagem de Yersinia pestis &

4.2.3. Pigmentacdo em Agar Vermelho Congo

O teste Pgm permite diferenciar colonias potencialmente virulentas, coradas
em vermelho (Pgm+) de colbnias brancas (Pgm-), consideradas avirulentas, pois
avalia a presenca da HPI e a atividade do loco HMS (Fetherston et al., 1992; Leal-
Balbino et al., 2004). Para isso, os isolados foram cultivados por 6 dias a 26°C em

Agar Vermelho Congo. A cepa A1122 foi utilizada como controle Pgm-.

4.2.4. Avaliacdo do grau de viruléncia

Camundongos de laboratorio (Mus musculus) séo tradicionalmente usados
no diagnostico da peste e como modelo experimental. Contudo, trabalhos
realizados no Brasil constataram que algumas linhagens poderiam ser resistentes
a Y. pestis (dados ndo publicados). Dessa forma, fez-se necesséario conhecer a
susceptibilidade de diferentes linhagens de camundongos para uso no diagndstico
e pesquisa. Os animais triados eram adultos, sem restricdo quanto ao peso/sexo,
com padrdo sanitario SPF e pertencentes a trés linhagens com padrdo genético
inbred (BALBc/An, CBA e C57BL/6) e uma linhagem outbred (Swiss Webster),
fornecidas pelo biotério do CPgAM/Fiocruz e pelo Centro de Criacdo de Animais
de Laboratério (CECAL/Fiocruz).

Na triagem, a dose letal mediana (DLsp) foi calculada pelo método de Reed
& Muench (1938), onde 04 suspensdes bacterianas da cepa 195P (2 x 10° a 2 x
10° UFCs) foram individualmente inoculadas (200 pL) na regido subcutinea
inguinal, conforme descrito por Almeida et al. (1993) e o Manual de Utilizacdo de
Animais (CEUA, 2008). Apos a inoculagdo, os animais foram acondicionados em
mini-isoladores (Alesco) e observados por duas semanas até a morte espontanea
ou submetidos a eutanasia. Foram realizadas coletas de sangue para diagnostico
sorolégico e de espécimes (baco, figado, pulmdes), para diagndstico

bacterioldgico e molecular pela equipe especializada do SRP (CPqAM/Fiocruz).

Apés a identificacdo das linhagens sensiveis, uma delas foi selecionada
para avaliacdo do grau de viruléncia das cepas brasileiras, através de diluicdes
seriadas e inoculagéo para célculo da DLsp, conforme descrito anteriormente. Toda
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experimentacdo animal foi licenciada pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
de Laboratério do CPgAM (CEUA n° 02/2010).

4.2.5. Extracdo do DNA plasmidial

Para avaliar o contetdo plasmidial, as cepas de Y. pestis foram cultivadas
em BHI por 48 h e submetidas a lise alcalina (Birnboim & Doly, 1979). A cepa de
Escherichia coli R861, cujo perfil plasmidial j& se encontra descrito (Leal-Balbino et
al., 2004), foi utilizada como controle da extracdo. O produto da extracao foi
encaminhado para eletroforese em gel de agarose 0.6%, corado com brometo de

etideo e analisado em transiluminador de luz UV.

4.2.6. Extracdo do DNA gendmico

Para os ensaios baseados em PCR, o DNA genbmico foi extraido
baseando-se no protocolo descrito por Keim et al. (2000) com algumas
modificacbes. Cinco colonias de Y. pestis crescidas em BAB foram
ressuspendidas em 200 pL de TE 10:1 (10 mM Tris, pH 8.0; 1 mM EDTA) e
submetidas a fervura em banho-maria por 20 min. Apos a fervura, o material foi
centrifugado a 4°C por 2-3 min a 14000 rpm. O sobrenadante foi transferido para

novos tubos e estocado a -20°C para posteriores analises por PCR.

4.2.7. PCR-uniplex e PCR-multiplex

As culturas foram investigadas quanto a presenca ou auséncia dos
principais genes de viruléncia (Tabela 3). As reacdes de PCR foram preparadas
conforme descrito anteriormente (topico 4.1.2.). As amplificacdes foram realizadas
em termociclador programado para uma desnaturacao inicial de 2 min a 95T,
seguidos de 40 ciclos de 30 seg a 95°C, 40 seg a 60°C e 1 min a 72°C, com uma
extensao final de 10 min a 72°C, nas reacfes de PCR-uniplex e PCR-multiplex.
Em todas as reacdes foi incluido um controle negativo, contendo apenas a mistura
da reacdo sem adicdo de DNA molde.
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Tabela 3: Genes de Yersinia pestis investigados por PCR

= . Tamanho Referéncia
Genes Produto Acdo** Primers . =
esperado dos primers
i % Proteina ativadora do Disseminacdo a partir do sitio de inoculacdo e (F) 5"-AAGTTCTATTGTGGCAACC-3' Leal & Almeida
a pla ; P ; P 928 pb
o plasminogénio envolvida na forma pneuménica da doenca. (R) 5'-GAAGCGATATTGCAGACC-3' (1999)
Ao > . 8 e (F) 5'-AGAGCCTACGAACAAAACCCAC-3' Leal & Almeida
el ES lerv* Antigeno V Antifagocitica. 813 ph
o o 2 2 (R) 5'-GCAGGTGGTGGCAAAGTGAGAT-3' 3 (1999)
£ (F) 5-TTGGAACTATTGCAACTGCTA-3" L i
@ % - - . eal & Almeida
g E cafl Antigeno capsular F1 Antifagocitica. (R) 5-TTAGATACGGTTACGGTTA-3' 469 pb (1999)
o ymt Fosfolipase D (antiga toxina Envolvida na sobrevivéncia da bactéria no trato (F) 5'-TATATGCAACGGCAAGAGGAC-3' 807 pb Leal-Balbino et al.
murina) intestinal da pulga. (R) 5'-TGACAGATAACCGGGATAAAGATT-3' (2004)
" . - - . g =0 B ’
£ hmsH Enzima HmsH Envolvida na formacéo de biofilme para bloqueio (F) 5'-TAAAGAAAGACCCCACCAATC-3 731 pb Leal-Balbino et al.
T do proventriculo da pulga. (R) 5'-ATCATCGGCATCAAGCAAATC-3' (2006)
£ btE salicil-AMP ligase Envolvida na biossintese do sideréforo (F) 5'-CCCTTACCCATTGCCGAAC-3' 1186 pb Leal-Balbino et al.
g Y 9 yersiniabactina. (R) 5'-TCCCCACCTCATCCAGCC-3' P (2006)
g = (F) 5'-CGCAGTAGGCACGATGTTGTA-3' Leal-Balbino et al.
o & =g Receptor Psn Receptor do sideréforo yersiniabactina. 949 pb .
= p P P Y (R) 5'-CAACATCGTCACCCAGCA-3' ? (2006)
B * Peptideo sintetase envolvido na biossintese do (F) 5'-AAGGATTCGCTGTTACCGGAC-3' Leal & Almeida
irp2 HMWP2 ; o ; 287 pb
w siteroforo yersinia bactina. (R) 5'-TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT-3' (1999)
0 ’ CAAAA . .
E fur Proteina regulatéria Fur Repressor da HPI. (" 5, ERAEITEINTE MEETTEEE 3, 328 pb Lesl-3elline @ @il
@ (R) 5-AGTGACCGTATAAATACAGGC-3 (2006)
o] - on - 2 o T e = o
I= YPO2271 Gene _h|potet|co do profago Assouadti a V\rulenc_\a em camundongos, mas (F) 5-TCAGGCAAAGTTGATGCG-3 169 pb Presente estudo
<] filamentoso Ypf® sem funcdo esclarecida. (R) 5-CATATGCTAGGGCTTCTCTAAG-3"
= . - . S e TPt = =
YPO2281 Gene _hlpotetlco do profago Assomad(i a wrulenc_\a em camundongos, mas (F) 5-ATTCATGACACATCAGGAGCTG-3 192 pb Presente estudo
filamentoso Ypf® sem fungéo esclarecida. (R) 5-GGCCTGTTCATCCAGTTAGTTG-3"
phoP Trafierte reglEETE T Regu!a a multiplicacéo bacteriana no interior de  (F) 5:(3 ATCCGTCGCTGGCGTAG*?: 442 pb Presente estudo
macréfagos. (R) 5-CTTCACCCTGATGTTCTGCC-3
sodA Superéxido desmutase Protecdo contra acdo oxidativa dos neutrofilos. " S:TGCCATCACTGCC”ATGC_B, 407 pb Presente estudo
(R) 5-CAGTTTGCCGTCGTC (C=3
psaA Antigeno pH 6.0 Antifagocitica e envolvida na forma pneuménica  (F) 5-CATGAAAATGAAATGTTTTGC-3 474 pb Presente estudo

da doenca.

(R) 5-AATACATACTCTTCAACACGC-3’

* - Amplificados juntos na reagcdo de PCR-multiplex.
** - Prentice & Rahalison, 2007; Carniel, 2008.
*** . Baseado nos dados gendémicos de Y. pestis CO92 (GIl:30407161, GenBank, NCBI).
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Os produtos da PCR foram separados em gel de agarose 1.5%, corados
com SYBR Safe (Invitrogen). As imagens foram visualizadas e capturadas em
transiluminador de luz UV pelo programa 1D Image Analysis v. 3.5 (Digital Kodak
Science). Um marcador de peso molecular 100 pb DNA ladder foi utilizado para

estimar o tamanho dos fragmentos amplificados pela PCR.

4.2.8. Sequenciamento de genes da HPI

Trés genes da HPI (ybtE, psn e irp2), codificadores de proteinas altamente
relacionadas a viruléncia de Y. pestis, foram submetidos ao sequenciamento a fim
de se analisar sua integridade estrutural. Para isso, foi utilizada a técnica Primer
Walking, na qual foram desenhados primers (Tabela 4) cujos produtos

amplificados se sobrepdem, resultando no mapeamento completo da regiao.

Os programas Primer3-web v.0.4.0 (Rozen & Skaletsky, 2000) e AutoDimer
v.1.0 (Vallone & Butler, 2004) foram utilizados, respectivamente, no desenho e
avaliacdo do desempenho dos primers, tomando-se como base os dados
gendmicos da cepa de Y. pestis CO92 (NCBI, RefSeq NC_003143.1).

Foi estimado que as ORFs dos genes ybtE (1578 pb) e psn (2022 pb),
juntamente com a regido intergénica (130 pb) e suas regides flanqueadoras (+80
pb), totalizariam aproximadamente 3.900 pb, sendo subdivididas em seis contigs
(A-F) (Figura 24A). Ja a ORF do gene irp2 (6108 pb) e suas regides flanqueadoras
(¥90 pb) totalizariam aproximadamente 6.300 pb, sendo subdividido em dez
contigs (A-J) (Figura 24B).

Para a PCR, foram utilizados os parametros descritos no topico 4.1.2. O
material amplificado foi submetido a purificagdo pelo PureLink PCR Purification Kit
(Invitrogen, Brasil), quantificacdo pelo NanoDrop 2000c (Thermoscientific) e
encaminhados para sequenciamento pelo Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas do
CPgAM/Fiocruz, em sequenciador ABI Prism 3100 (Applied Biosystems),
utiizando o BigDye Kit (Applied Biosystems). O sequenciamento de cada
segmento foi realizado em quadruplicata, com duas reacdes utilizando o primer
forward e duas utilizando o primer reverse, descritos na Tabela 4. Para analise dos
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eletroferogramas e formacdo da sequéncia consenso, foi utilizado o programa
SegMan Il v.5.00 (DNAStar). As sequéncias foram comparadas através de

alinhamentos multiplos gerados no programa MEGA v.4.0.2 (Tamura et al., 2007).

