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RESUMO

Os ribossomos bacterianos possuem trés tipos de rRNA: 23S, 16S e 5S;
codificados por genes organizados em operons separados por regides
espacadoras intergénicas (ISRs), que contém um ou mais genes de tRNA. A
informacdo genética derivada do operon do rRNA fornece uma informacgéo
taxonbmica valiosa, visto que as ISRs, especialmente as que estdo localizadas
entre as regides 16S e 23S dos rDNAs, sofrem menor presséo evolucionéria, e
assim apresentam maior variacdo genética que as regides que codificam os
rRNAs. A ribotipagem vem sendo aplicada com sucesso para detectar
polimorfismos genéticos entre bactérias. Neste trabalho, analisamos o perfil de
amplificagcdo das BRs obtidos por PCR de amostras de Staphylococcus aureus,
Providencia alcalifaciens e das trés espécies patogénicas do género Yersinia,
utilizando “primers” desenhados com base em sequéncias complementares das
regides conservadas 16S e 23S dos genes de rRNA de varias espécies
bacterianas. Os padr6es de amplificacdo das ISRs mostraram-se caracteristicos
para cada género e espécie. Sete perfis de ribotipagem foram observados nas
cepas de S. aureus e trinta e quatro perfis foram mostrados em P. alcalifaciens,
evidenciando polimorfismo genético nestas espécies. As cepas de Y. pestis e Y.
pseudotuberculosis analisadas exibiram o mesmo padrdo de amplificacéo,
enquanto que as amostras de Y. enterocolitica mostraram quatro padrbes
distintos. Os perfis obtidos foram analisados através das técnicas de
sequenciamento e perfil de restricdo. Os resultados confirmam a alta homologia
entre Y. pestis e Y. pseudotuberculosis que é atribuida a evolucédo de Y. pestis,

gue se supde um clone derivado de Y. pseudotuberculosis.

Palavras chave: Ribotipagem; Staphylococcus aureus; Providencia alcalifaciens;

Yersinia.



ABSTRACT

Bacterial ribosomes carry three types of rRNA: 23S, 16S and 5S encoded in genes
organized in operons separated by intergenic spacer regions (ISRs) containing one
or more tRNA genes. The genetic information derived from the rRNA operon
provides a valuable taxonomic information, since the ISRs, especially those
located between the 16S and 23S regions of the rDNASs, suffer lesser evolutionary
pressure, then they present greater genetic variation than the regions encoding for
the rRNAs. Ribotyping has being applied successfully to detect genetic
polymorphism among bacteria. In this work, we analyzed the amplification profile of
the ISRs obtained by PCR using primers drawn to complementary sequences of
the conserved regions 16S-23S of the rRNA genes from several bacteria species
in samples of Staphylococcus aureus, Providencia alcalifaciens and the three
pathogenic species of Yersinia. The amplification patterns of the ISRs obtained
revealed to be characteristic for each genus and species. Seven ribotyping profiles
had been observed among the S. aureus strains studied and thirty four profiles in
P. alcalifaciens evidencing great genetic polymorphism in these species. The
strains of Y. pseudotuberculosis and Y. pestis analyzed displayed the same
amplification profile which was different from the Y enterocolitica profile. Four
distinct ribotyping profiles were observed in the Y. enterocolitica strains analyzed.
The profiles obtained from the three species had been analyzed by sequencing
and restriction. The results confimed the high homology between Y
pseudotuberculosis and Y. pestis, attributed to the Y. pestis evolution, supposed to

be a clone derived from Y. pseudotuberculosis.
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INTRODUCAO

Geralmente os agentes causadores de uma infeccdo em um surto derivam
de uma Uunica célula, ou seja sdo clonais ou altamente relacionados. Os
organismos de origem clonal sdo membros de uma mesma espécie com 0S
mesmos fatores de viruléncia, e caracteristicas bioquimicas e genémicas iguais,
entretanto apresentam diversidade ao nivel de espécie suficiente para diferenciar
entre isolados de diferentes origens, diferentes periodos e diversas regibes
geograficas, podendo ser subtipados.

As técnicas de tipagem sdo epidemiologicamente importantes para o
monitoramento de surtos de infecgBes, transmissdo cruzada de patdgenos
nosocomiais, reconhecimento de clones virulentos, relacdo clonal entre amostras,
e monitoramento através de programas de controle ou erradica¢cdo das doencas.

Os métodos de tipagem sao subdivididos em fenotipicos, que empregam
marcadores fenotipicos, e moleculares que utilizam marcadores moleculares e
genéticos. Os marcadores genéticos correspondem aos acidos nucléicos e sao
largamente aplicados para andlises taxondmicas e epidemiolégicas em bactérias.
Entre os diversos métodos de tipagem molecular a partir dos &acidos nucléicos
destacamos a ribotipagem que corresponde a andlise dos genes do DNA
ribossomal (rDNA). As bactérias possuem rRNAs 23S, 16S e 5S, os genes dos
rRNAs 16S e 23S apresentam regibes muito conservadas que sdo adequados
para andlises taxondbmicas, e as regibes espacadoras intergénicas (ISRs),
presentes entre 0os genes 16S-23S, apresentam seqUéncias variaveis que sao
apropriadas para avaliagcdes epidemiolégicas sendo empregados para tipagens de
culturas bacterianas.

Neste trabalho, foi analisado o perfil de amplificacdo das ISRs obtidos por
PCR de bactérias patogénicas de interesse regional: Staphylococcus aureus,
agente de grande importancia clinica e econdmica por ser causador de um amplo
espectro de doencas em animais e humanos; amostras de Providencia
alcalifaciens, agente causador de gastroenterites e amostras das trés espécies
patogénicas do género Yersinia: Y. pestis, agente causador da peste, Y.

pseudotuberculosis e Y. enterocolitica, enteropatogénicas.



Objetivo geral

Analisar o perfil de amplificacdo das ISRs obtidos por PCR a partir de

bactérias patogénicas de interesse regional.

Objetivos especificos

Analisar o polimorfismo genético em amostras de Staphylococcus aureus de
origem animal e humana.

Avaliar a diversidade genética entre amostras de Providencia alcalifaciens
isoladas de casos de gastroenterites.

Analisar as regibes espacadoras intergénicas (ISRs) das trés espécies
patogénicas do género Yersinia: Y. pestis, Y. pseudotuberculosis e Y.

enterocolitica, para avaliacdo do polimorfismo genético das ISRs em cada
espécie e para analise da evolugdo molecular de Y. pestis.



Revisao da literatura

Tipagem Molecular

A revolucdo da biologia molecular com a elucidagdo da estrutura do DNA
por Crick & Watson em 1953 permitiu avancos na pesquisa epidemioldgica,
guando esta ciéncia passou a incorporar aspectos celulares e moleculares,
ampliando os marcadores biolégicos e o desenvolvimento da epidemiologia
molecular (Hust & Rao, 1993).

Os marcadores biolégicos incluem marcadores: bioquimicos, moleculares,
genéticos, imunologicos e fisiologicos. O recente aumento de marcadores
moleculares e genéticos disponiveis tem facilitado e aumentado o estudo da
epidemiologia das doencas infecciosas (Schulte, 1993; Harrison & Griffin, 1993),
bem como, o conceito de relagdo clonal entre isolados de microrganismos de
surtos de origem comum. Muitos surtos de infec¢des resultam da exposicdo a um
agente etiologico de uma mesma fonte. Em geral, os microrganismos infecciosos
séo clonais, ou seja, eles sdo originarios de uma Unica célula e sdo geneticamente
idénticos ou apresentam uma baixa diversidade (Swaminathan & Matar, 1993).

Ao nivel de espécie as bactérias apresentam uma diversidade genética
suficiente para a identificacdo de diferentes clones ou grupos clonais, entretanto
conservam uma similaridade genética elevada, entre isolados de uma mesma
espécie, coletados de diferentes fontes, locais e periodos. Os isolados séo
examinados para varias caracteristicas que permitam uma discriminacado
intraespecifica com o objetivo de realizar uma subtipagem (Swaminathan & Matar,
1993).

A subtipagem tem aplicacdo bacteriologica ampla em sautde publica. E
essencial para determinar se clones previamente reconhecidos como virulentos
séo reconhecidos em uma amostra, para identificar a origem da infeccdo em um
surto, e assegurar que programas de imunizacdo levem a erradicacdo do
patégeno alvo, em vez de atingir formas variantes ndo patogénicas.

Anteriormente a subtipagem era feita apenas por marcadores fenotipicos,

sendo empregados um ou varios marcadores como: biotipagem, sorotipagem,



fagotipagem e bacteriocinatipagem. Estes testes sdo organismo-especificos e
cada organismo requer o uso de reagentes e procedimentos especificos. Os
padrbes de resisténcia a antibioticos, embora baseados em tracos fenotipicos, tém
sido largamente utilizados para tipar muitos isolados bacterianos, particularmente
de infeccbes hospitalares. A resisténcia aos antimicrobianos frequentemente é
codificada por DNA plasmidial sendo frequente a associagdo entre padréo de
resisténcia e o perfil plasmidial.

Os métodos de tipagem molecular sdo baseados nas caracteristicas fisicas
de moléculas como: &cidos graxos, proteinas, carboidratos, acidos nucléicos entre
outras moléculas quimicas, produzidas por bactérias e sdo universalmente
aplicaveis. Esses métodos podem ser classificados em trés grandes grupos com
base no tipo de macromolécula: lipopolissacarideos (LPS) e &cidos graxos,

proteinas e em acidos nucléicos.

Métodos baseados nos acidos nucléicos

O desenvolvimento de técnicas de isolamento, separacdo, clivagem e
sequenciamento de acidos nucléicos desde 1975, possibilitaram a aplicacédo
destes métodos para varios problemas epidemiolégicos.

Perfil de restricdo do DNA gendmico e plasmidial

Perfil plasmidial

Os plasmideos sdo elementos de DNA extracromossomal de replicacdo
autbnoma presentes em muitas espécies de bactérias, mas que nao sao
essenciais ao crescimento bacteriano normal, eles podem conter genes que
codificam fatores de viruléncia ou resisténcia aos antimicrobianos. O perfil
plasmidial vem sendo usado como ferramenta para subtipar varias espécies de
bactérias. Por outro lado, plasmideos de tamanhos idénticos podem diferir em

sequéncias de nucleotideos, nestes casos a clivagem do DNA plasmidial com



enzimas de restricdo fornece um perfil plasmidial com grande poder
discriminatorio, sendo Util para a subtipagem de diferentes espécies bacterianas.
Embora o perfil plasmidial seja aplicavel em investigacdes epidemioldgicas ele ndo
pode ser aplicado a todas espécies bacterianas. Muitas bactérias apresentam
plasmideos instaveis ou plasmideos com baixa heterogeneidade de sequéncias de

nucleotideos ndo sendo Uteis para subtipagens (Swaminathan & Matar, 1993).

Analise de restricdo do DNA genbémico

Este método envolve a comparacdo do niamero e tamanho de fragmentos
produzidos por digestdo do DNA gendmico com enzimas de restricdo. Variagdes
observadas entre os fragmentos de restricdo gerados por uma enzima especifica
sdo denominadas Polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricao
(Restriction Fragment length Polymorphism: RFLPs). RFLPs podem resultar de
rearranjos, insercdo, delecdo ou substituicdo de bases do DNA nos sitios de
clivagem das enzimas. A vantagem da andlise de restricdo do DNA genémico é
gue diferente do perfil plasmidial ele é universalmente aplicavel. Apresenta a
desvantagem de gerar numerosos fragmentos de restricdo de tamanhos muito
préximos impossibilitando a analise. O uso de técnicas de transferéncia de DNA
para suportes como membranas de ndilon ou nitrocelulose (Southern blotting) e
hibridizacdo com sondas marcadas simplifica a analise dos RFLPs.

