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"Ha pessoas que transformam o sol

numa simples mancha amarela,

mas ha também aquelas

gue fazem de uma simples mancha amarela
o proprio sol" (Pablo Picasso).

Mamae, dedico a vocé!
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RESUMO

A Yersinia pestis € o agente causador da peste, doenca infecciosa transmitida
através da picada de pulgas infectadas. O homem se contamina acidentalmente ao
entrar em contato com roedores ou outros animais infectados (raposas, caes e
gatos) e suas pulgas. A Y. pestis é uma espécie muito homogénea, fenotipicamente,
apresentando um sorotipo, um fagotipo e trés biotipos. Diferentes métodos
moleculares foram utilizados em estudos epidemiolégicos para discriminar cepas
bacterianas. No entanto, para Y. pestis isoladas em focos do Nordeste do Brasil, a
maioria dos marcadores estudados nao conseguiram discriminar as cepas
originadas de diferentes hospedeiros, periodos e locais de isolamento. A
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) é caracterizada pela separacdo de
fragmentos de DNA obtidos por digestdo dos cromossomos com endonucleases de
restricdo. Essa técnica é considerada o padrdo ouro dos métodos de tipagem
molecular, sendo altamente discriminatéria e valida para muitos patégenos
bacterianos, inclusive Y. pestis de outros focos do mundo. O objetivo deste trabalho
foi realizar tipagem molecular de cepas brasileiras de Y. pestis através do PFGE.
Das 43 cepas de Y. pestis, 36 foram usadas para padronizacdo da técnica e 22
cepas, obtidas antes e durante um surto de peste ocorrido no Estado da Paraiba,
para avaliacdo do PFGE. De acordo com padrdes encontrados com a endonuclease
de restricdo Ascl, 19 perfis foram gerados. Esses genadtipos foram enquadrados em
oito grupos (A-H) geneticamente relacionados. A técnica do PFGE mostrou-se capaz
de diferenciar as cepas de Y. pestis obtidas em diferentes municipios, antes e
durante o surto de peste. De acordo com a variabilidade dos padrdes de restricdo e
o alto poder discriminatorio, a técnica PFGE pode ser utilizada para diferenciagéo e
analise de novos isolados. A padronizacdo do protocolo do PFGE para genotipagem
das cepas brasileiras de Y. pestis pode ser Gtil nha compreensdo e controle da

expansao da peste.

Palavras-chave: Y. pestis, tipagem molecular, PFGE



ABSTRACT

Yersinia pestis is the causing agent of plague, an infectious disease transmitted by
infected fleas’ bites. The men contaminate accidentally when get in contact with
rodents or other infected animals (dogs, camels, cats and rabbits) and its fleas. Y.
pestis is a very homogeneous species, phenotypically, presenting one serotype, one
phage type, and three biovars. Different molecular methods had been used in
bacterial epidemiology studies for discrimination strains. However, for Y. pestis
isolated in focis of northeast of Brazil, most of the markers had not succeed in
discriminating strains from different hosts, periods and places of isolation. The
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) is characterized by the separation of DNA
fragments upon digestion of the chromosome with restriction endonucleases. This
technique is considered the “gold standard” of the methods of molecular typing, being
highly discriminatory and useful for many bacterial pathogen, including Y. pestis from
other foci of the world. The objective of this work was to perform a genotyping of
Brazilian strains of Y. pestis through the PFGE. Out of 43 Y. pestis strains, 36 had
been used for the standardization of the technique and 22 strains which have been
obtained before and during a plague outbreak occurred in the State of Paraiba, 36
were for evaluation of the PFGE. According to the patterns found with the restriction
endonuclease Ascl, 19 profiles had been generated. These genotypes had been
grouped into eight groups (A - H) genetically related. The PFGE technique proved to
be able to differentiate strains of Y. pestis obtained from different counties, before
and during the plague outbreak. According to the variability of the restriction patterns
and the high discriminatory power, the PFGE technique can be used for
differentiation and analysis of newly isolates. A standard PFGE protocol for
genotyping Brazilian strains of Y. pestis can be useful in order to understand and

control the expansion of plague in the country.

Keyword : Y. pestis, molecular typing, PFGE
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1 INTRODUCAO

1.1 Histérico da Peste

A histdria da peste é muitas vezes confundida com o proprio registro historico
da humanidade. Existem numerosas referéncias a peste em textos antigos, incluindo
0 Antigo Testamento. O primeiro registro de uma epidemia de peste ocorreu em
Atenas, em 430 a.C., durante a guerra do Peloponeso, e dizimou uma populagcéo
estimada em 300.000 pessoas (DRANCOURT; RAOULT, 2002).

Durante a era crista, foram bem caracterizadas trés grandes pandemias: Um
grande surto de peste que ocorreu entre os anos de 542-602 d.C., sendo
considerado como a primeira grande pandemia, também denominada de Pandemia
Justiniana. Iniciando no Egito, disseminou-se por todo o mundo civilizado, atingindo
Asia, Africa e Europa com alta letalidade (DRANCOURT; RAOULT, 2002).

Os primeiros casos da segunda grande pandemia iniciaram na Asia e se
estenderam por toda Europa e Norte da Africa. Esta pandemia, também foi
conhecida como Peste Negra, ocorrendo de 1347-1353, expandindo-se pela Asia,
Africa e Europa. A sua principal forma clinica foi & pneumdnica, forma gravissima da
peste, que dizimou mais de 25 milhdes de pessoas na Europa (DRANCOURT;
RAOULT, 2002).

A terceira pandemia ou Pandemia Contemporanea originou-se provavelmente
na Mongolia, estendeu-se para Hong Kong e Canon em 1894, e de la se expandiu,
através do transporte maritimo, para os Estados Unidos, América do Sul, Africa do
Sul e Madagascar, (ALMEIDA et al.,, 2005; DRANCOURT; RAOULT, 2002). De
acordo com Mollaret (1989), a expansao desta pandemia terminou com a Segunda
Guerra Mundial, devido a substituicdo dos antigos navios pelos novos a prova de
ratos. No entanto, esta pandemia deixou focos endémicos em todos 0s continentes,
exceto na Australia. Durante esta pandemia, o bacilo da peste foi descoberto por
Alexandre Yersin em junho de 1894.

Yersin descreveu a peste em Hong Kong e percebeu que 75% dos casos

eram devido a peste bubdnica e ainda relatou a relacdo entre ratos e peste. Paul
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Louis Simon descobriu o papel da pulga do rato na transmissédo da doenga durante a
epidemia na india em 1897 (DRANCOURT; RAOULT, 2002).

A peste ainda permanece como um problema de saude publica em alguns
paises e esta classificada como uma doenca reemergente devido ao aumento do
nimero de casos relatados pela Organizacdo Mundial de Saide (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2004).

1.2 Peste no Brasil

A peste chegou ao Brasil durante a ultima pandemia pelo porto de Santos em
outubro de 1899, onde ocorreu o primeiro caso humano. Em seguida atingiu varias
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, focos esparsos, pequenos distritos, fazendas e sitios, e finalmente
assumindo o seu carater de enzootia (ALMEIDA et al., 2005; ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DA SAUDE, 1965).

Existem duas areas principais de focos naturais de peste no pais: o da regiao
Nordeste e o foco da Serra dos Orgdos no estado do Rio de Janeiro. O foco do
Nordeste esté localizado na Regido semi-arida do Poligono da Seca, que se estende
do Estado do Ceara ao norte de Minas Gerais. Este foco esta situado em regides
serranas como a Serra da lbiapaba e de Baturité (Ceara), Chapada do Araripe
(Pernambuco, Cearad e Piaui), Chapada da Borborema (Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco e Alagoas), Serra de Triunfo (Paraiba e Pernambuco),
Planalto Oriental (Bahia), Chapada Diamantina (Bahia) e nordeste de Minas Gerais,
fora do Poligono da Seca (Vale do Jequitinhonha e Vale do Rio Doce). O foco da
Serra dos Orgdos abrange os municipios de Teresépolis, Sumidouro e Nova
Friburgo, no Estado do Rio de Janeiro (ALMEIDA et al., 2005; FUNDAGCAO
NACIONAL DE SAUDE, 2002) (Figura 1).

Os focos de peste do Nordeste do Brasil eram responsaveis, até meados da
década de 80, por 20 a 100 casos anualmente, principalmente nos estados de

Pernambuco, Ceara e Bahia. A partir de entdo, houve um decréscimo substancial do
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registro de casos de peste. Os Ultimos eventos significativos de peste humana
ocorreram nos estados do Ceard e Paraiba, nos anos de 1980. Durante a ultima
década, alguns casos humanos suspeitos clinicos e epidemiologicos ainda foram
notificados no Ceara e na Bahia. Contudo, somente trés deles, ocorridos no Ceara,
foram confirmados, dois por exame sorologico, em Guaraciaba do Norte, e um por
isolamento da bactéria, em Ipu (ALMEIDA, 1985, 1989; ARAGAO et al., 2002). Apds
oito anos de auséncia de casos humanos no Brasil houve o registro de um caso de
peste humana no Estado do Ceara, em fevereiro de 2005, o que reforca a
importancia da vigilancia permanente nestes focos.

Apesar da incidéncia de peste humana e a ocorréncia de epizootias no Brasil
terem declinado nas areas de foco do Nordeste, a atividade residual de peste tem
sido detectada nos animais sentinelas (cdes e gatos), exigindo uma atencéo
permanente dos focos (ARAGAO et al., 2002; VIEIRA; COELHO, 1998).

Em Minas Gerais e no Rio de Janeiro ndo ha notificagcdo de casos humanos
ha décadas e é raro encontrar anticorpos antipestosos nos animais-sentinela
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002; VIEIRA; COELHO, 1998).
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Figura 1. Mapa dos focos de peste do Brasil.
Fonte: Almeida et al. (2005).

1.3 Descri¢céo da peste

A peste € uma zoonose, primordialmente de roedores, causada pela bactéria
Yersinia pestis, transmitida de um animal a outro, principalmente através da picada
de pulgas infectadas. O homem é infectado acidentalmente quando, em atividades
de caca, agricultura ou lazer, penetra no ecossistema dos roedores reservatorios da
infeccdo. Em circunstancias especiais, através de aerossdis ou pela forma
pneumaonica, a peste pode ser transmitida de homem a homem (ALMEIDA et al.,
2005).
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1.4 EPIDEMIOLOGIA DA PESTE

1.4.1 Distribuicao

A peste continua sendo uma ameaca em grandes areas do mundo: América
do Norte, no oeste dos EUA; América do Sul, no Brasil, Equador, Peru e Bolivia;
Africa, principalmente em Madagascar; Asia, na China, Laos, Myanmar, Vietna, india
e sudeste da Europa, com focos na Federacdo Russa (ORGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2004).

Durante os ultimos 14 anos 38.359 casos foram notificados em 25 paises com
2.845 mortes. Em 2002 foram notificados 1.925 casos de peste humana em 13
paises, com um total de 177 6bitos. Ocorreram na Africa 1.822 casos sendo 171
fatais; na Asia, 99 casos com seis 6bitos e nas Américas quatro casos com todos 0s
pacientes curados (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2004).

Em 2003, nove paises notificaram 2.118 casos, incluindo 182 mortes, sendo a
Africa o continente mais atingido, com 2.091 casos e 180 mortes, seguido da Asia
com 26 casos e duas mortes e Américas com um caso curado (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2004).

Durante 1990-2005, um total de 107 casos de peste foi registrado nos EUA,
uma média de sete casos por ano. Em 2006, um total de 13 casos de peste humana
foi registrado entre habitantes de quatro estados dos EUA: Novo México (sete
casos), Colorado (dois casos), Califérnia (trés casos) e Texas (um caso). Este € o
maior numero de casos registrados em um ano nos Estados Unidos desde 1994
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2006).

1.4.2 Etiologia

A Y. pestis é o0 agente causador da peste, pertencente a familia
Enterobacteriaceae. O género Yersinia compreende 11 espécies: Y. pestis, Y.

pseudotuberculosis, Y. enterocolitica, Y. aldovae, Y. mollareti, Y. bercovieri, Y.
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frederiksenii, Y. intermedia, Y. kristensenii, Y. rodhei e Y. ruckeri. Além da Y. pestis,
as espécies Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis também séo patogénicas para
o homem e animais (PERRY; FETHERSTON, 1997).

A Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis sao enteropatogénicas,
transmitidas pela via oral-fecal e promovem um quadro clinico denominado
yersiniose. A Y. kristensenii pode ser enteropatogénica para o homem e a Y. ruckeri
€ um patégeno de peixe (PERRY; FETHERSTON, 1997).

A Y. pestis se apresenta em microscopia 6ptica como um bacilo gram-
negativo, curto, ovéide (0,5 a 0,8 um de diametro e de 1 a 3um de comprimento),
ndo forma esporos e de coloragcdo bipolar com giemsa, caracterizada por
extremidades escuras (Figura 2). E uma bactéria aerdbia ou anaerébica facultativa,
cresce bem em meios usuais a 28T, pH entre 5 e 9, porém resistente ao frio,
conservando-se por longo tempo em cadaveres e também nos dejetos de pulgas
(PERRY; FETHERSTON, 1997). As cepas de Y. pestis, sdo muito homogéneas
fenotipicamente, caracterizando-se por apresentar um sorotipo, um fagotipo e trés
biotipos ou biovars definidos pela capacidade em fermentar o glicerol e reduzir
nitratos a nitritos. Os biovars foram associados as trés Ultimas pandemias e
classificadas segundo Devignat (1953). Esses biovars nao diferem quanto ao nivel
de patogenicidade, nem a forma clinica da doenca (PERRY; FETHERSTON, 1997).

Uma cepa denominada Microtus, isolada na China, foi considerada um novo
biovar por ndo utilizar o aclcar arabinose, diferente das outras cepas de Y. pestis
(ZHOU et al., 2004). Baseado na habilidade de fermentar glicerol e arabinose e
reduzir nitrato, a Y. pestis foi classificada em quatro biovars: Antiqua (glicerol +,
arabinose + e nitrato +); Medievalis (glicerol +, arabinose + e nitrato -); Orientalis
(glicerol -, arabinose + e nitrato +) e Microtus (glicerol +, arabinose - e nitrato -)
(Tabela 1).

O biovar Microtus € avirulento para humanos, embora ocorram epizootias de
peste todo ano na regido de isolamento da cepa (ZHOU et al., 2004). Anélises por
microarranjos e PCR nos dois focos relacionados a esta cepa demonstraram
delecBes de genes, especificos da cepa Microtus, que podem estar associados a
atenuacao da cepa para humanos. A delecdo de 122pb no gene araC pode levar ao
fendtipo arabinose negativa das cepas biovar Microtus, uma delecdo de 93pb no

gene glpD resulta na caracteristica glicerol negativa em cepas do biovar Orientalis e
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dois tipos de mutacbes pontuais no gene napA podem ocasionar a ineficiéncia de

reduzir nitrato no biovar Medievalis e Microtus (ZHOU et al., 2004), tabela 1.

o NN
Figura 2. Microscopia Optica da bactéria  Yersinia pestis (seta) em tecido

sanguineo corada pela técnica de Wayson.
Fonte: http://www.cdc.gov

Tabela 1. Classificacdo dos biovars das cepas de  Yersinia pestis.

