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Resumo. Um conjunto de vinte cepas de Yersinia pestis isoladas durante a investigação de uma 
epizootia em um foco da Chapada do Araripe, município de Exu, Pernambuco, Brasil, foi analisado em 
seis locos VNTR (número variável de repetições em tandem). As cepas, conservadas na bacterioteca 
do SRP (Serviço de Referência em Peste), foram reativadas e a identificação bacteriológica confirmada 
pela suscetibilidade ao bacteriófago antipestoso. Alterações no genoma foram pesquisadas pela 
presença ou ausência de genes de virulência nos plasmídeos prototípicos da Y. pestis e na Ilha de Alta 
Patogenicidade (HPI) das yersínias por meio da reação em cadeia da polimerase multiplex (multiplex-
PCR). As cepas revelaram-se geneticamente relacionadas, por MLVA (análise de múltiplos locos do 
número variável de repetições em tandem), o que reflete a relação epidemiológica desses isolados.
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Abstract. A set of twenty strains of Yersinia pestis isolated during the investigation of an outbreak in a 
focus of the Araripe, municipality of Exu, state of Pernambuco, Brazil, was analyzed for six VNTR (variable 
number of tandem repeats) loci. The strains, conserved in the bacterioteca SRP (bacterial collection of 
the Reference Service in Plague), were reactivated and the identification confirmed by bacteriological 
bacteriophage susceptibility to anti-plague. Changes in the genome were screened for the presence 
or absence of virulence genes in plasmids prototypical Y. pestis and High-Pathogenicity Island (HPI) of 
yersinias by multiplex-PCR. The strains proved to be genetically related by MLVA (analysis of multiple 
loci of variable number of tandem repeats), which reflects the epidemiological relationship of these 
isolates.

Keywords.  MLVA; plague; VNTR.

Contato do autor: morsejr@gmail.com
	
	

Artigo

Introdução

A Yersinia pestis, bactéria da família Enterobacteriaceae, 
foi responsável por três grandes pandemias de peste e 
ainda persiste em várias regiões da Ásia, da África e das 
Américas, com notificação de casos humanos associados 
à infecção de reservatórios animais em áreas rurais (Perry 
e Fetherston, 1997; Zietz e Dunkelberg, 2004; Drancourt, 
2013).

A reemergência da peste na Índia, no Equador e na 
Argélia, a ocorrência de epidemias como a que ocorreu na 
República Democrática do Congo (RDC) e a possibilida-
de de uso da Y. pestis como arma biológica em atos terro-
ristas renovaram o interesse sobre o estudo do bacilo e o 
desenvolvimento de técnicas que possibilitem determinar 
a origem e rastrear as cepas durante eventos inusitados 
(Koirala, 2006). O conhecimento das características dos 
isolados de cada foco permitirá detectar a introdução de 
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uma nova cepa e a sua origem, se de outro foco ou por 
ato deliberado (Inglesby et al., 2000; Gage e Kosoy, 2005; 
Bertherat, 2006).

O Regulamento Sanitário Internacional (RSI) vigen-
te, preconiza que as áreas de foco devem ser mantidas sob 
vigilância permanente para detecção precoce da atividade 
pestosa, visando o acionamento imediato de medidas de 
controle adequadas para evitar a epidemização da doença.

No Brasil, a Y. pestis circula em vários focos locali-
zados nas regiões Nordeste (Ceará, Rio Grande do Norte, 
Paraíba, Pernambuco, Alagoas e Bahia) e Sudeste (Norte 
de Minas Gerais e Rio de Janeiro) e a vigilância da peste 
baseia-se na pesquisa da bactéria em roedores reservatórios 
e pulgas vetores e de anticorpos antipestosos em animais 
sentinela (algumas espécies de roedores e carnívoros do-
mésticos, como os cães e gatos) (FUNASA, 2002). A partir 
de 1966, a atividade de vigilância nos focos no Brasil pos-
sibilitou o isolamento de 917 cepas de Y. pestis oriundas de 
roedores e outros pequenos mamíferos, pulgas, carrapa-
tos e humanos, nos diferentes focos de peste no Nordeste 
brasileiro. A última cepa foi isolada em 1997 e a coleção é 
mantida na bacterioteca do Serviço de Referência em Peste 
do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães (SRP/CPqAM) 
(Baltazard, 1968; Almeida et al., 1985; Aragão et al., 2002).