As sondas usadas para subtipagem incluem: sondas baseadas em fatores
de viruléncia; sondas derivadas de sequéncias de insercéo (IS); sondas derivadas
de bacteri6fagos de DNA; sondas de fragmentos aleatérios do DNA gendmico e
sondas da regido 16S-23S do rRNA (Swaminathan & Matar, 1993).

Sondas derivadas de sequéncias de insercao

As seqléncias de insercao (IS) sdo elementos transponiveis de DNA
repetitivo que sdo encontrados em organismos procariotos e eucariotos. A

presenca desses elementos de DNA repetitivo favorece rearranjos



cromossodmicos, causando mutacbes que podem gerar polimorfismos

interespecificos e podem acelerar a evolugéo das espécies.

Analise do RFLP do DNA ribossomal (rDNA) — Ribotipagem

A ribotipagem baseia-se no padréo de restricao dos genes do rRNA, e vem
sendo aplicada com sucesso para detectar polimorfismos genéticos entre as
bactérias (Grimont & Grimont, 1986). Todas as células vivas contém rRNA
classificados pela constante de sedimentacdo (Svedberg ou S). As células
procaridticas possuem rRNAs 23S, 16S e 5S que junto a proteinas constituem os
ribossomos bacterianos.

Os genes que codificam os rRNAs procarioticos sao organizados em
operons formados por trés genes que codificam ordenadamente os rRNAs 16S,
23S e 5S separados por uma regido espacadora intergénica (entre cada gene -
ISRs), que contém um ou mais genes de tRNA. Esta estrutura é similar nas
diversas espécies bacterianas. Um longo precursor é formado e processado por
nucleases para liberar os rRNA maduros e os tRNA (Figura 1). O numero de
operons rRNA nas bactérias varia de 1 a 12 por célula e muitos contém ISRs
semelhantes. O niamero de copias esta relacionado ao tamanho do genoma e a
velocidade de crescimento das bactérias (Grimont & Grimont, 1991). Diversos
estudos envolvendo a analise das ISRs séo utilizados para andlises filogenéticas,
taxondmicas e de epidemiologia molecular em diferentes géneros bacterianos
(Kostman et al., 1992; Lobato et al., 1998; Chun et al.,1999).

A filogenia dos seres vivos pode ser estabelecida pela comparacao das
sequéncias de nucleotideos de cada gene de rRNA que apresentam regifes com
sequiéncias muito conservadas (regidao invariavel), que corresponde as regides de
interacdo das proteinas ribossdbmicas com o rRNA, e regibes com sequéncias
varidveis entre as bactérias. Em especial as ISRs, que estéo localizadas entre as

regibes 16S e 23S dos rDNAs, sofrem uma menor pressao evolucionéria, logo



apresentam uma maior variacdo genética que as regides que codificam o rRNA,
fornecendo uma informagé&o taxondmica ainda mais valiosa.

Em razéo da conservacao das sequéncias de nucleotideos dos genes de
rRNA ao longo da evolug¢do, uma Unica sonda construida a partir do rRNA de uma
Unica bactéria Escherichia coli) pode ser usada para hibridizar com os genes
correspondentes de qualquer bactéria. Os operons do rRNA podem conter
sequéncias reconhecidas pelas enzimas de restricdo ou ter estas sequéncias nas
suas proximidades, gerando um numero de fragmentos de restricdo igual ou
superior ao numero de copias dos operons presentes no cromossoma bacteriano
(Grimont & Grimont, 1991).

Métodos de tipagem baseados na PCR

Os métodos que envolvem a reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase
Chain Reaction: PCR) oferecem muitas vantagens sobre os outros métodos de
tipagem baseados nos acidos nucléicos, por serem mais rapidos e necessitarem
de poucas células do microrganismo (Mullis & Faloona, 1987). Varios métodos de

tipagem baseados na PCR vem sendo utilizados:

RAPD-PCR

A genotipagem pelo polimorfismo de amplificacdo aleatéria do DNA
(Random Amplification of Polymorfic DNA - RAPD) ndo depende do conhecimento
prévio da seqiéncia do genoma do organismo a ser amplificada, ndo necessitando
de “primers” especificos; apenas nanogramas de DNA sdo necessarios e este ndo
necessita ser fortemente purificado. Envolve a utilizacdo de um unico “primer”, de
uma sequéncia arbitraria, e em condicbes de baixa estringéncia, sao gerados
varios fragmentos de diferentes tamanhos. Estes fragmentos amplificados séo
resultantes do anelamento do “primer” com sequéncias parcialmente homologas
no DNA molde (Welsh & MacClelland, 1990; Williams et al., 1990).



Ribotipagem-PCR

Esta técnica utiliza-se da organizacdo dos operons do rRNA bacterianos. A
amplificacdo dos genes ribossomais, que codificam o rRNA 16S ou 23S € muito
utilizada para identificacdes ao nivel de espécie (lbraim et al., 1993; Trebesius et
al., 1998), entretanto ndo séo Uteis para subtipagens. A utilizacdo de “primers” que
amplificam a regido espacadora intergénica (ISR), em especial a que esta
localizada entre os genes que codificam os rRNA 16S e 23S, geram perfis de
amplificacdo que s&o utilizados para identificacdo de eubactérias e para
subtipagem de muitos géneros bacterianos (Kostmam et al., 1992; Chun et al.,
1999). O RFLP dos produtos de amplificacdo da Ribotipagem por PCR permite a

discriminacéo entre cepas.

Aplicagcdes dos métodos moleculares de tipagem em diferentes

géneros bacterianos

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-positiva, responsavel por um
amplo espectro de doencas, desde lesBes superficiais até severas infeccdes
sistémicas, no homem e em outros animais (Kloos & Sheifer, 1981). E o principal
patdgeno nosocomial, sendo descrito como agente etioldgico significativo em
infeccBes hospitalares; a emergéncia de S. aureus meticilina resistente (MRSA),
tem sido o maior problema clinico (Kluytmans et al., 1995). E o mais frequénte
microrganismo associado as mastites caprina e bovina (Harvey & Gilmour, 1988;
Watts, 1988). A mastite bovina causada por S.aureus € uma doenca de grande
importancia econdémica para a industria leiteira, pois causa reducéo na qualidade e
na producdo do leite, aumento do uso de drogas e servicos veterinarios
(Raimundo et al., 1999).



Epidemiologia e tipagem em Staphylococcus aureus

Os portadores de S. aureus desempenham um papel importante na
epidemiologia e patogénese da infeccdo, eles tém sido identificados como
importante fator de risco para infecgcbes em pacientes imunocomprometidos tais
como: pacientes cirdrgicos, que fazem hemodidlise ou ainda pacientes portadores
do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ou AIDS. O tratamento de portadores
nasais de S. aureus, constitui uma estratégia preventiva em pacientes de risco
(Kluytmans et al., 1995).

A ocorréncia de portadores sadios de S. aureus em animais € de grande
importancia no campo da saude publica e na saude animal. No Brasil, linhagens
de S. aureus foram isoladas de bovinos, aparentemente sadios, em fase de
lactacdo, na pele do Ubere e tetas e menos frequentemente nas fossas nasais
(Araujo et al., 1986; Pereira & Siqueira Junior, 1995).

Atualmente varios sistemas de tipagem sdo usados para monitorar
infecgcbes por S. aureus. Uma grande variedade de métodos bioquimicos e
moleculares, tais como, fagotipagem, padréo de resisténcia aos antimicrobianos,
biotipagem, perfis cromossémicos e plasmidiais de restricéo, ribotipagem e analise
do padrédo eletroforético em campo pulsado vém sendo usados em investigacdes
epidemioldgicas de infeccdes estafilococicas humanas e bovinas (Kapur et al.,
1995).

Considerando a importancia clinica de S. aureus, sob os aspectos de saude
humana e animal, sistemas de tipagem sdo de grande relevancia epidemiolégica
para o reconhecimento do surgimento e origem da infec¢cdo, da transmisséo
cruzada de patdégenos nosocomiais, reconhecimento de cepas virulentas, relacéo
clonal entre amostras, e monitoramento de programas de vacinacdo (Olive &
Bean, 1999).



O género Providencia

O género Providencia pertence a familia Enterobacteriaceae, tribo Proteeae
ou grupo Proteus-Providencia. Este género sofreu varias alteragfes taxondmicas.
As bactérias do grupo “Providence”, denominacdo adotada em homenagem a
cidade de Providence (Rhode Island, USA), onde foram primeiramente isoladas,
foram inicialmente incluidas no género Proteus por assemelharem-se a Proteus
morganii e Proteus rettgeri em varios aspectos, embora diferissem fortemente de
Proteus vulgaris e Proteus mirabilis (Rustigian & Stuart, 1945). Mais tarde, o termo
“Providence” empregado para o grupo foi modificado para Providencia (Kauffmann
& Edwards, 1952).

O grupo Proteus-Providencia € composto de trés géneros: Proteus;
Morganella e Providencia (Brenner et al., 1978) e com excegdo de Proteus
morganii, ocupa uma posicdo marginal na familia Enterobacteriaceae, cujo
percentual de G+C situa-se entre 50 a 58 % nos diferentes géneros. O conteudo
de G+C em Providencia varia de 39 a 42% (Falkow et al., 1962; Coetzee, 1972).

O género Providencia atualmente é composto de cinco espécies: P.
alcalifaciens, P. stuartii, P. rettgeri, P. rustigianii e P. heimbachae, das quais as
guatro primeiras sdo reconhecidas como patdgenos humanos (Ewing, 1986).
Estas espécies sao mais comumente associadas com infec¢Bes do trato urinario
na comunidade sadia e em pacientes cateterizados e isoladas de fezes diarréicas.
Entretanto, podem causar infec¢cdes oportunistas variadas em pacientes
hospitalizados, tais como infeccdes em queimaduras, septicemia, infeccbes de
lesbes cutaneas ou de ferimentos cirurgicos e tromboflebite supurativa. As
espécies deste género podem <r distinguidas bioquimicamente pela prova da
urease e pelos testes de fermentagéo do adonitol, inositol, trealose, arabinose e
galactose, entre outros. Apresentam antigenos termoestaveis da parede celular ou
somaticos (O), flagelares (H), e antigenos de envoltdrio ou capsula (K) (Penner et
al., 1979a, 1979b; Penner, 1984).



Epidemiologia e tipagem em Providencia alcalifaciens

P. alcalifaciens pode ser isolada de individuos sadios, por meio de métodos
rotineiros empregados nos exames de espécimes fecais, sendo portanto
guestionado se esta bactéria € de fato o agente causador das diarréias ou se € um
comensal que surge durante infecgcbes causadas por virus ou outros agentes
bacterianos (Carpenter, 1964).

O interesse clinico em P. alcalifaciens aumentou depois de um estudo de
caso-controle realizado em dois grupos de pacientes britanicos, um com diarréia e
histéria de viagem anterior recente a paises em desenvolvimento e outro com
diarréia mas sem referir viagem para esses paises; foi significativa a incidéncia de
isolamento de P. alcalifaciens no primeiro grupo, sendo considerada o agente
causador da “Diarréia dos Viajantes Britanicos” (Haynes & Hawkey 1989). Outro
estudo caso-controle realizado com criancas indica uma associagao significativa
de P. alcalifaciens com a diarréia infantil (Albert et al., 1998).

Atualmente, o papel de P. alcalifaciens como agente causador da
gastroenterite foi comprovado em virtude do seu isolamento a partir de amostras
de fezes diarréicas de um grande surto de infeccdo alimentar ocorrido entre
criancas e professores de escolas da cidade de Fukui no Japao, consistindo no
primeiro relato de um surto de infeccdo alimentar atribuido a P. alcalifaciens
(Murata et al., 2001).

No Brasil, P. alcalifaciens vem sendo algumas vezes encontrada como
organismo predominante ou mesmo como cultura pura em fezes diarréicas de
pacientes na auséncia de outros patdgenos intestinais (Guth & Perrella, 1996;
Magalhaes et al., 1996).

