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ARAUJO-NEPOMUCENO, Mirele Regin&pidemiologia Molecular das cepas de
Yersinia pestis isoladas no Nordeste do Brasil pela Anélise do Niero Variavel de
Repeticbes em Tandem (MLVA)2009. Dissertacao (Mestrado em Saude Publica) #+&en
de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Fundag¢ao OswaldpRoite, 2009.

RESUMO

A Yersinia pesti® 0 agente etioldgico da peste, uma doenca pardarroedores, transmitida
por pulgas infectadas e que pode infectar o0 homeoutes mamiferos. O objetivo do
trabalho foi realizar a tipagem de 63 cepa¥ dpestigde trés focos de peste do PE. As cepas
foram isoladas de diferentes fontes e periodos. @3asepas, 20 foram isoladas de um
epizootia, em agosto de 1967, na Chapada do ArREpeTambém foram estudadas oito
cepas deY. pestigsoladas em outros paises, cinco cepa¥.deseudotuberculoss nove de

Y. enterocolitica Foram utilizados onze VNTRs pela técnica do MLM2as onze VNTRs
para as cepas da epizootia apenas um revelou-+sgdao apresentando diferentes alelos.
Os demais VNTRs revelaram-se monomorficos. Entrenae VNTRs analisados para as 51
cepas deY. pestis(43 brasileiras e 8 estrageiras) dois se revelarmmomorficos gerando
ampliconscom 7 e 2 unidades repetitivas (UR). Os outro®NdNTRs analisados revelaram-
se polimorficos gerando dois a oito alelos. As safgY . pseudotuberculosapresentaram-se
polimorficas para 10 VNTRs gerandmpliconsde tamanhos diversos, o VNTR ms09 foi o
anico monomorfico gerando uempliconde 700 pb com 28 UR. Das nove cepasYde
enterocolitica analisadas com o0s onze locos, sete apresentarameeemorficos com
amplicons de 700, 250, 270, 690, 231 e 379 pb. @e® quatro VNTRs analisados
apresentaram um padrédo de amplificacdo polimédan ampliconsde tamanhos diferentes
para 0 mesmo loco. O padrdo de amplificacdo getadoas cepas deé. pestigpossibilitou
distribui-las em 35 perfis genotipicos. A analiss depas pelo dendrograma permitiu agrupa-
las em cinco clados, onde no clado | ficaram agtapa maioria das cepas brasileira¥ de
pestis as cepas estrangeirasXegestidicaram agrupadas nos clados Il e IV, enquantoYque
enterocoliticae Y. pseudotuberculosiicaram nos clados lll e V respectivamente. Diante
dissso pode-se considerar que o MLVA mostrou-se demeamenta Util em estudos
filogenéticos e epidemiologicos das cepas braasleide Y. pestis,além de estudos
intraespecificos com as espéciesYeenterocoliticae Y. pseudotuberculosif\s analises
revelaram diversidade genética entre as cepas. qeestisisoladas de diferentes fontes e
periodos e sua continuacdo poderd gerar dados tampes para estabelecer relacdes
filogenéticas entre as cepas, contribuindo paramethor entendimento da disseminacéo e
transmissao do agente etiolégico da peste na matweea dindmica da epidemiologia no
Brasil.

Palavras ChaveXersinia pestisdiversidade genética, VNTR, MLVA, Peste.



ARAUJO-NEPOMUCENO, Mirele Regin&lolecularEpidemiology from Yersinia pestis
strains isolated in Brazil for Multiple Locus Variable Analisys (MLVA). 2009.
Dissertation (Master of Public Health) — CentraR#ssquisas Aggeu Magalhaes, Funda
Oswaldo Cruz, Recife, 2009.

ABSTRACT

The Yersinia pestisis the agent who causes the plague, a primargsdinof rodents,
transmitted by infected fleas and it can infect hanand other mammals. This work had as
objective to carry through the typing of &3 pestisstrains from Brazil northeast foci. The
strains had been isolated of different sourcespanabds. By 63 strains, 20 had been isolated
during an epizootic, 1967 August, in Chapada ofriaea— PE. Also it had been studied eight
Y. pestisstrains isolated in other countries, fiYe pseudotuberculosistrains and ninéy.
enterocoliticastrains. It had been used eleven VNTRs for the ML®f the eleven VNTRs
for epizootic strains only one showed polymorphiesenting different alleles. The majority
VNTRs had shown monomorphics. From¥lpestisstrains (43 Brazilians and 8 foreigners)
two between eleven VNTRs analyzed had discloseddoomorphics generating amplicons
with 7 and 2 repetitive units (UR). The others ndTRs analyzed had shown polymorphics
generating the two until eight alleles. From 10 \R$Tfor Y. pseudotuberculosg&rains had
been presented polymorphics, generating amplicériBverse sizes. The ms09 VNTR was
the only monomorphic generating one amplicon of @0 with 28UR. From ningY.
enterocolitica strains analyzed with the eleven VNTRs, seven lme@&n presented
monomorphics with amplicons by 700, 250, 270, 6281 and 379 pb. The others four
analyzed VNTRs had presented a polymorphic stanofeathplification forY. enterocolitica
strains, showing amplicons of different sizes far same lease. The standard of amplification
generated withY. pestisstrains possible classify them in 35 genotypidij@®. The analysis

of strains by the dendrogram allowed to group theifive clads, where in the clado | it had
been grouped the majority &f. pestisBrazilian strains)Y. pestisforeign strains had been
grouped in clads Il and IV, whereds pseudotuberculosendY. enterocoliticehad been in
clads Ill and the V respectively. Ahead this carcbesidered the MLVA like a useful tool in
filogenetics and epidemiologists studies YorpestisBrazilian strains, beyond intraespecifics
studies withY. pseudotuberculosendY. enterocoliticaspecies. The analyses had disclosed
genetic diversity betweeM. pestisstrains isolated of different sources and periadg its
continuation will be able to generate given impottto establish phylogenetics relations
between theY. pestisBrazilians strains, contributing for a better urs@nding of the
dissemination and transmission of the plague’s aggologic in the nature and the dynamics
of the plague epidemiology in Brazil.

Words Key:Yersinia pestisgenetic diversity, VNTR, MLVA, Plague.
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1INTRODUCAO

A Yersinia pestishactéria gram-negativa, da familia Enterobacteai@ecé o agente
causador da Peste, uma doenca priméria de roegeragnente transmitida pela picada de
pulgas infectadas. O homem se contamina acidentédma&o entrar no ecossistema da
infeccdo. Equivocadamente, a populacéo e os pimims de salude consideram a Peste como
uma doenca ja extinta, no entanto ela ainda penmscs dias atuais entre diversos hospedeiros
/ reservatorios em numerosos focos silvestres desvpaises da Africa, Asia e do Continente
Americano. No Brasil a incidéncia de Peste humaaabeorréncia de epizootias declinaram
nas areas de foco, entretanto, atividade residedPebte tem sido detectada nos animais
sentinelas, exigindo vigilancia permanente dos 060 ultimo surto de Peste no Brasil
ocorreu em 1986, no estado da Paraiba. Em 1997eaocam caso humano no Ceara e apenas
em 2005 houve outro caso soroldégico de Peste hunem@ém no Ceard (PERRY;
FETHERSTON, 1997).

A Peste foi introduzida no Brasil, em 1899, pelotpae Santos-SP durante a ultima
pandemia, focalizando-se principalmente no Norddst@ando-se um agravo de interesse
regional. Os focos brasileiros estdo localizadas esiados de Alagoas, Bahia, Ceara, Minas
Gerais, Paraiba, Piaui, Pernambuco, Rio Grandeodte M Rio de Janeiro (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 1965).

A vigilancia da Peste no Brasil baseia-se na peagia bactéria em roedores e pulgas
e de anticorpos antipestosos em animais sentialgjanjas espécies de roedores resistentes a
infeccd@o e carnivoros domésticos, como os caets)ga partir de 1966, com o Plano Piloto
de Peste em Exu (PPP), as atividades de vigil@&cantrole da Peste no Brasil permitiram a
obtencéo de 917 cepas ¥e pestisoriundas de roedores, pulgas e humanos, com radilti
espécime sendo isolado em 1997 e que sdo consermad®acterioteca do Servico de
Referéncia em Peste do Centro de Pesquisas Agggaiias (SRP/CPgAM) (ALMEIDA et
al., 1985).

A tipagem molecular dos microrganismos € importgaea a epidemiologia porque
auxilia no monitoramento de surtos de infeccoespmieecimento de clones virulentos,
relacéo clonal entre cepas e avaliacdo de progrdenesntrole ou erradicagcédo das doencas.

Apesar dos varios estudos realizados cémpestisutilizando diferentes técnicas
moleculares, nenhuma correlacdo entre as diferetservadas e as caracteristicas

epidemiolégicas dos isolados foi encontrada. Aléen apresentarem um baixo poder
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discriminatorio, revelando na maioria das vezeslr§es gendmicos idénticos entre cepas
oriundas de diferentes fontes, ano e local densatdéo, demonstrando incoeréncia para sua
aplicacdo em estudos epidemiologicos.

O MLVA é uma técnica que tem sido padronizada fedboratorio de Microbiologia
do CPgAM que consiste na Analise do Numero Vari@eeRepeticbes em Tandem e vem
mostrando poder discriminatério entre as cepasléiras deY. pestisOs resultados obtidos
demonstraram baixa diversidade genética intra-éspgeoas cepas estudadasigerindo que
a diversidade genética das cepas brasileiras li@istimada. No entanto, os dados obtidos até
0 momento contribuirdo para uma melhor compreedsdepidemiologia da peste e para a
estrutura populacional da bactéria no Brasil.

A obtencdo de marcadores capazes de diferencias geqovenientes de diversos
focos, disseminados em numerosos paises, tem ssgerepidemioldgico, pois podera
identificar os clones d¥. pestisexistentes no Brasil e detectar o surgimento denawo
clone ou a introducdo de uma nova cepa.

A proposta do presente trabalho foi caracterizgurabs cepas da colecao¥epestis
isoladas nos trés focos de peste do estado detREosranos de 1966 a 1980, pela técnica do
MLVA, analisando 11 locos VNTRS, para estabelecezlacéo clonal das cepas e com isso
tentar obter um marcador molecular capaz de ideatifo perfil genético entre as cepas
brasileiras dé&. pestiexistentes na bacterioteca do SRP/CPgAM.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico da Peste

A peste teve origem provavelmente no Planalto @eAsiatico e foi responsavel por
grande mortalidade em diferentes épocas (PERRYHHERSTON, 1997). Muitas vezes a
histéria da peste é confundida com o préprio remisistérico da humanidade. Casos de peste
foram relatados em varios textos antigos, inclusiveAntigo Testamento, no Il Livro de
Samuel (GAGE; KOSOY, 2005). Apesar de véarias doenigem sido erroneamente
classificadas como peste durante a era Cristd, grdndes pandemias foram bem
caracterizadas.

A primeira pandemia, denominada Peste de Justir(t4®-605 d.C) teve origem no
Egito e se disseminou por todo mundo civilizadmgitdo Asia, Africa e Europa. Estima-se
gue esta pandemia chegou a matar 100 milhdes degsePERRY; FETHERSTON, 1997).

A segunda pandemia, a temivel Peste Negra, tesie imi Asia e estendeu-se por toda
a Europa e Norte da Africa, persistiu do século Xb/século XVIII e matou um quarto da
populacdo européia entre os anos de 1347 e 135RPH-ETHERSTON, 1997).

A terceira pandemia, ou Pandemia Contemporéaneainou-se na Mongolia
estendendo-se para Hong Kong em 1894 e rapidammergsepalhou pelo mundo, através do
transporte maritimo, para os Estados Unidos, Amdix Sul, Africa do Sul e Madagascar
(PERRY; FETHERSTON, 1997; POLLITZER, 1954). A expan desta pandemia declinou
com a Segunda Guerra Mundial, devido a substitulg@oantigos navios pelos novos a prova
de ratos. No entanto, foi a partir dela que sebetaeram varios focos endémicos espalhados
por todos os continentes, exceto na Australia (MGRET, 1989).

Em junho de 1884, Alexander Yersin isolou o ageti@dgico da peste e em 1898
Paul - Louis Simond descobriu o papel da pulgaarsinissdo da doenca (GAGE; KOSQY,
2005). Yersin descreveu a doenca em Hong Kondjaarique 75% dos casos eram devido a
peste bubbnica e ainda relatou a relacdo entrs mt® peste (DRANCOURT; RAOULT,
2002).

Em todos os continentes ainda séo encontrados é&stageis de peste, embora a taxa
de mortalidade e disseminacéo dos surtos esposagim ocorrem atualmente seja reduzida.

Assim a peste ainda é considerada como um probdéemsalde publica em alguns paises e



17

esta classificada pela Organizacdo Mundial de SEDMES), como uma doenga reemergente
devido ao aumento do namero de casos relatados ANREACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2004).

A peste chegou ao Brasil em 1899, durante a Ulpamalemia, pelo porto de Santos no
estado de S&o Paulo, onde ocorreu o primeiro aasario da doencga, quando o navio Zeyer,
procedente de Roterda, chegou ao Brasil e trouxeete a doenca por meio de roedores. No
inicio a peste alcancou varias cidades litoranpasté portuaria), em seguida pelas estradas
de ferro e outras vias atingiu varias cidades tlerior (peste urbana) de onde foi eliminada
por medidas sanitarias adequadas, mas focalizoasmna rural (peste silvestre) entre 0s
roedores silvestres (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE965).

A peste chegou a Pernambuco pela cidade do Reuifé9%®2 devido a difusdo da
doenca para as cidades litoraneas. A partir de ,1808oenca dispersou-se pelas rotas
comerciais terrestres e fluviais, instalando-seeens roedores silvestres em areas rurais,
principalmente nas regides Nordeste e Sudeste.s Bggades apresentavam condigbes
ecologicas adequadas para a sobrevivéncia do pamimo a presenca dos roedores
reservatorios (ALMEIDA et al., 1985; ORGANIZACAO MUDIAL DE SAUDE, 1965.

2.2 Definicao da peste

A peste é uma zoonose, primordialmente uma doepcaoedores, causada pela
bactériaY. pestistransmitida de um animal ao outro através dadpicke pulgas infectadas. O
homem ¢ infectado acidentalmente quando penetezogsistema dos roedores reservatorios
da infec¢do, em atividades de cacga, agriculturdaner. Em circunstancias especiais a peste
pode ser transmitida de homem a homem por meio npeio da peste pneumonica
(ALMEIDA et al., 2005).

2.3 Situagéo Atual da Pesteno Brasil eno Mundo

No Brasil existem dois principais focos naturaispdste: na regido Nordeste e na
Serra dos Orgéos, no estado do Rio de Janeiroc®do Nordeste esta localizado na regi&o
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semi-arida do Poligono da Seca, que se estend&tatinelo Ceara ao Norte de Minas Gerais.
Este foco estd situado em regibes serranas coneora & Ibiapaba e de Baturité (Ceara),
Chapada do Araripe (Pernambuco, Ceara e Piauipadhada Borborema (Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco e Alagoas), na Seffau®o (Paraiba e Pernambuco), Planalto
Oriental (Bahia) e piemonte da Chapada Diamantiags Gerais). Ainda existe outra zona
pestosa no estado de Minas Gerais, fora do Poligas®ecas, o Vale do Rio Doce. O foco
da Serra dos Orgédos abrange os municipios de Peless@Sumidouro e Nova Friburgo, do
estado do Rio de Janeiro (ALMEIDA et al., 2005)(Fa 1).

Serra da llbiapaba

Serra de Baturité

Chapada do Araripe
Serra do Triunfo

Planalto de Conquista

Vale do Jequitinhonha

W

Vale do Rio Doce

# Areas de peste

A& Serra dos Orgios

M

Figura 1: Areas de Peste no Brasil.
Fonte: Almeida et al. (2005).

O foco do Nordeste produzia até 1980 de 20 a 1G@scae peste por ano,
principalmente nos estados de Pernambuco, Cearédahga.BDesde entdo, houve um
decréscimo substancial no registro dos casos. tiDso8l registros de peste humana ocorreram
nos Estados do Ceara e Paraiba nos anos 80. Daratibma década, alguns casos humanos
suspeitos, clinicos e epidemiologicamente aindanfonotificados no Ceara e na Bahia.
Contudo, somente dois deles, ocorridos no Cearamf@onfirmados, um por isolamento da

bactéria, em Ipu no ano de 1997 e,
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um por exame sorologico, em Guaraciaba do Norteamm de 2005, o que reforca a
importancia da vigilancia permanente nestes foBaMEIDA et al., 2005).

Nos focos de Minas Gerais e Rio de Janeiro naootiicacdo de casos humanos ha
décadas e raramente foram encontrados anticorpiige&tnsos nos animais sentinelas
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002). A histéria dooto da Serra dos Orgéos
resume-se a cinco surtos de curta duragdo, coninmoubcorrendo em 1967, com oito casos
humanos e duas mortes (ALMEIDA et al., 2005; COURAI., 1967).

