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RESUMO 
 
 

Os ribossomos bacterianos possuem três tipos de rRNA: 23S, 16S e 5S; 

codificados por genes organizados em operons separados por regiões 

espaçadoras intergênicas (ISRs), que contém um ou mais genes de tRNA. A 

informação genética derivada do operon do rRNA fornece uma informação 

taxonômica valiosa, visto que as ISRs, especialmente as que estão localizadas 

entre as regiões 16S e 23S dos rDNAs, sofrem menor pressão evolucionária, e 

assim apresentam maior variação genética que as regiões que codificam os 

rRNAs. A ribotipagem vem sendo aplicada com sucesso para detectar 

polimorfismos genéticos entre bactérias. Neste trabalho, analisamos o perfil de 

amplificação das ISRs obtidos por PCR de amostras de Staphylococcus aureus, 

Providencia alcalifaciens e das três espécies patogênicas do gênero Yersinia, 

utilizando “primers” desenhados com base em sequências complementares das 

regiões conservadas 16S e 23S dos genes de rRNA de várias espécies 

bacterianas. Os padrões de amplificação das ISRs mostraram-se característicos 

para cada gênero 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 padrão de amplificação, 

enquanto que as amostras de Y. enterocolitica mostraram quatro padrões 

distintos. Os perfis obtidos foram analisados através das técnicas de 

sequenciamento e perfil de restrição. Os resultados confirmam a alta homologia 

entre Y. pestis e Y. pseudotuberculosis que é atribuída a evolução de Y. pestis, 

que se supõe 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 rDNAs, 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 confirmed 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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INTRODUÇÃO 
 

Geralmente os agentes causadores de uma infecção em um surto derivam 

de uma única célula, ou seja são clonais ou altamente relacionados. Os 

organismos de origem clonal são membros de uma mesma espécie com os 

mesmos fatores de virulência, e características bioquímicas e genômicas iguais, 

entretanto apresentam diversidade ao nível de espécie suficiente para diferenciar 

entre isolados de diferentes origens, diferentes períodos e diversas regiões 

geográficas, podendo ser subtipados. 

 As técnicas de tipagem são epidemiologicamente importantes para o 

monitoramento de surtos de infecções, transmissão cruzada de patógenos 

nosocomiais, reconhecimento de clones virulentos, relação clonal entre amostras, 

e monitoramento através de programas de controle ou erradicação das doenças. 

 Os métodos de tipagem são subdivididos em fenotípicos, que empregam 

marcadores fenotípicos, e moleculares que utilizam marcadores moleculares e 

genéticos. Os marcadores genéticos correspondem aos ácidos nucléicos e são 

largamente aplicados para análises taxonômicas e epidemiológicas em bactérias. 

Entre os diversos métodos de tipagem molecular a partir dos ácidos nucléicos 

destacamos a ribotipagem que corresponde à análise dos genes do DNA 

ribossomal (rDNA). As bactérias possuem rRNAs 23S, 16S e 5S, os genes dos 

rRNAs 16S e 23S apresentam regiões muito conservadas que são adequados 

para análises taxonômicas, e as regiões espaçadoras intergênicas (ISRs), 

presentes entre os genes 16S-23S, apresentam seqüências variáveis que são 

apropriadas para avaliações epidemiológicas sendo empregados para tipagens de 

culturas bacterianas.  

 Neste trabalho, foi analisado o perfil de amplificação das ISRs obtidos por 

PCR de bactérias patogênicas de interesse regional: Staphylococcus aureus, 

agente de grande importância clínica e econômica por ser causador de um amplo 

espectro de doenças em animais e humanos; amostras de Providencia 

alcalifaciens, agente causador de gastroenterites e amostras das três espécies 

patogênicas do gênero Yersinia: Y. pestis, agente causador da peste, Y. 

pseudotuberculosis e Y. enterocolitica, enteropatogênicas. 



Objetivo geral 
 

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

bactérias patogênicas de interesse regional. 

 

Objetivos específicos 

 

§ 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 regiões espaçadoras intergênicas (ISRs) das três espécies 

patogênicas do gênero Yersinia: Y. pestis, Y. pseudotuberculosis e Y. 

enterocolitica, para avaliação do polimorfismo genético das ISRs em cada 

espécie e para análise da evolução molecular de Y. pestis. 

 



Revisão da literatura 

 
Tipagem Molecular 
 

A revolução da biologia molecular com a elucidação da estrutura do DNA 

por Crick & Watson em 1953 permitiu avanços na pesquisa epidemiológica, 

quando esta ciência passou a incorporar aspectos celulares e moleculares, 

ampliando os marcadores biológicos e o desenvolvimento da epidemiologia 

molecular (Hust & Rao, 1993). 

Os marcadores biológicos incluem marcadores: bioquímicos, moleculares, 

genéticos, imunológicos e fisiológicos. O recente aumento de marcadores 

moleculares e genéticos disponíveis tem facilitado e aumentado o estudo da 

epidemiologia das doenças infecciosas (Schulte, 1993; Harrison & Griffin, 1993), 

bem como, o conceito de relação clonal entre isolados de microrganismos de 

surtos de origem comum. Muitos surtos de infecções resultam da exposição a um 

agente etiológico de uma mesma fonte. Em geral, os microrganismos infecciosos 

são clonais, ou seja, eles são originários de uma única célula e são geneticamente 

idênticos ou apresentam uma baixa diversidade (Swaminathan & Matar, 1993). 

Ao nível de espécie as bactérias apresentam uma diversidade genética 

suficiente para a identificação de diferentes clones ou grupos clonais, entretanto 

conservam uma similaridade genética elevada, entre isolados de uma mesma 

espécie, coletados de diferentes fontes, locais e períodos. Os isolados são 

examinados para várias características que permitam uma discriminação 

intraespecífica com o objetivo de realizar uma subtipagem (Swaminathan & Matar, 

1993). 

A subtipagem tem aplicação bacteriológica ampla em saúde pública. É 

essencial para determinar se clones previamente reconhecidos como virulentos 

são reconhecidos em uma amostra, para identificar a origem da infecção em um 

surto, e assegurar que programas de imunização levem à erradicação do 

patógeno alvo, em vez de atingir formas variantes não patogênicas. 

Anteriormente a subtipagem era feita apenas por marcadores fenotípicos, 

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



fagotipagem e bacteriocinatipagem. Estes testes são organismo-específicos e 

cada organismo requer o uso de reagentes e procedimentos específicos. Os 

padrões de resistência a antibióticos, embora baseados em traços fenotípicos, têm 

sido largamente utilizados para tipar muitos isolados bacterianos, particularmente 

de infecções hospitalares. A resistência aos antimicrobianos freqüentemente é 

codificada por DNA plasmidial sendo freqüente a associação entre padrão de 

resistência e o perfil plasmidial. 

Os métodos de tipagem molecular são baseados nas características físicas 

de moléculas como: ácidos graxos, proteínas, carboidratos, ácidos nucléicos entre 

outras moléculas químicas, produzidas por bactérias e são universalmente 

aplicáveis. Esses métodos podem ser classificados em três grandes grupos com 

base no tipo de macromolécula: lipopolissacarídeos (LPS) e ácidos graxos, 

proteínas e em ácidos nucléicos. 

 

Métodos baseados nos ácidos nucléicos 

  

O desenvolvimento de técnicas de isolamento, separação, clivagem e 

sequenciamento de ácidos nucléicos desde 1975, possibilitaram a aplicação 

destes métodos para vários problemas epidemiológicos. 

 

Perfil de restrição do DNA genômico e plasmidial 

 

Perfil plasmidial 

 

Os plasmídeos são elementos de DNA extracromossomal de replicação 

autônoma presentes em muitas espécies de bactérias, mas que não são 

essenciais ao crescimento bacteriano normal, eles podem conter genes que 

codificam fatores de virulência ou resistência aos antimicrobianos. O perfil 

plasmidial vem sendo usado como ferramenta para subtipar várias espécies de 

bactérias. Por outro lado, plasmídeos de tamanhos idênticos podem diferir em 

seqüências de nucleotídeos, nestes casos a clivagem do DNA plasmidial com 



enzimas de restrição fornece um perfil plasmidial com grande poder 

discriminatório, sendo útil para a subtipagem de diferentes espécies bacterianas. 

Embora o perfil plasmidial seja aplicável em investigações epidemiológicas ele não 

pode ser aplicado a todas espécies bacterianas. Muitas bactérias apresentam 

plasmídeos instáveis ou plasmídeos com baixa heterogeneidade de seqüências de 

nucleotídeos não sendo úteis para subtipagens (Swaminathan & Matar, 1993). 

 

Análise de restrição do DNA genômico 

 

Este método envolve a comparação do número e tamanho de fragmentos 

produzidos por digestão do DNA genômico com enzimas de restrição. Variações 

observadas entre os fragmentos de restrição gerados por uma enzima específica 

são denominadas Polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restrição 

(Restriction Fragment length Polymorphism: RFLPs). RFLPs podem resultar de 

rearranjos, inserção, deleção ou substituição de bases do DNA nos sítios de 

clivagem das enzimas. A vantagem da análise de restrição do DNA genômico é 

que diferente do perfil plasmidial ele é universalmente aplicável. Apresenta a 

desvantagem de gerar numerosos fragmentos de restrição de tamanhos muito 

próximos impossibilitando a análise. O uso de técnicas de transferência de DNA 

para suportes como membranas de náilon ou nitrocelulose (Southern blotting) e 

hibridização com sondas marcadas simplifica a análise dos RFLPs. 