REACAO BIOQUIMICA

Biovar Arabinose Distribuicdo
Nitrato Glicerol Geografica
Antiqua + + + Africa, China
Medievalis - + + Russia
Orientalis + - + Asia, Africa e América
Microtus - + - China

1.4.3 Formas Clinicas

A peste humana pode apresentar trés formas clinicas principais: bubdnica,
septicémica e pneumonica. A penetracdo do bacilo da peste no hospedeiro pode
ocorrer pela via sanglinea, pela pele, pela conjuntiva ocular ou através das
mucosas respiratorias e digestivas. A inoculacdo do bacilo pela conjuntiva ocular
determina a peste septicémica, enquanto a via subcutanea reproduz a peste
bubdnica e pela via respiratoria a peste pneumoénica (ALMEIDA et al., 2005).

A peste bubdnica é a forma mais prevalente, correspondendo a 98% dos
casos ocorridos no Nordeste do Brasil e se caracteriza pela presenca de um bub&o

(tumefacédo dos linfonodos) na regido proxima da picada da pulga, acompanhada de
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febre alta. O bub&o aparece no segundo ou terceiro dia, resultado da inflamacgéo
aguda dos linfonodos que drenam a éarea de inoculacdo do bacilo, sendo
extremamente doloroso. Quando a picada da pulga ocorre nas regides superiores
surgem noédulos axilares ou cervicais, quando acontece nos membros inferiores
formam-se nodulos inguinais ou femurais (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
2002; DENNIS et al., 1999). A sintomatologia é identificada por: calafrios, cefaléia,
febre, mialgias, anorexia, nauseas, vomitos e dores generalizadas. O periodo de
incubacéo é de dois a seis dias, porém, em alguns casos é mais rapido.

A peste pneumdnica é considerada a forma mais grave e perigosa, pelo alto
grau de contagio e consequente capacidade de provocar epidemias. Podendo ser
secundaria a bubbnica ou septicémica por disseminacdo hematégena, ou primitiva,
produzida diretamente por contato com tecidos de animais infectados ou inalagéo de
aerossois de goticulas de outro doente com a pneumonia pestosa ou mesmo de um
artefato terrorista, com inoculos de 100 a 500 bacilos. Esta forma clinica tem inicio
com um quadro infeccioso grave de evolugao rapida, com abrupta elevacao térmica,
calafrios, arritmia, hipotensédo, nauseas, vomitos e perturbacdo mental. Inicialmente
0s sinais e sintomas pulmonares sao discretos e ausentes, sé depois surgem dores
no torax, respiracdo curta e rapida, expectoracdo sanguinolenta, rica em bacilos
pestosos. Se nao tratada precocemente, surgem o0s sintomas de delirio e coma,
podendo causar a morte (ALMEIDA et al., 2005).

A peste septicémica geralmente aparece na fase terminal da peste bubdnica
n&o tratada. E pouco freqiiente e geralmente n&o ha reacbes ganglionares visiveis, é
caracterizada pela presenca do bacilo no sangue. Clinicamente, a peste septicémica
assemelha-se as septicemias causadas por outras bactérias gram-negativas.
Apresenta um quadro clinico com abrupta elevacdo térmica, calafrios, arritmia,
hipotensdo, nauseas, vomitos, astenia e perturbacdo mental. Essa forma tem um
alto grau de letalidade quando ndo tratada (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
2002).

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; FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 2002).
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1.4.4 Modo de transmissao

A persisténcia da peste nos focos naturais reside na sua complexa
epidemiologia. A peste é primordialmente uma zoonose de roedores e sua
transmissdo ocorre principalmente pela picada de pulgas infectadas, podendo
infectar outros animais (coelhos, camelos, cdes e gatos). O homem contamina-se
acidentalmente ao entrar em contato com os roedores ou outros animais infectados
e suas pulgas (ALMEIDA et al., 2005; PERRY; FETHERSTON, 1997) (Figura 3).

Na peste pneuménica, as goticulas transportadas pelo ar e os fomites de
pacientes sdo a forma de transmissdo mais frequente de pessoa a pessoa. Tecidos
de animais infectados, fezes de pulgas, culturas de laboratério também sédo fontes
de contaminacéo (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

A principal fonte de infec¢do da peste, na natureza, séo 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 epidemiolégico da peste pertencem aos géneros: Bolomys,
Calomys, Oligoryzomys, Oryzomys, Galea (preas), Trychomys (punarés) e Rattus
rattus (Rattus). Alguns sdo mais resistentes a doenca como o Galea e R. rattus,
enquanto outros, como 0s Bolomys, sdo mais sensiveis, passiveis de grande
mortandade nas epizootias, ampliando e difundindo a infeccdo (ALMEIDA et al.,
2005).

A picada de pulgas € o principal mecanismo de transmissdo da doenca
(Figura 3). O artropode ingere o sangue do hospedeiro bacteriémico e o bacilo se
multiplica no seu estdmago, preenchendo a parte anterior do canal intestinal, o
proventriculo, determinando bloqueios que levardo a morte. A0 mesmo tempo as
pulgas bloqueadas sédo altamente infectantes, pois ao tentarem se alimentar
novamente fazem grande esfor¢o para sugar, provocando regurgitacdo do conteudo
do proventriculo e consequente inoculacdo da bactéria na corrente sanguinea do
novo hospedeiro. A transmissdo da bactéria pode ocorrer também através da
introducéo das bactérias contidas na probdscide das pulgas (ALMEIDA et al., 2005).

As pulgas sdo vetores reservatoérios, pois podem transportar o bacilo no seu
organismo por longo periodo e sobreviver nos roedores por varios meses. Como nos

roedores, cada regido apresenta suas proprias pulgas. A Xenopsylla cheopsis, por
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ter sido bastante pesquisada desde o século passado, é considerada o vetor
cldssico da peste e serve de referéncia para a avaliagdo da capacidade vetora de
outras pulgas (POLLITZER, 1954).

Das 1200 espécies de pulgas conhecidas, 55 sdo encontradas no Brasil e as
espécies Polygenis bohlsi e P. tripus, X. cheopsis, Pulex irritans e Ctenocephalides
felis foram encontradas naturalmente infectadas pela Y. pestis. As Polygenis quando
infectadas, transmitem a peste entre os roedores e podem ser encontradas, em
vestuarios ou livres nas moradias. Além disso, tem uma especial capacidade em
picar o homem, responsaveis por numerosas infeccbes humanas, sendo
considerada um sinal de alerta quando presente denunciando a ocorréncia de
atividade pestosa. A P. irritans, também encontrada nas pessoas, moradias e
vestuarios sao responsaveis por casos secundarios, quando um doente evolui com
septicemia, havendo registro de deteccao de espécimes infectados em vestuarios de
um individuo morto por peste, bem como livres no piso das casas, com ocorréncia
de casos secundarios na familia (ALMEIDA et al., 2005).

A transmissdo entre humanos pode acontecer por aerossois, por acidentes
com tecidos e materiais contaminados em trabalho de campo ou laboratorio, ou até
na utilizacdo da bactéria como agente de guerra bioldgica (GAGE; KOSOQOY, 2005).

A peste também pode ser transmitida de pessoa a pessoa se houver contato
com o conteudo do bubédo e o liquido da seringa utilizada na puncdo, que podera
determinar a formacédo de aerossois e ocorréncia da peste pneumdnica. Os casos
humanos geralmente sdo precedidos por epizootias, mortandade de roedores sem
causa aparente, que ocorrem sazonalmente. Com a morte do roedor infectado, as
pulgas abandonam os cadaveres e buscam um novo hospedeiro, parasitando outros
animais e o homem (ALMEIDA et al., 2005).

Normalmente essa transmissdo coincide com a época da colheita, ao
armazenamento dos produtos no interior das moradias, a criagao de logomorfos e
roedores na casa, as precarias condi¢cdes de higiene nas casas e a precariedade da
qualidade dos servicos de satde (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

Em relagdo aos animais de estimagé&o, por seu contato com o homem e sua
condicdo de predador, caes e gatos sdo de importancia no ciclo da peste, pois
podem carrear pulgas infectadas pela Y. pestis, como também desenvolver a
infeccdo. Os caes habitualmente ndo expressam manifestacfes clinicas, mas 0s

gatos podem apresentar as formas ganglionar, faringea e a pneumobnica, que 0s
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tornam perigosos, pois podem determinar casos de peste em humanos (Figura 3).
Sobrevivendo produzem anticorpos especificos, durante até um ano, que tornam as
duas espécies importantes para vigilancia epidemiolédgica, na condicdo de animais-
sentinela, contribuindo para pesquisa nos focos visando a deteccdo precoce da
atividade pestosa (DENNIS et al., 1999).

Peste

. Peste n Propagacdo pn_eu,m_onlca
Lagomorfo pneumqnllca aerossois priméria
secundaria —

Roedores
silvestres

/

Peste
bubdnica =

Roedores

ingestao

ﬁﬁ-' ] ﬁﬁ-'

ingestao

Figura 3. Ciclo epidemioldgico da peste.

1.5 Diagnéstico da peste

Tradicionalmente s&o realizadas bacterioscopia, culturas, inoculagdo em
animais de laborat6rio e provas bioquimicas com material colhido do bub&o, escarro,
sangue, medula 6ssea e fragmentos de visceras (figado, baco, glanglios linfaticos)
para diagnostico da peste. O isolamento € considerado o padrdo ouro para
confirmacéo da infecgdo pestosa, mas nem sempre as amostras procedentes de
casos humanos sédo adequadas. Desta forma, exames soroldgicos sao realizados. A

puncdo do bub&o € um procedimento cruento e doloroso, mesmo com a utilizacao
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de anestesia local, e que determina em alguns casos o agravamento do quadro
clinico (ALMEIDA et al., 2005).

A necropsia de mortes suspeita é realizada e autorizada pelo regulamento
Sanitario Internacional. Até a sexta hora, colhe-se sangue de veia superficial do
cadaver ou punciona-se bubdo ou obtém-se espécimes do pulmao, cérebro, figado e
medula 6ssea. A digitectomia € realizada quando o corpo estd em decomposicao até
0 20° dia, que consiste na amputacdo do dedo para exame bacteriolégico de rotina,
pois o bacilo se conserva na medula 6ssea por longo tempo (ALMEIDA et al., 2005).

O Servico de Referéncia em Peste do CPgAM tem padronizado métodos de
diagnostico molecular através da identificagdo de genes de viruléncia presentes nos
trés plasmidios e no cromossomo da Y. pestis a partir de pulgas, material de
roedores ou humanos (LEAL et al.,1996; LEAL; ALMEIDA, 1999).

1.5.1 Diagnéstico Bacterioldgico

As técnicas utilizadas para o diagnostico bacteriol6gico por exame direto séo:
coloragéo pelo azul de metileno (Azul de Loffler), corante de Wayson, ou 0 método
de Gram. As analises sao realizadas utilizando esfregacos de fluido de bubéo,
amostras de sangue, medula e visceras dos roedores (CHU, 2000).

Para identificacdo da Y. pestis as amostras sao cultivadas em duas placas de
gelose (Blood Agar Base — BAB, Difco) a 28C em pH na faixa de 7,4 a 7,6 por 48
horas. Depois do semeio adiciona-se uma gota do fago anti-pestoso especifico em
uma das placas. ApGs 48 horas de incubacdo as colonias apresentam tamanho
pequeno, forma convexa, aspecto brilhante-translicido e bordas inteiras. No ponto
onde foi colocado o bacteriéfago forma-se uma area de lise das coldnias.

1.5.2 Diagnéstico Sorolégico

Para o diagndstico sorologico é utilizada a técnica de hemaglutinacdo (HA).

Essa técnica utiliza hemaceas de carneiro sensibilizadas com o antigeno capsular
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F1, da Y. pestis, que detecta anticorpos contra o antigeno F1 em soros humanos, de
roedores e de carnivoros; e vem sendo usada em todos os focos do mundo, h&a
varias décadas, no diagnostico e vigilancia da peste humana e em animais. Esta
técnica apresenta algumas dificuldades: complexidade, emprego de reagentes
pereciveis, baixa sensibilidade, etc. (ARAGAO et al., 2002).

1.5.3 Diagnéstico Molecular

As técnicas moleculares permitem um diagnostico rapido da peste e
apresentam a vantagem de dispensar o cultivo das amostras para a execucado da
técnica, permitindo a realizacdo mesmo quando as bactérias estao inviaveis. O
diagndstico molecular € uma alternativa a mais para o diagndstico da peste através
da identificacdo dos genes de viruléncia presentes nos trés plasmidios prototipicos e
no cromossomo da Y. pestis. Diversos protocolos baseados na técnica de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) e suas variacdes (Nested-PCR, Multiplex-PCR,
Nested-PCRTbU, RT-PCR) tem sido desenvolvidos para o diagndstico da peste em
pulgas, material de roedores ou humanos (LEAL et al., 1996; LEAL; ALMEIDA, 1999;
LOIEZ et al., 2003; SOUZA, 2005).

1.6 Tratamento da peste

O tratamento da peste deve ser precoce e intensivo dado a rapidez e
gravidade da evolugcao da doenca, visando deter a bacteriemia e superar a toxemia.
A coleta de espécimes para os exames bacteriolégicos deve ser realizada antes do
uso do antimicrobiano, mas ndo se podem retardar os procedimentos a espera da
confirmacédo laboratorial. O CDC (Centers for Diseases Control and Prevention)
recomenda que o paciente permaneca isolado durante as primeiras 48 horas do
tratamento devido ao risco de pneumonia (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
2002).
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A Y. pestis € sensivel a maioria dos antibiéticos, com excecéo da penicilina e
derivados. A estreptomicina e gentamicina sao eficazes na peste. A estreptomicina
considerada o padrdo-ouro no tratamento da peste e é uma indicacdo formal no
caso de pneumonia. Alguns autores recomendam a associacdo com a tetraciclina ou
com o clorafenicol, principalmente na pneumonia e meningite. A gentamicina é uma
excelente opcgao terapéutica em quaisquer situacoes, sendo indicada para gestantes
e criancgas. A tetraciclina € o antimicrobiano de eleicdo no tratamento dos casos nao
complicados de peste. O cloranfenicol também € uma boa alternativa no tratamento
da peste bubodnica, septicémica e pneumodnica. Estad indicado nos casos de
meningites, pleurite, miocardite, onde alguns antimicrobianos ndo atingem niveis
terapéuticos. As sulfonamidas sao eficazes na prevencéao e tratamento de casos nao
complicados, mas s6 devem ser usados quando outros antimicrobianos mais
potentes ndo estiverem disponiveis (ALMEIDA et al., 2005).

A penicilina, cefalosporina, eritromicina, azitromicina sao ineficazes “in vivo”
contrariando os resultados dos antibiogramas e as indicagcdes nas bulas. Estes
antimicrobianos ndo devem ser prescritos para quimioterapia ou tratamento da
peste, tendo em vista o risco do paciente evoluir para uma septicemia, pneumonia e
morte (ALMEIDA et al., 2003).

Na ultima epidemia de peste em Madagascar, foi isolada uma cepa de Y.
pestis com resisténcia aos antimicrobianos mais utilizados no tratamento da peste,
como, cloranfenicol, estreptomicina, tetraciclina, além dos antimicrobianos
alternativos, como a ampicilina, neomicina e minociclina, mas este fenomeno deve
ser tratado com moderacédo. Esta resisténcia foi devido & aquisicdo de um plasmidio
que transporta 0s genes de resisténcia. Esta caracteristica por ser plasmidial pode

ser transmitida para outras cepas (GALIMAND et al., 1997).

1.7 Vigilancia e Controle da peste no Brasil

O trabalho de controle da peste no Brasil esteve sob responsabilidade dos
Departamentos de Saude dos Estados e em 1936 passou a responsabilidade do
Departamento Nacional de Saude. Em 1941, foi criado o Servico Nacional de Peste

(SNP), estruturado especialmente para o combate dessa infeccdo em todo o
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territério, integrado sob comando Unico técnico e administrativo. A partir de 1956, o
SNP passou a fazer parte do Departamento Nacional de Endemias Rurais (DNERu),
posteriormente SUCAM (Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica) e
FUNASA (Fundacao Nacional de Saude).