Nos ultimos dez anos, graves epidemias de pes@mfaegistradas na Africa
principalmente em Madagascar, Mo¢cambique, Ugan@lanzania, e recentemente na RDC
(Republica Democrética do Congo). Casos esporadieopeste tém ocorrido em varios
paises das Ameéricas (EUA, Peru, Brasil e Bolivia Asia Central (Uzbekist&o,
Turkmenistéo e Kazakhst&o), China, Mongolia e \&iest{ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2006). Em 2006, um total de 13 casos deephsimana foi registrado entre
habitantes de quatro estados dos EUA: Novo Méxsete(casos), Colorado (dois casos),
California (trés casos) e Texas (um caso). Esten@ior nimero de casos registrados em um
ano nos Estados Unidos desde 1994 (HUMAN PLAGUHG620Depois de décadas de
siléncio a peste reemergiu na India, Argélia e HQUBERTHERAT, 2007).

2.4 Epidemiologia da Peste

A transmissdo da peste ocorre principalmente petada da pulga infectada. A pulga
também pode infectar outros animais como coelhasyetos, cdes e gatos (PERRY;
FETHERSTON, 1997). A peste pode acometer o homeandy ele interfere no ciclo
selvatico, durante ou ap0s uma epizootia, ou pataducdo de roedores silvestres, ou de
pulgas infectadas no habitat humano (ALMEIDA et2005) (Figura 2).

A peste esta incluida, segundo a Organizacdo MuddisSaude (OMS), entre as
doencas re-emergentes, em vista da ocorrénciaidiengps em varios paises da Africa, Asia
e do Continente Americano (ORGANIZACAO MUNDIAL DEASIDE, 2006). No Brasil a
incidéncia de peste humana e a ocorréncia de df@godeclinaram nas areas de foco,
entretanto, atividade residual de peste tem sidectigla nos animais sentinelas, exigindo

vigilancia permanente dos focos.
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Os roedores sdo 0s principais reservatorios da pe#stima-se que cerca de 200
espécies estejam envolvidas no ciclo epidemiolodealoenca. Nos focos do Nordeste do
Brasil, os principais roedores envolvidos pertencaos génerosBolomys, Calomys,
Oligoryzomys, Oryzomys, Galea, Trychomyattus Alguns roedores, como®alea(preas)

e R. rattus(rato9, sdo pouco suscetiveis a doenc¢a, enquanto ogtox) oBolomys sédo
muito sensiveis, passiveis de grande mortandadepiasotias, ampliando e difundindo a
infeccdo (KARIMI et al., 1974).

As pulgas séo vetores do bacilo da peste. Das BQfcies de pulgas conhecidas, 55
sdo encontradas no Brasil e as espdudggenis bohlsi jordang P. tripusséo os principais
vetores da peste entre os roedoreXefopsylla cheopis Pulex irritanstambém participam
da transmisséo. Rolygenis smuando infectada, transmite a peste entre os reg@opode
ser encontrada, embora em pequeno namero, no kestudivres nas moradias (ALMEIDA
et al., 2005).

Outros animais como: os lagomorfos (coelhos e &pbrmguns marsupiais (timbu,
cassaco), insetivoros (porco—espinho e musaranterpivoros selvagens (raposas) e
carnivoros domeésticos (cades e gatos) assim conmam&los e macacos também podem
contrair a infeccdo. As aves sao refratarias &cgéfe pelaY. pestis mas podem participar
eventualmente do ciclo carreando pulgas para owutgiSes pelo transporte das carcagas de
animais infectados, principalmente as aves de a&apiroutras que utilizam as tocas dos
roedores para ninho (Figura 2) (STENSETH et aD820

Os animais domésticos (cdes e gatos), aléem dewdgena infeccdo também podem
carrear pulgas infectadas p#&lapestigle roedores silvestres para dentro de casa enitares
doencga por arranhaduras e mordidas (Figura 2). Alorente 0os cdes ndo expressam
manifestacdes clinicas, mas os gatos podem apsesentformas ganglionar, faringea e a
pneumaonica, 0 que 0s torna extremamente perigps@spodem transmitir peste pneumaonica
para humanos. Os cées e gatos que sobrevivemacarsi anticorpos especificos até durante
um ano (ALMEIDA et al., 2005).

A transmissdo pessoa a pessoa pode ocorrer pasasrma forma pneumaonica ou
pelo contato com o conteddo do bubdo e ainda pderses com tecidos e materiais em
trabalhos de campo ou no laboratorio ou na utidimaga bactéria como agente de guerra
bioldgica (STENSETH et al., 2008; INGLESBY et &000).



21

Ly

\

&

R
l~' _.‘
. Ny f
& v l|
: ) i {1

1 & 1
.
-

=

(=
o

iy ! K
T
{k—fﬂ mmm ingestdo ou contato com tecidos infectados

picada de pulga
mmm) mordeduras e aerossois

mmmp deslocamento

Figura 2: Esquema do ciclo epidemioldgico da Peste.
Fonte: Leal-Balbino et al. 2009.

2.5 Agente Etiolégico da Peste

A Y. pestis agente causador da peste, é uma bactéria Graativaegla familia
Enterobacteriaceae. O généfersiniainclui 11 espéciesy. pestis, Y. pseudotuberculosis, Y.
enterocolitica, Y. aldovae, Y. mollareti, Y. beieoy Y. frederiksenii, Y. intermedia, Y.
kristensenii, Y. rodhe2 Y. ruckeri.A Y. pseudotuberculosesY. enterocoliticasdo espécies
enteropatogénicas e causam disturbios gastromaestiSao transmitidas pela via oral-fecal e
provocam um quadro clinico denominado yersiniose. YA kristensenii pode ser
enteropatogénica para o homem eYa ruckeri € um patégeno de peixe (PERRY;
FETHERSTON, 1997).

Normalmente &'. pseudotuberculosisdo causa doenca em humanos sadios, porém
em individuos imunocomprometidos que ingerem alto®montaminados, ela pode causar
complicages linfaticas (PERRY; FETHERSTON, 1997).
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Pela microscopia Optica ¥ pestisapresenta-se como um bacilo curto, ovoide (0,5 a
0,8um de didmetro e de 1 am3 de comprimento) e de coloracdo bipolar (extrededa
escuras) (Figura 3). E uma bactéria aerobia ourdbiaefacultativa, que cresce bem em
meios usuais a 28°C e pH entre 5 e 9. O bacilo6daemresistente ao frio, conserva-se em
cadaveres e sobrevive em dejetos de pulgas (PERRMAERSTON, 1997).

Figura 3: Visualizac@o por microscopia optica Mapesti{seta) em tecido sangiiineo de um paciente infectad
Fonte: http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/plague/inder.

As cepas der. pestissdo fenotipicamentenuito homogéneas, caracterizam-se por
apresentar um sorotipo, um fagotipo e trés biodefsidos pela capacidade das cepas em
fermentar o glicerol e reduzir nitratos a nitrit@&egundo Devignat (1951) essas variedades
foram associadas as trés ultimas pandemias, o rbiavigqua ou Continental (glicerol+,
nitrato+) foi associado com a primeira pandenhBedievalis (glicerol+, nitrato-) com a
segunda e o biovarientalis ou Oceanica(glicerol-, nitrato+) foi associada com a terceira
pandemia. Estes biovars ndo diferem quanto ao dévplatogenicidade, nem a forma clinica
da doenca (PERRY; FETHERSTON, 1997).

Mais recentemente foi caracterizado um novo bi@raruma cepa denominada
Microtus isolada na China. Esta cepa foi diferenciada por teé capacidade de utilizar o
acucar arabinose, diferente das outras cepas fdestisO biovarMicrotus € avirulento para
humanos. Diante disso, agora baseado ndo s6 neidaga de fermentar o glicerol e reduzir
nitrato a nitrito, mas também na habilidade em &tar a arabinose,\a pestissta dividida
em quatro biovars:Antiqua (glicerol+, arabinose+ e nitrato+)yledievalis (glicerol+,
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arabinose+ e nitrato-)Qrientalis (glicerol-, arabinose+ e nitrato+) Microtus (glicerol+,
arabinose - e nitrato-) (ZHOU et al., 2004).

2.6 Formas Clinicas

A peste humana pode apresentar trés formas clipicaspais: bubdnica, septicémica
e pneumonica. A penetracdo do bacilo da peste rspedeiro pode ocorrer pela via
sanguinea, pela pele, pela conjuntiva ocular ayvésrdas mucosas respiratérias e digestivas.
A inoculacéo do bacilo pela conjuntiva ocular deiea a peste septicémica, enquanto a via
subcutanea reproduz a peste bubbnica e pela ymatgsia a peste pneumoénica (ALMEIDA
et al, 2005).

A peste bubdnica é a forma mais comum no Brasitespondendo a 98% dos casos
ocorridos na regido Nordeste e caracteriza-se prelsenca de um bubdo (tumefacdo dos
linfonodos superficiais). O bubdo aparece no segundterceiro dia, sendo extremamente
doloroso. Quando a picada da pulga ocorre nasaggdperiores surgem os bubdes axilares
ou cervicais, quando acontece nos membros inferiftsemam-se nédulos inguinais ou
femurais (FUNDAQAO NACIONAL DE SAUDE, 2002; ORGANIK;AO MUNDIAL DE
SAUDE, 1999) (Figura 4). A sintomatologia da pestonica é identificada por: calafrios,
cefaléia, febre alta, mialgias, anorexia, nauséawjtos e dores generalizadas. O periodo de
incubac&o é de 2 a 6 dias, porém, em alguns casasséapido (FUNDACAO NACIONAL
DE SAUDE, 2002).

A peste septicémica geralmente aparece na fasentdrioia peste bubdnica ndo
tratada. Esta forma clinica é pouco freqliente aracterizada pela presenca do bacilo no
sangue ndo apresentando reacdes ganglionaresisisBiimicamente, a peste septicémica
assemelha-se as septicemias causadas por outtésdsaGram-negativas. Os sintomas sao:
febre, dor de cabeca, mal estar, calafrios e thistsigastrointestinais. Essa forma tem um alto
grau de letalidade (30 a 50%) quando nZo tratad®NFACAO NACIONAL DE SAUDE,
2002).

A peste pneumédnica é a forma mais grave da doeeg&jo ao seu quadro clinico,
sua alta letalidade e seu alto potencial de camtggidendo provocar epidemias. Pode ser
secundaria a peste bubodnica ou septicémica pamndisacdo hematdogena. Também pode ser

primitiva, produzida diretamente por contato cowides de animais infectados ou inalagao
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de aerossois de goticulas de outro doente comuarmmea pestosa ou mesmo de um artefato
terrorista, com in6culos de 100 a 500 bacilos (ALDI et al., 2005). Tem inicio com um
guadro infeccioso grave de evolucao rapida, compmhrelevacao térmica, calafrios, arritmia,
hipotensdo, nauseas, vomitos e perturbacdo melmialalmente os sinais e sintomas
pulmonares sdo discretos ou ausentes, s6 depgienswtores no torax, respiracdo curta e
rapida, expectoragdo sanguinolenta, rica em bapissosos. Se ndo tratada precocemente,
surgem os sintomas de delirio e coma podendo causarte (FUNDACAO NACIONAL

DE SAUDE, 2002).

Também existe a “pestis minor”, que diferente de$sanas graves, é uma forma
benigna ou ambulatorial, com discreto comprometimeganglionar, febre baixa e cura
espontanea, também é chamada peste benigna (FUNDAGACIONAL DE SAUDE,
2002).

Figura 4: Bubdes pestosos (setas) nas regides cervicalXigr éB) e inguinais (C e D).
Fonte: http://www.cpgam.fiocruz.br/aggeu/doc/manpaskte.pdf
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2.7 Diagnéstico L aboratorial da Peste

O diagnostico laboratorial da peste € realizado p&rnicas bacterioldgicas
(identificacdo e isolamento da bactéria), soroldgifdeteccdo de anticorpos antipestosos) e
mais recentemente por técnicas moleculares. Palseabacterioldgica podem ser utilizadas
cepas de sangue, aspirado de bub&o, liquor cefglodiano, secrecdo brénquica no homem,
além de sangue, visceras de roedores e maceradosigds. O diagnéstico sorologico €
realizado em soro humano, de roedores e de outemsiferos. O diagndstico molecular
consiste na identificagéo de genes plasmidiais @@mossomais dé. pestifCHU, 2000).

A forma mais segura para confirmacéo da infecc&topa € o isolamento da bactéria,
mas nem sempre as cepas procedentes de casos Bsaammssiveis. A puncdo do bubdo e
um procedimento cruento e doloroso, mesmo com lzagifio de anestesia local, e que

determina em alguns casos o agravamento do qukcicodALMEIDA et al., 2005).

2.7.1 Diagnostico Bacteriol 6gico

2.7.1.1 Exame Direto

O diagnostico bacterioldgico por exame direto em@ras técnicas de coloracdo pelo
método de Gram, corante de Wayson ou método dedaieRara as analises séo utilizados
esfregacos de aspirado de bub&o, cepas de sangm@anvisceras dos roedores e macerados
de pulgas (CHU, 2000).

2.7.1.2 Cultura

Para identificacdo d¥. pestisas cepas sao cultivadas em duas placas para Agar
sangue (Blood Agar Base = BAB, Difco) a 28°C em mfaixa de 7,4 a 7,6 por 48 a 72

horas. Depois do semeio adiciona-se uma gota dw dagjpestoso especifico em uma das



26

placas. As coldnias apresentam tamanho pequenmafaronvexa, aspecto brilhante-
translicido e bordas inteiras. No ponto da culturde foi colocado o bacteriéfago forma-se

uma area de lise das colonias (KARIMI, 1978).

2.7.2 Diagnostico Sorolégico

A técnica de hemaglutinacdo (HA) € a mais utilizadadiagnéstico sorolégico. Essa
técnica consiste da utilizacdo de hemacias de icarsensibilizadas com o antigeno capsular
F1 daY. pestispara deteccdo de anticorpos em soros de humavexores e carnivoros
(CHU, 2000).

2.7.3 Diagnostico Molecular

A utilizacdo da biologia molecular no diagnéstica peste € uma opcdo em que se
identificam genes plasmidiais e cromossomai¥ dpestisem cepas de humanos, roedores e
pulgas. As técnicas moleculares permitem um didgmdsia peste mesmo quando as
bactérias estéo inviaveis (ALMEIDA et al., 2005).

Diferentes protocolos foram desenvolvidos baseadotcnica da PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase) e suas variacdes para oodisgnda peste em pulgas, material de
roedores ou humanos (CHASE et al., 2005; LOIEZ let 2003). No laboratério de
microbiologia do SRP/CPgAM ja foram padronizadagiadas delas; Nested-PCR (LEAL et
al., 1996), Multiplex—PCR (LEAL; ALMEIDA, 1999) e RCRTbU (SOUZA, 2005).

2.8 Tratamento, Prevencéo e Controle da Peste

O tratamento da peste deve ser precoce e intedewido a rapidez e a gravidade da
evolucdo da doenca, visando deter a bacteremiperasua toxemia. A coleta de espécimes

para os exames bacterioldgicos deve ser realizada do uso do antimicrobiano, mas néo se
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pode retardar os procedimentos a espera da cogéraboratorial. No Centers for Diseases
Control and Prevention (CDC) recomenda-se o isaiondo paciente durante as primeiras
48 horas do tratamento devido ao risco de pneunf{éihisiEIDA et al., 2005).

A Y. pestisé sensivel a maioria dos antibidticos, com exced@openicilina e
derivados. Embora os testes laboratoriais demanstemsibilidade d¥. pestisa penicilina,
esta é completamente ineficaz vivo (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002). A
estreptomicina e gentamicina séo eficazes no teatwonda peste. A estreptomicina é
considerada o padrdo-ouro no tratamento da peéteirea indicacdo bastante utilizada no
caso de pneumonia. Ha autores que recomendam eiagssn da estreptomicina com a
tetraciclina ou com o clorafenicol, principalmenigs casos com pneumonia e meningite. A
gentamicina € uma excelente opcao terapéutica amaqyer situacdes, podendo ser indicada
para gestantes e criancas. A tetraciclina é unmanrbbiano usado no tratamento de casos
ndo complicados. O cloranfenicol é considerado bowalternativa no tratamento da peste
bubdnica, septicémica e pneumonica. As sulfonansdasconhecidas pela sua eficacia na
prevencao e tratamento apenas dos casos ndo cadgsljanas s6 devem ser usados quando
outros antimicrobianos mais potentes nao estivelisponiveis (ALMEIDA et al., 2005).

Uma cepa deY. pestiscom resisténcia aos antimicrobianos mais utilizato
tratamento da peste foi isolada em Madagascar.rgsisténcia esta relacionada a aquisi¢éo
de um plasmideo, o plP1202, que pode ser transnptgla outras cepas disseminando esse
padréo de resisténcia (GALIMAND et al., 1997).