Tabela 4: Primers utilizados no sequenciamento dos genes  ybtE, psn e irp2
da HPI de Yersinia pestis

Tamanho Referéncia

Alvo  Segmento Primers p =
esperado dos primers
A (F) 5~GCAGATTGTCCGCCA e 726 pb Presente estudo
(R) 5"-GCGAGATACACGCTCTGTTG-3'
B (F) 5-CCTACTGCGGGTCTTGATG-3' 707 pb Presente estudo
(R) 5-TGCGACTCTGCTGAGTTACTG-3"
c (F) 5-TAACTTCAGCGCTTCTGCTG-3" 743 pb Presente estudo
ybtE + psn (R) 5-CTTGCACTTCCGCTAAACG-3'
(F) 5-CCTGGGAAATGGGCTTTG-3'
D ; i 754 pb Presente estudo
(R) 5-CGGGTGCCAAGTTCATAG-3
E ") 5,_GGGACGCAT GAGCAG_3, 637 pb Presente estudo
(R) 5-GCGCTGACAACAGTAGACG-3
F (F) 5’-TAATGCCCAGACTI'CACAGC-? 710 pb Presente estudo
(R) 5-ATCCCACATAGGCGTCCTG-3
A (F) 5’—ATAAACCCGTI_I'CGGGTAGC—3 ) 749 pb Presente estudo
(R) 5-GTAAAAGACGGTGGCTCAGG-3
B (F) 5’-TGGGCTI_I'GAGCAGGATAAC-3 , 702 pb Presente estudo
(R) 5-CCATAATCGGTCCCGTTTCCTAAG-3
(@ () 5,_GCCATMCGACGCTGAMG_3: 767 pb Presente estudo
(R) 5-GTGGGGGTAGCGCTGCTG-3
D (F) 5’—TCGATCTCCAGGTCGGATAC-? 747 pb Presente estudo
(R) 5-CCGGTTTGAGCAGATTACG-3
£ (F) 5’—CGTCGAA'I_I'ACTCCGTGAAC—3 ’ 745 pb Presente estudo
o (R) 5-AAGGACGGGAATATCGTCTG-3
(F) 5'-ATTGACTACCAGGCGCTGAAG-3'
F ; i 715 pb Presente estudo
(R) 5-TATCCAGACACAGCCACAGG-3
G (F) 5’—ACGGCGCGAGAAAATCTAC—3 , 650 pb Presente estudo
(R) 5-GAATTTCGCAGGCGTTAGAC-3
H (F) 5’—CTI'GAGCAGAGCCAGGAGATG-F 641 pb Presente estudo
(R) 5-GATAAGAGTTGCTGCCAGAG-3
1 (F) 5’—GCCACGCCGGAAAACCTG—3 , 608 pb Presente estudo
(R) 5-TGAAGGAAATCGGCTACCTG-3
) (F) 5-ATCATCGGAACCCGGCACTG-3 664 pb Presente estudo

(R) 5-GCATTCCAGAGGGACAGAC-3’

* - Baseado nos dados gendmicos de Y. pestis CO92 (G1:30407161, GenBank, NCBI).
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ybtE psn
— — (3.9 kb)
A C E E D B
irp2
— (6.3 kb)
A C E G | ] H F D B

Figura 24: Esquema do sequenciamento Primer Walking para cobertura dos genes ybtE + psn (A)
e irp2 (B) da HPI de Yersinia pestis. As linhas cinza representam as regifes flanqueadoras e
intergénicas. As setas pretas representam as ORFs. As setas cinza equivalem as regifes
promotoras. Os segmentos em azul representam os contigs gerados apds o0 sequenciamento.

4.2.9. Extracao de RNA

Para analise de transcricdo e sintese de cDNA, as amostras foram
plagueadas. O RNA total foi extraido segundo recomendacdes do fabricante do
reagente Trizol (Invitrogen), a partir das culturas crescidas por 48 h a 37°C em
agar sangue. A integridade do RNA foi checada em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo (1 mg/mL) e visualizados em transiluminador de luz UV.
Sua quantificagdo e grau de pureza foram avaliados em NanoDrop 2000c
(Thermoscientific).

4.2.10. RT-PCR

Para a transcricao reversa, 400 ng do RNA total foi tratado com 4 U de
DNase | (Invitrogen) e entdo submetido a transcri¢cdo reversa, utilizando-se 200 ng
de Random Primers (Invitrogen) e 400 U da transcriptase reversa SuperScript Il

(Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante.

O cDNA foi submetido & PCR e eletroforese em gel de agarose, conforme
descrito anteriormente (tOpico 4.2.7.). Em todas as reacdes, foram utilizados
controles negativos de cada amostra, contendo apenas a mistura da reacdo sem

adicdo da transcriptase reversa. Este controle avalia a eficiéncia do tratamento
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com a DNase |, atestando a auséncia de DNA contaminante nas amostras de
cDNA.

4.2.11. qRT-PCR

Para quantificacdo relativa da transcricdo dos genes da HPI (ybtE, psn e
irp2) foi utilizado o Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems),
seguindo todo procedimento de otimizacdo dos primers e avaliagdo da eficiéncia
da reacdo descritos no manual do produto. Como controle endégeno da reacéo,
foi utilizado o gene rpsL, codificador da proteina ribossomal S12. Os primers
utilizados neste experimento foram desenhados conforme descrito anteriormente

(tépico 4.2.8.) e encontram-se descritos na Tabela 5.

Os experimentos foram realizados em triplicata experimental e duplicata
biolégica, em placas de 96 pocos, com um volume final de 15 pL por pogo. A
reacdo de PCR em tempo-real foi realizada no Nucleo de Plataformas
Tecnolégicas do CPgAM/Fiocruz, em ABI 7500 (Applied Biosystems), cujo
programa (7500 software v.2.0.4, Applied Biosystems) foi configurado para
avaliacdo da curva de melt (deteccédo de amplificacGes inespecificas) e anélise de
AACT (quantificagéo relativa), seguindo o modelo descrito por Pfaffl (2001). Os
ensaios de quantificacdo relativa (AACT), normalizados pelo gene rpsL e pela

cepa controle 195P.

Tabela 5: Primers utilizados na qRT-PCR dos genes da HPl de  Yersinia pestis

. Tamanho Referéncia
Gene Primers . 5
esperado dos primers
- —
Controle sl (F) SJAAGCCACGCAGCATGAAG 3 123 pb Presente estudo
End6geno (R) 5-ACGCAGTGCGGAGTTAGG-3
o o
ybtE (F) SJACC'I_I_I'GACTGTACCCTGCAL}C 3 124 pb e et i
(R) 5-CATCCAGAGGGGACAACG-3
. o
HPI psn (F) S,TGTFACGCCAGGTFGATGAC, - 127 pb Presente estudo
(R) 5-ATTTCCCAGGGCTGATCG-3
o o
2 (F) 5-CTTGAGCAGAGCCAGGAGATG-3 123 pb e et i

(R) 5’-GATAATGTCCGCCGAGTGAG-3’

* - Baseado nos dados gendmicos de Y. pestis CO92 (G1:30407161, GenBank, NCBI).
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4.2.12. SDS-PAGE do extrato proteico

Para avaliar se o perfil proteico divergia entre os isolados de Y. pestis, foi
realizada extracdo de proteinas totais das culturas crescidas a 37°C por 48 h em
placas de agar sangue, de acordo com a metodologia descrita por Laemmli
(1970).

Os extratos proteicos foram ressuspendidos em tampdo de amostra
(glicerol 10%; B-mercaptoetanol 5%; SDS 2.3%; Tris-HCI 0.0625 M, pH 6.8),
fervidos por trés minutos e aplicados em gel 12.5% poliacrilamida / 0.1% SDS. O
marcador LMW (BioRad) foi utilizado como padrdo de peso molecular. Apés a
eletroforese, os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 de acordo
com Sambrook et al. (2001).

4.2.13. Eletroforese bidimensional do extrato prote  ico

Com a finalidade de avaliar o perfil de expressao proteica diferencial e/ou
exclusivo, as cepas, cultivadas nas condi¢bes anteriores (topico 4.2.12), foram
submetidas ao processo de eletroforese bidimensional. Aproximadamente 1 x 10’
células bacterianas foram lavadas duas vezes em PBS gelado (NaCl 137 mM;
Fosfato 10 mM; KCI 2.7 mM; pH de 7.4) e ressuspendidas em 500 uL de tampdao
de lise (ureia 7 M; tioureia 2 M; CHAPS 4%; Tris-base 40 mM) com 1X inibidor de
protease (Roche). O material foi purificado com o 2-D Clean-Up kit (GE
Healthcare) e quantificado pelo 2-D Quant kit (GE Healthcare), de acordo com os
respectivos manuais. As amostras foram analisadas em triplicatas, para evitar
erros de interpretacdo no padrédo de disperséo dos spots proteicos.

Para primeira dimensé&o, 300 ug do extrato proteico de cada amostra foram
diluidos no tampao de reidratacdo (ureia 7 M; tioureia 2 M; CHAPS 2%; IPG buffer
0.5%; DTT 2.8 mg; azul de bromofenol 0.002%), para um volume final de 250 pL.
Essa suspensao foi utilizada na reidratagdo strips pH 3-10 NL (13 cm) a 20°C
overnight. A focalizagdo (migracdo das proteinas para seu ponto isoelétrico) foi
relizada em Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare), seguindo os parametros default do
equipamento.
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Em seguida, as strips foram tratadas para segunda dimensao, lavando-as
por 15 min com solucdo de equilibrio 1 (ureia 6 M; glicerol 29.3%; SDS 2%; Tris-
HCI 75 mM, pH 8.8; azul de bromofenol 0.002%; DTT 10 mg/mL) e por mais 15
min com solucdo de equilibrio 2 (ureia 6 M; glicerol 29.3%; SDS 2%; Tris-HCI 75
mM, pH 8.8; azul de bromofenol 0.002%; iodoacetamida 25 mg/mL). A separacao
das proteinas pelo peso molecular foi realizada em gel 12.5% poliacrilamida /
0.1% SDS no sistema de eletroforese Protean Il xi Electrophoresis Cell (BioRad),
utilizando o marcador de proteinas pré-corado (New England BioLabs). Apds a
eletroforese, os geéis foram corados com Coomassie coloidal (Neuhoff et al., 1988)

e estocados em acido acético 10% a 4°C.

Através da parceria estabelecida com o Laboratério de Genbmica e
Protedbmica de Plantas (LGPP/UFPE), coordenado pelo Prof. Dr. Tercilio Calsa
Junior, os géis puderam ser digitalizados em ImageScanner lll (GE Healthcare) e
analisados com o auxilio do programa Image Master 2D Platinum 7.0 (GE

Healthcare).
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5. Resultados

5.1. Tipagem molecular

Todos os isolados amplificaram um fragmento de DNA para cada loco
VNTR. Entre os 12 VNTRs analisados, cinco foram monomorficos para os 25

isolados de Y. pestis brasileiros (Tabela 6, destacado em vermelho).

Dentre os sete locos identificados como polimorficos, 0 ms07 apresentou o
maior grau de polimorfismo, com sete alelos (3-6 e 8-10 repeticbes) que
divergiram, inclusive, entre os dois eventos epidemiologicos (indice discriminatorio
0.84). Todos os outros locos polimorficos apresentaram pelo menos um alelo em
comum entre o0s isolados da epizootia e do surto, resultando em indices
discriminatérios entre 0.37-0.76 (Tabela 6; Figura 25).

Tabela 6: Numero de repeticdes dos 12 locos VNTRs d e Yersinia pestis
analisados

Loco VNTR
Grupo Cepa
ms04 ms05 ms06 ms07 ms09 ms20 ms30 ms45 ms46 ms54 ms62 1AB

P.Exu30 7 11 9 8 20 9 8 B 4 5 6 11
PExu3l 7 11 9 9 20 8 8 5 4 5 6 11

PExu42 8 11 9 ° 20 8 8 7 4 5 3 11

P.Exu44 8 11 9 10 20 10 8 8 4 5 5 11

P.Exu47 8 8 10 9 20 10 8 5 4 5 4 11

. PExusi 8 10 9 8 20 o 8 8 4 5 6 11
Epizootia ¢y 53 7 11 9 9 20 9 8 8 4 5 5 11
P.ExuS4 7 11 9 9 20 9 8 8 4 5 6 11

P.ExuS? 7 13 8 8 20 o 8 8 4 5 4 11

P.Exu59 7 11 9 o 20 ° 8 7 4 5 5 11

PExuSL 7 10 9 9 20 8 8 8 4 5 4 11

PExuB? 6 11 9 8 20 9 8 7 4 5 6 11

PPE 864 O 11 ) 6 20 8 8 7 4 5 5 11

PPESEE O 11 10 5 20 8 8 10 4 5 6 11

PPESET 7 10 9 5 20 8 8 7 4 5 5 11

PPEB6S 8 11 8 5 20 7 8 10 4 5 6 11

PPES71 8 10 9 4 20 7 8 7 4 5 5 11

suto  PPBB7Z B 10 9 3 20 7 8 7 4 5 5 11
PPES73 8 10 8 3 20 7 8 7 4 5 5 11

PPB876 9 9 9 3 20 6 8 6 4 5 5 11

PPES77 O 9 9 5 20 7 8 6 4 5 5 11

PPE 878 7 10 9 5 20 7 8 7 4 5 5 11

PPES7S O 9 9 3 20 7 8 7 4 5 5 11

PPESS0 O 11 9 6 20 7 8 7 4 5 5 11

Isolado P.CES82 7 10 9 7 20 8 8 7 4 5 4 11
. CO92 8 11 ) ) 33 ) 11 7 7 7 7 10
Referéncia™ 1p3o053 3 6 16 5 38 11 14 4 7 5 17 0

* - Baseado nos dados gendmicos de Y. pestis CO92 (GI:30407161) e Y. pseudotuberculosis
IP32953 (GI1:51594359) (GenBank, NCBI).
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Figura 25: NUmero de alelos” e indice discriminatério® dos sete locos VNTRs polimérficos(") entre
24 isolados de Yersinia pestis associados a epizootia de 1967 (PE) e ao surto de 1986 (PB).

A combinacgéo entre os diferentes alelos permitiram agrupar os 25 isolados
e as duas cepas referéncia em quatro clusters distintos (A-D) no dendrograma,
adotando um ponto de corte 95% de similaridade (Figura 26). O cluster A
abrangeu as 12 cepas isoladas durante o surto na Paraiba. Considerando uma

correlacéo de 97%, foi possivel decompor este cluster em dois subgrupos, A' e A2,

Onze isolados do cluster B (91.7%) foram subagrupados em B?, tornando-
0s potencialmente responsaveis pela epizootia de 1967. Além das cepas
relacionadas a epizootia ocorrida em 1967 no Estado de Pernambuco, o cluster B

(Figura 26) envolveu uma cepa de Y. pestis isolada trinta anos depois no Ceara.

