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Diagnóstico clínico 

Mensuráveis 

SINAIS SINTOMAS 

Subjetivos 

+ 

Origem Etiologia Natureza 

Microbiota endógena 

Microbiota exógena 

Monomicrobiana 

Polimicrobiana 

Infecciosa 

Não - Infecciosa 

Diagnóstico laboratorial 

 Identificação agentes envolvidos em patologias; 

 Suporte para diagnóstico/tratamento clínico; 

 Investigação epidemiológica; 

 Investigação científica. 

Diagnóstico microbiológico 

Microscopia Cultivo Biologia 

Molecular 

Técnicas de Biologia Molecular 

Identificação/diagnóstico de doenças infecciosas 

Epidemiologia 

 PCR (Polimerase Chain Reaction) e suas variações; 

 Técnicas de hibridização (sondas genéticas); 

 Sequenciamento (gerações). 

 PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis); 

 RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA); 

 MLST (Multilocus Sequence Typing). 

Técnicas de Hibridização  

(Sondas Genéticas) 
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Técnica de Hibridização (Sonda Genética) 

 Definição: técnica na qual uma sonda de DNA ou 

RNA de fita simples, é utilizada para localizar um gene 

ou molécula em uma célula ou tecido. 

 Detecção de sequências de nucleotídeos específicas. 

 Southern-blot:   

Análise do DNA transferido para a membrana. 

 

 

 Northern-blot:  

Análise do RNA transferido para a membrana. 

 

 

 Dot-blot:  

Análise de colônias transferidas para a membrana. 

Técnica de Hibridização (Sonda Genética) 

Southern-blot 

 Técnica na qual fragmentos de DNA (enzimas), separados 

por eletroforese, são imobilizados em uma membrana. 

 Moléculas específicas são então detectadas com uma 

sonda de ácido nucléico marcada (Radioativo/Fluorescente). 

Gel de agarose 

Fragmentos de DNA marcados  

como padrões de tamanho E 
L 
E 
T 
R 
O 
F 
O 
R 
E 
S 
E 

DNA não-marcado 

Esponja Tampão 

Membrana de  

nitrocelulose 

Folhas de papel 

Ácidos nucléicos  

ligados à membrana 
Hibridização com 

 sonda marcada 

Bandas detectadas 

Revelação 

Forno de 

hibridização  

NaOH 

Southern-blot 

PCR – Polimerase Chain Reaction 
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Diversidade da PCR 

Qualitativa Qualitativa e 

Quantitativa 

 PCR 

 Multiplex 

 Nested-PCR 

 Transcriptase Reversa 

  RAPD/AP/RFLP 

  MLST (Multilocus Sequence Typing) 

  HRM (High Resolution Melting) 

 qPCR 

 Multiplex 

 Transcriptase Reversa 

 

Reação em Cadeia da Polimerase 

Método de amplificação de DNA 

sem uso de um organismo vivo 

MgCl2 

Tampão 

Taq Polimerase 

Água 

Primer 

Forward 

Reverse 

dCTP 

dGTP 

dTTP 

dATP 

DNA 

A técnica da 

PCR possui 

3 etapas 

Forward – Sense (espelho) 

Reverse – Anti sense (complementar) 

PCR convencional tem 3 processos 

Ciclagem no 

termociclador Aplicação no gel 

de agarose 
Visualização no 

transiluminador 

Bandas específicas e 

intensas 

Bandas específicas e 

inespecíficas juntas 
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PCR em tempo real (qPCR) 

(Arya et al., 2005) 

SYBR - Green 

PCR em tempo real (qPCR) 

(Arya et al., 2005) 

Sonda de hidrólise 

PCR em tempo real (qPCR) 

Sonda de hibridização 

(Arya et al., 2005) 

PCR em tempo real (qPCR) 

Sonda de hibridização 

(Arya et al., 2005) 
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PCR em tempo real (qPCR) 

Sonda de hibridização 

(Arya et al., 2005) 

PCR em tempo real (qPCR) 