A vigilancia da peste no Brasil baseia-se no rastento da infeccdo nos campos
através da captura de roedores suscetiveis, abdefaulgas e pesquisa da bactéria nestas
fontes, além de inquéritos soroldgicos entre roesi@ outros pequenos mamiferos e em
animais sentinelas e o controle é realizado pdhairecdo das pulgas com inseticidas
apropriados, pela desratizacdo e a antiratizacde, cgnsiste da destruicdo de abrigos e
alimentacdo para os roedores, nas areas endémicamesie (ALMEIDA et al., 2005;
FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

O uso de vacinas é recomendavel apenas para indsvigue estdo continuamente
expostos a situacao de risco. Estes individuos mmngdem profissionais que trabalham em
contato com roedores e manipulam cepas vivas. Nane&n a imunidade que a vacinacao
confere € pouco eficaz contra a peste bubdnicagrdege contra a pneumdbnica primaria
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1999). Assim senddeepode atéepresentar um
risco, pois pode induzir ao vacinado uma falsa agi® de protecdo, o que pode levar a

exposicdo de risco, no foco, hospital ou laboratGhL MEIDA et al., 2005).
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2.9 Genoma da Yersinia pestis

Os fatores de viruléncia d¥. pestissdo codificados no cromossomo e nos trés
plasmideos (pPst, pFra e pYV) presentes no gencnaadtéria (DENG et al., 2002;
PARKHILL et al., 2001; SONG et al.,, 2004) (Figura ® sequenciamento completo do
genoma de algumas cepas: C0O92 (PARKHILL et al.120IM (DENG et al., 2002), 91001
(SONG et al., 2004) e Antigua e Nepal (CHAIN et 2006) mostrou que esta bactéria sofreu
grande fluxo génico, através da aquisicdo de ga@eaitras bactérias e virus, sugerindo uma
grande mobilidade nas sequéncias, resultado deangas gendmicos, como translocacdes e
inversoes.

Devido ao tamanho do genomaapestisser considerado relativamente pequeno, a
aquisicao de genes, pode ser equilibrado pela pdelaatividades de outros genes
(pseudogenes), encontrados com alta freqiénciaemontp das cepas dé. pestisja
sequenciadas (DENG et al., 2002; PARKHILL et @02, SONG et al., 2004).

As chamadas sequUéncias de insercdo (IS’s) séao teadas em multiplas copias no
genoma daY. pestis;IS100, 1S285, IS1661, 1S1541, tanto no0 cromossopIMOCcCNOS trés
plasmideos (DENG et al., 2002; SONG et al., 20@ysas sequéncias sdo pequenos
segmentos de DNA bacteriano (<2,5 Kb) que podetrassferir de uma regido para outra do
genoma, deixando ou ndo uma copia no local on@e@astno genoma. A transposicao pode
ser para 0 cromossomo ou para um plasmidio, caosasercoes, delecdes e recombinacoes,
resultando em mutagdes, inativacdo de genes, htbquenativacao do controle da expressao
génica (HUANG et al., 2002; MAHILLON; CHANDLER, 189MOTIN et al., 2002).

No genoma daY. pestistambém existem as sequéncias de DNAs repetitioss,
chamados VNTRs (Numero Variavel de Repeticbes emaddra). Com o0 sequenciamento dos
genomas bacterianos foi revelado um alto percedi®INTRs. Essas sequéncias variam em
tamanho, localizacdo, complexidade e modo de gHmetsdo estaveis e polimorficas e podem
estar agrupadas ou dispersas no genoma. Dependearndcalizacdo dos VNTRs no genoma
bacteriano, podem ocorrer alteracdes acarretandia ple funcdes génicas, o0 que repercutira
na patogenicidade da bactéria e na adaptacdo dgepat ao hospedeiro (LINDSTEDT,
2005).



29

\\k

Plasmidio pFra <
HPI 100 kb !

Cromossomo
4.650 kb

Plasmidio pYV
70 kb

é’/@f NS
g >

Plasmidio pPst
9.5 kb

Figura 5: Esquema representativo do genoma de uma cepa tigit pestis
Fonte: Cedido por Leal — Balbino, TC.

2.9.1 O cromossomo da Yersinia pestis

O genoma d&'. pestisem aproximadamente 4.650 kb com um conteudo nuaelio
GC de 47,46% (DENG et al., 2002; PARKHILL et alg02; SONG et al., 2004). Foram
identificados no cromossomo da pestisnumerosos genes estruturais e reguladores que
codificam para funcgdes relacionadas ao metabolienpatogenicidade assim como alguns
genes inativas

No cromossomo ha uma regido de 102 kb dividida @ms degmentos fisicos e
funcionalmente distintos: um relacionado a captag@derro mediado por um sideréforo
(yersiniabactina), localizado na HPI (ilha de patugidade), composto de 11 genes
organizados em quatro operons (CARNIEL, 2001). HBroowsegmento relacionado a
transmissao d¥. pestigela pulga (HINNEBUSCH et al., 1996).

2.9.2 Os plasmideos da Yersinia pestis

Nos diversos focos de peste, inclusimeNordeste do Brasil, foram encontradas cepas
atipicas faltando algum plasmideo ou contendo plsws adicionais (FILIPPOV et al.,

1990; LEAL et al., 1997; 2000). Também ja foranatatios casos de cepas de alguns focos
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de peste que apresentaram plasmideos cripticosacanuisicdo de genes de resisténcia
(GUIYOULE et al., 2001; PERRY; FERTHERSTON, 1997)

Os diversos tipos de manipulacbes em laboratérm®oc repiques Sucessivos,
incubacdo ou estocagem em diferentes temperatp@dem ocasionar alteragcdes na
viruléncia das culturas pela perda dos plasmideasrdléncia, de regides do cromossomo ou
mutacdes pontuais nos genes de viruléncia (LEARIgt1997; 2000; LEAL-BALBINO,
2004; 2006).

2.9.2.1 Plasmideo pYV ou pCD1

O plasmideo pYV de aproximadamente 70kb, é indifpesi a viruléncia e esté
presente nas trés espécies patogénicagedsinia Este plasmideo contém uma regido de
dependéncia ao calcigcrV) para crescimento a 37°C. Fora dessa regido estabizhdos
varios genes que codificam para um sistema de c¢gexréipo Il que permitem a
sobrevivéncia e multiplicacdo das bactérias nosddsc linfoides dos hospedeiros
(CORNELIS, 2000). Este plasmideo contéem sequéragagmsercao (1IS100 e 1S285) que

estao dispersas ao longo da sua molécula (HU, €19818).

2.9.2.2 Plasmideo pPst ou pCP1

O plasmideo pPst de cerca de 9,5kb, é especifido pestie parece ser responsavel
pelas proteinas implicadas no bloqueio do tratesiigo das pulgas e na disseminacao da
bactéria no organismo do hospedeiro a partir do & picada (HINNEBUSH et al., 1996).
Neste plasmideo estdo presentes os genes quecaodifi pesticinapé), uma proteina de
imunidade a pesticingim) e um ativador do plasminogéniplg) (SODEINDE; GOGUEN,
1988; SODEINDE et al., 1988). Este plasmideo possua Unica copia do elemento de
insercéo 1S100 (HU et al., 1998).
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2.9.2.3 Plasmideo pFraou pMT1

O plamideo pFra (90 — 110kb) codifica uma proteiapsular ou fracdo F1 que
desempenha uma atividade antifagocitica (DU et28l02) e a toxina murina, Ymt, que
parece estar envolvida na transmissédo da peste pelgas (HINNEBUSH, 2002). A F1 é
imunogénica para o0 homem e outros mamiferos e gartante utilizada nos testes de
diagndstico da peste, seja pela pesquisa de gigk@nti-F1 ou pela identificacdo do gene
estrutural da F1, eaf 1 (CHU, 2000). Este plasmideo possui uma cépia dmehto de
insercdo 1S200, duas cépias do 1S100 e uma copig2a8sb (LINDLER et al., 1998).

2.10 Epidemiologia M olecular

Para a epidemiologia é de grande importancia detarna origem dos organismos
envolvidos em uma doenca. A identificacdo exatpatdgeno é indispensével para deteccéo
do reservatorio e fonte de infecgcdo da doencambédm para monitorar sua dispersdo na
populacao estudada. A epidemiologia molecular beseina identificacdo e comparacédo da
estrutura genética e os dados epidemiologicossidedios bacterianos permitindo estabelecer
correlacéo entre eles e elaborar estratégias asati® controle epidemiolégico (TENOVER et
al., 1995).

A tipagem de bactérias patogénicas é realizadadp@rsos métodos que diferem
quanto ao poder discriminatorio, reprodutibilidade facilidade de interpretacéo
(LINDSTEDT, 2005). Determinar o poder discriminaddde um método de tipagem &
importante, devido a alguns métodos agruparem mma&s dentro de poucos grupos,
enquanto outros dividirem as cole¢cdes dos isolagtscionados epidemiologicamente.
Diante disso, existe uma necessidade de se estabala método de tipagem apropriado para
diferenciar os isolados bacterianos dentro da pggol estudada (TENOVER et al., 1995).
Atualmente existem numerosos métodos de tipagemeaumar com capacidade
discriminatoria diferente.

A identificacdo e comparacao de isolados bactesigode ser realizada por diferentes
técnicas moleculares. Algumas delas utilizam a &eagn Cadeia da Polimerase (PCR) e

suas variagbes, como RAPD, PCR-Ribotipagem, PCRAIS/A, etc. Estas técnicas séo
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importantes para a deteccédo de rearranjos de afgregaédes do genoma, monitoramento e
distribuicdo dos patdégenos (LEAL et al.,, 1999; HUAMt al., 2002; OLIVEIRA, 2006;
PEREIRA et al., 2002).

A técnica de RAPD (DNA polimoérfico amplificado atedamente) é relativamente
simples, pois ndo necessita conhecimento préveedaéncia da bactéria e mostra o perfil do
genoma todo incluindo sequéncias plasmidiais. Ntando, € uma técnica de dificil
reprodutibilidade, sofrendo interferéncia da quadel e quantidade do DNA, variacdo do
modelo do termociclador, da marca e até do lotendana utilizada nas reacdes (LEAL et al.,
2004). Apesar disto, estudos de RAPD com cepds gestidrasileiras revelaram um padréo
homogéneo para as cepas de diversos focos (LEAI8)19

A PCR-ribotipagem é baseada na amplificacdo daioegspacadora intergénica dos
genes ribossomais que codificam o rRNA 16S ou E3 regido codifica varios tRNA o que
permite mostrar a diferenca entre as bactériasa Psta técnica sdo usadmsmers que
anelam na regido conservada do 16S e do 23S, gemaardis que sao utilizados para
identificacdo de eubactérias e para subtipagem uidosngéneros bacterianos. Os genes
ribossomais sdo Uteis na deteccdo do polimorfismético entre diferentes bactérias.
Existem de 2 a 11 copias do gene rRNA por célutaebana (KOSTMAN et al., 1992).
Entretanto, estudos da PCR-ribotipagem c¥mpestisdo Brasil revelaram um padrao
homogéneo para as cepas de diversos focos (SOBRERAR).

As IS’s também séao utilizadas nos estudos de tipagelecular devido a capacidade
de se inserir em multiplos sitios de uma moléculo garticipando de rearranjos
cromossOmicos causando insergOes, delecbfes e mpemdds, podendo desta forma
diferenciar os isolados. Esses marcadores genéicostilizados para tipagem de cepa¥ de
pestisem estudos epidemioldgicos (HUANG et al., 2002; TNDet al., 2002).

Alguns grupos tém utilizado o Numero Variavel dgp&&des em Tandem (VNTR),
como marcador molecular para identificacdo dasretifgas genéticas entre bactérias
patogénicas (LE FLECHE et al., 2001; DE BENITO let 2004). Estudos dos VNTRs s&o
realizados pelo MLVA (Analise dos VNTRs atravéstélenica da PCR). O MLVA baseia-se
na identificacdo do polimorfismo no tamanho dogritantos amplificados, como resultados
dos eventos de insercéo e delecdo dentro do VNERBENITO et al., 2004; LE FLECHE et
al., 2001; POURCEL et al., 2004). Esta técnicallizatla como uma ferramenta para estudos
epidemiolégicos, especialmente por identificar mpolifismo no genoma de espécies
bacterianas que sdo geneticamente homogéneas quamatisadas por outras técnicas
moleculares (VAN BELKUM, 1999).
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Os VNTRs ou regides repetitivas (Figura 6) sofreraqiientemente mutacdes
resultando, na maioria das vezes, em alteracoesimero de repeticbes. Essas mutacdes
ocorrem durante a replicacdo do DNA e podem s@mircombinacdo com falhas durante o
mecanismo de reparo (STRAND et al., 1993). Depetaleia localizacdo destes VNTRS no
genoma da bactéria podem ocorrer alteracbes mawlific a expressdo génica e
conseglentemente alterando a sequUéncia de amiosaeimt uma cadeia polipeptidica
interferindo, portanto, na patogenicidade da becté na adaptacdo do patdgeno ao
hospedeiro (ADAIR et al., 2000).

Os VNTRs variam em tamanho, localizacdo e compésied VAN BELKUM et al.,
1998). Quanto ao tamanho, podem ser classificadosocmini ou microssatélites. Os
microssatelites correspondem a unidades repetigasa@riam de um a cinco pares de base e
0S minissatélites apresentam mais de seis parebades. Esses VNTRs podem ser
encontrados em tandem ou dispersos no genoma (EfF-Bt al., 1985).

Os DNAs repetitivos ainda podem ser classificadmea homopolimérico simples
constituido de um unico tipo de nucleotideo (polipdli G, poli C, poli T) ou ainda de
nameros grandes ou pequenos de varias classesnénidis de repeticdes. Estas repeticbes
sdo constituidas de unidades idénticas (repetigbemgéneas), unidades mistas (repeticbes
heterogéneas) ou repeticdes degenerativas (VAN BRILK1998).

O MLVA mostrou-se como uma boa ferramenta paradestuepidemioldgicos e
filogenéticos em espécies bacterianas por revelentgativamente as similaridades e
diferencas entre isolados (RORING et al., 2002ntiReas diferentes espécies bacterianas
analisadas com o MLVA destacam-&€: pestisde outros focos (ADAIR et al., 2000; LE
FLECHE et al., 2001; KLEVYSTSKA et al., 2001; POURKCet al., 2004)Y. enterocolitica
(DE BENITO et al., 2004)Bacillus anthracigKEIM et al., 2000),Haemophilus influenzae
(VAN BELKUM et al., 1997) Enterococcus faecaligTITZE-DE-ALMEIDA, 2004),
Mycoplasma genitaliunfRORING et al., 2002¢ Francisella tularensifFARLOW et al.,
2001).

Em Y. pestiso estudo da variacdo no numero de repeticdesgdasalocos VNTRs
auxiliou nos estudos de tipagem (ADAIR et al.,, 20BQEVYTSKA et al.,, 2001) e
epidemiologia molecular dessa espécie permitindentificar os clones deY. pestis
circulantes em uma determinada area geograficaABIRet al., 2004; LOWELL et al.,
2005).
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No Brasil, estudos de tipagem molecular pargestisutilizando diferentes técnicas:
RAPD (LEAL, 1998), PCR-ribotipagem (SOBREIRA, 200BFGE (BARROS, 2007)

demonstraram na maioria das vezes, padrdes gerdid@&maicos entre cepas provenientes de

diferentes fontes,

ano e local de isolamento. Reosnte uma analise de algumas cepas

isoladas no Nordeste do Brasil pelo MLVA revelouegelas apresentavam diversidade
genética (ARAUJO, 2005, 2007; OLIVEIRA, 2006; VALVENO NETO, 2006).

Primer# 1

IGG

AGG AGGG G| ' GAAGICGGCAACAATITACC

C

G/ TATTTATGCICGICAGCCAGA'A'AAICICCCCC

GGCCAACAAACAAACAAACAAACAAACAAACAAA|

ATACCCAACG'CACIGGCG' IGCCGCCCcA

|[CAAACAAACAAACT ICACCGAAT IGACATTAAAGA

A'GA' ICGAG/'GAG GAACACCG''AGCIC' A
GGC ' CAAG ' CGAAGGGGAGGCGAAA AAAB
CCACITAGCC'C

Primer# 2

Figura 6: Esquema representativo do VNTR tetranucleotideA&£A
Fonte: Baseado em Adair et al. (2000).
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3 JUSTIFICATIVA

A peste, no mundo contemporaneo, pode ser condaleraa doenca rara e, portanto,
pouco conhecida, mesmo sendo atualmente classifigald Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) como uma doenca reemergente. O seu potermpalémico nao pode ser
negligenciado e o Brasil possui focos onde é mard@mo enzootia de roedores silvestres-
comensais, ocasionalmente atingindo o homem, poaddeterminar sérias conseqiéncias
médicas e socio-econdmicas ao pais, o que a tamaablema atual e merecedor de atencao
(ALMEIDA et al. 2005; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE 2004).

