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SCREENING DE PRIMERS PARA DETECCAO DE LACTOBACILLUS ATRAVES
DA TECNICA DE PCR EM TEMPO REAL EM PROBIOTICOS E PRODUTOS
LACTEOS

ANDRESSA MOREIRA DE SOUZA
RESUMO

A etapa de desenho de primers ¢ essencial para técnica de PCR em tempo real, uma vez que,
caracteristicas como: comprimento de primer, temperatura de melting (Tm), temperatura de
anelamento, tamanho de amplicon e percentual de conteido CG determinam a especificidade
do primer. Dessa forma, nesse estudo para deteccdo de Lactobacillus em produtos lacteos e
probioticos, foram selecionados primers especificos para o género Lactobacillus desenhados a
partir de regides de identidade dentro da sequéncia de DNA ribossomico 16S (rDNA) de uma
ampla diversidade de Lactobacillus spp., para definir com mais precisao a diversidade de
Lactobacillus encontrados nestes produtos e detectar as principais espécies em relacdo a carga
total de Lactobacillus por PCR em tempo real. Embora o consumo microrganismos ocorra ha
milhares de anos, apenas no século XX pesquisas cientificas passaram a ser realizadas a fim
de determinar os reais beneficios de produtos lacteos e formulas de probioticos. A maioria dos
microrganismos probiodticos sdo bactérias do acido latico, Gram-positivo, ndo esporulantes e
sao definidos como microrganismos vivos que conferem beneficios a saude do hospedeiro, de
acordo com a quantidade administrada. As bactérias do &cido latico sdo um grupo
microrganismos de grande diversidade taxondmica, e sendo assim, deve-se buscar a
identificacdo inequivoca antes da sele¢do final de um microrganismo eleito a probidtico. A
identificacdo de bactérias do 4cido latico por métodos fenotipicos ¢ morosa, sendo
necessarios, inumeros testes para determinar uma linhagem de Lactobacillus ao nivel de
espécie, além das divergéncias na identificagdo. Dessa forma, técnicas moleculares tem
ganhado espago, na identifica¢do inequivoca e agil de géneros de bactérias do 4cido latico. A
selecdo de oligonucleotideos, deste trabalho, orienta a escolha de primers para detectar e
distinguir espécies de Lactobacillus. Espécies como, por exemplo, Lactobacillus
casei/paracasei e Lactobacillus rhamnosus sdo extremamente semelhantes, o que causa muito
erro de identificagdo, mas os primers selecionados neste trabalho distinguem perfeitamente
essas espécies, como observado na tabela 5, com o auxilio dos controles positivos.

Palavras-chave: PCR - real time; bactérias lacteas; oligonucleotideos; formulacdes lacteas;
DNA alvo.

1 INTRODUCAO

Algumas bactérias do 4cido latico sdo utilizadas como probidticos, os quais sdo
compostos por microrganismos vivos, que ao serem ingeridos em quantitativos ideais, agem
inibindo o crescimento de microrganismos patogénicos, equilibrando a microbiota intestinal,
através de acdo antagdnica, exercendo efeitos benéficos ao organismo do hospedeiro (FELIS
& DELLAGLIO, 2007; LEBEER et al.,2008; FREITAS, RABELO,WATANABE, 2014). O
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Lactobacillus ¢ um dos principais géneros de microrganismos vivos, sendo entdo amplamente
utilizado como probidtico. Os beneficios de um probidtico sdo caracterizados pela
observagdo do comportamento da linhagem da bactéria, os quais necessitam atender
parametros funcionais, tecnoldgicos e de seguranca, na agao contra patdgenos.

A microbiota intestinal ¢ naturalmente composta por uma diversidade de bactérias,
dentre os quais, o género Lactobacillus ¢ um dos principais, e cuja identificacdo das espécies,
por caracterizagao fisioldgicas e bioquimicas ¢ morosa e carregada de ambiguidade
(SALANITRO et al., 1978; MILES, 1993; OYARZABAL & CONNER, 1995; NOUR,
1998).

As técnicas moleculares de analise do genoma bacteriano sdo essenciais na
diferenciagdo espécies, efetuando um papel importante no auxilio da classificacdo taxondmica
(KLEIN et al, 1998). O desenvolvimento de métodos de deteccdo baseados na reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) tem gerado resultados positivos na identificacdo inequivoca e agil
das bactérias acido latico (TORRIANI et al., 1999).

As espécies de Lactobacillus desempenham importante papel nos processos industriais
e/ou no que tange a saide humana e animal, assim estimulando o desenvolvimento das
técnicas moleculares na deteccao das espécies desse género (CHAGNAUD et al., 2001).

