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RESUMO 

 

 

INFLUÊNCIA DA TEMPERATURA SOBRE A FORMAÇÃO DE BIOFILME E 

NA EXPRESSÃO DO OLIGOPEPTÍDEO PERMEASE DE ISOLADOS DE 

Pasteurella multocida PULMÕES SUÍNOS 

 

A Pasteurella multocida é um importante patógeno envolvida em infecções respiratórias, como rinite 

atrófica e pneumonias suínas, sendo as baixas temperaturas e o biofilme fatores importantes para o 

aumento e cronicidade destas infecções, acarretando em grandes perdas econômicas. O sistema de 

transporte ABC oligopeptídeo permease (opp) é um fator de virulência nutricional importante para a 

captação de peptídeos, que é induzido em baixas temperaturas, no entanto em P. multocida não há 

estudos relacionado a este sistema de transporte. O objetivo deste estudo foi avaliar a influência da 

baixa temperatura na formação de biofilme e na expressão do opp em P. multocida isoladas de 

lesões pneumônicas de suínos. Sete isolados de P. multocida foram selecionados para a indução de 

formação de biofilme em placas, nas condições de 25°C e 37°C, durante 24 e 48 horas. O isolado Pm 

16759, obteve maior formação de biofilme na condição de 25°C durante 24 horas,  e 

aproximadamente o dobro de produção de biofilme na condição de 37°C durante 48 horas de 

incubação. Os níveis de transcritos dos genes oppA1 e oppA4 foram super expressos quando 

submetidos a baixa temperatura (25°C) durante 24 horas. Em 48 horas, o gene oppA1 foi reprimido e 

o oppA4 foi três vezes super expressos a 37°C. No entanto, os genes oppB, oppD e oppF 

apresentaram níveis de transcrição similar a referência de 37˚C, porém reprimido à 25˚C. Concluiu-se 

que a temperatura influenciou a formação de biofilme e os genes oppA1 e oppA4, super expressos 

neste estudo, foram regulados pelo tempo de 24 horas e pela temperatura de 25°C, sugerindo  a 

formação de biofilme em baixas temperaturas. 
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ABSTRACT 

 

 

INFLUENCE OF TEMPERATURE ON BIOFILME FORMATION AND 

EXPRESSION OF OLIGOPEPTIDE PERMEASE OF ISOLATES OF 

Pasteurella multocida SWINE LUNGS  

 

Pasteurella multocida is an important pathogen involving respiratory infections, such as atrophic 

rhinitis and swine pneumonia, with low temperatures and biofilm being important factors for the 

increase and chronicity of these infections, leading to great economic losses. The ABC transport 

system oligopeptide permease (opp) is an important nutritional virulence factor for the uptake of 

peptides, however in P. multocida there is no study related to this transport system. The objective of 

this study was to evaluate the influence of the low temperature on biofilm formation and the 

expression of opp in P. multocida isolated from pneumonic lesions of swine. Seven isolates of P. 

multocida were selected for the induction of biofilm formation in plates at 37 ° C and 25 ° C for 24 and 

48 hours. The isolate Pm 16759 obtained higher biofilm formation at the 25 ° C condition for 24 hours, 

and approximately twice the biofilm production at the 37 ° C condition for 48 hours incubation. The 

transcript levels of oppA1 and oppA4 were overexpressed when subjected to low temperature (25°C) 

for 24 hours. Within 48 hours, oppA1 was repressed and oppA4 was three times more super 

expressed at 37°C. However, oppB, oppD and oppF showed levels of transcription similar to the 

reference of 37 ° C, but with repression at 25 °C. It is concluded that the temperature influences the 

formation of biofilm and the oppA1 and oppA4 genes overexpressed in this study, are regulated by the 

time of 24 hours and by the temperature of 25 °C, and may be associated with biofilm formation at low 

temperatures. 

 

 

Key words: Pasteurella multocida, temperature, biofilm, qRT-PCR, opp. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Pasteurella multocida é um importante patógeno envolvido nas infecções 

respiratórias, como rinite atrófica e pneumonia suínas (LIU et al., 2017). A etiologia 

destas infecções respiratórias não está bem esclarecida, pois a P. multocida pode 

ser um agente primário ou secundário a outras bactérias nestas infecções 

(OLIVEIRA FILHO et al., 2015). 

As mudanças de temperatura predispõem diretamente ao aumento de casos 

de infecções respiratórias em suínos, gerando visíveis perdas econômicas para 

suinocultura (GAO et al., 2016; YU et al., 2015).  Um dos mecanismos da influência 

da baixa temperatura é redução da resposta imune do hospedeiro, já descrito, em 

Moraxella catarrhalis a expressão de genes associados à adesão e produção de 

biofilme (PEARSON et al., 2006).  

O biofilme é um importante fator de sobrevivência e proteção para os 

microrganismos em ambientes hostis, como as que ocorrem por variações de pH e 

de temperatura (NAVES et al., 2008). As infecções causadas por microrganismos 

formadores de biofilmes frequentemente são difíceis de tratar, levando a cronicidade 

das infecções (COSTERTON et al., 1999).  

