
26/10/2010

1

Sibele Borsuk
sibele@ufpel.tche.br / sibeleborsuk@gmail.com

Marcadores moleculares e Marcadores moleculares e 
Técnicas de C. MolecularTécnicas de C. Molecular

EVOLUÇÃO DOS GENOMAS, DNA É INSTÁVELEVOLUÇÃO DOS GENOMAS, DNA É INSTÁVEL

Elementos Moveis e seqüências repetidas de DNA

Mudaram a idéia de que os genomas  são unidades estáticas

TransposonTransposon/ seqüência de inserção / seqüência de inserção SNPs, STRsSNPs, STRs

Caracterização Caracterização MolecularMolecular

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

A correta identificação e caracterização de microrganismos é
de extrema importância prática em:

• Diagnóstico - Terapia 

• Epidemiologia – Rastreabilidade

• Biotecnologia 

••VacinologiaVacinologia

•Estudos de Filogenia e evolução

INTRODUÇÃO

Caracterização Caracterização MolecularMolecular
Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

•• Métodos tradicionais usados na discriminação de microrganismos:Métodos tradicionais usados na discriminação de microrganismos:

• Fenotípicos:

• Testes bioquímicos

• Testes sorológicos

• Testes com bacteriófagos

• Microscopia eletrônica - morfologia
• Genotípicos: 

• Testes baseados no DNA e RNA

Caracterização Caracterização MolecularMolecular
Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

TrypanossomaTrypanossoma cruzicruzi

Caracterização Molecular de Parasitas Caracterização Molecular de Parasitas 

IsoenzimasIsoenzimas

Desvantagens

- tempo

- laborioso

- interpretação

- depende da fase de desenvolvimento

- padronização (antisoros)

- sensibilidade e especificidade

Métodos Fenotípicos

Caracterização Caracterização MolecularMolecular
Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares
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Marcadores molecularesMarcadores moleculares

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

DNA RepetitivoDNA Repetitivo

•• MicrosatelitesMicrosatelites ouou SimpleSimple SequenceSequence RepeatsRepeats ((SSRsSSRs))
–– MonoMono--,, didi--,, tritri-- andand tetratetra--nucleotideosnucleotideos repetidosrepetidos

•• MinisatellitesMinisatellites oror ShortShort TandemTandem RepeatsRepeats ((STRsSTRs))
–– 55--1010 bpbp repertidosrepertidos

•• VariableVariable NumberNumber ofof TandemTandem RepeatsRepeats ((VNTRsVNTRs))
–– 1414--100100 bpbp repertidosrepertidos

Marcadores molecularesMarcadores moleculares

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

•• GenesGenes NuclearesNucleares

•• SequenciasSequencias dede InserçãoInserção (IS)(IS)

•• SNPsSNPs ((SSingle Nucleotide Polymorphism)

Marcadores molecularesMarcadores moleculares

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

Microsatélites

CACACACACACACACACACACACACACACACACAC
DinucleotideosDinucleotideos

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

(CA) n (AG) n (AT)n

Microsatélites

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

(TC)15
(AG)14

A taxa de mutação dos microssatélites:
10-6 a 10-2 por geração

A taxa de mutação dos microssatélites:
10-6 a 10-2 por geração

Microsatelites

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares
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Minisatelites

atcgtactactagatTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGttagggatcgctagc

TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG

TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG

TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG

Primer 1

Primer 2

A

B

C

A       B        C

HexanucleotídeosHexanucleotídeos

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

Variable Number of Tandem RepeatsVariable Number of Tandem Repeats

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

Variable Number of Tandem Repeats Variable Number of Tandem Repeats 
((VNTRsVNTRs))

MinisatellitesMinisatellites or Short Tandem Repeats or Short Tandem Repeats 
((STRsSTRs))Sequencias de Inserção

• São sequencias pequenas, em torno de 1Kb
• Possuem genes para transposição nos genomas

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

SNP

•• PolimorfismosPolimorfismos porpor substituiçãosubstituição dede umum nucleotídeonucleotídeo
•• GrandeGrande densidade,densidade, 1212 xx1010 66 lociloci

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

BactériasBactérias

Caracterização Molecular de BactériasCaracterização Molecular de Bactérias

•• Regiões PGRSRegiões PGRS

•• DNA repetitivoDNA repetitivo-- SSR,IS, VNTRSSR,IS, VNTR

•• 16S16S--ITSITS

•• MLSTMLST
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MycobacteriumMycobacterium tuberculosistuberculosis