Os clusters C e D abrangeram as cepas utilizadas como grupo externo. O
padrdo externo Y. pseudotuberculosis IP32953 apresentou um perfil de MLVA
proprio que, mesmo tratando-se de outra espécie, compartilhou [67% de

correlagdo com as amostras de Y. pestis pela analise de Pearson.
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N° de Repetigdes por loco VNTR

Correlagdo de Pearson [0.0-100%] Cepa Fonte* Origem** Ano G)Qb‘ 606 ‘bdb ,96\ s)Qg c_‘;l,g ébs ,gb?a 6&6 é:)b( ébq’ Q
- N NN R R & & E N
: P.PB 864 : Rr Pedra d’Agua - S 1986 9 1 9 6 20 8 8 7 4 5 5 "
1 P.PB 880 : Os Bacalhau - S 1986 9 1 9 6 20 7 8 7 4 5 5 11
: P.PB 867 NI Lagoa do Serrote -S 1986 7 10 9 5 20 8 8 7 4 5 5 1
1 PPB878 : Os Bacalhau - S 1986 7 10 9 5 20 7 8 7 4 5 5 1
: P.PB 871 NI Pedra d’Agua - S 1986 8 10 9 4 20 7 8 7 4 5 5 11
: P.PB 872 §A’ NI Cinco Lagoas - S 1986 8 10 9 3 20 7 8 7 4 5 5 1
1 P.PB 873 : Os Sete Lagoas - S 1986 8 10 8 3 20 7 8 7 4 5 5 11
_: PPB876 : Rr Cinco Lagoas - S 1986 9 9 9 3 20 6 8 6 4 5 5 1
: P.PB 877 Rr Cinco Lagoas - S 1986 9 9 9 5 20 7 8 6 4 5 5 1
1 PPB 879 : Os Pedra d’Agua - S 1986 9 9 9 3 20 7 8 7 4 5 5 11
: P.PB 866 EAZ Rr Valério - S 1986 9 1 10 5 20 8 8 10 4 5 6 1
1 P.PB 869 : Hs Pedra d’Agua - S 1986 8 1 8 5 20 7 8 10 4 5 6 1
: P.Exu 53 : NI Alagoinha - E 1967 7 1 9 9 20 9 8 8 4 5 5 11
: P.Exu 54 Rr Alagoinha - E 1967 7 1" 9 9 20 9 8 8 4 5 6 1
1 P.Exu59 : Pbj (NI)  Alagoinha - E 1967 7 1 9 9 20 9 8 7 4 5 5 11
: P.Exu 51 NI Alagoinha - E 1967 8 10 9 8 20 9 8 8 4 5 6 "
1 P.Exu44 : Pbj (NI)  Alagoinha - E 1967 8 1 9 10 20 10 8 8 4 5 5 1
: P.Exu 30 B! Pbj (Nl)  Alagoinha - E 1967 7 1 9 8 20 9 8 8 4 5 6 1
: P.Exu 67 NI Alagoinha - E 1967 6 1 9 8 20 9 8 7 4 5 6 "
1 PExu31 : NI Alagoinha - E 1967 7 " 9 9 20 8 8 6 4 5 6 1
: P.Exu 42 NI Alagoinha - E 1967 8 1 9 9 20 8 8 7 4 5 3 1
1 PExu61 : NI Alagoinha - E 1967 7 10 9 9 20 8 8 8 4 5 4 "
B: P.CE 882 H Ipuzinho - | 1997 7 10 9 7 20 8 8 7 4 5 4 1
: P.Exu 57 : NI Alagoinha - E 1967 7 13 8 8 20 9 8 8 4 5 4 "
PExu47 : B? NI Alagoinha - E 1967 8 8 10 9 20 10 8 6 4 5 4 "
g— Y. pestis CO92 H EUA 1992 8 1 9 9 33 9 1 7 7 7 7 10
Y. pseudotuberculosis H Franga 1990 3 6 16 5 38 " 14 4 7 5 17 0
] 1P32953

Figura 26: Dendrograma UPGMA gerado pela andlise do polimorfismo de 12 locos VNTRs entre cepas Yersinia pestis e Yersinia
pseudotuberculosis. * H: humano; Hs: Holochilus sciureus; NI: Necromys lasiurus; Os: Oryzomys subflavus; Rr: Rattus rattus; Pbj (NI): Polygenis
bolshi jordani coletada de N. lasiurus. ** S: Solanea, Paraiba; E: Exu, Pernambuco; I: Ipu, Ceara.
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O padrdo da macrorrestricdo gendmica obtido pela Ascl, gerou 18-26
fragmentos entre os isolados brasileiros. A estabilidade dos perfis de PFGE foi
confirmada ao submeter uma mesma amostra (EV76) a diferentes periodos de
restricdo (6 a 60 h). Ao observar que o padrdo de restricio manteve-se constante,
pode-se atestar a especificidade da enzima Ascl utilizada no estudo (Figura 27).

M 8" 12" 18" 24h 36" 48" 60"
(kb)
S e e e -

194.0 -
145.5 -

97.0- M

TYC s
girm
P
e

[ 8

Figura 27: Gel representativo do teste de estabilidade frente a diferentes tempos de restricdo pela
enzima Ascl na técnica de PFGE. A cepa de Yersinia pestis utilizada no teste foi a EV76. M:
Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs).

Adotando-se um ponto de corte com 90% de similaridade, foram
identificados sete clusters, A-F (Figura 28). A maioria das cepas de mesma origem
espacial, temporal e de hospedeiro exibiu pulsotipos diferentes. Apesar dessa
diversidade intraespecifica, de acordo com os critérios descritos por Tenover et al.
(1995), o PFGE classificou os isolados brasileiros como intimamente relacionados
(1-3 diferengas) e possivelmente relacionados (4-6 diferencas), sendo impossivel
tracar uma correlacédo epidemildgica ou temporal geogréafica entre eles. Por outro
lado, a cepa vacinal EV76, utilizada como padrao externo, foi devidamente
agrupada como nao-relacionada (=7 diferencas) com as cepas brasileiras, apesar

de compartilharem [077% de similaridade.
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Lambda Ladder PFG Marker
(New England Biolabs)
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Cinco Lagoas - S
Bacalhau - S
Alagoinha - E
Pedra d'Agua - S
Pedra d'Agua - S
Alagoinha - E
Cinco Lagoas - S
Alagoinha - E
Alagoinha - E
Alagoinha - E
Alagoinha - E
Ipuziho - |
Alagoinha - E
Bacalhau - S
Pedra d'Agua - S
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Alagoinha - E
Alagoinha - E
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1986
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1986
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1986
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Figura 28: Dendrograma gerado pela analise UPGMA dos perfis de macrorrestricdo (PFGE Ascl) entre cepas brasileiras de Yersinia pestis. * H:
humano; Hs: Holochilus sciureus; NI: Necromys lasiurus; Os: Oryzomys subflavus; Rr: Rattus rattus; Pbj (NI): Polygenis bolshi jordani coletada de
N. lasiurus; V: cepa vacinal (Girard & Robic, 1936). ** S: Solanea, Paraiba; E: Exu, Pernambuco; I: Ipu, Ceara.
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5.2. Estudo de viruléncia

Nos testes fenotipicos desenvolvidos in vitro, tanto a cepa controle virulenta
(195P) quanto os subcultivos avirulentos (P.Exu 369, P.Exu 390, P.CE 882/1R e
P.CE 882/32R) mostraram-se capazes de crescer a 37°C em agar sangue (Figura
29A). Além disso, os isolados demonstraram integridade do loco pgm, uma vez
gue foram classificados como Pgm+ (colénias vermelhas) no teste de pigmentacao

em Agar Vermelho Congo (Figura 29B).

P.Exu 369 P.Exu 390 P.CE 882/1R P.CE 882/32R A1122

Figura 29: Resultados dos testes fenotipicos in vitro de Yersinia pestis para sensibilidade térmica e
de pigmentacdo em Agar Vermelho Congo. Todos os isolados apresentaram 6timo crescimento a
37°C (A) e foram classificados como Pgm+ (B). A cepa de Y. pestis A1122 foi utilizada como
controle Pgm-.

Todas as linhagens de camundongos triadas (BALBc/An, CBA, C57BL/6 e
Swiss Webster) mostraram-se sensiveis a peste, dessa forma, adotou-se, por
convencao, a linhagem Swiss Webser para analisar o grau de viruléncia entre 0s
isolados. Os valores encontrados no teste da DLsp em camundongos permitem
classificar um isolado de Y. pestis em altamente virulento (<1x10' UFCs),
moderadamente virulento (1x10° a 1x10* UFCs) ou avirulento (>1x10* UFCs)
(Pollitzer, 1954; Prentice & Rahalison, 2007; Sun et al., 2010). Dessa forma, foi
possivel determinar o grau de viruléncia das cepas em estudo, conforme descrito

na Tabela 7.

Os animais inoculados com a cepa 195P apresentaram apatia e prostracao
nas primeiras 24 h, evoluindo para sepse e 6bito em 3-5 dias, condizendo com
uma doenca de carater hiperagudo. J& os animais inoculados com as cepas

brasileiras, mesmo em altas dosagens, apresentaram uma leve apatia,
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recuperando-se ao longo do terceiro ou quarto dia. Durante a necropsia desses
ultimos, foi observada apenas uma infeccdo local, com ou sem a formacao de
bubdo inguinal e os testes sorologicos positivaram apenas nas dosagens mais
elevadas de bacilos pestosos.

Tabela 7: Andlise do grau de viruléncia de cepas de Yersinia pestis em
camundongos ( Mus musculus) da linhagem Swiss Webster

Cepa de Yersinia pestis DLsq Grau de Viruléncia
195p 2 x10% UFCs Altamente virulenta
P.Exu 369 >4 x10° UFCs Avirulenta
P.Exu 390 > 1.2 x10° UFCs Avirulenta
P.CE 882/1R >2.4x10%° UFCs Avirulenta
P.CE 882/32R > 8 x 10° UFCs Avirulenta

Os trés plasmidios prototipicos (Figura 30A) e os 14 genes associados a

viruléncia (Figura 30B) foram detectados nos quatro isolados avirulentos

analisados.
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Figura 30: Géis representativos da extracdo plasmidial (A) e das PCRs direcionadas a 14 genes
determinantes de viruléncia (B) de Yersinia pestis. 1: PCR-multiplex, onde em ordem crescente de
peso molecular temos irp2, cafl, lcrV e pla. 2-12: PCR-uniplex, onde em ordem temos fur, hmsH,
ymt, psn, ybtE, phoP, YOP2271, psa, YOP2281 e sodA. CN: controle negativo da PCR.
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Apoés uma analise detalhada do eletroferograma e alinhamento multiplo das
sequencias dos genes da HPI (ybtE, psn e irp2), ndo foi detectado nenhum
polimorfismo entre os quatro isolados avirulentos, a cepa controle 195P e os
dados gendmicos da cepa C092 (Figura 31). Até mesmo a regido promotora do
psn e do operon irp2-irpl-ybtU-ybtE, incluidas no sequenciamento, nao
apresentaram mutacfes pontuais, preservando os sitios de ligagdo para as
proteinas regulatérias YbtA e Fur.
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Figura 31: Eletroferograma (A) e alinhamento multiplo (B) das sequéncias dos genes ybtE, psn e
irp2 da HPI de Yersinia pestis.

Todas as amostras de RNA total extraido mostraram-se integras e puras
(Figura 32). Na analise de RT-PCR, foi possivel detectar atividade transcricional
entre os determinantes de viruléncia plasmidiais (cafl, ymt, lcrV e pla) e
cromossomais (fur, hmsH, phoP, YOP2271, psa, YOP2281 e sodA) (Figura 33;
Tabela 8). J& a andlise transcricional dos genes da HPI (irp2, ybtE e psn) detectou
niveis variaveis (baixa ou auséncia) de transcricdo entre os isolados avirulentos,
até mesmo na cepa virulenta 195P, utilizada como controle (Figura 33, destacado
em vermelho; Tabela 8).

63



Silveira-Filho, V.M. Caracterizacdo molecular e tipagem de Yersinia pestis ﬂ

-23S rRNA
-16S rRNA

-58 rRNA e mRNA

Figura 32: Gel representativo da extracdo de RNA total de Yersinia pestis. 1. 195P; 2. P.Exu 369;
3. P.Exu 390; 4. P.CE 882/1R; 5. P.CE 882/32R
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Figura 33: Géis representativos da analise transcricional de 14 determinantes de viruléncia de
Yersinia pestis. C+: controle positivo da PCR (DNA). 1-5: RT-PCR das amostras 195P, P.Exu 369,
P.Exu 390, P.CE 882/1R e P.CE 882/32R, respectivamente. 1'-5’: controles negativos da RT, onde
as amostras estdo dispostas na mesma ordem. CN: controle negativo da PCR. Em destaque
vermelho, encontram-se os genes da HPI, que mostraram niveis variaveis de transcri¢ao.
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Tabela 8: Resultados da analise de transcricdo de 1
viruléncia de Yersinia pestis por RT-PCR

4 determinantes de

Genes

Cepas Plasmidiais Cromossomais Loco pgm

HMS HPI
pla ferv cafl ymt fur YPO2271 YPO02281 phoP sodA psaA hmsH ybtE psn irp2
195P + + + + + + + + + + - - -
P.Exu 369 + + + + + + + + + + - - +/-
P.Exu 390 + + + + + + + + + + + +
P.CE 882/1R aF + aF + aF + + + + + +- = 4/
P.CE 882/32R  + + + + + + + + + + - - 4/
“+": transcrigdo ativa; “—*: sem transcrigcdo; “+/-": baixa transcri¢ao.