Vários fatores de virulência em P. multocida têm sido descrita. No entanto não 

há estudos relacionados ao sistema de transporte ABC oligopeptideo permease (YU 

et al., 2014). 

 O sistema de transporte opp caracteriza-se por ser um fator de virulência 

nutricional composto pelos genes oppA, oppB, oppC, oppD e oppF (YU et al., 2014). 

O opp é responsável pela regulação de importantes processos celulares, 

alterando fatores associados à virulência, como adesão à célula hospedeira e 

formação de biofilme, influenciando assim a sobrevivência e patogenicidade 

bacteriana (YU et al., 2014). 
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Tendo em vista que a temperatura do sistema respiratório superior altera de 

acordo com as mudanças de temperatura do ambiente, afetando a expressão gênica 

em bactérias patogênicas (ROUADI et al., 1999; BOREZEE et al., 2000), o objetivo 

deste estudo foi avaliar in vitro a influência da baixa temperatura sobre a formação 

de biofilme e na expressão dos genes opp em amostras de P. multocida isoladas 

pulmões de suínos.  

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

O Brasil durante o 4º trimestre de 2016 foi responsável pela produção de 

938,16 mil toneladas de carne suína, e o estado de Mato Grosso pelo abate de mais 

de 80,33 mil suínos (IBGE, 2017). 

As doenças respiratórias chamadas de Complexo Respiratório dos Suínos 

(CRDS) geram grandes perdas econômicas na suinocultura, tendo sua etiologia 

composta por uma variedade de eventos infecciosos, ambientais, de manejo e 

genético (OPRIESSNIG et al., 2011; SORENSEN et al., 2006).  

Muitos microorganismos estão envolvidos no CRDS, entre eles os agentes 

bacterianos primários nas pneumonias Mycoplasma hyopneumoniae (M. 

hyopneumoniae) e Actinobacillus pleuropneumoniae (A. pleuropneumoniae) 

(FRAILE et al., 2010; FABLET et al., 2012), sendo agravada por outros agentes 

como Streptococcus suis (S. suis), Haemophilus parasuis (H. parasuis), Pasteurella 

multocida (P. multocida) (PIJOAN, 2006; HANSEN, et al., 2010; FABLET et al., 

2012), Vírus da Influenza Suína (SIV), Vírus Reprodutivo e Respiratório dos Suínos 

(PRRSV), Circovírus tipo 2 (PCV-2) e Coronavírus Respiratório (PRCV) 

(SORENSEN, et al., 2006). 

A P. multocida é um patógeno comumente isolado de lesões de pneumonias 

de suínos (FALK et al., 1991, CHOI et al., 2003), atua como agente secundário em 

broncopneumonias, e está associada a pleurites, pericardites, septicemias e 

pneumonias necrohemorrágicas (PORS et al., 2011, PIJOAN e FLUENTES, 1987; 

ONO et al., 2003; CAPPUCCIO et al., 2004). A P. multocida apesar de ser 

considerado um agente secundário em pneumonia enzoótica, há estudos que 

mostram-a como agente primário (HANSEN et al., 2010; OLIVEIRA FILHO et al., 

2015). 
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2.1 Característica etiológica 

A P. multocida é um cocobacilo gram negativo, anaeróbio facultativo, imóvel, 

incapaz de desdobrar uréia e positivo nos testes de oxidase, indol e catalase, 

pertence à família Pasteurellaceae sendo a Pasteurella, o Actinobacillus, e o 

Haemophillus os principais gêneros componentes (PIJOAN, 2006). 

 É um microrganismo que cresce em ágar sangue ovino 5%, porém não tem 

um bom crescimento em ágar MacConkey e não requer o fator X e V para o seu 

crescimento (PIJOAN, 2006). As colônias geralmente apresentam coloração 

acinzentada e brilhante, não hemolíticas e características morfológicas lisas ou 

mucoides, medindo diâmetro de 0,5 a 2.0 µm após 24 horas de incubação e 

superiores a 3.0 µm em períodos de maiores incubação (BIBERSTEIN e HIRSH, 

2003).  

Classificada também de acordo com a cápsula de polissacarídeo, com 

antígenos somáticos e sorotipos capsulares (A, B, D, E e F) sendo os sorotipos A, B, 

D e F detectados em suínos (PIJOAN, 2006). O sorotipo B é considerado o sorotipo 

mais patogênico, no entanto é de ocorrência rara com registros apenas no Sudeste 

da Ásia, China e Índia (PIJOAN, 2006). Dentre os sorotipos somáticos, os sorotipos 

A e D são amplamente disseminados entre os suínos (BOROWSKI et al., 2007).  