Na década de 70 foi criada uma rede de laboratérios distribuidos
estrategicamente nas &reas de peste, com atribuicdes em diferentes niveis. Foram
divididos em laboratérios de apoio, que tinham a finalidade de coletar e preparar as
amostras para exame, e laboratorios regionais encarregados de realizar diagnésticos
laboratoriais.

Devido as reformas no Ministério da Saude e reorganizacdo do Sistema
Nacional de Vigilancia, o trabalho de controle da peste que vinha sendo realizado
pela FUNASA, foi descentralizado, passando a responsabilidade aos proprios
municipios atingidos por esta endemia, sob a coordenacdo da Secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS).

O Servico de Referéncia em Peste do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhées
(CPgAM), Fundacédo Oswaldo Cruz (Fiocruz), trabalha integralmente com a SVS e
0S municipios nesta vigilancia.

As atividades de vigilancia e controle envolvem a captura sistemética e
exames bacteriologicos dos roedores e seus ectoparasitas, para deteccao da Y.
pestis e a pesquisa de anticorpos antipestosos através de inquéritos soroldgicos
entre roedores e carnivoros domeésticos ou silvestres.

A modernizacédo e desenvolvimento de estratégias de controle e métodos de
diagnaostico rapidos sao objetivos primordiais, assim como a sua utilizagdo nas redes
de laboratorio de Satde Publica, criando-se condi¢des para que o Sistema Unico de
Saude (SUS) dé respostas eficazes as demandas de rotina e mesmo a

excepcionalidade de um ataque terrorista.

1.8 Medidas Preventivas

A vigilancia epidemiologica da peste no Brasil esta baseada no rastreamento
da infeccdo nos campos, através da captura de roedores e suas pulgas e na

pesquisa da Y. pestis nestas fontes, além da deteccdo de anticorpos antipestosos
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circulantes em animais sentinelas (cdes e gatos) e algumas espécies de roedores
resistentes a infeccdo (Rattus rattus) (ALMEIDA et al., 2003).

O controle dos focos de peste é realizado pela eliminacdo das pulgas com
inseticidas apropriados e a desratizacdo e anti-ratizacdo, destruicdo de abrigos e
alimentacéo para roedores, nas areas de peste endémica (ALMEIDA et al., 2005).

A utilizacdo de uma vacina é recomendavel para individuos que estdo
continuamente expostos a situacdo de risco. Estes individuos compreendem
profissionais que trabalham em contato com roedores e manipulam cepas vivas. No
entanto, a imunidade que a vacinacdo confere é pouco eficaz contra a peste
bubdnica e ndo protege contra a pneumaonica priméaria (DENNIS et al., 1999). Assim
sendo, ela pode representar um risco, pois pode induzir ao vacinado uma falsa
sensacao de protecédo, o que pode levar a exposicado de risco, no foco, hospital ou

laboratério.

1.9 Caracteristicas de Patogenicidade da Y. pestis

1.9.1 Genoma da Y. pestis

A viruléncia da Y. pestis é plurifatorial, visto que os fatores de viruléncia da Y.
pestis sdo codificados no cromossomo de aproximadamente 4.650 kb e nos trés
plasmidios prototipicos: pPst ou pCP1 (+ 9.5 Kb), pFra ou pMT1 (= 100 Kb) e pYV ou
pCD1 (+ 70 Kb) (DENG et al., 2002; PARKHILL et al., 2001; SONG et al., 2004)
(Figura 4). O sequenciamento completo do genoma de algumas cepas: C0O92
(PARKHILL et al., 2001), KIM (DENG et al., 2002), 91001 (SONG et al., 2004) e
Antiqua e Nepal (CHAIN et al., 2006) mostrou que o0 genoma dessa bactéria sofreu
grande fluxo génico, constatado através da aquisicdo de genes de outras bactérias e
virus, sugerindo uma grande mobilidade nas sequiéncias, resultado de rearranjos
gendmicos, como translocacdes e inversoes.

Devido ao pequeno tamanho do genoma bacteriano, a aquisicdo de genes

pode ser contrabalanceada com a perda da atividade de outros, constituindo os
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pseudogenes, encontrados com alta frequiéncia no genoma das cepas de Y. pestis ja
sequenciadas (DENG et al., 2002; PARKHILL et al., 2001; SONG et al., 2004).

No genoma da Y. pestis encontra-se também um elevado numero de
elementos ou sequéncias de insercdo (IS). Esses elementos sdo pequenas
seqUéncias de DNA capazes de participar de rearranjos cromossomicos causando
insercdes, delecbes e recombinacdes (HUANG et al., 2002; MOTIN et al., 2002).

Também existem, no seu genoma sequéncias repetitivas, os denominados
VNTRs (Variable Number Tandem Repeats - numero variavel de repeticbes em
tandem) classificadas como micro e minissatélites. Le Fléche et al. (2001)

identificaram 63 minissatélites localizados no genoma dessa bactéria.

pFra
100 kb
- pYV
Cromossomo 70kb
4653728 pb
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Figura 4. Esquema representativo do genoma da Y. pestis .

1.9.2 llha de patogenicidade (HPI)

No cromossomo das yersinias existe uma regido de 102 kb conhecida como
locus pgm, relacionada a viruléncia e a captacdo de ferro (FETHERSTON et al.,
1992).

Vérias caracteristicas da Y. pestis foram associadas ao locus pgm, entre as
quais se destacam: 1) capacidade de produzir um sideroforo yersiniabactina (Ybt); 2)
habilidade da célula em absorver o pigmento Vermelho Congo e 3) possibilidade de
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causar infeccdo letal nos animais em laboratério apos injecdo subcuténea. Este
locus contém dois segmentos fisico e funcionalmente distintos: um segmento de
aquisicao de ferro, considerado uma ilha de patogenicidade (HPI), que possui genes
envolvidos na aquisicao de ferro, e um segmento de pigmentacédo (locus hms)
responsavel pela estocagem do ferro evidenciado pelo fenétipo de pigmentacao
vermelho das colbnias quando cultivadas em meios ricos em hemina ou corantes
analogos, como o Vermelho Congo. Essa caracteristica é explorada para
identificacdo de cepas patogénicas que crescem no meio Agar Vermelho Congo com
coloracdo vermelha, enquanto as cepas nado patogénicas crescem com coloracéo
branca (BUCHRIESER et al., 1998).

As ilhas de patogenicidade (HPI) sdo assim denominadas por apresentarem
varios genes relacionados a patogenicidade. Apresentam um contetdo GC (Guanina
e Citosina) diferenciado do encontrado no restante do cromossomo do hospedeiro,
sugerindo que se originaram de uma transferéncia horizontal entre diferentes
géneros bacterianos (HACKER et al., 1997).

O sistema Hms ndo é necessario para adesdo ou invasdo da Y. pestis em
células eucaribticas. Este sistema esta envolvido no bloqueio do proventriculo da
pulga infectada e favorece a transmisséo da peste para os mamiferos. Células Hms+
colonizam o proventriculo da pulga e sao liberadas durante o repasto no hospedeiro,
onde a bactéria rapidamente se multiplica estabelecendo a infeccdo. Mutantes Hms-
sobrevivem e multiplicam-se rapidamente na pulga sem causar bloqueio do
proventriculo e morte deste vetor (HINNEBUSH et al., 1996).

Em muitas bactérias, a regulacdo do ferro é mediada por um repressor
altamente conservado denominado Fur (ferric uptake regulation) que age como um
regulador negativo na transcricdo na presenca de ferro. O gene fur que codifica esta
proteina esta presente nas trés yersinias patogénicas (STAGGS; PERRY, 1992).

1.9.3 Plasmidios de Y. pestis

Cepas atipicas, faltando algum plasmidio ou contendo plasmidios adicionais,
tém sido encontradas em diversos focos de peste, inclusive no Nordeste do Brasil
(FILIPPOV et al., 1990; LEAL et al., 1997, 2000). Outras cepas isoladas em alguns
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focos de peste apresentaram plasmidios cripticos (PERRY; FERTHERSTON, 1997)
e a aquisicdo de plasmidios de resisténcia também foi relatada (GUIYOULE et al.,
2001). Um plasmidio criptico de Y. pestis, apresentando um tamanho de 5,9 kb,
chamado pYC, foi encontrado em cepas de Y. pestis isoladas na provincia de
Yunnan na China (DONG et al., 2000).

As manipulacdes em laboratorios (repiques sucessivos, incubacdo ou
estocagem em diferentes temperaturas) podem acarretar alteracdes na viruléncia
das culturas pela perda dos plasmidios de viruléncia, de regiées do cromossomo ou
mutacbes pontuais nos genes de viruléncia (LEAL et al.,, 1997, 2000; LEAL-
BALBINO et al., 2004, 2006).

O plasmidio pYV ou pCD1 € indispensavel a viruléncia da Y. pestis e esta
presente nas outras espécie de Yersinia patogénicas: Y. pseudotuberculosis e Y.
enterocolitica. Este plasmidio apresenta cerca de 70kb e possui varios operons que
codificam para diversas fungdes: genes relacionados com a dependéncia ao calcio a
37C, importante na inibicdo da fagocitose, interfe re na resposta antiflamatoria e
atrasa o desenvolvimento de uma resposta imune eficiente (STRALEY et al., 1993).

Em todos os estudos realizados, o pYV tem mostrado ser, absolutamente,
indispensavel para viruléncia. A perda desta molécula resulta em aviruléncia
completa em algumas yersinias patogénicas, inclusive a Y. pestis (BRUBAKER,
1983).

O plasmidio pPst ou pCP1 é especifico da Y. pestis e tem cerca de 9,5 kb.
Estdo presentes no pPst: os genes da pesticina (pst), da proteina de imunidade a
pesticina (pim) e o ativador do plasminogénio (pla) (SODEINDE; GOUGUEN, 1988;
Sodeinde et al., 1988). Este plasmidio tem importancia na disseminacao da bactéria
no organismo do hospedeiro, a partir do sitio da picada da pulga e no bloqueio do
trato digestivo das pulgas (HINNEBUSH et al., 2003). O gene pla tem funcéo
proteolitica, adesiva e invasiva, que sdo importantes para a Y. pestis disseminar
atraveés da rota periférica de infeccéo (subcutanea ou picada da pulga). A pesticina é
uma bacteriocina produzida pela Y. pestis. Essa bactéria € imune a pesticina, porque
produz uma proteina de imunidade (pim) (BEN-GURION; HERTMAN, 1958; HU,;
BRUBAKER, 1974).

O pFra ou pMT1 tem o tamanho de 90-110 kb e € capaz de se integrar no
cromossomo da Y. pestis, perdendo ou nao as suas fungbes (LEAL-BALBINO et al.,
2004; PROTSENKO et al., 1991). Esta integracdo se efetua, provavelmente, por
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recombinacdo homodloga, entre seqiéncias de insercdo presentes por todo o
genoma da Y. pestis, tanto no cromossomo como nos plasmidios. Este plasmidio
codifica uma proteina capsular ou fracdo F1, proteina altamente imunogénica
(HUANG et al., 2006), que desempenha uma atividade antifagocitica (DU et al.,
2002). Entretanto, a auséncia da expressao do antigeno F1, em cepas de Y. pestis
(ainda que tenham o pFra ou ndo) mostram ser virulentas (DROZDOV et al., 1995;
WELKOS et al., 1995). E a toxina murina, ymt, parece estar envolvida na
transmissao da peste pelas pulgas (HINNEBUSCH, 2002).

O ymt ndo é necessario para viruléncia em camundongos, mas apresenta
atividade de fosfolipaseD (pID), que é necessaria para sobrevivéncia da Y. pestis no
intestino da pulga (Hinnebush et al., 2003). A atividade plD parece proteger a Y.
pestis no intestino da pulga contra a agéo citotdxica do plasma. A aquisicdo do ymt e
do locus hms (estocagem de ferro) contribuem para adaptacédo da Y. pestis, que a
diferencia da Y. pseudotuberculosis (ZHOU et al., 2004).

1.9.4 Caracteristicas Evolutivas da Y. pestis

A Y. pestis e Y. pseudotuberculosis sdo muito semelhantes geneticamente,
apresentando mais de 95% de semelhanca quanto as sequéncias dos genes
cromossomais (LUCIER; BRUBAKER, 1992). Em decorréncia das similaridades
génicas e antigénicas entre as duas espécies, foi proposto que fossem agrupadas
numa unica espécie, denominada de Y. pseudotuberculosis subespécie pestis. No
entanto, a proposta de reclassificacdo ndo foi implementada, devido a historia e a
consideracbes de seguranca no laboratério que devem ser adotadas na
manipulacéo da Y. pestis (PERRY; FETHERSTON, 1997).

Achtman et al. (1999) analisaram cepas de Y. pestis e de duas outras
yersinias patogénicas: Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica. Foram estudados
fragmentos de cinco genes “housekeeping” e um gene envolvido na sintese de
lipopolissacarideos. Esses genes foram sequenciados a partir de 36 cepas de Y.
pestis e de 12-13 cepas de cada uma das outras espécies. Nenhuma diversidade
nas sequéncias dos genes de Y. pestis foi encontrada e estes alelos foram idénticos

ou quase idénticos aos alelos de Y. pseudotuberculosis. Foi entdo concluido que Y.
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pestis € um clone que evoluiu da Y. pseudotuberculosis a 1500-20000 anos atras,
um pouco antes da primeira pandemia conhecida de peste humana.

Embora existam semelhancas genéticas, as manifestacdes clinicas
promovidas pelas duas espécies sao nitidamente diferentes. Enquanto a Y.
pseudotuberculosis causa transtornos entéricos raramente fatais e é transmitida
exclusivamente pela via oral-fecal, a Y. pestis adquiriu a capacidade de ser
transmitida por um artropode-vetor (pulga) e pode ser letal (ACHTMAN, 1999, 2004).

Estas diferencas podem ser justificadas pela presenca dos dois plasmidios
especificos em Y. pestis, pFra e pYV, que podem ter sido adquiridos
horizontalmente. Além da inativacdo de alguns genes nessa espécie como o ail, inv
e yadA, ndo necessarios para sobrevivéncia da Y. pestis, no entanto importantes
para Y. pseudotuberculosis, na adesdo e translocacdo da barreira intestinal
(ACHTMAN, 1999, 2004).

1.10 Estudo Epidemiologico Molecular

Em estudos epidemioldégicos é importante determinar a origem dos
organismos envolvidos na etiologia de uma doenca. A exata identificacdo do
patdgeno € requisito indispensavel para deteccdo do reservatorio e fonte de
infeccdo, e também para monitorar sua dispersdo dentro e entre as populagdes
estudadas (TENOVER et al., 1995).

Sistemas apropriados de tipagem s&o necessarios para analisar a estrutura
genética dos isolados bacterianos, permitindo estabelecer a relacdo entre eles e
elaborar estratégias efetivas de controle epidemiolégico (TENOVER et al., 1995).

