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Resumo: As técnicas de biologia molecular são indispensáveis em diversas áreas de pesquisa, dentre elas 

está a identificação de espécies bacterianas como Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, 

Pseudomona auruginosa, Klebsiella pneumoniae, Corynebacterium diphtheriae, Mycobacterium tuberculosis 

e Escherichia coli e para isso utilizam primers universais. Este trabalho busca avaliar a qualidade deste 

primers universais em amplificar e diferenciar as bactérias descritas. Para isso foi utilizado uma PCR in 

silico e observados os resultados das amplificações. As amplificações demonstraram uma redundância ou 

mesmo ineficiência de vários dos primers testados. 
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Abstract: Molecular biology techniques are indispensable in several researches. Among them the 

identification of bacterial species such as Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, 

Pseudomonas auruginosa, Klebsiella pneumoniae, Corynebacterium diphtheriae, Mycobacterium 

tuberculosis and Escherichia coli, using universal primers. This paper aims to evaluate the quality of this 

universal primers in amplifying and differentiating the described bacteria. For this purpose, an in silico PCR 

was used and the results of the amplifications were observed. The amplifications demonstrated a 

redundancy or even inefficiency of several of the primers tested. 
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Introdução 
 

As principais bactérias de 
importância clínica e epidemiológica 
são as espécies Staphylococcus 
aureus1,2, Streptococcus 
pneumoniae3,4, Pseudomona 
aeruginosa 5, Klebsiella pneumoniae 
6, Corynebacterium diphtheriae 7, 
Mycobacterium tuberculosis 8 e 
Escherichia coli 9, sendo associadas 
a diferentes patologias.  

O Staphylococcus aureus são 
cocos gram-positivos com formato 
de cacho de uva, são encontrados 
nas mucosas do ser humano. Caso 
o ambiente na qual se aloja esteja 
lesionado, a bactéria causará danos 
nas ligações intercelulares, 
desmossomos e junções de 
aderência. Desse modo, ela 
desenvolve patologias como: 
foliculite, impetigo, furúnculos, 
endocardite e bacteremia1,2,10. 
Ademais, o Streptococcus 
pneumoniae também gram-
positivos, possuem seus cocos 
alinhados. Localizam-se na 
nasofaringe e orofaringe nos seres 
humanos. Suas cepas causam 
infecções como: pneumonia, 
osteomielite e meningite 3,4,11. 

As Pseudomonas aeruginosa 
são bactérias gram-negativas que 
apresentam o formato de bacilos. 
Tem como fatores de virulência as 
enzimas, adesinas e toxinas 
(endotoxina A). Desse modo, 
possibilitam doenças que atingem a 
pele, o trato respiratório e urinário5. 
A Klebsiella pneumoniae se 
caracteriza na forma de bacilos 
gram-negativos. Seu modo de 
colonização na forma patológica 
acomete o ser humano 
imunocomprometido e causa 
quadros de infecção severa nas vias 
respiratórias6.  

A espécie bacteriana 
Corynebacterium difiterae, é um 

bacilo Gram-positivo, o qual possui 
como principal fator de virulência e 
patogenia a exotoxina diftérica. As 
cepas toxigênicas, ao secretar esta 
toxina na região nasofaríngea ou 
cutânea, geram a difteria, uma 
doença infectocontagiosa 
aguda7,12,13. Já a Mycobacterium 
tuberculosis é conhecida como 
bacilo de Koch, espécie bacteriana 
altamente patogênica e agente 
causadora da tuberculose. Doença 
infectocontagiosa que afeta 
majoritariamente os alvéolos 
pulmonares, podendo também 
acometer outros órgãos como os 
ossos, rins e meninges8,14,15. A 
Escherichia coli por sua vez é uma 
bactéria, bacilar gram-negativa, 
natural da microbiota intestinal de 
muitos mamíferos, porem algumas 
cepas são patogênicas e 
responsáveis por infecções na 
região gastrointestinal, como 
também infecções urinárias e na 
meninge16,17. 