As bactérias do acido latico desempenham func¢do primordial na industria alimenticia,
através da fermentacdo lactica, na produgdo de queijo, por exemplo. Onde microrganismos
atuam na acidificacdo do meio, propiciando a geracdo do acido latico, que acelera a
coagulacao do leite (AWAD et al., 2007). Tal pratica substituiria o uso de agentes de
coagulagdo enzimatica, como o coalho, cuja obtengao tornou-se cada vez mais complicada e
custosa (RIBEIRO, 2001).

Dentre as técnicas moleculares, varias metodologias t€ém sido aplicadas, como a PCR-
ARDRA (andlise de restricio do DNA ribossémico amplificado), a rep-PCR (reacdo da
polimerase em cadeia com seqiiéncias de elementos extragénicos repetitivos palindrémicos) 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 selecdo eleitas as novas
linhagens probidticas, devem ser observadas caracteristicas relativas a seguranca,
funcionalidade e os aspectos tecnoldgicos das culturas que serdo utilizadas na composi¢ao do
produto (SAARELA et al., 2000; PANCHENIAK, 2005). Os microrganismos de alguns
géneros de bactérias do acido latico, ja sdo mais frequentemente empregados como
probidticos por serem considerados seguros (GRAS - Generally Recognized As Safe) pela
FDA (Food and Drug Administration), pois ha evidencias (estudos) de que ndo sao
patogénicos e nem capazes de transmitir os fatores de resisténcia para bactérias patogénicas
(OLIVEIRA et al., 2002).

O objetivo do presente trabalho foi comparar os pares de primers: L. plantarum, L.
casei/paracasei, L. rhamnosus, L. acidophilus ¢ L. mucosae com o par de primers de
Lactobacillus spp. em amostras de formulagdes de probidticos e produtos lacteos para
identificacao e distingdo dos mesmos.

2 MATERIAL E METODOS
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 - LrhamkF:
TGCTTGCATCTTGATTTAATTTTG e LcaseR: GGTTCTTGGATYTATGCGGTATTAG;
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L. acidophilus -  Aci 16SI:  AGCTGAACCAACAGATTCAC e 16SII:
ACTACCAGGGTATCTAATCC; L. plantarum — Lfpr: GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT
e PlanlI: TTACCTAACGGTAAATGCGA; L. mucosae - MucB1-RVIfm:

CAAGAAGCTCAAGCCATC e MucB2-RVIrm: ATCAAGCTTCTTGTAGGT (WALTER
etal.,2000; BYUN et al., 2004; VAN DEN ABBEELE et al., 2012).

2.2 Extracao de DNA

Para amostras de produtos lacteos liquidos tomou-se aliquotas de 750 puL e para
amostras solidas de probiodticos pesou-se 250 mg. As extragdes de DNA foram conduzidas
através do protocolo de extracdao do Kit ZymoBiomics™ DNA Miniprep cat. n® D4300, com o
auxilio do equipamento Homogeneizador FastPrep-24™ na velocidade 6,5 m/s por 3 minutos.

2.3 Quantificacio 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° catdlogo 4309155 (1x); forward
primer (concentracao final 0,8 uM); reverse primer (concentracao final 0,8 uM); H20 Milliq
(1,8 uL). Utilizou-se 5,0 uL de DNA molde, previamente diluido a 10 ng/uL (50 ng) para
cada reagdo, com volume total de 20,0 puL por reagdo, sendo conduzida em duplicata. Os
parametros de termociclagem para conducdo da PCR em tempo real foram definidos em:
ativagcdo da polimerase (95°C/15 min); desnaturagdo (95°C/15 s); e anelamento (60°C/min)
por 40 ciclos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para testarmos os pares de primers descritos na tabela 1, extraimos o DNA de
Lactobacillus de amostras (capsulas de probioticos e produtos lacteos), através do protocolo
do kit comercial de extragdo de DNA ZymoBIOMICS D4300 (Zymo Research), o qual tem se
mostrado muito eficiente para promover a lise celular e recuperacao de DNA de comunidades
complexas de microrganismos, como observado na tabela 2, através da quantificagdo de DNA
e purezas indicadas pela razdo A260/A280, cujo valor ideal fica entre 1,7 e 2,0
aproximadamente. Em seguida procedermos a técnica de PCR em tempo real, de acordo com
a montagem da reagao da tabela 3, e parametros de termociclagem da tabela 4. Os resultados
de PCR em tempo real estdo apresentados na tabela 5, sendo cada reacdo realizada em
duplicata. A apresentagdo dos dados de deteccao de Lactobacillus foi expressa por (+) ou (-)
para cada par de primer testado, além do uso de controles positivos (CP) - colonias isoladas de
padrdes e controles negativos (CN) - 4gua livre de DNase e RNase.