Véarios métodos tém sido desenvolvidos para tipagem de bactérias
patogénicas, que diferem quanto ao poder discriminatério, reprodutibilidade e
facilidade de interpretacdo (LINDSTEDT, 2005). A analise do poder discriminatério
permite determinar quando um método de tipagem agrupa organismos dentro de
poucos grupos ou quando dividem as cole¢cbes dos isolados relacionados
epidemiologicamente. Diante disso, existe uma necessidade de se estabelecer um
meétodo de tipagem apropriado para diferenciar os isolados bacterianos dentro das
populacdes estudadas (TENOVER et al., 1995).
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Diferentes técnicas moleculares tém sido empregadas para identificacdo e
comparacdo de isolados bacterianos. Atualmente, a maioria destas técnicas se
baseia na analise do DNA, algumas delas utilizam a PCR e suas variacbes, como
RAPD, PCR-Ribotipagem, PCR-IS, MLVA, etc., importantes para a deteccdo de
rearranjos de algumas regides do genoma, monitoramento e distribuicdo dos
patdogenos (HUANG et al., 2002; LEAL et al., 1996; OLIVEIRA, 2006; PEREIRA et
al., 2002).

O RAPD é baseado no polimorfismo do DNA amplificado aleatoriamente, que
nao depende do conhecimento prévio da seqiéncia do genoma do organismo a ser
amplificada, ndo necessitando de primers direcionados a sequéncias especificas do
genoma. Envolve a utilizagdo de um unico primer, realizado em condi¢Bes de baixa
estringéncia, gerando fragmentos de diferentes tamanhos. Estes fragmentos
amplificados séo resultantes do anelamento do primer com sequéncias parcialmente
homélogas do DNA molde ou de variagdes dos segmentos de DNA resultado de
delecdes ou insercdes, modificando o tamanho das sequéncias de DNA (WELSH,;
MCCLELLAND, 1990; WILLIAM et al., 1990).

A PCR-ribotipagem baseia-se na amplificacdo da regido espacadora dos
genes ribossomais que codificam o rRNA 16S ou 23S. S&o construidos primers que
anelam nesta regido, gerando perfis que sao utlizados para identificacdo de
eubactérias e para subtipagem de muitos géneros bacterianos. Os genes
ribossomais tém sido Uteis na deteccdo do polimorfismo genético entre diferentes
bactérias. Existem de 2 a 11 coOpias do gene rRNA por célula bacteriana. A regiao
espacadora intergénica 16S-23S também codifica varios tRNA que favorece a
diferenciacao entre as bactérias (KOSTMAN et al., 1992).

As sequéncias de insercao (IS) sdo também utilizadas nos estudos de
tipagem molecular, pela capacidade de se inserir em multiplos sitios de uma
molécula alvo participando de rearranjos cromossdmicos, causando insercgoes,
delecdes e recombinacbes (HUANG et al., 2002; MOTIN et al., 2002). Em todo
genoma da Y. pestis, em cromossomos e plasmidios de viruléncia foram
encontrados multiplas copias de IS, 1S100 e 1S285 (DENG et al., 2002; PARKHILL et
al., 2001; SONG et al., 2004). Esses marcadores genéticos tém sido utilizados para
tipagem de cepas de Y. pestis em estudos epidemioldgicos (HUANG et al., 2002;
MOTIN et al., 2002).
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Alguns grupos tém utilizado o VNTR - variable number tandem repeat
(nimero varidvel de repeticdbes em tandem), como marcador molecular para
identificacdo das diferencas genéticas entre bactérias patogénicas (DE BENITO et
al., 2004; LE FLECHE et al., 2001). Estudos dos VNTRs s&o realizados pelo MLVA
(Multiple locus variant repeat analysis - Analise dos VNTRs) através da PCR e
baseiam-se na identificagdo do polimorfismo no tamanho dos fragmentos
amplificados, como resultado dos eventos de insercdo e delecdo dentro do VNTR
(DE BENITO et al., 2004; LE FLECHE et al., 2001; POURCEL et al., 2004).

Outro método utilizado na tipagem molecular é o PFGE (Eletroforese em Gel
de Campo Pulsado). Este método é considerado o padrdo ouro dos métodos de
tipagem molecular e baseia-se na separacdo de fragmentos de DNA obtidos por
digestdo dos cromossomos com endonucleases de restricdo, que cortam em
grandes fragmentos (DEN DUNNEN; VAN OMMEN, 1992).

Na eletroforese em gel de campo pulsado utilizam-se campos elétricos
alternados que forcam as moléculas de DNA a mudar continuamente de direcéo.
Esta separacéo é baseada no maior tempo que moléculas de maior dimenséao levam
a mudar de diregcdo de migracdo. Quanto maior for a molécula de DNA, maior é o
tempo necessario para a sua reorientacdo e é nesta diferenca dos tempos de
reorientacdo que se baseia a separacdo das moléculas. O parametro critico que
afeta a separacdo das moléculas € o tempo do pulso (duracdo da aplicacdo do
campo elétrico numa dada direcdo) (DEN DUNNEN; VAN OMMEN, 1992).

A preparacdo das moléculas de DNA para a aplicagdo da técnica de PFGE
envolve a imobilizacdo das células numa matriz de agarose, de modo a evitar
quebras néo especifica do DNA devido a agitacdo mecanica. A lise das células e a
extracdo e purificacdo do DNA realiza-se com as células oclusas na matriz de
agarose, seguindo-se a incubacé&o com a enzima de restricdo selecionada. Tem sido
descritos varios equipamentos e geometrias de eletrodos de modo a melhorar a
resolucado dos perfis dos macrofragmentos gerados por este tipo de eletroforese
(DEN DUNNEN; VAN OMMEN, 1992) (Figura 5).

Por ser uma técnica reprodutivel e com bom poder discriminatério (poder este
que pode ser aumentado pela utilizagdo em simultdneo de varias enzimas que
reconhecem sequéncias raras), tem sido muito utilizada em estudos epidemiolégicos
e na distincédo de isolados clinicos das mais variadas espécies bacterianas, incluindo

os membros da familia Enterobacteriaceae, Enterococcus spp, Pseudomonas
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aeruginosa, Candida spp dentre outros. Quando confrontado com informacoes
epidemioldgicas e outros métodos de tipagem, PFGE tem demonstrado um alto
poder discriminatério, sendo comparavel ou superior a outras técnicas disponiveis
(OLIVE; BEAN, 1999; HUANG et al., 2002). No entanto, estudos com Y. pestis ainda
S&o restritos.

A eletroforese em gel de campos alternados (PFGE) tem sido aplicada a uma
ampla gama de microrganismos, entretanto, isolados néo relacionados de alguns
patbgenos como MRSA (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina),
Haemophilus influenzae tipo b, e Escherichia coli O157:H7, por representarem
subgrupos geneticamente restritos, podem mostra-se indistinguiveis por PFGE.
Perfis eletroforéticos indistinguiveis indicam a mesma origem clonal.

Perfis eletroforéticos com duas ou trés bandas distintas indicam isolados
estreitamente relacionados. Perfis eletroforéticos com quatro a seis bandas distintas
indicam isolados possivelmente relacionados. Perfis eletroforéticos com sete ou mais
bandas distintas indicam que os isolados ndo sdo relacionados. Os critérios
interpretativos mais utilizados séo os descritos por Tenover e colaboradores (1995).

As limitagdes do PFGE resultam do fato de ser uma técnica que exige
experiéncia na sua aplicacdo, € dispendiosa e extensa, exige ainda equipamento
especifico para eletroforese de campo pulsado e enzimas de restricdo que s&o
aplicadas em elevada concentracao.

Huang et al. (2002) realizaram uma investigacdo epidemiolégica baseada na
variabilidade genética de isolados dos Estados Unidos por PFGE e RFLP com
sondas 1S100 e 1S285. Foram analisadas 37 cepas de Y. pestis com um unico
ribotipo, registrados entre 1939 e 1998 de pacientes, animais e pulgas. As 37 cepas
foram divididas entre 26 padrdes através do PFGE, 16 padrdes através do RFLP
com a sonda IS100 e quatro padrées com a sonda 1S285. De todos os métodos que
foram testados, o PFGE mostrou-se com maior grau de variabilidade, maior
capacidade discriminatoria entre as cepas estudadas e pode, consequentemente,

melhorar os estudos epidemioldgicos relacionados a origem de novas cepas.
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Figura 5. Esquema representativo da eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE).
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2 JUSTIFICATIVA

A peste € considerada atualmente pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) como uma doenga reemergente e classificada como doenga de notificacao
Classe I, de acordo com o Regulamento Sanitario Internacional (RSI) vigente, o que
exige vigilancia permanente dos focos. Ainda constitui um problema de Saude
Plblica, porque persiste em varios focos naturais, em paises da Africa, Asia e do
Continente Americano. No Brasil, a incidéncia de peste humana e a ocorréncia de
epizootias declinaram nas areas de foco; entretanto, atividade residual de peste tem
sido detectada nos animais sentinelas, exigindo vigilancia permanente dos focos
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2004).

Cepas de Y. pestis com novas caracteristicas (multiresistentes) e novos
ribotipos foram identificadas em alguns paises (GALIMAND et al.,, 1997) o que
podera também ocorrer nos focos brasileiros. Diante da plasticidade do seu genoma,
a identificacdo de novos marcadores, capazes de evidenciar diferencas entre cepas
provenientes dos diversos focos, disseminados em numerosos paises, tem interesse
epidemiolodgico, porque tornaria possivel detectar a introdu¢cdo de uma cepa nova
em um foco ou um pais a partir de outros focos ou ainda na eventualidade de
atividade de bioterrorismo.

O surgimento de cepas de Y. pestis multirresistentes a drogas e a recente
preocupacao com acdes de bioterrorismo (INGLESBY et al., 2000) renovam o
interesse em técnicas de tipagem dos isolados de Y. pestis para rastreamento de
cepas e para determinar a origem dos isolados.

Os métodos fenotipicos de tipagem da Y. pestis mostram uma espécie muito
homogénea, com apenas um sorotipo, um fagotipo e trés biotipos. Estes biotipos
ndo se distinguem quanto ao poder patogénico ou a forma clinica da doencga, mas
apresenta uma distribuicdo geografica caracteristica, sendo por isto considerado
variedades regionais e associados a cada uma das pandemias do passado.

No entanto, essas informacdes fenotipicas sdo insuficientes para rastrear a
origem de uma cepa ou o surgimento de novos clones. Diante disto, varios métodos
moleculares foram avaliados para tipagem intraespecifica da Y. pestis.

O Departamento de Microbiologia do CPgAM/FIOCRUZ desenvolveu

diferentes estudos utilizando cepas brasileiras de Y. pestis, através de distintas
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técnicas moleculares: perfil protéico, perfil plasmidial, PCR-ribotipagem, RAPD,
RFLP-1S100. Os métodos utilizados apresentaram um baixo poder discriminatdrio,
revelando na maioria das vezes um padrao gendmico idéntico entre cepas oriundas
de diferentes fontes e local de isolamento, demonstrando incoeréncia para sua
aplicacdo em estudos epidemiologicos. Diante disso, o Servico de Referéncia em
Peste ainda ndo possui um sistema de tipagem adequado ao estudo das cepas
brasileiras de Y. pestis. O desenvolvimento de um sistema de tipagem adequado
permitira planejar e implementar medidas de controle.

O PFGE permite agrupar os isolados, evidenciando as variacdes gendmicas,
importantes nas investigacfes epidemiologicas. Essa técnica é considerada o
padrdao ouro dos métodos de tipagem molecular, sendo altamente discriminatéria e
vélida para muitos patdgenos bacterianos, inclusive Y. pestis de outros focos do
mundo. Embora seja um método bastante utilizado para tipagem epidemioldgica de
muitas bactérias, estudos relacionados com a Y. pestis ainda séo limitados.

De acordo com a variabilidade dos padrbes de restricdo e o0 alto poder
discriminatorio, a técnica PFGE pode ser utilizada para diferenciacdo e analise de

novos isolados.
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3 PERGUNTA CONDUTORA

Qual a eficacia da técnica de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado
para tipagem molecular das cepas de Y. pestis isoladas no Nordeste

brasileiro?
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4 HIPOTESE

A Eletroforese em Gel de Campo Pulsado € uma técnica eficaz para tipagem

molecular das cepas de Y. pestis isoladas no Nordeste brasileiro.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

» Realizar tipagem molecular de cepas brasileiras de Y. pestis atraves

da técnica de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE).

5.2 Objetivos Especificos

» Padronizar o PFGE para tipagem molecular de cepas de Y. pestis
isoladas no Nordeste do Brasil;

» Avaliar se o0 PFGE ¢é eficaz na discriminacdo das cepas brasileiras de
Y. pestis;

» Correlacionar os padroes PFGE obtidos entre as cepas de Y. pestis
com os dados epidemioldgicos conhecidos (fonte de isolamento,

periodo e hospedeiro).
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Cepas de Y. pestis e condi¢cdes de crescimento

Foram estudadas 43 cepas de Y. pestis, sendo 36 para a padronizacao da
técnica do PFGE (Tabela 2). A avaliacdo do PFGE envolveu 22 cepas de Y. pestis
obtidas antes e durante o surto de peste no Estado da Paraiba (ALMEIDA et al.,
1985; 1989). As cepas foram isoladas de diferentes hospedeiros (homem, roedores
e pulga) e periodos, tabela 2. Estas cepas estavam mantidas na bacterioteca do
Servigco de Referéncia em Peste (SRP) do Departamento de Microbiologia do Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhdes/CPgAM-Fiocruz.

As cepas foram reativadas para os trabalhos em caldo BHI — Brain Heart
Infusion Broth (Difco) (Figura 6A), acondicionadas a 28°C por 24h e em seguida

plagueadas em meio BAB — Blood Agar Base (Difco).

6.2 Teste com o bacteri6fago

A prova de identificacdo das cepas de Y. pestis foi realizada utilizando o
bacteriéfago especifico antipestoso. Todas as cepas positivas para Y. pestis sao
lisadas pela acdo do bacteriofago (Figura 6B). Apds 48 a 72 horas de cultivo em
placa, duas ou trés colénias com morfologia caracteristica de Y. pestis foram
repicadas individualmente em caldo BHI e incubadas a 28T por 24 horas. Uma
aliquota de cada crescimento em BHI foi plaqueada em BAB e em local demarcado
da placa foi adicionado o bacteriéfago, seguido de incubacéo a 28<C. A sensibilidade
ao fago é caracterizada por um halo de lise visualizado apds 18-24h no local onde o

fago foi adicionado (Figura 6B).
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Tabela 2. Caracteristicas das cepas de Y. pestis estudadas.

