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Etiologia da Peeira

Dichelobacter 
nodosus

agente causador 
Peeira

• Gravidade da doença está dependente da virulência
das estirpes de D. nodosus.

Peeira
Dermatite 
contagiosa



Etiologia da Peeira 

Fusobacterium 
necrophorum

Bactéria oportunista Envolvida 
na Peeira

Hipóteses de 
modo de ação

Patogénico secundário 

Iniciador da doença

ou

Patologia 
Polimicrobiana



Dichelobacter nodosus

• Bactéria gram-negativa anaeróbica

• Genoma pequeno (1.3 Mb)
• Coloniza a epiderme interdigital de ovinos 
• Forma de bastonete com 3 a 6 µm de comprimento 
• 1 a 1,7 µm de diâmetro 
• Fímbrias nas extremidades

Única espécie pertencente ao
género Dichelobacter e parte
da família Cardiobacteriaceae

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



Dichelobacter nodosus: virulência

• As ilhas genómicas vap e vrl estão preferencialmente associadas com isolados virulentos.

Benignas: versão mais moderada da doença

Virulentas: versão mais agressiva da doença

Estirpes de 
D. nodosus

Principais fatores 
de virulência

• Fímbrias do tipo IV 

• Protéases extracelulares
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Dichelobacter nodosus: protéases extracelulares

Protéases serina 
extracelularesAprV2/B2: Protéase acídica isoenzima 2

AprV5/B5: Protéase acídica isoenzima 5

BprV/B: Protéase básica

Importante fator de virulência

Protéase 
acídica 2 

Gene aprV2 – protéase 
termoestável (AprV2)

Gene aprB2 – protéase 
termolábil (AprB2)

Estirpes Virulentas

Estirpes Benignas



Dichelobacter nodosus: fímbrias

Fímbrias
do tipo IV

Estruturas proteicas 
compostas por uma 
única proteína FimA

Gene 
fimA

• Região amino-terminal altamente conservada
• Localização polar na superfície da célula
• Resíduo N-metilfenilalanina no N-terminal

Codificada pelo 

Necessárias 
para:

• Motilidade “twitching”
• Aderência a células epiteliais do hospedeiro
• Secreção de protéases extracelulares
• Transformação natural
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Dichelobacter nodosus: serogrupos

10 Serogrupos 
de  D. Nodosus

(A-I e M)

Classe I: A, B, C, E, F, G, I e M

Classe II: D e H

Baseados na Diversidade 
estrutural das 

fímbrias



Pesquisa de 
D. nodosus



Método cultural

Condições para 
crescimento 

• Condições anaeróbicas
• Incubação a 37ºC
• 3-4 dias de incubação



Método molecular: PCR em tempo real

Alvos de PCR 
em tempo real

Gene 16S rRNA: codifica para o RNA ribossómico
16S, que é um componente da subunidade
pequena do ribossoma procariótico.

Gene rpoD: codifica para o fator sigma-70
(σ 70) da RNA polimerase, uma proteína
necessária para a iniciação da transcrição.

Três cópias do gene no 
genoma da bactéria

Maior sensibilidade 
de deteção



Reação de Polimerase em Cadeia (PCR)

Amplificação de uma região 
específica de DNA de interesse 

• DNA molde
• Primers específicos
• Deoxinucleótidos trifosfato ou dNTPs

(dATPs, dTTPs, dCTPs e dGTPs)
• Taq Polimerase (DNA Polimerase 

termoestável)
• Iões de magnésio

Necessário:



Reação de Polimerase em Cadeia (PCR)

1

2

3



PCR em Tempo Real 

PCR 
Convencional

Mecanismo de 
fluorescência

Amostra de DNA

PCR em Tempo Real PCR Convencional

Amplificação Amplificação

Medição contínua da 
fluorescência do produto de 

PCR durante cada ciclo

Eletroforese do DNA após 
finalização do PCR 

Análise dos resultados

Análise dos resultados

Quantificação do produto 
de PCR visível 



Corantes intercalantes (ex. SYBR Green)
Métodos de 

fluorescência

Sondas de 
sequência específica

Corantes intercalantes 
(ex. SYBR Green)

PCR em Tempo Real 

Intercalam-se em 
qualquer cadeia 

dupla de DNA 
(não-específico)



PCR em Tempo Real 
Sondas específicas fluorescentes

Oligonucleótidos Fluoróforo

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

Proximidade quebrada pela 
Taq Polimerase

Emissão de fluorescência



PCR em Tempo Real 
Fase Exponencial

Eficiência é 100%. 
Reação é extremamente 

específica e precisa.