SYBR Green TaqMan 

Termociclador 

Resultado Sistema TaqMan 

Sonda com fluoróforos 

Q – silenciador 

R – emite a fluorescência 

Mais específico 

Custo elevado 

Característica da Sonda 

> 10 C Tm dos primer 

GC deve ser 20-80% (regiões ricas de GC) 

Comprimento deve ser entre 23-30 bases 

O sentido da sonda deve ser sempre Forward  (preferencialmente)  

A sonda deve estar sempre próxima dos primer  

O tamanho do amplicon deve ser de 150 pb  

     1 GTGATTTTTGTGGAAATTCTTTNGGGAATNGAAATNGAATCNAAGTGGCGAACGGGTGAG 

      61                                                                                                                        AAACGACGATTAATACC 

      61 TAACACGTGAGCAACCTACCTTACACAGGGGGATAGCCGTTGGAAACGACGATTAATACC 

     121 ACATGAGAC 3' Forward 

     121                                                                                          TCAAAGATTTATCGGTGTAAGAAGGGCT 

     121 ACATGAGACCACAGAATCGCATGNTATAGGGGTCAAAGATTTATCGGTGTAAGAAGGGCT 

     181 CGC 3' Probe 

     181 CGCGTCTGATTAGCTAGTTGGAAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGT 

     241                                                                                                                          GAGATGCCCTCCGTCG 

     241 CTGAGAGGATGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGTCCAAACTCTACGGGAGGCAGC 

     301 TCA 5' Reverse 

     301 AGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGGAA 

 

 

Exemplo de Sonda 
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Sistema SYBR Green 

O corante 

fluorescente está 

na solução mãe 

(MasterMix) 

Menos específico 

Custo mais baixo 

 

O corante liga-se imediatamente a todos os dsDNA  

Amplificação dos genes alvos  

O corante liga-se a cada nova cópia de dsDNA alvo  

Sistema SYBR Green 
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O que é um primer? 

Sequencia de DNA que serve como ponto de início para extensão 

DNA polimerase só pode estender uma fita pré existente 

Lembre-se sempre da direção! 

Considerações no desenho de primer 

 Comprimento do amplicon (produto) 

 Temperatura de Melting (Tm) 

 Temperatura de Anelamento (TA) 

 % GC 

  Problemas na estrutura dos primer 

  Comprimento dos primer 

  Tipos de primer 

Comprimento do amplicon 

Recomendações: 

PCR convencional – variado ( 2000 pb) 

qPCR TaqMan – 150 pb ( 300 pb ) 

qPCR SYBR Green – 150/200 pb 

Cálculo do comprimento: 

(Posição do primer reverse – posição do primer forward) + 1 = 

 (última base)  (primeira base)  

       1    AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3' Forward                            

       1 CAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTACTTAACACATGCAAGTCGAA 

     61 CGTGATTTNTGTGGAAATTCTTTCGGGAATGGAAATGAAATGAAAGTGGCGAACGGGTGA 

     121 GTAACACGTGAGCAACCTACCTTACACAGTGGGATAGCCGTTGGAAACGACGATTAATAC 

     181                 TCTGGTGTCTTAGCGTACTATA 5' Reverse                   

     181 CGCATGAGACCACAGAATCGCATGATATAGGGGTCAAAGATTTATCGGTGTAAGAAGGGC 

     241 TCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGAAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGG 

     301 TCTGAGAGGATGAACGGCCACAT 

Comprimento do amplicon 
     2 

     
208 

Cálculo do comprimento: 

(Posição do primer reverse – posição do primer forward) + 1 = 

 (208)        (2)  

207 pb 

Temperatura de Melting 

T na qual metade das fitas estão na forma 

simples e a outra na forma de dupla hélice. 

Tm  % GC + comprimento primer 

Diferença entre Tm dos primer  < de 3 

Cálculo básico: Tm = 4(G+C)+ 2(A+T) 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3' Forward 

Tm = 4(6+4) + 2(4+7)  62 C 

TCTGGTGTCTTAGCGTACTATA 5' Reverse 

Tm = 4(5+4) + 2(4+9)  62 C 
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Temperatura de Anelamento 

T na qual os primer se pareiam ao DNA 

molde. É calculada a partir da Tm. 