CEPAS ORIGEM

FONTE MUNICIPIO SITIO ANO

P.PB 817* (OF] Natuba-PB Estivas 1979
P.PB 820* BL Natuba-PB Taua 1979
P.PB 843* BL Natuba-PB Salgadinho 1980
P.PB 851* BL Natuba-PB Gité 1980
P.PB 860* BL Salgado de Sao Félix -PB Engenho Covao 1982
P.PB 862 H Solénea-PB Pedra D’Agua 1986
P.PB 864 RR Solénea-PB Pedra D’'Agua 1986
P.PB 866 RR Solanea-PB Valério 1986
P.PB 867* BL Solénea-PB Lagoa do Serrote 1986
P.PB 868* BL Solanea-PB Cinco estrelas 1986
P.PB 869* HS Solanea-PB Pedra D’agua 1986
P.PB 870 BL Solanea-PB Pedra D’agua 1986
P.PB 871* BL Solanea-PB Pedra D’agua 1986
P.PB 872 BL Solanea-PB Cinco Lagoas 1986
P.PB 873* (OF] Solanea-PB Sete Lagoas 1986
P.PB 874 RR Solanea-PB Bacalhau 1986
P.PB 876* RR Solénea-PB Cinco Lagoas 1986
P.PB 877* RR Solénea-PB Cinco Lagoas 1986
P.PB 878* oS Solanea-PB Bacalhau 1986
P.PB 879* (O] Solénea-PB Pedra D'agua 1986
P.PB 880* (OF] Solanea-PB Bacalhau 1986
P.PB 881* H Remigio-PB Serrinha 1986
P.CE21* H Ipu-CE Baixinha 1982
P.CE 882* H Ipu-CE Ipuzinho 1997
P.EXU 554* H Séo Benedito-CE Pimenteira 1971
P.EXU 15* H Exu-PE Retiro 1966
P.EXU 16* H S&o José do Belmonte-PE Minador 1966
P.EXU 248* H S&o José do Belmonte-PE Baixa Verde 1968
P.EXU 249* H S&o José do Belmonte-PE Bananeira 1968
P.EXU 292* H S&o José do Belmonte-PE Mata Redonda 1968
P.EXU 312* H Exu-PE Badreci 1969
P.EXU 334* H Exu-PE Gamba 1969
P.EXU 340/ H Ipubi-PE Serra Antdnio Barbosa 1969
P.EXU 351* H Triunfo-PE Batinga 1969
P.EXU 674* H Exu-PE Brejo de Santo Inacio 1974
P.EXU 738* H Araripina-PE Cansancao 1975
P.EXU 769* H Ipubi-PE Cacimbinha 1975
P.EXU 771* H Araripina-PE Serra Antdnio Domingo 1975
P.EXU 781* H Granito-PE Catumbi 1975
P.EXU 788* PJ Araripina-PE Alto Alegre 1977
P.EXU 825* PJ Tacaimbd-PE Paulista 1979
P.EXU 827* PJ Séo Caetano-PE Campo Alegre 1979
P.EXU 841* H Manaira-PB Fazenda 1979

OS: Orysomys subflavus; BL: Bolomys lasiurus; RR: Rattus rattus; H: humano; HS: Holochilus sciureus; PJ:

Polygenis jordani *Cepas utilizadas para padronizacdo
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Figura 6. Caracteristicas de crescimento e lise da Y. pestis . A — Crescimento da bactéria
Y. pestis em meio BHI (Brain Heart Infusion); B — A¢céo do bacteriéfago ocasionando lise nas
células das bactérias da Y. pestis (seta), em meio BAB (Blood Agar Base).

Fonte: Almeida et al.(2003)

6.3 Padronizacao da Eletroforese em Gel de Campo Pu Isado — Sistema PFGE

para tipagem molecular de cepas brasileiras de Y. pestis

A técnica do PFGE foi padronizada de acordo com o protocolo desenvolvido
pelo CDC/Fort Collins — Colorado — USA, utilizado para tipagem molecular de
bactérias Gram-negativas (rede pulsenet). No entanto algumas modificacbes foram

realizadas nas diferentes etapas do procedimento.

6.3.1 Preparacgéao dos blocos de agarose (plugs) a partir de cultivo em Agar

Foram retiradas colbnias isoladas crescidas em placas de BAB por 48h e
preparado a suspensao bacteriana, medida em espectofotdbmetro com comprimento
de onda de 600nm e absorbéncia entre 0.9-2.0.

Os blocos de agarose (plugs), contendo a cultura, foram preparados em

concentracfes de 1% a 2% de agarose Low Melting (1%, 1,5% e 2%), em seguida
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foi testada a preparacdo com a agarose Seakem Gold (1%) e por fim a agarose da

Bio-Rad (1%, 1,5% e 2%). Para cada cepa, trés a quatro plugs eram preparados.

6.3.2 Lise celular nos plugs de agarose

A etapa de lise celular nos plugs de agarose foi realizada com proteinase K

(20mg/mL), variando o tempo de incubacgao entre 2 a 18 horas.

6.3.3 Lavagem dos plugs ap0s lise celular

As lavagens dos plugs apos lise celular foram feitas de acordo com protocolo
desenvolvido pelo CDC, sem modificagbes. Os plugs, quando nao clivados no
mesmo dia, eram estocados a 4C em TE (10mM Tris: 1 mM EDTA, pH 8,0).

6.3.4 Digestdo do DNA nos plugs de agarose com endonucleases de restricao

Durante a padronizacdo da técnica do PFGE para tipagem das cepas de Y.
pestis, foram analisadas as enzimas de restricao; Notl, Xbal e Ascl, usadas para
gerar padrdes genémicos de restricdo. Para a anélise com a enzima Notl foi testada
a concentracdo de 10U, com incubacao variando de 6, 18 e 21 horas a 37C em
banho-maria. Para a enzima Xbal, foram testadas as concentracdes de 10U, 20U e
40U, com tempo de incubacao entre 4, 18 e 21 horas a 37C. A enzima Ascl foi

avaliada com concentra¢cdes de 10U e 20U por 18 horas a 37C.
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6.3.5 Lavagens dos plugs de agarose apoés a digestdo com as endonucleases de

restricdo

As lavagens dos plugs de agarose, para retirada do excesso das enzimas de
restricdo, foram realizadas com tamp&o TBE 0,5x por quatro vezes durante duas
horas a temperatura ambiente. E também foi testada uma lavagem de 10 minutos,
apenas uma vez, a temperatura ambiente com tampédo TBE 0,5x preparado com

agua miliQ autoclavada.

6.3.6 Montagem do gel de agarose

A etapa de montagem do gel de agarose para corrida eletroforética foi
realizada inicialmente com agarose Low Melting (Invitrogen) a 1% em TBE 0,5x. Em
seguida, avaliou-se a agarose Pulsed Field Certified da Bio-Rad a 1%, e por fim foi

testada a agarose Seakem Gold a 1%.

6.3.7 Condicdes de eletroforese usando o sistema CHEF DR Il (Bio-Rad)

Para a padronizacdo das condi¢cdes eletroforéticas foi utilizado o sistema
CHEF DR Il (Countour-Clamped Homogeneous Eletric Fields/Bio-Rad). O pulso
inicial para separacédo das bandas menores variou de 1.8s-2.2s e o pulso final para
separacao das bandas maiores variou entre 18.7s-35.1s. A miliamperagem utilizada
para as corridas ficou compreendida de 4.5V/cm-6.0V/cm, correspondendo,

aproximadamente a 140-300V. O tempo de corrida variou de 18 horas a 21 horas.
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6.3.8 Coloracao e documentagéo do gel de agarose

ApOs a corrida, o processo de visualizacdo e digitalizacdo das bandas foi feito
de acordo com o protocolo desenvolvido pelo CDC, sem modificacdes. Os geéis
foram corados com brometo de etideo (Img/mL) e as imagens foram capturadas sob
iluminagcdo UV usando o 1D Image Analysis software, versdo 3.5 (Kodak Digital
Science). O DNA do S. aureus ATCC 25923 digerido com Smal foi utilizado como
padrdo interno para estudos comparativos e o Lambda Ladder PFG Marker (New
England BioLabs) foi empregado como marcador de peso molecular.

6.3.9 Analise dos dados do PFGE

As cepas de Y. pestis foram distribuidas em grupos de cepas idénticas ou
relacionadas de acordo com o padréo de bandas produzidos. O esquema utilizado
por Tenover et al. (1995) foi empregado para diferenciar as cepas como
indistinguiveis (nenhuma banda de diferenga), intimamente relacionadas (1-3
bandas diferentes), possivelmente relacionadas (4-6 bandas de diferenca) e nao
relacionadas ou diferentes (mais que seis bandas de diferenca) (Tabela 3). Os
resultados obtidos também foram analisados em forma de dendrograma gerado
através do programa Bionumerics, desenvolvido pela Applied-Maths. O grau de
homologia entre as amostras tipadas pela técnica de PFGE, foi determinado pelo
coeficiente de Dice (DICE, 1945) e a correlacdo para agrupamento foi calculada por
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), com otimizacao de
0.40% e tolerancia de 1.5%.

6.3.10 Determinac&o do indice Numérico de Discriminacéo (D)

O poder discriminatorio do método de tipagem foi determinado de acordo com

o0 indice numérico descrito por Hunter e Gaston (1988). O valor D indica a
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probabilidade em que dois isolados, aleatoriamente selecionados, dentro da
populacdo testada, serdo classificados em diferentes tipos. A seguinte formula foi

utilizada:

s

1
b=1= mzn\f(m—l)

j=1

onde D = indice discriminatorio, s = numero total dos tipos diferentes, n; =
namero de isolados representando cada tipo e N = numero total de isolados na

amostra populacional.

Tabela 3. Classificacdo dos padrdes PFGE desenvolvi  do por Tenover et al. (1995).

Categoria NUmero de Numero de Interpretacao
bandas diferentes  eventos genéticos epidemiolégica
Indistinguivel 0 0 Isolados

pertencentes ao
mesmo surto

Intimamente 1-3 1 Isolados,

relacionadas provavelmente,
pertencentes ao

mesmo surto

Possivelmente 4-6 2 Isolados,

relacionadas possivelmente,
pertencentes ao

mesmo surto

Diferentes 27 23 Isolados nao
pertencentes ao

mesmo surto



RESULTADOS
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7 RESULTADOS

7.1 Padronizacao do sistema PFGE

A primeira parte deste estudo foi padronizar o sistema PFGE para tipagem
molecular das cepas brasileiras de Y. pestis. O protocolo padronizado para estudos

com as cepas de Y. pestis estdo descritos abaixo:

7.1.1 Suspensao, Lise Celular e Lavagem dos plugs

As células bacterianas foram ressuspendidas em tampdo de suspenséo
celular (CSB) (100mM Tris: 100mM EDTA, pH 8,0) e ajustada a absorbancia em 1,0
utilizando espectofotometro com comprimento de onda de 600nM. Foi acrescido em
400ul da suspensédo bacteriana, 400ul de agarose Bio-Rad 2% (1,0g de agarose,
47ml de TE e 5ml de SDS) para obtencao dos blocos de agarose (plugs) e 20ul de
Proteinase K. Posteriormente, os plugs, contendo as células bacterianas, foram
lisadas utilizando a solucéo de lise (50mM EDTA, pH 8,0 e 1% Sarcosyl + Proteinase
K) e incubados a 54T por 2 horas com constante e vigorosa agitacdo, para
liberacdo do material gendmico. Apds o periodo de incubacdo, os plugs foram
lavados, com agua miliQ e TE (10mM Tris: 1mM EDTA, pH 8,0) autoclavados e pré-
aguecidos. Esta etapa € importante para retirar 0 excesso da proteinase K. Quando

os plugs nao foram submetidos a digestao imediata foram estocados a 4C em TE.

7.1.2 Digestdo do DNA nos plugs de agarose com endonucleases de restricao

Para cada digestdo, foram utilizados 1/3 de cada plug formado apds corte
com bisturi. Um ou mais plugs foram submersos em 100uL do tamp&o de restricdo

IV 1x (New England Biolabs) por 10 min a 37°C. Posteriormente, o tampao de
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restricdo foi substituido por 100uL de tampé&o de restricdo IV 1x contendo 20U da
endonuclease Ascl (New England Biolabs) e incubado por 18h a 37°C. Inicialmente
foram usados para gerar padrées de restricAo gendmico nas cepas de Y. pestis trés
enzimas de restricdo; Notl, Xbal e Ascl. No entanto a enzima Ascl gerou um padréo
de bandas de mais facil analise pelo protocolo PFGE obtido para Y. pestis (Figura 7).
A reacdao foi interrompida pela substituicdo do tampé&o de restricdo por 200 uL de
tampéo TBE 0.5x (Tris 44.5 mM, acido borico 44.5 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) por 10

min a temperatura ambiente.

7.1.3 Eletroforese usando o sistema CHEF DR Ill (Bio-Rad)

A corrida foi realizada em gel de agarose 1% Seakem Gold em tampéo TBE
0,5X e realizada no sistema CHEF Il (Countour-Clamped Homogeneous Eletric
Fields/Bio-Rad) sob voltagem de 4,5V/cm a 14T por 21 horas. A agarose Seakem
Gold demonstrou melhor resolucdo dos padrbes de restricio que as demais
agaroses testadas. Esta agarose € utilizada em inumeros trabalhos relacionados
com o PFGE. Os pulsos da corrida eletroforética que melhor separaram as bandas
digeridas com a Ascl foi 1.8s para separacao dos fragmentos pequenos e 18,7s para
separacao dos fragmentos maiores.

O tamanho dos fragmentos de restricdo foi determinado por comparagcao com
o0 marcador de peso molecular DNA Ladder PFG (Figura 7). Os fragmentos foram
fotografados apds coloracdo do gel com solucdo de brometo de etidio (Img/ml),
visualizados em transiluminador de UV e digitalizados pelo 1D Image Analysis

software, versao 3.5 (Kodak Digital Science) em camara Kodak.

7.2 Avaliacao do sistema PFGE na tipagem molecular  das cepas brasileiras de

Y. pestis

O padrédo da macrorestricdo gendmica obtido pela Ascl, gerou bandas que

abrangeram de 17-24 fragmentos, sendo considerado apenas os fragmentos entre



Barros, MPS adronizacdo e Avaliacdo da técnica de eletrofareke.

~48.5 e ~300kb para comparacao entre os perfis obtidos (Figura 8). Observando
uma similaridade de ~70% foram identificados dois ramos distintos. Ao considerar
uma similaridade de 80%, oito grupos foram obtidos, denominados de A-H. O
primeiro ramo abrangeu sete amostras de Y. pestis distribuidas em dois grupos
denominados de A e B, com apenas uma amostra isolada de humano. Neste ramo
apenas uma cepa nao foi isolada durante o surto de 1986. O segundo ramo
abrangeu 15 amostras, onde quatro foram isolados antes do surto de 1986, entre
elas 14 foram isoladas de roedores e apenas uma foi isolada de humano (Figura 8).
Neste ramo, 13 perfis foram distribuidos em seis grupos (C-H) por diferirem em pelo
menos uma banda. Este grupo compreendeu o maior nimero de isolados. Apenas
um grupo (H), incluiu apenas uma amostra.

A técnica do PFGE distribuiu as 22 cepas de Y. pestis isoladas antes e
durante o surto de 1986, de cinco hospedeiros e treze sitios dentro do foco da
Borborema em oito grupos e 19 subgrupos (Tabela 4). Resultando em um indice
discriminatorio de 0.93.

A similaridade de 95% subdividiu os grupos em 19 gendtipos, diferenciando-
se em pelo menos em uma banda. Estes gendétipos foram classificados em
subgrupos de acordo com o grupo pertencente: A1-A4 (grupo A); B1-B2 (grupo B);
C1-C3 (grupo C); D1-D2 (grupo D); E1-E2 (grupo E); F1-F2 (grupo F); G1-G3 (grupo
G) e H (grupo H) (Figura 8, Tabela 4).

As amostras de Y. pestis isoladas de Oryzomys subflavus foram incluidas em
dois grupos (A e D), subtipados em quatro subgrupos (Al, A3, D1, D2). Os isolados
de Rattus rattus foram distribuidos em cinco grupos e subgrupos (A2, B1, C2, F1,
G2) e os isolados de Bolomys lasiurus foram incluidos em 6 grupos (B, C, E, F, G,
H) e subtipados em oito subgrupos (B2, C1, C3, E1, F1, G1, G3, H). O isolado de
Holochilus sciureus foi incluido num dnico subgrupo F2. Os isolados de humanos
foram incluidos em dois grupos distintos (A4 e E2) (Figura 8, Tabela 4).

