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RESUMO: A tipagem molecular do genoma bacteriano, na maioria das vezes, envolve a análise
de fragmentos de restrição do DNA cromossômico. Desde que a ribotipagem foi descrita, em 1986,
tem sido amplamente utilizada para analisar relações taxonômicas e/ou epidemiológicas entre os
diferentes grupos de organismos. A ribotipagem usa o padrão de restrição do opéron de RNA
ribossômico (rrn) como ferramenta epidemiológica e tem fornecido ótimos resultados para a detec-
ção de polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restrição (RFLPs). O número de opérons rrn
da bactéria está diretamente relacionado ao potencial discriminatório da técnica, fornecendo um
maior ou menor número de bandas.

UNITERMOS: Epidemiologia Molecular. Técnicas para Tipagem de Bactérias. Infecções Bac-
terianas.

1 - MÉTODOS DE TIPAGEM BACTERIANA

Uma investigação epidemiológica da etiologia
de um surto infeccioso baseia-se na construção de um
estudo estatístico extremamente cuidadoso e na deli-
mitação do surto pela identificação correta da linha-
gem bacteriana envolvida.

Métodos baseados em características fenotípicas
têm sido comparados desfavoravelmente com aqueles
que examinam o cromossomo bacteriano. A biotipa-
gem, por exemplo, usada, principalmente e de forma
eficaz, na identificação de gêneros e espécies bacte-
rianas, tem se mostrado de pouca valia, mesmo quan-
do comparada com outras técnicas fenotípicas, na dis-
criminação de linhagens1.

O perfil de resistência, codificado muitas vezes
por plasmídeos, elementos instáveis por definição, é
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freqüentemente idêntico para linhagens diferentes2. A
análise do conteúdo plasmidial, que já foi citada como
altamente discriminatória3, 4, esbarra na ausência de
material extra-cromossômico em algumas amostras,
que passam a ser não tipáveis por este método2, e na
facilidade com que podem ser transmitidos os plasmí-
deos, inclusive entre gêneros bacterianos diversos5.
Sendo assim, tanto o antibiograma quanto o perfil plas-
midial podem ser considerados métodos instáveis e de
baixo poder discriminatório, salvo algumas exceções.

A sorotipagem e a fagotipagem dependem de
reações de proteínas de membrana que devem estar
expostas e serem reconhecidas por anticorpos ou bac-
teriófagos. Caso estas proteínas não estejam sendo ex-
pressas ou o painel de soros ou o de fagos não seja
adequado para aquela linhagem, a reação não ocorre e
a bactéria não pode ser tipada6, 7.
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2 - CONCEITO DE RIBOTIPAGEM

O uso de endonucleases de restrição que reco-
nhecem poucos sítios no cromossomo, resulta em frag-
mentos grandes que só podem ser separados por ele-
troforese de campo pulsante (PFGE do inglês, “pulsed
field gel electrophoresis”). As enzimas que reconhe-
cem seqüências mais comuns, ao clivarem o crDNA,
produzem um número tão grande de fragmentos, e com
tamanhos tão próximos, que dificultam sua separação.
A hibridação com seqüências repetitivas marcadas
(sondas moleculares) gera um padrão de bandas mais
limitado e,  portanto,  de fácil interpretação10, 11.

Em 1986, GRIMONT e GRIMONT12 desenvol-
veram a técnica de ribotipagem, utilizando o plasmídeo
recombinante pKK3535 como sonda. A realização de
hibridações com mais de 40 gêneros bacterianos com-
provou seu valor taxonômico. O pKK3535 havia sido
construído por BROSIUS et al., em 198113, clonando
os genes codificadores de RNA ribossômico (rRNA)
de Escherichia coli (Figura 2).

Os três tipos de rRNA 23S, 16S e 5S, que fazem
parte estrutural dos ribossomos, organizam-se em um
opéron (opéron rrn), ou seja, dividem o mesmo sis-
tema regulatório. O opéron rrn é uma unidade poli-
cistrônica, que, ao ser transcrita, origina um único RNA
precursor (30S), que, sofrendo o processo de matura-
ção, resultará nos diferentes tipos de rRNA maduros14.
A ocorrência de modificações pós-transcricionais em
regiões altamente conservadas sugere a importância

Por outro lado, o poder discriminatório das ti-
pagens moleculares do cromossomo, assim como sua
reprodutibilidade, é considerado tão elevado que lhe
rendeu o nome de “impressão digital do DNA”, do in-
glês, “DNA fingerprinting”8, 9.

