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1. OBJECTIUS

L’objectiu global d’aquesta assignatura és donar la base técnica d’aquelles metodologies
emprades en I'estudi molecular dels microorganismes aixi com la seva aplicacié en la
detecci6 de microorganismes. Els objectius especifics, doncs, sén que I'alumne
adquireixi no solament els coneixements d’aquestes técniques siné també la destresa
necessaria per a dur-les a terme. Concretament cursar aquesta assignatura li ha de

permetre a I'alumne poder manipular tan acids nucleics com proteines.

2. COMPETENCIES

Habilitat en les metodologies moleculars basiques en Microbiologia.

Habilitat en les metodologies moleculars per a la identificacié dels microorganismes.
Habilitat en les metodologies moleculars per I'estudi dels components cel-lulars dels
microorganismes.

Conéixer, entre d'altres, les técniques de "microarrays”

3. CONTINGUTS

3. 1: Introducci6é. Extractes cel-lulars. Fraccionament de la cél-lula microbiana.

Fonaments de la manipulacié d’acids nucleics i proteines. Gendmica i protedmica.

3. 2. Analisis d’acids nucleics. Extracci6é d'acids nucleics a partir de cultius de
microorganismes. Extracci6é d'acids nucleics a partir de mostres naturals. Extraccié de
DNA procariota: plamidic i cromosomic. Extraccié de DNA eucariota: cromosomic i
mitocondrial. Extraccié de RNA: total i mRNA. Extraccio d’acids nucleics virics.
Quantificacié de la concentracio d’acids nucleics. Electroforesi d’acids nucleics.

Electroforesi de camp polsant.

3. 3. Técniques de deteccid d’acids nucleics. Hibridacié d’acids nucleics. Concepte i



manipulacié de l'estringéncia de la reaccié d’hibridacié d’acids nucleics. Disseny de
sondes. Concepte de conservacié genética. Localitzacié dels desaparellaments i
especificitat i sensibilitat de la hibridacié. Hibridacié colonial, "Southern blot" i "Northern

blot". Marcatge de sondes i lectura de la hibridacié.

3. 4. Reaccio en cadena de la polimerasa (PCR). Polimerases termoestables i capacitat
correctora. PCR: del disseny estandard a la optimitzaci6. Disseny de primers:
especificitat i sensibilitat de la PCR. Amplificacié de RNA: RT-PCR. Estandarditzacié de
la PCR i la RT-PCR: controls externs afegits i controls interns ("house keeping genes").
Control dels falsos positius: contaminacions. Altres métodes d’amplificacié d’acids
nucleics. Aplicacio de la PCR, la RT-PCR i altres al mén del diagnostic microbia. PCR i
RT-PCR quantitatives. PCR i RT-PCR a temps real: disseny de primers i sonda, tipus de
marcatge de sonda i lectura estandarditzada. Quantificacié molecular de
microorganismes com a metode de diagnostic: relacié entre copia genomica i unitat

infecciosa.

3. 5. Sequienciacio6 d’acids nucleics. Técniques de seqienciacid. Seqlienciacio
automatica. Ribotipat. Analisis de ARNr 16S. Analisis de DNA mitocondrial. Analisis de

sequeéncies: bioinformatica i filogenia. Aplicacié de la seqlenciacio al diagnostic microbia.

3. 6. Control de I'expressié génica a procariotes, eucariotes i virus. Quantificacio de
I'expressié génica global: "microarrays”. Desenvolupament d’un "array": tipus de suport,
tipus de sondes i sistemes de deteccid i tractament informatic de les dades. Quantificacio
de I' expressié géenica individual: RT-PCR a temps real; assaig de proteccié de la RNAsa.
Aplicacio dels microarrays al diagnostic microbia. Quantificacio de I'expressié génica in

vivo: gens reporter.

3. 7. Clonatge de DNA. Vectors plasmidics, vectors virics. Cromosomes artificials.

Clonatge a partir de RNA. Plasmidis i transposons com a eines de manipulacié genética.

3. 8. Analisi de proteines. Analisi electroforética de proteines desnaturalitzades (SDS-
PAGE) i natives (PAGE). Electroforesi en dos dimensions. Identificacié immunologica de

proteines: "Western blot" i ELISA. Obtencié d'anticossos especifics.