O grupo A contém cinco isolados (P.PB 817, P.PB 862, P.PB 877, P.PB 878 e
P.PB 880), onde trés foram obtidos durante o surto ocorrido em 1986 e apenas um
foi isolado antes do surto, em 1979. Além disso, essas amostras foram obtidos em
diferentes sitios (Bacalhau, Cinco Lagoas, Estivas e Pedra d’Agua) pertencentes aos
municipios de Solanea e Natuba. Os padrdes obtidos entre essas amostras foram

diferenciados por apenas uma banda (Figura 8, Tabela 4).
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O grupo B incluiu duas cepas (P.PB 864 e P.PB 867) isoladas durante o surto
de 1986, a partir de dois hospedeiros (R. rattus e B. lasiurus) dos sitios Pedra
d’agua e Lagoa do Serrote do municipio de Solanea. Os padrbes obtidos entre
essas amostras foram diferenciados por apenas duas bandas (Figura 8, Tabela 4).

O grupo C abrangeu trés amostras (P.PB 868, P.PB 870 e P.PB 874) isoladas
de dois hospedeiros (R. rattus e B. lasiurus) e nos sitios (Pedra d’agua, Bacalhau e
Cinco Estrelas) do municipio de Solanea. Essas cepas se diferenciaram por uma
banda ausente apenas na cepa P.PB 868 (Figura 8, Tabela 4).

O grupo D compreendeu duas cepas (P.PB 873 e P.PB 879) obtidas de um
mesmo periodo (1986) e da mesma espécie de roedor (O. subflavus), porém em
diferentes sitios (Sete Lagoas e Pedra d’agua) do mesmo municipio (Solanea). Estas
amostras apresentaram trés bandas diferenciadas (Figura 8, Tabela 4).

O grupo E compreendeu duas cepas (P.PB 820 e P.PB 881) isoladas a partir
de dois hospedeiros, um roedor (B. lasiurus) e humano, respectivamente. As
amostras foram obtidas de diferentes sitios (Taua e Serrinha) e diferentes municipios
(Natuba e Remigio). Estas cepas apresentaram trés bandas diferentes entre si
(Figura 8, Tabela 4).

O grupo F incluiu trés cepas (P.PB 843, P.PB 869 e P.PB 876) isoladas de B.
lasiurus, R. rattus e H. sciureus. Estas amostras foram obtidas em periodos
diferentes, P.PB 843 em 1980 e P.PB 869 e P.PB 870 em 1986, dos sitios
(Salgadinho, Cinco Lagoas e Pedra d’agua) e municipios (Natuba e Solanea). Essas
cepas se diferenciaram pela presenca de uma banda apenas na cepa P.PB 843
(Figura 8, Tabela 4).

O grupo G compreendeu quatro cepas (P.PB 851, P.PB 860, P.PB 866 e
P.PB 872), duas destas cepas (P.PB 851 e P.PB 860) foram isoladas antes do surto
(1980 e 1982, respectivamente) e as outras cepas durante o surto. A bactéria foi
isolada de dois hospedeiros, trés cepas a partir do B. lasiurus e uma do R. rattus, e
de diferentes sitios (Gitd, Engenho do Covéao, Valério e Cinco Lagoas) e municipios
(Natuba, Salgado de S&o Félix e Solanea). Estas cepas apresentaram trés bandas
diferentes entre si (Figura 8, Tabela 4).

O grupo H, gquando analisado com 95% de similaridade, apenas incluiu uma
amostra (P.PB 871) isolada durante o surto de peste (1986), de B. lasiurus e no sitio

de Pedra d’agua, no municipio de Solanea.
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Entre as 22 cepas analisadas, seis amostras foram enquadradas em trés
perfis genotipicos (Al, F1 e G1) (Figura 8). No grupo A, as amostras P.PB 878 e
P.PB 880 foram agrupadas no mesmo perfil Al, isoladas de um mesmo roedor, do
mesmo sitio e durante o periodo do surto em 1986. No grupo F, as amostras P.PB
843 e P.PB 876 agruparam em unico perfil F1, isoladas do roedor B. lasiurus e R.
rattus, do sitio Salgadinho e Cinco Lagoas e de diferentes periodos, 1980 e 1986,
respectivamente. No grupo G, as amostras P.PB 851 e P.PB 860 agruparam no
mesmo perfil G1, isoladas do mesmo roedor B. lasiurus, em sitios Gitd e Engenho
Covéo, e em periodo anterior ao surto (1980 e 1982), respectivamente (Figura 8,
Tabela 4).

-—
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Figura 7. PFGE em gel a 1% de agarose Seakem Gold em tampdo TBE 0,5X,
clivado com a enzima Ascl e realizada no sistema CHEF Ill sob voltagem de
4,5V/cm a 14T por 21 horas: L - DNA Ladder PFGE (Kb), 1 — P.PB 873, 2 — P.PB
877,3-P.PB 878,4 - P.PB 879,5 - P.PB 880, 6 — P.PB 843, 7 - P.PB 851, 8 — P.PB
860, 9 — P.PB 866, L - DNA Ladder PFGE, 10 — P.PB 867, 11 — P.PB 869, 12 — P.PB
876. 13 - P.PB 817. 14 - P.PB 820. 15 - P.PB 864. 16 — P.PB 871. 17 - P.PB 872. L -
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Dice {Opt0.40%) (Tol 1 5%-15%) (H>0.0% S»0.0%) [0.0%-100.0%)
Tipagem PFGE Tipagem PFGE

;1 ) ﬂ“] . 878 198 OS  Bacalhau  Af
4[ [0 80 1986 05 Bacahau Al
: 2 . 877 198 RR  Cincolagoas A2
A i 817 1979 0OS  Estvas A3
Huma. Pedra d' égua Ad
BL  Lagoa do Ser.B2
______________________________________________________________________ o e diqus 01
RR  Bacahau C2

BL Cinco Estrel. C3

W 673 198OS Sefelagoes DI
||"|-|Iil|l| 879 OS  Pedra d'agua D2

Huma. Serrinha E2

BL  Salgadinho F1
RR  Cinco Lagoas F1

_______________ S R 9 1o M Pedadigua P2
» R et 1980 BL GitS G
||||.- 860 1982 BL  EngenhoCa. G1

866 1986 RR  Valério G2
872 1986 BL  Cinco Lagoas G3

871 1986 BL  PedradaguaH

Figura 8. Dendrograma gerado pela analise do PFGE u  sando o Dice/lUPGMA (Bionumerics /
Applied Maths). O DNA cromossbémicodos 22 isolados foram clivados com a endonuclease de
restricdo Ascl. Os padrBes foram ordenados do mais similar (de cima para baixo) a0 menos
similar. Os perfis sdo marcados a esquerda com numeros e os clusters, a 80% de similaridade,
séo descritos com letras do alfabeto.
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Tabela 4. Caracteristicas das cepas de
peste no Estado da Paraiba analisadas pelo PFGE.

Y. pestis isoladas antes e durante um surto de

Cepas Origem Perfil
Genotipico
P PB 866 RR Bor;)Fc))é()ama Solanea Valério 1986 G2
P PB 869 HS Bort()glrae)ma Solanea Pedra D’agua 1986 F2
P PB 870 BL Borl(JF?Sma Solanea Pedra D’agua 1986 C1
P PB 872 BL Borgzt’)é()ama Solanea Pedra D’agua 1986 G3
P PB 871 BL Bor(b;;:ma Solanea Cinco Lagoas 1986 H
P PB 873 oS Bor(th))é()ama Solanea Sete Lagoas 1986 D1
P PB 876 RR Bor(th’)S:ma Solanea Cinco Lagoas 1986 F1
P PB 877 RR Bor;)F?é()ama Solanea Cinco Lagoas 1986 A2
P PB 879 oS Bor(th’)é()ama Solanea Pedra D’agua 1986 D2
P PB 881 H Bor(b;;:ma Remigio Serrinha 1986 E2
P.PB 862 H Borborema Solanea Pedra D’Agua 1986 A4
P.PB 864 RR Bor(th))?zzma Solanea Pedra D'agua 1986 Bl
P.PB 880 oS Bor(bF:)?()ama Solanea Bacalhau 1986 Al
P.PB 874 RR BorgaF:)?()ama Solanea Bacalhau 1986 C2
P.PB 868 BL Bor(bF:)?z:ma Solanea Cinco estrelas 1986 C3
P PB 817 (ON) BorzbE)Z(;ama Natuba Estivas 1979 A3
P PB 820 BL Bor(th’);:ma Natuba Taua 1979 El
P.PB 860 BL Borborema  Salgado de S&o Engenho Covéao 1982 Gl
(PB) Félix
P.PB 867 BL Borborema Solanea Lagoa do Serrote 1986 B2
P.PB 843 BL Bor(bF:)?z:ma Natuba Salgadinho 1980 F1
P.PB 851 BL BorgaF())?()ama Natuba Gité 1980 Gl
P.PB 878 oS BoerZoZ%ma Solanea Bacalhau 1986 Al

OS: Orysomys subflavus; BL: Bolomys lasiurus; RR: Rattus rattus; H: humano; HS: Holochilus sciureus.
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8 DISCUSSAO

A proposta do presente trabalho foi padronizar e avaliar uma ferramenta
molecular para ser aplicada em estudos epidemiologicos de cepas brasileiras de Y.
pestis. Algumas bactérias patogénicas, como a Y. pestis, s80 geneticamente muito
homogéneas, apresentando dificuldades para a discriminacdo das cepas
(ACHTMAN et al.,, 1999). A caracterizacdo dos isolados é de fundamental
importdncia em estudos epidemiolégicos, que auxilia no rastreamento e
disseminagéo do patogéno (TENOVER et al., 1995).

Um sistema de tipagem especifico e eficiente € de importancia fundamental
para uma investigacdo epidemioldgica. Importantes decisdes de saude publica a
respeito das instituicdes de medidas preventivas séo baseadas, primeiramente, em
dados de tipagem molecular (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 1995).

Varios métodos baseados na biologia molecular para tipagem de Y. pestis ja
foram previamente descritos; PCR-ribotipagem, RAPD, RFLP-1S100, Southern blot
(GUIYOULE et al., 1997; HUANG et al., 2002; LEAL, 1998; LUCIER; BRUBAKER,
1992;). Até o momento, os resultados obtidos com técnicas para tipagem de cepas
brasileiras de Y. pestis indicaram apenas isolados homogéneos, demonstrando a
baixa aplicabilidade desses métodos para estudos epidemiolégicos de cepas de Y.
pestis isoladas em nossa regiao (LEAL, 1998; SOBREIRA, 2002).

Entre muitos métodos moleculares avaliados para tipagem molecular
bacteriana, a andlise da macrorestricdio pelo PFGE tem mostrado ser,
particularmente atil para o agrupamento e diferenciacdo de muitas bactérias
patogénicas; Escherichia coli (BARRETT et al, 1994), Campylobacter
(FITZGERALD et al., 2001), Vibrio cholerae (MAHALINGAM et al., 1994). Embora, a
sensibilidade e o poder discriminatorio do PFGE dependam do organismo a ser
analisado e a enzima de restricdo usada, a alta relevancia epidemiolégica tem feito
desta técnica o “padrao ouro” para tipagem de muitas bactérias patogénicas;
Salmonella typhi (NAIR et al.,, 1994), Yersinia enterocolitica (NAJDENSKI et al.,
1994), Staphylococcus aureus (TENOVER et al., 1995), E. coli (DAVIS et al., 2003).

Os protocolos padroes de PFGE sao realizados em torno de cinco a seis dias
(GOERING; WINTERS, 1992; MATUSHEK et al., 1996). Esta € a primeira descri¢cao
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da aplicacdo do PFGE em cepas brasileiras de Y. pestis e que o resultado € obtido a
partir de um protocolo realizado em 72 horas. Além disso, este método de tipagem
conseguiu demonstrar padrdes gendmicos variaveis que contribuiram para analise e
reconhecimento do genoma dessa espécie em estudos posteriores.

A primeira etapa deste estudo foi padronizar e desenvolver um protocolo de
analise epidemioldgica para cepas brasileiras de Y. pestis, antes consideradas como
cepas homogénas e indistinguiveis pela analise de outros métodos moleculares. Um
protocolo padronizado de PFGE para tais estudos sera atil na compreenséao e
controle da expansdo da peste. O desenvolvimento e a padronizagdo deste
protocolo consistiram em uma completa otimizacado dos reagentes e das condigbes
de reacdo, para assegurar que este método obtivesse resultados consistentes e
reprodutiveis.

Durante a padronizacdo foram analisadas 36 cepas de Y. pestis isoladas de
diferentes fontes, locais e datas de isolamento para adequar os padrdoes e
reprodutibilidade da técnica. Em seguida, a analise do PFGE analisou 22 cepas de
Y. pestis, isoladas antes e durante um surto ocorrido em 1986 no estado da Paraiba.
O PFGE permitiu distribuir essas cepas de Y. pestis, de um grupo homogéneo obtido
de quatro municipios do estado da Paraiba, em diferentes padrbes de
macrorestricdo. Diante desses resultados foi possivel diferenciar as cepas de Y.
pestis isoladas antes e durante o surto de peste. Foi observado que o PFGE pode
facilitar a tipagem molecular das cepas brasileiras de Y. pestis e o estudo
epidemioldgico, porque permite analisar todo o genoma do organismo, ndo apenas
regides especificas do genoma bacteriano.

Entretanto, foi possivel estabelecer uma relacdo genética e epidemioldgica
entre as amostras analisadas, apesar do PFGE ter gerado padrdes diferentes entre
as cepas de Y. pestis. O grau de identidade genética detectada entre os isolados,
quando considerado 80% de similaridade, foi alto, j& que pertenceram a mesma
localizagcdo, mesmo biovar (Orientalis) e mesmo foco (Borborema). Além disso,
algumas cepas isoladas no periodo anterior ao surto foram enquadradas no mesmo
grupo genotipico de cepas isoladas durante o surto de 1986, onde € possivel que
estas amostras de 1986 sejam recorrentes dos isolados de 1979, 1980 e 1982. Esta
relacdo sugere a permanéncia de clones circulando na regido, em épocas anteriores

ao surto, mesmo depois de alguns anos de quiescéncia da peste.
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Embora o padrédo PFGE das 22 cepas analisadas antes e durante o surto de
1986, tenha gerado 19 gendtipos, estas amostras sao consideradas relacionadas
geneticamente, pois apresentaram no maximo trés bandas que as diferenciam uma
da outra. Segundo Tenover et al. (1995), isolados bacterianos diferenciados por um
simples evento genético (mutacdo pontual, ou insercdo, ou delecdo de DNA),
refletindo uma diferenca de uma a trés bandas, s&o intimamente relacionadas,
consequentemente, isolados pertencentes ao mesmo surto.

Além disso, estudos anteriores com cepas de Y. pestis pelo PFGE,
demonstraram que variagcdes de duas a trés bandas sdo observadas apenas em
cepas da mesma espécie quando estas sao cultivadas repetidamente ou repicadas
multiplas vezes, mas de uma mesma origem (HUANG et al.,, 2002). O indice
discriminatorio para o PFGE foi de 0,93. Segundo Hunter e Gaston (1988), um indice
maior que 0.90 pode ser interpretado como confiante e por isso desejavel.

Os resultados obtidos pelo PFGE também demonstraram que as cepas
responsaveis pelo surto de 1986 pertenceram ao mesmo grupo genético das cepas
isoladas em periodo anterior ao surto na Paraiba e que estes mesmos clones
circulam no homem e em diferentes espécies de roedores (O. subflavus, B. lasiurus,
R. rattus, H. sciureus). Uma possivel explicacdo estaria relacionada ao ciclo
epidemioldgico da peste, que € uma zoonose de roedores, e que o homem se
contamina ao se expor ao ecossistema da infeccdo (PERRY; FETHERSTON, 1997).