Cálculo básico: Tanel = Tm – 4/5 C 

↑ Tanel: pouco produto ou ausência de 

anelamento 

↓ Tanel: anelamento inespecífico 

Recomendável: teste com PCR gradiente 

Conteúdo GC 

40-60% GC  > Estabilidade 

Ligações GC  > Estabilidade (>Tm)  

Problemas Estruturais 

Self-Dimer Hairpin 

Cross-Dimer 

Comprimento do primer 

Recomendado: 15-30 bases 

> Comprimento do primer > possibilidade 

de ser bem específico e  > Tm e Tanel. 

Primer longos: > probabilidade de 

estruturas secundárias (dimer, hairpin) 

Tipos de primer 

Específicos 

(5' AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3')  

Degenerados 

(5' ARYGTVTGSTNCTGWCTCAG 3')  

Código das bases degeneradas 

(5' ARYGTVTGSTNCTGWCTCAG 3')  
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Como desenhar??? 

Manual 

Bioinformática 

Desenhar manualmente Bioinformática 

Sequencia do gene alvo 
(NCBI, RDP entre outros banco 

de dados) 

Primer Designer 
(Primer3, BLAST tool) 

Análise primer  
(NetPrimer, Sequence 

Manipulation Suite, IDT) 

Especificidade primer 
(BLAST tool) 

www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed 

http://rdp.cme.msu.edu/ 
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http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi 

www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast 

www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html 
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www.idtdna.com/site 

http://bioinformatics.org/sms/ 
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TaqMan – gene da toxina de B. fragilis (subtipos). 

110 crianças com diarreia e 150 crianças sem diarreia. 
110 crianças com diarreia e 150 crianças sem diarreia. 

TaqMan – genes 16S rRNA e das toxinas de C. difficile. 

7 pacientes com carcinoma cólon retal e 10 pacientes saudáveis 

(controle). 

SYBR – genes 16S rRNA (11 microrganismos diferentes). 
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Três grupos crianças: 30 obesos, 24 sobrepeso e 30 eutróficos. 

SYBR – genes 16S rRNA (6 microrganismos diferentes). 

Dois grupos crianças: 30 antibioticoterapia e 30 controles (sem 

antibióticos. 

SYBR – genes 16S rRNA (12 microrganismos diferentes). 

 Técnica – corantes saturados intercalantes 

High Resolution Melting (HRM) High Resolution Melting (HRM) 

 Corantes saturados utilizados: 

LCG Green 

SYTO Green 

Eva Green  

Chromofly 

 Vantagens: 

Custo efetivo – baixo consumo de reagentes 

Simples e rápido 

Alta acurácia - genotipagem 
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High Resolution Melting (HRM) 

 Aplicação: 

SNP Genotipagem 

Mapeamento de DNA 

Identificação de espécies microbianas 

 Desenho dos primers: 

Amplicon – 150 bp a 300 bp (< melhor) 

High Resolution Melting (HRM) 

High Resolution Melting (HRM) High Resolution Melting (HRM) 

High Resolution Melting (HRM) High Resolution Melting (HRM) 



6/25/2016 

15 



6/25/2016 

16 

Sequenciamento 

 Primeria – Sanger (método eletroforese) 

Sequenciamento 

 Segunda – Pirosequencimento 

 Terceira – Sequenciamento por síntese 

 Quarta – Sequenciamento enzimático 

Sequenciamento de Nova Geração (NGS) 

Next Generation Sequencing 

Sequenciamento Sanger 

Método enzimático, dideoxi ou de 

término de cadeia 

Síntese enzimática de uma fita complementar, cujo 
crescimento é interrompido pela adição de um 

dideoxinucleotídeo 
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G – preto 

T – vermelho 

A – verde 

C – azul 
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Pirosequenciamento 

Método enzimático com 4 enzimas: 

- DNA polimerase 

- Sulfurilase 

- Luciferase 

- Apirase 

Pirosequenciamento 

Pirosequenciamento 

luz 

Pirograma 

Pirosequenciamento 

https://www.youtube.com/watch?v=nFfgWGFe0aA 

Diferenças 

Sanger 

- 1 milhão de pb em 24 h; 

- Reads de  700 bp; 

- 6 meses de sequenciamento, 

24 h por dia para sequenciar o 

genoma de um fungo. 