Caracterização Molecular de BactériasCaracterização Molecular de Bactérias

•Mycobacterium tuberculosis H37Rv

•Sequenciada em 1998

•Regiões PGRS

•DNA repetitivo –IS (56)

•SNPs

••IS6110IS6110--RFLPRFLP

••SpoligotypingSpoligotyping

••MIRUMIRU--VNTRVNTR

MycobacteriumMycobacterium tuberculosistuberculosis

Caracterização Molecular de BactériasCaracterização Molecular de Bactérias

••IS6110IS6110--RFLPRFLP
RestrictionRestriction FragmentFragment LengthLength PolymorphismPolymorphism

•• Estão  presentes em posição e numero variável no genomaEstão  presentes em posição e numero variável no genoma

SondaSonda

MycobacteriumMycobacterium tuberculosistuberculosis

Caracterização Molecular de Bactérias  Caracterização Molecular de Bactérias  

MIRUMIRU--VNTRVNTR
MMycobacterial ycobacterial IInterspersednterspersed RRepetitiveepetitive--UUnitnit--VVariableariable--NNumberumber TTandemandem--RRepeatepeat

MycobacteriumMycobacterium tuberculosistuberculosis

Caracterização Molecular de Bactérias Caracterização Molecular de Bactérias 

MIRUMIRU--VNTRVNTR
12  Unidades Repetidas Independentes12  Unidades Repetidas Independentes

Streptococcus pneumoniae

Caracterização Molecular de BactériasCaracterização Molecular de Bactérias

••Um dos agentes causadores da meningite bacterianaUm dos agentes causadores da meningite bacteriana

•90 sorotipos (14,6,18,19,23,49,7,1 e 3)

•Genoma com 2.1Mb

•Alvos 16S-23S-ITS, ply, lyt, psaA, pbp2b, pbp1A

•5 % do genoma com IS

•SNPs

Ribotipagem

TrypanossomaTrypanossoma cruzicruzi

Caracterização Molecular de ParasitasCaracterização Molecular de Parasitas

•• Genoma entre 106,4 e 110,7 Genoma entre 106,4 e 110,7 MbMb

•• Diplóide Diplóide –– 41 pares de cromossomos41 pares de cromossomos

•• 50% do genoma DNA repetitivo50% do genoma DNA repetitivo

••RetrotransposonsRetrotransposons

••Proteínas de superfície (MASP, gp63...)Proteínas de superfície (MASP, gp63...)

•• DNA do DNA do cinetoplastocinetoplasto ((kDNAkDNA))

•• VNTRVNTR
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TrypanossomaTrypanossoma cruzicruzi

Caracterização Molecular de ParasitasCaracterização Molecular de Parasitas

A.C.J.A.C.J., , etet al. al. ActaActa Trop. (2010)Trop. (2010)

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

• Região 3’ do domínio 24Sα do gene do
rRNA
• Gene que codifica para a subunidade 2
da oxidase citocromo mitocondrial (COII)

•Microssatelites (SCLE10, SCLE11, MCLF10-
locus de repetição CA(n) e TcTAT20,
TcAAT8, TcAAAT6)

TrypanossomaTrypanossoma cruzicruzi

Caracterização Molecular de Parasitas Caracterização Molecular de Parasitas 

TrypanossomaTrypanossoma cruzicruzi

Caracterização Molecular de ParasitasCaracterização Molecular de Parasitas

TrypanossomaTrypanossoma cruzicruzi

Caracterização Molecular de ParasitasCaracterização Molecular de Parasitas

Amplificação de microssatélites (PCR)

AA AB AC BB BC CC

alelo A

alelo B

alelo C

TrypanossomaTrypanossoma cruzicruzi

Caracterização Molecular de Parasitas em Saúde Publica Caracterização Molecular de Parasitas em Saúde Publica 

24Sα do gene do 24Sα do gene do rRNArRNA

Fig. 2: The ITS 1 separates the coding region of the 18S subunit and the 5.8 S 
rDNA, and the ITS2 separates 5.8 S rDNA sequences from the 24S rDNA. rDNA
typing is performed using primers D71 and D72 that amplifies a dimorphic 
region at the 3' end of the 24Sa rRNA gene. 