Os primers utilizados na andlise de gRT-PCR dos genes da HPI foram

otimizados para uma concentracao final de 400 nM. Para curva padrao do teste de

eficiéncia, foram utilizados cinco pontos de diluicdo 1:2 (0.625-10 ng) do DNA

gendmico purificado da cepa 195P, cuja eficiéncia da reacao atingiu 87.1-100.5%
(Figura 34A). A andlise da curva de melt, constatou as temperaturas de

desnaturacdo dos amplicons rpsL, ybtE, psn e irp2 em 82°C, 84.5°C, 85.5°C e

88.5°C, respectivamente (Figura 34B). Esse resultado atesta a confiabilidade da

andlise quantitativa, pois ndo detectou nenhuma amplificacdo inespecifica.
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Figura 34: Curva padrédo do teste de eficiéncia da qRT-PCR (A) e curva de melt (B) dos genes

ybtE, psn, irp2 e rpsL de Yersinia pestis.
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Os ensaios de quantificacdo relativa revelaram baixos niveis de transcricdo
dos genes da HPI entre os isolados P.CE 882/1R e P.CE 882/32R, enquanto que
os isolados P.Exu 369 e P.Exu 390 mostraram uma transcricdo cerca de trés

vezes maior que a cepa controle virulenta (Figura 35).

Em SDS-PAGE, foram observadas diferencas na intensidade de vérias
bandas proteicas entre todas as amostras, direcionando o estudo para uma
analise detalhada em eletroforese bidimensional (2D). Como estudo preliminar,
apenas o perfil proteico da cepa P.CE 882/1R foi comparado com o perfil da cepa
195P, onde se pode identificar 575 spots proteicos para a cepa avirulenta e 617
spots no controle virulento, abrangendo 1.4-148.7 kDa. Dentre eles, foram

identificados 498 matches (spots equivalentes) entre os dois isolados (Figura 36).

Para analise comparativa dos géis 2D, as imagens foram normalizadas com
ajuste combinado de brilho/contraste e, para evitar desvios de interpretacdo, os
spots das imagens triplicadas de cada amostra foram submetidos ao teste de
ANOVA, considerando apenas um valor p <0.05. Por fim, foram considerados
apenas spots com proporcao de expressao diferencial 21.5 vezes, limitando o
estudo em 176 spots de interesse: 141 diferencialmente e 45 exclusivamente

expressos (Figura 37).
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Figura 35: Graficos da curva de amplificacdo (A), disperséo linear (B) e logaritmica (C) da quantificagdo relativa dos genes ybtE, psn e irp2 de
Yersinia pestis. A cepa 195P foi utilizada como referéncia e o gene rpsL, como controle enddgeno.

67



Silveira-Filho, V.M. Caracterizacao molecular e tipagem de Yersinia pestis ﬁ

Figura 36: Géis representativos da eletroforese bidimensional (pH 3-10 NL) das triplicatas das amostras 195P (A) e P.CE882/1R (B) de Yersinia
pestis. Os spots proteicos marcados em verde representam 0s spots equivalentes (matches), jA os marcados em vermelho repesentam os spots
exclusivos entre cada isolado.
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P.CE 882/1R B

Spot 106
expresso 3.2X a mais
na cepa 195P

Spot 177
expresso 2.5X a mais
na cepa 195P

Spot 383
expresso 3.1X a mais
na cepa P.CE 882/1R

Spot 628
exclusivo para
acepa 195P "]

Spot 624
exclusivo para
a cepa 195P

Spot 565
exclusivo para a cepa
P.CE 882/1R

P.CE 882/1R

Figura 37: Representacdo tridimensional de spots (destacados em verde) diferencialmente (A) e exclusivamente (B) expressos em cepas de

Yersinia pestis.
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6. Discussao

6.1. Tipagem molecular

Com excecdo do loco ms30 analisado por Le Fleche et al. (2001), trabalhos
anteriores identificaram polimorfismo para os locos VNTRs ms04, ms05, msO06,
ms07, ms09, ms20, ms45, ms46, ms54, ms62 e 1AB em cepas de Y. pestis
oriundas de varios paises/continentes (Adair et al., 2000; Klevytska et al., 2001; Le
Fléche et al., 2001; Pourcel et al., 2004). O monomorfismo intrinseco encontrado
nos locos ms09, ms30, ms46, ms54 e 1AB, provavelmente, remete a

ancestralidade comum dos isolados brasileiros.

Por abranger a maioria das cepas (83.3%), acredita-se que os isolados
agrupados no clado A' do dendrograma gerado pelo MLVA (Figura 26) foram os
responsaveis pelo surto de peste na regido. Quando patdégenos de multiplos
gendtipos infectam um hospedeiro/vetor, eles competem entre si por nutrientes e
na sua manutencdo. Portanto, as cepas que possuem 0 maior numero de
determinantes de viruléncia ativo tendem a ser favorecidas. Esta variabilidade
pode contribuir para a emergéncia e sazonalidade de perfis epidemioldgicos
distintos de Y. pestis.

Ao analisar os dados epidemioldgicos, pode-se observar que a maioria dos
isolados da epizootia de 1967 era derivada do roedor silvestre Necromys lasiurus
e por suas pulgas (Polygenys bohlsi Jordani). De acordo com Baltazard (1968), N.
lasiurus sdo os principais envolvidos na disseminacéo da peste no campo, devido
a seu grande numero populacional, extensao territorial, sensibilidade a peste e
proximidade as residéncias. Contudo, espécies de roedores comensais e suas
pulgas também podem adquirir a doenca, desempenhando um importante papel

na transmissao para o homem devido a sua proximidade com as residéncias.

Apesar do isolamento temporal e geogréfico, a inclusao da cepa P.CE 882
no cluster B do dendrograma gerado pelo MLVA (Figura 26), pode estar

relacionada a proximidade das areas de foco (Chapada do Araripe e Serra de
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Ibiapaba) (Figura 23). Isso justificaria o alto grau de correlacdo genética (97-99%)
entre esses isolados, que provavelmente compartilharam um genaotipo ancestral

em comum durante o processo de interiorizagdo da peste.

Segundo Vergnaud & Pourcel (2006), a homoplasia intinseca dos locos
VNTRSs (no contexto, quando dois alelos possuem o mesmo numero de repeticbes
apesar de possuirem historicos diferentes), € compensada pela analise de
multiplos marcadores. Sendo assim, a técnica de MLVA €& capaz de distinguir
cepas intimamente relacionadas e classificar relagdes distantes entre isolados de
diferentes espécies bacterianas, desde que sejam avaliados multiplos marcadores
(Li et al., 2009).

Leal et al. (2000), Cavalcanti et al. (2002) e Leal-Balbino et al. (2004, 2006)
observaram alteracbes espontaneas no genoma (diferentes perfis plasmidiais e
delecdo do loco pgm) de Y. pestis isoladas no Brasil devido a estocagem
prolongada e manipulacdo em laboratério. Entretanto, estudos conduzidos por
Oliveira et al. (2012), envolvendo trés culturas parentais e seus subcultivos obtidos
por repiques sucessivos in vitro, ndo detectaram alteracbes nos locos VNTRSs,
confirmando a estabilidade deste marcador molecular para Y. pestis. A
estabilidade da ferramenta MLVA para tipagem de Y. pestis também foi
confirmada por outros grupos (Adair et al., 2000; Keim et al., 2000).

Dessa forma, o MLVA baseado em 12 VNTRs revelou que as popula¢gdes
de Y. pestis no Brasil ndo sdo monomorficas e demonstrou diversidade genética
intraespecifica entre linhagens de peste no Brasil. Este trabalho possibilitou
estabelecer pela primeira vez uma correlagdo entre os grupos genéticos com base

na origem temporal e geogréfica dos isolados brasileiros.

Segundo Najdenski et al. (1994), o genoma de Y. pestis € geralmente
instavel ao nivel de macrorrestricdo. A presenca de varios elementos de insercao
distribuidos no genoma de Y. pestis pode estar associada a esta variabilidade,
pois resulta na plasticidade tipica do genoma de Y. pestis (Parkhill et al., 2001).
Tenover et al. (1995) demonstraram que variacdes de duas a trés bandas no perfil

de macrorrestricdo podem ser observadas em de colecdo ou repicadas multiplas

71



Silveira-Filho, V.M. Caracterizacdo molecular e tipagem de Yersinia pestis &

vezes, mesmo quando oriundas de uma mesma localidade. Entretanto, durante
testes de reprodutibilidade do PFGE de Y. pestis, pudemos constatar o0 mesmo
padréo de restricdo entre os subcultivos das cepas P.Exu 340, P.Peru 375 e P.CE
882 (Figura 3 do Anexo 9.2). Sendo assim, o polimorfismo encontrado pela técnica
de PFGE entre os 25 isolados, provavelmente reflete o processo de microevolugao
da bactéria devido a pressdo ambiental enfrentada durante o processo de invasdo

e interiorizac&o da peste no Brasil.

A classificacdo dos isolados brasileiros como intimamente relacionados e
possivelmente relacionados, segundo os critérios de Tenover et al. (1995),
ratificam a origem comum dos isolados brasileiros de Y. pestis, em conformidade
com sua Unica introducdo em 1899 (WHO, 1965; Baltazard, 2004). Sendo assim, a
proximidade genética detectada no PFGE ndo permitiu correlacionar os isolados
brasileiros com os dados histéricos e geograficos dos dois eventos
epidemiolégicos estudados (Figura 28). Apesar de Huang et al. (2002) e Zhang et
al. (2009) conseguirem estabelecer com sucesso uma correlacdo genotipica com
grupos homogéneos de Y. pestis atravées do PFGE, Revazishvili et al. (2008)
também encontraram dificuldade ao subtipar 40 cepas de focos endémicos da

Republica da Geodrgia, sugerindo uma origem monoclonal desses isolados.

A utilizacdo de mais de uma técnica molecular muitas vezes € necessaria
para aumentar a eficiéncia/poder da analise discriminatoria entre os isolados.
Contudo, tentativas de correlacionar técnicas de tipagem baseadas em PCR com
o PFGE mostram-se muitas vezes infrutiferas (Kumari et al., 1997; Silveira-Filho,
2007), pois tratam-se de grandezas genotipicas diferentes, sujeitas, portanto, a

ajustes e adequacao aos dados epidemioldgicos.

6.2. Estudo de viruléncia

Segundo Carniel (2001), a frequéncia de excisdo espontanea do loco pgm &
muito alta (2 x 10®), provavelmente por recombinacdo homéloga entre as duas
copias de IS100 que flanqueiam o loco. Entretanto, mesmo apos 32 repiques

sucessivos in vitro, a amostra P.CE 882/32R preservou o loco pgm, como
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observado por Leal-Balbino et al. (2006). Estes resultados dos testes fenotipicos in
vitro sdo fortes indicativos da capacidade dos bacilos em desenvolver a peste,
pois, além de resistir a mudancas de temperatura hospedeiro/vetor, a presenca do
loco pgm indica sua eficiéncia na utilizagcdo da pulga como vetor e aptidao para
absorver ferro num hospedeiro mamifero (Bearden et al., 1997).

Perry & Fetherston (1997), ndo identificaram alteracdo na DLsy quando
cepas de Y. pestis foram inoculadas pela via subcutanea, itraperitoneal ou
intravenosa em camundongos. Entretanto, detectaram um aumento de até 50X na
DLso (reducédo na viruléncia), quando as cepas foram cultivadas a 25°C antes da
inoculagéo, ao contrario da incubacéo a 37°C, indicando a relevancia da regulacdo
térmica de varios determinantes de viruléncia. No entanto, mesmo incubando os
isolados brasileiros a 37°C antes da inoculacdo, ndo foi observada alteragdo no

fendtipo de aviruléncia in vivo.

Apesar dos isolados brasileiros ndo desenvolverem o quadro clinico da
peste, a presenca dos plasmidios prototipicos e dos 14 genes determinantes de
viruléncia analisados evidenciam que n&o houve cura plasmidial e confirmam a
integridade do loco pgm. Assim, é possivel inferir que outros fatores (mutacdes
pontuais, rearranjos cromossdmicos, alteragcbes no mecanismo de regulacdo ou

mesmo outros genes) possam estar envolvidos no processo de aviruléncia.

Experimentos realizados por Sebbane et al. (2010) indicaram que a
inativacdo de qualquer enzima envolvida na sintese do sideréforo yersiniabactina
pode resultar na aviruléncia em modelos animais. Dessa forma, genes da HPI
(ybtE, psn e irp2) foram sequenciados, na tentativa de identificar mutagcOes
pontuais ou alteragdes estruturais que justificassem o fendtipo de aviruléncia
encontrado nos quatro isolados brasileiros. Contudo, como ndo foi observada
alteracbes no sequenciamento, resolveu-se investigar a habilidade transcricional

dos principais genes de viruléncia através da RT-PCR.

A atividade transcricional dos genes ymt, pla e hmsH indica que os isolados
P.Exu e P.CE, apesar de avirulentos, sdo capazes de colonizar o proventriculo da

pulga e serem transmitidos pela picada desse vetor. Entretanto, esta capacidade
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s6 podera ser confirmada através de experimentos de transmissdo, que
encontram-se em andamento.