 O sorotipo A é o mais frequente associado à pneumonia (PIJOAN, 2006), 

embora, existam trabalhos que demonstrem o aumento no número de isolados do 

sorotipo D (JORDAN et al., 2006; MORES, 2006; PIJOAN, 2006; BOROWSKI, et al., 

2007).  

O sorotipo D era comumente identificado e associado à rinite atrófica 

progressiva. Um fator importante que desencadeia essa doença é a infecção 

concomitante por Bordetella bronchiseptica (BOROWSKI et al., 2007). Na 

classificação baseada em antígenos somáticos foi identificados 16 sorotipos 

somáticos, dos quais os sorotipos 3 e 5 são os mais detectados em suínos (PIJOAN, 

2006; BOROWSKI et al., 2007). As cepas A:3, A:5, D:5 e D:3 são as mais 

prevalentes, respectivamente (PIJON, 2006).  

 

2.2 Patogenia e sinais clínicos 

 

A P. multocida é comensal à mucosa e ao trato respiratório superior dos 

animais (QUINN et al., 2002), sendo isolada da cavidade nasal e das tonsilas dos 
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suínos sadios (PIJOAN, 2006). Entretanto pode causar a pasteurelose pulmonar 

nos suínos, sua patogenia ainda não é completamente esclarecida (PIJOAN, 

2006). 

Os sinais clínicos variam dependendo da patogenicidade da cepa de P. 

multocida e da imunidade do animal infectado, o qual normalmente apresenta 

dispineia, respiração abdominal, hipertermia, tosse e prostação (PIJOAN, 2006;  

BOROWSKI et al., 2007) 

As lesões de P. multocida ocorrem principalmente na cavidade torácica e são 

sobrepostas às lesões causadas por M. Hyopneumoniae quando o animal tem 

infecção concomitante por esses dois agentes.  Ocorre pleurite e abscessos, com 

aderência da pleura à parede torácica. A pleurite geralmente apresenta 

característica não exsudativa, auxiliando na diferenciação da pleurite causada por 

A. pleuropneumoniae (BOROWSKI et al., 2007; OLIVEIRA FILHO et al., 2015). 

 

 

2.3 Fatores de virulência 

 

Os componentes estruturais das bactérias apresentam diferentes funções 

desempenhando papel importante na patogênese, atuando como fatores de 

virulência. Vários componentes microbianos intracelulares e extracelulares atuam 

exclusivamente como fatores de virulência (MADIGAN et al., 2010).  

Os genes que codificam estes fatores subdividem-se em: genes de virulência 

verdadeiro, responsáveis pelos danos celulares provocados; Genes associados a 

virulência, que regulam ou ativam a expressão da classe anterior; E genes 

relacionados a patogênese do microrganismo, que auxiliam na colonização, 

invasão e sobrevivência durante o processo infeccioso (WASSENAAR et al., 2001).  

Em P. multocida diversos fatores de virulência têm sido estudados, como a 

presença de cápsula, o lipopolissacarídeo (LPS), proteínas da membrana externa 

tóxicas (tox A); adesinas, leucotoxinas, enzimas que possam estar envolvidas na 

produção de doenças como a hialuronidase e neuraminidase, aquisição de ferro e 

a formação biofilme (BOYCE et al., 2002; SILVA et al., 2016; MORAES et al., 2014; 

BIBERSTEIN e HIRSH, 2003). 

2.3.1  Biofilme 
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O biofilme microbiano caracteriza se por uma comunidade de bactérias, 

altamente dinâmica que atua de maneira coordenada, adere-se às superfícies 

bióticas e/ou abióticas (sésseis) ou suspensas em solução (planctônicas), cujas 

células podem ou não estar envolvidas por uma matriz de exopolímeros 

(polissacarídeos, proteínas, lipídeos), podendo ser formado a partir de uma ou de 

múltiplas espécies (SCHNEIDER, 2007). 

A adesão bacteriana e a consequente formação de biofilme são causas 

comuns de infecções persistentes (COSTERTON et al., 1999).  

Uma das mais importantes características dos biofilmes bacterianos é a sua 

resistência ao sistema imune do hospedeiro e aos agentes antimicrobianos. 

Bactérias que vivem nessas comunidades são frequentemente de 10 a 1000 

vezes mais tolerantes aos antimicrobianos do que quando na forma planctônica 

(DAVIES et al., 2003), indicando que alguns dos mecanismos envolvidos na 

resistência dos biofilmes aos antimicrobianos diferem dos mecanismos 

responsáveis pela resistência de bactérias planctônicas aos mesmos agentes 

(STEWART et al., 2002).  

 

 

2.3.2 Sistema de transporte oligopeptídeo permease (opp) 

 

O sistema de transporte de oligopeptídeos (Opp) é um transportador do tipo 

ABC (ATP-Binding Cassette) de captação e aquisição de nutrientes, auxiliando as 

bactérias em respostas as mudanças em seu ambiente, mediando funções como 

quorum sensing, esporulação e transporte de ferormônios (WANG et al., 2004). 

