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Etiologia da Peeira

Dichelobacter _28ente causador
nodosus

Peeira

* Gravidade da doenca esta dependente da viruléncia
das estirpes de D. nodosus.

Dermatite

. Peeira
contagiosa




Etiologia da Peeira

Fusobacterium | Bacteriaoportunista — poyolvidg Patologia
necrophorum ha Peeira Polimicrobiana

Patogénico secundario

Hipoteses de ou

modo de acao
Iniciador da doenca




Dichelobacter nodosus
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ardiobactenum valvarum MDAJ079' (AF506887)

100

Cardiobacterium hominis ATCC 15626' (M35014)

. o 100
Unica especie pertencente d0 B

genero Dichelobacter e parte 87
da familia Cardiobacteriaceae 47 Suttonella indologenes ATCC 258697 (M35015)

Suttonella ornithocela sp. nov. B6/99/27 (AJT17394)

https://www.semanticscholar.org/topic/Cardiobacteriaceae/1573326

- Dichelobacler nodosus ATCC 27521 (M35016)




Dichelobacter nodosus: viruléncia

Benignas: versao mais moderada da doenca

Estirpes de

D. nodosus N Virulentas: versdo mais agressiva da doenca

* Fimbrias do tipo IV

Principais fatores
de viruléncia

* Protéases extracelulares

* Asilhas gendmicas vap e vrl estao preferencialmente associadas com isolados virulentos.
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Dichelobacter nodosus: protéases extracelulares

AprV5/B5: Protéase acidica isoenzima 5

Importante fator de viruléncia
Gene aprV2 — protéase
Protéase ’ termoestavel (AprV2)
acidica 2 ,
N Gene aprB2 — protease

termolabil (AprB2)

I
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Protéases serina

AprV2/B2:|Protéase acidica isoenzima 2 extracelulares

BprV/B: Protéase basica

Estirpes Virulentas

Estirpes Benignas



Dichelobacter nodosus: fimbrias

1 um
j— 4

Codificada pelo

Estruturas proteicas
compostas por uma
Unica proteina FimA

Fimbrias
do tipo IV

e Regiao amino-terminal altamente conservada
* Localizacao polar na superficie da célula
* Residuo N-metilfenilalanina no N-terminal

Necessarias
para:

Gene
fimA

Motilidade “twitching”

Aderéncia a células epiteliais do hospedeiro
Secrecao de protéases extracelulares
Transformacao natural
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Dichelobacter nodosus: serogrupos

10 Serogrupos | Baseadosna  Diversidade Classel: A,B,C,E,F,G,le M

de D. Nodosus estrutural das
(A-l e M) fimbrias Classell: De H
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Class specific genes
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Pesquisa de

D. nodosus
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Meétodo cultural

Condica ; * Condicdes anaerodbicas
on Ig.oes para * Incubagao a 372C
crescimento * 3-4 dias de incubacao




Meétodo molecular: PCR em tempo real

Alvos de PCR
em tempo real

Maior sensibilidade Trés copias do gene no

de detecao

Gene 16S rRNA: codifica para o RNA ribossomico
16S, que €& um componente da subunidade
pequena do ribossoma procariotico.

Gene rpoD: codifica para o fator sigma-70
(0 70) da RNA polimerase, uma proteina
necessaria para a iniciacao da transcricao.

genoma da bactéria




Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR)

Amplificacdo de uma regiao T T T I
o . ™ {°C ) I oy
especifica de DNA de interesse v MRS -
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95
Necessario: 85| Desnaturaciio
* DNA molde =
* Primers especificos 63 Elongagio
 Deoxinucleotidos trifosfato ou dNTPs 25
(dATPs, dTTPs, dCTPs e dGTPs) 45
* Tag Polimerase (DNA Polimerase Ligagiio dos primers
termoestavel)
e |0es de magnésio 30 60 a0 120 150

Tempo (8)



Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR)
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PCR em Tempo Real

PCR
Convencional

- -

Mecanismo de
fluorescéncia

PCR em Tempo Real

Amplificacao

Medicao continua da
fluorescéncia do produto de
PCR durante cada ciclo

Analise dos resultados

Amostra de DNA

PCR Convencional

Amplificacao

Eletroforese do DNA apos
finalizacao do PCR

Quantificacao do produto
de PCR visivel

Analise dos resultados



PCR em Tempo Real

Corantes intercalantes (ex. SYBR Green)

Métodos de
fluorescéncia - .
\ Extension
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PCR em Tempo Real
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Sondas especificas fluorescentes

Oligonucleotidos + Fluoréforo

Molécula “Reporter”: emite energia
 Molécula “Quencher”: absorve energia

Proximidade quebrada pela
Taq Polimerase

Emissao de fluorescéncia



PCR em Tempo Real

ARN
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10 20
Ciclos

30

40

Fase Exponencial

Eficiéncia é 100%.
Reacao é extremamente
especifica e precisa.