As variacdes nos niveis de transcricdo dos genes da HPI, detectada na RT-
PCR, sugerem que o ferro livre, presente no meio de cultivo in vitro, possa ter se
associado a proteina regulatéria Fur, impedindo/reduzindo a transcricdo dos genes
da HPI. Além disso, por se tratar de um teste qualitativo, a intensidade das bandas
amplificadas a partir do cDNA né&o representa diferengcas reais nos niveis de
transcricdo. Dessa forma, esses genes foram submetidos a uma analise

transcricional quantitativa por meio de PCR em tempo real.

Nos ensaios de quantificagcéo relativa, a atividade transcricional baixa dos
genes da HPI entre os isolados P.CE 882/1R e P.CE 882/32R era esperada
devido a presenca de ferro livre no meio de cultura, conforme sugerido
anteriormente. Surpreendentemente, mesmo com a oferta de ferro livre no meio,
foi possivel constatar que os isolados P.Exu 369 e P.Exu 390 expressaram 0S
genes da HPI cerca de trés vezes mais que a cepa referéncia. Como nao foi
detectada mutacbes nos genes ybtE, psn e irp2 das cepas P.Exu 369 e P.Exu

390, pressupde-se que haja uma disfungdo no mecanismo regulatorio da HPI.

Essa disfuncdo na regulacdo da absorcdo do ferro pode ser responsavel
pelo fendtipo de aviruléncia entre esses isolados, uma vez que, como mostrado
em trabalhos anteriores (Staggs et al.,, 1994), a superexpressdo da HPI e
consequentemente do sideréforo yersiniabactina pode resultar na intoxicacdo da
bactéria pelo acumulo do ion metalico na célula bacteriana. Esse evento
culminaria na selecdo de individuos mutantes para o loco pgm (Pgm-), que néo

séo capazes de desenvolver a doenga em roedores (Perry & Fetherston, 1997).

Por outro lado, Yoon et al. (2003) alertam para possiveis discrepancias
entre os dados protedmicos e transcricionais, pois diferentes niveis de transcricao
de um gene nem sempre refletem na oscilacdo dos niveis proteicos, ou vice-versa.
Tais inconexdes sdo decorrentes da estabilidade/instabilidade do RNA ou da
proteina, ou mesmo alteragcdes dos mecanismos que regulam/estabilizam tais

moléculas.
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Enquanto a proteina Fur € uma reguladora global importante da HPI,
Staggs et al. (1994) e Straley & Perry (1995) sugerem que outros reguladores
hipotéticos sensiveis ao ferro provavelmente estdo presentes em Y. pestis. Pelo
menos nove proteinas auxiliares ferro-reprimida (Arps) e duas ferro-induzidas
(Aips) parecem regular a captura do ferro em Y. pestis, de maneira independente
do Fur. Essa poderia ser uma via alternativa adotada pelas cepas P.Exu 369 e
P.Exu 390, pois mesmo ap0s sucessivos cultivos in vitro, elas ndo foram
selecionadas para o fendtipo Pgm- nos testes de pigmentacdo em Agar Vermelho

Congo (dados ndo mostrados), como sugerido por Perry & Fetherston (1997).

Como os resultados da andlise transcricional foi inconclusiva, resolveu-se
adotar uma abordagem mais abrangente, para investigacdo do motivo da
aviruléncia das cepas, através da comparacdo do perfil proteico total entre os
isolados. Segundo Rocha et al. (2005), a anélise protedmica por meio da
eletroforese bidimensional € capaz de separar com alta resolucdo um grande
namero de proteinas de uma amostra complexa, possibilitando analises de
expressao génica por meio da comparacéo de padrdes proteicos, resultando numa

avaliagao qualitativa e quantitativa.

Chromy et al. (2005) realizaram uma caracterizagdo protedmica de Y.
pestis, identificando as proteinas expressas constitutivamente e aquelas
expressas exclusivamente sob diferentes condicbes de temperatura e
concentracao de Calcio. No nosso estudo, € provavel que a maioria das proteinas
com expressao invariavel possa ser considerada housekeeping, pois né&o
proporcionaram o fenoétipo de viruléncia na cepa P.CE 882/1R. Por outro lado,
oscilacdes no nivel de expressdo dessas proteinas podem levar ao fendtipo de
aviruléncia, pois, segundo Perry & Fetherston (1997) e Motin et al. (2003), as
necessidades nutricionais a 37°C sdo mais complexas e dependem do perfil
plasmidial, da presenca ou auséncia de Ca™", Na* e aminoéacidos dicarboxilicos, e

da integridade dos mecanismos relatorios.

As proteinas com expressao maior/exclusiva na cepa avirulenta podem ser

um mecanismo de resposta ao estresse metabolico, que através da ativacdo de
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vias alternativas, visam manter a integridade da célula. Como a cepa P.CE 882/1R
perdeu sua viruléncia ap6s um unico subcultivo (Leal-Balbino et al., 2004) e
considerando a homogeneidade natural da espécie, era esperada a identificacédo
de poucas alteracfes no seu perfil proteico. Dessa forma, acredita-se que outras
mutacbes foram acumuladas ao longo do periodo de estocagem na bacterioteca
do Servico de Referéncia em Peste, tornando sua caracterizagdo protedmica

complexa.

A identificacdo de spots exclusivos na cepa virulenta remete, portanto, as
proteinas envolvidas ndo s6 no metabolismo basal de Y. pestis, como também na
regulacdo génica e na viruléncia da bactéria, conferindo o carater altamente
virulento a cepa 195P. A analise protedbmica dos outros isolados avirulentos e a
identificacdo precisa dessas proteinas divergentes por espectrometria de massas
ajudardo a compreender os mecanismos metabdlicos de Y. pestis que possam
interferir na viruléncia do bacilo, assim como apontar para alvos de interesse para

o desenvolvimento de vacinas e quimioterapicos.

Segundo Amedei et al. (2011), a interacdo patdgeno-hospedeiro é um tema
importante para a compreensdo da patogénese e, consequentemente, 0O
desenvolvimento de contramedidas de sucesso no controle da peste. Dessa
forma, compreender a interacdo multifacetada entre Y. pestis e 0 sistema imune
do hospedeiro permitird projetar vacinas mais eficazes, que desenvolvam uma

resposta imune humoral e celular efetiva contra a peste.
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7. Conclusoes

e Comparativamente, os resultados obtidos com MLVA mostraram maior
poder discriminatério para tipagem de isolados brasileiros de Y. pestis em relacdo
ao PFGE, possibilitando agrupar as cepas de acordo com os dados

temporais/geograficos.

» A diversidade genética encontrada em cepas brasileiras de Y. pestis com as
técnicas de PFGE, ndo foi informativa ao ponto de caracteriza-las como clones

diferentes, ratificando a teoria de uma Unica entrada da peste no pais.

» Além da correlacdo epidemioldgica, o polimorfismo detectado com MLVA
remeteu ao processo de interiorizacdo da peste no Brasil, contudo a anélise de um

namero maior de cepas permitir esclarecer essa correlacao historica.

* O loco VNTR ms07 mostrou-se promissor para tipagem de Y. pestis, devido

ao seu alto grau de polimorfismo.

» De acordo com o perfil plasmidial e as andlises de RT-PCR, a reducdo na
viruléncia das cepas de Y. pestis P.Exu 369, P.Exu 390, P.CE 882/1R e P.CE
882/32R aparentemente ndo esta associada a cura dos plasmidios prototipicos ou

blogueio transcricional dos 11 principais determinantes de viruléncia.

* A identificacdo de uma disfuncdo no mecanismo de regulacéo transcricional
dos genes da HPI, detectada por gRT-PCR, nao foi suficiente para determinar a

causa de aviruléncia entre os isolados de Y. pestis P.Exu 369 e P.Exu 390.

* A andlise protedmica parcial do subcultivo P.CE 882/1R, pela técnica de
eletroforese bidimensional, indica que além de alteracdes nos mecanismos de
viruléncia oriundas de um Unico repique, mutacbes nos genes envolvidos no
processo metabalico e/ou regulatorio da bactéria tenham sido acumulados, devido

ao periodo de estocagem na bacterioteca do Servigo de Referéncia em Peste.
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ABSTRACT. Due to great genetic similarity among isolates mualier subtyping of’ersinia pestidhias been
difficult. Analysis of multiple-locus variable-nureb tandem repeats (VNTR), also known as MLVA, has
become a valuable tool to discriminate amdhgestisstrains. To uncover any genetic differenge pestis
strains from two different ecological complexesBrazil during two different epidemiological evenem
epizootic in Sitio Alagoinha in 1967 and an outlréa Planalto da Borborema in 1986 were subtyped
through MLVA using 12 VNTR loci. Three clusters (B,and C) were observed. Out of the 20 strains from
the epizootic, 18 fit into cluster A. Cluster A wdssided into two subgroups:A(15 strains) and A(3
strains). Out of the 17 strains from the outbreHk,fit into cluster B. Cluster B was divided intoree
subgroups: B(4 strains), B(4 strains) and B(7 strains). Cluster C is a singleton with one egpiic strain.
The external standards, pestisCO92 andy. pseudotuberculosi®32853, formed two clusters of singletons.
The stability of 12 VNTR loci of three unrelateditawes included in this study was assesdgte 12 VNTR
loci were stable through multiple serial subculturi@ the laboratory. MLVA revealed thaf. pestis
populations in Brazil are not monomorphic and desti@ted intraspecific genetic diversity among Braai
plague strains. This analysis establishes a relatdrrelation among genetic groups, which is relatethe
temporal and geographic origin of the isolates.

Key words: Plague, molecular epidemiology, MLVA.
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INTRODUCTION

The plague, caused by infection witlersinia pestiswas introduced into Brazil by sea through infdcte
rats and fleas conveyed on steam ships duringadtepandemic, which originated in China in 1855cdrds
of the early history of the plague in Brazil aresaintinuous and sparse, which makes detailed trgcki
difficult to impossible. Systematic information laece available only after the 1930s (Pollitzer, 1954
Baltazard, 1968). Nevertheless, there is a germrasensus that the first human case was registared
October 1899 in Santos, in Sdo Paulo state. Frem om, other coastal cities became successivedgtied.
Government control measures were promptly undentaied the infection was eliminated from the coast;
however, these measures did not stop the spreiqg glague to inland cities, towns and villagese plague
reached rural areas, afflicting small districtanfa and ranches. The plague then established metnyah
foci among the wild rodents in several ecologiaanplexes, from the State of Ceara to the north wfas
Gerais (collectively named the Northeast focus) enthe Serra dos Orgaos, Rio de Janeiro (WHO, ;1965
Baltazard, 1968).

Tight control of the plague in the 1930s reducesh&in cases and mortality. Unfortunately, this progra
was interrupted, and the disease reemerged ind6@s1 To achieve new insights into the featureglague
epidemiology and to reorganize an effective constohtegy, an extensive project comprised of fighdl
laboratory research was established and carriedroot 1966-1974 (Baltazard, 2004). By the end & th
project, more than 60§. pestisstrains were isolated, which resulted in a unigaobection of Y. pestis
cultures in Brazil. Subsequent epidemiological stigations and surveillance activities in northeast
Brazilian plague areas expanded this collectiorcfReet al., 2009). The collection is now maintaibgdhe
National Service for Reference in Plague of the tfeede Pesquisas Aggeu Magalhdes (SRP/CPgAM),
Recife-PE and linked to FIOCRUZ culture collectighocruz-CYP).

Attempts have been made to genotype many of tisetmés. In almost every case, no differences
between isolates were found, even across multipsée $pecies, different geographic origins, or years
(unpublished results). Molecular subtypingYofpestidor epidemiological tracking has been difficultedio
great genetic similarity among isolates (Voglealet2011). However, analysis of multiple-locusishte-
number tandem repeats (VNTR), also known as MLVas become a valuable tool to discriminate amdng
pestisstrains. Using MLVA, it is possible to trace thegkrsion routes of bacterial populations at treallo
regional and global levels (Adair et al., 2000; Wiska et al., 2001; Achtman et al., 2004; Girarelg 2004,
Pourcel et al., 2004; Lowell et al., 2005; Vogleak, 2011).

In the present work, we analyz&d pestisstrains from two different ecological complexesBrazil
during two different epidemiological events. MLVAing 12 VNTRs revealed that pestispopulations in
Brazil are not monomorphic. We also demonstratédspecific genetic diversity among the strainsicivh
establishes a relative correlation among genetiags and the temporal and geographic origin ofdblates.

MATERIAL AND METHODS
Bacterial strains studied

The study involved 3¥. pestisstrains that were kindly provided by the Fiocru¢FCculture collection,
which is maintained by the SRP/CPgAM-FIOCRUZ/PE.ehty strains were isolated from rodents and fleas
during an epizootic in August 1967. This epizoaticurred in Sitio Alagoinha, a locality situatedGhapada
do Araripe, Pernambuco state (Almeida et al., 1988yenteen strains were isolated from an outbireak
1986, which involved several municipalities in Rilo da Borborema, Paraiba state (Almeida et 8B9)L
Three unrelated strains (P. CE 882, P. Exu 340Ranideru 375) and 11 derived cultures obtained tirou
multiple serial subcultures of the parental strdlresal-Balbino et al., 2004) were included to assesvitro
VNTR stability. Figure 1 shows the localization of the Braziliangule foci and origin of the strains

Epizootic strains are identified as P (plague), Balboratory city), and sequential number. Outbreak
strains are identified as P (plague), PB (statrigin) and sequential number.