A transmissdo se da por via oral, pela ingestdo de agua ou alimentos
contaminados por fezes, e 0 sorogrupo mais comum € o O:3.

Os fatores de viruléncia e o0os mecanismos de patogenicidade em P.
alcalifaciens ainda s&o pouco conhecidos. Vérios estudos demonstram a
habilidade invasiva em células como mecanismo de viruléncia deste organismo
(Albert et al., 1992; 1995; Mathan et al., 1993; Murata et al., 2001), entretanto esta



caracteristica ndo € demonstrada por todos os isolados de origem diarréica (Guth
& Perrella, 1996).

Magalhdes et al. (1996), observaram a correlacdo entre a invasividade, e a
presenca de um plasmideo de 45 a 50 kb. Na analise das culturas isoladas do
surto de infeccdo alimentar no Japdo também foi observada a correlagcdo de um
plasmideo grande com o potencial invasivo das culturas, entretanto uma cultura
sem o referido plasmideo apresentou menor grau de invasividade, sendo
qguestionada a correlagdo total da invasividade com a presenca do plasmideo
(Murata et al., 2001). Outros estudos confirmaram a habilidade invasiva,
entretanto, ndo demonstram nenhuma correlagdo entre a presenca do plasmideo
de 45-50 kb e a invasividade, e questionam o papel dos plasmideos na
patogenicidade de P. alcalifaciens (Guth & Perrella, 1996; Sobreira et al., 2001).
Portanto, a presenga de outros mecanismos de viruléncia, e o papel de P.
alcalifaciens na diarréia necessitam ser esclarecidos.

P. alcalifaciens é bacilo gram-negativo, mével com flagelos peritriquios e
apresenta 46 antigenos O (Penner, 1979a). As culturas séo classificadas em dois
biogrupos, tomando-se como base a producdo de gas da glicose e a fermentacéo
do adonitol e inositol: cepas do biogrupo 1 produzem gas da glicose, fermentam
adonitol mas a fermentacdo de inositol € variavel e as culturas do biogrupo 2 ndo
produzem gas da glicose, fermentam adonitol mas ndo o inositol (Ewing et al.,
1972). Os biogrupos 1 e 2 distinguem-se em dois zimotipos, A; e A, quanto ao
perfil eletroforético da b-esterase e da fosfatase acida (Picard et al., 1991). Esta
subclassificacédo foi confirmada por hibridizacdo DNA/DNA (Brenner et al., 1978).
Através de hibridizacdo DNA/DNA, a homologia entre as bactérias do zimotipo Az
é de 89 a 100% a 60°C, enquanto que a homologia do zimotipo A; é de apenas 74
a 76% confirmando a existéncia de dois grupos (Brenner et al., 1978; Wayne et al.,
1987). Pelo polimorfismo dos fragmentos de restricdo (RFLP) do DNA ribossomal
(rDNA), também se distinguem dois ribogrupos A; e A, (Wayne et al., 1987). Estes
resultados pdem em duvida a existéncia de uma Unica espécie e sugerem a
existéncia de duas espécies dentro da atual P. alcalifaciens (Picard et al., 1991).
Outros estudos de analise do perfil de restricdo do rDNA em culturas de um



mesmo Biogrupo evidenciam a existéncia de dois ribogrupos com diferentes
ribotipos dentro de um mesmo biogrupo (Guth et al., 1999; Pignato et al., 1999),
demonstrando um polimorfismo genético na espécie.

A heterogeneidade genética de P. alcalifaciens é reforcada pela presenca
de perfis plasmidiais heterogéneos, que inclui desde cepas sem plasmideos a
cepas com cinco plasmideos, além do polimorfismo no padrdo de RAPD-PCR e
uma heterogeneidade de ribotipos identificados através da analise combinada de
paddes de ribotipagem obtidos com trés enzimas de restricdo (Guth et al., 1999;
Sobreira et al., 2001).

Através da ribotipagem em isolados de origem diarréica da cidade de Séao
Paulo, foram identificados dois grupos dentro de um mesmo biotipo e observado
gue amostras invasivas apresentam padrbes de ribotipagem distintos das
amostras ndo invasivas representando clones especificos que sao distribuidos
endemicamente (Guth et al., 1999). A relacao clonal de amostras invasivas de P.
alcalifaciens foi também evidenciada em culturas de origem diarréica da cidade do
Recife em um estudo através de RAPD-PCR. Estes resultados sugerem que
amostras invasivas e nao invasivas sao originadas de clones distintos, existindo
uma linhagem clonal responsavel pelo potencial invasivo em P. alcalifaciens
(Sobreira et al., 2001).

Por outro lado, uma andlise realizada em culturas isoladas de um surto de
infeccdo alimentar no Japéao, revela uma grande homogeneidade entre as culturas
através de PFGE (Murata et al., 2001), esta diferenca deve-se ao fato de que as
culturas analisadas em estudos anteriores correspondem a isolados de casos
esporadicos de gastroenterite e o0s isolados obtidos a partir de um surto de

infeccao alimentar sdo originarios de uma mesma fonte sendo portanto clonais.



O género Yersinia

O género Yersinia foi proposto por Van Loghem (1944) para separar Y.
pestis e Y. pseudotuberculosis do género Pasteurella por diferirem na reagcao de
oxidase e na composicdo das bases do DNA (Mollaret & Thall, 1974); pertence a
familia Enterobacteriaceae e atualmente é composto de onze espécies das quais
trés sdo patdgenos humanos e de animais: Y. pestis o agente causador da peste,
Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica, que sao enteropatégenos. O contetdo
de G+C varia de 46-50 mol % entre as espécies do género.

Resultados de hibridizacdo de DNA-DNA (Bercovier et al., 1980) mostraram
gque Y. pestis e Y. pseudotuberculosis sdo fortemente relacionadas por
apresentarem mais de 90% de homologia, contra apenas 48% entre essas duas
espécies e Y. enterocolitica. Em virtude destas semelhancas foi proposto que Y.
pestis e Y. pseudotuberculosis fossem reclassificadas em uma sO espécie com
duas subespécies: Y. pseudotuberculosis subespécie pseudotuberculosis e Y.
pseudotuberculosis subespécie pestis (Bercovier et al., 1980). Entretanto, devido
as diferengas quanto ao ciclo de transmissdo, quadro clinico, nivel de
patogenicidade e de biosseguranca a separacdo das duas espécies foi mantida. A
comparacao de sequéncias de genes homologos como os genes do rRNA 16S,
genes reguladores e genes estruturais do lipopolissacarideo (LPS), de Y. pestis e
Y. pseudotuberculosis revela uma similaridade ra sequéncia de nucleotideos de
97 a 99,7% (lbraim et al., 1993, Achtman et al., 1999). Esses resultados sugerem
gue Y. pestis € um clone de uma cepa de Y. pseudotuberculosis, provavelmente
sorotipo O:1b, que surgiu entre 1.500 a 20.000 anos atrds, pouco antes da
primeira pandemia de peste (Achtman et al., 1999; Skurnik et al., 2000).

A razdo das diferencas na viruléncia dessas duas espécies vem sendo alvo
de muitos estudos. A patogenicidade nestas trés espécies depende em grande
parte de um plasmideo comum o pYV (~70 kb), que codifica a dependéncia ao
célcio para crescimento a 37°C, uma adesina (YadA), uma lipoproteina (YIpA),
varias proteinas com propriedades antifagocitica (Yop), um sistema secretor das

Yops (Ysc), proteinas chaperones especificas para as Yops (Syc) e um sistema



regulatério (Lcr) (Cornelis, 2000). Em Y. pestis o gene yadA encontra-se inativado
por uma mutacdo (Rosqvist et al., 1988; Skurnik & Wolf-Watz, 1989). Além deste
plasmideo, as cepas tipicas de Y. pestis abrigam mais dois plasmideos de
viruléncia: o pFra (100 kb), codifica uma proteina capsular imunogénica (F1) e a
toxina murina, envolvida na transmissao pelas pulgas, e o pPst (9,5 kb) que
codifica uma protease também envolvida na transmissdo (Perry & Fetherston,
1997).

Varios genes cromossdmicos presentes nas duas espécies estao ativos em
Y. pseudotuberculosis mas, mutados em Y. pestis. Em Y. pestis o LPS apresenta-
se rugoso, ou seja desprovido de antigenos O, enquanto que em Y.
pseudotuberculosis a sintese de antigenos O caracteriza 21 diferentes sorotipos.
O locus génico que codifica a sintese dos antigenos O esta presente em Y. pestis
e apresenta 98,9% de homologia com 0s genes envolvidos na biossintese dos
antigenos O de cepas de Y. pseudotuberculosis sorotipo O:1b. Entretanto, em Y.
pestis esses genes estdo inativados por dele¢cdo ou insercdo de nucleotideos
(Skurnik et al., 2000). Os genes inv e ail, envolvidos na invasdo em células
eucarioticas, estdo inativados em Y. pestis pela presenca de sequéncias de
insercao (Simonet et al., 1996). A Y. pestis ndo apresenta atividade ureolitica,
presente em todas as outras espécies do género, entretanto apresenta em seu
cromossoma 0O locus génico da urease, que abriga 0S genes estruturais e
regulatérios, porém esses genes apresentam mutacdes espécie especifica
(Sebbane et al., 2001).

A compreensdo dos fatores que diferenciaram Y. pestis de Y.
pseudotuberculosis ao nivel molecular e genético podem facilitar o controle da

peste e fornecer informacdes sobre a evolucao de microrganismos patogénicos.



Historia da peste

A peste € uma das doencas que mais causou devastacdo na histéria da
humanidade; é conhecida desde a antiglidade, acreditando-se que surgiu no
Planalto Central Asiatico, considerado o "Berco da Peste". Na era pré-Crista,
varias pestiléncias foram, erroneamente classificadas como peste.

Trés grandes pandemias bem caracterizadas foram registradas durante a
era Crista. A primeira pandemia, denominada "Peste de Justiniano" (542-602 d.C)
teve inicio na Africa Central se estendeu para o Egito e estima-se que chegou a
matar 100 milhBes de pessoas. A segunda pandemia ou Peste Negra, teve inicio
na Asia e estendeu-se por toda a Europa e parte do Norte da Africa, persistiu do
século XIV ao século XVIII e matou um quarto da populacdo européia. A terceira
pandemia ou pandemia Contemporanea, teve seu inicio na China estendendo-se
para Hong Kong em 1894 e de la se espalhou para os Estados Unidos, América
do Sul, Africa do Sul e Madagascar, através do transporte maritimo (Perry &
Fetherston, 1997). Segundo Mollaret (1989), a expansao desta pandemia terminou
durante a 2" Guerra Mundial, quando os antigos navios foram afundados e
substituidos por navios modernos a prova de ratos. Contudo, a terceira pandemia
deixou focos endémicos em varias partes do mundo.

A peste chegou ao Brasil em 1899, através do porto de Santos no Estado
de Sdo Paulo, durante a Ultima pandemia. Inicialmente infectou varias cidades
litordneas, de onde foi eliminada através de medidas sanitarias adequadas e
focalizou-se entre os roedores silvestres, na area rural, principalmente na regido
Nordeste (WHO, 1965). Os focos atuais estdo localizados em areas rurais dos
Estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Rio
Grande do Norte e Rio de Janeiro (Vieira & Coelho, 1998; Almeida et al., 2001).

A peste constitui ainda um problema de salde publica, persistindo em
véarios focos naturais em diferentes paises da Africa, Asia e Américas. Enquadra-
se entre as doencas de notificagdo obrigatoria a nivel internacional e sujeita a
guarentena (classe | do regulamento Sanitario Internacional), fazendo-se

necesséria a vigilancia permanente nas areas de foco. Atualmente a peste esta



classificada pela OMS como uma doenca reemergente, pelo aumento da
incidéncia mundial de casos humanos e ocorréncia de epidemias em varios paises
como India, Peru, Equador, Madagascar, Zaire e Tanzamia (PAHO/WHO, 2002;
WHO, 2000).