As sondas usadas para subtipagem incluem: sondas baseadas em fatores 

de virulência; sondas derivadas de seqüências de inserção (IS); sondas derivadas 

de bacteriófagos de DNA; sondas de fragmentos aleatórios do DNA genômico e 

sondas da região 16S-23S do rRNA (Swaminathan & Matar, 1993). 

 

Sondas derivadas de seqüências de inserção 

 

As seqüências de inserção (IS) são elementos transponíveis de DNA 

repetitivo que são encontrados em organismos procariotos e eucariotos. A 

presença desses elementos de DNA repetitivo favorece rearranjos 



cromossômicos, causando mutações que podem gerar polimorfismos 

interespecíficos e podem acelerar a evolução das espécies. 

 

 

 

Análise do RFLP do DNA ribossomal (rDNA) – Ribotipagem 

 

A ribotipagem baseia-se no padrão de restrição dos genes do rRNA, e vem 

sendo aplicada com sucesso para detectar polimorfismos genéticos entre as 

bactérias (Grimont & Grimont, 1986). Todas as células vivas contêm rRNA 

classificados pela constante de sedimentação (Svedberg ou S). As células 

procarióticas possuem rRNAs 23S, 16S e 5S que junto a proteínas constituem os 

ribossomos bacterianos. 

Os genes que codificam os rRNAs procarióticos são organizados em 

operons formados por três genes que codificam ordenadamente os rRNAs 16S, 

23S e 5S separados por uma região espaçadora intergênica (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 número de 

operons rRNA nas bactérias varia de 1 a 12 por célula e muitos contém ISRs 

semelhantes. O número de cópias está relacionado ao tamanho do genoma e a 

velocidade de crescimento das bactérias (Grimont & Grimont, 1991). Diversos 

estudos envolvendo a análise das ISRs são utilizados para análises filogenéticas, 

taxonômicas e de epidemiologia molecular em diferentes gêneros bacterianos 

(Kostman et al., 1992; Lobato et al., 1998; Chun et al.,1999). 

A filogenia dos seres vivos pode ser estabelecida pela comparação das 

seqüências de nucleotídeos de cada gene de rRNA que apresentam regiões com 

seqüências muito conservadas (região invariável), que corresponde às regiões de 

interação das proteínas ribossômicas com o rRNA, e regiões com seqüências 

variáveis entre as bactérias. Em especial as ISRs, que estão localizadas entre as 

regiões 16S e 23S dos rDNAs, sofrem uma menor pressão evolucionária, logo 



apresentam uma maior variação genética que as regiões que codificam o rRNA, 

fornecendo uma informação taxonômica ainda mais valiosa. 

Em razão da conservação das seqüências de nucleotídeos dos genes de 

rRNA ao longo da evolução, uma única sonda construída a partir do rRNA de uma 

única bactéria (Escherichia coli) pode ser usada para hibridizar com os genes 

correspondentes de qualquer bactéria. Os operons do rRNA podem conter 

seqüências reconhecidas pelas enzimas de restrição ou ter estas seqüências nas 

suas proximidades, gerando um número de fragmentos de restrição igual ou 

superior ao número de cópias dos operons presentes no cromossoma bacteriano 

(Grimont & Grimont, 1991). 

 

Métodos de tipagem baseados na PCR  

 

Os métodos que envolvem a reação em cadeia da polimerase (Polymerase 

Chain Reaction: PCR) oferecem muitas vantagens sobre os outros métodos de 

tipagem baseados nos ácidos nucléicos, por serem mais rápidos e necessitarem 

de poucas células do microrganismo (Mullis & Faloona, 1987). Vários métodos de 

tipagem baseados na PCR vem sendo utilizados: 

 

RAPD-PCR 

 

A genotipagem pelo polimorfismo de amplificação aleatória do DNA 

(Random Amplification of Polymorfic DNA - RAPD) não depende do conhecimento 

prévio da seqüência do genoma do organismo a ser amplificada, não necessitando 

de “primers” específicos; apenas nanogramas de DNA são necessários e este não 

necessita ser fortemente purificado. Envolve a utilização de um único “primer”, de 

uma seqüência arbitrária, e em condições de baixa estringência, são gerados 

vários fragmentos de diferentes tamanhos. Estes fragmentos amplificados são 

resultantes do anelamento do “primer” com seqüências parcialmente homólogas 

no DNA molde (Welsh & MacClelland, 1990; Williams et al., 1990). 

 



Ribotipagem-PCR 

 

Esta técnica utiliza-se da organização dos operons do rRNA bacterianos. A 

amplificação dos genes ribossomais, que codificam o rRNA 16S ou 23S é muito 

utilizada para identificações ao nível de espécie (Ibraim et al., 1993; Trebesius et 

al., 1998), entretanto não são úteis para subtipagens. A utilização de “primers” que 

amplificam a região espaçadora intergênica (ISR), em especial a que está 

localizada entre os genes que codificam os rRNA 16S e 23S, geram perfis de 

amplificação que são utilizados para identificação de eubactérias e para 

subtipagem de muitos gêneros bacterianos (Kostmam et al., 1992; Chun et al., 

1999). O RFLP dos produtos de amplificação da Ribotipagem por PCR permite a 

discriminação entre cepas. 

 

Aplicações dos métodos moleculares de tipagem em diferentes 

gêneros bacterianos  

 

Staphylococcus aureus 

  

Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva, responsável por um 

amplo espectro de doenças, desde lesões superficiais até severas infecções 

sistêmicas, no homem e em outros animais (Kloos & Sheifer, 1981). É o principal 

patógeno nosocomial, sendo descrito como agente etiológico significativo em 

infecções hospitalares; a emergência de S. aureus meticilina resistente (MRSA), 

tem sido o maior problema clínico (Kluytmans et al., 1995). É o mais frequênte 

microrganismo associado às mastites caprina e bovina (Harvey & Gilmour, 1988; 

Watts, 1988). A mastite bovina causada por S.aureus é uma doença de grande 

importância econômica para a indústria leiteira, pois causa redução na qualidade e 

na produção do leite, aumento do uso de drogas e serviços veterinários 

(Raimundo et al., 1999).  

 



 
Epidemiologia e tipagem em Staphylococcus aureus  

 
 

 Os portadores de S. aureus desempenham um papel importante na 

epidemiologia e patogênese da infecção, eles têm sido identificados como 

importante fator de risco para infecções em pacientes imunocomprometidos tais 

como: pacientes cirúrgicos, que fazem hemodiálise ou ainda pacientes portadores 

do vírus da imunodeficiência 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 ocorrência de portadores sadios de S. aureus em animais é de grande 

importância no campo da saúde pública e na saúde animal. No Brasil, linhagens 

de S. aureus foram isoladas de bovinos, aparentemente sadios, em fase de 

lactação, na pele do úbere e tetas e menos freqüentemente nas fossas nasais 

(Araújo et al., 1986; Pereira & Siqueira Júnior, 1995). 

 Atualmente vários sistemas de tipagem são usados para monitorar 

infecções por S. aureus. Uma grande variedade de métodos bioquímicos e 

moleculares, tais como, fagotipagem, padrão de resistência aos antimicrobianos, 

biotipagem, perfis cromossômicos e plasmidiais de restrição, ribotipagem e análise 

do padrão eletroforético em campo pulsado vêm sendo usados em investigações 

epidemiológicas de infecções estafilocócicas humanas e bovinas (Kapur et al., 

1995). 

 Considerando a importância clínica de S. aureus, sob os aspectos de saúde 

humana e animal, sistemas de tipagem são de grande relevância epidemiológica 

para o reconhecimento do surgimento e origem da infecção, da transmissão 

cruzada de patógenos nosocomiais, reconhecimento de cepas virulentas, relação 

clonal entre amostras, e monitoramento de programas de vacinação (Olive & 

Bean, 1999). 

 

 

 



O gênero Providencia 

 

 O gênero Providencia pertence à família Enterobacteriaceae, tribo Proteeae 

ou grupo Proteus-Providencia. Este gênero sofreu várias alterações taxonômicas. 

As bactérias do grupo “Providence”, denominação adotada em homenagem à 

cidade de Providence (Rhode Island, USA), onde foram primeiramente isoladas, 

foram inicialmente incluídas no gênero Proteus por assemelharem-se a Proteus 

morganii e Proteus rettgeri em vários 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 é composto de três gêneros: Proteus; 

Morganella e Providencia (Brenner et al., 1978) e com exceção de Proteus 

morganii, ocupa uma posição marginal na família Enterobacteriaceae, cujo 

percentual de G+C situa-se entre 50 a 58 % nos diferentes gêneros. O conteúdo 

de G+C em Providencia varia de 39 a 42% (Falkow et al., 1962; Coetzee, 1972). 

 O gênero Providencia atualmente é composto de cinco espécies: P. 

alcalifaciens, P. stuartii, P. rettgeri, P. rustigianii e P. heimbachae, das quais as 

quatro primeiras são reconhecidas como patógenos humanos (Ewing, 1986). 

Estas espécies são mais comumente associadas com infecções do trato urinário 

na comunidade sadia e em pacientes cateterizados e isoladas de fezes diarréicas. 

Entretanto, podem causar infecções oportunistas variadas em pacientes 

hospitalizados, tais como infecções em queimaduras, septicemia, infecções de 

lesões cutâneas ou de ferimentos cirúrgicos e tromboflebite supurativa. As 

espécies deste gênero podem ser distinguidas bioquimicamente pela prova da 

urease e pelos testes de fermentação do adonitol, inositol, trealose, arabinose e 

galactose, entre outros. Apresentam antígenos termoestáveis da parede celular ou 

somáticos (O), flagelares (H), e antígenos de envoltório ou cápsula (K) (Penner et 

al., 1979a, 1979b; Penner, 1984). 