Cultureconditions
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Cultures were maintained in peptone agar stabs@t #he strains were inoculated into brain heart
infusion broth at 28°C and inspected daily for apseven days. Each culture grown during this penad
plated in blood agar base, incubated at 28°C aatyzed on a daily basis for up to five days to sstbe
morphology of the developing colonies. Identificatiof the culture and confirmation of purity werrried
out by the plague phage test (Karimi, 1978).

VNTR primers

Primers designed to amplify the 12 chromosomal VI PRblished by Adair et al. (2000), Le Fléche et
al. (2001) and Klevytska et al. (2001) were usadPiGR amplification in th. pestiscultures. It should be
pointed out that some loci were given different rarby different authors. In this paper, the stadided
nomenclature from Pourcel et al. (2004) was usedegcription of the primers and references is pteskin
Table 1.

DNA extraction and PCR amplification

Genomic DNA was prepared as described by Souza @087). The PCR reactions were carried out in
a final volume of 2L that contained 20 ng DNA, 20 pmol of each prinf& mmol KCI, 20 mmol Tris-HCI
pH 8.0, 0.16 mmol deoxynucleoside triphosphatesT@ky Invitrogen, Brazil), 1.5 mmol Mgg&land 1 UTaq
DNA polymerase (Invitrogen, Brazil).

The amplification of locus 1AB was carried out ascribed by Adair et al. (2000). The amplificatfn
the other loci was carried out according to Le Réeet al. (2001). The amplicons were separated by
electrophoresis with 3.0% agarose gels in Tristeoed 100 V and were stained with ethidium bronfitle
pag/mL). The images were captured under UV usingriBge Analysis software version 3.5 (Kodak Digital
Science, New Haven, CT, USA). A 50-bp DNA laddewirogen, Brazil) was used as a standard.

Cluster analysis

The imaging software 1D Image Analysis (version &&dak Digital Science, New Haven, CT, USA)
was used to determine the size of the amplicong. Atmber of repeat units (NRU) for each locus was
determined using the following formula, which wéeimed from Adair et al. (2000NRU = A; — FRs/RUs,
where A; is the amplicon size, RRs the size of the flanking region sequence and RUhe size of each
repeat unit. FRand Ry were identified througln silico analysis of they. pestisCO92 genome sequence
with the Tandem Repeats Finder software (Bensof9)19rhe Li et al. (2009) standardized nomenclature
was used for all loci, except for ms30 (Le Flechalg 2001) and 1AB (Adair et al., 2000).

One representative amplicon of each VNTR was sempeeto confirm the size of the repeat and the
copy number. Due to their small size (4 bp), all #implicons generated with primer 1AB were sequince
confirm the repeat size and copy number. For dimgenalyses, the categorical coefficient and Ugived
Pair Group Method using Arithmetic averages (UPGMyere used. The use of the categorical parameter
assumes that the character states are unorderedsafhe weight is given to a large or a small nunaber
differences in the number of repeats at each lothe. UPGMA tree was constructed using MEGA v. 5.0
(Tamura et al., 2011).

MLVA patterns were normalized using. pestisC0O92 (GI1:30407161) an®. pseudotuberculosis
IP32953 (G1:51594359) public genomic data as eriestandards.

Discriminatory analysis

The numerical discriminatory indeX[) of each VNTR locus was evaluated using the Huatet
Gaston formula (1988DI1 =1 - [1 /N (N - 1)] Z nj(nj - 1), whereN is the total number of isolates in this
population, andhj is the number of isolates representing each ffpis approach is based on the probability
that two unrelated strains from the tested poputaiill be placed into different groups.

Sequencing
For sequencing, the amplicons were purified with Blurelink PCR purification kit (Invitrogen, Bragzil

following the manufacturer’s instructions. The seagcing reaction was performed with the same primers
used for PCR. An ABI 3100 automated DNA sequendeplied Biosystems) and the BigDye Kit (Applied
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Biosystems) were used for sequencing. The BasialLAlignment Search Tool (BLASTN) (Altschul et al.,
1997) was used to confirm the identity of the seqed amplicons by comparing them against the NCBI
databank of non-redundant nucleotide sequences.T8el$ 8.3.022 (Rasmussen, 2002) and Bio Edit v.
7.0.5.2 (Hall, 1999) were used to edit the gendraggjuences.

The sequences were submitted to and publishecciG&nBank database under the following accession
numbers: 1AB (GIl:89112565); ms04 (G1:238867221)0mn$GI:238867222); ms06 (Gl:89112563); ms07
(GI:238867223); ms09 (Gl:238867224); ms20 (Gl:2388%); ms30 (Gl:238867226); ms45
(G1:238867227); ms46 (G1:238867228); ms54 (G1:2388®); and ms62 (G1:238867230). The copy number
variation of the VNTR loci was determined with thandem Repeats Finder tool (Benson, 1999) using the
basic alignment parameters described on the homeepa the software (accessible at
http://tandem.bu.edu/trf/trf.html).

RESULTS

MLVA based on 12 VNTR chromosomal loci was usedstitype two sets oF. pestisstrains
originated from two different ecological complexesBrazil during two different epidemiological exsnan
epizootic in Sitio Alagoinha in 1967 (20 straing)daan outbreak in Planalto da Borborema in 1986 (17
strains).

The primers directed to the 12 VNTRs yielded PC&lpcts in all the cultures tested, which means that
the loci were all present in the analyzed straMkVA was also completed on the 12 loci in the paaén
strain and their derivatives obtained by multipteia subcultures of P. CE 882, P. Peru 375 artxB.340
strains. Identical patterns were revealed in tirergal and derived cultures (data not shown).

Out of the 12 VNTR loci analyzed in the 37 outbreeikl epizootic strains, seven (ms04, ms05, ms06,
ms07, ms20, ms45 and ms62) revealed polymorphiShese seven displayed differences in amplicon kengt
and copy number, with Bl ranging from 0.4 to 0.9. Strains from the two greshared at least one allele in
each locus. Five VNTRs revealed a monomorphic patt@s09 (20 repeats), ms30 (08), ms46 (04), ms54
(05) and 1AB (10) (Figures 2 and 3).

Using a cut-off value of 2.5 differences, the 37zeptic and outbreak strains were separated imeeth
distinct clusters (A, B and C). The external staddaY. pestisCO92 andY. pseudotuberculosi$32853,
formed two distinct singletons (Figure 4). Clustewas divided into two subgroups; AL5S strains) and A5
strains). Cluster B was divided into three subgsou (4 strains), B(5 strains) and (7 strains). Cluster C
is a singleton (Figure 4).

Cluster A, which was the dominant cluster, groumdidbut two epizootic strains and included 2
outbreak strains (P. PB 866 and P. PB 869). Sulpgfouwas specific for the epizootic strains and inctude
most of themNecromys lasiuru§9), Polygenis bolshi jordan{4), Rattus rattug1), andXenopsylla cheopis
(1). Subgroup Aincluded 3 epizootic straindt. lasiurus(1), P. b. jordani(1), andR. rattus(1). Subgroup A
also included 2 outbreak strait$olochilus sciureugl) andR. rattus(1) (Figure 4).

Cluster B included all but two outbreak strainssphine epizootic strain. Subgroups @&d B were
exclusively composed of outbreak strains. SubgrBypncluded strains fronR. rattus (1), Oryzomys
subflavus(1) and human (1); subgroup Bicluded strains fromN. lasiurus(4), O. subflavug2) and human
(1). Subgroup Bincluded outbreak strains frorR. rattus(2), N. lasiurus(1) andO. subflavug1); and one
epizoatic strain from onN. lasiurus(Figure 4).

Some strains from the wild host, the rodshtlasiurus and its flea vecto®. b. jordani, e.g.P. Exu
33/P. Exu 36, P. Exu 53/P. Exu 59, P. Exu 31/P. Exand P. Exu 40/P. Exu 44 were closely relatéegsé
strains only differed at one to three loci. The ®yzootic strains unaffiliated with cluster A fibe different
cluster each: B(P. Exu 42) and C (P. Exu 47) (Figure 4).

DISCUSSION

Studies on the molecular epidemiology\af pestishad beerhnampered due to the great similarity of
isolates. However, new molecular approaches arevaning a relatively high level of genetic diveysiThe
global expansion of. pestisstrains from central Asian plague foci was demaustt by Li et al. (2009) with
an MLVA of 25 VNTRs. MLVA was also successfully eloped to study the maintenance and spread. of
pestisin Madagascar (Vogler et al., 2011).

In the present work, a phylogenetic analysis based2 VNTRs was performed of pestisstrains
from two different epidemiological events in twoaRilian northeastern plague areas: an epizoothapada
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do Araripe, Pernambuco state (Almeida et al., 128f) an outbreak in Planalto da Borborema, Pasidie
(Almeida et al., 1989).

In Pernambuco state, plague was registered fofirdtetime in 1902 in the docks of Recife, the ¢abi
city. Plague is suspected of spreading via tratapon of cargo and reached Chapada do Araripedird 1
establishing one of the most active plague fo®&razil (WHO, 1965; Baltazard, 2004). MLVA performed
20 strains from an epizootic in Sitio Alagoinhasmall property located at Chapada do Araripe in7196
allowed us to distinguish two subgroups (FigureMist of the strains (75%) fit into subgroup, Auggesting
that they were all from a single “epizootic patfrthis subgroup assembled strains from the wild rgden
lasiurus and its fleasK. b. jordan). This subgroup also included strains from the m@msal ratR. rattug
and the rat fleaX. cheopiscollected on the ground inside the houses.

After studies on the ecology of plague in the Cliapado Araripe focus, Baltazard (2004) concluded tha
Y. pestisprogresses as individual “epizootic paths”. Thepatlis” wind their way randomly in short
incursions through the fields, exterminating th@ydations of afflicted rodents. Given the extreradentary
nature of rodents and the small radius of theiluesions, such “epizootic paths” progress slowly ander
very small areas. Each “path” winds its way throtig fields autonomously. This behavior could eixptae
presence of a dominant MLVA genotype among diffesgrecies of rodents and fleas from the epizoati& i
small area.

According to Baltazard (2004), the field rodéntlasiurusand its fleasRolygenisspp.) are by far the
most frequently infected species in the wild analyphn important role in plague amplification. Howev
other species of rodents and fleas are also indol@ur results provide further evidence Yf pestis
interchange between wild rodent hosts and the camateat and their fleas in Brazilian foci.

In Paraiba state, plague was first registered 21 September 1986, after a quiescent periatDof
years, an outbreak emerged. This outbreak spreatlygthroughout 41 municipalities and affected rama
and several species of rodents from many localitieshe Planalto da Borborema (Almeida et 4989).
MLVA distinguished three subgroups (B, and B) among the analyzed outbreak isolates. Thus,péars
that distinctY. pestigpopulations (the multiple “epizootic paths”) ciratéd in the area during the outbreak.
According to Baltazard (2004), when the rodent paien density is high, each “epizootic path” exterand
crosses and crisscrosses the other “paths”. Thisrpacontinues until the rodent population climax€he
epizootic can then spread over vast areas, readlingpecies, and then human cases arise. Mogteof t
outbreak strains (41.2%) clustered in subgroy@i one human strain (P. PB 862) clustered with Nw
lasiurusstrains isolated from the same locality.

These differenty. pestispopulations described in the present work mayeogfiicroevolution of the
invading strain due to environmental pressure agpeed while spreading inland from the coast.
Alternatively, the strains could be inaccurate espntatives of the original isolates, and thesterdifices
could be due to handling procedures during theopig#d storage of the strains in the laboratoryestheir
isolation (Revazishvili et al., 2008; Vogler et,&011). Leal et al(2000) and Leal-Balbino et.af2004,
2006) observed spontaneous changes in the genatieglasmid and chromosomal) of Brazili#n pestis
following prolonged storage and laboratory handliHgwever, analysis of the 12 VNTR loci in the #re
parental strains and their derived cultures did neetal changes in the studied regions, confirmijr
stability as previously observed (Adair et aD00; Keim et a] 2000). Furthermore, according to Vogler et al.
(2011), the rate of VNTR evolution in the laborgtoeven with passaging, should be much slower than
nature. While these isolates may not be exactlys#me as when they were first isolated, they shioelquite
similar to the original isolates.

In Brazil, all the plague foci have been mostlyrdant since the mid-1980s. The occurrence of new
cases has been rare, and the last cases were hat@ 2005 in Ceard. However, serological surveys
continuously detect plague antibodies on sentinighals in plague areas (Leal and Almeida, 1999p&ceet
al., 2009), suggesting that these plague foci neraative and may reappear (Duplantier et al., 2@®#ge
and Kosoy, 2005, WHO, 2006, 2010; Stenseth e2@08).

Brazilian plague foci are autonomous, i.e., totalljependent of each other, and there is no commect
between them. They have different epidemiologidelracteristics and patterns of disease manifestativ
the human population. The foci have alternatinggasrof high incidence followed by other periodsl@#
incidence or even the absence of cases (Balta2@@d, Giles et al., 2011). The presence of singi&rotypes
separated by long geographical and temporal distaas in the fand B, subgroups remains to be explained.