A tipagem molecular do cromossomo bacte-
riano envolve, na maioria das vezes, a análise do po-
limorfismo de fragmentos de restrição (RFLP do in-
glês, “restriction fragment length polymorfism”)
separados por algum tipo de eletroforese. A digestão
do cromossomo bacteriano, por determinada enzima
de restrição, resultará em um certo número de frag-
mentos, de tamanhos variados, mas que é constante
para uma determinada linhagem8.

Caso uma mutação tenha ocorrido no sítio de
reconhecimento de determinada enzima de restrição, a
endonuclease não mais clivará o DNA cromossômico
(crDNA) naquele ponto. O resultado será um fragmento
a menos do que o esperado para aquele microorganismo,
além do aumento de tamanho de um dos fragmentos. É,
assim, pelo resultado de mutações acumuladas, que cada
linhagem apresenta um padrão próprio de fragmentos de
restrição. O tamanho desses fragmentos varia conforme
a enzima empregada ou, mesmo, pode variar entre bac-
térias da mesma espécie quando se usa a mesma enzi-
ma. Isso é o que determina o polimorfismo entre bac-
térias da mesma espécie, sendo que polimorfismo é
definido como sendo a ocorrência simultânea, numa dada
espécie bacteriana, de genomas que apresentam varia-
ções, na seqüência de bases do seu DNA (Figura 1).
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Figura 1 -  Representação esquemática de polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restrição (RFLP). a - seqüência de
bases de DNA, indicando 4 sítios de restrição para a enzima Eco RI; b - número e tamanho (Kb) dos fragmentos de restrição
obtidos após digestão com Eco RI; c - detalhe, mostrando o sítio de restrição da Eco RI; d - indicação de mutação na seqüência
de bases que está em detalhe; e - número e tamanho (Kb) dos fragmentos de restrição, obtidos pela digestão do crDNA com Eco
RI, após a mutação.
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Figura 2 -  Mapa esquemático do plasmídio híbrido pKK 3535. Posições do DNA vetor (pBR 322) ou insertos de outros plasmí-
deos, carregando partes do opéron rrnB estão indicados no círculo interno. A posição λ e os genes de resistência à Ampicilina
(Amp) e Tetraciclina (Tet) estão apresentados e a direção das transcrições estão indicadas por setas. Os genes para os rRNAs
e o tRNAGlu estão representados em barras pretas. Os promotores P1 e P2 e seus sítios de iniciação de transição estão indicados
pelas setas. Sítios de restrição de enzimas Pst I, Bam HI e Bgl II estão indicados na parte externa do plasmídeo.

destes genes. Seu papel fundamental na síntese pro-
téica levou à seleção de microorganismos com mais
do que uma cópia do opéron rrn por cromossomo. De-
pendendo da espécie, o número de cópias varia de 2 a
11 por genoma haplóide. São raras as exceções de bac-
térias que apresentam apenas uma cópia de genes de
rRNA no seu cromossomo, como, por exemplo, algu-
mas linhagens de Mycobaterium spp e a Borrelia
burgdorferi. Alguns pesquisadores citam que a ocor-
rência de um só opéron rrn estaria relacionada ao pe-
queno tamanho do genoma e à taxa lenta de cresci-
mento bacteriano. B. burgdorferi exemplifica bem essa
hipótese, uma vez que apresenta um genoma cinco
vezes menor que o de E. coli, com apenas 106 pares de
base (pb), e é de crescimento lento15. O genoma de
E. coli, por outro lado, apresenta sete opérons rrn ,
denominados de A a H, já bem caracterizados. Dados
de seqüenciamento revelaram dois promotores, P1 e
P2, indicados na Figura 2, espaçados cerca de 120 pb

entre si. Além disso, em cada opéron, os genes de rRNA
16S e 23S estão presentes em cópia única, mas o nú-
mero de cópias do gene de rRNA 5S pode variar14.
Ainda dentro destes opérons, encontram-se genes que
codificam para RNA transportadores (tRNA), que po-
dem se localizar entre os rRNA 16S e 23S ou, na parte
mais distal do opéron, próximo ao gene 5S16, 17. Todas
as fases abertas de leitura deste opéron apresentam
regiões espaçadoras de função desconhecida.