Tabela 1: Pares de primers para PCR.
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Pa?es e PaTes dg Sequéncia 5° — 3’ Especificidade Temperatura de
Primers Primers anelamento (°C)
1 LactoF TGGAAACAGRTGCTAATACCG Lactobacillus
LactoR GTCCATTGTGGAAGATTCCC Spp. 62
2 LeaseF GCACCGAGATTCAACATGG I
LcaseR  GGTTCTTGGATYTATGCGGTATTAG casei/L.paracasei 60
3 LrhamF TGCTTGCATCTTGATTTAATTTIG ;40 o
LeaseR  GGTTCTTGGATYTATGCGGTATTAG 62
4 Aci 1681 AGCTGAACCAACAGATTCAC . st
16S11 ACTACCAGGGTATCTAATCC 62
5 Lipr GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT %, plnznmm )
PlanlI TTACCTAACGGTAAATGCGA 55
6 MucB1- CAAGAAGCTCAAGCCATC I micosae
MucB2- ATCAAGCTTCTTGTAGGT 43
Fonte: 1,2 ¢ 3 - Byun et al. (2004); 4 ¢ 5 - Walter ef al. (2000); e 6 - Van den Abbeele ef al.
(2012).
Tabela 2: Quantificagao de DNA.
Amostra [DNA] ng/uL Razao A260/A280
Leite fermentado 1 69,9 1,51
Leite fermentado 2 87,0 1,49
Preparado lacteo 1 96,4 1,64
Cépsula probidtico 1 23,9 1,94
Cépsula probidtico 2 20,0 1,96
Cépsula probiodtico 3 103,6 1,89
Preparado lacteo 2 111,1 2,05
Saché probidtico 9,5 2,16

Fonte: Embrapa Agroindustria de Alimentos — Laboratorio de diagnodstico molecular.

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

Componentes Volume por reacao Concentragao final
SYBR™ Green PCR Master Mix (2x) 10,0 uL Ix
Forward primer 10 uM 1,6 uL 800 nM
Reverse primer 10 uM 1,6 uL 800 nM
H>0 Milliq 1,8 uL -
DNA molde (10 ng/uL) 5,0 uL 50 ng
Volume total 20,0 uL -

Fonte: Embrapa Agroindustria de Alimentos — Laboratorio de diagnostico molecular.

Tabela 4: Pardmetros de termociclagem para condu¢do da PCR em tempo real.

Parametros Ativacao da Polimerase PCR (40 ciclos)
Desnaturacao Anelamento/ extensao
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 detecg¢do de bacterias por PCR

Especificidade do par de primers para defeccdo de bactérias

Espécies Lactobacillus L. L L L. mucosae L
spp. plantarum casei/paracasei rhamnosus acidophilus
Lacto F Lfpr Lease F Ltham F Muc B1- Aci 1681
Pares de primers RVIfm
Lacto R Plan 11 Lcase R Lease R Muc B2- 16500
RVIrm
Amostras
Leite fermentado 1 * - + - - -
Leite fermentado 2 + - + - - -
Preparado lacteo 1 + + + + - -
Capsula probidtico 1 + - - . - -
Capsula probiotico 2 + - - . - -
Capsula probiotico 3 + - - - - +
Preparado lacteo 2 + + - + + -
Sacheé probidtico + - + + - +
CP 1 L. plantarum + + - - + -
CP 2 L. paracasei + - + . - -
CP3 L. rhamnosus + - - + . -
N1 - - - - - -
CN2 - - - - - -

Fonte: Embrapa Agroindustria de Alimentos — Laboratdrio de diagndstico molecular.

O par de primers para L. mucosae necessita de mais testes com outras amostras e/ou
com algum padrao especifico de L. mucosae, uma vez que, amplificou o CP 1 de L.
plantarum. Os demais pares de primers apresentaram comportamento especifico perante os
CP’s testados.

4 CONCLUSAO

O estudo possibilitou avaliar os pares de primers para detec¢do de diferentes espécies
de Lactobacillus, em formulacdes de probidticos, propiciando identificacdo especifica.
Conforme observado nos resultados, conclui-se que o par de primers LactoF/LactoR é um par
nao especifico, logo, ndo serve para distinguir espécie de Lactobacillus, enquanto o par de
primers Muc BI1-RVIfm/ Muc B2-RVIrm necessita de mais testes para comprovar se o
mesmo teria ou nao especificidade.
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