3. 9. Técniques per a la purificacié de proteines. Cromatografia d'afinitat i proteines
hibrides. Aplicaci6 a I'estudi de les interaccions proteina-proteina. Estudi de la interaccio

proteina-proteina in vivo: el sistema "two-hibrid". Estudi in vitro de la interacci6 proteina-



acids nucleics: alteracié de la mobilitat electroforética.

3. 10. Analisi de proteines. Deteccié i estudi in situ: immuno-localitzacié cel-lular.
Microscopia de fluorescéncia confocal. Immunomicroscopia electronica. Citometria de
flux: analisi de poblacions i "cell sorting". Estudi de la interacci6 proteina-acids nucleics:

colocalitzacié per técniques de immunolocalitzacié i hibridacio in situ.

3. 11. Analisi estructural de proteines. Estructura primaria: seqienciacio. Estructura

secundaria i terciaria: RMN, dicroisme circular, raigs X i crioultramicroscopia.

3. 12. Analisi de lipids, lipopolisacarids, peptidoglica i altres molécules cel-lulars diferents

dels acids nucleics i proteines.

4. RECURSOS D' APRENENTATGE | METODES
D’ENSENYAMENT

4.1 Ensenyament presencial: 42 hores

Classes teoriques: 22 hores
Esta previst dur a terme classes de tipus magistral. Material docent relatiu a I'assignatura
estara disponible a dossiers electronics o plataformes similars. Es reserva alguna classe

per a seminaris impartits per professionals especialitzats.

Sessions formatives addicionals:
Es podran dedicar fins a 3 sessions a la lectura i discussié d'articles i altres activitats

presencials.

Ensenyament practic:

Corresponen a aquesta assignatura 15 hores de practiques integrades.
1.- Detecci6 de microorganismes en mostres amb técniques moleculars.
2.- Obtenci6 de proteines a partir d'extracte bacteria:

(i) Expressio recombinant del gen codificant

(ii) Deteccio6 i purificacio de la proteina fent servir diferents técniques analitiques.

4.2 Treball no presencial: 83 hores



Tasques a desenvolupar: Lectura i comprensié d'articles d'investigacio relacionats amb
els continguts de l'assignatura. Els alumnes podran preparar treballs monografics sobre
algun tema d’actualitat de microbiologia molecular que poden exposar en forma de

seminaris.

Estudi individual: Es contemplara el temps de dedicaci6 per l'estudi de I'alumne,
resposta dels questionaris d'avaluacio i preparacié de seminaris. Es preveu que I'alumne

inverteixi un nombre d'hores de treball no presencial a I'estudi de I'assignatura.

5. AVALUACIO

5.1 Criteris d'avaluacio:

Es fara una avaluacié continuada dels aprenentatges, coneixements, habilitats i actituds
contemplats en els objectius i en els continguts de la matéria. El criteri de valoracié més
important sera I'adquisicié dels coneixements dels diferents aspectes de les tematiques
analitzades en 'assignatura. La participacio activa sera també criteri de valoracio.

(En cas que I'alumne sol-liciti una avaluacié Unica en substitucié de I'avaluacio
continuada, ho haura de fer mitjancant un document Unic, signat per ell i pel professor.
Aquesta sol-licitud es fara durant el periode fixat per la Facultat i sera definitiva i
irreversible. Tot i que I'alumne s’aculli a avaluacio Unica, el professor li pot exigir que

realitzi activitats presencials).

5.2 Procediments de l'avaluacio:

La participacio i contribucio al comentari d’articles i seminaris suposara el 50% de la
qualificacio.

Es proporcionaran als alumnes questionaris 0 materials docents (papers) referents a les
matéries tractades. Els qliestionaris resolts o els materials docents comentats s‘hauran
de retornar al professor i constituiran el 50% restant de la qualificaci6.

La realitzacié d'un seminari pot constituir el 50% de la qualificacio.
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Addicionalment es donara a I'alumnat bibliografia especifica dels temes tractats i
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7. TUTORIES

La docéncia no presencial sera objecte de tutoritzacio per part del professor. Es
realitzara un seguiment continuat del grau d’adquisicié de competéencies de I'alumne,

amb una dedicaci6 setmanal de 1h per professor durant el periode lectiu.