 

 



Epidemiologia e tipagem em Providencia alcalifaciens 

 

P. alcalifaciens pode ser isolada de indivíduos sadios, por meio de métodos 

rotineiros empregados nos exames de espécimes fecais, sendo portanto 

questionado se esta bactéria é de fato o agente causador das diarréias ou se é um 

comensal que surge durante infecções causadas por vírus ou outros agentes 

bacterianos (Carpenter, 1964). 

O interesse clínico em P. alcalifaciens aumentou depois de um estudo de 

caso-controle realizado em dois grupos de pacientes britânicos, um com diarréia e 

história de viagem anterior recente a países em desenvolvimento e outro com 

diarréia mas sem referir viagem para esses países; foi significativa a incidência de 

isolamento de P. alcalifaciens no primeiro grupo, sendo considerada o agente 

causador da “Diarréia dos Viajantes Britânicos” (Haynes & Hawkey 1989). Outro 

estudo caso-controle realizado com crianças indica uma associação 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 infecção alimentar ocorrido entre 

crianças e professores de escolas da cidade de Fukui no Japão, consistindo no 

primeiro relato de um surto de infecção alimentar atribuído 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 ausência de outros patógenos intestinais (Guth & Perrella, 1996; 

Magalhães et al., 1996). 

A transmissão se dá por via oral, pela ingestão de água ou alimentos 

contaminados por fezes, e o sorogrupo mais comum é o O:3.  

 Os fatores de virulência e os mecanismos de patogenicidade em P. 

alcalifaciens ainda são pouco conhecidos. Vários estudos demonstram a 

habilidade invasiva em células como mecanismo de virulência deste organismo 

(Albert et al., 1992; 1995; Mathan et al., 1993; Murata et al., 2001), entretanto esta 



característica não é demonstrada por todos os isolados de origem diarréica (Guth 

& Perrella, 1996). 

 Magalhães et al. (1996), observaram a correlação entre a invasividade, e a 

presença de um plasmídeo de 45 a 50 kb. Na análise das culturas isoladas do 

surto de infecção alimentar no Japão também foi observada a correlação de um 

plasmídeo grande com o potencial invasivo das culturas, entretanto uma cultura 

sem o referido plasmídeo apresentou menor grau de invasividade, sendo 

questionada a correlação total da invasividade com a presença do plasmídeo 

(Murata et al., 2001). Outros estudos confirmaram a habilidade invasiva, 

entretanto, não demonstram nenhuma correlação entre a presença do plasmídeo 

de 45-50 kb e a invasividade, e questionam o papel dos plasmídeos na 

patogenicidade de P. alcalifaciens (Guth & Perrella, 1996; Sobreira et al., 2001). 

Portanto, a presença de outros mecanismos de virulência, e o papel de P. 

alcalifaciens na diarréia necessitam ser esclarecidos. 

 P. alcalifaciens é bacilo gram-negativo, móvel com flagelos peritríquios e 

apresenta 46 antígenos O (Penner, 1979a). As culturas são classificadas em dois 

biogrupos, tomando-se como base a produção de gás da glicose e a fermentação 

do adonitol e inositol: cepas do biogrupo 1 produzem gás da glicose, fermentam 

adonitol mas a fermentação de inositol é variável e as culturas do biogrupo 2 não 

produzem gás da glicose, fermentam adonitol mas não o inositol (Ewing et al., 

1972). Os biogrupos 1 e 2 distinguem-se em dois zimotipos, A1 e A2, quanto ao 

perfil eletroforético da β-esterase e da fosfatase ácida (Picard et al., 1991). Esta 

subclassificação foi confirmada por hibridização DNA/DNA (Brenner et al., 1978). 

Através de hibridização DNA/DNA, a homologia entre as bactérias do zimotipo A1 

é de 89 a 100% a 60oC, enquanto que a homologia do zimotipo A2 é de apenas 74 

a 76% confirmando a existência de dois grupos (Brenner et al., 1978; Wayne et al., 

1987). Pelo polimorfismo dos fragmentos de restrição (RFLP) do DNA ribossomal 

(rDNA), também se distinguem dois ribogrupos A1 e A2 (Wayne et al., 1987). Estes 

resultados põem em dúvida a existência de uma única espécie e sugerem a 

existência de duas espécies dentro da atual P. alcalifaciens (Picard et al., 1991). 

Outros estudos de análise do perfil de restrição do rDNA em culturas de um 



mesmo Biogrupo evidenciam a existência 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 reforçada pela presença 

de perfis plasmidiais heterogêneos, que inclui desde cepas sem plasmídeos a 

cepas com cinco plasmídeos, além do polimorfismo no padrão de RAPD-PCR e 

uma heterogeneidade de ribotipos identificados através da análise combinada de 

padões de ribotipagem obtidos com três enzimas de restrição (Guth et al., 1999; 

Sobreira et al., 2001). 

 Através da ribotipagem em isolados de origem diarréica da cidade de São 

Paulo, foram identificados dois grupos dentro de um mesmo biotipo e observado 

que amostras invasivas apresentam padrões de ribotipagem distintos das 

amostras não invasivas representando clones específicos que são distribuídos 

endemicamente (Guth et al., 1999). A relação 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 não invasivas são originadas de clones distintos, existindo 

uma linhagem clonal responsável pelo potencial invasivo em P. alcalifaciens 

(Sobreira et al., 2001). 

 Por outro lado, uma análise realizada em culturas isoladas de um surto de 

infecção alimentar no Japão, revela uma grande homogeneidade entre as culturas 

através de PFGE (Murata et al., 2001), esta diferença deve-se ao fato de que as 

culturas analisadas em estudos anteriores correspondem a isolados de casos 

esporádicos de gastroenterite e os isolados obtidos a partir de um surto de 

infecção alimentar são originários de uma mesma fonte sendo portanto clonais. 

 

 

 

 

 

 



O gênero Yersinia 

 

O gênero Yersinia foi proposto por Van Loghem (1944) para separar Y. 

pestis e Y. pseudotuberculosis do gênero Pasteurella por diferirem na reação de 

oxidase e na composição das bases do DNA (Mollaret & Thall, 1974); pertence a 

família Enterobacteriaceae e atualmente é composto de onze espécies das quais 

três são patógenos humanos e de animais: Y. pestis o agente causador da peste, 

Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica, que são enteropatógenos. O conteúdo 

de G+C varia de 46-50 mol % entre as espécies do gênero.  

Resultados de hibridização de DNA-DNA (Bercovier et al., 1980) mostraram 

que Y. pestis e Y. pseudotuberculosis são fortemente relacionadas por 

apresentarem mais de 90% de homologia, contra apenas 48% entre essas duas 

espécies e Y. enterocolitica. Em virtude destas semelhanças foi proposto que Y. 

pestis e Y. pseudotuberculosis fossem reclassificadas em uma só espécie com 

duas subespécies: Y. pseudotuberculosis subespécie pseudotuberculosis e Y. 

pseudotuberculosis subespécie pestis (Bercovier et al., 1980). Entretanto, devido 

às diferenças quanto ao ciclo de transmissão, quadro clínico, nível de 

patogenicidade e de biossegurança a separação das duas espécies foi mantida. A 

comparação de seqüências de genes homólogos como os genes do rRNA 16S, 

genes reguladores e genes estruturais do lipopolissacarídeo (LPS), de Y. pestis e 

Y. pseudotuberculosis revela uma similaridade na seqüência de nucleotídeos de 

97 a 99,7% (Ibraim et al., 1993, Achtman et al., 1999). Esses resultados sugerem 

que Y. pestis é um clone de uma cepa de Y. pseudotuberculosis, provavelmente 

sorotipo O:1b, que surgiu entre 1.500 a 20.000 anos atrás, pouco antes da 

primeira pandemia de peste (Achtman et al., 1999; Skurnik et al., 2000).  

A razão das diferenças na virulência dessas duas espécies vem sendo alvo 

de muitos estudos. A patogenicidade nestas três espécies depende em grande 

parte de um plasmídeo comum o pYV (~70 kb), que codifica a dependência ao 

cálcio para crescimento a 37oC, uma adesina (YadA), uma lipoproteína (YlpA), 

várias proteínas com propriedades antifagocítica (Yop), um sistema secretor das 

Yops (Ysc), proteínas chaperones específicas para as Yops (Syc) e um sistema 



regulatório (Lcr) (Cornelis, 2000). Em Y. pestis o gene yadA encontra-se inativado 

por uma mutação (Rosqvist et al., 1988; Skurnik & Wolf-Watz, 1989). Além deste 

plasmídeo, as cepas típicas de Y. pestis abrigam mais dois plasmídeos de 

virulência: o pFra (100 kb), codifica uma proteína capsular imunogênica (F1) e a 

toxina murina, envolvida na transmissão pelas pulgas, e o pPst (9,5 kb) que 

codifica uma protease também envolvida na transmissão (Perry & Fetherston, 

1997). 

Vários genes cromossômicos presentes nas duas espécies estão ativos em 

Y. pseudotuberculosis mas, mutados em Y. pestis. Em Y. pestis o LPS apresenta-

se rugoso, ou seja desprovido de antígenos O, enquanto que em Y. 

pseudotuberculosis a síntese de antígenos O caracteriza 21 diferentes sorotipos. 