A peste ainda continua sendo uma ameaca em vagas do mundo: América do
Norte, no oeste dos EUA, América do Sul, no Bra&duador, Peru e Bolivia; Africa,
principalmente em Madagascar; Asia, na China, Llysnmar, Vietna e india e sudeste da
Europa (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2006).

Em 2005, ocorreram 1.124 casos de peste em nowespaendo 99 fatais
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2006). No Brasil, er1997, ocorreu um caso
humano em Ipu-Ceara e em 2005 houve outro casorftumaado também no Ceara, o que
reforca a importancia de manter a vigilancia ne®$aqCDTV/CGDT/SVS/MS).

O Departamento de Microbiologia do CPgAM/Fiocruzetesolveu diferentes estudos
com as cepas isoladas nos focos do Nordeste dal.Boss métodos PCR-ribotipagem
(SOBREIRA, 2002) e RAPD-PCR (LEAL, 1998) empregadus estudo destas cepas
demonstraram uma homogeneidade, padrbes gendndignscos entre cepas de diferentes
caracteristicas epidemiologicas, diferentes fonte®y e local de isolamento. O PFGE
(Eletroforese em Gel de Campo Pulsado) em cepasuido da Paraiba indicou uma baixa
variabilidade genética (BARROS, 2007).

O MLVA é uma técnica que tem sido padronizada feboratério de Microbiologia
do CPgAM e que vem mostrando poder discriminaténive as cepas brasileiras\epestis
(ARAUJO, 2005, 2007; OLIVEIRA, 2006; VALDEVINO NET02006) Os resultados
obtidos demonstraram diversidade genética intragéBpa nas cepas estudadas e relagcdo com
algumas caracteristicas epidemioldgicas. No entaaioda € necessario um maior
aprimoramento da técnica e de sua analise paragicacado e correlacdo com os dados
epidemioldgicos e assim esclarecer se existe dilagts entre as cepas brasileirasrdgestis

e estabelecer um marcador molecular eficiente pépmgem das cepas ¥epestis
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A obtencdo de marcadores capazes de diferencias gevenientes de diversos
focos, disseminados em numerosos paises, tem ssgerepidemiolégico, pois podera
identificar os clones d¥. pestisexistentes no Brasil e detectar o surgimento denawo
clone ou a introducdo de uma nova cepa. Com uensistle tipagem adequado sera possivel

planejar e implementar novas medidas de contradéreas de foco de peste do Brasil.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Existe relacdo ou diversidade genética entre asscele Y. pestisisoladas em

diferentes periodos, hospedeiros e municipiosrésdacos de peste do estado de PE?
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5 HIPOTESE

Existe relacdo genética entre as cepasYdeestisisoladas de diferentes eventos

epidemioldgicos dos trés focos de peste do estadRiEd

O MLVA permite demonstrar a relacéo genética eatreepas d¥. pestissoladas de

diferentes eventos epidemioldgicos dos trés foegsedte do estado de PE.

O MLVA é um marcador molecular eficaz no estudeai@specifico do géneltersinia
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6 OBJETIVOS

6.1 Geral

Realizar tipagem molecular das cepasrdeestissoladas no Nordeste do Brasil pela

analise do namero variavel de repeticbes em tandem.

6.2 Especificos

Identificar os padrdes de tipagem das cepas brasildeY. pestispela analise dos
locos VNTRs (MLVA), estabelecendo a relacdo gemétemtre as cepas e os dados

epidemiolégicos;

Avaliar a aplicacao de diferentes locos VNTRs ggragem molecular das cepasYie
pestis

Verificar a efichcia do MLVA como marcador moleaulsa caracterizacdo das cepas
brasileiras d¢&/. pestis.

Comparar o perfil genotipico encontrado nas cea¥.dpestiscom as cepas d¢'.
pseudotuberculosis Y. enterocoliticgpara estabelecer a relacdo entre essas espévigie a

o MLVA como marcador molecular intraespecifico paigéneroy ersinia
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7 MATERIAL E METODOS

7.1 Cepas Estudadas

Foram analisadas 63 cepas e pestisestocadas na bacterioteca do Servico de
Referéncia em Peste (SRP) — Laboratério de nivekedaranca 3 (NB3) do CPgAM. Das 63
cepas 43 foram isoladas em diferentes periodos6(E6.980), diferentes hospedeiros
(humanos, roedores e pulgas) e de diversos mupscius trés focos de peste do estado de
PE (Tabela 1). As outras 20 cepas sao provenieletesedores e pulgas que foram isoladas
durante uma epizootia que ocorreu em agosto ded®6itio de Alagoinha, uma propriedade
localizada na Chapada do Araripe no estado de Réuw (Tabela 2) (ALMEIDA et al.,
1985).

As cepas foram identificadas por P (Peste), Exala@®s do Plano Piloto de Peste em
Exu) segundo numero de ordem dos isolados (ALME#DAI., 1985). Em relacdo as cepas
da epizootia foram realizados dois cultivos subsetgs em diferentes periodos em
substituicdo as culturas originais. Neste trababsosubcultivos foram identificados como 1S
e 2S referentes ao 1° e 2° subcultivos respectiviani€abela 2).

Também foi incluido no estudo oito cepas Ylepestisisoladas em outros paises
(EUA, Madagascar, Iran, Birmania, Curdistdo e PéFapela 3), assim como cinco cepas de
Y. pseudotuberculosis nove deY. enterocoliticapara andlise genética comparativa com o

marcador molecular MLVA (Tabela 4).

7.2 Bactérias e Condicdes de Cultivo

As cepas mantidas na colecdo de culturas estaaiamradas em camada alta do
meio Blood Agar Base (BAB, Difco) sob refrigeraca@o4°C. Para os estudos as culturas
foram renovadas por repique em caldo BHI (BrainrHedusion broth, Difco) e incubadas a
28°C por 48 horas. As colonias isoladas foram eefais individualmente e crescidas em BHI

para extracdo do DNA gendmico.
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Cada cultura crescida foi plagueada em duas pldeaBAB (Blood Agar Base,
Difco), uma para teste com o bacteriéfago antipesfrara a confirmacgéo da identificagédo e
pureza do cultivo, incubadas a°@8e inspecionadas diariamente por até cinco dies pa
visualizacao da lise pelo fago e observacao daatogifi das colénias desenvolvidas. A outra
placa foi usada para reativacdo das colonias emdabkld seja comprovada a pureza deste
isolado na placa com o fago antipestoso.

7.3 Extracdo do DNA Gendmico

Para a extracdo do DNA gendmico das cepa¥.deestisestudadas foram utilizados
dois protocolos. Um deles o DNA gen6mico das cattdoi extraido baseado no protocolo de
lise por aquecimento desenvolvido por KEIM et &l0@) paraBacillus anthracise adaptado
paraY. pestisno Departamento de Microbiologia — CPgAM. A lisecteriana foi realizada
por fervura a partir de uma colbnia isolada em BARssuspendida em 200uL de TE (Tris —
EDTA, pH 7.0), fervida por 20 minutos e centrifugaé 14.000 rpm por 1min. O
sobrenadante, contendo o material genético, falaupara as reagées do MLVA.

O outro protocolo foi realizado como descrito emUZA et al (2007). Foi utilizado
um mililitro da cultura em BHI que foi centrifuga@o14.000 rpm a 4°C, o sobrenadante foi
descartado, o sedimento suspenso em 500ul de dizaenente centrifugado. O sobrenadante
foi desprezado, o precipitado homogeneizado comus@® TE, 10ul de lisozima (10mg/ml)
e 10ul de proteinase K (5mg/ml). A suspenséao failvada a 60°C por 20 minutos seguido da
adicdo de 100ul de STE (SDS 2,5%, Tris-HCI 10nM pH&DTA 0,25M), 15 minutos de
incubacdo a 60°C, 5 minutos a temperatura ambierieminutos em banho de gelo. A
suspensao foi neutralizada com 130ul de acetatomdmio 7,5M, mantida no banho de gelo
por mais 15 minutos e depois centrifugada por 5Sutosr Aproximadamente 700ul de
sobrenadante foi transferido para outro tubo, adamdo o mesmo volume de fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e centridp por 5 minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo e o DNA precipitado cpnoximadamente 420ul de isopropanol
a -70°C por 30 minutos ou a -20°C por 24 horasidegde centrifugacdo e descarte do
sobrenadante. O precipitado foi ressuspenso emdagua mili Q e conservado a -20°C. A
qualidade do DNA obtido foi avaliada atravées déreferese em gel de agarose 1% a 100 V
usando tampao TBE (Tris-borato 0,089 M; acido mo€i@®89M; EDTA 0,002M), a 100V. A
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visualizacdo do DNA foi observado sob luz UV apé®@acido em solugdo de brometo de
etidio (15mg/ml). A quantificacdo foi realizada poomparacdo com uma quantidade
conhecida de DNA do fagtambda clivado pela enzimadindlll usando o programa 1D

Image Analysis, versao 3.5 (Kodak Digital Science).

7.4 Tipagem molecular pela analise dos multiploslocosVNTR (MLVA)

Foram selecionados 11 locos VNTRs que apresentanamalto potencial para
polimorfismo revelados em trabalhos descritos teaaiura: ms04, ms05, ms06, ms 07, msQ9,
ms20, ms30, ms45, ms46, ms54 e ms 62 (LE FLECHE,&001) (Tabela 5).

Os ensaios de PCR foram realizados para um volunalede 2% por tubo, contendo
20ng de DNA, 20pmol de cadaimer, tampao (pH8) 50mM, desoxinucleotideo trifosfato
0,16mM (dNTP-Invitrogen, Brasil), 1,5mM Mg£I1U da enzima Taq DNA polimerase
(Invitrogen, Brasil).

Em todas as reacfes de PCR o termociclador (Biajnftr programado para 96°C
por 5 minutos para desnaturacdo, seguida de 3dscué 96°C por 20 segundos para
anelamento dogprimers 60°C por 30 segundos e a 65°C por 1 minuto paress,
terminando com 65°C por 5 minutos para alongamgsxtditas do DNA.

Os produtos de amplificacdo da PGinplicon$ foram separados por eletroforese em
gel de agarose 2% em tampéo Tris-Borato-EDTA sdtagem de 100V, por cerca de trés
horas, corados com brometo de etideo (lug/mL),aliados em transiluminador de luz
ultravioleta (UV) e digitalizados em camera Kodak@ra posterior analise. Foi utilizado
como padrao de massa molecular o “50 ou 100 bas®pEA ladder” (Invitrogen, Brasil)

dependendo do tamanho da unidade repetitiva.
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7.5 Andlise dos Dados obtidos pelo MLVA

7.5.1 Determinacao do Numero de Repeticdes

O tamanho dosmpliconsfoi determinado através do programa 1D Image Amalys
software, versdo 3.5 da Kodak Digital Science. Oerd das repeticbes de caapliconfoi

calculado usando a formula deduzida, segundo Adair. (2000):

NuUumero de repeticdes = Tamanhaoaaiaplicon(pb) — Regiéo flanqueadora dos repeats (pb)

Tamanho da repeticdo das unidadeditigps (pb)

O grau de similaridade entre os diferentes pediigiéterminado pelo coeficiente de
Hamming (1950) e o agrupamento dos perfis genatipias cepas foi analisado pela
construcdo de dendrogramas através do algoritmdP&Unweighted Pair Group Method
with Arithmatic Mean(SNEATH; SOKAL, 1962) usando o programa MEGA, vans4.0
(KUMAR et al. 2008).

Para verificar a localizagcdo dos VNTRs no genomapteto de cepas d¥é. pestis
previamente sequienciados, foram realizadas analisd&o utilizando o programa BLAST —
Basic Local Alignment Search TGALTSCHUL et al., 1997).

7.5.2 Andlise discriminatéria dos locos VNTRs

O poder discriminatorio para o método de tipagernteoubar MLVA e pela anélise de
cada VNTR estudado, foi determinado de acordo céamidice numérico descrito por Hunter e
Gaston (1988). O valoD indica a probabilidade em que dois isolados, aleahente
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selecionados dentro da populacéo testada, serssifidados em diferentes tipos. A seguinte

féormula foi utilizada:

] N
D=1- man(nj—l)

onde D = indice discriminatorios = ndmero total dos tipos diferentes, = niumero de
isolados representando cada tip® e numero total de isolados na amostra populacional
Segundo Hunter e Gaston (1988), um indice D supari®,90 pode ser interpretado como

confiante e desejavel.
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8 RESULTADOS

8.1 Tipagem Molecular pelo MLVA (Andlisedos VNTRS)

8.1.1 Andlise das cepas de Y. pestis isoladas nos trés focos de peste do estado de PE e de

focos de outros paises

As 51 cepas d¥. pestieestudadas (43 cepas ¥depestidrasileiras e oito cepas e
pestis estrangeiras) pertencentes a bacterioteca do SREPdAM amplificaram os onze
locos VNTRs analisados (ms04, ms05, ms06, ms079,/ms820, ms30, ms45, ms46, ms54 e
ms62). Entre os onze VNTRs investigados, dois (nesB#30) revelaram—-se monomaorficos
demonstrando o mesmo tamanho afepliconse consequentemente o0 mesmo numero de
copias das unidades repetitivas (UR) para as apéspestigsoladas nos trés focos de peste
do estado de PE. Quando os mesmos VNTRs foram cadgsacom as cepas de pestis
estrangeiras, também apresentam-se monomoérficoBNTR ms54 gerou sete unidades
repetitivas (7UR) referentes ampliconde aproximadamente 270 pb e o VNTR ms30 gerou
2UR referentes a ummpliconde 690 pb em todas as cepasrdpestisanalisadas (Figuras 7
A — B e 10). Os demais VNTRs analisados revelarampadimorficos, diferindo entre as
cepas dé&. pestigpelo tamanho damplicone no niumero de cépias das unidades repetitivas,
gerando de dois a oito alelos para as cepas gestiddos trés focos de peste do estado de PE
e estrangeiras (Figura 11).

O VNTR ms06 gerou seis alelos diferentes entreepsi deY. pestisbrasileiras e
estrangeiras, com 2, 4, 5, 7, 8 e 9 UR referemtgsectivamente a@npliconsde 245, 365,
425, 545, 605 e 665 pb. Apenas duas cepas brasileie Y. pestisobtiveram perfis
exclusivos; a P. Exu 387 gerou 5UR referente ampliconde 425pb, assim como a cepa P.
Exu 340 que obteve 7UR referenteanpliconde 545 pb. A cepa brasileira de pestisP.

Exu 16 apresentou o0 mesmo numero de unidadestiege{dUR) que as cepas estrangeiras
Kim e PKR684 (Figuras 8 A - B, 10 e 11).

O VNTR msO09 gerou trés alelos com 20, 23 e 28 U&eates a 496, 550, e 700 pb

respectivamente entre as cepasydeestisestudadas. Apenas a cepa P. Exu 16 apresentou

23UR referente ao fragmento de 550 pb e duas ceptmangeiras (Kim e PKR 684)
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apresentaram 20UR (496 pb). Todas as outras cepsitelvas e estrangeiras geraram 28UR
(Figuras 8C, 10 e 11).

O VNTR ms46 gerou quatro alelos de 7, 10, 18 e R6réferentes a 250, 271, 327 e
383 pb respectivamente nas cepasYdepestisbrasileiras e estrangeiras. A analise deste
VNTR demonstrou que apenas a cepa estrangeira BdRafiresentou 18UR referente ao
amplicon de 327 pb diferente de todas as cepas estrangeil@msileiras dey. pestis
analisadas com este VNTR. A cepa P. Exu 16 apmsemtmesmo numero de unidades
repetitivas que a cepa estrangeira Kim (26UR), entgu que as demais cepas foram
distribuidas entre os diferentes alelos observéeigsras 8D, 10 e 11).

O VNTR ms62 revelou-se o mais polimérfico dos mdocas moleculares analisados
entre as cepas & pestisestudadas, gerando oito alelos com 3, 4, 5, 6, Ip e 12 UR
referentes a 197, 206, 215, 224, 233, 251, 2608 pb/respectivamente. Dos oito alelos
gerados, quatro foram exclusivos para as cepaangsiras; EV 76, PKOL, PB8, PBM5,
PKR 684 e Alex que obtiveram 3, 7, 10 e 12 UR spoadentes a 197, 233, 260 e 278 pb
(Figuras 8E, 10 e 11). As cepas brasileiras olstimeapenas trés alelos com 4, 5 e 6UR. A
cepa brasileira P. Exu 16 obteve o mesmo numeraindgades repetitivas que a cepa
estrangeira Kim com 9UR (Figura 10).