Pirosequenciamento 

- 25 milhão de pb em 24 h (100 x); 

- Reads de  100 bp; 

- 24 h para sequenciar o genoma 

de um fungo. 

https://www.youtube.com/watch?v=nFfgWGFe0aA
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Sequenciamento por Síntese (NGS) 

 Acúmulo enorme de dados 

Liu et al., 2015 

Sequenciamento por Síntese (NGS) 

 Workflow 

Basho et al., 2015 

https://www.youtube.com/watch?v=womKfikWlxM 

https://www.youtube.com/watch?v=b4Oq0Mgghf0 

Belizário and Napolitano, 2015 

PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis)                                   

https://www.youtube.com/watch?v=womKfikWlxM
https://www.youtube.com/watch?v=b4Oq0Mgghf0
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PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis) 

 Padrão “ouro”; 

 Campo elétrico (múltiplos eletrodos) ao redor do gel; 

 Molécula íntegra tratada com endonucleases de restrição;  

 Permite a separação de fragmentos grandes (10 a 800 kb);  

Superior a muitos outros métodos para tipagem. 

Tratamento com endonucleases 

Enzimas de Restrição 

Wu et al., 2010 

Random Amplified Polymorphic DNA  

 (RAPD-PCR) 

• Primers – arbritários, pequenos até 10 bases; 

• 37 ºC a 42 ºC – ocorre hibridização; 

• Amplicons são separados por eletroforese;  

• Visualização após coloração com brometo de etídio (EtBr) 
→ luz UV;  

• Problemas relacionados à reprodutibilidade e 
padronização;     

CAGGCATTAC AATGGCTACCCAAT CAGGCATTAC CCGTA CACCCATTAC 

GTCCGTAATG GTCCGTAATG 

GTCCGTAATG 

GT 

Mutações 

de ponto 

Random amplified polymorphic DNA  
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Planilha 

PESO MOLECULAR CEPA 1A CEPA  2A CEPA  1B CEPA  4D CEPA 1C CEPA  6D CEPA 1D 

1000 pb 1 1 1 0 1 0 1 

900 pb 0 1 0 0 0 0 0 

800 pb 0 0 0 0 0 0 0 

700 pb 1 0 1 0 1 1 1 

600 pb 0 0 0 1 0 1 0 

500 pb 0 0 0 0 0 1 0 

400 pb 0 0 0 0 0 0 0 

300 pb 1 0 1 1 1 1 1 

200 pb 0 0 0 0 0 0 0 

Programa NTSys – coeficiente de similaridade de Jaccard. 

Filogenia - Dendrograma 

Nakano et al., 2007 
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Llanco et al., 2015 

Multilocus Sequence Typing 

 Genes constitutivos (housekeeping) - > 6 genes; 

 Sequenciamento de todos os genes em ambos 

sentidos; 

 Análise e alinhamento - Concatenar; 

 Perfil alélico – Sequence Type; 

 BioNumerics – MEGA6 - eBURST; 

Multilocus Sequence Typing 

Nakano et al., 2015 

 ST-1

 ST-15

 ST-6

 ST-10

 ST-18

 ST-19

 ST-7

 ST-16

 ST-9

 ST-17

 ST-22

 ST-2

 ST31 ATCC

 ST-13

 ST-26

 ST-29

 ST-3

 ST-14

 ST-4

 ST-23

 ST-30

 ST-12

 ST-28

 ST-24

 ST-25

 ST-27

 ST-5

 ST-20

 ST-8

 ST-11

 ST-21

 ST2 Hibberd

 ST8 Hibberd

 ST14 Hibberd

 ST31 Hibberd

 ST32 strain13

 ST1 Chalmers

 ST10 Chalmers

 ST18 Chalmers

99

96

99

85

73

64

60

57

41

36

35

35

26

20

16

15

15

14

14

12

11

32

41

7

7

6

6

16

2

4

2

1

0

0

0

2
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ST-1ST-1ST-1ST-1ST-1ST-1ST-1ST-1ST-1