Paradoxalmente, a conservação evolutiva dos
genes de rRNA entre as eubactérias, assim como o
polimorfismo observado dentro e fora destes opérons18,
pelo acúmulo de mutações pontuais, inserções, trans-
posições, duplicações, deleções e inversões, é que per-
mite a discriminação entre linhagens. Assim, cada li-
nhagem bacteriana apresenta um padrão próprio de
fragmentos de restrição que, no caso da ribotipagem,
é revelado pela hibridação com uma sonda contendo o
opéron rrn .

λλλλλ
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3 - METODOLOGIA DA RIBOTIPAGEM

A ribotipagem consiste na extração e purifica-
ção do DNA total da bactéria, digestão deste material
com uma enzima de restrição, corrida eletroforética,
transferência de fragmentos desnaturados para um fil-
tro, hibridação com a sonda marcada e revelação do
padrão de bandas.

Métodos, os mais variados, de extração e puri-
ficação de material nucléico têm sido descritos, na li-
teratura, para a realização de ribotipagem. O uso de
tiocianato de guanidina tem sido citado com maior fre-
qüência por sua rapidez e praticidade19. Técnicas mais
laboriosas que utilizam lisozima, proteinase K e SDS,
seguidas de uma purificação com fenol e clorofórmio,
entretanto, têm se mostrado mais eficientes, resultando
em maior concentração de DNA por volume de amos-
tra (dados próprios). No caso de Serratia marcescens,
por exemplo, a etapa de purificação com fenol é im-
prescindível devido à presença de DNases inerentes
ao gênero20.

A sensibilidade da ribotipagem em agrupar ou
não espécies bacterianas, em linhagens específicas, está
diretamente relacionada ao tipo de endonuclease de
restrição empregada. A escolha da enzima apropriada
deve basear-se em dados da literatura ou, quando estes
forem escassos, inadequados ou inexistentes, no con-
teúdo de GC daquela espécie. Normalmente, testa-se
mais que uma enzima para se determinar qual delas
teria o melhor poder discriminatório para aquela es-
pécie. GARAIZAR et al.6, por exemplo, compararam
métodos convencionais com a ribotipagem para iden-
tificar 45 isolados de E. cloacae, de 36 pacientes de
9 hospitais. Foram utilizadas as enzimas Bam HI,
Eco RI e Hind III , e, segundo os autores, as três se
mostraram adequadas. Embora a conclusão do traba-
lho tenha indicado que tanto a ribotipagem quanto os
quatro métodos fenotípicos, avaliados em conjunto,
mostraram-se igualmente discriminatórios, chamou a
atenção o fato de várias amostras não terem sido feno-
tipadas devido a reações inespecíficas com fagos ou
soros. Nestes casos, a ribotipagem foi capaz de resol-
ver os resultados inconclusivos, uma vez que qualquer
amostra é passível de ser identificada pela análise de
crDNA. A utilização de mais de uma enzima de restri-
ção pode aumentar a capacidade da ribotipagem de
identificar linhagens diferentes21.

A eletroforese se realiza em gel de agarose
(0,8% em geral) em baixa voltagem, para que a se-
paração dos fragmentos ocorra da melhor forma pos-

sível. A separação efetiva de fragmentos de DNA li-
near maiores do que 2Kb aumenta a baixas voltagens22.
A desnaturação, na presença de excesso de sal e pH
bastante alcalino, seguem o protocolo descrito por
SOUTHERN23. Normalmente, se utiliza filtro de nylon,
carregado positivamente, por ser mais resistente, per-
mitindo que o mesmo filtro seja retestado com outras
sondas, se for necessário. Outra vantagem do filtro
de nylon sobre o de nitrocelulose é que, no primeiro,
ocorre a ligação covalente de DNA através de irradia-
ção, por três minutos, com luz ultra-violeta. No caso
da nitrocelulose, é necessária uma hora a 80ºC, sob
vácuo, para se fixar o material nucléico.