Os estudos de tipagem molecular de cepas brasilei-
ras de Y. pestis por diferentes técnicas, como a RAPD-PCR 
(Leal, 1998), PCR-ribotipagem (Sobreira, 2002) e RFLP 
IS100 (Silva, 2004), revelaram, na maioria das vezes, pa-
drões genômicos idênticos entre elas, independentemente 
das fontes, procedência e ano, demonstrando um baixo po-
der discriminatório. Entretanto, Oliveira et al, (2012), num 
estudo com MLVA (análise de múltiplos locos do número 
variável de repetições em tandem), mostrou que as cepas de 
Y. pestis apresentam polimorfismo.

A proposta desse trabalho foi encontrar marcadores 
moleculares que reflitam a relação entre os subcultivos das 
cepas isoladas de roedores e pulgas durante uma epizootia 
ocorrida em 1967, no foco da Chapada do Araripe, para es-
tabelecer, o padrão genético de bacilos obtidos durante um 
mesmo evento epidemiológico. A abordagem utilizada foi a 
análise do polimorfismo do número variável de repetições 
em tandem de locos múltiplos (MLVA).

Métodos

Bactérias e condições de cultivo

Foram estudadas 20 cepas de Y. pestis pertencentes 

Isolados Procedência Data 
isolamento

1 S 2 S Genes de virulência VNTR
ms06

  pla     lcrV   caf1   irp2
P. Exu 30 2S 07 Pbj de 04 B1  03/08  26/05/88    -       +         +       + P600
P. Exu 31 2S Bolomys lasiurus  04/08  26/05/88    +      +         +       + P600
P. Exu 33 1S Bolomys lasiurus  05/08  10/01/78    +      +         +       + P600
P. Exu 35 2S 01 Pbj de 01 B1  06/08  25/05/88    -       +         +       + P600
P. Exu 36 2S 02 Pbj de 04 B1  07/08  08/06/88    +       -         +       + P660
P. Exu 39 2S Bolomys lasiurus  09/08  08/06/88    +      +         +       + P600
P. Exu 40 1S Bolomys lasiurus  12/08  15/05/72    +      +         +       + P600
P. Exu 42 2S Bolomys lasiurus  13/08  08/06/88    -       +          -       + P600
P. Exu 44 1S 05 Pbj de 10 B1  14/08  15/05/72    -       +         +       - P660
P. Exu 47 2S Bolomys lasiurus  16/08  08/06/88    +      +         +       + P600
P. Exu 48 2S Bolomys lasiurus  16/08  08/06/88    -       +         -        - P600
P. Exu 51 1S Bolomys lasiurus  18/08  14/05/72    +      +         +       + P600
P. Exu 53 2S Bolomys lasiurus  19/08  23/06/88    +       +         +       - P600
P. Exu 54 2S Rattus rattus  19/08  23/06/88    -       +         +       + P660
P. Exu 57 1S Bolomys lasiurus  23/08  14/05/72    +      +         +       + P600
P. Exu 57 2S  23/06/88    -       +         +       + P600
P. Exu 59 2S 06 Pbj de 06 B1  23/08  23/06/88    +      +         +       + P720
P. Exu 60 1S Rattus rattus  23/08  25/04/80    +      +         +       + P600
P. Exu 60 2S  23/06/88    -       +         +       + P600
P. Exu 61 2S Bolomys lasiurus  23/08  23/06/88    -       +         +       + P600
P. Exu 67 2S Bolomys lasiurus  26/08  28/07/88    +      +         +       + P720
P. Exu 74 2S 03 Xc piso casa  27/08  28/07/88    -       -          +       + P600