Nesse sentido, a utilização de 
técnicas de biologia molecular, 
principalmente a técnica de Reação 
em Cadeia da Polimerase (PCR), 
sendo uma ferramenta eficiente na 
identificação de organismos, tanto 
no diagnóstico de patologias quanto 
na pesquisa cientifica. Para que isso 
aconteça, é necessário a utilização 
de iniciadores (Primers) que podem 
identificar vários táxons, apenas 
sendo necessário a escolha de uma 
região conservada para o estudo. 
Em procariotos, geralmente, são 
desenhados iniciadores na região 
ribossomal 16S, pois apresenta 
vários loci conservado para diversas 
bactérias.  

A partir disso, estudos 
encontrados na literatura 
apresentam inúmeros primers dito 
universal para identificação de 
bactérias. Mas em muitos casos não 
há amplificação de fragmentos 
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contestando assim, a literatura. 
Com isso, sua utilização tem sido 
aplicada em estudos, para 
identificar bactérias de forma geral. 

Baseado na importância 
clínica, científica e na necessidade 
da realização de técnicas 
moleculares para um melhor 
diagnóstico das infecções 
bacterianas citadas, torna-se 
necessária uma avaliação da 
qualidade dos primers universal, 
visto que são parte fundamental no 
diagnóstico e no controle de 
qualidade dos estudos científicos, 
tanto nas diferentes formas de PCR 
quanto nos Sequenciamentos de 
Genoma18,20. Este trabalho realizou 
uma análise in silico de diferentes 
primers universal descritos por 
diversos autores, para verificar a 
sua confiabilidade e sensibilidade. 
 
 
Metodologia 
 

O presente trabalho tem 
característica de pesquisa 
descritiva, direcionada para análise 
da eficiência de iniciadores 
moleculares de replicação de DNA. 
Inicialmente foram selecionados 
artigos que apresentavam primers 
considerados universal para a 
identificação de bactérias. Esses 
artigos foram retirados do banco de 
dados PUBMED - MedLine, e os 
primers selecionados, descritos na 
Tabela 1, foram submetidos a uma 
plataforma 
http://insilico.ehu.es/PCR/21 para 
realizar a PCR in silico, e posterior, 
verificação de formação de 
fragmentos para as seguintes 
bactérias: Klebsiella pneumoniae, 
Escherichia coli, Corynebacterium 
diphtheriae, Pseudomonas 
aeruginosa, Staphylococcus aureus, 
Streptococcus pneumoniae e 
Mycobacterium tuberculosis. 

Cada par de Primer foi 
analisado para as sete bactérias 
descritas anteriormente, e foi 
verificado se houve a formação de 
fragmento e o tamanho do 
fragmento formado. 
 
 
Resultados 
 

Os resultados das 
amplificações dos fragmentos de 
PCR das bactérias estudadas estão 
distribuídos na Tabela 1 e figura 1.  
 
 
Discussões 
 

A partir dos resultados acima é 
possível observar uma falha na 
universalidade dos primers ditos 
como universais. Dos oito conjuntos 
de primers estudados, apenas 
quatro (50%) foram eficazes na 
amplificação de todas as bactérias 
estudadas (primers: I, IV, V e VIII) 
outros dois (25%) – primers II e VII 
– não conseguiram amplificar 
nenhuma das oito bactérias estudas 
na análise in silico.  

Os primers do grupo I foram 
utilizados anteriormente por Ritchie 
et al 21 com a finalidade de 
amplificar RNA ribossômicos 16s 
(rRNA) de diferentes espécies de 
Lactobacillus e Bifidobacterium com 
a finalidade de avaliar e caracterizar 
a microbiota fecal de felinos. Em 
seu trabalho, eles traçaram um perfil 
da microbiota dos animais de 
acordo com os padrões de bandas 
formados por cada espécie. Esses 
resultados podem mostrar-se 
parcialmente conflitosos, visto que o 
tamanho de pares de bases entre 
as espécies é bastante próxima, 
devido ao fato de o rRNA ser 
altamente conservado nas 
espécies22. 

http://insilico.ehu.es/PCR/
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Além disso, o tamanho de 
pares de base formadas para a 
bactéria Lactobacillus é igual às 
bactérias E. coli avaliadas in silico 
nesse trabalho para o mesmo 
primer.  Devido ao fato de E. coli ser 
um contaminante frequente nas 
fezes9, é possível que essas 
espécies de Lactobacilus tenham 
sido confundidas com E. coli, uma 
vez que a análise foi baseada no 
fragmento de amplificação. 