O locus gênico que codifica a síntese dos antígenos O está presente em Y. pestis 

e apresenta 98,9% de homologia com os genes envolvidos na biossíntese dos 

antígenos O de cepas de Y. pseudotuberculosis sorotipo O:1b. Entretanto, em Y. 

pestis esses genes estão inativados por deleção ou inserção de nucleotídeos 

(Skurnik et al., 2000). Os genes inv e ail, envolvidos na invasão em células 

eucarióticas, estão inativados em Y. pestis pela presença de seqüências de 

inserção (Simonet et al., 1996). A Y. pestis não apresenta atividade ureolítica, 

presente em todas as outras espécies do gênero, entretanto apresenta em seu 

cromossoma o locus gênico da urease, que abriga os genes estruturais e 

regulatórios, porém esses genes apresentam mutações espécie específica 

(Sebbane et al., 2001). 

A compreensão dos fatores que diferenciaram Y. pestis de Y. 

pseudotuberculosis ao nível molecular e genético podem facilitar o controle da 

peste e fornecer informações sobre a evolução de microrganismos patogênicos. 

 

 

 

 

 

 



História da peste 

  

A peste é uma das doenças que mais causou devastação na história da 

humanidade; é conhecida desde a antigüidade, acreditando-se que surgiu no 

Planalto Central Asiático, considerado o "Berço da Peste". Na era pré-Cristã, 

várias pestilências foram, erroneamente classificadas como peste. 

Três grandes pandemias bem caracterizadas foram registradas durante a 

era Cristã. A primeira pandemia, denominada "Peste de Justiniano" (542-602 d.C) 

teve início na África Central se estendeu para o Egito e estima-se que chegou a 

matar 100 milhões de pessoas. A segunda pandemia ou Peste Negra, teve início 

na Ásia e estendeu-se por toda a Europa e parte do Norte da África, persistiu do 

século XIV ao século XVIII e matou um quarto da população européia. A terceira 

pandemia ou pandemia Contemporânea, teve seu início na China estendendo-se 

para Hong Kong em 1894 e de lá se espalhou para os Estados Unidos, América 

do Sul, África do Sul e Madagascar, através do transporte marítimo (Perry & 

Fetherston, 1997). Segundo Mollaret (1989), a expansão desta pandemia terminou 

durante a 2ª Guerra Mundial, quando os antigos navios foram afundados e 

substituídos por navios modernos à prova de ratos. Contudo, a terceira pandemia 

deixou focos endêmicos em várias partes do mundo. 

A peste chegou ao Brasil em 1899, através do porto de Santos no Estado 

de São Paulo, durante a última pandemia. Inicialmente infectou várias cidades 

litorâneas, de onde foi eliminada através de medidas sanitárias adequadas e 

focalizou-se entre os roedores silvestres, na área rural, principalmente na região 

Nordeste (WHO, 1965). Os focos atuais estão localizados em áreas rurais dos 

Estados de Alagoas, Bahia, Ceará, Minas Gerais, Paraíba, Pernambuco, Rio 

Grande do Norte e Rio de Janeiro (Vieira & Coelho, 1998; Almeida et al., 2001). 

A peste constitui ainda um problema de saúde pública, persistindo em 

vários focos naturais em diferentes países da África, Ásia e Américas. Enquadra-

se entre as doenças de notificação obrigatória a nível internacional e sujeita a 

quarentena (classe I do regulamento Sanitário Internacional), fazendo-se 

necessária a vigilância permanente nas áreas de foco. Atualmente a peste está 



classificada pela OMS como uma doença reemergente, pelo aumento da 

incidência mundial de casos humanos e ocorrência de epidemias em vários países 

como Índia, Peru, Equador, Madagascar, Zaire e Tanzâmia (PAHO/WHO, 2002; 

WHO, 2000).  

 

Epidemiologia e tipagem em Yersinia pestis 

 

A persistência da peste reside na sua complexa epidemiologia. É uma 

doença de roedores e a transmissão se dá através da picada de pulgas 

infectadas. O homem contamina-se acidentalmente, ao entrar em contato com os 

roedores ou outros animas infectados e suas pulgas. O controle da população 

animal é extremamente difícil por encontrarem-se, geralmente, em locais 

inacessíveis, e a completa destruição da população de roedores não garante a 

extinção dos focos, porque o bacilo da peste pode sobreviver por vários anos nas 

carcaças dos animais mortos e reinfectar novos ocupantes das tocas. Carnívoros 

selvagens e domésticos (raposas, cães e gatos), também estão envolvidos no 

ciclo epidemiológico da peste. Eles se contaminam quando são picados por pulgas 

infectadas ou ao devorar roedores infectados (Perry & Fetherston, 1997). 

 No homem a doença pode apresentar-se sob três formas clínicas principais: 

bubônica, pulmonar e septicêmica. A peste bubônica é a forma mais comum, e 

caracteriza-se pela presença de um bubão (linfadenite regional) na região próxima 

à picada da pulga. A peste pneumônica representa uma forma grave da doença 

que é geralmente fatal, nesta forma pode ocorrer a transmissão homem a homem. 

Na peste septicêmica, os doentes apresentam manifestações sistêmicas. As três 

formas da doença respondem bem a antibioticoterapia apropriada reduzindo 

significativamente a mortalidade. As drogas preconizadas para o tratamento são: 

estreptomicina, cloranfenicol, tetraciclina e sulfazidina (Perry & Fetherston, 1997).  

As atividades de vigilância e controle de peste no Brasil, envolvem técnicas 

bacteriológicas e sorológicas para a pesquisa da Y. pestis nos roedores 

(hospedeiros), pulgas (vetores), e pesquisa de anticorpos em animais 

sentinela/indicador: roedores, carnívoros domésticos (cães e gatos) e nos 



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

Coelho, 1998). 

A peste é causada por um bacilo gram-negativo, caracterizado por 

apresentar um baixo número de reações bioquímicas positivas e uma grande 

homogeneidade, com um único sorotipo, um fagotipo, e três biovar ou variedades 

geográficas: Antiqua, Medievalis e Orientalis. Cada variedade foi considerada 

remanescente da primeira, segunda e terceira pandemias, respectivamente. Esta 

classificação baseia-se nos resultados das reações de fermentação do glicerol e 

redução 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 regiões geográficas 

(Craniel & Mollaret, 1990). 

A técnica de ribotipagem é uma ferramenta útil na subdivisão 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 correlação 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 supõe ter sido responsável pela última pandemia. 

Um novo ribotipo foi observado em cepas do biovar Orientalis isoladas 

durante o surto de 1994 na Índia (Ramalingaswami, 1995). Posteriomente, 

Guiyoule et al. (1997) detectaram o aparecimento de três novos ribotipos de Y. 

pestis, por ocasião do atual surto de peste em Madagascar, essas cepas foram 

isoladas em anos diferentes e exibiram perfis plasmidial e genômico específicos, 

sugerindo que perfis distintos do gene rDNA podem se desenvolver em um curto 

período de tempo (menos de um século), em uma área geográfica específica. 

Com base nos perfis de ribotipagem e sua correlação com as três 

variedades geográficas, foi postulada a hipótese de que um clone de Y. pestis do 

ribotipo O (Biovar Antiqua) espalhou-se da Ásia Central, Planalto Centro Asiático, 

para a África 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 Ásia Central para a Crimea e causou a Peste 

Negra. Considera-se ainda a hipótese 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 restrição com as enzimas 

EcoRI e EcoRV os dois clones diferem apenas pela perda de um sítio de restrição 

no ribotipo B (Guiyoule et al., 1994). 
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Resumo 

Providencia alcalifaciens vem sendo apontada, há vários 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 ausência de outros patógenos intestinais, mas apenas recentemente 

o seu papel como agente causador de gastroenterite foi demonstrado. Esta 

espécie tem se mostrado muito heterogênea quanto ao perfil plasmidial, padrões 

de amplificação por RAPD-PCR e polimorfismo de restrição 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 seqüências conservadas das 

regiões 16S e 23S dos genes do rRNA, para amplificar as regiões espaçadoras 

intergênicas. Os resultados demonstraram grande polimorfismo genético entre as 

amostras estudadas que estão distribuídas em numerosos ribotipos. Essses dados 

apontam a eficácia da técnica como ferramenta epidemiológica para P. 

alcalifaciens. 

 



Introdução 

Providencia alcalifaciens vem sendo considerada como um dos agentes 

causadores de diarréia, desde que algumas vezes é encontrada como organismo 

predominante ou mesmo como cultura pura em fezes diarreicas de pacientes, 

principalmente crianças, na ausência de outros patógenos intestinais [1 - 4]. No 

entanto, foi descrita como uma bactéria comensal do trato gastrointestinal que 

exarceba durante infecções causadas por vírus ou outros agentes bacterianos, 

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

Sua importância clínica aumentou após ter sido apontada como agente da 

“diarréia dos viajantes britânicos” [6]. Recentemente, por ocasião de um grande 

surto de infecção alimentar ocorrido entre crianças e professores de escolas da 

cidade de Fukui-Japão por P. alcalifaciens, seu papel como agente causador da 

gastroenterite foi novamente evidenciado [7]. 

A transmissão se dá por via oral, pela ingestão de água ou alimentos 

contaminados por fezes. Os fatores de virulência e os mecanismos de 

patogenicidade em P. alcalifaciens ainda são pouco conhecidos, supõe-se que a 

habilidade invasiva em células evidenciada in vivo e in vitro esteja envolvida no 

mecanismo de virulência dessa bactéria [8 -10, 4, 7]. Entretanto esta característica 

não é exibida por todos os isolados de origem diarréica [11], sendo demonstrada 

também por isolados de origem não diarréica [3]. 

