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ARTIGO/ARTICLE

Contribuicdo para o diagnostico de peste

Contribution towards plague diagnosis
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RESUMO

Apesar de sua fundamentacdo clinico-epidemiologica, numerosos casos suspeitos de peste nos focos brasileiros tém sido
descartados por serem negativos pelo teste de hemaglutinacdo para detecgio de anticorpos contra o antigeno FI da Yersinia
pestis. A transcendéncia da peste justifica estudar se tais resultados decorrem da falta de resposta ao F1, e se outras proteinas da
Yersinia pestis poderiam ser reconbecidas nos soros suspeitos, sendo desta forma candidatas como alvo diagnostico alternativo
ao F1. Assim sendo, cepas de Yersinia pestis e de Yersinia pseudotuberculosis, uma proteina YopH recombinante e a FI foram
utilizadas para analisar soros de pacientes e soros imunes de coelhos. A F1 e a YopH ndo foram reconbecidas pelos soros humanos
HA- e nenhuma proteina majoritdria, comum a todos os soros humanos e coelhos, foi identificada, o que permite concluir que
os casos suspeitos devem ser submetidos a uma avaliagdo clinico-laboratorial mais rigorosa, aprofundando a investigagio
epidemiologica em busca de outras etiologias.

Palavras-chaves: Yersinia pestis. Peste. Antigeno F1. Proteina YopH. Diagndstico. Vigildncia epidemiologica.

ABSTRACT

Despite the clinical-epidemiological features of plague, numerous suspected cases in Brazilian outbreaks have been discarded
because of negative resulls from the hemagglutination test for antibodies against the Yersinia pestis F1 antigen. The transcendence
of plague justifies studying whether such resulls 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, @ 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, infeccdo pela Yersinia pestis, mantém-se em
virios focos naturais na Africa, Asia e Américas e atualmente é
considerada uma doenca reemergente pela Organizacio Mundial
da Satide®*, constituindo um problema de Satide Piblica. A sua
epidemiologia é bastante complexa e a erradicacdo ainda ndo
é exeqiiivel, apesar dos avancos cientificos e tecnologicos'®. O
seu potencial de epidemizagio e elevada letalidade justificam a
sua inclusdo na Classe I do Regulamento Sanitdrio Internacional
(RSI) vigente, que exige notificagiio compulséria de toda atividade

pestosa e manutengdo de vigilincia permanente nos focos e
locais por onde a infeccdo possa ser introduzida a partir de
focos ativos.

Vdrios fatores de viruléncia da Y. pestis sdo codificados
em genes localizados no cromossomo e nos trés plasmideos
prototipicos: pPst, pFra e pYV. O plasmideo pPst, especifico da
Y. pestis, codificauma protease (Pla) ou ativador do plasminogénio.
No plasmideo pFra, também especifico, estdo localizados os genes
que codificam uma proteina de envoltério, a fracao antigénica F1,
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e atoxina murina®. A F1 é imunogénica para homens e animais, o
que fundamenta a sua utilizagio na maioria dos testes diagndsticos
da peste’. A toxina murina (Ymt) é uma exotoxina que parece
desempenhar um importante papel na colonizacdo do estomago
das pulgas pela Y. pestis'®, ¢ menos imunogénica que a F1 e o seu
emprego no diagnéstico soroldgico € irrelevante’®. O plasmideo
pYV é indispensavel para a viruléncia da bactéria e codifica um
complexo sistema de secrecdo tipo III, responsével pela sintese
de vérias proteinas (Yops) envolvidas na neutralizacio das defesas
dos hospedeiros, sendo também encontrado nas outras yersinias
patogénicas". O uso das Yops no diagndstico da peste limita-se
a uns poucos testes' !,

A prova da hemaglutinagio (HA) com hemdcias de carneiro
para detec¢io de anticorpos contra o antigeno F1 é utilizada
hd décadas no diagnéstico e vigilancia da peste?’. As amostras
pareadas de soro, colhidas na fase aguda e na convalescenga,
devem apresentar uma diferenca de quatro titulos ou mais. A
soroconversao ocorre uma a duas semanas apds o inicio dos
sintomas na maioria dos pacientes, mas pode ser mais precoce
ou também no ocorrer!? 4>,