Further studies with all 43 VNTR markers previouslgscribed forY. pestis(Adair et al.,2000;
Klevytska et al.2001; Girard et al., 2004) would contribute to &dreunderstanding of the changes that have
occurred in theY. pestigenome over time in the Brazilian foci. The studydarger number of strains from
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all the known Brazilian foci and strains isolateddifferent epidemiological periods may reveal digpersion
of the differentY. pestisipaths.”

In conclusion, MLVA based on 12 VNTRs revealed that pestispopulations in Brazil are not
monomorphic and demonstrated intraspecific gerditiersity among Brazilian plague strains. This work
establishes a relative correlation for the firstdiamong genetic groups based on the temporaleogtaphic
origin of the Brazilian isolates. The knowledgelatal strains characteristics will be of great stsgice to
elucidate the origin of new strains, if by natuali emergence, reemergence or coming from othentcies.
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Figure 1. The geographic origin of theéersinia pestistrains analyzed. Abbreviations: CE: Ceara (1);lpu
PB: Paraiba (2: Solanea, 3: Remigio); and PE: Reyneo (4: Ipubi, 5: Exu).
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Figure 2. Analysis of PCR products by 3.0% agarose gel elphbresis to determine repeat size
polymorphisms at the ms06 and ms07 loci. The nurabepeats is indicated under each amplicon.
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Figure 3. The distribution of the number of alleles (barsdahe discriminatory index (markers) found
among the 12 VNTRs.

Pearson Correlation [0.0%-100%] Strain Source Origin Year # of repeats

MLVQ“Z Iﬂg) 2 g s ] g ms04 ms05 ms06 msO7 ms09 ms20 ms30 ms45 ms46 ms54 ms62 1AB
"""""""""""" T pPBaT4 Rr Bacalhau - § 1986 9 1 9 7 2 7 8 7 4 5 5 M
P.PB 880 Os Bacalhau - § 1986 9 M 9 6 2 7 7 4 5 5 M

P.PB 864 Re Pedra d'Agua - S 1986 9 M 9 6 20 8 8 7 4 5 5 M

P.PB 868 NI Cinco Estrelas - S 1986 8 1 9 7 w0 7 8 7 4 5 5 M

P.PB 867 NI Lagoado Serrote-S 1986 710 9 5 20 8 8 7 4 5 5 N

P.PB 878 0s Bacalhau - § 1986 710 9 5 20 7 8 7 4 5 5 M

PPBETT |A Re Cinca Lagoas - S 1986 9 9 9 5 20 7 8 6 4 5 ER

PPBBST | H Serrinha - R 1986 9 9 9 8 20 6 8 6 4 5 4 1

P.PB 876 Rr Ginco Lagoas - S 1986 9 9 9 3 20 6 8 6 4 5 5 M

P.PB 879 0s Pedra d'Agua - S 1986 9 9 9 3 0 7 8 7 4 5 5 M

A P.PB 871 NI Pedra d'Agua - S 1986 8 10 9 4 20 7 8 7 4 5 5 M

: P.PB 872 NI Cinco Lagoas - S 1986 8 10 9 3 0 7 8 7 4 5 5 1

[ P.PB 873 Os Sete Lagoas - S 1986 8 10 8 3 2 7 8 7 4 5 5 M

H P.PB 866 Rr Valério - § 1986 9 1 10 5 20 8 8 10 4 5 6 M

! PPBE7O A, NI Pedra d'Agua - 8 1986 8 10 9 4 20 8 8 10 4 5 5 M

' P.PB 869 Hs Pedra d'Agua - S 1986 8 11 8 5 20 7 8 10 4 5 6 1

. P.PB 862 H Pedra d'Agua - 8 1986 0 10 9 1 20 8 8 7 4 5 5 M

! P.Exu 33 NI Alagoinha - E 1967 v 1 9 8 2 9 8 8 4 5 6 1

: PExu3s |° Pbj/NI Alagoinha - £ 1967 0 1 9 8 20 9 8 8 4 5 6 1

: P.Exu 40 NI Alagoinha - E 1967 1M 9 10 20 10 8 9 4 5 3 n

[ P.Exu 30 Pbj/NI Alagoinha - £ 1967 7 1 9 8 20 9 8 8 4 5 6 1

— P.Exu 54 Re Alagoinha - E 1967 7 M 9 9 22 9 8 8 4 5 6 M
! P.Exu 67 NI Alagoinha - E 1967 6 1 9 8 20 9 8 T 4 5 6 M

' P.Exu 48 NI Alagoinha - E 1967 7 12 9 8 20 9 8 8 4 5 5 M

| P.Exu 53 NI Alagoinha - E 1967 7 . 9 9 220 9 8 8 4 5 5 n

! P.Exu 59 Pbj/NI Alagoinha - E 1967 7 1 9 9 20 9 8 7 4 5 5 N

i P.Exu 51 NI Alagoinha - E 1967 & 1 9 8 20 9 8 8 4 5 6 M

i PEXW39 | NI Alagoinha - E 1967 8 10 10 10 20 9 8 8 4 5 6 1

[ PExu44 |7 PBj/NI Alagoinha - E 1967 & 1M 9 10 20 10 8 8 4 5 5 N

. P.Exu 31 NI Alagoinha - E 1967 7 1 9 9 20 8 8 6 4 5 6 1

B P.Exu 35 PBj/NI Alagoinha - E 1967 7 1 8 10 20 8 8 6 4 5 6 1
-1 P.Exu 60 Re Alagoinha - E 1967 & 1M 8 10 20 9 8 7 4 5 6 1

| P.Exu 42 NI Alagoinha - E 1967 & 1M 9 9 20 8 8 7 4 5 30N

[ P.Exu 61 NI Alagoinha - E 1967 7 10 9 9 20 8 8 8 4 5 4 M

: P.Exu 74 Xe Alagoinha - E 1967 6 1M M1 8 20 9 8 8 4 5 6 1

: P.Exu 57 NI Alagoinha - E 1967 7 13 8 8 20 9 8 8 4 5 4 11

C PB4 1B, NI Alagoinha - E 1967 8 8 10 9 20 10 8 6 4 5 4 1N
DI Ypests cog2 H USA 1992 &8 1 9 9 338 9 M 7 7 7 710
+ Y. pseudot is H France 1990 3 6 18 5 38 11 14 4 7 5 17 0

1P32853

Figure 4. UPGMA dendrogram showing clustering and corretatid theYersinia pestistrains studied with
their origin and distribution by groups. Abbreviats: H: human; HsHolochilus sciureusNI: Necromys
lasiurus Os:Oryzomys subflavu®r: Rattus rattusXc: Xenopsylla cheopj$bj/NI: Polygenis bolshi jordani
from N. lasiurus S: Solanea; E: Exu; and R: Remigio.
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Table 1. Sequences andescription of the primers used to analyze the NTR loci in Yersinia pestis
strains.

Locus* Alias Primer sequence Repeat Unit Reference for primer

ms04 M58 (F)5-GCG ATA ACC CAC ATT ATC ACAATAACC AACAC-3 17 bp Klevytska et al.
(R) 5-GCT GAT GGA ACC GGT ATG CTG AAT TTG C-3' (2001)

ms05 M59 (F)5-GCT TAG CCG CCA GAA AAG GTG AGT TGG C-3' 17 bp Klevytska et al.
(R) 5-GAT AAT GGC GGT AGC CGG AAT CTG ATA ATC ATG' (2001)

ms06 - (F) 5-AAT TTT GCT CCC CAA ATA GCA T-3' 60 bp Le Fléche et al.
(R) 5-TTT TCC CCA TTA GCG AAA TAA GTA-3’ (2001)

ms07  M37 (F)5-GCC ACA GGA AGA GGA CAT TTC AGA GAA AAC-3' 10 bp Klevytska et al.
(R) 5-GTT GCT AAA ACG ATA CCG CTA CGA TCA GC-3' (2001)

ms09 - (F) 5-CGT TAC CCT TGT TGC CAA TAG T-3' 18 bp Le Fléche et al.
(R) 5'-ACG CAG AAC ATG CTT ACC TTT TAT-3' (2001)

ms20  M51 (F)5-GCA ACC CGC TGA AGT TGT AAA AAC CGA C-3’ 15 bp Klevytska et al.
(R) 5-GCG TTG ATC TTC GCG GCC TTC AC-3’ (2001)

ms30 - (F) 5'-CAA TAA TAC CAT CGT GCG TGA TAC-3’ 54 bp Le Fléche et al.
(R) 5'-TAT TAATGG TGG TGT TAG TCG CTG T-3' (2001)

ms45  MA42 (F)5-GCC GGT AGA GGC GTT GTC TTT GGT TTT TTC-3' 12 bp Klevytska et al.
(R)5-GTT TTG GGG TTC AGT GCA CGC TTG TGA C-3' (2001)

ms46 - (F) 5-CAG GTT TTA CGT TAT TTT CTG AAG G-3’ 17 bp Le Fléche et al.
(R) 5'-CAG CAT GAA GTA TGA CGG GTA TAT TA-3’ (2001)

ms54 - (F) 5-GTC CAC CAT TTT CAT ACT GTC ACT T-3’ 22 bp Le Fléche et al.
(R) 5-GCT CTT TGT TCG ATT TTA TTG AAT G-3' (2001)

ms62  M34 (F)5-GAATCG CGG GTT GAC GCT GTT GAG C-3’ 9 bp Klevytska et al.
(R) 5-GCT GAA CAG CCC CAT AAA ACC GGA GC-3’ (2001)

1AB - (F) 5-GGT TAG GTA GGG TGT TGA AG-3' 4 bp Adair et al. (2000)

(R) 5-AAA GAG GCT AAG TGG CAA-3’

* Nomenclature as outlined in Pourcel et al. (2004)
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INTRODUCTION

Yersinia pestiss the causative agent of plague, a zoonotic dese&rodents, mainly transmitted to
humans by infected flea bites. After three majardeamics responsible for millions of deaths, thenosis
still occurs in South and North America, Asia asgexially in Africa. Currently, it is consideredas
reemerging disease and the agent is classifiethss 8 biohazard and category A bioterrorism (P&rry
Fetherston 1997, Stenseth et al. 2008).

Y. pestisvas introduced to Brazil by sea route during thedtPandemic, in 1899, and established
among the native rodents in rural areas in seea@bgical complexes (WHO 1965, Baltazard 2004)ardp
from sporadic epidemics, from 20 to 100 cases wermially reported until the mid-1980s, when all fibw
tended to quiescence (WHO 2006). During a plagtlereak in September 1986 in the Chapada da
Borborema focus (Paraiba State) in the northeaségiion (Fig. 1) 20¥. pestistrains were isolated from
humans (3) and (17) rodenBattusrattus (6), Necromydasiurus(6), Oryzomyssubflavug4) and
Holochillussciurus(1) species (Almeida et al. 1989). These cultaresdeposited in théersiniaspp
Collection (Fiocruz — CYP) maintained by the Natib8ervice for Reference in Plague from the Cedé&o
Pesquisas Aggeu Magalhaes, FIOCRUZ-PE (SRP/FIOCRE)Recife, PE, Brazil (Rocha et al. 2009). The
strains revealed homogenous regardless their ar@icerning their plasmid content (Leal et al. 198l et
al. 2000), outer membrane protein profile (Abathlet.989), RAPD and PCR - ribotyping analysis
(unpublished results). Actually studies on the roolar epidemiology o¥. pestishad beemampered due to
the great similarity of isolates (Vogler et al. 2D1Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) iscnlyi
discriminatory and versatile method and has beed irsbacterial epidemiological and evolutionarydsts
and it proved useful for molecular subtyping of maacteria whereas other molecular methods showed |
discriminatory ability (Tenover et al. 1995).

The purpose of this study was to perform molecsidatyping by PFGE of Braziliav. pestistrains:
17 from an outbreak and five from endemic routinessillance. Results demonstrated intraspecificztien
diversity in the samples studied and may contritboitéuture in-depth epidemiological studies.

MATERIALSAND METHODS
Bacterial strainsand culture conditions

Two sets ofY. pestisstrains from the Fiocruz — CYP collection (SRP/ERWJZ-PE), Recife, PE,
Brazil): 17 from the 1986 outbreak in the Paraitates Brazil (Almeida et al. 1989) and five froneth
endemic area routine plague program surveillarma ft978-1982 (Almeida et al. 1985) (Table I). Tlaey
maintained in peptone agar stab tubes at 4°C iosafety level 3 laboratory (BSL3). Outbreak stsaivere
identified as P (plague), PB (state of origin), aeduential number. Other strains were identifie® a
(plague), Exu (laboratory location), and sequemtiahber.

Three unrelated strains (P. Exu 340, P. Peru 376ER882) and five derived cultures obtained
through multiple serial subcultures of the parestadins (Leal-Balbino et al. 2004) were includedssess
stability of PFGE profiles with subcultureBhe technique’s reproducibility was evaluated b&EFRnalysis
of the strain P. EXU 866 three times. All theestisstrains studied belong to biovar Orientalis (glypter
negative and nitrate positive) on the basis ofrthkilities to ferment glycerol and to reduce rgrprimary
determinants in assigning biotype (Perry & Fetlwrst997).

For the work the cultures were inoculated into Brideart Infusion Broth (BHI, Himedia, Vadhani
Industrial Estate, Mumbai, India) and incubate@&%C up to seven days. The cultures growth were
confirmed by the plague phage test (Karimi 1978tgul on Blood Agar Base (BAB, Himedia, Vadhani
Industrial Estate, Mumbai, India) and incubate@&%C up to five days.