Tabela 1. Características dos isolados de Yersinia pestis, segundo a data de isolamento, procedência, perfis de virulência e VNTR. P600 
= 600 pb; P660 = 660 pb; P720 = 720 pb, Pb j = pulgas Polygenis bolhsi jordani; Xc = Xenopsylla cheopis B1 = Bolomys lasiurus, 1S = 
primeiro subcultivo; 2S = segundo subcultivo
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a Bacterioteca do SRP-CPqAM. As cepas avaliadas foram 
isoladas anteriormente por Almeida et al. (1985) em agos-
to de 1967, a partir de material de roedores e pulgas do 
sítio Alagoinha, município de Exu, Pernambuco, Brasil. 
As cepas estavam acondicionadas em meio BAB (blood 
Agar Base, Difco) sob refrigeração e etiquetadas P (Peste), 
Exu (Isolado do PPP em Exu) segundo número de ordem 
dos isolados, no entanto dois cultivos subsequentes em 
diferentes períodos foram realizados em substituição às 
culturas originais (Tabela 1).

Para a realização dos estudos, as duas subculturas 
de cada cepa foram inoculadas no caldo BHI (Brain Heart 
Infusion broth, Difco), incubadas a 28 ºC e inspecionadas 
diariamente por até sete dias. Cada cultura crescida du-
rante esse período foi plaqueada em duas placas de BAB 
(uma para teste com o bacteriófago antipestoso para con-
firmação da identificação e pureza do cultivo), incubadas 
a 28 ºC e inspecionadas diariamente por até cinco dias 
para visualização da lise pelo fago e observação da mor-
fologia das colônias desenvolvidas. Colônias morfologica-
mente diferentes de cada placa foram repicadas para meio 
BHI para extração do DNA e teste com o bacteriófago an-
tipestoso (Karimi, 1978).

Extração do DNA genômico

Um mililitro da cultura em BHI foi centrifugado a 
12.000 rpm a 4 ºC, o sobrenadante descartado, o sedimen-
to suspenso em 500 μl de TE e novamente centrifugado. 
O sobrenadante foi desprezado, o precipitado homogenei-
zado com 500 μl de TE, 10 μl de lisozima (10 mg/ml) e 10 
μl de proteinase K (5 mg/ml). A suspensão foi incubada a 
60 ºC por 20 minutos seguido da adição de 100 μl de STE 
(SDS 2,5%; Tris-HCl 10 mM pH 8,0; EDTA 0,25 M), 15 
minutos de incubação a 60 ºC, 5 minutos a temperatura 
ambiente e 5 minutos em banho de gelo. A suspensão foi 
neutralizada com 130 μl de acetato de amônio a 7,5 M, 
mantida no banho de gelo por mais 15 minutos e depois 
centrifugada por 5 minutos. Aproximadamente 700 μl de 
sobrenadante foi transferido para outro tubo, adicionado 
o mesmo volume de fenol-clorofórmio-álcool isoamílico 
(25:24:1) e centrifugado por 5 minutos. O sobrenadante 
foi transferido para outro tubo e o DNA foi precipitado 
com aproximadamente 420 μl de isopropanol a -20 ºC por 
24 horas seguido de centrifugação e descarte do sobre-
nadante. O precipitado foi ressuspenso em 10 μl de água 
deionizada estéril e conservado a -20 ºC. A qualidade do 
DNA obtido foi avaliada através de eletroforese em gel de 
agarose a 1% em tampão TBE (Tris-borato 0,089 M; áci-

Figura 1. Análise dos produtos por ribotipagem-PCR de culturas 
de Y. pestis. Linhas 1: “100 bp DNA ladder”, 2: P. Exu 44 1S, 3: P. 
Exu 53 2S, 4: P. Exu 57 1S, 5: P. Exu 57 2S, 6: P. Exu 60 1S, 7: P. 
Exu 60 2S, 8: controle negativo.