P. alcalifaciens é uma espécie fenotipicamente muito heterogênea apresentando 

dois biogrupos, dois zimotipos, vários sorogrupos e diversos bacteriocinotipos [5, 

12, 13]. Esta heterogeneidade é reforçada pela ocorrência de perfis plasmidiais 

variados, além do polimorfismo no padrão de RAPD-PCR e polimorfismo de 

restrição do rDNA [12, 14, 15]. 

 

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

tipagem são necessários para a determinação da estrutura genética e 



monitoramento epidemiológico deste agente. A grande variabilidade de padrões 

de restrição do rDNA demonstrada nas espécies do grupo Proteus-Providencia e 

em particular em P. alcalifaciens sugere a ribotipagem como um método muito 

sensível para investigações epidemiológicas aplicadas ao estudo de infecções 

causadas por esse agente [15]. 

 

A ribotipagem tem sido proposta como uma ferramenta importante para análises 

taxonômicas e epidemiológicas em bactérias [16]. Esta técnica tem sua aplicação 

limitada por ser trabalhosa envolvendo clivagem do DNA, “Southern blotting” e 

hibridização com sonda. Uma outra técnica que envolve a PCR baseia-se na 

amplificação dos genes ribossomais, que codificam o rRNA 16S ou 23S e é muito 

utilizada para identificações ao nível de espécie [17, 18] mas, não se presta para 

subtipagens. A utilização de “primers” que amplificam a região espaçadora 

intergênica (ISR), em especial a que está localizada entre os genes que codificam 

os rRNA 16S e 23S, gera perfis de amplificação que são utilizados para 

identificação de eubactérias e para subtipagem de muitos gêneros 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 condições 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 

laboratório privado da cidade do Recife, Brasil durante o período de 1994 a 1997, 

e conservadas na Bacterioteca do CPqAM. Para este trabalho foram renovadas 

por repique em caldo infuso de cérebro e coração (Brain Heart Infusion broth, 

Difco: BHI) por 18 horas, incubadas a 37°C e plaqueadas em gelose peptonada 

(Blood Agar Base, Difco: BAB). 

Extração do DNA genômico  
 

O DNA genômico das culturas foi extraído segundo protocolo baseado em 

Maniatis et al. [21] e quantificado após eletroforese em gel de agarose a 1%, 

usando para comparação uma quantidade conhecida do DNA do fago lambda 

clivado com a enzima Hind III. 

 

Amplificação das regiões espaçadoras intergênicas (ISRs) dos genes do rRNA 

16S-23S 

 

Foi utilizado um par de “primers” desenhado por Chun et al. [20] para amplificar as 

regiões espaçadoras intergênicas (ISRs) dos genes do rRNA 16S e 23S: 5’-

TTTCTGCAGYGGNTGGATCACCTCCTT-3’ e 5’-

ACGAATTCTGACTGCCMRGGCATCA-3’. 

 

As reações foram preparadas em um volume total de 25µl por tubo, contendo 

20ng de DNA genômico, 40 pmol de cada “primer”, 50mM de KCl e 10mM de Tris-

HCl (pH 8,0), 0,16mM de cada desoxinucleotídeo trifosfato (dNTP-Pharmacia), 

1,5mM de MgCl2, 1U da enzima Taq DNA polimerase (Pharmacia). As 

amplificações foram realizadas em um termociclador (Biometra) programado para 

uma etapa de desnaturação inicial a 94oC por 2 minutos e 30 ciclos 



correspondendo cada ciclo a uma etapa de desnaturação do DNA por 1 minuto a 

94oC, seguida do anelamento de 1 minuto a 50oC e alongamento de 1,5 minuto a 

72oC, terminando com uma etapa de alongamento final de 10 minutos a 72oC. Um 

controle negativo sem DNA foi incluído. Os produtos de amplificação foram 

separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampão Tris-Borato e 

voltagem constante de 100V, corados com brometo de etídio (15mg/ml) e 

visualizados em transiluminador de luz ultravioleta. Como padrão de peso 

molecular foi utilizado o “100 base-pair DNA ladder” (Amersham Pharmacia 

Biotec). 

Ribotipagem diretamente das culturas em caldo  
 

Neste ensaio uma alíquota de 200µl de cada cultura em caldo foi centrifugada e o 

sedimento ressuspenso em 20µl de água deionizada estéril, fervido em banho-

maria por 10 minutos, para lisar as células e expor o material genético, e utilizados 

10µl dos lisados diretamente nas reações de PCR. 

Avaliação da estabilidade dos padrões de ribotipagem em colônias suspensas em 

água  

 

A partir da cultura de duas amostras (Pa. 01 e Pa. 02) crescidas em placas de 

BAB, foram realizados reações de amplificação utilizando 2, 4, 6 e 10 unidades 

formadoras de colônias (UFC) suspensas em 20µl de água deionizada estéril. As 

suspensões foram fervidas por 10 minutos em banho-maria e 10µl dos lisados 

aplicados diretamente nas reações de PCR. 



Resultados e discussão 
 

O polimorfismo do padrão de restrição do rDNA tem sido usado para tipagem de 

várias espécies de bactérias patogênicas, mas seu poder discriminatório varia de 

espécie para espécie. Em Serratia marcescens e Yersinia enterocolitica é 

altamente discriminatória [22, 23], mas não tem capacidade discriminatória em 

Salmonella [24]. Em P. alcalifaciens é indicado como um método sensível para 

investigações epidemiológicas [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 regiões espaçadoras intergênicas 16S-23S do 

rRNA [20]. 

 

Inicialmente foi realizada a ribotipagem com o DNA genômico extraído de seis 

amostras. Os padrões de amplificação revelaram-se muito polimórficos, quanto ao 

tamanho e ao número de segmentos (bandas) amplificados. Observou-se a 

amplificação de três a sete bandas de tamanho variando entre 500 a 1600 pb 

(Figura 1). Os diferentes perfis permitiram a distribuição das culturas em cinco 

ribotipos (Tabela 1). 

 

A ribotipagem por PCR, apesar de mais simples e de mais fácil execução que a 

ribotipagem que emprega o perfil de restrição, ainda é uma técnica trabalhosa 

quando é realizada a partir do DNA extraído das culturas. Alguns trabalhos 

mostram que a amplificação diretamente de culturas crescidas em caldo, e em 

colônias crescidas nas placas e suspensas em água é factível [25, 26]. 

 

Visando simplificar a técnica e diminuir seu custo para analisar maior número de 

amostras, foi realizado um ensaio para verificar a possibilidade de realizar as 

reações diretamente das culturas crescidas em caldo em seis amostras. Não 

houve amplificação em nenhuma das amostras, possivelmente pela ação 



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 

biológico [27]. 

Em contrapartida, nos ensaios realizados diretamente das colônias crescidas em 

placas houve amplificação a partir dos diferentes números de colônias (2, 4, 6 e 10 

colônias) de uma mesma cultura, nas duas amostras (Pa. 1 e Pa. 2) e os padrões 

de amplificação foram similares (Figura 2). O padrão de amplificação obtido na 

reação com quatro colônias foi considerado o mais satisfatório por apresentar 

maior nitidez e clareza dos fragmentos amplificados favorecendo a análise das 

bandas amplificadas. Foi observado que a PCR se torna mais específica em 

presença de concentrações adequadas do DNA molde, enquanto que, a presença 

de elevadas concentrações de DNA tende a diminuir a especificidade da reação. 

 

Com esses resultados foram usadas quatro colônias de cada cultura para 

ribotipagem das 72 amostras. Nas amplificações obtidas diretamente das colônias, 

observou-se amplificação de uma a sete bandas de tamanho variando entre 450 a 

1800 pb. Com base nos seus respectivos padrões de amplificação, as 72 

amostras foram classificadas em 34 ribotipos. A Tabela 1 mostra a distribuição 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 heterogêneos, desde cepas sem plasmídeos a cepas com cinco 

plasmídeos, um polimorfismo no padrão de RAPD-PCR [11] e uma 

heterogeneidade de ribotipos através da análise combinada de padões de 

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

 

Em contraste com esta heterogeneidade, foi observada grande homogeneidade 

através de PFGE em culturas isoladas de um surto de infecção alimentar no Japão 

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



e por outros autores terem sido isoladas de casos esporádicos de gastroenterite. 

Por outro lado, a análise genética dos isoladas de casos esporádicos revela uma 

relação clonal entre as culturas que apresentam capacidade invasiva indicando a 

existência de clones específicos responsáveis pela propriedade invasiva que são 

distribuídos endemicamente nas populações estudadas [11, 14]. 

 

Em conclusão, as 72 amostras analisadas neste trabalho apresentaram grande 

diversidade genética com padrões de amplificação muito polimórficos. A 

ribotipagem por PCR demonstrou uma grande capacidade discriminatória em P. 

alcalifaciens e simplicidade na execução, podendo ser realizada diretamente de 

colônias crescidas em placas de BAB. Esses dados apontam a eficácia da técnica 

como ferramenta epidemiológica para P. alcalifaciens. 
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Tabela 1. Distribuição 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 extraído e diretamente das colônias crescidas em 
placas.  