TrypanossomaTrypanossoma cruzicruzi

Caracterização Molecular de Parasitas Caracterização Molecular de Parasitas 

IsoenzimasIsoenzimas
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Caracterização Molecular de ParasitasCaracterização Molecular de Parasitas

Toxoplasma gondii

••Possui   genoma de 78 Possui   genoma de 78 MbMb

••11 cromossomos11 cromossomos

••Famílias de elementos repetitivosFamílias de elementos repetitivos

••ABGTgABGTg ou TGRou TGR

••TgIRETgIRE

••rRNArRNA

••SAGSAG

••GRAGRA

••SNPsSNPs

Caracterização Molecular de ParasitasCaracterização Molecular de Parasitas

Toxoplasma gondii

Howe et al.J Clin Microbiol, 1997, p. 1411±1414

SAG2 locus SAG2- encoding
tachyzoite surface antigen
p22

PCR-RFLP

Caracterização Molecular de ParasitasCaracterização Molecular de Parasitas

Toxoplasma gondii

A. Fazaeli et al. / International Journal for Parasitology 30 (2000) 637±642

PCR-RFLP
GRA6

Caracterização Molecular de ParasitasCaracterização Molecular de Parasitas

Toxoplasma gondii

I.M.R. Ferreira et al. / Exper Paras. 118 (2008) 221–227

PCRPCR--RFLP e sequenciamentoRFLP e sequenciamento
(5’SAG2, 30(5’SAG2, 30--SAG2, SAG3 and GRA6)SAG2, SAG3 and GRA6)

Caracterização Molecular de ParasitasCaracterização Molecular de Parasitas

Toxoplasma gondii

I.M.R. Ferreira et al. / Exper Paras. 118 (2008) 221–227

PCRPCR--RFLP e sequenciamentoRFLP e sequenciamento

GRA6

SAG3

5’SAG2

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

Caracterização Molecular de VírusCaracterização Molecular de Vírus

Ex: O Ex: O genomagenoma do HIVdo HIVEx: O Ex: O genomagenoma do HIVdo HIV

••TrêsTrês genes genes estruturaisestruturais

••Sequencias Sequencias repetitivasrepetitivas regulatóriasregulatórias (LTRs)(LTRs)

••Genes Genes regulatóriosregulatórios ((nãonão empacotadosempacotados no no virionvirion))
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Caracterização Molecular de Vírus em Saúde Publica Caracterização Molecular de Vírus em Saúde Publica 

Caracterização Caracterização MolecularMolecular

Genes ConservadosITRs ITRs

191 Kpb / 263 genes

Genes essenciais –
polipeptídeos estruturais e
enzimas envolvidas no
metabolismo da DNA

Variáveis - Genes não-
essenciais – interação
com o hospedeiro e
virulência

Caracterização Molecular de Vírus em Saúde Publica Caracterização Molecular de Vírus em Saúde Publica 

Caracterização Caracterização MolecularMolecular

Alvos Alvos 

••Genes EstruturaisGenes Estruturais

••Regiões Regiões LTRLTR (Long Terminal Repeat) 

••ITRsITRs

••SNPsSNPs

Vírus Hepatite BVírus Hepatite B

Caracterização Molecular de Vírus em Saúde Publica Caracterização Molecular de Vírus em Saúde Publica 

• Genoma de 3.2kb
• 4 genes ( C, S, P, X)
•• 99 SorotiposSorotipos: awy1, awy2,
awy3, awy4, ayr, adw2,
adw4, adrq-, adrq+
• 8 genótipos (A-H) No
Brasil : A, D e F

Vírus Hepatite BVírus Hepatite B

Caracterização Molecular de VírusCaracterização Molecular de Vírus

••Alvos  Alvos  -- Genes C e S Genes C e S 
-- SNPsSNPs

Vírus Hepatite BVírus Hepatite B

Caracterização Molecular de VírusCaracterização Molecular de Vírus

••Determinação de mutaçõesDeterminação de mutações
•• S e CS e C
••PCR e PCR e DigestãoDigestão AvaIIAvaII and and MspIMspI

M. A. Aslam et al. Arch Virol (2008) 153: 163–170

Papilomavírus HumanoPapilomavírus Humano

Caracterização Molecular de VírusCaracterização Molecular de Vírus

•Família Papillomaviridae

•DNA fita dupla circular

•Genoma 7.9Kb

•Mais de 120 tipos

•Tipo 16 presente em 60-70%

dos carcinomas

•Proteínas E6 ou E7

•LR (6, 11, 42, 43, 44)