Já os primers do grupo II e VII, 
que foram utilizados anteriormente 
por Saggu e Mishra22 e Mao et al23 
respectivamente, não amplificaram 
para nenhuma das sete bactérias 
testadas in silico neste estudo. Este 
primer não se mostrou hábil para 
análises de bactérias patogênicas à 
espécie humana, uma vez que, pelo 
menos oito das principais bactérias 
de importância médica e 
epidemiológica (citar referencias 
que sobrarem na introdução) não 
são identificáveis pelo mesmo. 

Os primers utilizados 
anteriormente por Ito e Suzaki24 (III) 
amplificaram para quatro das sete 
bactérias testadas (S. aureus, S. 
pyogenes, C. diphtheriae e M. 
tuberculosis) correspondendo a 
57% de todas as bactérias 
avaliadas. No entanto, sua 
cobertura não foi suficiente para as 
bactérias P. auruginosa, K. 
pneumoniae e E. coli, o que torna 
preocupante sua utilização por 
exemplo em uma análise ambiental 
ou de contaminação fecal pela não 
identificação de E. coli 9. Além 
disso, é inábil para identificação de 
possíveis superbactérias em um 
estudo epidemiológico, como por 
exemplo a K. pneumoniae 
carbapenemase (KPC)29. 

Já os primers do grupo IV 
embora tenham tamanhos de bases 
parecidos e muito variáveis dentro 
de uma mesma espécie, 

mostraram-se eficientes contra 
todas as sete bactérias analisadas 
em PCR in silico. O que corrobora 
com os resultados encontrados 
por25, no qual foi feita a avaliação 
da qualidade de primers em PCR 
real time para diferentes bactérias. 
Entre as bactérias avaliadas, 
encontram-se diferentes cepas de 
P. aeruginosas, P. fluorescens, P. 
putida, P. stutzeki, Legionella 
pneumophila, E. coli, Serratia 
marcecens, Sthaphycoccus aureus, 
Staphylococcus epidermidis, 
Streptococcus pyogenes, 
Streptococcus mutans, entre outras. 

Os primers do grupo V foram 
recentemente utilizados para 
análise de microbiota de 
camundongos sujeitos a diferentes 
dietas, visando observar alguma 
diferença significativa entre 
camundongos com maior pressão 
sanguínea sistólica em relação aos 
normal26. Estudos utilizando os 
mesmos primers em análise da 
microbiota humana também 
demonstraram-se eficazes30. Logo, 
podemos concluir que os primers V 
foram efetivos na amplificação das 
cepas consideradas universais in 
vivo, colaborando com nossos 
resultados realizados in silico. 

Enquanto o primer VIII 
também demonstrou-se efetivo na 
detecção de bactérias de cunho 
patológico em nossas análises in 
silico assim como em análises in 
vivo realizadas em outros 
experimentos28. Walter e 
colaboradores, ao utilizarem o 
primer VIII visando a detecção de 
cepas de Lactobacilus, uma cepa 
comum na microbiota do trato 
gastrointestinal humano, obteram 
resultados positivos. Em seu 
experimento, Walter produziu 
grupos de camundongos com e sem 
Lactobacilus em sua microbiota 
gastrointestinal. Ao realizar PCR do 
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material extraído do estômago 
destes camundongos utilizando o 
primer VIII, Walter et al foi capaz de 
detectar diferenças significativas 
nos padrões de bandas entre os 
dois grupos testados. Este resultado 
demonstra a incerteza do primer VIII 
para uso em diagnóstico de 
bactérias patologicas, tendo em 
vista que o mesmo também é capaz 
de detectar bactérias probióticas. 

Por fim, os primers VI 
apresentaram pouca fidelidade 
entre as cepas testadas, capaz de 
formar bandas somente para S. 
Aureus e E. Coli, estas ainda de 
bandas de comprimentos 
consideravelmente distintos, 238 e 
350 respectivamente, distinção 
semelhante entre bandas também 
fora encontrada no primer III, de 
resultado subóptimal. Estes 
resultados são respaldados na 
busca por um primer universal de 
maior eficiência realizado por 
Tekahashi27. Onde o primer VI (em 
seu estudo denominado 8F) fora 
rapidamente descartado para uso 
quando comparado aos outros 
primers testados. 
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