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Contribuição para o diagnóstico de peste

Contribution towards plague diagnosis

Alzira Maria Paiva de Almeida1, Gerlane Tavares de Souza1, Silvana Santos1,
Soraya Cavalcante Silva1, Marina de Moraes Vasconcelos Petribú1,

Patrícia de Oliveira Haver1, Antônia Ivoneida Aragão2 e Celso Tavares3

RESUMO

Apesar de sua fundamentação clínico-epidemiológica, numerosos casos suspeitos de peste nos focos brasileiros têm sido 
descartados por serem negativos pelo teste de hemaglutinação para detecção de anticorpos contra o antígeno F1 da Yersinia 
pestis. A transcendência da peste justifica estudar se tais resultados decorrem da falta de resposta ao F1, e se outras proteínas da 
Yersinia pestis poderiam ser reconhecidas nos soros suspeitos, sendo desta forma candidatas como alvo diagnóstico alternativo 
ao F1. Assim sendo, cepas de Yersinia pestis e de Yersinia pseudotuberculosis, uma proteína YopH recombinante e a F1 foram 
utilizadas para analisar soros de pacientes e soros imunes de coelhos. A F1 e a YopH não foram reconhecidas pelos soros humanos 
HA- e nenhuma proteína majoritária, comum a todos os soros humanos e coelhos, foi identificada, o que permite concluir que 
os casos suspeitos devem ser submetidos a uma avaliação clínico-laboratorial mais rigorosa, aprofundando a investigação 
epidemiológica em busca de outras etiologias.
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ABSTRACT

Despite the clinical-epidemiological features of plague, numerous suspected cases in Brazilian outbreaks have been discarded 
because of negative results from the hemagglutination test for antibodies against the Yersinia pestis F1 antigen. The transcendence 
of plague justifies studying whether such results are due to unresponsiveness to F1, and whether other Y. pestis proteins might be 
recognized in suspect serum. These would therefore be candidates to be alternative diagnostic targets to the F1 antigen. Thus, 
strains of  Y. pestis  and  Y. pseudotuberculosis, a recombinant YopH protein and the F1 antigen were used to analyze serum 
from patients and immune serum from rabbits. F1 and YopH were not recognized by HA-negative human serum and no major 
protein common to all the human and rabbit serum samples was identified. This allows the conclusion that suspected cases 
must be subjected to more rigorous clinical-laboratory evaluation, with strengthening of epidemiological investigations in the 
search of other etiologies.
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A peste, infecção pela Yersinia pestis, mantém-se em 
vários focos naturais na África, Ásia e Américas e atualmente é 
considerada uma doença reemergente pela Organização Mundial 
da Saúde15 24, constituindo um problema de Saúde Pública. A sua 
epidemiologia é bastante complexa e a erradicação ainda não 
é exeqüível, apesar dos avanços científicos e tecnológicos13. O 
seu potencial de epidemização e elevada letalidade justificam a 
sua inclusão na Classe I do Regulamento Sanitário Internacional 
(RSI) vigente, que exige notificação compulsória de toda atividade 

pestosa e manutenção de vigilância permanente nos focos e 
locais por onde a infecção possa ser introduzida a partir de 
focos ativos.

Vários fatores de virulência da Y. pestis são codificados 
em genes localizados no cromossomo e nos três plasmídeos 
prototípicos: pPst, pFra e pYV. O plasmídeo pPst, específico da 
Y. pestis, codifica uma protease (Pla) ou ativador do plasminogênio. 
No plasmídeo pFra, também específico, estão localizados os genes 
que codificam uma proteína de envoltório, a fração antigênica F1, 
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e a toxina murina19. A F1 é imunogênica para homens e animais, o 
que fundamenta a sua utilização na maioria dos testes diagnósticos 
da peste9. A toxina murina (Ymt) é uma exotoxina que parece 
desempenhar um importante papel na colonização do estômago 
das pulgas pela Y. pestis16, é menos imunogênica que a F1 e o seu 
emprego no diagnóstico sorológico é irrelevante18. O plasmídeo 
pYV é indispensável para a virulência da bactéria e codifica um 
complexo sistema de secreção tipo III, responsável pela síntese 
de várias proteínas (Yops) envolvidas na neutralização das defesas 
dos hospedeiros, sendo também encontrado nas outras yersínias
patogênicas10. O uso das Yops no diagnóstico da peste limita-se 
a uns poucos testes14 17.