Porém sua principal função é o transporte de peptídeos realizado pelas proteínas 

associadas a membrana citoplasmática (HILLES e HIGGINS, 1986; 

NEPOMUCENO et al., 2007).  

Estes sistemas têm sido identificados em diversas bactérias gram-negativas e 

gram-positivas. O sistema Opp foi identificado, sendo codificado por 5 genes oppA, 

oppB, oppC, oppD e oppF, organizado na forma de um operon policistrônico 

(HILLES e HIGGINS, 1986). Assim sendo, a capacidade de captar peptídeos torna-

se, portanto, uma propriedade essencial para a sobrevivência das bactérias em 

diferentes ambientes (PAYNE e GILVARG, 1968; HILLES e HIGGINS, 1986). 
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O sistema Opp, geralmente compreende cinco componentes. As proteínas 

transmembranas integrais OppB e OppC (domínios transmembranas ou domínios 

integrais de membrana), são responsáveis pela formação de um canal através da 

membrana citoplasmática, utilizado para o transporte de peptídeos. As duas 

proteínas de membrana citoplasmáticas OppD e OppF (dominios de ligação 

nucleotídica ou domínios de ligação ao ATP), fornecem energia necessária para o 

transporte dos peptídeos. Por fim, a proteína OppA (SBP – Substrate Binding 

Protein), é uma proteína de ligação ao substrato, responsável pela captação de 

peptídeos do meio externo, e em seguida, transportá-lo ao poro formado pelo 

domínio transmembrana (OppB e OppC). Em bactérias gram-negativas, esta 

proteína encontra-se no espaço periplasmático, enquanto que em bactérias gram-

positivas e uma lipoproteína. Esta proteína liga o substrato peptídico e facilita esta 

captação interagindo e entregando o peptídeo ao complexo OppBCDF (HILLES e 

HIGGINS, 1986; MONNET, 2003). 

Este sistema de transporte desempenha um papel importante na adesão e 

formação do biofilme em Vibrio alginolyticus, e M.catarrhallis, sendo esses fatores 

influenciado pelo choque frio em M. catarrhalis (LIU et al., 2017; JONES e 

MURPHY 2015). 

 

 

2.4 Diagnóstico 

 

O diagnóstico da pasteurelose é baseado nos sinais clínicos, nas lesões 

macroscópicas e do isolamento do agente associando às alterações patológicas ou 

da realização de outros testes de diagnóstico como a detecção por Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR) (BOROWSKI et al., 2007; PIJOAN, 2006; SUN et al., 

2010). 

O diagnóstico diferencial deve ser feito com outros agentes que causam 

lesões semelhantes (CAPPUCCIO et al., 2004) como por A. pleuropneumoniae, M. 

hyopneumoniae, B. bronchiseptica, S. suis, SIV, Arcanobacterium pyogenes, H. 

parasuis e Mycoplasma hyorhinis (BOROWSKI, et al., 2007). 

 

 

2.5 Controle e Tratamento 
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Medidas profiláticas como correções ambientais, melhorias nas práticas de 

manejo, antibiótico terapia e vacinação são ações utilizadas para o controle das 

pasteurellose respiratórias suínas (PIJOAN, 2006). Os antimicrobianos comumente 

administrados são tetracilcinas, ceftiofur, amoxilicina, florfenicol, lincomicina, 

lilmicosina e sulfa-trimetropima (BOROWSKI et al., 2007). A eficácia destes 

agentes antimicrobianos pode variar, dependendo da susceptibilidade do isolado, A 

P. multocida exibe resistência a vários antimicrobianos, devem ser realizados 

antibiogramas antes de instituir o tratamento (PIJOAN, 2006; FURIAN et al., 2016). 

A P. multocida é um importante agente nas infecções, porém ainda não há 

estudos relacionados sobre a influência da temperatura na formação de biofilme e 

na expressão do sistema de transporte oligopeptídeo permease, dessa forma é 

importante compreender os mecanismos de patogênese para orientar o 

desenvolvimento de tratamento e prevenção, tendo em vista que este sistema de 

transporte é um forte candidato a vacina. 

 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Cultivo  

 

Foram selecionados 06 isolados de P. multocida, identificados e classificados 

de suínos com pneumonia no laboratório de Microbiologia Veterinária da 

Universidade Federal de Mato Grosso campus Cuiabá e o isolado Pm 16759, 

sorotipo A, identificado previamente por Oliveira Filho et al. (2015).  

O pré-inoculo foi cultivado em caldo de Infusão de Cérebro e Coração (BHI-

Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido) a 37°C durante 24 horas. 

Posteriormente, 1L do pré-inoculo foi diluído (1:100) em meio  BHI e  foi transferido 

para placas de poliestireno de 96 poços (Sigma-Aldrich Nunc-Immno). Como 

controle negativo foi utilizado apenas o meio BHI. Todas as amostras foram 

realizadas em triplicata e incubada na temperatura de 37°C e 25°C durante 24 e 48 

horas.  