PFGE protocol

The genomic DNAs of th¥. pestistrains were prepared in agarose plugs followi@p& Pulsenet
protocol based (www.cdc.gov/pulsenet/protocols.himith a few modificationsY. pesticells grown on
BAB plates for 48 h at 28°C were suspended intbsespension buffer (CSB: 100 mM Tris, 100 mM EDTA,
pH 8.0) and adjusted to 1.0 absorbance at 600 repantrophotometer (Biotech Photometer, WPA,
Cambridge, UK). 2% Pulsed-Field Certified Agarose-Rad (Hercules, CA, USA) was used for genomic
DNA plugs preparation. Cell lysis within agarosags was carried out on lysis buffer (CLB: 50 mMsT %0
mM EDTA, pH 8.0 + 1% Sarcosyl) at 54°C for 2 h undenstant and vigorous shaking. Digestion was
carried out at 37°C with th&esd enzyme (20 U/ul) at 37°C for 6 h in the enzymédnusupplied by the
manufacturer. Restricted plugs were washed at S@fiCsterile ultrapure water (x2) and TE Buffer (M
Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0) (x4), 10 min each. Digabfeagments were separated using CHEF-DR lIl, Bio-

104



Silveira-Filho, V.M. Caracterizacdo molecular e tipagem de Yersinia pestis &

Rad system (Countour-Clamped Homogeneous Eledgidd Bio-Rad, Hercules, CA, USA) in 1% Seakem
Gold agarose (Lonza, Rockland, ME, USA) gels amhing buffer 0.5% TBE at 14°C with a ramping time
of 4.5 V/cm during 22 h.

Lambda PFGE marker (New England BioLabs, Countrylpfvich, MA, USA) was the molecular
weight standard. Ethidium bromide (1 pg/ml) staibadds were visualized under UV and the images
captured by the 1D Image Analysis Software, ver8i@dn(Kodak Digital Science, New Haven, CT, USA).

PFGE pattern analysis

Strains were categorized indistinguishable (ncedéffice), closely related (1-3 bands difference),
possibly related (4-6 bands difference) and natteel or different (> 6 bands difference) accordng
Tenover et al. (1995). BioNumerics software progf&mpplied Maths, Sint Martens Latem, Belgium) was
used to determine the presence or absence of baddfe similarity between samples was inferredgisi
BioNumerics program version 6.1 (Applied Maths,tSartens Latem, Belgium). A dendrogram based upon
PFGE data, was constructed by Dice’s, using UPGMAS tolerance and the PFGE protocol
discriminatory ability was determined by Simpsatitgersity index (discrimination indexDf) (Hunter &
Gaston 1988).

RESULTS
PFGE protocol performance
Discriminatory ability

PFGE protocol revealed highly efficient to discrivaie betweelY. pestistrains (Simpson's index of
diversity, 0.93)Asd restriction generated neat and clear bands. Didgnfients ranging from 50 to 300 kb
were considered for analysis. Strains differentigt®ne to three bands (Fig. 2). The dendrograrecbapon
PFGE divided the strains into two clusters or geo(igl) at 70% cutoff similarity, eight subgroups-H) at
80% cutoff similarity and allowed distinguishing P&GE profiles or pulsotypes (Fig. 2). Clusterdigved
together seven samples (one human and six outarehkon-outbreak rodent strains) subdivided ino tw
subgroups (A-B) and six PFGE profiles or pulsotygglsster 1l grouped together 15 isolates (one huarad
14 outbreak and non-outbreak rodent strains) siudmtihvinto six subgroups (C-H) and 13 PFGE profiles
pulsotypes. All (A-G subgroups) but subgroup H inlels two to four isolates (19 PFGE profiles or
pulsotypes) (Fig. 2).

PFGE profiles stability and technique reproducityili

The stability of the PFGE profiles was investighby the analysis of serial subcultures of therstra
P. Exu 340, P. Peru 375 and P. CE 882. Each sixhiited a unique PFGE profile and derived culiure
revealed the same parental profile (Fig. 3). Tlearigue’s reproducibility was evaluated by repeptive
PFGE analysis of the strain P. EXU 866 three tiamebsidentical profile was generatiecthe three assays
(data not shown).

Host distribution

Different pulsotypes were found in strains fromritieal hosts: the two human strains displayed one
pulsotype each (A4, E2) and with a few exceptiauent strains also displayed one pulsotype eachteg
R. rattusfrom Sitio Cinco Lagoas/Solanea (A2, F1) and twdasiurusfrom Sit. Pedra d’Agua/Solanea (C1,
H).

Identical pulsotypes occurred only twice among tobeth rodent sources: pulsotype A1 among two
0. subflavusand G1 among twhl. lasiurusbut from different counties and year (Fig. 2).

Spatial distribution

Different pulsotypes were found in strains from slaene geographic area. Outbreak strains came
from eight rural sites (called sitios or farms)rfréwo municipalities or counties (Fig. 1) and nartbbeak
strains from five sites from two municipalities. Btaf the strains analyzed (16) were from sevess $iom
Solanea (Fig. 1) and distributed among seven sulpgrfA-D; F-H) and 15 pulsotypes (Fig. 2).

Human and rodent outbreak strains from the sameelal not match e.g.: one human and five
rodent strains from Sitio Pedra d’Agua/Solanealdiggl six pulsotypes (A4, B1, C1, D2, F2, H).

Identical pulsotype only occurred among two roderibreak strains (A1) from the same place (Sit.
Bacalhau/Solanea) and two non-outbreak rodentstiait from two different places (Sit Gito/Natubala
Eng. Covao/Salgado de Sao Felix) and years (G1).
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Temporal distribution

Identical pulsotypes were found in different yeanstbreak was not separated from non-outbreak
strains by their PFGE patterns: pulsotype F1 oeclim 1980 and 1986 (P. Exu 843 and P. PB 876) in
different rodent hosts and counties; and pulsopeén 1980 and 1982 (P. Exu 851 and P. Exu 86@) fro
identical host but different counties (Fig. 2).

DISCUSSION

Among the several typing molecular methods, PFGErarastriction analysis is showing highly
valuable for grouping and differentiation on mamygtpgenic bacteria. Although PFGE sensitivity and
discriminatory ability depend on the restrictioregme and organism studied, its high performanceatnec
valuable for many bacteria typing aMdpestisstrains discrimination (Guiyoule et al. 1994, Hga al.

2002, Revazishvili et al. 2008, Zhang et al. 2009).

Revazishvili et al. (2008) successfully separatedr@ian from non Georgian strains by PFGE and
Zhang et al. (2009) showed by PFGE that isolatas the same site were identical regardless of lurstear
of isolation and strains from geographical distipleices were genetically divergent.

Our study did not separate outbreak from non-oatbstrains for identical pulsotype patterns were
found among outbreak strains as well as in thosairdd during surveillance activities (Fig. 2). Bngak
strains were isolated within a short period (Sefemnto December 1986) and the endemic strains were
isolated 10 years earlier from July 1979 to Audi82. These strains came from a small area (~145 km
located in the ecological complex Chapada da Berbar, the largest but not the most active Brazpiague
focus (Baltazard 2004).

Genetic heterogeneity was found among the 22 stemialyzed that were divided into two groups (I-
), eight subgroups (A-H) and 19 PFGE profilepatsotypes. Such heterogeneity was also found among
U.S. strains by Huang et al. (2002) that identi28dPFGE types among 37 strains and referred i@r&bf
two to three bands among the strains.

Most strains from the same spatial, temporal arsdl bwagin displayed different pulsotypes.
Surprisingly strains from the same rodent spedigsd the outbreak displayed different profiles éore
could expected the same profile in strains clospigemiologically related. These differéht pestis
populations may reflect microevolution of the iniragistrain due to environmental pressure experiggnce
while spreading inland from the coast. In fact they all descending from the strain disseminateddwide
during the third pandemic, biovar Orientalis (giy@lenegative and nitrate positive) (Perry & Fethens
1997).

On the other hand identical patterns for straiomfdifferent localities and time period ratify thei
common origin complying with a single introductiohY. pestisn Brazil (WHO 1965, Baltazard 2004).

PFGE pattern alterations associated with seriatdtiring of Y. pestigsolates were reported (Lucier &
Brubaker 1992, Guiyoule et al. 1994). Leal-Balb@@l (2004, 2006) and Leal et. §2000) observed
spontaneous alterations in the genome (plasmidhicaromosomic) of Braziliaw. pestighrough prolonged
storage and manipulation in the laboratory. Thbiktyof the PFGE profiles was investigated by #ralysis
of serial subcultures of three strains. Each seahibited a unique PFGE profile and derived cal$ur
revealed the same parental profile.

In Brazil, since 2005, there were no laboratoryfirared human cases and the l#spestigsolation
occurred in 1997 in the Ibiapaba focus (Ceara Htatevever serological surveys continuously detplegue
antibodies on sentinel animals on plague areasestigg that they remain active (Leal & Almeida 1999
WHO 2006, Aragao et al. 2009, WHO 2010). Quiespeniods characterized by the absence or occurrence
of rare human cases, may be misleading for plagaeraappear after many apparent control decadedsand
spreading potential by international trade or biaiesm must be considered (Duplantier et al. 2@Bage &
Kosoy 2005, WHO 2006, 2010). Therefore, the knogedf local strains characteristics and the aviiiyab
of effective and rapid typing methods are essettialucidate the origin of new strains, if by matufoci
emergence, reemergence, coming from other courrib®terrorism action, as well as to allow health
surveillance and effective measures control (Stensteal. 2008).

In conclusion, in the present work we demonstrétedisefulness of PFGE for discriminating
among Braziliarl. pestigsolates. The results obtained by the analysta/ofsets of strains (17 from an
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outbreak and 5 during endemic period) revealeddpecific genetic diversity in the samples studwbith
will contribute for future in-depth epidemiologicstiudies.
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TABLE |
Host source and spatial and temporal distributibtihe Yersinia pestistrains studied.
Locality Source
§ Municipality Sitio/Farm Man E?aden’t\:lalb of  He Total
Bacalhau - 01 - 02 - 03
Cinco Lagoas - 02 01 - 03
Pedra d"Agua 01 01 02 01 01 06
Solanea Lagoa do Serrote - - 01 - - 01
Cinco Estrelas - - 01 - - 01
Sete Lagoas - - - 01 - 01
8 Valerio - o1 - - - 01
9  Remigio Serrinha 01 - - - - 01
~ Estivas - - - 01 - 01
© Taua - - 01 - - 01
3 Natuba Salgadinho - - 01 - - 01
I~ Gito - - 01 - - 01
9 Salgado Sao Felix Engenho Covao - - 01 - - 01
Total 02 05 09 05 01 22

a - Rr:Rattus rattusb - NI: Necromys lasiurysc - Os:Oryzomys subflavusl - Hs:Holochilus sciureus

Remigio Solanea

' Natuba Salgado Sao
Felix

Paraiba State

0 25 50 100Kkm A
L n 1 L
(Font: IBGE)
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Fig. 1: Map of Brazil and Paraiba State showing the Coaritiem theYersinia pestistrains originated
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Fig. 2: Dendrogram generated by BioNumerics software fRIGE cuts byAsd on 22 BrazilianYersinia
pestisstrains. N: Natuba; R: Remigio; S: Solanea; S®j&® de Sao Felix municipalities. A3tyzomys
subflavus NI: Necromys lasiurysRr: Rattus rattugodent species; Hélolochilus sciureusH: Humans.
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Fig. 3: Stability of the PFGE profilesf subcultures of th¥. pestistrains. Lane MDNA Ladder PFGE
(Kb); lane 1: P. Exu 340 1R; lane 2: P. Exu 340 10Re [&: P. Peru 375 1R; lane 4: P. Peru 375 4R;3ane
P. Peru 375 32R; lane 6: P. CE 882 1R; lane 7H8&2 22R; Lane 8: P. CE 882 32R.

109



Silveira-Filho, V.M. Caracterizacdo molecular e tipagem de Yersinia pestis &

10. Memorial

Vladimir da Mota Silveira Filho,
possui graduacdo em Medicina Veterinaria pela Universidade Federal Rural de
Pernambuco (2004), além de mestrado (2007) em Genética pela Universidade
Federal de Pernambuco. Desde 2007, € doutorando em Genética pela
Universidade Federal de Pernambuco, onde foi premiado na | Jornada de Pos-
Graduacdo em Genética (UFPE), pela apresentagcédo oral do seu trabalho de
conclusdo. Tem experiéncia didatica na area, com énfase em Genética
Basica, Evolucdo, Citogenética e Biologia Molecular do Desenvolvimento,
devido ao periodo que lecionou como professor substituto na Universidade
Federal da Paraiba. Desenvolve pesquisas na area de Genética de
Microrganismos, atuando principalmente nos seguintes temas: doencas
bacterianas, epidemiologia molecular, filogenética e andlise gendmica,
transcricional e protebmica. Através de treinamentos e capacitacoes,
encontra-se familiarizado com temas relacionados a biosseguranca e
biosseguridade, possuindo experiéncia no desenvolvimento de trabalhos em
biotérios e laboratorios com nivel 3 de biosseguranca. Ao longo da carreira
académica, publicou 06 artigos na area de Biologia Molecular de
Microrganismos, 02 capitulos de livros na &area de Biosseguranca e 38
resumos de trabalho em eventos nacionais e internacionais, além de participar

da banca de 07 trabalhos de conclusao de curso de graduagéo.

110