Figura 2. Comparação dos amplicons por ribotipagem-PCR, 
colônias grandes (cg) e pequenas (cp) das culturas de Y. pestis. 
Linhas 1: “100 bp DNA ladder, 2: P. Exu 47 2S cp, 3: P. Exu 47 2S 
cg , 4: P. Exu 54 2S cp, 5: P. Exu 54 2S cg, 6: P. Exu 59 2S cp, 7: P. 
Exu 59 2S cg, 8: P. Exu 60 2S cp, 9: P. Exu 60 2S cg, 10: P. Exu 74 
2S cp, 11: P. Exu 74 2S cg., 12: controle negativo.

800 pb
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Figura 2: Comparação dos amplicons por ribotipagem-PCR, colônias grandes (cg) e pequenas (cp) das culturas 
de Y. pestis. Linhas 1: “100 bp DNA ladder, 2: P. Exu 47 2S cp, 3: P. Exu 47 2S cg , 4: P. Exu 54 2S cp, 5: P. 
Exu 54 2S cg, 6: P. Exu 59 2S cp, 7: P. Exu 59 2S cg, 8: P. Exu 60 2S cp, 9: P. Exu 60 2S cg, 10: P. Exu 74 2S 
cp, 11: P. Exu 74 2S cg., 12: controle negativo.
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Figura 1: Análise dos produtos por ribotipagem-PCR de culturas de Y. pestis. Linhas 1: “100 bp DNA 

ladder”, 2: P. Exu 44 1S, 3: P. Exu 53 2S, 4: P. Exu 57 1S, 5: P. Exu 57 2S, 6: P. Exu 60 1S, 7: P. Exu 60 

2S, 8: controle negativo.

Primers Gene Tamanho Localização
5’-CGC GAA TTC GAC GTA ATA TAT GAA AAA AAT 

CA-3’ caf1 500 pb Plasmídeo pFra
5’-CCG CTG CAG ATT ATT GGT TAG ATA CGG-3’
5’-AGA GCC TAC GAA CAA AAC CCA C-3’

lcrV 800 pb Plasmídeo pYV
5’-GCA GGT GGT GGC AAA GTG AGA T-3’
5’-AAG TTCTAT TGT GGC AAC C-3’

pla 920 pb Plasmídeo pPst
5’-GAA GCG ATA TTG CAG ACC-3’
5’-AAG GAT TCG CTG TTA CCG GAC-3’

irp2 300 pb Cromossomo
 5’-TCG TCG GGC AGC GTT TCT TCT-3’ 
 pb = pares de base 

Tabela 2. Primers utilizados na amplificação dos genes de virulência da Yersinia pestis.
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do bórico 0,089 M; EDTA 0,002 M), a 100 V e visualiza-
ção sob luz ultravioleta (UV) após coloração em solução 
de brometo de etídio (15 mg/ml) (Maniats et al, 1989). 
A quantificação foi realizada por comparação com uma 

quantidade conhecida de DNA do fago lambda clivado 
pela enzima Hind III usando o programa Kodak 1D (Ima-
ge Analysis software).

Análise da presença de marcadores de patogenici-
dade

A presença dos plasmídeos prototípicos (pPst, pYV 
e pFra) e da ilha alta de patogenicidade (HPI) da Y. pes-
tis foi inferida pela técnica Multiplex-PCR utilizando oli-
gonucleotídeos dirigidos a três genes de virulência (pla, 
lcrV, caf1) presentes em cada um dos plasmídeos, respec-
tivamente e para o gene cromossômico irp2 da HPI. As 
sequências dos oligonucleotídeos iniciadores e as condi-
ções da reação foram descritas em Leal e Almeida, (1999) 
(Tabela 2). Um controle negativo, sem DNA, foi incluído 
em todas as reações. Os segmentos amplificados através 
da multiplex-PCR foram separados por eletroforese em gel 
de agarose a 1%, em tampão Tris-Borato sob voltagem de 
100 V, corados com brometo de etídio, visualizados em 
transiluminador sob UV e digitalizados em câmara Kodak 
usando o programa Kodak 1D (Image Analysis software). 
Como padrão de peso molecular foi usado o marcador 
“100 base-pair DNA ladder” (Invitrogen, Brasil).