ST-2ST-2ST-2ST-2ST-2ST-2ST-2ST-2ST-2

ST-3ST-3ST-3ST-3ST-3ST-3ST-3ST-3ST-3

ST-4ST-4ST-4ST-4ST-4ST-4ST-4ST-4ST-4 ST-5ST-5ST-5ST-5ST-5ST-5ST-5ST-5ST-5

ST-6ST-6ST-6ST-6ST-6ST-6ST-6ST-6ST-6

ST-7ST-7ST-7ST-7ST-7ST-7ST-7ST-7ST-7ST-8ST-8ST-8ST-8ST-8ST-8ST-8ST-8ST-8

ST-9ST-9ST-9ST-9ST-9ST-9ST-9ST-9ST-9

ST-10ST-10ST-10ST-10ST-10ST-10ST-10ST-10ST-10

ST-12ST-12ST-12ST-12ST-12ST-12ST-12ST-12ST-12

ST-13ST-13ST-13ST-13ST-13ST-13ST-13ST-13ST-13

ST-14ST-14ST-14ST-14ST-14ST-14ST-14ST-14ST-14

ST-15ST-15ST-15ST-15ST-15ST-15ST-15ST-15ST-15

ST-16ST-16ST-16ST-16ST-16ST-16ST-16ST-16ST-16

ST-17ST-17ST-17ST-17ST-17ST-17ST-17ST-17ST-17

ST-18ST-18ST-18ST-18ST-18ST-18ST-18ST-18ST-18
ST-19ST-19ST-19ST-19ST-19ST-19ST-19ST-19ST-19

ST-20ST-20ST-20ST-20ST-20ST-20ST-20ST-20ST-20

ST-21ST-21ST-21ST-21ST-21ST-21ST-21ST-21ST-21

ST-22ST-22ST-22ST-22ST-22ST-22ST-22ST-22ST-22

ST-23ST-23ST-23ST-23ST-23ST-23ST-23ST-23ST-23

ST-24ST-24ST-24ST-24ST-24ST-24ST-24ST-24ST-24

ST-25ST-25ST-25ST-25ST-25ST-25ST-25ST-25ST-25

ST-26ST-26ST-26ST-26ST-26ST-26ST-26ST-26ST-26

ST-27ST-27ST-27ST-27ST-27ST-27ST-27ST-27ST-27

ST-28ST-28ST-28ST-28ST-28ST-28ST-28ST-28ST-28

ST-29ST-29ST-29ST-29ST-29ST-29ST-29ST-29ST-29

ST-30ST-30ST-30ST-30ST-30ST-30ST-30ST-30ST-30

ST31_ATCCST31_ATCCST31_ATCCST31_ATCCST31_ATCCST31_ATCCST31_ATCCST31_ATCCST31_ATCC
ST32_strain13ST32_strain13ST32_strain13ST32_strain13ST32_strain13ST32_strain13ST32_strain13ST32_strain13ST32_strain13

ST1_Chalmers, ST10_ChalmersST1_Chalmers, ST10_ChalmersST1_Chalmers, ST10_ChalmersST1_Chalmers, ST10_ChalmersST1_Chalmers, ST10_ChalmersST1_Chalmers, ST10_ChalmersST1_Chalmers, ST10_ChalmersST1_Chalmers, ST10_ChalmersST1_Chalmers, ST10_Chalmers
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ST2_HibberdST2_HibberdST2_HibberdST2_HibberdST2_HibberdST2_HibberdST2_HibberdST2_HibberdST2_Hibberd

ST8_HibberdST8_HibberdST8_HibberdST8_HibberdST8_HibberdST8_HibberdST8_HibberdST8_HibberdST8_Hibberd

ST14_HibberdST14_HibberdST14_HibberdST14_HibberdST14_HibberdST14_HibberdST14_HibberdST14_HibberdST14_Hibberd

ST31_HibberdST31_HibberdST31_HibberdST31_HibberdST31_HibberdST31_HibberdST31_HibberdST31_HibberdST31_Hibberd

Nakano et al., 2015 