Epidemiologia e tipagem em Yersinia pestis

A persisténcia da peste reside na sua complexa epidemiologia. E uma
doenca de roedores e a transmissdo se da através da picada de pulgas
infectadas. O homem contamina-se acidentalmente, ao entrar em contato com 0s
roedores ou outros animas infectados e suas pulgas. O controle da populagcéo
animal é extremamente dificil por encontrarem-se, geralmente, em locais
inacessiveis, e a completa destruicdo da populacdo de roedores ndao garante a
extincdo dos focos, porque o bacilo da peste pode sobreviver por varios anos nas
carcacas dos animais mortos e reinfectar novos ocupantes das tocas. Carnivoros
selvagens e domésticos (raposas, cdes e gatos), também estdo envolvidos no
ciclo epidemiolégico da peste. Eles se contaminam quando séo picados por pulgas
infectadas ou ao devorar roedores infectados (Perry & Fetherston, 1997).

No homem a doenca pode apresentar-se sob trés formas clinicas principais:
bubénica, pulmonar e septicémica. A peste bubdnica é a forma mais comum, e
caracteriza-se pela presenca de um bubao (linfadenite regional) na regido préxima
a picada da pulga. A peste pneuménica representa uma forma grave da doenca
gue é geralmente fatal, nesta forma pode ocorrer a transmissdo homem a homem.
Na peste septicémica, os doentes apresentam manifestacoes sistémicas. As trés
formas da doenca respondem bem a antibioticoterapia apropriada reduzindo
significativamente a mortalidade. As drogas preconizadas para o tratamento sao:
estreptomicina, cloranfenicol, tetraciclina e sulfazidina (Perry & Fetherston, 1997).

As atividades de vigilancia e controle de peste no Brasil, envolvem técnicas
bacterioldgicas e sorolégicas para a pesquisa da Y. pestis nos roedores
(hospedeiros), pulgas (vetores), e pesquisa de anticorpos em animais

sentinela/indicador: roedores, carnivoros domésticos (cdes e gatos) e nos



pacientes suspeitos de peste (Almeida et al., 1995; Vieira et al., 1994; Vieira &
Coelho, 1998).

A peste € causada por um bacilo gram-negativo, caracterizado por
apresentar um baixo numero de reacfes bioquimicas positivas e uma grande
homogeneidade, com um Unico sorotipo, um fagotipo, e trés biovar ou variedades
geogréficas: Antiqua, Medievalis e Orientalis. Cada variedade foi considerada
remanescente da primeira, segunda e terceira pandemias, respectivamente. Esta
classificacdo baseia-se nos resultados das reacdes de fermentacéo do glicerol e
reducdo do nitrato a nitrito (Tabela 1). A homogeneidade observada surpreende
pelo fato da Y. pestis adaptar-se a diferentes tipos de hospedeiros (roedores,
homem), diversas espécies de pulgas, bem como diferentes regides geogréficas
(Craniel & Mollaret, 1990).

A técnica de ribotipagem é uma ferramenta atil na subdivisdo dos isolados
de Y. pestis. Guiyoule et al. (1994) identificaram 16 ribotipos distintos em cepas de
Y. pestis de cinco continentes, e observaram que existe uma correlacao entre os
biovar e os ribotipos (Tabela 1). Dentre as cepas estudadas, foram analisadas oito
cepas brasileiras, isoladas durante um mesmo surto de peste (Almeida et al.,
1985) e observou-se que todas pertenciam ao mesmo ribotipo, o correspondente
ao que se supde ter sido responsavel pela ultima pandemia.

Um novo ribotipo foi observado em cepas do biovar Orientalis isoladas
durante o surto de 1994 na india (Ramalingaswami, 1995). Posteriomente,
Guiyoule et al. (1997) detectaram o aparecimento de trés novos ribotipos de Y.
pestis, por ocasido do atual surto de peste em Madagascar, essas cepas foram
isoladas em anos diferentes e exibiram perfis plasmidial e genémico especificos,
sugerindo que perfis distintos do gene rDNA podem se desenvolver em um curto
periodo de tempo (menos de um século), em uma &rea geografica especifica.

Com base nos perfis de ribotipagem e sua correlacdo com as trés
variedades geogréficas, foi postulada a hipétese de que um clone de Y. pestis do
ribotipo O (Biovar Antiqua) espalhou-se da Asia Central, Planalto Centro Asiatico,
para a Africa Central e causou a Peste de Justiniano. Posteriormente, uma

variante do mesmo clone, ribotipo O, que perdeu a capacidade de reduzir o nitrato



(Biovar Medievalis) espalhou-se da Asia Central para a Crimea e causou a Peste
Negra. Considera-se ainda a hipétese de um clone do ribotipo B (Biovar
Orientalis), que causou a terceira pandemia, ser derivado do primeiro clone
(ribotipo O), visto que esse clone reduz o nitrato embora tenha perdido a
capacidade de fermentar o glicerol. Quanto ao perfil de restricdo com as enzimas

EcoRI e EcoRV os dois clones diferem apenas pela perda de um sitio de restricdo
no ribotipo B (Guiyoule et al., 1994).
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RIBOTIPAGEM-PCR DE ISOLADOS CLINICOS DE Providencia alcalifaciens

M. Sobreira, N.C. Leal, C.J.T.L. Castro, A.M.P. Almeida.

Resumo

Providencia alcalifaciens vem sendo apontada, ha varios anos, como um dos
agentes causadores da diarréia desde que algumas vezes é encontrada como
organismo predominante ou mesmo como cultura pura em fezes diarréicas de
pacientes na auséncia de outros patdgenos intestinais, mas apenas recentemente
0 seu papel como agente causador de gastroenterite foi demonstrado. Esta
espécie tem se mostrado muito heterogénea quanto ao perfil plasmidial, padrées
de amplificagédo por RAPD-PCR e polimorfismo de restricdo do rDNA. Para avaliar
a diversidade genética de isolados de P. alcalifaciens da cidade do Recife, 72
amostras obtidas de casos humanos de gastroenterite foram analisadas por
Ribotipagem-PCR utilizando “primers” descritos para sequéncias conservadas das
regides 16S e 23S dos genes do rRNA, para amplificar as regibes espacadoras
intergénicas. Os resultados demonstraram grande polimorfismo genético entre as
amostras estudadas que estao distribuidas em numerosos ribotipos. Essses dados
apontam a eficacia da técnica como ferramenta epidemiologica para P.

alcalifaciens.



Introducéo

Providencia alcalifaciens vem sendo considerada como um dos agentes
causadores de diarréia, desde que algumas vezes € encontrada como organismo
predominante ou mesmo como cultura pura em fezes diarreicas de pacientes,
principalmente criancas, na auséncia de outros patdgenos intestinais [1 - 4]. No
entanto, foi descrita como uma bactéria comensal do trato gastrointestinal que
exarceba durante infeccdes causadas por virus ou outros agentes bacterianos,

sendo por muito tempo questionado o seu papel na doencga diarreica [5].

Sua importancia clinica aumentou apés ter sido apontada como agente da
“diarréia dos viajantes britanicos” [6]. Recentemente, por ocasido de um grande
surto de infeccdo alimentar ocorrido entre criancas e professores de escolas da
cidade de Fukui-Japéo por P. alcalifaciens, seu papel como agente causador da

gastroenterite foi novamente evidenciado [7].

A transmissdo se da por via oral, pela ingestdo de &agua ou alimentos
contaminados por fezes. Os fatores de viruléncia e 0s mecanismos de
patogenicidade em P. alcalifaciens ainda sdo pouco conhecidos, supfe-se que a
habilidade invasiva em células evidenciada in vivo e in vitro esteja envolvida no
mecanismo de viruléncia dessa bactéria [8 -10, 4, 7]. Entretanto esta caracteristica
nao é exibida por todos os isolados de origem diarréica [11], sendo demonstrada

também por isolados de origem néo diarréica [3].

P. alcalifaciens é uma espécie fenotipicamente muito heterogénea apresentando
dois biogrupos, dois zimotipos, varios sorogrupos e diversos bacteriocinotipos [5,
12, 13]. Esta heterogeneidade € reforcada pela ocorréncia de perfis plasmidiais
variados, além do polimorfismo no padrdo de RAPD-PCR e polimorfismo de
restricdo do rDNA [12, 14, 15].

Diante da consideravel heterogeneidade descrita em P. alcalifaciens, sistemas de

tipagem sdo necessarios para a determinacdo da estrutura genética e



monitoramento epidemiolégico deste agente. A grande variabilidade de padrées
de restricdo do rDNA demonstrada nas espécies do grupo Proteus-Providencia e
em particular em P. alcalifaciens sugere a ribotipagem como um método muito
sensivel para investigacfes epidemioldgicas aplicadas ao estudo de infeccbes
causadas por esse agente [15].

A ribotipagem tem sido proposta como uma ferramenta importante para andlises
taxonémicas e epidemiolégicas em bactérias [16]. Esta técnica tem sua aplicacéo
limitada por ser trabalhosa envolvendo clivagem do DNA, “Southern blotting” e
hibridizacdo com sonda. Uma outra técnica que envolve a PCR baseia-se na
amplificacdo dos genes ribossomais, que codificam o rRNA 16S ou 23S e é muito
utilizada para identificacdes ao nivel de espécie [17, 18] mas, ndo se presta para
subtipagens. A utlizacdo de “primers” que amplificam a regido espacadora
intergénica (ISR), em especial a que esta localizada entre os genes que codificam
os rRNA 16S e 23S, gera perfis de amplificacdo que sao utilizados para
identificacdo de eubactérias e para subtipagem de muitos géneros bacterianos
[19, 20].

O objetivo deste trabalho foi analisar isolados de P. alcalifaciens obtidos na cidade

do Recife, através da técnica de Ribotipagem-PCR para avaliar a diversidade
genética entre as amostras.



Materiais e métodos

Bactérias e condicdes de cultivo

Um total de 72 amostras de P. alcalifaciens isoladas de fezes diarréicas de casos
humanos de gastroenterite foram analisadas. As culturas foram obtidas de um
laboratério privado da cidade do Recife, Brasil durante o periodo de 1994 a 1997,
e conservadas na Bacterioteca do CPgAM. Para este trabalho foram renovadas
por repique em caldo infuso de cérebro e coragdo (Brain Heart Infusion broth,
Difco: BHI) por 18 horas, incubadas a 37°C e plagueadas em gelose peptonada
(Blood Agar Base, Difco: BAB).

Extracdo do DNA gendmico

O DNA genbmico das culturas foi extraido segundo protocolo baseado em
Maniatis et al. [21] e quantificado apOs eletroforese em gel de agarose a 1%,
usando para comparacdo uma quantidade conhecida do DNA do fago lambda

clivado com a enzima Hind III.

Amplificacdo das regides espacgadoras intergénicas (ISRs) dos genes do rRNA
16S-23S

Foi utilizado um par de “primers” desenhado por Chun et al. [20] para amplificar as
regibes espacadoras intergénicas (ISRs) dos genes do rRNA 16S e 23S: 5'-
TTTCTGCAGYGGNTGGATCACCTCCTT-3’ e 5'-
ACGAATTCTGACTGCCMRGGCATCA-3'.

As reacOes foram preparadas em um volume total de 25m por tubo, contendo
20ng de DNA gendmico, 40 pmol de cada “primer”, 50mM de KCI e 10mM de Tris-
HCI (pH 8,0), 0,16mM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dNTP-Pharmacia),
1,5mM de MgCh, 1U da enzima Taq DNA polimerase (Pharmacia). As
amplificacdes foram realizadas em um termociclador (Biometra) programado para

uma etapa de desnaturacdo inicial a 94°C por 2 minutos e 30 ciclos



correspondendo cada ciclo a uma etapa de desnaturacdo do DNA por 1 minuto a
94°C, seqguida do anelamento de 1 minuto a 50°C e alongamento de 1,5 minuto a
72°C, terminando com uma etapa de alongamento final de 10 minutos a 72°C. Um
controle negativo sem DNA foi incluido. Os produtos de amplificacdo foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampao Tris-Borato e
voltagem constante de 100V, corados com brometo de etidio (15mg/ml) e
visualizados em transiluminador de luz ultravioleta. Como padrdo de peso
molecular foi utilizado o “100 base-pair DNA ladder” (Amersham Pharmacia

Biotec).