A prova da hemaglutinação (HA) com hemácias de carneiro 
para detecção de anticorpos contra o antígeno F1 é utilizada 
há décadas no diagnóstico e vigilância da peste23. As amostras 
pareadas de soro, colhidas na fase aguda e na convalescença, 
devem apresentar uma diferença de quatro títulos ou mais. A 
soroconversão ocorre uma a duas semanas após o início dos 
sintomas na maioria dos pacientes, mas pode ser mais precoce 
ou também não ocorrer1 3 4 5.

A plasticidade do genoma da Y. pestis, com perda de 
plasmídeos, de segmentos cromossômicos e inserção de 
seqüências19, permite supor que a falta de resposta de alguns casos 
poderia decorrer de infecções por cepas atípicas não produtoras 
de F1, o que implicaria ocorrência de casos falso-negativos. 
Cumpre, pois, identificar novos alvos, o que possibilitará o 
desenvolvimento de uma nova geração de técnicas diagnósticas 
baseadas em outras características da bactéria.

O objetivo deste trabalho foi verificar se outras proteínas da 
Y. pestis são reconhecidas pelos soros reagentes e não reagentes 
nos testes de detecção de anticorpos anti-F1, base do diagnóstico 
da peste no homem e em animais, identificando possíveis alvos 
para o desenvolvimento de novos testes diagnósticos mais sensíveis 
e específicos.

MATERIAL E MÉTODOS

Soros de coelhos imunizados, segundo Bahmanyar & 
Cavanaugh6, com uma cepa de Y. pseudotuberculosis (IP 32950), 
três cepas de Y. pestis originárias de três focos pestosos brasileiros 
(P. Exu 769, P. PB 881 e P. CE 882) e duas cepas de referência 
estrangeiras (A1122 e EV76); 34 soros humanos (04 HA+) da 
soroteca do Serviço de Referência em Peste (SRP) do CPqAM; soro 
normal de coelho (SNC) e soro de coelho anti-F1 obtido segundo 
Chu9 foram analisados por Western-blot com proteínas totais das 
culturas bacterianas e com o antígeno F1, conforme protocolo 
descrito por Chu9. O antígeno F1 foi extraído da cepa A1122 no 
SRP, de acordo com a técnica descrita por Chu9.

278 soros de pacientes suspeitos de peste colhidos na rotina 
do Programa de Vigilância e Controle de Peste (PCP) no Estado 
do Ceará (CE) foram analisados por HA23 e Dot-Elisa2 Para 
confirmação desses resultados 15 amostras negativas (HA-) 
foram submetidas à HA e Competitive ELISA9 no Diagnostic and
Reference Laboratory, Bacterial Zoonoses Branch, Division of 

Vector-Borne Infectious Diseases, Centers for Disease Control 
and Prevention (DVBID/CDC, Fort Collins, CO/USA).

Para avaliar o potencial da proteína YopH recombinante no 
diagnóstico da peste, membranas contendo proteínas totais da 
cultura E. coli DH5  transformada com o plasmídeo PTZ/YopH11

foram testadas com soro de coelho anti-YopH11, soros de coelhos 
imunizados com as cepas de Y. pestis e soros humanos com 
suspeita clínica de peste (HA-).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A morbimortalidade por peste entrou em declínio nos focos 
brasileiros a partir da década de 70, a atividade pestosa continuou 
a ser detectada nos inquéritos, mas os casos notificados nos últimos 
anos, apesar de sua fundamentação clínico-epidemiológica, têm 
sido descartados por se apresentarem reiteradamente negativos 
à pesquisa de anticorpos contra o antígeno F1 da Y. pestis pela 
HA.

Estes resultados poderiam ser atribuídos a uma baixa 
sensibilidade da técnica, falta de resposta ao antígeno F1, erro 
no diagnóstico clínico-epidemiológico e até à coleta e transporte 
inadequados de amostras4 20. Para verificar a validade destas 
hipóteses 278 amostras de soros obtidas de pacientes suspeitos 
de peste na rotina do PCP-CE, que foram negativas à HA foram 
reexaminadas por Dot-Elisa2 e, apesar da melhor sensibilidade 
do teste, os resultados permaneceram inalterados. Resultados 
semelhantes foram obtidos no DVBID/CDC com 15 amostras 
sorológicas (HA-) analisadas no SRP, que foram submetidas ao 
mesmo teste e a uma contraprova pelo método Competitive
ELISA9.