O VNTR ms07 também revelou — se bastante polin@rfierando sete alelos com 6,
7, 8,9, 10, 11 e 12 UR referentes a 296, 306, 326, 336, 346 e 356 pb respectivamente.
Neste VNTR o unico fragmento de amplificacdo exeludoi referente a cepa estrangeira
Kim que gerou 6UR referente a ampliconde 296 pb (Figuras 8F, 10 e 11). Todas as outras
cepas estrangeiras estudadas apresentaram o méasmoorde unidades repetitivas (7UR),
além disso a cepa brasileira P. Exu 16 apresenfmrfib idéntico as cepas estrangeiras com
7UR. As demais cepas brasileiras obtiveram perdippo de 8, 9, 10, 11 e 12UR (Figura 10).

O VNTR ms45 gerou apenas um alelo de 3UR referan281 pb entre as cepas
brasileiras e estrangeiras ¥e pestigFiguras 10 e 11). Exceto para uma cepa brasikira
Exu 16 e duas estrangeiras Kim e PKR684 que apezaem perfil exclusivo de 2UR
referente a 219 pb (Figuras 8G, 10 e 11).

O VNTR ms20 gerou quatro alelos de 2, 3, 4 e 5 &fBrentes a 248, 263, 278 e 293
pb respectivamente de maneira queaospliconsvariaram entre as cepas e pestis
analisadas, mas com predominancia do perfil de @idriras 9A e 11). No entanto, as cepas
brasileiras deY. pestisobtiveram 4 e 5UR, enquanto que as estrangeiea82R. Apenas a
cepa brasileira P. Exu 16 apresentou perfil idéntiem algumas cepas estrangeiras (Figura
10).
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O VNTR msO04 gerou quatro alelos com 4, 6, 7 e 8efBrentes a 328, 362, 379 e 396
pb entre as cepas dfe pestidrasileiras e estrangeiras analisadas (Figuras BB.eApenas
duas cepas estrangeiras PKR 684 e Kim obtiverafit @eclusivo com 4UR (Figura 10). As
demais cepas analisadas foram distribuidas entaielos de 6, 7 e 8UR (Figura 10).

O VNTR msO05 gerou trés alelos com 6, 7 e 8UR reteszaosmmpliconsde 267, 284
e 301 pb respectivamente nas cepasYdegestisanalisadas. Todas as cepas brasileiras
obtiveram 0 mesmo numero de repeticbes 7UR, exxc@0Exu 16 que apresentou 0 mesmo
perfil de 6UR das estrangeiras Kim e PKR 684. Asaseestrangeiras obtiveram 6, 7 e 8UR,
no entanto, apenas uma cepa estrangeira P. Peru §8R diferente de todas as demais
cepas brasileiras e estrangeiras analisadas celwWR3R (Figuras 9C, 10 e 11).

Com base nos padrdoes de amplificacdo obtidos coomzs VNTRS pela técnica do
MLVA, as 51 cepas d&. pestigbrasileiras e estrangeiras) foram distribuidas3&nperfis
genotipicos denominados neste trabalho de P1 §lRB&las 1 e 3; Figura 10).

A analise das cepas e pestigle acordo com o coeficiente de Hamming (1950) e da
construcdo do dendrograma atraves do algoritmo UR@bUde ser visto na figura 10. De
acordo com o dendrograma as cepa¥ deestisestudadas foram agrupadas em trés clados (I,
Il e IV). O primeiro clado (I) agrupou todas as epas brasileiras dé. pestisexceto uma
(P. Exu 16) que ficou agrupada no clado IV juntamecom duas cepas dé. pestis
estrangeiras; Kim e PKR684 (Figura 10). As cepa¥.deestisestrangeiras foram agrupadas
em dois clados separados o Il e IV. As cepas bressl deY. pestidoram distribuidas em 27
perfis genotipicos P1 a P27 (Tabela 1; Figura 189 estrangeiras foram distribuidas em oito
perfis genotipicos P28 a P35 (Tabela 3; Figura 10).

De acordo com o indice numérico descrito por HumteGaston (1988) o poder
discriminatorio com os 11 VNTRs analisados nas €&l . pestigsoladas nos trés focos de
peste do estado de PE foi de 0,95. O indice digswidrio foi calculado também
individualmente para cada VNTR analisado nestedestias cepas brasileiras We pestis
Para o0 VNTR msO06 o indice foi de 0,44; VNTR ms @0f05; VNTR ms46 foi 0,38; VNTR
ms62 foi 0,26; VNTR msO07 foi 0,68; para 0 VNTR mda00,14; para o VNTR ms04 foi
0,61; para 0 VNTR msO05 foi 0,046 e para os VNTRS4nms 30 e ms45 foi O (zero);

A localizagdo dos VNTRs no genoma das cepas. grestigpreviamente sequenciadas
foi realizada pela analiga silico utilizando o programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997
A ferramenta indicou que dos onze locos VNTRs estad dez foram localizados no DNA
cromossomal da bactéria, enquanto apenas um, o \M\SR), foi localizado no plasmideo de
viruléncia (pYV) deY. pestigTabela 5).
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8.1.2 Andlise das cepas de Y. pestis isoladas durante uma epizootia de peste em 1967 no foco
da Chapada do Araripe — PE.

As 20 cepas de¥. pestisestocadas na bacterioteca do SRP do CPgAM estavam
armazenadas em dois subcultivos (duas culturasgpa). Estes subcultivos foram referentes
a repiques subsequentes realizados em diversos @sosliferentes repiques levaram a
tentativa de recuperacdo das 40 culturas, apésisstele crescimento em meio BAB &Q8
Dessas apenas 22 foram recuperadas, sendo saisnéor@ subcultivo e 16 do segundo. Em
apenas duas cepas foi possivel recuperar os dmslsuos das culturas pareadas (P. Exu 57
1S e 2S e P. Exu 60 1S e 2S (Tabela 2).

Todos os 1llocos VNTRs analisados foram amplificados nas catudeY. pestis
isoladas durante a epizootia de Peste. Dessesedezelaram monomarficos, apresentando o
mesmo tamanho damplicone 0 mesmo numero de unidades repetitivas: VNTROASUR
referentes a 700pb; 250 pb com 7UR para o VNTR m&46 pb com 7UR para o VNTR
ms54; 690 pb com 2UR para o VNTR ms30; 206 pb ctiR para o VNTR ms62; 306 pb
com 7UR para o VNTR ms07; 231 pb com 3UR para o RMis45; 293 pb com 5UR para o
VNTR ms20; 379 pb com 7UR para o VNTR ms04 e 284@h 8UR para o VNTR ms05
(Figura 12 A —1).

Apenas 0 VNTR msO06 revelou-se polimorfico, geratrés alelos com 8, 9 e 10 UR
referentes a 605, 665 e 725 pb respectivamentar@-ip J; Tabela 2). O alelo de 605 pb foi
encontrado em 18 culturas, cinco do primeiro sulwoue em 13 do segundo; o alelo de 665
pb foi observado em trés culturas, uma do primsirocultivo e duas do segundo e para o
alelo de 725 pb apenas uma cultura do segundo lsiubctoi verificada (Tabela 2). As
culturas pareadas das duas cepas (P. Exu 57 18 &2B5xu 60 1S e 2S) demonstraram para
este VNTR 8UR referentes a 605 pb (Tabela 2).

8.1.3 Andlise das cepas de Y. enterocolitica

Nove cepas d&. enterocoliticaforam analisadas pelo marcador molecular MLVA
para comparacao com as cepasrdepestie Y. pseudotuberculosesavaliagdo do marcador

Os onze locos VNTRs foram amplificados nas novease®Y. enterocoliticacom excecéo
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da cepa Ye 37 analisada com o0 VNTR ms06, e das oépd3p e Ye 25L analisadas com o
VNTR ms05, que ndo foi possivel obter a amplificagésta regides nestas cefkabela 4).

Nas nove cepas dé enterocoliticaanalisadas com os onze locos VNTR, sete VNTRs
apresentaram um padréo de amplificacdo monomdtkooonstrando apenas wamplicone
0 mesmo numero de unidades repetitivas para tadaspmas d&'. enterocoliticaTabela 4).
Estas cepas geraram 28 UR referente ao segmei@@0dab com o VNTR ms09, 7 UR (250
pb) com o0 VNTR ms46, 7 UR (270 pb) com o0 VNTR msB4JR (690 pb) com o VNTR
ms30, 3 UR (231 pb) com 0 VNTR ms45, 3 UR (263qh VNTR ms20 e 7 UR (379 pb)
com 0 VNTR ms04 (Tabela 4).

Apenas quatro locos VNTRs analisados apresentaranpadrdo de amplificacéo
polimorfico para as nove cepasYieenterocoliticaonde as cepas demonstraram tamanhos de
ampliconse numeros de unidades repetitivas diferentes (@a@a)eNas cepas analisadas com
0 VNTR ms06 foi observado alelos com 8 UR referen65 pb e 9 UR referente a 665 pb.
Com o VNTR ms62 foram observados alelos com 5UBreete ao segmento de 215 pb e
com 6 UR referente ammpliconde 224 pb. O VNTR ms07 gerou alelos com 8 UR egiter
ao segmento de 316 pb e 9 UR referente ao segrdend26 pb. Por fim, apds analise do
VNTR ms05 foram observados alelos com 5 UR e 6 DiRespondentes aos segmentos de
250 pb e 267 pb respectivamente ( Figura 11; Tabela

Baseado no padrdo de amplificacdo das cepa¥.denterocoliticafoi possivel
distribuir — las em seis perfis genotipicos diféesn denominados neste trabalho de P36 a
P41. Apesar da auséncia de amplificacdo de doisR&\Jara trés cepas e enterocolitica
ainda foi possivel agrupar duas delas (Ye 37 e3jeerh dois perfis genotipicos (P36 e P41)
pois os dados analisados com os outros VNTRs ctas espas permitiram enquadra-las em
perfis genotipicos distintos. No entanto, ndo fmégivel a genotipagem da cepa Ye 25L em
um perfil genotipico ja existente ou mesmo em umonperfil, pois 0 VNTR ms05 nao
amplificado implicaria no direcionamento do pedigsta cepa, podendo ser agrupada no perfil
genotipico P39 ou P40, ou ainda em um novo pegfibgpico (Tabela 4).

Da mesma forma como realizado com as cepas. geseudotuberculosigpenas os
isolados deéY. enterocoliticague amplificaram para os onze locos VNTRs foractuidos na
andlise pelo dendrograma. De acordo com o dendnages seis cepas e enterocolitica
possiveis de andlise ficaram agrupadas em um whiclo e distribuidas em quatro perfis

genotipicos distintos P37 a P40 (Figura 10).
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8.1.4 Andlise das cepas de Y. pseudotuberculosis

Cinco cepas der. pseudotuberculosiram analisadas com os 11 locos VNTRs
estudados juntamente com as cepasYdepestis,para avaliar o poder discriminatério
intraespecifico da técnica do MLVA.

Os 11 locos VNTRs foram amplificados também nasseafeY. pseudotuberculosis
com excecédo da cepa IP 31553 que ndo amplificoNDR/ms45 e a cepa IP 32952 que nao
amplificou para 0 VNTR ms30. Os tamanhos dos fragaseamplificados com os onze locos
VNTRs foram similares aos encontrados em cepa®’.dpestis mas foram observados
também algunampliconscom tamanhos exclusivos para as cepa¥.deseudotuberculosis
(Tabela 4; Figura 10).

O VNTR ms09 foi o Unico que apresentou um padraardplificacdo monomérfico
para as cinco cepas e pseudotuberculosigerando 28UR e um segmento de amplificacéo
correspondente a 700 pb. Os demais locos apregentan elevado polimorfismo no numero
de repeticdes e tamanho dos fragmentos amplific@ddeela 4; Figura 10).

Entre os locos polimorficos para as cepa¥ deseudotuberculosi®i observado de
um a cinco alelos. O VNTR ms06 obteve cinco aleldsrentes para cada cepa We
pseudotuberculosiestudada com 3, 7, 8, 14 e 17UR referentes a53@5,605, 905, 1085pb.
Para o VNTR ms46 foi observado trés alelos enteepas d&'. pseudotuberculoseom 4, 7
e 8UR referentes a 229, 250 e 257 pb. Com o VNTRArfram obtidos quatro alelos com 5,
6, 7 e 8UR referentes a 226, 248, 270 e 292pb.afisendo VNTR ms30 gerou quatro alelos
com 1, 4, 6 e 8UR correspondentes a 636, 798, a0&Lé pb. O VNTR ms62 amplificou
quatro alelos referentes a 4, 8, 16 e 26UR correspulo respectivamente a 206, 242, 314 e
404pb. Com o VNTR ms07 foi observado trés alelas dp6, QUR referentes aamplicons
de 276, 296 e 326 pb. Para o0 VNTR ms45 foram obiittes alelos com 1 e 4UR referentes a
207 e 243 pb. Com o VNTR ms20 foi observado datalcom 2 e 5UR correspondendo a
248 e 293 pb. Para o0 VNTR ms04 foram obtidos caletos com 1, 2, 3, 5 e 6UR referentes
aosampliconsde 277, 294, 311, 345 e 362 pb. O VNTR ms05 gaénialelos com 1, 3 e
5UR referentes a 172, 216 e 250 pb (Tabela 4; &ityly.

Com base no padrdo de amplificacdo das cep&s geeudotuberculostei possivel
agrupar as cinco cepas d¢ pseudotuberculosiem cinco perfis genotipicos distintos,
denominados neste trabalho de P42 a P46 (Tabekspdsar de ndo obter amplificacdo de

dois VNTRs com duas cepas (IP31553 e IP32952) fsisivel agrupa-las em perfis
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genotipicos proprios, pois os dados obtidos nassndbs outros VNTRS as enquadravam nos
perfis genotipicos diferentes (P42 e P45) das demapas deY. pseudotuberculosis,
analisados pelo MLVA com os 11 locos VNTR (Tabéla 4

As trés cepas d¥. pseudotuberculosigue amplificaram para os onze locos VNTRs
foram incluidas na analise pelo dendrograma junto as cepas d¥. pestisbrasileiras e
estrangeiras e as cepas Yeenterocolitica como pode ser visualisado na figura 10. No
dendrograma as trés cepasYdgseudotuberculostsram agrupadas em um unico clado (V)
separadas das outras espécie¥atsinia As outras duas cepas ¥epseudotuberculosue
nao amplificaram para todos os VNTRS, apesar aamtesido agrupadas nos devidos perfis
genotipicos, ndo foram incluidas no dendrograma adalta destes dados comprometeria a

analise genotipica das cepasyagsinia
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Tabela 1: Dados epidemioldgicos das cepasyd@estissoladas nos focos do Nordeste do Brasil e PedisoGpicos

gerados neste estudo.