Ribotipagem diretamente das culturas em caldo

Neste ensaio uma aliquota de 200m de cada cultura em caldo foi centrifugada e o
sedimento ressuspenso em 20m de agua deionizada estéril, fervido em banho-
maria por 10 minutos, para lisar as células e expor o material genético, e utilizados

10m dos lisados diretamente nas reacdes de PCR.

Avaliagdo da estabilidade dos padrdes de ribotipagem em col6nias suspensas em

agua

A partir da cultura de duas amostras (Pa. 01 e Pa. 02) crescidas em placas de
BAB, foram realizados reacdes de amplificagao utilizando 2, 4, 6 e 10 unidades
formadoras de colénias (UFC) suspensas em 20m de agua deionizada estéril. As
suspensodes foram fervidas por 10 minutos em banho-maria e 10ni dos lisados

aplicados diretamente nas reacdes de PCR.



Resultados e discussao

O polimorfismo do padréo de restricdo do rDNA tem sido usado para tipagem de
varias espécies de bactérias patogénicas, mas seu poder discriminatério varia de
espécie para espécie. Em Serratia marcescens e Yersinia enterocolitica é
altamente discriminatéria [22, 23], mas ndo tm capacidade discriminatéria em
Salmonella [24]. Em P. alcalifaciens é indicado como um método sensivel para

investigacdes epidemioldgicas [15].

Neste estudo, um total de 72 amostras de P. alcalifaciens foram analisadas
através da técnica de Ribotipagem-PCR utilizando um par de “primers”
desenhados para amplificar as regides espacadoras intergénicas 16S-23S do
rRNA [20].

Inicialmente foi realizada a ribotipagem com o DNA gendmico extraido de seis
amostras. Os padrbes de amplificacdo revelaram-se muito polimdérficos, quanto ao
tamanho e ao numero de segmentos (bandas) amplificados. Observou-se a
amplificacdo de trés a sete bandas de tamanho variando entre 500 a 1600 pb
(Figura 1). Os diferentes perfis permitiram a distribuicdo das culturas em cinco
ribotipos (Tabela 1).

A ribotipagem por PCR, apesar de mais simples e de mais facil execucdo que a
ribotipagem que emprega o perfil de restricdo, ainda € uma técnica trabalhosa
guando € realizada a partir do DNA extraido das culturas. Alguns trabalhos
mostram que a amplificacdo diretamente de culturas crescidas em caldo, e em

coldnias crescidas nas placas e suspensas em agua é factivel [25, 26].

Visando simplificar a técnica e diminuir seu custo para analisar maior nimero de
amostras, foi realizado um ensaio para verificar a possibilidade de realizar as
reacdes diretamente das culturas crescidas em caldo em seis amostras. Nao

houve amplificacdo em nenhuma das amostras, possivelmente pela acdo



impediente exercida pelo meio de cultura, visto que a PCR pode ser inibida por
constituintes do meio de cultura ou por componentes presentes no material
bioldgico [27].

Em contrapartida, nos ensaios realizados diretamente das colbnias crescidas em
placas houve amplificacdo a partir dos diferentes nimeros de colbnias (2, 4, 6 e 10
colonias) de uma mesma cultura, nas duas amostras (Pa. 1 e Pa. 2) e os padrbes
de amplificacdo foram similares (Figura 2). O padrédo de amplificacdo obtido na
reagdo com quatro colbnias foi considerado o mais satisfatorio por apresentar
maior nitidez e clareza dos fragmentos amplificados favorecendo a analise das
bandas amplificadas. Foi observado que a PCR se torna mais especifica em
presenca de concentracbes adequadas do DNA molde, enquanto que, a presenca

de elevadas concentracdes de DNA tende a diminuir a especificidade da reacao.

Com esses resultados foram usadas quatro colbénias de cada cultura para
ribotipagem das 72 amostras. Nas amplificagdes obtidas diretamente das colonias,
observou-se amplificacdo de uma a sete bandas de tamanho variando entre 450 a
1800 pb. Com base nos seus respectivos padroes de amplificagdo, as 72
amostras foram classificadas em 34 ribotipos. A Tabela 1 mostra a distribuicdo das
amostras em cada ribotipo e a Figura 3 (a, b) mostra um gel de agarose

representativo dos 34 ribotipos.

Estes resultados confirmam a grande heterogeneidade genética de P.
alcalifaciens, demonstrada anteriormente em outros estudos que descrevem perfis
plasmidiais muito heterogéneos, desde cepas sem plasmideos a cepas com cinco
plasmideos, um polimorfismo no padrao de RAPD-PCR [11] e uma
heterogeneidade de ribotipos através da analise combinada de padbes de

ribotipagem obtidos com diferentes enzimas de restricdo [14, 15].

Em contraste com esta heterogeneidade, foi observada grande homogeneidade
através de PFGE em culturas isoladas de um surto de infec¢do alimentar no Japao

[7]. Esta diferenca deve-se ao fato que as culturas analisadas no presente estudo



e por outros autores terem sido isoladas de casos esporadicos de gastroenterite.
Por outro lado, a analise genética dos isoladas de casos esporadicos revela uma
relacdo clonal entre as culturas que apresentam capacidade invasiva indicando a
existéncia de clones especificos responsaveis pela propriedade invasiva que sao

distribuidos endemicamente nas populacdes estudadas [11, 14].

Em conclusédo, as 72 amostras analisadas neste trabalho apresentaram grande
diversidade genética com padrdes de amplificacdo muito polimorficos. A
ribotipagem por PCR demonstrou uma grande capacidade discriminatéria em P.
alcalifaciens e simplicidade na execucdo, podendo ser realizada diretamente de
colbnias crescidas em placas de BAB. Esses dados apontam a eficacia da técnica

como ferramenta epidemiolégica para P. alcalifaciens.
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Tabela 1. Distribuicao das amostras de Providencia
alcalifaciens nos diferentes ribotipos.

Ribotipos (R) Providencia alcalifaciens

R1 Pa. 01* Pa. 02*

R2 Pa. 03*, Pa. 07, Pa. 08

R3 Pa. 05*, Pa. 09

R4 Pa. 04*

R5 Pa. 06*

R6 Pa.10

R7 Pa. 11

R8 Pa. 12

R9 Pa.13, Pa.14, Pa. 15

R10 Pa. 16

R11 Pa. 17, Pa. 18, Pa. 19, Pa. 20, Pa. 21, Pa. 22, Pa. 41
R12 Pa.23, Pa. 24, Pa.25

R13 Pa. 26

R14 Pa. 28, Pa. 29, Pa.30

R15 Pa. 31, Pa.32, Pa.33, Pa. 34, Pa.35
R16 Pa. 36

R17 Pa. 37

R18 Pa. 38

R19 Pa. 39

R20 Pa. 40

R21 Pa. 42, Pa. 48, Pa. 52

R22 Pa. 44

R23 Pa. 45, Pa.47

R24 Pa. 46

R25 Pa. 49, Pa.50, Pa. 51, Pa. 53
R26 Pa. 55, Pa. 56, Pa.58, Pa. 59
R27 Pa. 57

R28 Pa. 60

R29 Pa. 61

R30 Pa. 62, Pa.68, Pa. 71, Pa. 72, Pa. 75
R31 Pa. 63, Pa.64

R32 Pa. 65, Pa.67, Pa. 69 e Pa. 74
R33 Pa. 66

R34 Pa. 70, Pa.73

*- Amostras analisadas a partir do DNA extraido e diretamente das colbnias crescidas em
placas.
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Figura 1. Gel de agarose
1,5% das amplificacdes geradas por Ribotipagem-PCR a partir do
DNA extraido das amostras de Providencia alcalifaciens. Linhas, M:
DNA-ladder 100 pb; 1: Pa. 01; 2: Pa. 02; 3: Pa. 03; 4: Pa. 04; 5: Pa.
05; 6: Pa. 06.
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Figura 2. Gel de
agarose 1,5%
800—»
das
amplificacbes

geradas por

Ribotipagem-
PCR a partir do lisado de colbnias retiradas do meio solido e
suspensas em agua das amostras de Providencia alcalifaciens.
Linhas, M: “100pb DNA Ladder”; 1: Pa. 01 (DNA); 2: Pa. 01 (2 col.); 3:
Pa. 01 (4 col.); 4: Pa. 01 (6 col.); 5: Pa. 01 (10 col.); 6: Pa. 02 (DNA);



7: Pa. 02 (2 col.); 8: Pa. 02 (4 col.); 9: Pa. 02 (6 col.); 10: Pa. 02 (10
col.).

Figura 3. (a, b). Geéis de agarose 1,5%
representativo das amplificagcbes geradas por
Ribotipagem-PCR de cepas de Providencia
alcalifaciens. Linha, M: “100pb DNA Ladder”; (a)-
Linhas, 1. Pa. 01; 2: Pa. 03; 3: Pa. 04; 4: Pa. 05; 5:
Pa. 06; 6: Pa. 10; 7: Pa. 11; 8: Pa. 12; 9: Pa. 13; 10:
Pa. 16; 11: Pa. 17; 12: Pa. 18; 13: Pa. 19; 14: Pa. 20;
15: Pa.

21.  (b)- M123456 7 89101112131415
Linhas, pb o—
1 Pa.

22: 9. 800

Pa. 23;

3: Pa.

24, 4

Pa. 26;

o) Pa.

28; 6:

Pa. 29;

7 Pa.

33; 8:

Pa. 34,

9: Pa. 35; 10: Pa. 36; 11: Pa. 37; 12: Pa. 38; 13: Pa.
39: 14: Pa. 40; 15: Pa. 41.
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ANALISE DA REGIAQ ESPACADORA INTERGENICA DO rRNA 16S-23S EM
AMOSTRAS DE YERSINIAS PATOGENICAS

M. Sobreira, N.C. Leal, A.M.P. Almeida.

Resumo

O género Yersinia contém trés espécies patogénicas para animais e
humanos: Y. pestis, Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica. As duas primeiras
sdo altamente relacionadas, sob o aspecto genético, sendo consideradas uma
Unica espécie gendmica, enquanto que Y. enterocolitica é mais divergente.
“Primers” descritos para seqiiéncias conservadas das regidées do terminal 3' do
rDNA 16S e 5 do rDNA 23S foram utilizados para amplificar as regides
espacgadoras intergénicas dessas espécies. As culturas de Y. pestis e Y.
pseudotuberculosis analisadas exibiram o mesmo perfil de amplificagdo. Os
“amplicons” obtidos foram analisados através das técnicas de sequenciamento e
perfil de restricdo. As seqiéncias de nucleotideos dos “amplicons” das duas
espécies, demonstraram um elevado indice de similaridade exibindo os mesmos
tipos e numeros de tRNAs; a clivagem dos “amplicons” com a enzima Alu |,
demonstrou um polimorfismo entre elas, indicando que apesar da similaridade
observada quanto ao numero e tipos de tRNAs, codificados estas duas espécies
apresentam variacdo nas regides espacadoras do rRNA 16S-23S. Por outro lado,
as amostras de Y. enterocolitica analisadas mostraram quatro perfis de
ribotipagem distintos, evidenciando um polimorfismo genético. Estes dados
reforcam a identidade genética observada entre Y. pestis e Y. pseudotuberculosis
e a relacionam a evolucado de Y. pestis, que supde-se ser, um clone derivado de Y.

pseudotuberculosis.