•HR (16, 18....)
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Papilomavírus HumanoPapilomavírus Humano

Caracterização Molecular de VírusCaracterização Molecular de Vírus

•Proteínas E6 ou E7

Papilomavírus HumanoPapilomavírus Humano

Caracterização Molecular de VírusCaracterização Molecular de Vírus

T. Sasagawa et al. : Virus Research 67 (2000) 127±139

PCRPCR--RFLPRFLP
Alvo E7Alvo E7

Papilomavírus HumanoPapilomavírus Humano

Caracterização Molecular de VírusCaracterização Molecular de Vírus

T. Sasagawa et al. : Virus Research 67 (2000) 127±139

PCRPCR--RFLPRFLP

Papilomavírus HumanoPapilomavírus Humano

Caracterização Molecular de VírusCaracterização Molecular de Vírus

T. Sasagawa et al. : Virus Research 67 (2000) 127±139

PCRPCR--RFLPRFLP

Técnicas moleculares

Caracterização MolecularCaracterização Molecular

RFLP - restriction fragment length polymorphism DNA
RAPD - random amplified polymorphic DNA
CAPS - cleveaded amplified fragment sequence
SSR - Simple Sequence Repeat / Microssatélites
AFLP - amplifided fragment length polymorphismic DNA
SNP - single nucleotide polymorphisms

As diferentes classes de marcadores moleculares podem diferir com
respeito a características importantes como:

abundância genômica
nível de polimorfismo detectado
especificidade dos locos
reprodutibilidade
labor

• RFLP
• VNTR (minissatélite)
• RAPD
• PCR-específico - SSR, ISSR, CAPS
• MLST
• AFLP
• SNPs

Marcadores Moleculares

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares
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RFLP RFLP propostoproposto porpor Botstein et Botstein et al.al. (1980)(1980)
descritodescrito parapara humanoshumanos

PCR PCR propostoproposto porpor Mullis & Mullis & FaloonaFaloona (1987)(1987)

VNTR VNTR porpor Jeffrey (1987)Jeffrey (1987)

RAPD RAPD porpor RafalskiRafalski et al.et al. (1990)(1990)

Marcadores Moleculares- Histórico 

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

Marcadores Moleculares- Histórico

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

SSR SSR emem plantasplantas porpor AkkayaAkkaya et al.et al. (1992)(1992)

AFLP AFLP porpor ZabeauZabeau & & VosVos (1993)(1993)

CAPS CAPS porpor KoniecznyKonieczny & & AusubelAusubel (1993)(1993)

SNPs SNPs emem Arabidopsis Arabidopsis popo Cho Cho et al.et al. (1999) (1999) --

• Métodos sem uso de PCR
• RFLP

• Métodos com uso de PCR
– PCR com primers arbitrários

• RAPD, AP-PCR, DAF (DNA amplification fingerprint), 
• AFLP;
• ISSR

– PCR sítio-específico
• CAPS, SCAR
• SSRs (microssatélites)

Marcadores Moleculares- Tipo de Técnica

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

• Seqüência de poucas cópias - codificante
• RFLP

• Seqüência com cópias repetidas
• VNTR
• SSRs (microssatélites) 
• ISSR

• Seqüência com número de cópias indefinido 
• RAPD, AP-PCR, DAF
• AFLP
• CAPS, SCAR

Marcadores Moleculares- N° de Cópias

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

••Baseados em PCRBaseados em PCR

••Baseado em Hibridização de Ácidos NucléicosBaseado em Hibridização de Ácidos Nucléicos

••Baseado no sequenciamento de Ácidos NucléicosBaseado no sequenciamento de Ácidos Nucléicos

Técnicas de Caracterização MolecularTécnicas de Caracterização Molecular

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

RAPDsRAPDs ((RandomlyRandomly AmplifiedAmplified PolymorphicPolymorphic DNA)DNA)

ALFP (AALFP (Amplifidmplifid FragmentFragment LengthLength PolymorphismsPolymorphisms))

SSRSSR--PCR (Short PCR (Short SequenceSequence RepeatsRepeats PCR)PCR)

PCRPCR--RFLPRFLP

MLSTMLST-- MMultiulti LLocusocus SSequenceequence TTypingyping

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

Caracterização Molecular baseada em PCR Caracterização Molecular baseada em PCR 
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••UtilizaUtiliza primersprimers pequenospequenos ((1010bp)bp) parapara amplificaramplificar
randomicamenterandomicamente fragmentosfragmentos dede DNADNA