PCR-ribotipagem

O DNA extraído de cinco culturas que apresentaram 
colônias com morfologia diversas, pequenas (lisas) e gran-
des (rugosas) (P. Exu 47 2S, P. Exu 54 2S, P. Exu 59 2S, P. 
Exu 60 2S e P. Exu 74 2S), o DNA dos isolados que apre-
sentaram dois subcultivos (P. Exu 57 1S e 2S, P. Exu 60 1S 
e 2S), os isolados do conjunto de pulgas (P. Exu 44 1S) e do 
seu roedor hospedeiro (P. Exu 53 2S) foram submetidos 
à reação de PCR-ribotipagem para confirmar a identida-
de genética da espécie. Foi usado a amplificação por PCR 
utilizando os oligonucleotídeos iniciadores planejados por 
Kostman et al. (1992) dirigidos às sequências conservadas 
dos genes 16S-23S do rDNA. As reações foram realizadas 
como descrito por Pereira et al. (2002). Um controle ne-
gativo, sem DNA, foi incluído. Os produtos amplificados 
foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2% 
e analisados nas mesmas condições citadas para a reação 
de Multiplex-PCR.

Amplificação por PCR dos locos VNTRs

As regiões dos VNTRs foram amplificadas utili-
zando seis pares de oligonucleotídeos: 1AB (Adair et al., 
2000), ms06 e ms46 (LeFlèche et al., 2001), M34, M37 e 
M58 (Klevytska et al., 2001) contemplando seis locos VN-
TRs (Tabela 3).

As reações de PCR foram realizadas em um volu-
me final de 25 μL por tubo, contendo 20 ng de DNA, 20 
pmol de cada iniciador, tampão (pH8) 50 mM, desoxinu-
cleotídeo trifosfato 0,16 mM (dNTP-Invitrogem, Brasil), 
MgCl2 1,5 mM e 1U da enzima Taq DNA polimerase (In-
vitrogen, Brasil).

As reações foram realizadas em termociclador Bio-

Figura 3: Produtos das amplificações, por Multiplex-PCR, dos genes de virulência pla, lcrV, caf1, irp2

nas culturas de Y. pestis. Linhas 1: “100 bp DNA ladder, 2: P. Exu 54 2S, 3: P. Exu 74 2S, 4: P. Exu 

31 2S, 5: P. Exu 51 1S, 6: P. Exu 67 2S, 7: P. Exu 59 2S, 8: P. Exu 36 2S, 9: P. Exu 53 2S, 10: P. Exu 

42 2S, 11: P. Exu 61 2S, 12: P. Exu 48 2S, 13: P. Exu 39 2S. 14: controle negativo.
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Figura 4: Amplificações, por PCR, dos VNTRs das culturas de Y. pestis com os primers 1AB, Linhas 1: 
“100 bp DNA ladder”, 2: P. Exu 36 2S e 3: P. Exu 42 2S; com os primers ms46, linhas 4: P. Exu 30 2S e 5: 
P. Exu 40 1S; com os primers M58 linhas 6: P. Exu 67 2S e 7: P. Exu 61 2S; com os primers M37, linhas 8: 
P. Exu 60 2S e 9: P. Exu 30 1S; com os primers M34 linhas 10: P. Exu 59 2S e 11: P. Exu 47 2S.
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Figura 5: Amplificações, por PCR, com os primers ms06 e colônias grandes (cg) e pequenas (cp) das 

culturas de Y. pestis. Linhas 1: “100 bp DNA ladder”, 2: P. Exu 47 2S cp, 3: P. Exu 47 2S cg , 4: P. 

Exu 54 2S cp, 5: P. Exu 54 2S cg, 6: P. Exu 59 2S cp, 7: P. Exu 59 2S cg, 8: P. Exu 60 2S cp, 9: P. 

Exu 60 2S cg, 10: P. Exu 74 2S cp, 11: P. Exu 74 2S cg. 12: controle negativo.
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metra. Os ciclos térmicos consistiam de 94 ºC por 2 mi-
nutos, seguido de 35 ciclos de 94 ºC por 1 minuto, 60 ºC 
durante 1 minuto e 72 ºC por 1 minuto terminando com 
uma extensão final de 72 ºC por 5 minutos como adotado 
por Oliveira et al. (2012), nas reações com os iniciadores 
1AB. Para os demais iniciadores foram utilizados os pa-
râmetros já descritos na literatura (LeFlèche et al., 2001; 
Klevytska et al., 2001).