Introducéo

O género Yersinia, membro da familia Enterobacteriaceae, contém 11
espécies, das quais trés sdo patdégenos humanos: Y. pestis, agente causador da
peste bubdnica; Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica, que s&o
enteropatdogenos. A patogenicidade nestas trés espécies € mediada por um
plasmideo comum o pYV (=70 kb) (6). Aléem deste as cepas tipicas de Y. pestis
abrigam mais dois plasmideos de viruléncia: o pFra (100 kb) e o pPst (9,5 kb) (22).

A peste é uma doenca primariamente de roedores e a transmissao se da
através da picada de pulgas infectadas. O homem contamina-se acidentalmente,
ao entrar em contato com os roedores ou outros animais infectados e suas pulgas.
Trés grandes pandemias bem caracterizadas foram registradas durante a era
Crista. A primeira pandemia, denominada "Peste de Justiniano” (542-602 d.C) teve
inicio na Africa Central se estendeu para o Egito e estima-se que chegou a matar
100 milhdes de pessoas. A segunda pandemia ou Peste Negra, iniciou na Asia e
estendeu-se por toda a Europa e parte do Norte da Africa, persistiu do século XIV
ao século XVIII e matou um quarto da populacdo européia. A terceira pandemia ou
pandemia Contemporanea, teve inicio na China estendendo-se para Hong Kong
em 1894 e de la se espalhou para todos os continentes, através do transporte
maritimo (22).

No Brasil, a peste chegou em 1899, inicialmente infectou varias cidades
litoraneas, de onde foi eliminada através de medidas sanitarias adequadas e
focalizou-se entre os roedores silvestres, na area rural, principalmente na regido
Nordeste permanecendo até o presente (27, 28).

Y. pestis, caracteriza-se por apresentar um baixo numero de reacdes
bioquimicas positivas e uma grande homogeneidade, com um Gnico sorotipo, um
fagotipo, e trés biovar ou variedades geogréficas: Antiqua, Medievalis e Orientalis,
gue se distinguem pela capacidade de fermentar o glicerol e de reduzir o nitrato a
nitrito; cada variedade foi considerada remanescente da primeira, segunda e
terceira pandemias, respectivamente (4). A homogeneidade observada na Y.
pestis surpreende pelo fato desta bactéria adaptar-se a diferentes tipos de



hospedeiros (roedores, homem), diversas espécies de pulgas, bem como
diferentes regides geograficas (4).

Resultados de hibridizacdo de DNA-DNA (3) mostraram que Y. pestis e Y.
pseudotuberculosis sao fortemente relacionadas por apresentarem mais de 90%
de homologia, contra apenas 48% entre essas duas espécies e Y. enterocolitica.
Em virtude destas semelhancas foi proposto que Y. pestis e Y. pseudotuberculosis
fossem reclassificadas em uma sé espécie com duas subespécies (3). Entretanto,
devido as diferengas quanto ao modo de transmissdo, quadro clinico, nivel de
patogenicidade e de biosseguranca a separacdo das duas espécies foi mantida. A
comparacao de sequéncias de genes homologos como os genes do rRNA 16S e
genes reguladores e estruturais do lipopolissacarideo (LPS), de Y. pestis e Y.
pseudotuberculosis revelam uma similaridade na sequéncia de nucleotideos de 97
a 99,7% (1, 12). Esses resultados sugerem que Y. pestis € um clone de uma cepa
de Y. pseudotuberculosis, provavelmente sorotipo O:1b, que surgiu entre 1.500 a
20.000 anos atrds (1, 25). A razdo das diferencas na viruléncia dessas duas
espécies vem sendo alvo de muitos estudos; varios genes presentes nas duas
espécies estao ativos em Y. pseudotuberculosis mas, mutados em Y. pestis (24,
25).

Entretanto, estudos recentes mostram que Y. pestis ndo é totalmente
uniforme, 0 seu genoma € rico em sequéncias de insercdo (IS) que favorecem
mutacbes através de delecbes das ISs além de integracdo dos plasmideos ao
cromossoma, indicando frequientes recombinacdes intragenémicas (20). Analises
do perfil de restricho com a localizagdo dos genes de 1IS100 (1) e do rRNA,
revelam uma variabilidade relacionada com as trés variedades geogréficas (8).
Com base no polimorfismo dos fragmentos de restricdo dos genes do rRNA, foram
inicialmente identificados 16 ribotipos distintos em amostras de Y. pestis de
diferentes focos do mundo (8). Posteriormente foi detectada a emergéncia de
guatro rovos ribotipos que surgiram recentemente durante um surto de peste na
india (1 ribotipo), e outros trés que surgiram em anos diferentes durante o atual
surto de peste em Madagascar (9), sugerindo que perfis distintos do gene do

rRNA podem se desenvolver em um curto periodo de tempo (menos de meio



século), em uma area geogréfica especifica. As regides espacadoras intergénicas
(ISRs), especialmente as que estdo localizadas entre as regides 16S e 23S dos
rDNAs, sofrem uma menor pressdo evoluciondaria, logo apresentam uma maior
variagdo genética que as regides que codificam o rRNA (5).

Nosso objetivo foi investigar o polimorfismo das ISRs de amostras de Y.
enterocolitica e Y. pseudotuberculosis e analisar amostras de Y. pestis de
diferentes periodos epidemioldgicos para verificar se a necessidade de adaptacéo
aos diversos hospedeiros (homem, varias espécies de roedores e pulgas) nos
diferentes focos brasileiros, teve alguma influéncia sobre a evolugdo de Y. pestis

no Brasil.



Materiais e Métodos

Bactérias e condicdes de cultivo. Para este trabalho foram utilizadas 35 cepas
de Y. pestis dos focos de peste do Nordeste do Brasil isoladas de casos humanos,
de diferentes espécies de pulgas e de roedores, no periodo de 1966 a 1997, oito
cepas originadas de outros paises (Tabela 1), duas cepas de Y.
pseudotuberculosis (YP 1553 O:6, YP 2944 O:3) e nove cepas de Y. enterocolitica
(Tabela 2).

As culturas foram reativadas pelo semeio em caldo (Brain Heart Infusion
broth, Difco: BHI) incubadas a 28°C por 48 horas e em seguida plagueadas em
meio gelose (Blood Agar Base, Difco: BAB). A identificagcdo e a pureza das

culturas de Y. pestis foram confirmadas pela sensibilidade ao fago antipestoso (2).

Testes de fermentacdo do glicerol e reducdo do nitrato. Para verificar a
capacidade de fermentar o glicerol e reduzir o nitrato a nitrito das culturas de Y.
pestis, 100 m de cultura em BHI, crescida a 28 °C por 24 horas, foi inoculado em
caldo (Phenol red broth, Difco) contendo glicerol (1%), incubado a 28°C por sete
dias, e em caldo (Nutrient broth, Difco) contendo nitrato de potassio (KNOz 1%),
incubado a 28°C por 72 horas (2).

Extracdo do DNA gendmico. O DNA genbémico das culturas foi extraido segundo
protocolo baseado em Maniatis et al. (18) e quantificado apds eletroforese em gel
de agarose a 1%, usando para comparagdo uma quantidade conhecida do DNA

do fago lambda clivado com a enzima Hind lIl.

Amplificacdo das regides espacadoras intergénicas (ISRs) dos genes do
rRNA 16S-23S. Foram utilizados dois conjuntos de “primers” desenhados com
base nas seqiéncias complementares das regides conservadas dos genes dos
rRNAs 16S e 23S de varias espécies bacterianas (10). Os “primers” 5'-
TTGTACACACCGCCCGTA-3' e 5-GGTACCTTAGATGTTTCAGTTA-3' (14),
foram utilizados nas amplificacdes com o DNA de todas as amostras. Outro par de
“primers” (5): 5-TTTCTGCAGYGGNTGGATCACCTCCTT-3' (regidao sublinhada



indica um sitio de restricdo para Pstl) e 5-ACGAATTCTGACTGCCMRGGCATCA-
3’ (regido sublinhada indica um sitio de restricdo para EcoRI), foi utilizado para
amplificar as ISRs para posterior sequenciamento.

As reacOes foram preparadas em um volume total de 25m por tubo,
contendo 20ng de DNA gendmico, 50mM de KCI e 10mM de Tris-HCI (pH8,0),
0,16mM de cada desoxinucleotideo trifosfato (ANTP-Pharmacia), 1,5mM de MgCl,,
1U da enzima Taq DNA polimerase (Pharmacia) e 20pmol de cada “primer”, nas
reacbfes com o0s “primers” descritos por Kostman et al. (14) e submetidas a
amplificacdo em um termociclador (Perkin Elmer) programado para 30 ciclos
segundo descrito por Pereira et al., (2002). Nas reagbes com o0s “primers”
descritos por Chun et al. (5) foram utilizados 40 pmol de cada “primer” e os demais
componentes nas concentragcdes descritas anteriormante, as reacdes foram
realizadas em um termociclador (Biometra) programado para uma etapa de
desnaturac&o inicial a 94°C por 2 minutos e 30 ciclos correspondendo cada ciclo
as etapas de: desnaturacdo do DNA por 1 minuto a 94°C, seguida do anelamento
de 1 minuto a 50°C e alongamento de 1,5 minuto a 72°C, terminando com uma
etapa de alongamento final de 10 minutos a 72°C. Um controle negativo sem DNA
foi incluido. Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel
de agarose 1,5% em tampéo Tris-Borato e voltagem constante de 100V, corados
com brometo de etidio (15 mg/ml) e visualizados em transiluminador de luz
ultravioleta. Como padrédo de peso molecular foi utilizado o “100 base-pair DNA

ladder” (Amersham Pharmacia Biotec).

Clivagem dos produtos de amplificacéo das ISRS. Os produtos de

amplificacdo do DNA das culturas de Y. pestis P. CE 882; P. EXU 384, EV 76,
PKR 684, da YP 2944 (Y. pseudotuberculosis) e da Ye 40 (Y. enterocolitica) com o
conjunto de “primers” descrito por Kostman et al. (14), foram purificados com
fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1), precipitados com etanol (100%) a -
20°C por 30 minutos, quantificados nas condiges descritas anteriormente, e em
seguida clivados com as enzimas Alu I, Hpa I, Msp | e Mbo | em tampdbes

recomendado pelo fabricante (Amersham Pharmacia Biotec), a 37°C por 24 horas.



Os produtos da clivagem foram analisados apos eletroforese em gel de agarose a

1,5% nas condi¢Oes descritas anteriormente.

Purificacdo dos segmentos das ISRs amplificados. Os segmentos das ISRs
amplificados a partir do DNA das culturas de Y. pestis: P. EXU 788, P. EXU 792,
P. CE 882, PKR 684 e P. Peru 375, e da YP 2944 (Y. pseudotuberculosis) com os
“primers” descritos por Chun et al. (5), foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,5%, recortados do gel e purificados com o kit “Concert gel extraction
systems” (Life Technologies-GIBCO BRL) conforme instru¢cdes do fabricante. Os
“amplicons” das ISRs purificados das culturas PKR 684, P. Peru 375 e YP 2944,

foram utilizados para sequenciamento direto, sem envolver clonagem.

Clonagem. Os “amplicons” purificados das culturas: P. EXU 788, P. EXU 792,

P. CE 882, foram clivados com as enzimas Pstl e EcoRl em tamp&do NE3
(Amersham Pharmacia Biotec) a 37°C por 12 horas e incubados por 15 minutos a
70°C, para inativar as enzimas. Os fragmentos ISRs digeridos, foram clonados em
um plasmideo vetor pré-digerido PTZ 18R (Pharmacia Biotec), e recircularizado
por acdo da enzima T4 DNA ligase (Amersham Pharmacia Biotec). Células
competentes, Escherichia coli DH5 a, foram transformadas por choque térmico
com os plasmideos contendo as diferentes ISRs, os clones recombinantes foram
selecionados, em meio Agar LB IPTG-X-Gal contendo ampicilina (100ng ml™), de
acordo com o procedimento padrao de colbnias brancas ou azuis (23). Os clones
selecionados foram crescidos em caldo LB (Luria Bertani broth, Difco: LB)
contendo ampicilina (100ng mi™?), e os plasmideos contendo os fragmentos foram
extraidos em maxi-preparacdes segundo Sambrook et al. (23) e purificados com o
“kit Concert high purity plasmid purification systems” (Life Technologies-GIBCO
BRL). O tamanho dos insertos foi confirmado em gel de agarose 1% apds o

tratamento com EcoRI - Pstl.