 A quantificação do biofilme foi realizada com corante cristal violeta 1% 

(Naves et al., 2008) obtida leitura da Densidade Optica 600nm, através de 
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espectrofotômetro BioTek®
. Para as diferenças dos níveis da leitura, foi aplicado o 

teste de t-Student admitindo-se como níveis de significância valores de p<0,05. 

3.2 Extração RNA e síntese de cDNA 

O RNA foi extraído das bactérias sésseis do isolado patogênico Pm 16759 

seguindo o protocolo descrito por Sambrook e Russel (2004), tratado com a enzima 

DNAse I (Fermentas™) e posteriormente realizado a síntese da primeira fita de 

cDNA, utilizando 5µL de RNA, a enzima transcriptase reversa Superscript II e primer 

“Random hexamer”(Invitrogen).  

3.3 Transcriptase reverse quantitative polymerase chain reaction (qRT-

PCR) 

Os oligonucleotideos utilizados na técnica de qRT-PCR (Tabela 01), foram 

obtidos a partir do genoma completo da Pasteurella multocida subsp. multocida (Pm 

16759), utilizando os programas Primer 3 plus (http://primer3plus.com/cgi-

bin/dev/primer3plus.cgi), e Integred DNA Technologies 

(IDT)(https://www.idtdna.com/site), e as seqüências comparadas com o GenBank 

(National Center for Biotechnology Information) para confirmação de sua 

especificidade.  

As reações foram realizadas em triplicata contendo, um supermix (SYBR 

Green qPCR mix Applied Biosystems, Foster City, CA), 4 picomol (pmol) de cada 

oligonucleotideo, 20 nanogramas (ng) de cDNA, em um volume final de 20 µL. 

 A transaldolase foi utilizada como gene de controle endógeno e água ultra 

pura como controle negativo. As reações foram realizadas no sistema StepOne real-

time PCR system (Applied Biosystems), nas condições de desnaturação inicial por 

10 minutos a 95ºC, seguido por 40 ciclos a 95ºC por 15 segundos, e 60º C por 60 

segundos. Os níveis de expressão relativa dos transcritos foram calculados 

utilizando o método de 2∆∆Ct (BOOKOUT et al., 2006). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A produção de biofilme não apresentou diferença entre os isolados de P. 

multocida nas condições de indução de formação de biofilme em placa, com 

excessão do isolado Pm 16759,  onde na condição de baixa temperatura (25ºC) e 

durante o tempo de incubação de 24 horas atingiu formação de biofilme (Tabela 2). 

De forma similar, durante o período de 48 horas de indução de biofilme, este mesmo 

isolado produziu mais que o dobro de biofilme, entretanto em temperatura mais 

elevada (37°C) (Tabela 2). 

Considerando os níveis de transcritos à 37˚C durante 24 horas como 

referência, os transcritos de oppA1 e oppA4 foram aproximadamente 30 e 28 vezes 

mais expressos, respectivamente á condição de 25°C, no entanto o oppB, oppD e 

oppF, foram reprimidos pela condição de baixa temperatura (Figura 1),  

corroborando ao estudo realizado em M. Catarrhalis e Listeria Monocitogenes, onde 

a baixa temperatura aumentou consideravelmente os níveis de transcrição do oppA, 

sugerindo que este gene é influenciado por um promotor diferente dos demais 

oligopeptídeos deste sistema de transporte  (JONES e MURPHY, 2015; BOREZEE 

et al., 2000). 

Em 48 horas, oppA1 foi reprimido independente da temperatura, e o oppA4 foi 

três vezes mais expresso à 37°C, mostrando que a transcrição destes genes ocorre 

nas primeiras horas do choque térmico (JONES e MURPHY, 2015; BOREZEE et al., 

2000).  Os genes oppB, oppD e oppF apresentaram níveis de transcrição similar ao 

de referência 37˚C, porém houve repressão deste genes a 25˚C (Figura 1). 

Durante o tempo de 48 horas, foi observado que os níveis de transcrição do 

opp são reprimidos, conforme relatado em M. catarrhalis e Vibrio alginolyticus, os 

níveis de transcrição diminuíram conforme o prolongamento do tempo de incubação 

(JONES e MURPHY, 2015; LIU et al., 2017). 

O gene oppC obteve níveis de transcrição apenas na condição de referência 

37°C, nas demais condições este gene foi reprimido tanto na baixa temperatura de 

25°C, como pelo tempo de incubação de 24 e 48 horas, sugerindo que a transcrição 

deste gene não seja influenciada pela baixa temperatura e pelo tempo de incubação. 
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5 CONCLUSÃO 

Conclui-se que a temperatura influenciou a formação de biofilme no isolado 

de P. multocida de maior patogenicidade deste estudo.  