Os produtos de amplificação foram separados por 
eletroforese em gel de agarose a 2,5%, utilizando o mesmo 
marcador de peso molecular de 100 pares de base e visua-
lizado nas mesmas condições citadas anteriormente.

O peso molecular foi calculado pelo programa Ko-
dak 1D (Image Analysis software). O tamanho dos seg-
mentos polimórficos obtidos pela amplificação com os 
iniciadores ms06 foi aproximado para contemplar os múl-
tiplos do número de repetições (60 pb). O número de re-
petições foi registrado como característica de cada alelo.

Resultados

As 20 cepas do estoque estavam acondicionadas em dois 
subcultivos que levou a tentativa de recuperação de 40 
culturas (duas culturas por cepa) correspondendo a sub-
cultivos subsequentes realizados em diversos anos (Tabela 
1). Em cinco culturas em placas de BAB foram observados 
dois tipos de colônias morfologicamente diferentes (colô-
nias grandes e colônias pequenas). Foi obtido crescimento 
em 22 culturas sendo seis do primeiro subcultivo e 16 do 
segundo. Todas as colônias de Y. pestis foram lisadas pelo 
bacteriófago antipestoso confirmando assim a pureza das 
amostras.

Culturas pareadas dos dois subcultivos foram recu-
peradas de duas cepas (P. Exu 57 1S e 2S e P. Exu 60 1S 
e 2S) e colônias grandes e pequenas das cepas P. Exu 47 
2S, P. Exu 54 2S, P. Exu 57 2S, P. Exu 59 2S e P. Exu 74 2S, 
assim como as culturas obtidas respectivamente do roedor 
hospedeiro (P. Exu 53) e de suas pulgas (P. Exu 44) foram 
submetidas à reação de Ribotipagem-PCR gerando um 
perfil único (Figuras 1 e 2).

Dez culturas (cinco do primeiro subcultivo e cinco 

do segundo) amplificaram todos os segmentos correspon-
dentes aos genes plasmidiais e da HPI; dez culturas (uma 
do primeiro subcultivo e nove do segundo) não amplifica-
ram o gene pla. O gene lcrV foi amplificado em todas as 
culturas exceto em duas (segundo subcultivo). Uma cul-
tura (segundo subcultivo) só amplificou o gene lcrV. Duas 
culturas (segundo subcultivo) não amplificaram o gene 
caf1 e em três o irp2 não foi amplificado (uma do primeiro 
subcultivo e duas do segundo). Nas subculturas pareadas 
de duas cepas, os quatro genes foram amplificados ape-
nas no primeiro subcultivo, no segundo o gene pla não foi 
mais amplificado (Tabela 1 e Figura 3). 

Dos seis VNTR analisados cinco se revelaram mo-
nomórficos gerando amplicons de aproximadamente 250 
pb (1AB, ms46), 380 pb (M58), 350 pb (M37) e 230 pb 
(M34) (Figura 4). Apenas o VNTR ms06 se revelou poli-
mórfico gerando três alelos de 600, 660 e 720 pares de base 
(pb) (Figura 5). O tamanho da repetição do VNTR ms06 
(60 pb) é a base da diversidade dos amplicons. O alelo de 
600 pb foi observado em cinco culturas do primeiro sub-
cultivo e em 12 do segundo; o de 660 pb em uma cultura 
do primeiro subcultivo e duas do segundo e o alelo de 720 
pb em duas culturas do segundo subcultivo. As culturas 
pareadas das duas cepas P. Exu 57 1S e 2S e P. Exu 60 1S e 
2S revelaram os mesmos perfis de VNTR (600 pb).