Sequenciamento. As sequéncias de nucleotideos dos fragmentos das ISRs
clonados e nédo clonados foram determinadas empregando os “Kits Auto read
sequencing” e “Thermo sequenase Cy5 Dye terminator cycle sequencing”,
respectivamente (Amersham Pharmacia Biotec) em um sequienciador automatico
“ALFexpress DNA sequencing” (Amersham Pharmacia Biotec). Para o0s
fragmentos das ISRs nao clonados foi empregado um dos “primers” (5'-
TTTCTGCAGYGGNTGGATCACCTCCTT-3) utilizados na reacdo de ribotipagem
por PCR.

Analise das sequéncias. As seqiiéncias de nucleotideos obtidas foram
analisadas utilizando o0s programas de pesquisa “online” BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e do Sanger Center

(http://lwww.sanger.ac.uk/Projects/Y pestis/blastserver.shtml).

Resultados

Variedades geograficas. Das 35 cepas brasileiras de Y. pestis analisadas, 33
reduziram o nitrato a nitrito e ndo fermentaram o glicerol, sendo enquadradas na
variedade Orientalis (Tabela 1). Apenas duas (P. Exu 246 e P. Exu 792) nao
fermentam o glicerol nem reduzem o nitrato, sendo consideradas atipicas.

Entre as oito cepas de outros paises duas (PKR 684 e KIM) fermentaram o
glicerol mas ndo reduziram o nitrato a nitrito, sendo classificadas na variedade

Medievalis, e as demais foram classificadas na variedade Orientalis (Tabela 1).

Ribotipagem por PCR. Através da ribotipagem por PCR com o conjunto de
“primers” descrito por Kostman et al. (14) as 35 cepas brasileiras e as 8 cepas
estrangeiras de Y. pestis analisadas exibiram o mesmo perfil de amplificacéo,
caracterizado pela presenca de seis bandas medindo de 800 a > 2000 pares de
base (pb) (Figura 1a). As duas cepas atipicas, glicerol negativa e nitrato negativa,

(P. Exu 246 e P. Exu 792), também apresentaram o mesmo perfil de amplificacéo.



As cepas de Y. pseudotuberculosis exibiram o mesmo perfil de ribotipagem
encontrado nas cepas de Y. pestis (Figura 1b).

As nove amostras de Y. enterocolitica analisadas mostraram quatro perfis
de ribotipagem distintos, denominados neste estudo de Yrl a Yr4 (Tabela 2,
Figura 2). As seis cepas de um mesmo sorotipo (O:3) e igual origem (suino),
apresentaram trés perfis de ribotipagem e das trés cepas de origem humana de
diferentes sorotipos, duas apresentaram perfil de ribotipagem semelhante e uma
mostrou um perfil de ribotipagem igual ao observado em uma cepa de suino
(Tabela 2).

Com o conjunto de “primers” descrito por Chun et al. (5) todas as cepas de
Y. pestis (P. EXU 788, P. EXU 792, P. CE 882, PKR 684 e P. Peru 375) e a cepa
de Y. pseudotuberculosis (YP 2944) analisadas também exibiram igual perfil de
amplificacdo, caracterizado pela presenca de duas bandas nitidas, uma maior que
mede mais que 600 pb e outra menor medindo cerca de 550 pb (Figura 3).
Adicionalmente, duas bandas fracas > 800pb foram exibidas igualmente nas duas
espécies.

Perfil de clivagem. Os produtos de amplificagdo com os “primers” descritos por
Kostman et al. (14) e as cepas de Y. pestis brasileiras (P. CE 882, P. Exu 384), e
estrangeiras (EV 76, PKR 684 e KIM) de diferentes biovar e a cepa de Y.
pseudotuberculosis (YP 2944), clivadas com as enzimas Hpa Il Msp | e Mbo |,
apresentaram o0 mesmo perfil, sendo observado um perfil de restricdo
caracteristico para cada enzima (Figura 4). A clivagem das ISRs com a enzima Alu
| produziu um padrdo de bandas iguais com as diferentes cepas de Y. pestis
analisadas e padrbes diferentes com as cepas de Y. pseudotuberculosis (YP
2944) e Y. enterocolitica (Ye 40) mostrando um polimorfismo intraespecifico
(Figura 5).

Andlise das sequUéncias. O resultado da analise das sequéncias dos dois
“amplicons” obtidos com os “primers” descritos por Chun et al. (5), demonstrou

gue o amplicon maior (>600 pb), designado ISR-1, resultou em sequéncias de 419



a 782 nucleotideos nas diferentes cepas analisadas (Tabela 3). Em todas as
cepas de Y. pestis (P. EXU 788, P. EXU 792, P. EXU 882, PKR 684, P. Peru 375)
e a cepa de Y. pseudotuberculosis (YP 2944), analisadas neste estudo a ISR-1
mostrou trés genes de tRNA (tDNAs) que codificam para tRNAN(CCEC) {RNAATEC)
e tRNA"®CAD respectivamente, com seus anticédons indicados entre paréntesis. A
ISR menor, um “amplicon” com cerca de 550 pb variou de 311 a 685 nucleotideos
de comprimento, designado ISR-2, mostrou-se igualmente invariavel,
apresentando em todas as cepas de Y. pestis e na cepa de Y. pseudotuberculosis
um Gnico gene de tRNA (tDNA) que codifica para a sintese do tRNA®“™®) (Tabela
3). A seqUéncia ISR-1 mostrou uma similaridade, da sequéncia completa dos
tRNAs"? tRNA'" e das sequiéncias parciais dos genes dos rRNAs 16S e 23S, com
as sequéncias de diversos géneros e espécies bacterianas, entre elas as cepas de
Y. pestis C0O92 (USA) e KIM (Iran), e Y. pseudotuberculosis cepa PB1/+, através
do programa BLAST. A seqUéncia ISR-2 mostrou similaridades da seqiéncia
completa do tRNAC" e das seqiiéncias parciais dos genes dos rRNAs 16S e 23S,
com as sequéncias de diversos géneros e espécies bacterianas, além da
similaridade com as cepas de Y. pestis C092, KIM e a PB1l/+ (Y.
pseudotuberculosis) mostrou similaridade também com a cepa YP 8081 (Y.

enterocolitica).

Discussao

Os resultados das reacgdes de fermentacao do glicerol e reducdo do nitrato,
mostraram que a maioria das amostras de Y. pestis brasileiras estudadas se
enquadra na variedade Orientalis (G', N') correspondendo a cepa que se supde
ter sido disseminada durante a ultima pandemia (7). Duas cepas (P. Exu 246 e P.
Exu 792) ndo se enquadram nessa variedade porque ndo fermentam o glicerol
nem reduzem o nitrato. Esta variedade (G, N) também n&o se enquadra nas
outras duas variedades (G', N* e G', N) descritas por Devignat (1951) sendo
consideradas atipicas. Esta caracteristica (G, N') havia sido encontrada em outras

cepas brasileiras (13) e na Birmania (11).



Através da ribotipagem por PCR com dois conjuntos de “primers” diferentes,
nenhum polimorfismo foi detectado nas regides espacadoras intergénicas das
cepas de Y. pestis estudadas, brasileiras ou estrangeiras, e mesmo entre as
cepas de diferentes variedades geogréficas (biovar Medievalis e Orientalis). Pelo
polimorfismo dos fragmentos de restricdo, cepas dos trés diferentes biovar se
enquadram em diferentes ribotipos (8). Por ocasidao do atual surto de peste em
Madagascar trés novos ribotipos foram descritos; essas cepas foram isoladas em
diferentes anos e exibiram perfis plasmidiais e perfis genémicos de restricdo
especificos, sugerindo evolucdo do bacilo em seu ambiente natural (9).

Uma analise do perfil plasmidial das cepas de Y. pestis do Nordeste do
Brasil mostra que a maioria apresenta os trés plasmideos tipicos (pFra, pYV e
pPst); entretanto, foi detectada a auséncia de plasmideos em algumas cepas e a
presenca de bandas de DNA adicionais. A ocorréncia de bandas de DNA extra
nessas cepas ndo foi relacionada a nenhuma caracteristica epidemiolégica
relevante (15). Provavelmente as mesmas resultam de rearranjos dos plasmideos
tipicos (multimeros do pPst, formas lineares do pYV e do pFra), que ocorreram
durante a estocagem, ap0s o isolamento (16).

Os padroes de bandas das ISRs gerados por PCR de Y. pestis e Y.
pseudotuberculosis foram idénticos reforcando a alta homologia de DNA/DNA
(90%) entre estas espécies, e que as mesmas constituem uma Unica espécie
gendmica (3), apesar das diferencas existentes sob o ponto de vista clinico entre
as duas espécies. Por outro lado, os quadros clinicos produzidos por Y.
pseudotuberculosis e Y. enterocolitica sdo bem mais parecidos, embora a
homologia entre estas espécies seja de apenas 48%.

Y. enterocolitica € uma espécie muito heterogénea, pois existem varios
biotipos, fagotipos e numerosos sorotipos. Além disso, foram encontrados
variantes dentro dos sorotipos por ribotipagem (19) e por RAPD-PCR (17). As
amostras de Y. enterocolitica estudadas neste trabalho foram agrupadas em
guatro ribotipos diferentes dos encontrados nas cepas de Y. pestis e Y.
pseudotuberculosis. Através da técnica de RAPD-PCR essas mesmas cepas

haviam sido classificadas em cinco grupos genotipicos (17). Os resultados do



presente trabalho confirmam o polimorfismo genético observado, entretanto, nao
foi possivel relacionar os perfis de ribotipagem obtidos com os perfis de RAPD-
PCR.

Nenhum polimorfismo foi detectado no perfil de clivagem das ISRs das
diferentes cepas de Y. pestis brasileiras e estrangeiras de diferentes biovar e a
cepa de Y. pseudotuberculosis, com as enzimas Hpa Il Msp | e Mbo I. A clivagem
dos produtos de amplificacdo das ISRs com a enzima Alu I, utilizada neste estudo,
produziu padrdes diferentes, possibilitando a diferenciacéo interespecifica entre Y.
pestis e Y. pseudotuberculosis. Outros estudos que avaliam os padrdes de
restricdo de EcoRI dos genes de rRNA de cepas de Y. pseudotuberculosis e Y.
pestis também apontam esta diferenciacéo (8).

A sequéncia do rDNA 16S mostra-se altamente conservada nas diversas
espécies de yersinias (12). Entretanto, foi descrita uma regido de variabilidade
intergenérica e duas regides de variabilidade intragenérica. Embora néo tenha
sido observada variacdo entre Y. pestis e Y. pseudotuberculosis para esta regiao,
foi demonstrada uma variacdo de uma base na regido variavel do rDNA 23S
destas duas espécies (26).

Os genes de tRNA nas ISR-1 e ISR-2 variaram em numero e tipo do tRNA
codificados caracterizando a ocorréncia de tipos distintos de operons de rRNA que
ocorrem igualmente em Y. pestis e Y. pseudotuberculosis. As sequéncias de
nucleotideos das ISRs das duas espécies demonstraram um elevado indice de
similaridade exibindo os mesmos tipos de tRNAs, corroborando com a hip6tese de
gue Y. pestis € um clone de Y. pseudotuberculosis que evoluiu recentemente, e
gue ainda compartilha muitas seqiiéncias homologas com Y. pseudotuberculosis
(1). Entretanto, a clivagem dos “amplicons” das ISRs das amostras destas duas
espécies, com a enzima Alu | demonstrou um polimorfismo entre elas, indicando
gue apesar da similaridade observada quanto ao numero e tipos de tRNAs
codificados nas ISRs estas duas espécies apresentam uma variagdo ao nivel de
ISR, correspondendo a uma relacdo de conservacdo ou perda de sitios de
restricio para a enzima Alu | nos operons do rRNA de Y. pestis e Y.

pseudotuberculosis, 0 que pode caracterizar uma microevolugéo entre elas.