Das 22 cepas analisadas, ~ 41% foram isoladas do B. lasiurus, roedor
considerado o principal responsavel pelo epizootizacdo da peste nos focos do
nordeste do Brasil (BALTAZAR, 2004). As cepas isoladas de humano foram
agrupadas, juntamente, com cepas originarias de roedores, por provavelmente,
estas cepas terem participado do ciclo da peste neste surto. Resultados anteriores
(OLIVEIRA, 2006) reforcam os achados obtidos neste estudo, com as cepas de Y.
pestis isoladas durante o surto de 1986, quando investigadas com outra ferramenta
molecular, o MLVA, através da analise de seis loci VNTRs. O MLVA permitiu
distribuir as 19 cepas do surto de 1986 em seis perfis genotipicos que foram
encontrados nas cepas de alguma espécie de roedor, e as cepas de origem humana
foram enquadradas em dois perfis. Estes dois perfis também foram encontrados no
B. lasiurus.

O MLVA em Y. pestis (OLIVEIRA, 2006) e o PFGE deste estudo permitiram

encontrar o mesmo perfil genotipico em cepas isoladas de diferentes sitios e
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municipios e por outro lado, cepas originadas da mesma fonte como as dos R. rattus
com grande variedade de perfis genotipicos. A identificacdo de diferentes gendtipos
em cepas isoladas de uma mesma area geografica, ano e fonte de isolamento
sugere que populacdes distintas de Y. pestis circulavam na érea de foco durante o
surto de 1986.

LEAL et al. (1999, 2000) e LEAL-BALBINO et al. (2004, 2006) observaram
alteracdes no genoma (plasmidiais e cromossomais) em cepas brasileiras de Y.
pestis quando estocadas e manipuladas no laboratdrio. Em vista disso, pode-se
supor gque as variacdes observadas nas cepas do surto da Paraiba poderiam ter sido
resultado de alteracdes in vitro. No entanto, analises realizadas por Oliveira (2006)
através do VNTR em cepas parentais e nas culturas derivadas das cepas P.CE 882,
P. Exu 340 e P. Peru 375 néo detectou modificagbes nesses loci, demonstrando que
nao houve variacdes in vitro.

Embora o mecanismo de diversidade genética ainda permaneca obscuro, 0s
resultados obtidos neste estudo, bem como outros (NAJDENSKI et al., 1994),
indicam que o0 genoma da Y. pestis € geralmente instdvel ao nivel de macrorestri¢ao.
Esta variabilidade pode ser util para determinacdo precisa da origem de uma cepa
(HUANG et al., 2002). O sequenciamento completo do genoma da cepa CO92 de Y.
pestis sugere que esta variabilidade em padrdes de restricdo pode ser devido a
presenca de diferentes sequéncias de insergdes presentes em todo o genoma da Y.
pestis (PARKHILL et al., 2001).

Os resultados também sugerem que os padrdes obtidos de Y. pestis podem
ser gerados independentemente de cada um (HUANG et al., 2002). Isto foi verificado
pelo fato de varias cepas isoladas de um roedor mostrarem diferentes niveis de
homologia. Cepas isoladas de B. lasiurus foram agrupadas em seis dos oitos grupos
identificados. Entretanto, apenas uma cepa (P.PB 871) ndo foi agrupada com as
demais amostras.

O uso deste protocolo padronizado de PFGE para tipagem de cepas
brasileiras de Y. pestis permite que o laboratério de peste possa tipar os isolados em
poucos dias, permitindo auxiliar na identificacdo da fonte responséavel pela infeccéo.
Além de uma larga implicagdo em estudos epidemiolégicos e intervencdes
terapéuticas em situacdes de surto.

Em conclusao, os resultados encontrados demonstraram que o PFGE é uma

ferramenta eficiente na discriminacdo das cepas isoladas no Nordeste brasileiro. De
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acordo com a variabilidade dos padrdes de restricdo e o alto poder discriminatorio, a
técnica PFGE pode ser utilizada para diferenciacdo e analise de novos isolados.
Além disso, a combinacdo com outras técnicas de tipagem molecular que analisam
regides especificas do genoma bacteriano (VNTR) pode aumentar a capacidade

discriminatdria das técnicas de tipagem molecular.



CONCLUSOES



Barros, MPS

adronizacdo e Avaliacdo da técnica de eletrofarése.

9 CONCLUSOES

O PFGE permitiu diferenciar e classificar as cepas de Y. pestis isoladas
na Paraiba, mostrando-se uma ferramenta promissora para

discriminacao das cepas isoladas no Nordeste brasileiro;

O protocolo padronizado do PFGE para tipagem de cepas brasileiras
de Y. pestis facilitard futuros estudos epidemiolégicos e a

caracterizacao de novos isolados.

Cepas de Y. pestis com diferentes gendtipos foram responsaveis pelo

surto ocorrido em 1986 no Estado da Paraiba.
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Resumo

Objetivos: Padronizar e avaliar a eficacia da técnica de Eletroforese em Gel de
Campo Pulsado (PFGE) na discriminacdo de cepas brasileiras de Yersinia pestis,
correlacionando os padrdes obtidos com os dados epidemiolégicos.

Métodos e Resultados: Foram estudadas 43 cepas de Y. pestis, sendo 36 para
padronizacao da técnica do PFGE e 22 cepas isoladas antes e durante um surto de
peste ocorrido no Estado da Paraiba em 1986 para avaliagdo da técnica na tipagem
molecular de cepas brasileiras de Y. pestis. A padronizacdo do PFGE para estudos
com as cepas brasileiras foi baseada em protocolo desenvolvido pelo CDC (Center
for Disease Control and Prevention). De acordo com padrdes obtidos com a
endonuclease de restricdo Ascl, 19 perfis genotipicos foram gerados. Esses
genadtipos foram enquadrados em dois ramos e oito grupos (A-H) geneticamente
relacionados.

Conclusbes: A técnica do PFGE mostrou-se capaz de diferenciar as cepas de Y.
pestis de um grupo homogéneo obtidos antes e durante o surto de peste em 1986,
ocorrido na Paraiba. Foi observado diante dos resultados, que o PFGE facilitara a
tipagem molecular das cepas brasileiras de Y. pestis e ajudara em estudos
epidemioldgicos e intervencgdes terapéuticas em situacdes de surto.

Significancia e Impacto do Estudo: Um protocolo padronizado e mais rapido do
PFGE para genotipagem das cepas brasileiras de Y. pestis sera util na compreensao
e controle da expansdo da peste. Os resultados encontrados demonstraram que o
PFGE é uma ferramenta eficiente na discriminacédo das cepas isoladas do Nordeste

brasileiro. De acordo com a variabilidade dos padrdes de restricdo e o alto poder
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discriminatorio, a técnica PFGE pode ser utilizada para diferenciacdo e andlise de

novos isolados.
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Introducéo

A peste é uma zoonose primordialmente de roedores silvestres, causada pela
bactéria Yersinia pestis e transmitida de um animal a outro através da picada de
pulgas infectadas. O homem se contamina ao entrar em contato com roedores ou
outros animais infectados (raposas, cdes e gatos) e suas pulgas (Almeida et al.
2005). A peste esta incluida, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
entre as doencas re-emergentes, em vista da ocorréncia de epidemias em varios
paises (WHO 2004). Cepas apresentando multiresisténcia (Galimand et al. 1997) e
novos ribotipos (Guiyoule et al. 1997) tém surgido além de ter grande importancia
como instrumento de terrorismo bioldgico (Inglesby et al. 2000).

No Brasil a doenca persiste em focos naturais, principalmente na regiao
Nordeste, exigindo acdes permanentes de vigilancia e controle (Vieira and Coelho
1998; Almeida et al. 1985). A peste foi registrada pela primeira vez, no estado da
Paraiba em 1912. A zoonose disseminou-se pela zona rural e fixou-se em duas
areas independentes: nos municipios de Manaira e Princesa Isabel, que junto com o
municipio de triunfo (Pernambuco) formam o foco de Triunfo. A outra area forma o
foco que se estende pelo Planalto da Borborema, abrangendo varios municipios dos
estados do Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco e Alagoas (Baltazard 1968).
Almeida et al (1985) detectaram atividade pestosa em roedores e suas pulgas
associadas a infeccdo humana, no foco de Triunfo, e em roedores, na auséncia de
casos humanos, no Foco do Planalto da Borborema. Em setembro de 1986 ocorreu
um surto de peste humana na area paraibana do foco do planalto da Borborema
atingindo varios municipios e foram isoladas cepas de humanos e roedores (Almeida
et al. 1989).

Métodos fenotipicos tém identificado as cepas de Y. pestis como muito
homogéneas, caracterizando-se por apresentar apenas um sorotipo, um fagotipo e
trés biovars (Perry and Fetherston 1997). Estes fendtipos oferecem limitada
informacdo para o acompanhamento da origem de um organismo. Entretanto,
métodos moleculares em conjunto com dados epidemiolégicos podem detectar a
origem da infec¢cdo e acompanhar as rotas de dispersdo (Tenover et al. 1995).

Diferentes métodos moleculares (PCR-ribotipagem, RAPD, 1S100, perfil
plasmidial) tém sido aplicados em estudos epidemiologicos moleculares em cepas
de Y. pestis isoladas de focos de peste no Nordeste do Brasil. No entanto, os

métodos utilizados apresentaram um baixo poder discriminatério, revelando na
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maioria deles um padrdao genOmico idéntico entre cepas oriundas de diferentes
fontes e local de isolamento, demonstrando incoeréncia para sua aplicagdo em
estudos epidemiologicos (Leal 1998; Sobreira 2002).

A Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE), separa fragmentos
grandes de DNA apoés clivagem com endonucleases de restricdo (Smith and
Condemine 1990), analisa todo o genoma do organismo e permite agrupar 0S
isolados, evidenciando as varia¢cdes gendmicas, permitindo a identificacao individual
dos isolados através da comparacao do padrdo de macrorestricdo. Embora seja um
método considerado “padrdo ouro” para tipagem epidemiolégica de muitas bactérias
(Barrett et al. 1994; Mahalingam et al. 1994; Fitzgerald et al. 2001), estudos
relacionados com a Y. pestis ainda sao limitados.

Neste trabalho foi realizada a padronizacdo do PFGE e avaliacdo desta
técnica para discriminacdo das cepas brasileiras de Y. pestis por comparagao dos
padrbes de macrorestricdo e correlacdo com os dados epidemiologicos com o
objetivo de desenvolver um método de genotipagem adequado para comparacao
dos isolados brasileiros que pode ser Gtil para acompanhar o surgimento de uma

nova cepa e determinar a origem dos isolados.

Materiais e Métodos

Cepas de Y. pestis e condi¢des de crescimento

Para a padronizacédo da técnica do PFGE foram estudadas 43 cepas de Y. pestis,
sendo 36 isoladas de diferentes fontes, anos e locais de isolamento, incluindo 22
cepas de Y. pestis obtidas antes e durante o surto de peste ocorrido no Estado da
Paraiba para avaliacdo do PFGE (Almeida et al. 1989), tabela 1. As cepas
estudadas estavam mantidas na bacterioteca do Servico de Referéncia em Peste
(SRP) do Departamento de Microbiologia do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes/CPgAM-Fiocruz.

As cepas foram reativadas para os trabalhos em BHI — Brain Heart Infusion Broth
(Difco), acondicionadas a 28°C por 24h e em seguida plagueadas em meio BAB -
Blood Agar Base (Difco). A prova de identificacdo das cepas de Y. pestis foi
realizada utilizando o bacteriéfago especifico antipestoso. As cepas brasileiras de Y.
pestis foram identificadas com a denominacdo de P (peste) e receberam a
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identificacdo do estado de origem seguido da sequéncia do numero dos isolados do
Plano Piloto de peste (Almeida et al. 1985).

Padronizacao da Eletroforese em Gel de Campo Pulsado — Sistema PFGE

A técnica do PFGE foi padronizada de acordo com o protocolo desenvolvido pelo
CDC - USA, com algumas modificacdes realizadas nas diferentes etapas do
procedimento. Foram retiradas col6nias isoladas crescidas em placas de BAB por
48h e preparado a suspensao bacteriana, medida em espectofotbmetro com
comprimento de onda de 600nM e absorbancia entre 0,9-2,0. Os moldes de agarose
(plugs), contendo a cultura, foram preparados em concentracdes de 1% a 2%
testando-se as agaroses Low Melting (Invitrogen), Seakem Gold e agarose da Bio-
Rad. A etapa de lise celular nos plugs de agarose foi realizada com proteinase K
(20mg/mL), variando o tempo de incubacédo entre 2 e 18 horas. Para obter o perfil de
macrorestricdo foram analisadas as enzimas de restricdo; Notl, Xbal e Ascl
utilizando o sistema CHEF-DR Il (Bio-Rad). Para a analise com a enzima Notl foi
testada a concentracdo de 10U, com incubacéo variando de 6, 18 e 21 horas a
37<C. Para a enzima Xbal, foram testadas as concentracdes de 10U, 20U e 40U,
com tempo de incubacédo entre 4, 18 e 21horas a 37C . A enzima Ascl foi avaliada
com concentracdes de 10U e 20U por 18 horas a 37TC. A etapa de montagem do gel
de agarose para corrida eletroforética foi realizada inicialmente com agarose Low
Melting (Invitrogen) a 1% em TBE 0,5X, em seguida avaliou-se a agarose Pulsed
Field Certified da Bio-Rad a 1% e por fim foi testada a agarose Seakem Gold a 1%.
Esta agarose € utilizada em inUmeros artigos relacionados com o PFGE. As
condicdes eletroforéticas para separagdo das bandas menores variaram de 1,8s-
2,2s e 0 tempo final para separacdo das bandas maiores variou entre 18,7s - 35,1s.
A miliamperagem utilizada para as corridas ficou compreendida de 4,5V/icm -
6,0V/cm, correspondendo, aproximadamente a 140-300V. O tempo de corrida variou
de 18-21 horas. ApoOs a corrida, os géis foram corados com brometo de etideo
(Img/mL) e as imagens capturadas sob iluminacdo UV usando o 1D Image Analysis
software, versdo 3.5 (Kodak Digital Science). O Lambda Ladder PFG Marker (New
England BioLabs) foi empregado como marcador de peso molecular.

Analise dos dados do PFGE
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As cepas de Y. pestis foram distribuidas em grupos de cepas idénticas ou
relacionadas de acordo com o padréo de bandas produzidas. O esquema utilizado
por Tenover et al (1995) foi empregado para diferenciar as cepas como
indistinguiveis (nenhuma banda de diferenca), intimamente relacionadas (1-3
bandas diferentes), possivelmente relacionadas (4-6 bandas de diferenca) e nao
relacionadas ou diferentes (mais que seis bandas de diferenca). O grau de
homologia entre as amostras tipadas pela técnica de PFGE, foi determinado pelo
coeficiente de Dice (Dice 1945) e a correlacdo para agrupamento foi calculada pelo
algoritmo UPGMA. Para representacdo hierarquica das ligagcdes entre os isolados,
foi desenhado um dendrograma pelo programa Bionumerics software (Applied

Maths, Bélgica) com otimizacéo de 0.40% e tolerancia de 1.5%.

Andlise do poder discriminatério

O poder discriminatério do PFGE foi determinado de acordo com o indice nhumérico
descrito por Hunter and Gaston (1988). O valor D indica a probabilidade em que dois
isolados aleatoriamente selecionados dentro da populacdo testada serdo

classificados em diferentes tipos. A seguinte formula foi utilizada:

1 .
D=1- mzn,’(%*l)

onde D = indice discriminatdrio, s = nimero total dos tipos diferentes, n; = nimero de
isolados representando cada tipo e N = numero total de isolados na amostra

populacional.