A marcação de sondas de ribotipagem pode ser
feita com isótopos radioativos, ou, como tem sido des-
crito mais recentemente, por algum entre vários méto-
dos frios24. O kit de marcação com digoxigenina
(Boehringer-Mannheim) tem sido utilizado freqüen-
temente. A digoxigenina é um hapteno que, ligado ao
dUTP, é incorporado à sonda, numa reação de duplica-
ção catalizada por uma polimerase. Após a hibridação,
o filtro é exposto a uma solução, contendo um anticor-
po antidigoxigenina, ligado covalentemente a uma fos-
fatase alcalina. O anticorpo se ligará à digoxigenina,
no local onde a sonda encontrou uma seqüência ho-
móloga. A fosfatase alcalina cliva um substrato espe-
cífico que é colocado em contato com o filtro e faz
precipitar uma substância de cor azul-acinzentada, re-
velando o local onde ocorreu a hibridação.

A comparação dos padrões de bandas obtidos
entre os diversos isolados pode ser feita visualmente
ou por programas especializados de computador, como
o MVSP (“Multi Statics Package”,(25)), o PHYLIP
(“Phylogeny Inference Package”,(26)), o DENDRON(27)

ou o “DNA Fingerprinting”(28), por exemplo. Se duas
amostras bacterianas apresentarem exatamente o mes-
mo padrão de bandas, trata-se de uma única linhagem
bacteriana. Se o padrão for semelhante, mas não idên-
tico, deve-se fazer uma estimativa do grau de pa-
rentesco entre os clones. A avaliação da similaridade
genética entre as amostras pode ser feita através de
dendogramas ou pelo coeficiente de Dice (CD). O
dendograma fornece valores em percentagens, onde a
proximidade genética é estimada pela distância entre
as amostras, percorrendo-se suas linhas verticais. Os
programas de computador, acima citados, produzem
este tipo de resultado. O coeficiente de Dice é mais
utilizado quando a comparação é feita visualmente.
Este coeficiente foi descrito por DICE29 e é obtido
pela fórmula:
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           2na=b

                              CD = ________

          n
a + nb

sendo:

na=b, o número de fragmentos localizados na
mesma posição, em ambas as amostras;

na + nb, número total de fragmentos apresenta-
dos por ambas as amostras.

O valor encontrado do CD pode definir se as
amostras são idênticas, similares ou diferentes, ba-
seando-se nos critérios estabelecidos pelo laboratório
de referência para tipagem de linhagens, da Universi-
dade de Iowa, EUA(15), resumidos na Tabela I.

Também, é imprescindível saber que pode ocor-
rer variação do número de bandas de uma mesma amos-

tra, ou entre amostras diferentes de uma mesma linha-
gem, usando a mesma enzima de restrição. Isso pode
ser explicado por alguns problemas durante a execu-
ção da técnica, e exemplificados na Tabela II.

Entre esses motivos, o último deles (digestão
normal de crDNA) é o mais comum, o que, na maioria
das vezes, provoca erros na interpretação dos resulta-
dos. Havendo digestão parcial, pode-se obter tanto
bandas a mais, quanto a menos, pois nem todos os DNA
cromossômicos podem ter sido digeridos da mesma
forma. O exemplo esquematizado na Figura 3 explica
bem esse fato.

Figura 3 -  Efeito de digestão parcial da DNA cromossômico na interpretação da ribotipagem.

Tabela I - Avaliação da similaridade genética entre
linhagens bacterianas utilizando o coeficiente da
DICE (CD)

 Padrão CD        Observação

Idêntico 1,00 todas as bandas iguais

Similar 0,90 a 0,99 a maioria das bandas iguais

Diferente < 0,90 raras bandas iguais

Tabela II - Possíveis problemas técnicos na exe-
cução de ribotipagem

� Observação prejudicada de uma ou mais ban-
das, pela escassez ou excesso de material.

� Migração acelerada de uma das amostras, per-
mitindo melhor separação de bandas, conse-
qüentemente, também melhor observação.

� Problemas envolvendo a reação de hibridação,
por exemplo, falta de homogeneidade da solu-
ção de hibridação sobre o filtro.

� Digestão parcial de crDNAs.

1

2
3

4
- crDNA com 4 sítios de restrição para uma certa enzima

Bandeamentos possíveis para:

Digestão Total Digestão Parcial

1+2 1+2 1+2 1+2 1+2 1+2 1+2

1 1+4 1 1 1 1 1 1

2+3 2+3 2+3

2 2 2 2 2 2 2

3 3+4 3+4 3+4 3+4 3+4 3+4

3 3 3 3 3 3

4 4 4 4 4 4 4

nº de bandas:
4

2 2 3 3 4 4 5 5 6 7
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No exemplo mostrado, ocorrendo digestão to-
tal, o esperado serão quatro bandas, ao passo que, se
ocorrer falha técnica no preparo do experimento para
uma ou mais amostras, poderá ocorrer digestão par-
cial, e o número de bandas pode ser de 2 a 7 para
amostras idênticas.

