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RESUMO 
 
A etapa de desenho de primers é essencial para técnica de PCR em tempo real, uma vez que, 

características como: comprimento de primer, temperatura de melting (Tm), temperatura de 

anelamento, tamanho de amplicon e percentual de conteúdo CG determinam a especificidade 

do primer. Dessa forma, nesse estudo para detecção de Lactobacillus em produtos lácteos e 

probióticos, foram selecionados primers específicos para o gênero Lactobacillus desenhados a 

partir de regiões de identidade dentro da sequência de DNA ribossômico 16S (rDNA) de uma 

ampla diversidade de Lactobacillus spp., para definir com mais precisão a diversidade de 

Lactobacillus encontrados nestes produtos e detectar as principais espécies em relação à carga 

total de Lactobacillus por PCR em tempo real. Embora o consumo microrganismos ocorra há 

milhares de anos, apenas no século XX pesquisas científicas passaram a ser realizadas a fim 

de determinar os reais benefícios de produtos lácteos e fórmulas de probióticos. A maioria dos 

microrganismos probióticos são bactérias do ácido lático, Gram-positivo, não esporulantes e 

são definidos como microrganismos vivos que conferem benefícios à saúde do hospedeiro, de 

acordo com a quantidade administrada. As bactérias do ácido lático são um grupo 

microrganismos de grande diversidade taxonômica, e sendo assim, deve-se buscar a 

identificação inequívoca antes da seleção final de um microrganismo eleito à probiótico. A 

identificação de bactérias do ácido lático por métodos fenotípicos é morosa, sendo 

necessários, inúmeros testes para determinar uma linhagem de Lactobacillus ao nível de 

espécie, além das divergências na identificação. Dessa forma, técnicas moleculares tem 

ganhado espaço, na identificação inequívoca e ágil de gêneros de bactérias do ácido lático. A 

seleção de oligonucleotídeos, deste trabalho, orienta a escolha de primers para detectar e 

distinguir espécies de Lactobacillus. Espécies como, por exemplo, Lactobacillus 

casei/paracasei e Lactobacillus rhamnosus são extremamente semelhantes, o que causa muito 

erro de identificação, mas os primers selecionados neste trabalho distinguem perfeitamente 

essas espécies, como observado na tabela 5, com o auxílio dos controles positivos. 

 

Palavras-chave: PCR - real time; bactérias lácteas; oligonucleotídeos; formulações lácteas; 

DNA alvo. 

 

1 INTRODUÇÃO 
 

Algumas bactérias do ácido lático são utilizadas como probióticos, os quais são 

compostos por microrganismos vivos, que ao serem ingeridos em quantitativos ideais, agem 

inibindo o crescimento de microrganismos patogênicos, equilibrando a microbiota intestinal, 

através de ação antagônica, exercendo efeitos benéficos ao organismo do hospedeiro (FELIS 

& DELLAGLIO, 2007; LEBEER et al.,2008; FREITAS, RABELO,WATANABE, 2014). O 
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Lactobacillus é um dos principais gêneros de microrganismos vivos, sendo então amplamente 

utilizado como probiótico. Os benefícios de um probiótico são caracterizados pela 

observação do comportamento da linhagem da bactéria, os quais necessitam atender 

parâmetros funcionais, tecnológicos e de segurança, na ação contra patógenos. 

A microbiota intestinal é naturalmente composta por uma diversidade de bactérias, 

dentre os quais, o gênero Lactobacillus é um dos principais, e cuja identificação das espécies, 

por caracterização fisiológicas e bioquímicas é morosa e carregada de ambiguidade 

(SALANITRO et al., 1978; MILES, 1993; OYARZABAL & CONNER, 1995; NOUR, 

1998). 

As técnicas moleculares de análise do genoma bacteriano são essenciais na 

diferenciação espécies, efetuando um papel importante no auxilio da classificação taxonômica 

(KLEIN et al., 1998). O desenvolvimento de métodos de detecção baseados na reação em 

cadeia de polimerase (PCR) tem gerado resultados positivos na identificação inequívoca e ágil 

das bactérias ácido lático (TORRIANI et al., 1999). 