Cepa Fonte Foco Municipio Biovar ; Ano de PG
isolamento

P. Exu 248 Humano Triunfo Sao José do Belmonte-PE rien@lis 1968 P1
P. Exu 249 Humano Triunfo Sao José do Belmonte-PE rien@lis 1968 P2
P. Exu 832 Pulga (Pj) Borborema Tacaimbo4-PE Orlisnta 1979 P3
P. Exu 827 Pulga (Pj) Borborema Sao Caetano-PE ntatie 1979 P4
P. Exu 16 Humano Triunfo S&o José do Belmonte-PE ien@ilis 1966 P5
P. Exu 387 Roedor (NI) Araripe Exu - PE Orientalis 1970 P6
P. Exu 340 Humano Araripe Ipubi-PE Orientalis 1969 P7
P. Exu 15 Humano Araripe Exu-PE Orientalis 1966 P8
P. Exu 674 Humano Araripe Exu - PE Orientalis 1974 P9
P. Exu 769 Humano Araripe Ipubi-PE Orientalis 1975 P10
P. Exu 720 Pulga (Pj) Araripe Exu - PE Orientalis 1974

P. Exu 602 Roedor (NI) Araripe Exu - PE Orientalis 1974

P.Exu 718 Roedor (NI) Araripe Exu - PE Orientalis 1974

P. Exu 715 Humano Araripe Exu - PE Orientalis 1974 P11
P. Exu 623 Roedor (Gs) Araripe Exu - PE Orientalis 1974

P. Exu 738 Humano Araripe Araripina-PE Orientalis 1975

P. Exu 845 Humano Araripe Ipubi - PE Orientalis 1980

P. Exu 363  Roedor (NI) Araripe Exu - PE Orientalis 1970

P. Exu 365 Roedor (NI) Araripe Exu - PE Orientalis 1970

P.Exu 793  Roedor (NI) Triunfo Triunfo - PE Orieliga 1978 P12
P.Exu 798 Roedor (NI) Triunfo Triunfo - PE Orieliga 1978

P. Exu 813 Roedor (NI) Triunfo Triunfo - PE Orieliga 1979

P. Exu 822 Roedor (NI) Triunfo Triunfo - PE Orieliga 1979

P. Exu 17 Humano Triunfo Triunfo-PE Orientalis 1966 P13
P. Exu 459 Pulga (Pj) Araripe Exu - PE Orientalis 1971 P14
P.Exu 771 Humano Araripe Araripina-PE Orientalis 1975 P15
P. Exu 825 Pulga (Pj) Borborema Tacaimbo-PE Orlisnta 1979

P. Exu 246 Humano Araripe Araripina-PE Atipico 1968

P. Exu 778 Humano Araripe Araripina-PE Orientalis 1975 P16
P. Exu 781 Humano Araripe Granito - PE Orientalis 1975

P. Exu 373 Pulga (Pj) Araripe Exu - PE Orientalis 1970 P17
P. Exu 430 Roedor (Os) Araripe Exu - PE Orientalis 1971 P18
P. Exu 617 Pulga (Pj) Araripe Exu - PE Orientalis 1974 P19
P. Exu 185 Humano Borborema Caruaru-PE Orientalis 1967

P. Exu 351 Humano Triunfo Triunfo-PE Orientalis 1969 P20
P. Exu 292 Humano Triunfo Séo José do Belmonte-PE rien@lis 1968 P21
P. Exu 312 Humano Araripe Exu-PE Orientalis 1969 p22
P. Exu 788 Pulga (Pj) Araripe Araripina-PE Orieistal 1977 P23
P. Exu 384 Pulga (Pj) Araripe Exu-PE Orientalis 1970 P24
P. Exu 787 Pulga (Pj) Araripe Exu - PE Orientalis 1976 P25
P.Exu 791 Roedor (NI) Triunfo Triunfo - PE Orieliga 1978 P26
P. Exu 334 Humano Araripe Exu-PE Orientalis 1969

P. Exu 276 Humano Araripe Bodoc6 - PE Orientalis 1968 P27

Fonte: OLIVEIRA, 2006; ARAUJO-NEPOMUCENO, 2009.
Nota: * Pulga (Pj) Polygenis jordaniRoedor: (NI) -Necromys lasiurius(Os) —Oryzomys subflavug¢Gs) —Galea spixii
PG — Perfil Genotipico.
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Tabela 2: Caracteristicas das cepas¥igestigsoladas durante uma epizootia de Peste na Chalpaéleripe-

PE, data de isolamento e procedéncia das cepadtd®iesda analise pelo MLVA com o0 VNTR ms06

Data de VNTR
Cepas Procedéncia  isolamento 1S 2S ms06 UR
(1967) (pb)

P. Exu 30 2S 07 Pj de 04 NI 03/ago * 26/05/1988 6058

P. Exu 31 2S Necromys 04/ago * 26/05/1988 605 8
P. Exu 33 1S Necromys 05/ago 10/01/1978 * 605 8
P. Exu 35 2S 01 Pjde O1 NI 06/ago * 25/05/1988 6058

P. Exu 36 2S 02 Pj de 04 NI 07/ago * 08/06/1988 6659

P. Exu 39 2S Necromys 09/ago * 08/06/1988 605 8
P. Exu 40 1S Necromys 12/ago 15/05/1972 * 605 8
P. Exu 42 2S Necromys 13/ago * 08/06/1988 605 8
P. Exu 44 1S 05 Pj de 10 NI 14/ago 15/05/1972 * 6659

P. Exu 47 2S Necromys 16/ago * 08/06/1988 605 8
P. Exu 48 2S Necromys 16/ago * 08/06/1988 605 8
P. Exu 51 1S Necromys 18/ago 14/05/1972 * 605 8
P. Exu 53 2S Necromys 19/ago * 23/06/1988 605 8
P. Exu 54 2S Rattus rattus 19/ago * 23/06/1988 665 9
P. Exu57 1S e 2S Necromys 23/ago 14/05/1972  23/06/1988 605 8
P. Exu 59 2S 06 Pj de 06 NI 23/ago * 23/06/1988 6058

P. Exu 60 1S e 2S Rattus rattus 23/ago 25/04/1972  23/06/1988 605 8
P. Exu 61 2S Necromys 23/ago * 23/06/1988 605 8
P. Exu 67 2S Necromys 26/ago * 28/07/1988 725 10
P. Exu 74 2S 03 Xc piso casa 27/ago * 28/07/1988 5 60 8

Fonte: MELO-OLIVEIRA, 2009 (Artigo enviado para pidaicdo); ARAUJO-NEPOMUCENO, 2009.
Nota: Pulgas — Pj = Polygenis jordani; Xc = Xendiasgheopis. Roedor — N = Necromys lasiuriu; 1S Sdbcultivo; 2S =
2° Subcultivo. (*) Cepas que ndo apresentaram cnesto.

Tabela 3: Dados epidemiolédgicos e perfiis genotipicos dagsselgY. pestissoladas em focos de outros paises.

Cepa Fonte Foco Biovar . Ano de PG
isolamento
PB8 sfi Birmania Orientalis sfi P28
Kim Humano Iran Medievalis sli P29
PKR 684 s/i Iran Medievalis sfi P30
EV 76 Humano Madagascar Orientalis 1926 P31
PBM5 s/i Birmania Orientalis sfi P32
PKOL sfi Curdistédo Orientalis sfi P33
P. Peru Humano Peru Orientalis 1995 P34
Alex Humano EUA Orientalis sli P35

Fonte: OLIVEIRA, 2006; ARAUJO-NEPOMUCENO, 2009.
Nota:s/i: Sem informacao.
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Tabela 4: Dados epidemiolégicos das cepasydenterocoliticae Y. pseudotuberculosestudadas com os 11

VNTRs analisados e os perfis genotipicos gerados.

g g & 35 5 5 3 3 3 3 3 5 3 3
Ce,a 5§ &6 ¢ & 3 ¢ F 8§ § 5 ¥ § & 8 rpc
L L o 7)) 7] %) 7)) %) 7] 7] ) %) 7] 7]
n £ € € € £ £ £ £ £ € €
Ye 37 S RJO:3 * 700/28 250/7 270/7 690/2 215/5 326/9231/3 263/3 379/7 267/6 P36
Ye 25c S RJO:3 605/8 700/28250/7 270/7 690/2 224/6 316/8231/3 263/3 379/7 267/6
Ye 40 S RJO:3 605/8 700/28250/7 270/7 690/2 224/6 316/8231/3 263/3 379/7 267/6 P37
Ye 5a S RJO:3 665/9 700/28250/7 270/7 690/2 215/5 316/8231/3 263/3 379/7 267/6 P38
Ye 41 S RJO:3 665/9 700/28250/7 270/7 690/2 224/6 316/8231/3 263/3 379/7 250/5
Yel02p H RJO:5 665/9 700/28250/7 270/7 690/2 224/6 316/8231/3 263/3 379/7 250/5 P39
Yel24p H RJ O:4 665/9 700/28250/7 270/7 690/2 224/6 316/8231/3 263/3 379/7 267/6 P40
Ye43p H RJO:6 665/9 700/28250/7 270/7 690/2 224/6 326/9231/3 263/3 379/7 * P41l
Ye25L S RJO:3 665/9 700/28250/7 270/7 690/2 224/6 316/8231/3 263/3 379/7 * -
IP 31553 R s/i VI 605/8 700/28257/8 292/8 1014/8 242/8 296/6 *  248/2 362/6 172/1 P42
IP 32944 B s/i Il 305/3 700/28250/7 226/5 636/1 206/4 276/4243/4 248/2 277/1 216/3 P43
IP32950 H s/i |  545/7 700/28229/4 270/7 906/6 404/26276/4 207/1 248/2 345/5 216/3 P44
IP32952 H sf/i IV 905/14 700/28257/8 248/6 * 206/4 326/9 243/4 248/2 311/3 250/5 P45
IP 32953 H s/i | 1085/17 700/28 250/7 270/7 798/4 314/16276/4 207/1 293/5 294/2 216/3 P46
Fonte: OLIVEIRA, 2006; ARAUJO-NEPOMUCENO, 2009.
Nota: UR: Unidade de repeticdo. Y&. enterocolitica IP: Y. pseudotuberculosi®k: Roedor; B: Bovino; H:

Humano; S: Suino; RJ: Rio de Janeiro; s/i; Semrinézao. (*) Nao houve amplificacdo. PG — Perfil
Genotipico. (-) Perfil genotipico ndo identificado.



Tabela 5: Caracteristicas dos VNTRs analisados nas cep#smdaia

Localizacdo no genoma

VNTR Sequéncias dos primers Tamanho da unidade repetitiva(pb) da Y. pestis

FP: GCGATAACCCACATTATCACAATAACCAA

RP: GCTGATGGAACCGGTATGCTGAATTTGCCAC

FP: GCTTAGCCGCCAGAAAAGGTGAGTTGGC

ms05 17 Cromossomo

RP: GATAATGGCGGTAGCCGGAATCTGATAATCATC

FP: AATTTTGCTCCCCAAATAGCA

RP: TTTTCCCCATTAGCGAAATAAGTA

FP: GCCACAGGAAGAGGACATTTCAGAGAAAAC

ms07 10 Cromossomo
RP: GTTGCTAAAACGATACCGCTACGATCAGC

ms09 FP: CGTTACCCTTGTTGCCAATAGT 18 Plasmideo pYV

RP: ACGCAGAACATGCTTACCTTTTAT

FP: GCAACCCGCTGAAGTTGTAAAAACCGAC

RP: GCGTTGATCTTCGCGGCCTTCAC

FP: CAATAATACCATCGTGCGTGATAC

RP: TATTAATGGTGGTGTTAGTCGCTGT

FP: GCCGGTAGAGGCGTTGTCTTTGGTTTTTTC

ms45 12 Cromossomo
RP: GTTTTGGGGTTCAGTGCACGCTTGTGAC
FP: CAGGTTTTACGTTATTTTCTGAAGG

ms46 17 Cromossomo

RP: CAGCATGAAGTATGACGGGTATATTA

FP: GTCCACCATTTTCATACTGTCACTT

RP: GCTCTTTGCTCGAATTTTATTGAATG

FP: GAATCGCGGGTTGACGCTGTTGAGC

ms62 RP: GCTGAACAGCCCCATAAAACCGGAGC 9 Cromossomo

ms04 17 Cromossomo

ms06 60 Cromossomo

ms20 15 Cromossomo

ms30 54 Cromossomo

ms54 22 Cromossomo

Fonte: LE FLECHE, 2001; ARAUJO-NEPOMUCENO, 2009.
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Figura 7: Gel representativo de agarose a 2,0% das ampbigsapor PCR dos VNTR em cepas¥e
pestis

Nota: (A) VNTRms54 - Linhas: 1: PKOL, 2: P. Exu 340 e 3: Kim; iBYTR ms30 - Linhas: 1: P. Exu
16 e 2: P. Exu 827. M: Marcador molecular “100 gisDladder”. UR: Unidades Repetitivas.
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600 pb

350 pb

Figura 8: Gel representativo de agarose a 2,0% das ampbigsapor PCR dos VNTR em cepas¥e
pestis

Nota: (A) VNTR ms06 - Linhas: 1: P. Exu 16, 2: kuR248, 3: P. Exu 787, 4: P. Exu 384; (B) VNTR
msO06 - Linhas: 1: P. Exu 387, 2: P. Exu 373, &R 334; (C) VNTR ms09 - Linhas: 1: P. Exu 827 e 2:
P. Exu 16; (D) VNTR ms46 - Linhas: 1: P. Exu 340P2 Exu 15 e 3: P. Exu 16, (E) VNTR ms62 -
Linhas: 1: EV76, 2: P. Exu 827, 3: P. Exu 602, 4Efu 623, 5: PKOL, 6: P. Exu 276, 7: Kim, 8: PB8 e
9: Alex; (F) VNTR ms07 - Linhas: 1: Kim, 2: P. E®34, 3: Kim; 4: P. Exu 16, 5: P. Exu 769, 6: P. Exu
788, 7: P. Exu 312 e 8: P. Exu 340; (G) VNTR msdfnhas: 1: P. Exu 832, 2: P. Exu 827 e 3: P. Exu
16. M: Marcador molecular “50 ou 100 pb DNA ladddyR: Unidades Repetitivas.
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350 ph

350 pb —

Figura 9: Gel representativo de agarose a 2,0% das ampbisapor PCR dos VNTR em cepas¥e
pestis

Nota: (A) VNTR ms20 - Linhas: 1: Kim, 2: P. Exu 438 PKOL, 4: P. Exu 16 e 5: P. Exu 813; (B)
VNTR ms04 - Linhas: 1: P. Exu 16, 2: P. Exu 715KBn, 4: P. Exu 827 e 5: P. Exu 249; (C) VNTR
ms05 - Linhas: 1: P. Exu 845, 2: P. Exu 16, 3: R #98 e 4: P. Peru 375. M: Marcador molecular “50
ou 100 pb DNA ladder”. UR: Unidades Repetitivas.
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VNTRs — Numero de unidade repetitivas Perfil
CEPA  ms06 ms09 msd6 msh4 ms30 ms62 msO7 msd5 ms20 ms04 ms05  Genotipico
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Figura 10: Dendrograma UPGMA mostrando a relacéo das cepd¥®deniaestudadas, os nimeros de
unidades repetitivas de cada cepa com os onze \0ddRs e seus perfis genotipicos.
Nota: | — V: nimero de clados.
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B Y. pestiz (Brasileiras e estrangeiras)
L
$ W Y. pestis (Epizoctia)
[ER I 4
I o - M M M Y pseutbtuberlosis
3
z - g -entercolitica
=,
‘1 “
0 g § : rd
me0 malrd msd masa ms30 mghl ‘ a7 mds s msd4 ms05

VTR

Figura 11: Grafico de barras demonstrando a relagédo entré\NJER€¢ e o nimero de alelos encontrados
nas diferentes espéciesersinia.
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500 ph

300 ph —» 300 g

D

300 pb

Figura 12: Gel representativo de agarose a 2,0% das ampbésagor PCR dos VNTRs em culturas das
cepas d¢&. pestissoladas durante a epizootia.

Nota: (A) VNTRms46 - Linhas: 1: P. Exu 30 2S, 2: P. Exu 40 1$MBTRs ms09, Linhas: 1: P. Exu
47 2S, 2: P. Exu 51 1S e VNTR msb4, linhas: 3: R B9 2S e 4: P. Exu 47 2S; (C) VNT®s30 -
Linhas: 1: P. Exu 33 1Se 2: P. Exu 57 1S; (D) VNW862 - Linhas: 1: P. Exu 60 2S, 2: P. Exu 31 2S;.
(E) VNTRmsO07 - Linhas: 1: P. Exu 30 1S, 2: P. Exu 31 2pV(RTR ms45 - Linhas: 1: P. Exu 57 1S, 2:
P. Exu 57 2S; (G) VNTR1s20 - Linhas: 1: P. Exu 40 1S, 2: P. Exu 31 23;(NTR ms04 - Linhas: 1:

P. Exu 30 1S, 2: P. Exu 31 2S; (I) VNTRSO05 - Linhas: 1: P. Exu 40 1S, 2: P. Exu 31 29)&/NTR
msO06 - Linhas: 1: P. Exu 47 CP, 2: P. Exu 47 C@&,.Exu 54 CP, 4: P. Exu 54 CG, 5: P. Exu 59 CG. M:
Marcador molecular “100 pb DNA ladder”. UR: UnidadRepetitivas.
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9 DISCUSSAO

No presente trabalho a analise dos onze VNTRs a&dtgdnas 51 cepas de
pestisbrasileiras dos trés focos de peste do estaddEde €strangeiras puderam ser
distribuidas em 35 perfis genotipicos denominadodil a P35. Esses perfis foram
gerados de acordo com o numero de copias das esidagdetitivas (UR) e o tamanho
dos ampliconsobtidos pelo conjunto dos onze VNTRs estudadogsaldmodo que as
cepas que apresentaram 0 mesmo numero de coOpisaeho deampliconsforam
incluidas no mesmo perfil genotipico (Figura 1®isYerfis genotipicos (P11, P12,
P15, P16, P20 e P26) apresentaram uma distribgigd@nglobava mais de uma cepa,
enguanto que os outros perfis genotipicos (P1-P18;P14, P17-P19, P21-P25 e P27),
foram restritos a uma Unica cepa em cada um ded®(a 1, 3; Figura 10).

O perfil genotipico P11 agrupou sete cepas do fiwdChapada do Araripe,
isoladas de pulga da espéddlygenis jordani roedores das espécidsecromys
lasiurus e Galea spixij além de isolados humanos. A maioria das cepasifsoladas
no ano de 1974 no municipio de Exu-PE, mas tami@Esranos de 1975 em Araripina
e no ano de 1980 em Ipubi - PE. O perfil genotigd@ agrupou seis cepas, duas
isoladas no foco da Chapada do Araripe, no muwicpiExu — PE e no ano de 1970 e
mais quatro cepas na Serra de Triunfo do munidpidriunfo-PE nos anos de 1978 e
1979. Neste perfil as seis cepas agrupadas tiveoamo fonte de infec¢cdo o roedor do
géneroNecromys As duas cepas agrupadas no perfil P15 pertencamfogos da
Chapada do Araripe e da Borborema, isoladas desdasmano e pulga da espécie
Polygenisnos anos de 1975 e 1979. O perfil P16 agrupowcégas do foco da Chapada
do Araripe, dos municipios de Araripina e Granit®E, nos anos de 1968 e 1975 e
foram isoladas de casos humano.