O modo mais prático e confiável de se estabele-
cer se houve ou não digestão parcial de determinada
amostra é por observação rigorosa do bandeamento
de cada amostra, no gel de agarose. Bandeamento
difuso, com acúmulo de material (crDNA clivado) no
ponto de aplicação da amostra ou na extensão do
bandeamento sugere digestão parcial.

4 - APLICAÇÕES DA RIBOTIPAGEM

Na Figura 4, encontra-se um exemplo da apli-
cação da ribotipagem. Pelo gel de agarose, após di-
gestão do crDNA de E. cloacae com a enzima de res-
trição Sma I (Figura 4A), não é possível uma boa
resolução visual das bandas, para comparação. Os frag-
mentos de DNA deste gel foram transferidos para um
filtro de nylon e, após a hibridação com a sonda
pKK3535 marcada com digoxigenina, o padrão de
bandas permitiu uma análise inequívoca das amostras

(Figura 4B). A distância genética foi também avalia-
da pelo dendograma (Figura 4C). Somente os pares de
amostras 1, 2 e 10, 11  apresentaram 100% de simila-
ridade, indicando tratar-se da mesma linhagem. Como
as amostras foram obtidas de pacientes diversos, os
dados sugeriram que houve infecção cruzada.

Sete amostras de E. cloacae, isoladas de dife-
rentes pacientes internados em uma enfermaria orto-
pédica, em datas próximas, foram avaliadas quanto ao
seu perfil de resistência a drogas, submetidas à fagoti-
pagem e à ribotipagem após digestão do crDNA com
SmaI. Três isolados não reagiram com nenhum dos
fagos utilizados no painel, enquanto cinco amostras
apresentaram resistência múltipla a drogas, o que não
permitiu sua discriminação por este parâmetro. A ri-
botipagem revelou 5 linhagens diversas, sugerindo
infecção cruzada apenas entre dois dos pacientes e
descartando, assim, um surto na enfermaria30.

A ribotipagem não é, entretanto, a metodolo-
gia mais indicada para discriminação de linhagens de
toda e qualquer eubactéria. Para bactérias Gram-posi-
tivas, por exemplo, utiliza-se um segundo plasmídeo
como sonda, o pSa, onde foi clonado o gene 16S de
Bacillus subtilis31, mas que apresenta um poder dis-
criminatório menor que o da eletroforese de campo
pulsante, considerada, hoje, o padrão ouro na tipagem

Figura 4 -  Padrão de RFLP de crDNA, obtido pela digestão com Sma I. A - gel de agarose corado pelo brometo de etídio; linhas
de 1 a 7 e de 9 a 13, amostras bacterianas Gram-negativas, isoladas de pacientes de uma enfermaria de um hospital universitário;
linha 8, fago lâmbda digerido com Hind III como padrão de tamanho dos fragmentos de DNA; B - filtro de nitrocelulose, após
transferência e detecção pelo método da digoxigenina; C - dendograma, representando a similaridade genética entre as amostras
bacterianas.

A        B    C
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de Staphylococcus aureus32. Para M. tuberculosis, bac-
téria de crescimento lento e poucas cópias do opéron
rrn, como já foi comentado, utiliza-se como sonda o
transposon IS6110, que além de resultar em padrão
polimórfico, devido a inserções em diferentes sítios
no cromossomo bacteriano, tem papel diagnóstico, uma
vez que é espécie-específico33.

Recentemente, a associação da reação em cadeia
da polimerase (PCR) com a ribotipagem, o ribo-PCR,
tem sido citada, na literatura, como uma estratégia van-
tajosa pois aliaria o poder discriminatório de uma abor-

dagem à rapidez de outra34. Uma avaliação cuidadosa
desta metodologia deve ser realizada com bactérias
de diversos gêneros e epidemiologicamente bem de-
finidas para se concluir por sua utilização de forma
mais ampla.

Em conclusão, a ribotipagem, embora seja um
método laborioso, tem sido comparada, favoravelmen-
te, a métodos fenotípicos quanto ao seu poder discri-
minatório, podendo, também, vir a tornar-se uma abor-
dagem de referência na identificação de linhagens de
algumas espécies bacterianas.
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