As espécies de Lactobacillus desempenham importante papel nos processos industriais 

e/ou no que tange a saúde humana e animal, assim estimulando o desenvolvimento das 

técnicas moleculares na detecção das espécies desse gênero (CHAGNAUD et al., 2001). 

As bactérias do ácido lático desempenham função primordial na indústria alimentícia, 

através da fermentação láctica, na produção de queijo, por exemplo. Onde microrganismos 

atuam na acidificação do meio, propiciando a geração do acido lático, que acelera a 

coagulação do leite (AWAD et al., 2007). Tal prática substituiria o uso de agentes de 

coagulação enzimática, como o coalho, cuja obtenção tornou-se cada vez mais complicada e 

custosa (RIBEIRO, 2001). 

Dentre as técnicas moleculares, várias metodologias têm sido aplicadas, como a PCR- 

ARDRA (análise de restrição do DNA ribossômico amplificado), a rep-PCR (reação da 

polimerase em cadeia com seqüências de elementos extragênicos repetitivos palindrômicos) e 

o sequenciamento do gene 16S do rRNA (BJORKROTH et al., 2002; MOREIRA et al., 2005; 

VIEGAS, 2008; LEE et al., 2011). No tocante aos critérios para a seleção eleitas às novas 

linhagens probióticas, devem ser observadas características relativas à segurança, 

funcionalidade e os aspectos tecnológicos das culturas que serão utilizadas na composição do 

produto (SAARELA et al., 2000; PANCHENIAK, 2005). Os microrganismos de alguns 

gêneros de bactérias do ácido lático, já são mais frequentemente empregados como 

probióticos por serem considerados seguros (GRAS - Generally Recognized As Safe) pela 

FDA (Food and Drug Administration), pois há evidencias (estudos) de que não são 

patogênicos e nem capazes de transmitir os fatores de resistência para bactérias patogênicas 

(OLIVEIRA et al., 2002). 

O objetivo do presente trabalho foi comparar os pares de primers: L. plantarum, L. 

casei/paracasei, L. rhamnosus, L. acidophilus e L. mucosae com o par de primers de 

Lactobacillus spp. em amostras de formulações de probióticos e produtos lácteos para 

identificação e distinção dos mesmos. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 Pares de primers 
 

Foram selecionados pares de primers para detectar de Lactobacillus spp. - LactoF: 

TGGAAACAGRTGCTAATACCG  e  LactoR:  GTCCATTGTGGAAGATTCCC;  L. 

casei/paracasei - LcaseF: GCACCGAGATTCAACATGG e LcaseR: 

GGTTCTTGGATYTATGCGGTATTAG; L. Rhamnosus - LrhamF: 

TGCTTGCATCTTGATTTAATTTTG e LcaseR: GGTTCTTGGATYTATGCGGTATTAG; 
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L. acidophilus - Aci 16SI: AGCTGAACCAACAGATTCAC e 16SII: 

ACTACCAGGGTATCTAATCC; L. plantarum – Lfpr: GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT 

e PlanII: TTACCTAACGGTAAATGCGA; L. mucosae - MucB1-RVIfm: 

CAAGAAGCTCAAGCCATC e MucB2-RVIrm: ATCAAGCTTCTTGTAGGT (WALTER 

et al., 2000; BYUN et al., 2004; VAN DEN ABBEELE et al., 2012). 

 

2.2 Extração de DNA 
 

Para amostras de produtos lácteos líquidos tomou-se alíquotas de 750 µL e para 

amostras sólidas de probióticos pesou-se 250 mg. As extrações de DNA foram conduzidas 

através do protocolo de extração do Kit ZymoBiomics™ DNA Miniprep cat. nº D4300, com o 

auxílio do equipamento Homogeneizador FastPrep-24™ na velocidade 6,5 m/s por 3 minutos. 

 

2.3 Quantificação de DNA 
 

Os extratos de DNA foram quantificados no equipamento Nanodrop™ One C-ND- 

ONEC-W. 