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Gel de agarose 

1,5% das amplificações geradas por Ribotipagem-PCR a partir do 

DNA extraído 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% 

das 

amplificações 

geradas por 

Ribotipagem-

PCR a partir do lisado de colônias retiradas do meio sólido e 

suspensas em água 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); 

M   1   2    3   4   5    6    7   8   9   10 

800 

pb



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

col.).   

 
 
 
 

Figura 3. (a, b). Géis de agarose 1,5% 
representativo das amplificações 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)- 
Linhas, 
1: Pa. 
22; 2: 
Pa. 23; 
3: Pa. 
24; 4: 
Pa. 26; 
5: 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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ANÁLISE DA REGIÃO ESPAÇADORA INTERGÊNICA DO rRNA 16S-23S EM 
AMOSTRAS DE YERSÍNIAS PATOGÊNICAS 
 

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

 

Resumo 

 

O gênero Yersinia contém três espécies patogênicas para animais e 

humanos: Y. pestis, Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica. As duas primeiras 

são altamente relacionadas, sob o aspecto genético, sendo consideradas uma 

única espécie genômica, enquanto que Y. enterocolitica é mais divergente. 

“Primers” descritos para seqüências conservadas das regiões do terminal 3’ do 

rDNA 16S e 5’ do rDNA 23S foram utilizados para amplificar as regiões 

espaçadoras intergênicas dessas espécies. As culturas de Y. pestis e Y. 

pseudotuberculosis analisadas exibiram o mesmo perfil de amplificação. Os 

“amplicons” obtidos foram analisados através das técnicas de sequenciamento e 

perfil de restrição. As seqüências de nucleotídeos dos “amplicons” das duas 

espécies, demonstraram um elevado índice de similaridade exibindo os mesmos 

tipos e números de tRNAs; a clivagem dos “amplicons” com a enzima Alu I, 

demonstrou um polimorfismo entre elas, indicando que apesar da similaridade 

observada quanto ao número e tipos de tRNAs, codificados estas duas espécies 

apresentam variação nas regiões espaçadoras 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 

reforçam a identidade genética observada entre Y. pestis e Y. pseudotuberculosis 

e a relacionam à evolução de Y. pestis, que supõe-se ser, um clone derivado de Y. 

pseudotuberculosis. 

 



Introdução 
 

O gênero Yersinia, membro da família Enterobacteriaceae, contém 11 

espécies, das quais três são patógenos humanos: Y. pestis, agente causador da 

peste bubônica; Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica, que são 

enteropatógenos. A patogenicidade nestas três espécies é mediada por um 

plasmídeo comum o pYV (~70 kb) (6). Além deste as cepas típicas de Y. pestis 

abrigam mais dois plasmídeos de virulência: o pFra (100 kb) e o pPst (9,5 kb) (22). 

A peste é uma doença primariamente de roedores e a transmissão se dá 

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. 

Três grandes pandemias bem caracterizadas foram registradas durante a era 

Cristã. A primeira pandemia, denominada "Peste de Justiniano" (542-602 d.C) teve 

início na África Central se estendeu para o Egito e estima-se que chegou a matar 

100 milhões de pessoas. A segunda pandemia ou Peste Negra, iniciou na Ásia e 

estendeu-se por toda a Europa e parte do Norte da África, persistiu do século XIV 

ao século XVIII e matou um quarto da população européia. A terceira pandemia ou 

pandemia Contemporânea, teve início na China estendendo-se para Hong Kong 

em 1894 e de lá se espalhou para todos os continentes, através do transporte 

marítimo (22). 

No Brasil, a peste chegou em 1899, inicialmente infectou várias cidades 

litorâneas, de onde foi eliminada através de medidas sanitárias adequadas e 

focalizou-se entre os roedores silvestres, na área rural, principalmente na região 

Nordeste permanecendo até o presente (27, 28). 

Y. pestis, caracteriza-se por apresentar um baixo número de reações 

bioquímicas positivas e uma grande homogeneidade, com um único sorotipo, um 

fagotipo, e três biovar ou variedades geográficas: Antiqua, Medievalis e Orientalis, 

que 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 regiões geográficas (4).  

Resultados de hibridização de DNA-DNA (3) mostraram que Y. pestis e Y. 

pseudotuberculosis são fortemente relacionadas por apresentarem mais de 90% 

de homologia, contra apenas 48% entre essas duas espécies e Y. enterocolitica. 

Em virtude destas semelhanças foi proposto que Y. pestis e Y. pseudotuberculosis 

fossem reclassificadas em uma só espécie com duas subespécies (3). Entretanto, 

devido às diferenças quanto ao modo de transmissão, quadro clínico, nível de 

patogenicidade e de biossegurança a separação das duas espécies foi mantida. A 

comparação de seqüências de genes homólogos como os genes do rRNA 16S e 

genes reguladores e estruturais do lipopolissacarídeo (LPS), de Y. pestis e Y. 

pseudotuberculosis revelam uma similaridade na seqüência de nucleotídeos de 97 

a 99,7% (1, 12). Esses resultados sugerem que Y. pestis é um clone de uma cepa 

de Y. pseudotuberculosis, provavelmente sorotipo O:1b, que surgiu entre 1.500 a 

20.000 anos atrás (1, 25). A razão das diferenças na virulência dessas duas 

espécies vem sendo alvo de muitos estudos; vários genes presentes nas duas 

espécies estão ativos em Y. pseudotuberculosis mas, mutados em Y. pestis (24, 

25). 

Entretanto, estudos recentes mostram que Y. pestis não é totalmente 

uniforme, o seu genoma é rico em seqüências de inserção (IS) que favorecem 

mutações através de deleções das ISs além de integração dos plasmídeos ao 

cromossoma, indicando freqüentes recombinações intragenômicas (20). Análises 

do perfil de restrição com a localização dos genes de IS100 (1) e do rRNA, 

revelam uma variabilidade relacionada com as três variedades geográficas (8). 

Com base no polimorfismo dos fragmentos de restrição 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 emergência de 

quatro novos ribotipos que surgiram recentemente durante um surto de peste na 

Índia (1 ribotipo), e outros três 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 período de tempo (menos de meio 



século), em uma área geográfica específica. As regiões espaçadoras intergênicas 

(ISRs), especialmente as que estão localizadas entre as regiões 16S e 23S dos 

rDNAs, sofrem uma menor pressão evolucionária, logo apresentam uma maior 

variação genética que as regiões 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 períodos epidemiológicos para verificar se a necessidade de adaptação 

aos diversos hospedeiros (homem, várias espécies de roedores e pulgas) nos 

diferentes focos brasileiros, teve alguma influência sobre a evolução de Y. pestis 

no Brasil. 

 



Materiais e Métodos 
 

Bactérias e condições 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 período de 1966 a 1997, oito 

cepas originadas de outros países (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 28oC por 48 horas e em seguida plaqueadas em 

meio gelose (Blood Agar Base, Difco: BAB). A identificação e a pureza das 

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

 

Testes de fermentação do glicerol e redução do nitrato. Para verificar a 

capacidade de fermentar o glicerol e reduzir o nitrato a nitrito das culturas de Y. 

pestis, 100 µl de cultura em BHI, crescida a 28 oC por 24 horas, foi inoculado em 

caldo (Phenol red broth, Difco) contendo glicerol (1%), incubado a 28oC por sete 

dias, e em caldo (Nutrient broth, Difco) contendo nitrato de potássio (KNO3 1%), 

incubado a 28oC por 72 horas (2). 

 

Extração do DNA genômico. O DNA genômico das culturas foi extraído segundo 

protocolo baseado em Maniatis et al. (18) e quantificado após eletroforese em gel 

de agarose a 1%, usando para comparação uma quantidade conhecida do DNA 

do fago lambda clivado com a enzima Hind III. 

 
Amplificação das regiões espaçadoras intergênicas (ISRs) dos genes do 

rRNA 16S-23S. Foram utilizados dois conjuntos de “primers” desenhados com 

base nas seqüências complementares das regiões conservadas dos genes dos 

rRNAs 16S e 23S de várias espécies bacterianas (10). Os “primers”: 5'-

TTGTACACACCGCCCGTA-3' e 5'-GGTACCTTAGATGTTTCAGTTA-3' (14), 

foram utilizados nas amplificações com o DNA de todas as amostras. Outro par de 

“primers” (5): 5’-TTTCTGCAGYGGNTGGATCACCTCCTT-3’ (região sublinhada 



indica um sítio de restrição para PstI) e 5’-ACGAATTCTGACTGCCMRGGCATCA-

3’ (região sublinhada indica um sítio de restrição para EcoRI), foi utilizado para 

amplificar as ISRs para posterior sequenciamento. 

As reações foram preparadas em um volume total de 25µl por tubo, 

contendo 20ng de DNA genômico, 50mM de KCl e 10mM de Tris-HCl (pH8,0), 

0,16mM de cada desoxinucleotídeo trifosfato (dNTP-Pharmacia), 1,5mM de MgCl2, 

1U da enzima Taq DNA polimerase (Pharmacia) e 20pmol de cada “primer”, nas 

reações com os “primers” descritos por Kostman et al. (14) e submetidas à 

amplificação em um termociclador (Perkin Elmer) programado para 30 ciclos 

segundo descrito por Pereira et al., (2002). Nas reações com os “primers” 

descritos por Chun et al. (5) foram utilizados 40 pmol de cada “primer” e os demais 

componentes nas concentrações descritas anteriormante, as reações foram 

realizadas em um termociclador (Biometra) programado para uma etapa de 

desnaturação inicial a 94oC por 2 minutos e 30 ciclos correspondendo cada ciclo 

as etapas de: desnaturação do DNA por 1 minuto a 94oC, seguida do anelamento 

de 1 minuto a 50oC e alongamento de 1,5 minuto a 72oC, terminando com uma 

etapa de alongamento final de 10 minutos a 72oC. Um controle negativo sem DNA 

foi incluído. Os produtos de amplificação foram separados por eletroforese em gel 

de agarose 1,5% em tampão Tris-Borato e voltagem constante de 100V, corados 

com brometo de etídio (15 mg/ml) e visualizados em transiluminador de luz 

ultravioleta. Como padrão de peso molecular foi utilizado o “100 base-pair DNA 

ladder” (Amersham Pharmacia Biotec). 