Os genes oppA1 e oppA4 superexpressos foram regulados pelo tempo de 24 

horas e pela temperatura de 25°C e podem estar associados a formação de 

biofilme em baixas temperaturas. 
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Influência da temperatura sobre a formação de biofilme e na expressão do oligopeptideo 

permease de amostras de Pasteurella multocida isoladas de lesões pneumônicas de suínos 
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- NOTA - 

RESUMO 

A Pasteurella multocida é um importante patógeno envolvida em infecções 

respiratórias, como rinite atrófica e pneumonias suínas, sendo as baixas temperaturas e o 

biofilme fatores importantes para o aumento e cronicidade destas infecções, acarretando em 

grandes perdas econômicas. O sistema de transporte ABC oligopeptídeo permease (opp) é um 

fator de virulência nutricional importante para a captação de peptídeos, que é induzido em 

baixas temperaturas, no entanto em P. multocida não há estudos relacionado a este sistema de 

transporte. O objetivo deste estudo foi avaliar a influência da baixa temperatura na formação 

de biofilme e na expressão do opp em P. multocida isoladas de lesões pneumônicas de suínos. 

Sete isolados de P. multocida foram selecionados para a indução de formação de biofilme em 

placas, nas condições de 25°C e 37°C, durante 24 e 48 horas. O isolado Pm 16759, obteve 

maior formação de biofilme na condição de 25°C durante 24 horas,  e aproximadamente o 

dobro de produção de biofilme na condição de 37°C durante 48 horas de incubação. Os níveis 
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de transcritos dos genes oppA1 e oppA4 foram super expressos quando submetidos a baixa 

temperatura (25°C) durante 24 horas. Em 48 horas, o gene oppA1 foi reprimido e o oppA4 foi 

três vezes super expressos a 37°C. No entanto, os genes oppB, oppD e oppF apresentaram 

níveis de transcrição similar a referência de 37˚C, porém reprimido à 25˚C. Concluiu-se que a 

temperatura influenciou a formação de biofilme e os genes oppA1 e oppA4, super expressos 

neste estudo, foram regulados pelo tempo de 24 horas e pela temperatura de 25°C, sugerindo  

a formação de biofilme em baixas temperaturas. 

Palavras-chave: Pasteurella multocida, temperatura, biofilme, qRT-PCR, opp. 

 

ABSTRACT 

Pasteurella multocida is an important pathogen involving respiratory infections, 

such as atrophic rhinitis and swine pneumonia, with low temperatures and biofilm being 

important factors for the increase and chronicity of these infections, leading to great economic 

losses. The ABC transport system oligopeptide permease (opp) is an important nutritional 

virulence factor for the uptake of peptides, however in P. multocida there is no study related 

to this transport system. The objective of this study was to evaluate the influence of the low 

temperature on biofilm formation and the expression of opp in P. multocida isolated from 

pneumonic lesions of swine. Seven isolates of P. multocida were selected for the induction of 

biofilm formation in plates at 37 ° C and 25 ° C for 24 and 48 hours. The isolate Pm 16759 

obtained higher biofilm formation at the 25 ° C condition for 24 hours, and approximately 

twice the biofilm production at the 37 ° C condition for 48 hours incubation. The transcript 

levels of oppA1 and oppA4 were overexpressed when subjected to low temperature (25°C) for 

24 hours. Within 48 hours, oppA1 was repressed and oppA4 was three times more super 

expressed at 37 °C. However, oppB, oppD and oppF showed levels of transcription similar to 
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the reference of  37 ° C, but with repression at 25 ° C. It is concluded that the temperature 

influences the formation of biofilm and the oppA1 and oppA4 genes overexpressed in this 

study, are regulated by the time of 24 hours and by the temperature of 25 ° C, and may be 

associated with biofilm formation at low temperatures. 

 

Key words: Pasteurella multocida, temperature, biofilm, qRT-PCR, opp. 

 

A Pasteurella multocida é importante patógeno envolvidonasinfecções respiratórias, 

como rinite atrófica e pneumonia suínas (LIU et al., 2017). A etiologia destas infecções 

respiratórias ainda é complexa,onde a P. multocida pode ser um agente primário ou 

secundário a outras bactérias nestas infecções (OLIVEIRA FILHO et al., 2015; KICH et al., 

2007). 

As mudanças de temperatura predispõem diretamente ao aumento de casos de infecções 

respiratórias em crianças e, em suínos, gerando visíveis perdas econômicas para suinocultura 

(GAO et al., 2016; YU et al., 2015).  Um dos mecanismos da influência da baixa temperatura 

é redução da resposta imune do hospedeiro, já descrito em M. catarrhalis a expressão de 

genes associados a adesão e produção de biofilme (PEARSON et al., 2006). O biofilme é um 

importante fator de sobrevivência e proteção para os microorganismos em ambientes hostis, 

com variações de pH e de temperatura (NAVES et al., 2008). As infecções causadas por 

micoorganismos formadores de biofilmes freqüentemente são difíceis de tratar, levando a 

cronicidade das infecções (COSTERTON et al., 1999).  