A identificação de novos alvos para diagnóstico e o 
desenvolvimento de testes dirigidos a outros antígenos da Y. pestis
contribuiria, para solucionar um eventual problema determinado 
por resultados falso-negativos que podem ocorrer com os testes 
tradicionais de detecção de anticorpos anti-F1. Assim sendo, a 
YopH, inicialmente denominada Yop51 em função do seu peso 
molecular7, por desempenhar importante papel na resistência 
bacteriana ao sistema imune do hospedeiro10 foi considerada 
uma boa candidata.

Uma proteína YopH recombinante com capacidade 
imunogênica em coelhos produzida por Costa11 favoreceu o 
desenvolvimento dessa pesquisa. Em trabalhos anteriores8 21 22 foi
observado que os soros de convalescentes de peste reconhecem as 
YopD e YopE e as Yops produzidas pelas três Yersinias patogênicas 
são reconhecidas por soros de animais imunizados com qualquer 
uma delas, comprovando a similaridade intra-específica dessas 
proteínas.

Em nossos ensaios de avaliação do potencial da proteína YopH 
houve reconhecimento da banda do tamanho correspondente ao 
da proteína YopH (~51 kd) apenas com o soro anti-YopH. Nos 
soros humanos houve reconhecimento de outras proteínas, mas 
não da YopH. Apesar da similaridade das Yops das Yersinias, a 
YopH recombinante não foi reconhecida pelos soros dos coelhos 
imunizados com cepas de Y. pestis. É possível que a falta de sinal 



55

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 40(1):53-55, jan-fev, 2007

no Western-blot com os soros dos coelhos anti-Y. pestis deva-se 
à baixa quantidade de anticorpos anti-YopH produzida frente à 
competição com outros epitopos mais imunogênicos, como o F1.

Os cinco soros de coelhos imunizados com as cepas brasileiras 
e estrangeiras de Y. pestis foram testados por Western-blot com o 
antígeno F1 e proteínas totais das cepas buscando identificar outras 
proteínas de interesse para o diagnóstico da peste. Todos os soros 
reconheceram a proteína F1 (17 kd). Nos extratos de proteínas 
totais, além dessa proteína, várias outras foram reconhecidas pelos 
soros, no entanto os seus padrões de reconhecimento nas diferentes 
cepas de Y. pestis foram muito variados e nenhuma proteína 
majoritária foi reconhecida por todos os soros, salvo a F1.

Um soro de coelho anti-F1 testado por Western-blot com 
o antígeno F1 e proteínas totais das cinco cepas de Y. pestis
reconheceu tanto a proteína F1 purificada quanto uma outra 
de igual tamanho nos extratos de proteínas totais de todas as 
cepas, refletindo a similaridade da F1 produzida pelas cepas de 
diferentes focos do Brasil e de outros países. O soro de coelho 
anti-Y. pseudotuberculosis não mostrou reação com a membrana 
contendo F1, o que era previsível, pois ela não sintetiza esta 
proteína e, conseqüentemente, o soro do coelho infectado por tal 
bactéria não deve conter anticorpos contra este antígeno.

Dos 34 soros humanos testados com a F1 purificada, apenas os 
quatro soros positivos por HA reconheceram a proteína F1. Esses 
mesmos soros também reconheceram uma banda de tamanho da 
F1 nos extratos de proteínas totais das cepas de Y. pestis. Os soros 
HA- não reconheceram a F1 e os perfis obtidos com os diversos 
soros e as diferentes cepas foram muito variados.

A análise desses resultados permite concluir que as 
investigações epidemiológicas devem ser desenvolvidas por 
equipes multidisciplinares altamente qualificadas, que conheçam 
profundamente a epidemiologia regional e possam avaliar 
criteriosamente os casos suspeitos, reduzindo o número de falsos 
positivos e, conseqüentemente, a alta negatividade dos exames, 
o que permitirá o desencadeamento oportuno das medidas de 
controle enquanto se aguarda a confirmação laboratorial.

As equipes devem considerar todas as hipóteses no diagnóstico 
diferencial e não podem se restringir exclusivamente à obtenção 
de soro para a HA, devendo colher correta e sistematicamente 
amostras de sangue e, de acordo com o caso, aspirado de bubão, 
escarro e líquor céfalo-raquidiano (LCR) para a realização de 
exames bacteriológicos e moleculares. Por sua sensibilidade e 
especificidade, estes últimos devem ser aperfeiçoados visando a 
identificação de novos alvos e obtenção de técnicas que possam 
ser executadas nas diversas condições de uma investigação, 
enquanto os primeiros devem receber novamente prioridade na 
investigação, tendo em vista que o padrão-ouro no diagnóstico 
da peste continua sendo o isolamento da Y. pestis.
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