 

Clivagem dos produtos de amplificação das ISRs. Os produtos de 

amplificação 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-clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1), precipitados com etanol (100%) à -

20oC por 30 minutos, quantificados nas condições descritas anteriormente, e em 

seguida clivados com as enzimas Alu I, Hpa II, Msp I e Mbo I em tampões 

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



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

1,5% nas condições descritas anteriormente. 
 

Purificação 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 instruções 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 PstI e EcoRI em tampão NE3 

(Amersham Pharmacia Biotec) a 37oC por 12 horas e incubados por 15 minutos a 

70oC, para inativar as enzimas. Os fragmentos ISRs digeridos, foram clonados em 

um plasmídeo vetor pré-digerido PTZ 18R (Pharmacia Biotec), e recircularizado 

por ação da enzima T4 DNA ligase (Amersham Pharmacia Biotec). Células 

competentes, Escherichia coli DH5 α, foram transformadas por choque térmico 

com os plasmídeos contendo as diferentes ISRs, os clones recombinantes foram 

selecionados, em meio Agar LB IPTG-X-Gal contendo ampicilina (100µg ml-1), de 

acordo com o procedimento padrão de colônias brancas ou azuis (23). Os clones 

selecionados foram crescidos em caldo LB (Luria Bertani broth, Difco: LB) 

contendo ampicilina (100µg ml-1), e os plasmídeos contendo os fragmentos foram 

extraídos em maxi-preparações 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% após o 

tratamento com EcoRI - PstI. 

 



Sequenciamento. As seqüências de nucleotídeos dos fragmentos das ISRs 

clonados e não clonados foram determinadas empregando os “Kits Auto read 

sequencing” e “Thermo sequenase Cy5 Dye terminator cycle sequencing”, 

respectivamente (Amersham Pharmacia Biotec) em um seqüenciador automático 

“ALFexpress DNA sequencing” (Amersham Pharmacia Biotec). Para os 

fragmentos das ISRs não clonados foi empregado um dos “primers” (5’-

TTTCTGCAGYGGNTGGATCACCTCCTT-3’) utilizados na reação de ribotipagem 

por PCR. 

 

Análise das seqüências. As seqüências de nucleotídeos obtidas foram 

analisadas utilizando os programas de pesquisa “online” BLAST 

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

(http://www.sanger.ac.uk/Projects/Y_pestis/blastserver.shtml). 

 

Resultados 

 
Variedades geográficas. Das 35 cepas brasileiras de Y. pestis analisadas, 33 

reduziram o nitrato a nitrito e não fermentaram o glicerol, sendo enquadradas na 

variedade Orientalis (Tabela 1). Apenas duas (P. Exu 246 e P. Exu 792) não 

fermentam o glicerol nem reduzem o nitrato, sendo consideradas atípicas. 
Entre as oito cepas de outros países duas (PKR 684 e KIM) fermentaram o 

glicerol mas não 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 amplificação, 

caracterizado pela presença de seis bandas medindo de 800 a > 2000 pares de 

base (pb) (Figura 1a). As duas cepas atípicas, glicerol negativa e nitrato negativa, 

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



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 Yr1 a Yr4 (Tabela 2, 

Figura 2). As seis cepas de um mesmo sorotipo (O:3) e igual origem (suíno), 

apresentaram três perfis de ribotipagem e das três 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 suíno 

(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 

amplificação, caracterizado pela presença de duas bandas nítidas, 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 amplificação 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 II Msp I e Mbo I, 

apresentaram o mesmo perfil, sendo observado um perfil de restrição 

característico para cada enzima (Figura 4). A clivagem das ISRs com a enzima Alu 

I produziu um padrão de bandas iguais com as diferentes cepas de Y. pestis 

analisadas e padrões diferentes com as cepas de Y. pseudotuberculosis (YP 

2944) e Y. enterocolitica (Ye 40) mostrando um polimorfismo intraespecífico 

(Figura 5). 

 
Análise das seqüências. O resultado da análise das seqüências dos dois 

“amplicons” obtidos com os “primers” descritos por Chun et al. (5), demonstrou 

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



a 782 nucleotídeos 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 três genes de tRNA (tDNAs) que codificam para tRNAAla(GGC), tRNAAla(TGC) 

e tRNAIle(GAT), respectivamente, com seus anticódons indicados entre parêntesis. A 

ISR menor, um “amplicon” com cerca de 550 pb variou de 311 a 685 nucleotídeos 

de comprimento, designado ISR-2, mostrou-se igualmente invariável, 

apresentando em todas as cepas de Y. pestis e na cepa de Y. pseudotuberculosis 

um único gene de tRNA (tDNA) que codifica para a síntese do tRNAGlu(TTC) (Tabela 

3). A seqüência ISR-1 mostrou uma similaridade, da seqüência completa dos 

tRNAsAla, tRNAIle e das seqüências parciais dos genes dos rRNAs 16S e 23S, com 

as seqüências de diversos gêneros e espécies bacterianas, entre elas as cepas de 

Y. pestis  CO92 (USA) e KIM (Iran), e Y. pseudotuberculosis cepa PB1/+, através 

do programa BLAST. A seqüência ISR-2 mostrou similaridades da seqüência 

completa do tRNAGlu e das seqüências parciais  dos genes dos rRNAs 16S e 23S, 

com as seqüências de diversos gêneros e espécies bacterianas, além da 

similaridade com as cepas de Y. pestis CO92, KIM e a PB1/+ (Y. 

pseudotuberculosis) mostrou similaridade também com a cepa YP 8081 (Y. 

enterocolitica). 

 

Discussão 

 
Os resultados das reações de fermentação do glicerol e redução do nitrato, 

mostraram que a maioria das amostras de Y. pestis brasileiras estudadas se 

enquadra na variedade Orientalis (G-, N+) correspondendo à cepa que se supõe 

ter sido disseminada durante a última pandemia (7). Duas cepas (P. Exu 246 e P. 

Exu 792) não se enquadram nessa variedade porque não fermentam o glicerol 

nem reduzem o nitrato. Esta variedade (G-, N-) também não se enquadra nas 

outras duas variedades (G+, N+ e  G+,  N-) descritas por Devignat (1951) sendo 

consideradas atípicas. Esta característica (G-, N-) havia sido encontrada em outras 

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



Através da ribotipagem por PCR com dois conjuntos de “primers” diferentes, 

nenhum polimorfismo foi detectado nas regiões espaçadoras intergênicas das 

cepas de Y. pestis estudadas, brasileiras ou estrangeiras, e mesmo entre as 

cepas de diferentes variedades geográficas (biovar Medievalis e Orientalis). Pelo 

polimorfismo dos fragmentos de restrição, cepas dos três diferentes biovar se 

enquadram em diferentes ribotipos (8). Por ocasião do atual surto de peste em 

Madagascar três novos ribotipos foram descritos; essas cepas foram isoladas em 

diferentes anos e exibiram perfis plasmidiais e perfis genômicos de restrição 

específicos, sugerindo evolução do bacilo em seu ambiente natural (9). 

Uma análise do perfil plasmidial das cepas de Y. pestis do Nordeste do 

Brasil mostra que a maioria apresenta os três plasmídeos típicos (pFra, pYV e 

pPst); entretanto, foi detectada a ausência de plasmídeos em algumas cepas e a 

presença de bandas de DNA adicionais. A ocorrência de bandas de DNA extra 

nessas cepas não foi relacionada a nenhuma característica epidemiológica 

relevante (15). Provavelmente as mesmas resultam de rearranjos dos plasmídeos 

típicos (multímeros do pPst, formas lineares do pYV e do pFra), que ocorreram 

durante a estocagem, após o isolamento (16). 

Os padrões de bandas das ISRs gerados por PCR de Y. pestis e Y. 

pseudotuberculosis foram idênticos reforçando a alta homologia de DNA/DNA 

(90%) entre estas espécies, e que as mesmas constituem uma única espécie 

genômica (3), apesar das diferenças existentes sob o ponto de vista clínico entre 

as duas espécies. Por outro lado, os quadros clínicos produzidos por Y. 

pseudotuberculosis e Y. enterocolitica são bem mais parecidos, embora a 

homologia entre estas espécies seja de apenas 48%. 

Y. enterocolitica é uma espécie muito heterogênea, pois existem vários 

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 

quatro 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 genotípicos (17). Os resultados do 



presente trabalho confirmam o polimorfismo genético observado, entretanto, não 

foi possível 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 II Msp I e Mbo I. A clivagem 

dos produtos de amplificação das ISRs com a enzima Alu I, utilizada neste estudo, 

produziu padrões diferentes, possibilitando a diferenciação interespecífica entre Y. 

pestis e Y. pseudotuberculosis. Outros estudos que avaliam os padrões de 

restrição de EcoRI dos genes de rRNA de cepas de Y. pseudotuberculosis e Y. 

pestis também apontam esta diferenciação (8). 