Apenas a banda ISR-2 mostrou similaridade com as trés espécies
patogénicas do género, enquanto que a banda ISR-1 apresentou homologia com
cepas de Y. pestis e Y. pseudotuberculosis, mas ndo com cepas de Y.
enterocolitica. A similaridade de ISR-1 e ISR-2, demonstrada entre Y. pestis e Y.
pseudotuberculosis reforca a identidade genética observada nestas duas espécies
e sugere que ISR-1 pode ser mais um candidato a maiores investigacdes para ser
usado como ferramenta epidemioldgica para acompanhar a evolucdo de surtos de
Y. pestis e Y. pseudotuberculosis.

A similaridade observada entre as amostras de Y. pestis, de diversos focos,
origens e periodos de isolamento, analisadas neste estudo reflete a natureza
clonal desta bactéria, caracteristica de muitos patégenos que sofrem elevadas

pressoes seletivas.
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Figura 1l (a, b). Gel de agarose 1,5% dos produtos de PCR (“primers”

decritos por Kostman et al.,1992) das regidoes espacadoras

intergénicas (ISRs) dos genes rRNA 16S-23S com o DNA das cepas
de Yersinia pestis. Linha, M: “100pb DNA ladder”; (a)- Linhas, 1: P Exu

17;: 2: P CE 21; 3: P Exu 538; 4: P Exu 554: 5: P Exu 556; 6: P Exu

789; 7. P
Exu 792; (@)
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Linhas, 1: EV76; 2: P Exu 882; 3: Yersinia pseudotuberculosis (YP

2944); 4: Yersinia entrocolitica (Ye 37).



Figura 2. Gel de agarose 1,5% dos produtos de PCR (“primers”
decritos por Kostman et al.,1992) das regides espacadoras
intergénicas (ISRs) dos genes rRNA 16S-23S com o DNA das cepas
de Yersinia enterocolitica. Linhas, M: “100pb DNA ladder”; 1: Ye 5a; 2:
Ye 25L;3: Ye 25¢C; 4: Ye 37;5:Ye 40;6: Ye 41; 7: Ye 43p; 8: Ye 102p;
9: Ye 124p.
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Figura 3. Gel de agarose 1,5% dos produtos de PCR (“primers”
decritos por Chun et al.,1999) das regioes espacadoras intergénicas
(ISRs) dos genes rRNA 16S-23S com o DNA das cepas de Yersinia
pestis e Y. pseudotuberculosis. Linhas, M: “100pb DNA ladder”; 1: P.
EXU 788; 2: P.EXU 792; 3: P. EXU 882; 4. PKR 684, 5: P. Peru 375; 6:
YP 2944,
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Figura 4 (a, b, c). Géis
de Agarose 1,5% dos (c)
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produtos de PCR das
regioes espacadoras
intergénicas, clivado com as enzimas Msp | (a); Hpa Il (b); Mbo I (c).
Linhas, 1. P. CE 882 (DNA néo clivado); 2: P. CE 882; 3: P. Exu 384,
4: EV 76; 5: PKR 684; 6: KIM; 7:YP 2944.
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Figura 5. Gel de Agarose 1,5% dos produtos de PCR das regides
espacadoras intergénicas (ISRs), clivado com a enzima Alu I; Linhas,
M: “100 pb DNA ladder”; 1. P. Exu 351 (DNA néo clivado); 2: P. CE
882; 3: P. Exu 384; 4: P. Peru 375; 5: KIM; 6:YP 2944; 7: Ye 40.



CONCLUSOES

A partir da analise das regifes espacgadoras intergénicas (ISRs) do rDNA

16S-23S em diferentes géneros bacterianos, conclui-se que:

1. Staphylococcus aureus apresenta grande polimorfismo genético,
considerando o pequeno numero de amostras estudadas e o numero

de ribotipos identificados.

2. Providencia alcalifaciens revelou grande heterogeneidade genética
refletindo a origem das amostras estudadas obtidas de casos

eporéadicos, ndo relacionados, de gastroenterites.

3. Y. enterocolitica também revelou polimorfismo genético, sendo

evidenciados quatro ribotipos entre as amostras estudadas.

4. Y. pestis e Y. pseudotuberculosis possuem grande homologia
gendmica, produziram padrbes de amplificacdo das ISRs idénticos e

igual nimero e tipos de tRNA.

5. A clivagem dos “amplicons” de Y. pestis e Y. pseudotuberculosis com a
enzima Alu | resultou em padroes diferentes, possibilitando a
diferenciacdo das duas espécies 0 que caracteriza um microevolucéo

entre elas.

6. A similaridade observada entre as diversas amostras de Y. pestis

estudadas reflete a natureza clonal deste patégeno.



PERSPECTIVAS

A ribotipagem através da andlise do RFLP utilizando sondas para o rRNA,
além das regides espacadoras analisadas na ribotipagem-PCR, avalia o perfil de
restricdo dos genes 16S e 23S do rRNA. Como os genes de rRNA apresentam
regibes muito conservadas e regifes variaveis essa técnica pode detectar um
maior polimorfismo.

Assim como, a analise de restricdo do DNA genbmico utilizando sondas
derivadas de sequéncias de insercdo (IS), em especial em Y. pestis que apresenta
muitas ISs no seu genoma favorecendo recombinacdes intragendmicas, é utilizada
para avaliar a variabilidade genética.

Visto que existe uma grande similaridade nas regibes espacgadoras
intergénicas do rRNA 16S-23S entre as diversas amostras de Y. pestis estudadas.
Visamos implantar a técnica de andlise de restricdo do DNA gendmico utilizando
sondas para o rRNA e para sequéncias de insercao (IS100), para avaliar o
polimorfismo genético entre amostras de Y. pestis brasileiras e aplicar ao estudo

de outras bactérias patogénicas humanas de interesse regional.
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Tabela 1. Distribuicdo das

Yersinia pestis.

variedades geograficas (biovar)

e ribotipos de

Biovar Reacdes Distribuicdo geografica Ribotipo
Glicerol Nitrato
Antiqua + + Africa Central, Norte e Centro da Asia, FaO
China (Manchuria), Mongdlia
Medievalis + - Unido Soviética (regido do Mar Caspio) OeP
Orientalis - + China, Africa do Sul, América do Sul, EUA AaG,QR,SeT




Tabela 1. Origem e caracteristicas das cepas de Yersinia pestis estudadas.

Cepas Origem Reacéo Biovar
Fonte Foco Ano | Glicerol | Nitrato

P. Exu 538 | Humano Ibiapaba 1971 - + Orientalis
P. Exu 540 | Humano Ibiapaba 1971 - + Orientalis
P. Exu 554 | Humano Ibiapaba 1971 - + Orientalis
P. Exu 556 | Humano Ibiapaba 1972 - + Orientalis
P. Exu 789 Humano Ibiapaba 1978 - + Orientalis
P. Exu 792 | Humano Ibiapaba 1978 - - Atipica

P. Exu 809 | Humano Ibiapaba 1979 - + Orientalis
P.CE 21 Humano Ibiapaba 1982 - + Orientalis
P. Exu 882 | Humano Ibiapaba 1997 - + Orientalis
P. Exu 16 Humano Triunfo 1966 - + Orientalis
P. Exu 17 Humano Triunfo 1966 - + Orientalis
P. Exu 248 | Humano Triunfo 1968 - + Orientalis
P. Exu 249 Humano Triunfo 1968 - + Orientalis
P.Exu 292 | Humano Triunfo 1968 - + Orientalis
P. Exu 351 | Humano Triunfo 1969 - + Orientalis
P.Exu 841 | Humano Triunfo 1979 - + Orientalis
P.Exu 185 | Humano Borborema | 1967 - + Orientalis
P. PB 862 Humano Borborema | 1986 - + Orientalis
P. Exu 825 Pulga Borborema | 1979 - + Orientalis
P. Exu 832 Pulga Borborema | 1979 - + Orientalis
P. Exu 827 Pulga Borborema | 1979 - + Orientalis

Continua...



Continuacdo

Cepas Origem Reacéao Biovar
Fonte Foco Ano | Glicerol | Nitrato

P. Exu 15 Humano Araripe 1966 - + Orientalis
P. Exu 246 Humano Araripe 1968 - - Atipica

P. Exu 276 Humano Araripe 1968 - + Orientalis
P. Exu 312 Humano Araripe 1969 - + Orientalis
P. Exu 334 Humano Araripe 1969 - + Orientalis
P. Exu 384 Pulga Araripe 1970 - + Orientalis
P. Exu 674 Humano Araripe 1974 - + Orientalis
P. Exu 738 Humano Araripe 1975 - + Orientalis
P. Exu 769 Humano Araripe 1975 - + Orientalis
P. Exu 771 Humano Araripe 1975 - + Orientalis
P. Exu 778 Humano Araripe 1975 - + Orientalis
P. Exu 781 Humano Araripe 1975 - + Orientalis
P. Exu 788 Pulga Araripe 1977 - + Orientalis
P. Exu 796 Humano Baturité 1978 - + Orientalis
PKR 684 Roedor Iran Sl + - Medievalis
KIM Humano Iran Sl + - Medievalis
PBM5 S/ Birmania Sl - + Orientalis
PKOL Sli Curdistao Sli - + Orientalis
PB 8 S Birmania S/i - + Orientalis
P. Peru 375 Humano Peru 1995 - + Orientalis
Alexander Humano USA Sl - + Orientalis
EV 76 Humano | Madagascar | 1926 - + Orientalis

S/i: sem informacéao



Tabela 2. Caracteristicas das cepas de Yersinia enterocolitica analisadas.

Cepas Fonte Sorotipo RAPD-PCR (Leal et al., 1999) Ribotipo
Ye ba Suino 0:3 Perfil genotipico 1 Yrl
Ye 25L Suino 0:3 Perfil genotipico 1 Yr2
Ye 25¢ Suino 0:3 Perfil genotipico 1 Yr2
Ye 37 Suino 0:3 Perfil genotipico 1 Yr2
Ye 40 Suino 0:3 Perfil genotipico 1 Yr3
Ye 41 Suino 0:3 Perfil genotipico 2 Yr3
Ye 43p Humano 0:6 Perfil genotipico 1 Yr4
Ye 102p Humano 0:5 Perfil genotipico 5 Yrl
Ye 124p Humano 0:4 Perfil genotipico 4 Yr4




Tabela 3. Informacdes sobre o0 sequenciamento das ISR-1 e ISR-2 das diferentes cepas de Yersinia
pestis e Yersinia pseudotuberculosis.

ISR-1 ISR-2
Tamanho tRNAs Tamanho tRNAs
Cepas Espécie (pb) (pb)

IRNAABGGO)

P. EXU 788 Y. pestis 662 tRNAAR(TGC) 603 tRNACUTTO)
tRNA”e(GAT)
IRNAABGGO)

P. EXU 792 Y. pestis 677 tRNAAR(TGO) 685 tRNAC(TTC)
tRNA”e(GAT)

P. EXU 882 Y. pestis NR NR 497 tRNASHTTO
IRNAABGGO)

PKR 684 Y. pestis 782 tRNAAR(TGC) 490 tRNAC(TTC)
tRNA”e(GAT)
IRNAABGGO)

P. Peru Y. pestis 724 | {RNAMRTSO | 311 | RNACMTO)
tRNAIle(GAT)

375

. tRNAAIa(GGC)

YP 2944 Y. pseudotuberculosis 419 {RNAATGO) 500 {RNACGUTO)
tRNA”e(GAT)

NR- Nao realizado