 

2.4 Montagem da PCR em tempo real 
 

Preparo de mix: SYBR™ Green PCR Master Mix , n° catálogo 4309155 (1x); forward 

primer (concentração final 0,8 µM); reverse primer (concentração final 0,8 µM); H2O Milliq 

(1,8 µL). Utilizou-se 5,0 µL de DNA molde, previamente diluído a 10 ng/µL (50 ng) para 

cada reação, com volume total de 20,0 µL por reação, sendo conduzida em duplicata. Os 

parâmetros de termociclagem para condução da PCR em tempo real foram definidos em: 

ativação da polimerase (95°C/15 min); desnaturação (95°C/15 s); e anelamento (60°C/min) 

por 40 ciclos. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Para testarmos os pares de primers descritos na tabela 1, extraímos o DNA de 

Lactobacillus de amostras (cápsulas de probióticos e produtos lácteos), através do protocolo 

do kit comercial de extração de DNA ZymoBIOMICS D4300 (Zymo Research), o qual tem se 

mostrado muito eficiente para promover a lise celular e recuperação de DNA de comunidades 

complexas de microrganismos, como observado na tabela 2, através da quantificação de DNA 

e purezas indicadas pela razão A260/A280, cujo valor ideal fica entre 1,7 e 2,0 

aproximadamente. Em seguida procedermos à técnica de PCR em tempo real, de acordo com 

a montagem da reação da tabela 3, e parâmetros de termociclagem da tabela 4. Os resultados 

de PCR em tempo real estão apresentados na tabela 5, sendo cada reação realizada em 

duplicata. A apresentação dos dados de detecção de Lactobacillus foi expressa por (+) ou (-) 

para cada par de primer testado, além do uso de controles positivos (CP) - colônias isoladas de 

padrões e controles negativos (CN) - água livre de DNase e RNase. 

 

Tabela 1: Pares de primers para PCR. 
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Fonte: 1, 2 e 3 - Byun et al. (2004); 4 e 5 - Walter et al. (2000); e 6 - Van den Abbeele et al. 

(2012). 

 

Tabela 2: Quantificação de DNA. 

Amostra [DNA] ng/µL Razão A260/A280 

Leite fermentado 1 69,9 1,51 

Leite fermentado 2 87,0 1,49 

Preparado lácteo 1 96,4 1,64 

Cápsula probiótico 1 23,9 1,94 

Cápsula probiótico 2 20,0 1,96 

Cápsula probiótico 3 103,6 1,89 

Preparado lácteo 2 111,1 2,05 

Sachê probiótico 9,5 2,16 

Fonte: Embrapa Agroindústria de Alimentos – Laboratório de diagnóstico molecular. 

 

Tabela 3: Preparo de placa para PCR em tempo real. 

Componentes Volume por reação Concentração final 

SYBR™ Green PCR Master Mix (2x) 10,0 µL 1x 

Forward primer 10 µM 1,6 µL 800 nM 

Reverse primer 10 µM 1,6 µL 800 nM 

H2O Milliq 1,8 µL - 

DNA molde (10 ng/µL) 5,0 µL 50 ng 

Volume total 20,0 µL - 

Fonte: Embrapa Agroindústria de Alimentos – Laboratório de diagnóstico molecular. 

 

Tabela 4: Parâmetros de termociclagem para condução da PCR em tempo real. 

Parâmetros Ativação da Polimerase 
PCR (40 ciclos)

 

 Desnaturação Anelamento/ extensão 

Temperatura 95°C 95°C 60°C 

Tempo (mm:ss) 15:00 00:15 01:00 

Fonte: Equipamento Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR. 
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Tabela 5: Especificidade de primers para detecção de bactérias por PCR 

 
Fonte: Embrapa Agroindústria de Alimentos – Laboratório de diagnóstico molecular. 

 

O par de primers para L. mucosae necessita de mais testes com outras amostras e/ou 

com algum padrão específico de L. mucosae, uma vez que, amplificou o CP 1 de L. 

plantarum. Os demais pares de primers apresentaram comportamento específico perante os 

CP’s testados. 

 

4 CONCLUSÃO 
 

O estudo possibilitou avaliar os pares de primers para detecção de diferentes espécies 

de Lactobacillus, em formulações de probióticos, propiciando identificação específica. 

Conforme observado nos resultados, conclui-se que o par de primers LactoF/LactoR é um par 

não específico, logo, não serve para distinguir espécie de Lactobacillus, enquanto o par de 

primers Muc B1-RVIfm/ Muc B2-RVIrm necessita de mais testes para comprovar se o 

mesmo teria ou não especificidade. 
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