 A seqüência do rDNA 16S mostra-se altamente conservada nas diversas 

espécies de yersínias (12). Entretanto, foi descrita uma região de variabilidade 

intergenérica e duas regiões de variabilidade intragenérica. Embora não tenha 

sido observada variação entre Y. pestis e Y. pseudotuberculosis para esta região, 

foi demonstrada uma variação de uma base na região variável do rDNA 23S 

destas duas espécies (26). 

Os genes de tRNA nas ISR-1 e ISR-2 variaram em número e tipo do tRNA 

codificados caracterizando a ocorrência de tipos distintos de operons de rRNA que 

ocorrem igualmente em Y. pestis e Y. pseudotuberculosis. As seqüências de 

nucleotídeos das ISRs das duas espécies demonstraram um elevado índice de 

similaridade exibindo os mesmos tipos de tRNAs, corroborando com a hipótese de 

que Y. pestis é um clone de Y. pseudotuberculosis que evoluiu recentemente, e 

que ainda compartilha muitas seqüências homólogas com Y. pseudotuberculosis 

(1). Entretanto, a clivagem dos “amplicons” das ISRs das amostras destas duas 

espécies, com a enzima Alu I demonstrou um polimorfismo entre elas, indicando 

que apesar da similaridade observada quanto ao número e tipos de tRNAs 

codificados nas ISRs estas duas espécies apresentam uma variação ao nível de 

ISR, correspondendo a uma relação de conservação ou perda de sítios de 

restrição para a enzima Alu I nos operons do rRNA de Y. pestis e Y. 

pseudotuberculosis, o que pode caracterizar uma microevolução entre elas. 



 Apenas a banda ISR-2 mostrou similaridade com as três espécies 

patogênicas do gênero, enquanto que a banda ISR-1 apresentou homologia com 

cepas de Y. pestis e Y. pseudotuberculosis, mas não com cepas de Y. 

enterocolitica. A similaridade de ISR-1 e ISR-2, demonstrada entre Y. pestis e Y. 

pseudotuberculosis reforça a identidade genética observada nestas duas espécies 

e sugere que ISR-1 pode ser mais um candidato a maiores investigações para ser 

usado como ferramenta epidemiológica para acompanhar a evolução de surtos de 

Y. pestis e Y. pseudotuberculosis. 

 A similaridade observada entre as amostras de Y. pestis, de diversos focos, 

origens e períodos de isolamento, analisadas neste estudo reflete a natureza 

clonal desta bactéria, característica de muitos patógenos que sofrem elevadas 

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

decritos por Kostman et al.,1992) das regiões espaçadoras 

intergênicas (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; 

8: P Exu 

796; 9: P 

Exu 809; 

10: DNA 

do fago λ 

clivado 

com a 

enzima  

HindIII. 

(b)-

Linhas, 1: EV76; 2: P Exu 882; 3: Yersinia pseudotuberculosis (YP 

2944); 4: Yersinia entrocolitica (Ye 37). 
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Figura 2. Gel de agarose 1,5% dos produtos de PCR (“primers” 

decritos por Kostman et al.,1992) das regiões espaçadoras 

intergênicas (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 25c; 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 regiões espaçadoras intergênicas 

(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. 

M    1    2    3    4    5    6 

800 pb 
ISR-1 
ISR-2 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 (a, b, c). Géis 

de Agarose 1,5% dos 

produtos de PCR das 

regiões espaçadoras 

intergênicas, clivado com as enzimas Msp I (a); Hpa II (b); Mbo I (c). 

Linhas, 1: P. CE 882 (DNA não 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 regiões 

espaçadoras intergênicas (ISRs), clivado com a enzima Alu I;  Linhas, 

M: “100 pb DNA ladder”; 1: P. Exu 351 (DNA não clivado); 2: P. CE 

882; 3: P. Exu 384; 4: P. Peru 375; 5: KIM; 6:YP 2944; 7: Ye 40.   
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CONCLUSÕES 
 
 

A partir da análise das regiões espaçadoras intergênicas (ISRs) do rDNA 

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

 

1. Staphylococcus aureus apresenta grande polimorfismo genético, 

considerando o pequeno número de amostras estudadas e o número 

de ribotipos identificados. 

2. Providencia alcalifaciens revelou grande heterogeneidade genética 

refletindo a origem das amostras estudadas obtidas de casos 

eporádicos, não 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 

genômica, produziram padrões de amplificação das ISRs idênticos e 

igual número e tipos de tRNA. 

5. A clivagem dos “amplicons” de Y. pestis e Y. pseudotuberculosis com a 

enzima Alu I resultou em padrões diferentes, possibilitando a 

diferenciação das duas espécies o que caracteriza um microevolução 

entre elas. 

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

estudadas reflete a natureza clonal deste patógeno. 



PERSPECTIVAS 

 
 

A ribotipagem através da análise do RFLP utilizando sondas para o rRNA, 

além das regiões espaçadoras analisadas na ribotipagem-PCR, avalia o perfil de 

restrição dos genes 16S e 23S do rRNA. Como os genes de rRNA apresentam 

regiões muito conservadas e regiões variáveis essa técnica pode detectar um 

maior polimorfismo.  

Assim como, a análise de restrição do DNA genômico utilizando sondas 

derivadas de seqüências de inserção (IS), em especial em Y. pestis que apresenta 

muitas ISs no seu genoma favorecendo recombinações intragenômicas, é utilizada 

para avaliar a variabilidade genética.   

Visto que existe uma grande similaridade nas regiões espaçadoras 

intergênicas do rRNA 16S-23S entre as diversas amostras de Y. pestis estudadas. 

Visamos implantar a técnica de análise de restrição do DNA genômico utilizando 

sondas para o rRNA e para seqüências de inserção (IS100), para avaliar o 

polimorfismo genético entre amostras de Y. pestis brasileiras e aplicar ao estudo 

de outras bactérias patogênicas humanas de interesse regional. 
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Tabela 1. Distribuição das variedades geográficas (biovar)  e ribotipos de 

Yersinia pestis. 

 
 
 
 
 

Reações Biovar 

Glicerol Nitrato 

Distribuição geográfica Ribotipo 

Antiqua + + África Central, Norte e Centro da Ásia, 

 China (Manchuria), Mongólia 

F a O 

Medievalis + - União Soviética (região do Mar Cáspio) O e P 

Orientalis - + China, África do Sul, América do Sul, EUA A a G, Q, R, S, e T 

 
 

 



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

 
 

Origem Reação Cepas 
Fonte Foco Ano Glicerol Nitrato 

Biovar 

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 - - Atípica 
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... 



Continuação 

 
Origem Reação Cepas 

Fonte Foco Ano Glicerol Nitrato 
Biovar 

P. Exu 15 Humano Araripe 1966 - + Orientalis 
P. Exu 246 Humano Araripe 1968 - - Atípica 
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 S/i + - Medievalis 
KIM Humano Iran S/i + - Medievalis 
PBM5 S/i Birmania S/i - + Orientalis 
PKOL S/i Curdistão S/i - + Orientalis 
PB 8 S/i Birmania S/i - + Orientalis 
P. Peru 375 Humano Peru 1995 - + Orientalis 
Alexander Humano USA S/i - + Orientalis 
EV 76 Humano Madagascar 1926 - + Orientalis 

                                            S/i: sem informação 



 
 

 

 

Tabela 2. Características das cepas de Yersinia enterocolitica analisadas. 

 
 

 

Cepas Fonte Sorotipo RAPD-PCR (Leal et al., 1999) Ribotipo 

Ye 5a Suíno 0:3 Perfil genotípico 1 Yr1 
Ye 25L Suíno 0:3 Perfil genotípico 1 Yr2 
Ye 25c Suíno 0:3 Perfil genotípico 1 Yr2 
Ye 37 Suíno 0:3 Perfil genotípico 1 Yr2 
Ye 40 Suíno 0:3 Perfil genotípico 1 Yr3 
Ye 41 Suíno 0:3 Perfil genotípico 2 Yr3 
Ye 43p Humano 0:6 Perfil genotípico 1 Yr4 
Ye 102p Humano 0:5 Perfil genotípico 5 Yr1 
Ye 124p Humano 0:4 Perfil genotípico 4 Yr4 

 
 
 



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

 
 
 

ISR-1 ISR-2  

Cepas 

 

Espécie 
Tamanho 

(pb) 
tRNAs Tamanho 

(pb) 
tRNAs 

P. EXU 788 Y. pestis 662 
tRNAAla(GGC) 
tRNAAla(TGC) 
tRNAIle(GAT) 

603 tRNAGlu(TTC) 

P. EXU 792 Y. pestis 677 
tRNAAla(GGC) 
tRNAAla(TGC) 
tRNAIle(GAT) 

685 tRNAGlu(TTC) 

 
P. EXU 882 

 
Y. pestis NR NR 497 tRNAGlu(TTC) 

PKR 684 Y. pestis 782 
tRNAAla(GGC) 
tRNAAla(TGC) 

tRNAIle(GAT) 
490 tRNAGlu(TTC) 

P. Peru 

375 

Y. pestis 724 
tRNAAla(GGC) 
tRNAAla(TGC) 

tRNAIle(GAT) 
311 tRNAGlu(TTC) 

YP 2944 Y. pseudotuberculosis 419 
tRNAAla(GGC) 

tRNAAla(TGC) 

tRNAIle(GAT) 
500 tRNAGlu(TTC) 

 
   NR- Não realizado 

 