Três cepas (P. Exu 47 2S, P. Exu 60 2S, P. Exu 74 2S 
colônias pequenas e grandes), apresentaram um fragmen-
to de aproximadamente 600 pares de base, duas cepas (P. 
Exu 54 2S colônias pequenas e grandes) apresentaram um 
fragmento de 660 pares de base e uma cepa a P. Exu 59 2S, 
colônia grande apresentou um fragmento de 720 pares de 
base. O DNA da colônia pequena desta mesma cepa (P. 
Exu 59 2S) apresentou um alelo atípico com duas bandas 
de 600 e 660 pb (Figura 5). Os perfis de VNTR das cultu-
ras obtidas do roedor hospedeiro (P. Exu 53 2S) e de suas 
pulgas (P. Exu 44 1S) foram diferentes com alelos de 600 
pb e 660 pb respectivamente (Tabela 1).

Os dois tipos de colônias morfologicamente diferen-
tes (colônias grandes e colônias pequenas) revelaram os 
três alelos. Em três cepas (P. Exu 47 2S, P. Exu 60 2S, P. 
Exu 74 2S), colônias pequenas e grandes, foi observado o 

Primers VNTR / nº de bases do repeat Fonte
5’-GGTTAGGTAGGGTGTTGAAG-3’

1 AB / 4 Adair et al. 2000
5’-AAAGAGGCTAAGTGGCAA-3’
5’-CAGGTTTTACGTTATTTTCTGAAGG-3’

ms46 / 7 Le Flèche et al. 2001
5’-CAGCATGAAGTATGACGGGTATATTA-3’
5’-AATTTTGCTCCCCAAATAGCAT-3’

ms06 / 60 Le Flèche et al. 2001
5’-TTTTCCCCATTAGCGAAATAAGTA-3’
5’-GAATCGCGGGTTGACGCTGTTGAGC-3’

M34 / 9 Klevytska et al. 2001
5’-GCTGAACAGCCCCATAAAACCGGAGC-3’
5’-GCCACAGGAAGAGGACATTTCAGAGAAAAC-3’

M37 / 10 Klevytska et al. 2001
5’-GTTGCTAAAACGATACCGCTACGATCAGC-3’
5’-GCGATAACCCACATTATCACAATAACCAACAC-3’

M58 / 17 Klevytska et al. 2001
 5’-GCTGATGGAACCGGTATGCTGAATTTGC-3’ 

Tabela 3. Características dos VNTRs analisados em cepas de Yersinia pestis.
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mesmo perfil P 600. A P. Exu 54 2S, colônias pequenas e 
grandes apresentaram o alelo de 660 pares de base. O ale-
lo de 720 pb foi encontrado na cepa P. Exu 60 2S colônia 
grande enquanto a colônia pequena desta cepa apresentou 
um alelo atípico com duas bandas de 600 e 660 pb, que 
também foi observado no subcultivo da P. Exu 59 2S colô-
nia pequena (Figura 5).

Discussão

A MLVA tornou-se uma ferramenta útil nos estudos fi-
logenéticos e epidemiológicos da Y. pestis por revelar a 
heterogeneidade dessa espécie, considerada até então ho-
mogênea, e permitir o rastreamento de cepas durante os 
surtos (Klevytska et al., 2001; Le Flèche et al., 2001; Pour-
cel et al., 2004; Lowell et al., 2005). A homologia em cepas 
determinantes de um surto foi constatada por (Lowell et 
al., 2005), que também demonstraram que cepas não re-
lacionadas epidemiologicamente podem apresentar dife-
rentes perfis em estudos por essa técnica.

Alterações genéticas foram detectadas por multi-
plex-PCR em algumas cepas. Foi observada a ausência do 
gene pla e provável perda do plasmídeo pPst, na cultura 
originada do conjunto de pulgas e ausência do gene irp2 
nos isolados do roedor e de suas pulgas. Os subcultivos 
efetuados e as condições de conservação das culturas 
podem ser responsabilizados por essas alterações, como 
relataram Leal et al., (1999; 2000) ao constatarem altera-
ções no genoma (plasmidiais e no cromossomo) de cepas 
brasileiras de Y. pestis estocadas e manipuladas no SRP/
CPqAM. 