Interessantemente uma dessas cepas, a P. ExurBdtcpea um biovar atipico e
as outras cepas estudadas ao biovar Orientaliserfd P20 agrupou duas cepas da
mesma fonte de isolamento (humano), porém de daaigsfdiferentes; Chapada da
Borborema e Serra de Triunfo nos municipios de &are Triunfo respectivamente e
foram isoladas em diferentes anos 1967 e 1969.rfd P26 agrupou duas cepas, uma
da Serra de Triunfo e outra da Chapada do Araopespondendo aos municipios de
Triunfo e Exu-PE nos anos de 1978 e 1969, sends esiladas de um roedor e a outra

de um caso humano (Tabela 1; Figura 10).
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Diante dessa analise com as cepas brasileirabs$eireado trés casos) cepas
com diferentes caracteristicas epidemiolégicasanfoenquadradas no mesmo perfil
genotipico como; P11 (ex; P. Exu 738 e P. Exu 8352, (ex; P. Exu 365 e P. Exu 793),
P16 (ex; P. Exu 246 e P. Exu 778), P20 (ex; P.1B&e P. Exu 351) e P26 (ex; P. Exu
791 e P. Exu 334) (Tabela B) Cepas com as mesmas caracteristicas epidemiadgica
foram enquadradas em perfis genotipicos diferestmno as cepas dos Perfis P1 (P.
Exu 248) e P2 (P. Exu 249) que foram isoladas descaumanos, no foco de Triunfo,
em 1968 e agrupadas separadamente nos perfisgieostipois diferenciaram em dois
VNTRs polimoérficos 0 ms46 e ms07 (Tabelal; Figugy, B) Cepas com as mesmas
caracteristicas epidemioldgicas foram incluidasnesmo perfil genotipico como; P11
(P. Exu 602 e P. Exu 718) e P12 (P. Exu 363 e B.36%; P. Exu 793 e P. Exu 798; P.
Exu 813 e P. Exu 822) por obterem os 11 VNTRs idést Diante disto observamos
gue existe uma diversidade genética entre as ¢txpaeiras deY. pestisdlemonstrada
pela andlise do marcador molecular MLVA (Figura. 10)

Assim, apesar de todas as cepas brasileirag. geestisterem sido agrupadas
num mesmo clado, as 43 cepas foram subdivididagéeperfis genotipicos diferentes
(P1-P26). Quando comparado cada perfil genotipite ai foi observado que entre as
43 cepas brasileiras dé pestishouve uma variagdo de um a nove VNTRS entre elas
qguando analisadas pelo MLVA e seus 11 VNTRs.

O poder discriminatério do MLVA foi calculado porem do indice numérico
(HUNTER; GASTON, 1988) para o conjunto de VNTRsdasae para cada VNTR
individualmente nas cepas brasileiras Yepestis.No entanto a combinacdo dos 11
VNTRSs para tipagem molecular das cepas brasildeas pestisubdividiu as 43 cepas
em 26 perfis genotipicos (P1-P26) e elevou o indiseriminatério para 0,95. Segundo
Hunter e Gaston (1988), um indice maior que 0,%&@®@r interpretado como confiante
e desejavel. Este valor do indice discriminatonidida a probabilidade em que dois
isolados, aleatoriamente selecionados dentro dal@gio testada, seréo classificados
em diferentes tipos. Quando o indice discriminatddi calculado individualmente
alguns VNTRs obtiveram valores baixos, cheganda airo, por serem monomorficos
mostrando que o ideal neste estudo foi a combindggonze VNTRS.

De acordo com os resultados obtidos com o MLVA @ss cepas dé&'. pestis
isoladas em focos de outros paises, oito perfidugixos para cada cepa foram
observados, denominados de P28 a P35 (Tabela 8raFitf). Entre esses perfis

genotipicos ndo foi estabelecida nenhuma correlagfvante entre as informacdes
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epidemioldgicas e genéticas. No entanto as cefesngsiras der. pestisde acordo
com a analise da constru¢cdo do dendrograma forstnibdiidas em dois clados distintos
Il e IV. No clado Il seis cepas &€ pestiestrangeiras (PB8, Alex, PKOL, P. Peru, EV
78 e PBM5) foram agrupadas e mostraram uma maaximidade genética com as
cepas brasileiras d€. pestisapesar de serem de varios paises diferentes (Baman
EUA, Curdistdo, Peru e Madagascar). A analise coatipa de cada perfil genotipico
entre si foi de um a nove VNTRSs entre eles (Fidia

Curiosamente as outras duas cepas estrangeirdspbstigKIM e PKR 684),
ficaram agrupadas no clado IV juntamente com unpa teasileira P. Exu 16 e mais
préximas geneticamente ddsenterocolitica Y.pseudotuberculosiVale salientar que
estas duas cepas estrangeiras foram isoladas aod@odran e pertencem ao biovar
Medievales, enquanto todas as outras cepas déstld esio classificadas como biovar
Orientalis e apenas uma apresenta biovar atipicceEx@ 246). De acordo com a
literatura (ADAIR et al., 2000; KLEVYTSKA et al.,0D1; LOWELL et al., 2007) o
marcador MLVA também é uma ferramenta util no agmento das cepas de pestis
de acordo com o biovar (Tabela 3, Figura 10).

As seis cepas dé. enterocoliticancluidas na analise para testar a possibilidade
de discriminacdo do MLVA como marcador moleculatrems espécies estudadas do
géneroYersinig como aY. pseudotuberculosisoram agrupadas em um unico clado
(1l1) e demostraram uma maior relacdo genética asroepas d¥. pestiestrangeiras e
dos trés focos de peste do estado de PE (FiguraAldiferenca entre as cepas e
enterocoliticafoi de um a dois VNTRs entre elas. Apesar¥Yaenterocoliticaser
considerada uma espécie muito heterogénea possudrits biotipos, fagotipos e
numerosos sorotipos (BOTTONE, 1997) foi observadsten estudo um menor
polimorfismo nos locos analisados das cepas esisddd que nas espécies mais
homogéneay. pestie Y. pseudotuberculosis.

As cepas deY. enterocolitica foram estudadas anteriormente usando a
ferramenta molecular RAPD (Polimorfismo de DNA aifigado aleatoriamente).
Neste estudo foram analisadas 16 cepas do sorOtipasoladas de porcos sadios e
guatro cepas humanas dos sorotipos O:4, O:5, O:8% Estas cepas foram agrupadas
em cinco perfis genotipicos; 15 das 16 de porcd®saiveram perfis idénticos e as
humanas perfis proprios. Seis cepa¥ denterocoliticado estudo anterior (LEAL et al.,
1999) foram analisadas neste estudo pelo MLVA. &gas Ye 25c e Ye 40 foram
agrupadas no mesmo perfil genotipico P37 como waderpela andlise do RAPD,
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agrupadas no perfil P1, diferente das cepas Ye ¥& €02p que se encaixaram no
mesmo perfil genotipico P39 neste estudo e com BPIRAe enquadraram em perfis
distintos P2 e P5. As demais cepas analisadasNdeVOA se agruparam em perfis
préprios como observado pelo RAPD, Ye 5a no peffie Ye 124p no perfil P3 (LEAL
et al.,, 1999). No entanto as duas ferramentas mlales n&do mostraram diversidade
genética entre as cepas¥eenterocoliticaestudadasProvavelmente devido ao fato de
que a maioria delas pertencerem ao mesmo sordigizela 4).

Em relacdo as cepas We pseudotuberculosis clado V agrupou apenas as trés
cepas incluidas na analise e mostrou uma maioandist genética com as cepas
brasileiras dé&/. pestislo que com as cepas ¥eenterocoliticadiferente dos relatos da
literatura que descrevem que WM. pestis € um clone que evoluiu da.
pseudotuberculosi(ACHTMAN et al. 1999). Dentro do clado V as tréspas deY.
pseudotuberculosiforam subagrupadas em trés perfis genotipicos P43, e P46
(Figura 10). A andlise comparativa entre cada Ipgdnotipico demonstrou que a
diferenca entre eles foi de seis ou sete dos 11RA\Analisados. Sugerindo que apesar
de pouca representatividade das cepas foi obsenradaelevada diversidade genética
entre elas.

Até o0 momento ndo tinham sido encontrados marcadgue apresentassem
diferencas conY. pestise Y. pseudotuberculosipois como existe mais de 90% de
homologia entre estes genomas nao € facil a s&umardestas espécies mesmo
utilizando os marcadores moleculares. No entantmprego do MLVA nesta andlise
foi possivel diferenciar as trés espéciesY@esinia estudadas e observar diversidade
genética entre elas sendo que uma maior diversidatle as cepas dé pestise Y.
pseudotuberculosis

A auséncia de amplificacdo dos segmentos pelos \NTB06, ms30, ms45 e
ms05 para algumas cepas d¥e pseudotuberculosie Y. enterocoliticapode ter
acontecido pelo fato de que os VNTRs estudadosnfacalos descritos na literatura
especificamente pard. pestis(LE FLECHE et al. 2001; KLEVYTSKA et al. 2000)
pois foram feitas varias tentativas de amplificagi@ra essas cepas sem nenhum
resultado promissor. Ainda assim, foi possivel pgruas duas cepas d€.
pseudotuberculosie duas das trés cepas Yleenterocoliticaem seus devidos perfis,
pois os dados existentes ja a enquadravam em dihdiginto das demais. A cepa de

Y. enterocoliticaYe 25L, ndo pode ser agrupada em nenhum perfildea falta de
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amplificacdo do VNTR ms05. Provavelmente pela fdiéate VNTR no genoma desta
cepa.

A andlise do MLVA com as cepas da epizootia, odarmum mesmo local,
periodo e os repiques das culturas pareadas das Pefcxu 57 (1S e 2S) e P. Exu 60
(1S e 2S) néo obtiveram perda ou ganho de repstipd® VNTRs estudados como ja
era esperado, uma vez que apresentaram o mesmaondmenidades repetitivas e
tamanho dosmpliconspara os dois subcultivos de cada cepa (Tabel@Werindo a
estabilidade destas regifes no genom4.geestis

Neste estudo foi possivel verificar que as cepa¥.deestisobtidas durante a
epizootia ocorrida numa pequena propriedade, np&izado Araripe em Pernambuco
obtiveram uma estreita relacdo genética reveladal@gp marcadores monomaorficos e
apenas um marcador polimorfico. Estes resultadoestiemamente relevantes quando
comparados com os dados encontrados por OLIVEIRAGRe VALDEVINO-NETO
(2006) e que neste estudo, usaram 0os mesmos maasaTRs, analisando cepas de
um surto de Peste ocorrido em 1986 no estado @ddae cepas do foco de Exu-PE.

No entanto, as cepas do surto da Paraiba e dodecBxu — PE estavam
distribuidas em diferentes municipios, sitios, qaoé e fontes de isolamento (roedor,
pulga, e homem). Esta analise permitiu distribgirl@ cepas do surto da Paraiba de
1986 em seis perfis genotipicos e as 43 cepas o de Exu — PE em 35 perfis
genotipicos. Diante disso, pode-se considerar osIRA&N escolhidos como bons
marcadores moleculares, pois eles foram capazewstar diferencas (polimorfismo)
guando analisando cepas consideradas epidemiatoginta diversificadas e mostraram
também  monomorfismo quando comparados com  cepasaciaehdas
epidemiologicamente (ARAUJO, 2007).

Diferentes grupos utilizaram o MLVA para verificewomologia em cepas
determinantes de um surto e também demonstraramcepas nao relacionadas
epidemiologicamente apresentaram diferentes penfiscepas dé&/. pestisde outros
focos (KLEVYTSKA et al. 2001; LE FLECHE et al. 200POURCEL et al. 2004;
LOWELL et al. 2005). No entanto, a aplicacdo do ML¥m estudos com cepas
brasileiras dé¥. pestigem iniciado recentemente a compreensao da epttayia das
cepas de diferentes focos do Brasil. O estudo aemantra-se em andamento e
contribuird para estudos futuros da compreensduen@mento da epidemiologia das

cepas brasileiras dé pestis
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Estudos de tipagem molecular utilizando diferentésnicas moleculares
(RAPD, perfil plasmidial, PCR-ribotipagem) em cephgasileiras deY. pestis
demonstraram um baixo poder discriminatério rewddama maioria das vezes, padrdes
gendmicos idénticos entre cepas provenientes deediles fontes, ano e local de
isolamento, mostrando incoeréncia para sua apbicagd estudos epidemiologicos
(LEAL, 1998; SOBREIRA, 2002).

No entanto o MLVA tornou-se uma ferramenta util mssudos filogenéticos e
epidemiolégicos das cepas brasileirasYdepestispor revelar heterogeneidade dessa
espécie, considerada até entdo homogénea; peomitstreamento de cepas durante os
surtos; mostrar homogeneidade na analise de cels@tonadas epidemiologicamente e
heterogeneidade nas cepas de diferentes caracterisipidemioldgicas e ainda foi
capaz de diferenciar as espéciesYaesinia,sendo uma ferramenta Gtil nos estudos
intraespecificos, além de separar as cepaé gestisde outros paises. Diante disto, 0s
resultados obtidos neste estudo com os 11 VNTRslailam que existe diversidade
genética entre as cepas brasileiras Ydepestise esta diversidade estava sendo
subestimada com o uso de outros marcadores malesul®dNo entanto novas
investigacbes com um nuamero maior de VNTRs se fazgsério para reforcar a
hipétese de diversidade das cepas brasileiras gestise descartar a possibilidade de

ocorréncia de mutacdes durante a estocagem degias o laboratorio.
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10 CONCLUSOES

A analise pelo MLVA revelou diversidade genéticarems cepas brasileiras We
pestisisoladas de diferentes fontes, focos e periodosaaplicacdo dos onze VNTRS.
A aplicacdo do MLVA com a combinacdo dos onze VNT&snentou o poder

discriminatoério da técnica;

Embora,Y. pesti Y. pseudotuberculossejam geneticamente relacionadas e ndo
tendo sido encontradas diferencas entre essasespém outros métodos de tipagem,

o MLVA revelou diversidade genética nessas duadaesp e maior distancia genética;

O MLVA mostrou-se uma ferramenta Uutii em estudosogénéticos e
epidemiolégicos das cepas brasileirag’dpestisalém de estudos intraespecificos com

as especies dé. enterocoliticae Y. pseudotuberculosis

O estudo poderd gerar dados importantes para kstabeelacdes filogenéticas
entre as cepas, contribuindo para um melhor entendd da disseminacdo e

transmissao do agente na natureza e a dinamiqaidireologia da peste no Brasil.
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ABSTRACT

Aims: To assess the utility of the genetic typing sysbased on the analysis of a
multiple-locus variable-number tandem repeat (VN€&)ed MLVA for discriminating
BrazilianYersinia pestissolates.

Methods and ResultsMLVA based on 12 VNTRs loci was performed onY37pestis
strains from two different ecological complexesidgitwo different epidemiological
events. MLVA allowed the distribution of the straimto different genotypes. Among
20 strains tested from an epizootic, all but falkihto a single clade and were sub-
grouped into three MLVA genotypes. Among 17 strdiosn an outbreak, each one
displayed a unique amplification profile, allowidgscrimination of 17 MLVA
genotypes distributed into four clades. The 12 VNT&i were found to be stable
through multiple serial subcultures in the labonatf three unrelated cultures included
in this study to assess the stability of the VNTIRgitro.

Conclusions:MLVA demonstrated intra-specific genetic diversitythe samples
studied, suggesting that the genetic diversityraizBian strains has so far been
underestimated.

Significance and Impact of the StudyThe results obtained will contribute to a better
understanding of plague epidemiology ahdestisepidemiology and population

structure in Brazil.

Keywords: Yersinia pestisplague, epizootic, outbreak, VNTR, MLVA
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INTRODUCTION

Yersinia pestisthe causative agent of plague, arrived in Bragzisda in 1899,
during the third pandemic, and established sevextairal foci in several ecological
complexes disseminated mainly in the northeasbredihese foci are autonomous, i.e.,
totally independent of each other and there isarmection between them. They have
different epidemiological characteristics and patieof manifestations of the disease in
the human population, with alternating periodsighhncidence followed by others of
low-incidence or even absence of cases (Baltaz68dl).

Until the 1970s, the number of human cases repartedally ranged from 20 to
100. Afterward, all foci tended toward quiescersmme since the 1970s and the others
since the 1980s, and the latest outbreaks occurithe states of Ceara and Paraiba in
the 1980s. Epidemiological investigations and sillaree activities in plague areas
yielded 917Y. pestisstrains from rodents, fleas and humans from 166097
(Almeidaet al.2007).

Attempts have been made to genotype many of tisetstes using several
approaches, such as RAPD-PCR and PCR-ribotypinbiralmost every case, these
various approaches have found no differences ansofgies, even across multiple host
species, different geographic origins, or yearp(iished results).