A partir da Fase Linear a
eficiéncia de reacao é variavel
entre amostras.




PCR em tempo real

“Threshold”

Valor de sinal de
fluorescéncia que reflete
um aumento de produto

significativo

Amostras com a mesma quantidade de
DNA inicial apresentam o mesmo valor Ct.

Valor “Ct”

Numero de ciclos
necessario para o sinal
de fluorescéncia
ultrapassar o “threshold”

Amplification

1600
1400
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1000
800
600
400

200
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Threshold

Cycles
Ct da amostra




Vantagens e aplicacoes de PCR em Tempo Real

Vantagens de PCR em tempo real

Recolha de dados na fase exponencial

Aumento do sinal de fluorescéncia é proporcional
ao numero de fragmentos gerados

Nao € necessario processamento pos-PCR

Maior sensibilidade

: Aplicacoes de PCR em tempo real
4 /I
F- . /“ * Quantificacao de expressao de genes
‘ <R / # e Genotipagem

 Detecao de agentes patogénicos
* Quantificacao de virus
* Entre outros




Determinacao

de virulencia




Atividade elastase e termostabilidade

Estirpes Benignas -
Estirpes Virulentas -

Protéase acidicas termolabeis AprB2
codificadas pelo gene aprB2

Protéase acidicas termoestaveis AprV2
codificadas pelo gene aprV2

Alteracdao na sequéncia de
aminoacidos vai definir a
atividade elastase

Essencial para a

formacao de lesoes -

NO CasCo

Diferenca de um
aminoacido na
proteina madura




Teste do “Gel de Gelatina”

Medicao da producao e

termoestabilidade das protéases
S Baseada no
conhecimento de

Maior termoestabilidade em
protéases de estirpes virulentas
U oy o ._ 3
| * Estirpes virulentas: mantém atividade
proteolitica apods 16 minutos a 672C

* Estirpes benignas: nao mantém atividade
Unheated heated 8 minutes heated 16 minutes proteol itica

Aquecimento a 672C



Teste da Elastase

Medicao temporal e quantitativa
da atividade das protéases

‘ Baseada na

Atividade elastase das protéases

Dependente de l

Diferenca de um aminoacido nas
protéases AprV2 e AprB2

e Estirpes virulentas: ha digestao das particulas
de elastina (“zona de clearance”)
* Estirpes benignas: nao ha digestao da elastina




PCR em tempo real

Detec¢ao e descriminacgao PCR em tempo
alélica de aprV2 e aprB2 real competitivo

e 1 parde primers com homologia para aprV2 e aprB2

Sonda FAM: especifica para aprV2 (estirpes virulentas)
Sonda VIC: especifica para aprB2 (estirpes benignas)

Estirpe Virulenta
Estirpe Benigna

I Agua bidestilada

2 sondas especificas

Controlos




Determinacao

de serogrupos




Determinacao de serogrupos de D. nodosus

10 serogrupos; | Baseadosna Diversidade
A-le M antigénica do
n€ gene fimA

A-| detetaveis e
discriminaveis

1 Primer Forward: comum a todos

Variabilidade d 0S Serogrupos.
Teste de PCR ariapiiidade da
regiao terminal-

multiplex carboxilo 9 Primers Reverse: especificos para
cada serogrupo.




Determinacao de serogrupos de D. nodosus

415 283 325 319 363 241 279 409 189

Eletroforese em gel
de agarose

Bandas de diferentes
tamanhos

Detecao dos produtos de
PCR de cada um dos 9
Serogrupos



Meétodos de pesquisa e caracterizagao de

D. nodosus

Pesquisa de
D. nodosus

Determinagao
da viruléncia

Determinacao
de serogrupos

Métodos
bacteriolégicos

Métodos
moleculares

Métodos
bacteriologicos

Métodos
moleculares

Métodos
moleculares

Coloracao Gram
Culturas

PCR em tempo real (16S rRNA e rpoD)

Teste do Gel de Gelatina
Teste da Elastase

PCR em tempo real (aprV2/B2)

PCR Multiplex (fimA)
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