Vários fatores de virulência em P. multocida tem sido descritos, no entanto não há 

estudos relacionados ao sistema de transporte ABC oligopeptideo permease, um fator de 
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virulência nutricional,composto pelos genes oppA, oppB, oppC, oppD e oppF, responsáveis 

pela regulação de importantes processos celulares, alterando fatores associados à virulência, 

como adesão à célula hospedeira, formação de biofilme, influenciando a sobrevivência e 

patogenicidade bacteriana (YU et al., 2014). 

Tendo em vista que a temperatura do sistema respiratório superior altera de acordo 

com as mudanças de temperatura do ambiente, afetando a expressão gênica em bactérias 

patogênicas (ROUADI et al., 1999; BOREZEE et al., 2000), o objetivo deste estudo foi 

avaliar in vitro a influência da baixa temperatura sobre a formação de biofilme e na expressão 

dos oligopeptideos permease em amostras de P. multocida isoladas de lesões pneumônicas de 

pulmões suínos.  

Foram selecionados 06 isolados de P. multocida, identificados e classificados de 

suínos com pneumonia no laboratório de Microbiologia Veterinária da Universidade Federal 

de Mato Grosso campus Cuiabá e o isolado Pm 16759, sorotipo A, identificado previamente 

porOliveira Filho et al. (2015).  

O pré-inoculo foi cultivado em caldo de Infusão de Cérebro e Coração (BHI-Oxoid, 

Basingstoke, Hampshire, Reino Unido) a 37°C durante 24 horas. Posteriormente, 1L do pré-

inoculo foi diluído (1:100) em meio  BHI e  foi transferido para placas de poliestireno de 96 

poços (Sigma-Aldrich Nunc-Immno). Como controle negativo foi utilizado apenas o meio 

BHI. Todas as amostras foram realizadas em triplicata e incubada na temperatura de 37°C e 

25°C durante 24 e 48 horas.  

 A quantificação do biofilme foi realizada com corante cristal violeta 1% (Naves et 

al., 2008) e sua quantificação foi obtida por meio da leitura da densidade óptica (600nm), 

aferidas em espectrofotômetro BioTek
®

. Para as diferenças dos níveis da leitura, foi aplicado o 

teste de t-Student admitindo-se como níveis de significância valores de p<0,05. 
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Para análise de qRT-PCR, o RNA foi extraído das bactérias sésseis do isolado 

patogênico  Pm 16759, seguindo o protocolo descrito por Sambrook e Russel (2004), tratado 

com a enzima DNAse I (Fermentas™), para remoção do DNA ribossomal. E posteriormente 

realizou-se a síntese da primeira fita de cDNA, utilizando 5µl de RNA, a enzima transcriptase 

reversa Superscript II e primer “Random hexamer”(Invitrogen). 

Os oligonucleotideos utilizados na técnica de qRT-PCR (Tabela 01), foram obtidos a 

partir do genoma completo da Pasteurella multocida subsp. multocida (Pm 16759), 

utilizando os programas Primer 3 plus (http://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi), 

e Integred DNA Technologies (IDT)(https://www.idtdna.com/site), e as seqüências 

comparadas com o GenBank (National Center for Biotechnology Information) para 

confirmação de sua especificidade.  

As reações foram realizadas em triplicata para cada amostra contendo, um supermix 

(SYBR Green qPCR mix Applied Biosystems, Foster City, CA), 4 picomol (pmol) de cada 

oligonucleotideo, 20 nanogramas (ng) de cDNA, em um volume final de 20 µL. 

A transaldolase foi utilizada como gene de controle endógeno e água ultra pura 

como controle negativo. As reações foram realizada no sistema StepOne real-time PCR 

system (Applied Biosystems), nas condições de desnaturação inicial por 10 minutos a 95ºC, 

seguido por 40 ciclos a 95ºC por 15 segundos, e 60º C por 60 segundos. Os níveis de 

expressão relativa dos transcritos foram calculados utilizando o método de 2
∆∆Ct

 (BOOKOUT 

et al., 2006). 

A produção de biofilme não apresentou diferença entre os isolados de P. multocida 

nas condições de indução de formação de biofilme em placa, com excessão do isolado Pm 

16759,  onde na condição de baixa temperatura (25ºC) e durante o tempo de incubação de 24 

horas atingiu formação de biofilme (Tabela 2). De forma similar, durante o período de 48 
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horas de indução de biofilme, este mesmo isolado produziu mais que o dobro de biofilme, 

entretanto em temperatura mais elevada (37°C) (Tabela 2). 

Considerando os níveis de transcritos à 37˚C durante 24 horas como referência, os 

transcritos dos genes oppA1 e oppA4 foram aproximadamente 30 e 28 vezes mais expressos, 

respectivamente á condição de 25°C, no entanto os genses oppB, oppD e oppF, foram 

reprimidos pela condição de baixa temperatura (Figura 1),  corroborando ao estudo realizado 

em M. Catarrhalis e Listeria monocitogenes onde a baixa temperatura aumentou 

consideravelmente os níveis de transcrição do oppA, sugerindo que este seja é influenciado 

por um promotor diferente dos demais oligopeptideos deste sistema de transporte  (JONES et 

al., 2015; BOREZEE et al., 2000). 