••BaixaBaixa TmTm

••NaNa haha aa necessidadenecessidade dede informaçõesinformações sobresobre oo genomagenoma aa
serser amplificadoamplificado

•• RequerRequer pelopelo menosmenos 1010 primersprimers

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

RAPDsRAPDs ( ( RandomlyRandomly AmplifiedAmplified PolymorphicPolymorphic DNA)DNA)

5´GGTGCGGGAA 3´
5’ GGTGCGGGAA 3´
5´GTTTCGCTCC 3´
5´GTAGACCCGT 3´
5´AAGAGCCCGT 3´

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

RAPDsRAPDs ( ( RandomlyRandomly AmplifiedAmplified PolymorphicPolymorphic DNA)DNA)

PrincípioPrincípio

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

RAPDsRAPDs ( ( RandomlyRandomly AmplifiedAmplified PolymorphicPolymorphic DNA)DNA)

Para cada banda- escore = presença/ ausência da bandapresença/ ausência da banda

* ** *

• Marcadores RAPD são anônimos

• Dados binários (presença x ausência)

• Problemas de co-migração

– mesma banda, mesmo fragmento?

– uma banda, um fragmento?

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

RAPDsRAPDs ( ( RandomlyRandomly AmplifiedAmplified PolymorphicPolymorphic DNA)DNA)

••11-- Digestão do DNA total com enzimas de restriçãoDigestão do DNA total com enzimas de restrição

••22--Ligação de adaptadores Ligação de adaptadores sitiositio--especificosespecificos

••33-- PréPré--PCR de alguns fragmentosPCR de alguns fragmentos

••44-- PCRPCR

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

AFLP AFLP (A(Amplifidmplifid FragmentFragment LengthLength PolymorphismsPolymorphisms))

Procedimento  dividido em 4 etapas:Procedimento  dividido em 4 etapas:

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

AFLP AFLP (A(Amplifidmplifid FragmentFragment LengthLength PolymorphismsPolymorphisms))

PrincípioPrincípio
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Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

AFLP AFLP (A(Amplifidmplifid FragmentFragment LengthLength PolymorphismsPolymorphisms)) AFLP AFLP (A(Amplifidmplifid FragmentFragment LengthLength PolymorphismsPolymorphisms))

••Eletroforese em gel de Eletroforese em gel de poliacrilamidapoliacrilamida

••Coloração com prataColoração com prata

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

PCR – Digestão
CAPS - cleveaded amplified fragment sequence

PCRPCR--RFLPRFLP

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

MLSTMLST-- MMultiulti LLocusocus SSequenceequence TTypingyping

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

400 a 500 pb

MLSTMLST-- MMultiulti LLocusocus SSequenceequence TTypingyping

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares
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PFGE (Pulsed Field Gel PFGE (Pulsed Field Gel EletrophoresisEletrophoresis))

EquipamentoEquipamento

••DNA  e digerido com enzimas de restriçãoDNA  e digerido com enzimas de restrição

••EletroforeseEletroforese

Eletroforese em Campo PulsadoEletroforese em Campo Pulsado

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

PrincípioPrincípio

PFGE (Pulsed Field Gel PFGE (Pulsed Field Gel EletrophoresisEletrophoresis))

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

PFGE (Pulsed Field Gel PFGE (Pulsed Field Gel EletrophoresisEletrophoresis))

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

(RFLP) (RFLP) RestrictionRestriction FragmentFragment LengthLength PolymorphismsPolymorphisms

(RH) Hibridização reversa(RH) Hibridização reversa

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

Caracterização Molecular baseada em Caracterização Molecular baseada em 
Hibridização Hibridização 

•1-Digestão com enzimas de restrição

•2-Eletroforese em gel de agarose

•3-Transferência para uma membrana de nylon

•4-Hibridização com sonda de DNA

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

RFLPRFLP

Análise de restrição de fragmentos polimórficos Análise de restrição de fragmentos polimórficos 

Procedimento  dividido em 4 etapas:Procedimento  dividido em 4 etapas:
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Baseado na técnica de Southern blot

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

RFLPRFLP

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

RFLPRFLP

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

RFLPRFLP-- ResultadoResultado Hibridização ReversaHibridização Reversa

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

SpoligotypingSpoligotyping

PCRPCR-- Dra 5′-GGTTTTGGGTCTGACGAC-3′  
Drb 5′-CCGAGAGGGGACGGAAAC-3′

Hibridização ReversaHibridização Reversa

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

SpoligotypingSpoligotyping --baseado em PCRbaseado em PCR
Hibridização ReversaHibridização Reversa