No nosso estudo por MLVA, os repiques sucessivos 
das culturas P. Exu 57 1S (primeiro subcultivo), P. Exu 57 
2S (segundo subcultivo), P. Exu 60 1S (primeiro subculti-
vo) e P. Exu 60 2S (segundo subcultivo) não acarretaram 
perda ou ganho de repetições, uma vez que apresentaram 
o mesmo número de unidades, diferentemente do relata-
do por Leal (1999) e Leal et al. (2000), no entanto Oliveira 
et al, (2012) não detectou alteração nos VNTR em culturas 
parentais e subculturas derivadas por cultivos sucessivos 
de várias regiões do nordeste brasileiro, (Leal-Balbino et 
al., 2001) observaram estabilidade in vitro em uma cepa 
submetida a sucessivos repiques.

Um fato interessante observado no decorrer da pes-
quisa foi que colônias fenotipicamente diferentes (colô-
nias pequenas e grandes) de uma mesma cultura (P. Exu 
59 e P. Exu 60) apresentaram alelos diferentes para o mes-
mo marcador VNTR. Nestas cepas, diferentemente das co-
lônias grandes, cujo VNTR é monomórfico, as pequenas 
apresentam dois alelos. Esse achado sugere uma popula-
ção mista em um mesmo cultivo, o que justificaria os dois 
alelos. Essa situação é característica de VNTR presentes 
em microssatélites e não em minissatélites (Le Flèche et 
al., 2001), como é o caso do loco ms06.

Uma possível contaminação da cultura foi descarta-
da pela ribotipagem-PCR e também pelo teste com o bac-
teriófago antipestoso dessas culturas. Uma cepa isolada de 
um conjunto de pulgas (P. Exu 44 1S) e outra isolada de 
seu roedor hospedeiro (P. Exu 53 2S) surpreendentemente 

apresentaram alelos diferentes para o mesmo marcador 
(ms06) com variação de uma repetição. Dessa maneira, 
o polimorfismo nesse VNTR (ms06), isoladamente não é 
ideal para identificar este grupo de cepas e assim o seu 
valor para estudos epidemiológicos é limitado, visto que 
os outros analisados VNTR não apresentaram polimorfis-
mos.

Os resultados obtidos justificam conceder priori-
dade e investir maciçamente no estudo do maior número 
possível de VNTR, o que possibilitará a constituição de 
um banco de padrões característicos das cepas brasileiras 
de Y. pestis, permitindo a comparação da taxa de variação 
desses locos com a de possíveis clones não relacionados, 
bem como o rastreamento de novas cepas introduzidas 
natural ou deliberadamente no foco. 

Neste trabalho, as cepas de Y. pestis obtidas durante 
a investigação de uma epizootia de curta duração apre-
sentaram uma estreita relação genética revelada por cinco 
marcadores monomórficos e pelo polimorfismo em ape-
nas um marcador VNTR (ms06). Essa conclusão baseia-se 
no modelo proposto por Girard et al, (2004) para deter-
minação dos ciclos de transmissão de Y. pestis por meio 
da taxa de mutação para marcadores VNTR e respalda-se 
nos resultados obtidos por Oliveira et al, (2012), que tra-
balhou com cepas de diversas procedências (focos), fontes 
e anos de isolamento em que três de seis VNTR eram po-
limórficos.

Ao mesmo tempo, reconhecemos a necessidade da 
análise de um maior número de VNTR para que fique 
mais evidente a relação genética dessas cepas, quando 
comparadas com cepas de outros focos.

Conclusões

As cepas de Y. pestis obtidas durante a investigação de uma 
epizootia de curta duração apresentaram uma estreita re-
lação genética revelada por cinco marcadores monomórfi-
cos e pelo polimorfismo em apenas um marcador (ms06), 
caracterizando assim o MLVA como uma ferramenta ade-
quada para estudos da diversidade genética.

Ao mesmo tempo, reconhecemos a necessidade da 
análise de um maior número de VNTR para que fique 
mais evidente a relação genética dessas cepas, quando 
comparadas com cepas de outros focos brasileiros.
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