Em 48 horas, o gene oppA1 foi reprimido independente da temperatura, e o oppA4 

foi três vezes mais expresso à 37°C, mostrando que a transcrição destes genes ocorreu nas 

primeiras horas do choque térmico (JONES MURPHY et al., 2015; BOREZEE et al., 2000).  

Os genes oppB, oppD e oppF apresentaram níveis de transcrição similar ao de referência 37˚C 

porém houve repressão deste genes a 25˚C (Figura 1). 

Durante o tempo de 48 horas, foi observado que os níveis de transcrição do opp 

foram reprimidos, conforme relatado em M. catarrhalis e Vibrio alginolyticus, onde os níveis 

de transcrição diminuíram conforme o prolongamento do tempo de incubação (JONES et al., 

2015; LIU et al., 2017). 

O gene oppC obteve níveis de transcrição apenas na condição de referência 37°C, 

nas demais condições este gene foi reprimido tanto na baixa temperatura de 25°C, como pelo 

tempo de incubação de 24 e 48 horas, sugerindo que a transcrição deste gene não é 

influenciada pela baixa temperatura e pelo tempo de incubação.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murphy%20TF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26099587
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Concluiu-se que a temperatura influenciou a formação de biofilme no isolado de P. 

multocida de maior patogenicidade deste estudo.  

Os genes oppA1 e oppA4 superexpressos foram regulados pelo tempo de 24 horas e 

pela temperatura de 25°C e podem estar associados a formação de biofilme em baixas 

temperaturas. 
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Tabela 1- Seqüências dos oligonucleotideos utilizados nas reações de qRT-PCR e gene de 

controle endógeno. 

 

Gene de controle endógeno*  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5’CGG TGA CAA ATG GAC AGA TG3’  
5’GGT AAA GCG TGG TTG GTG AT3’ 
5’TTC TGA TTT GGC TTG GGA AC3’  
5’CCA ACC GGA ACG TAT CAA TT3’ 

5’CCG TCA ATC AGC TCG TAT CA3’ 
5’ACA ACA AAG CTG GGA ATG AC3’ 

5’TGC TAG AAG CGG TGA CAG AA3’ 
5’TCG AAA TTG CAC CAA ATT CA3’ 
5’TTG CAT AAA GGC ATG GAT CA3’  
5’GAG TTT CGG ACG GCA AAG TA3’ 

5’ACGGTTGTTGTCGCAGATA3’ 
 5’GGCGTGGACAATCACTTTTT3’ 

oppC 

oppD 

Gene Oligonucleotídeos 

Transaldolase* 

oppA1 

oppA4 

oppB 
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Tabela 2. Resultados dos níveis da leitura da OD600 na formação de biofilme em isolados de 

P. multocida entre as condições de cultivos 37°C e 25°C durante 24 horas e 37°C e 25°C 

durante 48 horas.  

 

Os valores que demonstram os resultados que obtiveram diferenças estatísticas* 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostras Média Desvio Padrão Média Desvio Padrão P value 

M1684/16 24H 0.09044444 0.002268953 0.08577778 0.002775555 0.0872 
M1684/16 48H 0.09522222 0.01422179 0.08300000 0.01244097 0.325 
M1755/16 24H 0.08666667 0.004055175 0.08511111 0.001503083 0.567 
M1755/16 48H 0.08844444 0.010335125 0.07611111 0.002834967 0.117 
M1896/16 24H 0.09422222 0.003421068 0.09366667 0.007172478 0.909 
M1896/16 48H 0.09377778 0.014284153 0.08088889 0.003948746 0.206 
M1581/16 24H 0.09511111 0.012544735 0.08900000 0.004333333 0.47 
M1581/16 48H 0.09622222 0.01865575 0.07977778 0.01804111 0.334 
M1750/16 24H 0.09433333 0.010203485 0.09522222 0.005872093 0.902 
M1750/16 48H 0.08188889 0.002714843 0.07888889 0.004438885 0.374 
M1901/16 24H 0.09266667 0.003756476 0.09388889 0.005984548 0.779 
M1901/16 48H 0.11400000 0.041101500 0.08388889 0.004438885 0.276 
M652/16 24h 0.08733333 0.002516611 0.09522222* 0.002545875 0.0188* 
M652/16 48h 0.22511111* 0.05655119 0.09255556 0.01282503 0.0167* 

37°C 25°C 
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Figura 1. Expressão relativa dos genes oppA1, oppA4, oppB, oppD, oppF e oppC  de P. 

multocida (Pm 16759) submetidos a qRT-PCR nas condições de tratamentos 37°C e 25°C 

durante 24 horas, 37°C e 25°C durante 48 horas. 

 

 

 

 

 

 

 