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

•• AtualmenteAtualmente 9494 diferentesdiferentes espaçadoresespaçadores foramforam identificadosidentificados
•• 4343 espaçadoresespaçadores ((3535 aa 4141 pbpb)) sãosão utilizadosutilizados parapara aa diferenciaçãodiferenciação dede
MCTMCT
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MycobacteriumMycobacterium tuberculosistuberculosis

Caracterização Molecular de Bactérias em Saúde Publica Caracterização Molecular de Bactérias em Saúde Publica 

SpoligoDatabaseSpoligoDatabase

http://www.pasteur-guadeloupe.fr/tb/bd_myco.html

MycobacteriumMycobacterium tuberculosistuberculosis

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

SpoligoDatabaseSpoligoDatabase

http://www.pasteur-guadeloupe.fr/tb/bd_myco.html

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

Hibridização ReversaHibridização Reversa Hibridização reversa

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

••Sonda esta numa membranaSonda esta numa membrana
••DNA  do patógeno e utilizado para hibridizar a sondaDNA  do patógeno e utilizado para hibridizar a sonda

DNA/RNA viral

SNPs

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

Single Nucleotide Polymorphism

• SNPs são as mais freqüentes formas de variações
genéticas

• SNPs tem se tornado marcadores de preferência pela sua
grande abundância e pelo desenvolvimento de tecnologias
de genotipagem em larga escala.

SNPs

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

SNP - Estratégias

1) Primer extension (nucleotide incorporation)

2) Clivagem enzimática

3) Hibridização
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1) primer extension 1) primer extension ––PCR PCR 
•• UMUM PRIMERPRIMER DEVEDEVE TERTER SEUSEU ULTIMOULTIMO NUCLEOTIDEONUCLEOTIDEO 33´́ SOBRESOBRE OO NUCLEOTIDEONUCLEOTIDEO

ALVOALVO
DuranteDurante aa polimerizaçãopolimerização dede umum fragmentofragmento ((ampliconamplicon)) dede DNADNA pelapela DNADNA PolimerasePolimerase,,
elaela necessitanecessita dede queque oo ultimoultimo nucleotideonucleotideo dada posiçãoposição 33´́ ondeonde oo primerprimer estaesta ligado,ligado,
tenhatenha umauma conformaçãoconformação ABRUPTAABRUPTA

5´ATCGTAGGGCTTTCGTAGGCCT...................GCAATTCCGGAAAATTTCCGGAGA GAG 3’ 
TAGCATCCCGAAAG AAGGCCTCTCTC   

DNA Polimerase

5´ATCGTAGGGCTTTTGTAGGCCT...................GCAATTCCGGAAAATTTCCGGAGA GAG 3’ 
TAGCATCCCGAAA AAGGCCTCTCTC   

DNA Polimerase

G

GENOTIPO 1

GENOTIPO 2

SNPs

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

2) PCR e Clivagem enzimática2) PCR e Clivagem enzimática

SNPs

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

A) CONJUNTO DE PRIMERS QUE AMPLIFICAM 
UMA REGIAO ALVO

B) A REGIAO ALVO (DENTRO DO AMPLICON) É 
CORTADA POR UM ENZIMA

5´ATCGTAGGGCTTTCGTAGGCCTTATTGAATTCGATTAATGCAATTCCGGAAAATTTCCGGAGAGAG 3’ 
TAGCATCCCGAAAG AAGGCCTCTCTC   

DNA DNA PolimerasePolimerase

GENOTIPO 1GENOTIPO 1

EcoRI

3´TAGCATCCCGAAAGCATCCGGAATAACTTAAGCTAATTACGTTAAGGCCTTTTAAAGGCCTCTCTC 5’ 
5´ATCGTAGGGCTTTCGTAGGCCTTATTGAATTCGATTAATGCAATTCCGGAAAATTTCCGGAGAGAG 3’ 