Resultados e Discussao

Algumas bactérias patogénicas, como a Y. pestis, sdo geneticamente homogéneas,
apresentando dificuldades na discriminagéo das cepas (Achtman et al. 1999). Entre
muitos métodos moleculares ja avaliados, a analise da macrorestricdo pelo PFGE
tem mostrado ser (til para o agrupamento e diferenciacdo de muitas bactérias
patogénicas (Barrett et al. 1994, Fitzgerald et al. 2001; Mahalingam et al. 1994).

A proposta do presente trabalho foi padronizar e avaliar uma ferramenta
molecular para ser aplicada em estudos epidemioldgicos de cepas brasileiras de Y.
pestis. A caracterizacdo dos isolados € de fundamental importancia em estudos
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epidemiologicos, que auxilia no rastreamento e disseminacdo do patdgeno (Tenover
et al. 1995). Importantes decisdes de saude publica em relacdo a medidas
preventivas sao baseadas, primeiramente, em dados de tipagem molecular (CDC
1995).

Padronizacao do sistema PFGE

A primeira parte deste estudo foi padronizar e desenvolver um protocolo de analise
epidemioldgica para cepas brasileiras de Y. pestis, antes consideradas como cepas
homogéneas e indistinguiveis por outros métodos moleculares. Durante a
padronizacdo foram analisadas cepas de Y. pestis isoladas de diferentes fontes,
locais e datas de isolamento para adequar os padrdes e reprodutibilidade da técnica.

Suspenséo, Lise Celular e Lavagem dos plugs: As células bacterianas foram
ressuspendidas em tampéao de suspenséao celular (CSB) e ajustada a absorbancia
em 1,0 utilizando espectofotdbmetro com comprimento de onda de 600nM. Para
obtencao dos plugs, foi acrescido a suspensao bacteriana 400ul de agarose Bio-Rad
2% e 20ul de Proteinase K. A lise celular ocorreu por 2 horas a 54°C, submersos na
solucéo de lise. Os plugs foram lavados, com agua miliQ e TE autoclavados e pré-
aquecidos.

Digestdo do DNA gendmico com endonucleases de restricdo: Para cada
digestao, foram utilizados 1/3 (3mm) de cada plug recortado com bisturi. Os plugs
foram submetidos a um periodo de pré-restricdo de 10 min a 37°C. Inicialmente
foram usadas para gerar padrées de restricdo gendmico nas cepas de Y. pestis trés
enzimas de restricao; Notl, Xbal e Ascl. No entanto a enzima Ascl gerou um perfil de
bandas de mais facil analise pelos padrbes PFGE obtidos para Y. pestis.

Eletroforese: A corrida eletroforética foi realizada em gel de agarose 1%
Seakem Gold em tampéo TBE 0,5X e realizada no sistema CHEF Il (Countour-
Clamped Homogeneous Eletric Fields/Bio-Rad), sob voltagem de 4,5V/cm a 14<C
por 21 horas. A agarose Seakem Gold demonstrou melhor resolugcéo dos padrbes de
restricAo que as demais agaroses testadas. ApOds a coloragdo com brometo de
etidio, o gel foi visualizado em transiluminador de UV e digitalizado pelo 1D Image
Analysis software, em camara Kodak. O tamanho dos fragmentos de restricdo foi

determinado por comparacdo com o marcador de peso molecular DNA Ladder PFGE
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(figura 1). Esta € a primeira descrigdo da aplicagdo do PFGE em cepas brasileiras de
Y. pestis e que o resultado € obtido a partir do protocolo realizado em 72 horas. O
uso deste protocolo padronizado de PFGE para tipagem de cepas brasileiras de Y.
pestis permite que o laboratério de peste possa tipar os isolados em poucos dias,

permitindo auxiliar na identificacdo da fonte responsavel pela infec¢ao.

Avaliacdo do PFGE para genotipagem das cepas brasileiras de Y. pestis

A segunda etapa deste estudo foi avaliar a capacidade da técnica PFGE em tipar as
cepas brasileiras de Y. pestis. O método de tipagem demonstrado investigou
padrées gendémicos, que apresentaram niveis de variabilidade que contribuirdo para
analise e reconhecimento do genoma dessa espécie em estudos posteriores.

Neste trabalho, 22 cepas de Y. pestis, isoladas antes e durante um surto
ocorrido em 1986 no estado da Paraiba, foram analisadas pelo PFGE através da
enzima Ascl. A tipagem pelo PFGE mostrou um grau de variabilidade nos padrdes
de macrorestricdo, permitindo distribui-las em 19 genotipos, resultando em um alto
poder discriminatério (D=0.93). Hunter and Gaston (1998) consideram um indice
maior que 0.90 como sendo confiante e, portanto desejavel.

O PFGE mostrou um padréo de macrorestricdo gendémica obtido pela Ascl, de
17-24 fragmentos, sendo considerado apenas os fragmentos de tamanhos entre
~48.5 e ~300kb para comparacao entre os perfis obtidos (figura 2). Apos analise do
dendrograma com uma similaridade de 70% foram identificados dois ramos distintos.
Ao considerar um ponto de corte de 80%, oito grupos foram obtidos, denominados
de A-H. O primeiro ramo abrangeu sete amostras de Y. pestis distribuidas em dois
grupos denominados de A e B, com apenas uma amostra isolada de humano. Neste
ramo apenas uma cepa nao foi isolada durante o surto de 1986. No segundo ramo,
13 perfis foram distribuidos em seis grupos (C-H) por diferirem em pelo menos uma
banda. Este grupo compreendeu o0 maior niumero de isolados. Apenas um grupo (H),
incluiu apenas um isolado. Considerando 15 amostras, onde quatro foram isolados
antes do surto de 1986, entre elas 14 foram isoladas de roedores e apenas uma foi
isolada de humano (figura 2).
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Os grupos B, C e D incluiram cepas isoladas durante o surto de 1986, porém
obtidas de diferentes sitios (figura 2), fortalecendo assim a interferéncia geografica
observada nos padrbes gerados pelo PFGE.

Apenas um isolado do Sitio Pedra d’agua, de 1986, cepa P.PB 871, nao foi
agrupada juntamente com outras cepas de mesma origem (figura 2). Estudos futuros
serdo necessarios para determinar os fatores ambientais envolvidos nas mudancas
genotipicas observados em diferentes cepas de Y. pestis. Segundo Huang et al.
(2002), os padrdes obtidos de Y. pestis podem ser gerados independentemente pelo
fato de varias cepas isoladas de uma mesma fonte epidemiolégica mostrarem
diferentes niveis de homologia. Amostras de Y. pestis isoladas de Oryzomys
subflavus foram incluidas em dois grupos (A e D). Isolados de Rattus rattus
distribuidos em cinco grupos (A, B, C, F, G) e isolados de Bolomys lasiurus incluidos
em seis grupos (B, C, E, F, G, H), figura 2 e tabela 1.

Entretanto, analisando os padrbes de macrorestricdo entre os isolados dos
oito grupos encontrados pelo PFGE, foi possivel estabelecer uma relacdo genética
entre os isolados estudados por se diferenciarem em apenas duas a trés bandas
(figura 2). Segundo Tenover (1995), isolados bacterianos diferenciados por um
simples evento genético, refletindo em uma diferenca de uma a trés bandas, séo
intimamente relacionadas, consequientemente, isolados provavelmente pertencentes
ao mesmo surto.

Além disso, estudos anteriores realizados pelo PFGE com cepas de Y. pestis
isoladas nos Estados Unidos demonstraram que variagdes de duas a trés bandas
sdo observadas apenas em cepas da mesma espécie quando estas sao cultivadas
repetidamente ou repicadas multiplas vezes, mas de uma mesma cepa parental
(Huang et al. 2002).

O resultado obtido pode sugerir que um numero limitado de rearranjos
ocorreu dentro do genoma da Y. pestis e que isto gerou padrbes de restricdo
diferenciados. A intima proximidade geografica das localidades dos municipios
também pode explicar a baixa diversidade encontrada.

Os resultados obtidos pelo PFGE também demonstraram que as cepas
responsaveis pelo surto de 1986 pertenceram ao mesmo grupo genético das cepas
isoladas em periodo anterior ao surto na Paraiba e que estes mesmos clones
circulam no homem e em diferentes espécies de roedores (O. subflavus, B. lasiurus,
R. rattus, H. sciureus). Uma possivel explicacdo estaria relacionada ao ciclo

epidemioldgico da peste, que € uma zoonose de roedores, e que o homem se
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contamina ao se expor ao ecossistema da infecgdo (Perry and Fetherston 1997).
Esta relacdo sugere a permanéncia de clones circulando na regido em épocas
anteriores ao surto, mesmo depois de alguns anos de quiescéncia da peste.

Resultados anteriores (Oliveira et al. 2006) reforcam os achados obtidos
neste estudo, com as cepas de Y. pestis isoladas durante o surto de 1986, quando
investigadas com outra ferramenta molecular, o MLVA (Analise dos VNTRS), através
da analise de seis loci VNTRs. O MLVA permitiu distribuir as 19 cepas do surto de
1986 em seis perfis genotipicos que foram encontrados nas cepas de alguma
espécie de roedor, e as cepas de origem humana foram enquadradas em dois perfis.
Estes dois perfis também foram encontrados no B. lasiurus. O MLVA, aplicado em
cepas brasileiras de Y. pestis (Oliveira et al. 2006), e a analise do PFGE deste
estudo permitiram encontrar o0 mesmo perfil genotipico em cepas isoladas de
diferentes sitios e municipios e por outro lado, cepas originadas da mesma fonte
como as dos R. rattus com grande variedade de perfis genotipicos. A identificacado
de diferentes genoétipos em cepas isoladas de uma mesma area geografica, ano e
fonte de isolamento sugere que populacdes distintas de Y. pestis circulavam na area
de foco durante o surto de 1986.

Leal et al. (1999, 2000) e Leal-Balbino et al. (2004) observaram alteragdes no
genoma (plasmidiais e cromossomais) em cepas brasileiras de Y. pestis quando
estocadas e manipuladas no laboratorio. Diante disto, pode-se supor que as
variacfes observadas nas cepas do surto da Paraiba poderiam ter sido resultado de
alteracdes in vitro. No entanto, analises realizadas por Oliveira (2006) através do
VNTR em cepas parentais e nas culturas derivadas das cepas P.CE 882, P. Exu 340
e P. Peru 375 n&o detectou modificacbes nesses loci, demonstrando que nao houve
variacdes in vitro.

Os resultados obtidos neste estudo, bem como outros trabalhos (Najdenski et
al. 1994), indicam que o genoma da Y. pestis é geralmente instavel ao nivel de
macrorestricdo. Esta variabilidade pode ser util para determinacao precisa da origem
de uma cepa (Huang et al. 2002).

Em conclusao, os resultados encontrados demonstraram que o PFGE é uma
ferramenta eficiente na discriminacdo das cepas de Y. pestis isoladas do Nordeste
brasileiro. A combinacédo de técnicas de tipagem que analisam regifes especificas
do genoma bacteriano (VNTR) pode aumentar a capacidade discriminatoria de tracar

a origem das cepas.
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Tabela 1. Caracteristicas das cepas Y. pestis estudadas.

CEPAS ORIGEM

FONTE MUNICIPIO SITIO ANO

P.PB 817* oS Natuba-PB Estivas 1979
P.PB 820* BL Natuba-PB Taua 1979
P.PB 843* BL Natuba-PB Salgadinho 1980
P.PB 851* BL Natuba-PB Gito 1980
P.PB 860* BL Salgado de Séo Félix —PB Engenho Covéo 1982
P.PB 862 H Solanea-PB Pedra D’Agua 1986
P.PB 864 RR Solanea-PB Pedra D’Agua 1986
P.PB 866 RR Solanea-PB Valério 1986
P.PB 867* BL Solanea-PB Lagoa do Serrote 1986
P.PB 868* BL Solanea-PB Cinco estrelas 1986
P.PB 869* HS Solanea-PB Pedra D’agua 1986
P.PB 870 BL Solénea-PB Pedra D’agua 1986
P.PB 871* BL Solanea-PB Pedra D’agua 1986
P.PB 872 BL Solénea-PB Cinco Lagoas 1986
P.PB 873* oS Solanea-PB Sete Lagoas 1986
P.PB 874 RR Solanea-PB Bacalhau 1986
P.PB 876* RR Solanea-PB Cinco Lagoas 1986
P.PB 877* RR Solanea-PB Cinco Lagoas 1986
P.PB 878* oS Solanea-PB Bacalhau 1986
P.PB 879* oS Solanea-PB Pedra D’agua 1986
P.PB 880* oS Solanea-PB Bacalhau 1986
P.PB 881* H Remigio-PB Serrinha 1986
P.CE21* H Ipu-CE Baixinha 1982
P.CE 882* H Ipu-CE Ipuzinho 1997
P.EXU 554* H Séo Benedito-CE Pimenteira 1971
P.EXU 15* H Exu-PE Retiro 1966
P.EXU 16* H Sao José do Belmonte-PE Minador 1966
P.EXU 248* H Sao José do Belmonte-PE Baixa Verde 1968
P.EXU 249* H Sao José do Belmonte-PE Bananeira 1968
P.EXU 292* H S&o0 José do Belmonte-PE Mata Redonda 1968
P.EXU 312* H Exu-PE Badreci 1969
P.EXU 334* H Exu-PE Gamba 1969
P.EXU 340/ H Ipubi-PE Serra Antdnio Barbosa 1969
P.EXU 351* H Triunfo-PE Batinga 1969
P.EXU 674* H Exu-PE Brejo de Santo Inacio 1974
P.EXU 738* H Araripina-PE Cansancao 1975
P.EXU 769* H Ipubi-PE Cacimbinha 1975
P.EXU 771* H Araripina-PE Serra Antdnio Domingo 1975
P.EXU 781* H Granito-PE Catumbi 1975
P.EXU 788* PJ Araripina-PE Alto Alegre 1977
P.EXU 825* PJ Tacaimbd-PE Paulista 1979
P.EXU 827* PJ Séo Caetano-PE Campo Alegre 1979
P.EXU 841* H Manaira-PB Fazenda 1979

OS: Orysomys subflavus; BL: Bolomys lasiurus; RR: Rattus rattus; H: humano; HS: Holochilus sciureus; PJ:

Polygenis jordani * Cepas utilizadas para padronizacao
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Figura 1. PFGE em gel a 1% de agarose Seakem Gold corrido em sistema
CHEEF 11l sob voltagem de 4,5V/cm a 14 por 21 horas e clivado com a enzima
Ascl: L - DNA Ladder PFGE (Kb), 1 - P.PB 873, 2 - P.PB 877,3 - P.PB 878, 4
- P.PB 879,5-P.PB 880, 6 — P.PB 843, 7 — P.PB 851, 8 — P.PB 860, 9 — P.PB
866, L - DNA Ladder PFGE, 10 - P.PB 867, 11 — P.PB 869, 12 — P.PB 876, 13
- P.PB 817, 14 — P.PB 820, 15 - P.PB 864, 16 — P.PB 871, 17 — P.PB 872, L -
DNA Ladder PFGE.



Dice (Opt0 40%) {Tol 1 5%-15%) (H=0 0% S50 0%) [0.0%-100.0%]
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Figura 2. Dendrograma gerado pela analise do PFGE usando o Dice/lUPGMA pelo
programa Bionumerics/Applied Maths,. O DNA cromossémico dos 22 isolados foram
clivados com a endonuclease de restricdo Ascl. Os padrbes foram ordenados do
mais similar (de cima para baixo) ao menos similar. Os perfis sdo marcados a
esquerda com numeros e 0s grupos a 80% de similaridade s&o descritos com letras
do alfabeto.
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