A plasticidade do genoma da Y. pestis, com perda de
plasmideos, de segmentos cromossomicos e inser¢do de
seqiiéncias'®, permite supor que a falta de resposta de alguns casos
poderia decorrer de infec¢des por cepas atipicas ndo produtoras
de F1, o que implicaria ocorréncia de casos falso-negativos.
Cumpre, pois, identificar novos alvos, o que possibilitard o
desenvolvimento de uma nova geragio de técnicas diagndsticas
baseadas em outras caracteristicas da bactéria.

0 objetivo deste trabalho foi verificar se outras proteinas da
Y. pestis sao reconhecidas pelos soros reagentes e nio reagentes
nos testes de detec¢io de anticorpos anti-F1, base do diagndstico
da peste no homem e em animais, identificando possiveis alvos
para o desenvolvimento de novos testes diagndsticos mais sensiveis
e especificos.

MATERIAL E METODOS

Soros de coelhos imunizados, segundo Bahmanyar &
Cavanaugh®, com uma cepa de Y. pseudotuberculosis (IP 32950),
trés cepas de Y. pestis origindrias de trés focos pestosos brasileiros
(P. Exu 769, P. PB 881 e P. CE 882) e duas cepas de referéncia
estrangeiras (A1122 e EV76); 34 soros humanos (04 HA+) da
soroteca do Servico de Referéncia em Peste (SRP) do CPqAM; soro
normal de coelho (SNC) e soro de coelho anti-F1 obtido segundo
Chu’ foram analisados por Western-blot com proteinas totais das
culturas bacterianas e com o antigeno F1, conforme protocolo
descrito por Chu’. O antigeno F1 foi extraido da cepa A1122 no
SRP, de acordo com a técnica descrita por Chu’.

278 soros de pacientes suspeitos de peste colhidos na rotina
do Programa de Vigilancia e Controle de Peste (PCP) no Estado
do Ceard (CE) foram analisados por HA* e Dot-Elisa® Para
confirmagio desses resultados 15 amostras negativas (HA-)
foram submetidas 2 HA e Competitive ELISA’ no Diagnostic and
Reference Laboratory, Bacterial Zoonoses Branch, Division of
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Vector-Borne Infectious Diseases, Centers for Disease Control
and Prevention (DVBID/CDC, Fort Collins, CO/USA).

Para avaliar o potencial da proteina YopH recombinante no
diagnéstico da peste, membranas contendo proteinas totais da
cultura £. coli DH5a transformada com o plasmideo PTZ/YopH"!
foram testadas com soro de coelho anti-YopH"!, soros de coelhos
imunizados com as cepas de Y. pestis e soros humanos com
suspeita clinica de peste (HA-).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A morbimortalidade por peste entrou em declinio nos focos
brasileiros a partir da década de 70, a atividade pestosa continuou
aser detectada nos inquéritos, mas os casos notificados nos tiltimos
anos, apesar de sua fundamentaco clinico-epidemioldgica, tém
sido descartados por se apresentarem reiteradamente negativos
a pesquisa de anticorpos contra o antigeno F1 da ¥, pestis pela
HA.

Estes resultados poderiam ser atribuidos a uma baixa
sensibilidade da técnica, falta de resposta ao antigeno F1, erro
no diagndstico clinico-epidemioldgico e até a coleta e transporte
inadequados de amostras®*. Para verificar a validade destas
hipéteses 278 amostras de soros obtidas de pacientes suspeitos
de peste na rotina do PCP-CE, que foram negativas a HA foram
reexaminadas por Dot-Elisa’ e, apesar da melhor sensibilidade
do teste, os resultados permaneceram inalterados. Resultados
semelhantes foram obtidos no DVBID/CDC com 15 amostras
soroldgicas (HA-) analisadas no SRP, que foram submetidas a0
mesmo teste e a2 uma contraprova pelo método Competitive
ELISA°.