• A partir da Fase Linear a
eficiência de reação é variável
entre amostras.



PCR em tempo real

Threshold Ct da amostra

“Threshold” Valor “Ct”

Número de ciclos 
necessário para o sinal 

de fluorescência 
ultrapassar o “threshold”

Valor de sinal de 
fluorescência que reflete 
um aumento de produto  

significativo

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



Vantagens e aplicações de PCR em Tempo Real 

Vantagens de PCR em tempo real

• Recolha de dados na fase exponencial 
• Aumento do sinal de fluorescência é proporcional 

ao número de fragmentos gerados
• Não é necessário processamento pós-PCR
• Maior sensibilidade

Aplicações de PCR em tempo real

• Quantificação de expressão de genes
• Genotipagem
• Deteção de agentes patogénicos
• Quantificação de vírus 
• Entre outros



Determinação
de virulência



Atividade elastase e termostabilidade 

Estirpes Benignas

Estirpes Virulentas

Protéase acídicas termolábeis AprB2 
codificadas pelo gene aprB2

Protéase acídicas termoestáveis AprV2 
codificadas pelo gene aprV2

Diferença de um 
aminoácido na 

proteína madura

Alteração na sequência de 
aminoácidos vai definir a 

atividade elastase

Essencial para a 
formação de lesões 

no casco



Teste do “Gel de Gelatina”
Medição da produção e 

termoestabilidade das protéases 

Baseada no 
conhecimento de  

Maior termoestabilidade em 
protéases de estirpes virulentas

Aquecimento a 67ºC

• Estirpes virulentas: mantém atividade 
proteolítica após 16 minutos a 67ºC

• Estirpes benignas: não mantém atividade 
proteolítica  



Teste da Elastase

VB

Medição temporal e quantitativa 
da atividade das protéases 

Baseada na 

Atividade elastase das protéases

Dependente de 

Diferença de um aminoácido nas 
protéases AprV2 e AprB2 • Estirpes virulentas: há digestão das partículas 

de elastina (“zona de clearance”)
• Estirpes benignas: não há digestão da elastina 



PCR em tempo 
real competitivo

Deteção e descriminação 
alélica de aprV2 e aprB2

• 1 par de primers com homologia para aprV2 e aprB2

• 2 sondas específicas
Sonda FAM: específica para aprV2 (estirpes virulentas)
Sonda VIC: específica para aprB2 (estirpes benignas)

Controlos

Estirpe Virulenta
Estirpe Benigna

PCR em tempo real

Água bidestilada



Determinação
de serogrupos



Determinação de serogrupos de D. nodosus

10 serogrupos: 
A-I e M

Diversidade 
antigénica do 

gene fimA

Baseados na 

A-I detetáveis e 
discrimináveis 

Teste de PCR 
multiplex

Variabilidade da 
região terminal-

carboxilo

1 Primer Forward: comum a todos 
os serogrupos.

9 Primers Reverse: específicos para 
cada serogrupo.



Determinação de serogrupos de D. nodosus

Eletroforese em gel 
de agarose

Deteção dos produtos de 
PCR de cada um dos 9 

serogrupos

Bandas de diferentes 
tamanhos

415 283 325 363319 279241 409 189



Métodos de pesquisa e caracterização de 
D. nodosus

Pesquisa de 
D. nodosus

Determinação 
da virulência

Métodos 
bacteriológicos

Métodos 
moleculares

• Coloração Gram
• Culturas

• PCR em tempo real (16S rRNA e rpoD)

Métodos 
bacteriológicos

Métodos 
moleculares

• Teste do Gel de Gelatina
• Teste da Elastase

• PCR em tempo real (aprV2/B2)

Determinação 
de serogrupos

Métodos 
moleculares

• PCR Multiplex (fimA)
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