A high-resolution system based on the analysisufiple VNTR (variable
number tandem repeat) loci called MLVA revealed@mpsing approach for
discriminatingY. pestisstrains (Adairet al.2000; Klevytskaet al.2001; Achtmaret al
2004; Girardet al.2004; Pourcel et al. 2004; Loweit al 2005).

In the present work, we examined the utility of MAYor discriminating Brazilian
Y. pestigsolates. The results obtained by the analysi2dfNTRs demonstrated intra-

specific genetic diversity in the samples studredealing that MLVA has a higher
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discriminatory power. This is the first descriptiohgenetic diversity found withilf.
pestispopulations in Brazil, which will contribute totfue in-depth epidemiological
studies. The 12 VNTRs loci were shown to be stdbhking serial subcultures in the
laboratory of three unrelated cultures includethia study to assess the stability of the

VNTRSsin vitro.

MATERIALS AND METHODS
Strains studied

The study involved 3Y. pestisstrains: 20 isolated from rodents and fleas during
an epizootic in August, 1967, in Sitio Alagoinharaperty located in the Chapada do
Araripe in the state of Pernambuco (Alme&lal. 1985); 17 from an outbreak
involving several municipalities in the PlanaltoBlarborema in the state of Paraiba in
1986 (Almeidaet al.1989). Three unrelated strains (P. CE 882, P. Bfuadd P. Peru
375) and 11 derivative cultures obtained througltipie serial subcultures of the
parental strains (Leal-Balbiret al.2004) were included to assess the stability of the
VNTRsin vitro. Figure 1 shows the location of Brazilian plague o the origin of
the strains investigated

Epizootic strains were identified as P (plague)y Bacation of the laboratory)
followed by the sequential number of isolations.olsubsequent subcultures were
made from the original cultures at different yedmshis work, they are identified a8'1
subculture (1S) and'®subculture (2S). Outbreak strains were identified® (plague)
and PB (state of origin), followed by the sequdntianber of isolations.
Culture conditions

The strains are from the National Service for Rafee in Plague from the

Aggeu Magalhdes Research Center (SRP/CPgAM). Tieesnaintained in blood agar
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base (BAB, Difco) under refrigeration at 4°C. Huoe studies, the strains were grown in
brain heart infusion broth (BHI, Difco) at Z8 and inspected daily for up to seven days.
Each culture grown during this period was plateBAB, incubated at Z& and

analyzed daily for up to five days for the morplypl@f the developing colonies.
Confirmation of the identification and purity ofeftultures was carried out by the
plague phage test (Karimi 1978).

VNTR primers

A set of 12 VNTR primers were selected for PCR aiicption using the strains’
DNA on the basis of the high polymorphism potentiakeded on previous works: 1AB
(Adair et al.2000); ms04, ms05, ms06, ms07, ms09, ms20, ms3B, ms46, ms54
and ms62 (Le Fléchet al.2001).

DNA extraction and PCR amplification

Genomic DNA was prepared as described by Setiah (2007). The PCR assays
were carried out in a final volume of pbcontaining 20 ng of DNA, 20 pmot-lof
each primer, 50 mmofIKCI, 20 mmol 1* Tris-HCI, 0.16 mmolt deoxynucleoside
triphosphates (dNTPs-Invitrogen, Brazil), 1.5 miibMgCl,, and 1 U offagDNA
polymerase (Invitrogen, Brazil).

For the primer 1AB, the thermocycler (Biometra) asgrammed for 2 min at
94°C, followed by 35 cycles of 94°C for 1 min, 6G8C 1 min and 72°C for 1 min, with
a final extension at 72°C for 5 min. For other @rg) the program was 96°C for 5 min,
followed by 34 cycles of 96°C for 20 s, 60°C fors3@nd 65°C for 1 min, with a final
extension at 65°C for 5 min.

The amplicons were separated by electrophore@<$# agarose gels in Tris-

borate at 100 V, stained with ethidium bromide (tpig), and images were captured
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under UV illumination by using the software 1D Inea§nalysis, version 3.5 (Digital
Kodak Science). A 100 bp DNA ladder was used asdsta (Invitrogen, Brazil).
Cluster Analysis

The software 1D Image Analysis, version 3.5 (Digtadak Science) was used
to determine the size of the amplicons. The copwlyer of the repeats was determined
based on Adair et al. (2000). One representatiyaiaom of each VNTR was
sequenced to confirm the size and the number affheats. Due to the small size of the
repeat (4pb) all the amplicons generated with priiB were sequenced for
confirmation of their size and the number of repe@he similarity among the profiles
was estimated by the categorical coefficient (Hangnil950) and the genotypes were
grouped by the algorithm UPGMA (Sneath and Sok&R)@ising the MEGA software
version 4.0 (Kumaet al 2008).
Sequencing

For sequencing the amplicons were purified withkih@urelink PCR (Invitrogen,
Brazil) following the recommendations of the maridaer.

The sequencing reaction was performed with the gaimeers used for the PCR
amplifications using an automatic sequencer ABI®BA&D16 capillaries (Applied
Biosystems), using the “Bigdye Kit” (Applied Bioggss). The sequences obtained
were analyzed by the programs: BLAST - Basic Lé&dagjnment Search Tool (Altschul
et al.1997); Seq Tools V. 8.3.022 (http://www.seqtoo).dikd Bio Edit V. 7.0.5.2 (Hall
1999). The number of repeats was determined bYyT#wedem repeats finder program”

(Benson 1999).
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RESULTS

Of the 40 subcultures (1S and 2S) from the 20 epizd’. pestistrains, only 22
grew. Among them, six were from the first subcudtand 16 from the second. Paired
growth (1S and 2S) was observed with only two sg&P. Exu 57 and P. Exu 60).

All the cultures tested yielded PCR products wiih primers for all the 12 VNTR
loci used for MLVA. Five loci were monomorphic ine three sets of cultures analyzed.
The copy number of the repeats for the monomorghi€R was nine (1AB), 28
(ms09), seven (ms46 and ms54) and two (ms30).

The epizootic strains differed at only one VNTR Q@sby amplicon size and copy
number (Fig. 2, 3, 4). For the other VNTR the copynber of the repeats was four
(ms62), seven (ms07), eight (ms05), three (msé ,(Ms20) and seven (ms04).

The amplification pattern of the two paired subards available from the strains P.
Exu 57 and P. Exu 60 (1S and 2S) matched. All burt §trains from the epizootic (P.
Exu 6%s, 365, 44is, 54s) were grouped into a single clade (Fig. 4) argtgouped
into three MLVA genotypes called in this work P1R8. The majority of the cultures
(16) fitted into the P1 genotype (Fig. 4).

The outbreak strains differed by amplicon lengtd empy number at seven loci:
ms62 (04, 05, 06 repeats), ms07 (03, 04, 05, Q6L Dvepeats), ms45 (02, 03 repeats),
ms20 (07, 08, 09, 10 repeats), ms04 (03, 04, O&atep ms05 (08, 09, 10 repeats) and
ms06 (08, 09) generating two to six alleles (Fig.The human isolates could not be
linked to those from rodents. Each of the cultuessed displayed a unique
amplification profile, allowing the discriminatiasf 17 MLVA genotypes named P4 to
P20 and distributed into 4 clades (Fig. 4).

Analysis of the 12 loci in the parental strain @neir derivatives obtained by

multiple serial subcultures of the strains P. CE,88 Peru 375 and P. Exu 340
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revealed identical patterns between the parenthtlanved cultures (data not shown).
Each culture displayed a unique MLVA genotype naf2dl to P23, respectively (Fig.

4).

DISCUSSION

In the present work, a phylogenetic analysis basetl2 VNTRs performed on 20
strains from an epizootic on a small property hie tocus of Chapada do Araripe in the
state of Pernambuco in 1967, grouped all but ftairss into a single clade (Fig. 4),
indicating a low genetic diversity among them. Thssains differed at only one VNTR
(ms06) by amplicon size and copy number (Fig. 23n&€oncerning this locus most
strains have eight repeat units, three have nipeateunits, and one has 10. Locus ms06
is one of theY. pestiCRISPR loci, described in detail by Pourcel et(@005) and Cui
et al., (2008). The classical Orientalis allel¢had locus has eight spacers, called al to
a8 (Cui et al., 2008). The results obtained heggeast that new spacers have been
recently acquired.

The majority of the epizootic strains fitted intsiagle MLVA genotype,
suggesting that they were all from a single “eptzopath.” This predominant genotype
was detected in strains from the wild rodsiecromys lasiuruand its fleasRolygenis
bolshi jordan), and from the commensal r&dttus rattul and the rat flea{enopsylla
cheopiscollected on the soil of homes. Genotype P2 growpfsiv strains from the rat
(R. rattug and fromP. b. jordani,collected fromN. lasiurus After studies on the
ecology of plague in the focus of Chapada do Amraltazard (1968b) concluded that
Y. pestigprogresses as individual “epizootic paths” windihgir way randomly in short
incursions through the fields exterminating theydapons of rodents afflicted. Given

the extreme sedentary nature of rodents and thi sadaus of their excursions, such
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“epizootic paths” progress slowly and cover veryairareas. Each “path” winds its
way through the fields autonomously. This behagmuld explain the presence of the
same MLVA genotype among the different specie®dénts and fleas from the
epizootic in a small location.

According to Baltazard (1968b), although the fimdentN. lasiurusand its fleas
(Polygenisspp.) are the species by far the most frequentécted in the wild, playing
an important role in plague amplification, otheesies of rodents and fleas are also
involved. Our results provide further evidenceld interchange of the infection
between the wild rodent hosts and the commensahihtheir fleas in the Brazilian
foci.

In the focus of Planalto da Borborema, after aspeat period, an outbreak
emerged in September 1986 and spread quickly thrdignunicipalities affecting
humans and several species of rodents from numéoalties. Studies on thé. pestis
strains obtained from this outbreak did not detiféerences among them (Almeiga
al. 1989). However, MLVA revealed a high degree of dsity of genotypes among
these strains as each one had its own genotype tleose from the same rodent
species, from the same location. One strain fromgatient and strains of four species
of rodentsR. rattus(1), N. lasiurus(2), Holochilus sciureugl) andOryzomys
subflavugq1), from the same property were all different, ethcould mean that their
source of infection was not the same. Therefor@pears that distindt. pestis
populations (several “epizootic paths”) circulatedhe area of the focus during this
outbreak.

According to Baltazard (1968b), when the rodentytafoon density is high, each

“epizootic path” extends and ramifies crossing ansis-crossing other “paths,” and
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until the climax of the rodent multiplication, tlegizootic spreads over vast areas
reaching all species, at which time human cases.ari

In spite of the genetic diversity observed amomgdutbreak strains, it is possible
to establish a genetic relationship between thesates that differentiated by only one
or two VNTRs as can be verified by the low (2.5¢f@ient of discrimination (Fig. 4).

Leal-Balbinoet al. (2004, 2006) and Leal al.(2000) observed spontaneous
alterations in the genome (plasmidial and chroma@dpaof BrazilianY. pestighrough
prolonged storage and manipulation in the laboyatdowever, the analysis of the 12
VNTRs loci in the three parental strains and therived cultures did not detect
alteration in the studied regions, confirming thetability as previously observed (Adair
et al.2000, Keimet al.2000). Further evidence of the stability of the \RRETwas
provided by the two paired subcultures availalbenfthe strains P. Exu 57 and P. Exu
60 (1S and 2S) which yielded the same MLVA profile.

Due to the temporal and spatial differences, it m@ssurprising that among the
three unrelated strains (two Brazilian and one fReru), each one had its own
genotype which did not match any of the genotypesd among the epizootic or
outbreak strains. In spite of the geographicabdist (Fig. 1), P. CE 882 and P. Peru
375 were genetically closer to the epizootic sgawhereas P. Exu 340 was closer to
the outbreak strains (Fig. 4), although originatyeggraphically closer to the epizootic
area.

In conclusion, different MLVA genotypes were fouawhong the epizootic strains,
outbreak strains and the three unrelated strai@®ER882, P. Exu 340 and P. Peru 375.
The genetic diversity among the strains from thibi@ak was higher than that found
among the strains from the epizootic. The resuits MLVA based on 12 VNTRs

revealed tha¥. pestigpopulations in Brazil are not monomorphic suggesthat the
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genetic diversity of Brazilian strains has so faei underestimated. This is the first
description of genetic diversity found with¥h pestigpopulations in Brazil, which will
contribute to future in-depth epidemiological sesli

Further studies with all the 43 VNTRs markers poegly described foY. pestis
(Adair et al. 2000, Klevytskeet al.2001, Girarcet al.2004) would contribute to a better
understanding of the changes that occurred. ipestiggenome over time in the

Brazilian foci.

FIGURE CAPTIONS

Figure 1 Geographic origin of th¥ersinia pestistrains investigated. CE: Ceara (1:

Ipu); PB: Paraiba (2: Solanea, 3: Remigio); PEn&abuco (4: Ipubi, 5: Exu).
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Number of Alleles

ms62 ms07 ms45 ms20 ms04 ms05 ms06

Loci

Figure 2 Distribution of the number of alleles generateth@ epizootic (black bars)

and outbreak (white bar¥)ersinia pestistrains with the seven polymorphic VNTRs.

Figure 3 2.5% agarose gel electrophoresis of ms06 locusseptative of the MLVA
polymorphism. Lanes, M: molecular weight markerQp DNA ladder); 1: P. Exu

47,s.2: P. Exu 42, 3: P. EXu 545 4: P. Exu 44, 5: P. Exu 67s.
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# TANDEM REPEATS
STRAIN SOURCE ORIGIN G ms62 ms07 ms45 ms20 ms04 ms05 ms06
O PExu6izs NI Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O PExu 74z Xc Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O PExu 60z Rr Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O P.Exu601s Rr Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O P.Exu59s Pbj/NI Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O PExu57zs NI Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O PExu571s NI Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O P.Exu 53z NI Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O PExu5tis NI Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O P.Exu 48 NI Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O PExud7ss NI Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O PExu42: NI Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O P.Exu401s NI Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O P.Exu39s NI Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O PExu 352 Pbj/NI Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O PExu33ss NI Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O PExu3is NI Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O P.Exu 30z Pbj/NI Alagoinha - E P1 4 7 3 5 7 9 8
O PExu67z NI Alagoinha - E P3 4 7 3 5 7 9 10
O PExu 362 PDbj/NI Alagoinha - E P2 4 7 3 5 7 9 9
O PExud4is Pbj/NI Alagoinha - E P2 4 7 3 5 7 9 9
O P.Exu 54 Rr Alagoinha - E P2 4 7 3 5 7 9 9
A P.CE 882 H Ipuzinho - | P21 5 7 3 4 7 9 8
@® PPB878 Os Bacalhau - S P17 5 6 3 7 4 9 8
A P.Peru37s H Peru P22 5 7 2 4 7 9 8
| ® P.PB 862 H Pedra d'agua - S P4 5 11 3 0 5 9 8
@® P.PB867 NI Lagoa do Serrote -S  P7 5 6 3 8 5 9 8
@® PPB871 NI Pedra d’agua - S P11 5 4 3 8 4 9 8
@® P.PB872 NI Cinco Lagoas - S P12 5 4 2 8 5 9 8
@® P.PB879 Os Pedra d'agua - S P18 5 3 3 9 4 8 8
—:o P.PB 881 H Serrinha - R P20 4 7 3 9 4 8 8
— @® P.PB864 Rr Pedra d’agua - S P5 5 7 3 9 5 9 8
—:. P.PB 880 Os Bacalhau - S P9 5 7 3 9 4 9 8
@® P.PB868 NI Cinco Estrelas - S P8 5 7 3 9 5 10 8
—:. P.PB 874 Rr Bacalhau - S P14 5 7 2 9 5 10 8
@® PPB866 Rr Valério - S P6 6 6 3 9 5 9 9
_‘ l—. P.PB 869 Hs Pedra d’agua - S P9 6 5 3 9 4 9 8
L e rrB870 NI Pedra d’agua - S P10 6 5 3 8 4 9 8
A P.Exu 340 H Serra Ant.Barbosa - IP P23 6 1" 2 4 7 9 7
® PPB873 Os Sete Lagoas - S P13 5 3 2 8 3 8 8
l ® PPB876 Rr Cinco Lagoas - S P15 5 3 2 9 5 8 9
%0 PPB 877 Rr Cinco Lagoas - S P16 5 3 2 9 5 8 8

Figure 4 UPGMA dendrogram showing clustering and linkagetatices of th&¥ ersinia
pestisstrains studied their origin and distribution by\giy/pic groups. Abbreviations:
G: genotype; H: human; Hbtolochilus sciureusNI: Necromys lasiurysOs: Oryzomys
subflavus Rr: Rattus ratusXc: Xenopsylla cheopj$bj/NI: Polygenis bolshi jordani
from N. lasiurus I: Ipu; S: Solanea; E: Exu; R: Remigio; IP: Ipubi Epizootic;®

Outbreak,/A Control (P.CE 882, P. Peru 375; P. Exu 340).
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