5´ATCGTAGGGCTTTCGTAGGCCTTATTTAATTCGATTAATGCAATTCCGGAAAATTTCCGGAGAGAG 3’ 
TAGCATCCCGAAAG AAGGCCTCTCTC   

GENOTIPO 2GENOTIPO 2

3´TAGCATCCCGAAAGCATCCGGAATAAAATTAAGCTAATTACGTTAAGGCCTTTTAAAGGCCTCTCTC 5’ 
5´ATCGTAGGGCTTTCGTAGGCCTTATTTTAATTCGATTAATGCAATTCCGGAAAATTTCCGGAGAGAG 3’ 

SNPs

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

2) PCR e Clivagem enzimática2) PCR e Clivagem enzimática

3´TAGCATCCCGAAAGCATCCGGAATAACTTAA-------G CTAATTACGTTAAGGCCTTTTAAAGGCCTCTCTC 5’ 
5´ATCGTAGGGCTTTCGTAGGCCTTATTG-------AATTC GATTAATGCAATTCCGGAAAATTTCCGGAGAGAG 3’ 

3´TAGCATCCCGAAAGCATCCGGAATAAATTAAGCTAATTACGTTAAGGCCTTTTAAAGGCCTCTCTC 5’ 
5´ATCGTAGGGCTTTCGTAGGCCTTATTTAATTCGATTAATGCAATTCCGGAAAATTTCCGGAGAGAG 3’ 

EcoRI3´TAGCATCCCGAAAGCATCCGGAATAACTTAA
5´ATCGTAGGGCTTTCGTAGGCCTTATTG

5’ GCTAATTACGTTAAGGCCTTTTAAAGGCCTCTCTC 5’ 
5´ AATTCGATTAATGCAATTCCGGAAAATTTCCGGAGAGAG 3’ 

GENOTIPO 1

GENOTIPO 2

SNPs

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

2) PCR e Clivagem enzimática2) PCR e Clivagem enzimática

GENOTIPO 1GENOTIPO 1 GENOTIPO 2GENOTIPO 2

SNPs

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

2) PCR e Clivagem enzimática2) PCR e Clivagem enzimática
3) Hibridização3) Hibridização

a) Vários locos e  vários genes
EX: Microarray de 25-mers (genes)

Microarray Genoma “painel de SNPs”

b) Poucos locos, poucos genes ou gene especifico
EX: sondas TAQ MAN

SNPs

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares
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a) Vários locos e  vários genes
EX: Microarray de 25-mers (genes) e Microarray Genoma “painel de 

SNPs”

SNPs

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

3) Hibridização3) Hibridização
b)b) Poucos locos, poucos genes ou gene Poucos locos, poucos genes ou gene 

especificoespecifico
EX: EX: sondassondas TAQ MANTAQ MAN

SNPs

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

3) Hibridização3) Hibridização

ResultadoResultado

SNPs

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

SNPs

Marcadores MolecularesMarcadores Moleculares

Analises dos ResultadosAnalises dos Resultados

••AnaliseAnalise dosdos dadosdados obtidosobtidos pelapela caracterizaçãocaracterização
molecularmolecular

••AgrupamentoAgrupamento dosdos perfisperfis molecularesmoleculares similaressimilares--
DendogramaDendograma

••AnalisesAnalises filogenéticasfilogenéticas

Caracterização Molecular Caracterização Molecular 

UtilizaçãoUtilização

Caracterização Molecular Caracterização Molecular 

Caracterização MolecularCaracterização Molecular

•• ConhecerConhecer aa distribuiçãodistribuição dede sorotipossorotipos ee aa diversidadediversidade genéticagenética

•• ConhecerConhecer aa distribuiçãodistribuição dede cepascepas ResistentesResistentes aosaos
antimicrobianosantimicrobianos

•• IdentificaçãoIdentificação dede surtossurtos

•• DeterminarDeterminar aa dinâmicadinâmica dada transmissãotransmissão emem áreasáreas geográficasgeográficas

•• IdentificarIdentificar fatoresfatores dede riscorisco parapara aa ocorrênciaocorrência dasdas doençasdoenças
infecciosasinfecciosas
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UtilizaçãoUtilização

Caracterização Molecular Caracterização Molecular 

Caracterização MolecularCaracterização Molecular

••IdentificarIdentificar determinantesdeterminantes dede patogênesepatogênese

•• RotasRotas dede transmissãotransmissão

•• Reatividade sorológicaReatividade sorológica

•• Resposta a terapias antiResposta a terapias anti--virais, virais, antianti--bacterinasbacterinas ou antiou anti--

parasitariasparasitarias

•• Utilizar os dados em Estudos epidemiológicosUtilizar os dados em Estudos epidemiológicos