A identificacdo de novos alvos para diagndstico e o
desenvolvimento de testes dirigidos a outros antigenos da Y. pestis
contribuiria, para solucionar um eventual problema determinado
por resultados falso-negativos que podem ocorrer com os testes
tradicionais de detec¢do de anticorpos anti-F1. Assim sendo, a
YopH, inicialmente denominada Yop51 em fungdo do seu peso
molecular’, por desempenhar importante papel na resisténcia
bacteriana a0 sistema imune do hospedeiro' foi considerada
uma boa candidata.

Uma proteina YopH recombinante com capacidade
imunogénica em coelhos produzida por Costa'' favoreceu o
desenvolvimento dessa pesquisa. Em trabalhos anteriores®?! *foi
observado que os soros de convalescentes de peste reconhecem as
YopD e YopE e as Yops produzidas pelas trés Yersinias patogénicas
sdo reconhecidas por soros de animais imunizados com qualquer
uma delas, comprovando a similaridade intra-especifica dessas
proteinas.

Em nossos ensaios de avaliagio do potencial da proteina YopH
houve reconhecimento da banda do tamanho correspondente ao
da proteina YopH (~51 kd) apenas com o soro anti-YopH. Nos
soros humanos houve reconhecimento de outras proteinas, mas
nfo da YopH. Apesar da similaridade das Yops das Yersinias, a
YopH recombinante no foi reconhecida pelos soros dos coelhos
imunizados com cepas de Y. pestis. E possivel que a falta de sinal
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no Western-blot com os soros dos coelhos anti-Y. pestis deva-se
a baixa quantidade de anticorpos anti-YopH produzida frente 2
competi¢do com outros epitopos mais imunogénicos, 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
antigeno F1 e proteinas totais das cepas buscando identificar outras
proteinas de interesse para o diagndstico da peste. Todos os soros
reconheceram a proteina F1 (17 kd). Nos extratos de proteinas
totais, além dessa proteina, virias outras foram reconhecidas pelos
soros, no entanto os seus padrdes de reconhecimento nas diferentes
cepas de Y. pestis foram muito variados e nenhuma proteina
majoritdria foi reconhecida por todos os soros, salvo a F1.

Um soro de coelho anti-F1 testado por Western-blot com
o antigeno F1 e proteinas totais das cinco cepas de Y. pestis
reconheceu tanto a proteina F1 purificada quanto uma outra
de igual tamanho nos extratos de proteinas totais de todas as
cepas, refletindo a similaridade da F1 produzida pelas cepas de
diferentes focos do Brasil e de outros paises. O soro de coelho
anti-¥. pseudotuberculosis ndo mostrou reacio com a membrana
contendo F1, o que era previsivel, pois ela ndo sintetiza esta
proteina e, conseqiientemente, o soro do coelho infectado por tal
bactéria nio deve conter anticorpos contra este antigeno.

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

A andlise desses resultados permite concluir que as
investigacoes epidemioldgicas devem ser desenvolvidas por
equipes multidisciplinares altamente qualificadas, que conhecam
profundamente a epidemiologia regional e possam avaliar
criteriosamente os casos suspeitos, reduzindo o nimero de falsos
positivos e, conseqiientemente, a alta negatividade dos exames,
0 que permitird o desencadeamento oportuno das medidas de
controle enquanto se aguarda a confirmagao laboratorial.

As equipes devem considerar todas as hipoteses no diagndstico
diferencial e ndo podem se restringir exclusivamente a obtengo
de soro para a HA, devendo colher correta e sistematicamente
amostras de sangue e, de acordo com o caso, aspirado de bubdo,
escarro e liquor céfalo-raquidiano (LCR) para a realizacio de
exames bacterioldgicos e moleculares. Por sua sensibilidade e
especificidade, estes tltimos devem ser aperfeicoados visando a
identificacdo de novos alvos e obtencdo de técnicas que possam
ser executadas nas diversas condigdes de uma investigacio,
enquanto os primeiros devem receber novamente prioridade na
investigacdo, tendo em vista que o padrio-ouro no diagndstico
da peste continua sendo o isolamento da Y. pestis.
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