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Resumo: O setor cervejeiro brasileiro é um dos maiores empregadores do pais e um pilar
econdmico significativo, responsavel pela producdo de bilhdes de litros de cerveja anualmente. No
entanto, enfrenta desafios relacionados a contaminagdo por BSMs (Beer Spoilage Microorganisms;
ou microrganismos deteriorantes de cerveja), como Levilactobacillus brevis, que comprometem
a qualidade do produto e geram prejuizos econdmicos. Este trabalho teve como objetivo avaliar
a eficiéncia de primers para a detecgdo especifica de L. brevis a partir da aplicacdo das técnicas
de Polimerase Chain Reaction (PCR) e Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP). Cepas de
Levilactobacillus brevis foram cultivadas em laboratério, além de outras bactérias acido-lacticas
dos géneros Lentilactobacillus e Lactiplantibacillus, bem como bactérias heterélogas e fungos para
os testes de especificidade. O DNA genémico de todos os microrganismos foi extraido e utilizado
na composigdo de pools de DNA, utilizado nas analises de especificidade por PCR e LAMP. Para os
testes de sensibilidade, o DNAg de L. brevis foi submetido a dilui¢des seriadas e empregado nas
técnicas de PCR, qPCR e LAMP. Os resultados da PCR demonstraram que os primers desenvolvidos
apresentaram eficiéncia, porém razoavel inespecificidade para Lentilactobacillus buchneri,
outro contaminante de cerveja. O LAMP apresentou uma alternativa promissora a PCR, com
alta especificidade e sensibilidade, amplificando até 100 fg/uL de DNAg. Este estudo reforca o
potencial das metodologias moleculares, com destaque para o LAMP, e evidencia a necessidade
de aperfeicoamento continuo dessas técnicas, a fim de assegurar soluges mais rapidas, precisas
e eficazes para o controle de qualidade na indUstria cervejeira.

Palavras-chave: Cerveja, Diagnéstico, DNA, IndUstria Cervejeira, Levilactobacillus brevis.

Abstract: The Brazilian brewing sector stands out as one of the country’s largest employers and
a significant economic pillar, responsible for the production of billions of liters of beer annually.
However, it faces challenges related to contamination by beer spoilage microorganisms (BSMs),
such as Levilactobacillus brevis, which compromise product quality and cause economic losses.
This study aimed to evaluate the efficiency of primers for the specific detection of L. brevis using
the techniques of Polymerase Chain Reaction (PCR) and Loop-Mediated Isothermal Amplification
(LAMP). Laboratory cultures were established for Levilactobacillus brevis, the target microorganism
of this study, as well as other lactic acid bacteria from the genera Lentilactobacillus and
Lactiplantibacillus, along with heterologous bacteria and fungi for specificity tests. Genomic DNA
(gDNA) was extracted from all microorganisms and used to create DNA pools, which were employed
in specificity analyses via PCR and LAMP. For sensitivity tests, L. brevis gDNA was subjected to
serial dilutions and tested using PCR, gPCR, and LAMP. PCR results showed that the developed
primers were efficient but exhibited a certain degree of cross-reactivity with Lentilactobacillus
buchneri, another common beer contaminant. LAMP emerged as a promising alternative to PCR,
demonstrating high specificity and sensitivity, detecting as little as 100 fg/uL of gDNA. This study
highlights the potential of molecular methodologies, particularly LAMP, and underscores the need
for continuous improvement of these techniques to ensure faster, more accurate, and effective
quality control solutions for the brewing industry.
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INTRODUCAO

O setor cervejeiro brasileiro é um dos mais tradicionais do
pais e abrange uma cadeia produtiva que se estende desde o
agronegocio até pequenos varejos. Destaca-se como um dos
pilares da economia nacional, emprega mais de 2,7 milhdes
de pessoas e se posiciona entre os maiores empregadores
do Brasil, sendo um significativo impulsionador do
desenvolvimento econdmico (Bressan et al., 2020; Anuario
da Cerveja de 2024 - Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA, 2024; CervBrasil, 2024).

A producgdo de cerveja envolve a maltagem dos graos
para converter amidos em agucares fermentdveis, seguida
pela moagem e mistura com agua para formar o mosto, que
é fervido com lGpulo para conferir aroma, amargor e efeito
antibacteriano. Apds o resfriamento, o mosto é fermentado
por leveduras Saccharomyces, convertendo carboidratos
em alcool. O processo final inclui floculagdo, centrifugacdo,
filtragdo e maturacdo (15a30dias). Antes do envase, a cerveja
¢ pasteurizada para eliminar microrganismos e estabilizar o
produto, diferindo do chope, que ndo passa por essa etapa
(Stewart; Priest, 2006; Rodhouse; Carbonero, 2019; Thongon
etal.,2023).

BSMs (Beer Spoilage Microorganisms)

A fabricacdo de cerveja enfrenta desafios relacionados
a qualidade e seguranga do produto final, especialmente
devido a contaminagdo por Beer Spoilage Microorganisms
(BSMs). Embora a cerveja possua propriedades microbicidas,
como baixo pH, baixa concentracdo de oxigénio, alta
concentracdo de didxido de carbono e adigdo de lupulo,
algumas bactérias e leveduras conseguem crescer e
comprometer sua qualidade. A contaminagdo pode ocorrer
a partir das matérias-primas, do ambiente de produgdo ou
pela adicao de ingredientes aromatizantes, representando
um problema critico que pode afetar a aceitagdo do produto
pelos consumidores e gerar desperdicios significativos
(Sakamoto; Konings, 2003; Garofalo et al., 2015; Rodhouse;
Carbonero, 2019).

Os BSMs incluem bactérias produtoras de acido latico
dos géneros Lactobacillus e Pediococcus (Jevons; Quain,
2022), bactérias Gram-negativas aerdbicas como Acetobacter
(Kubizniakova et al., 2021) e anaerdbicas como Zymomonas e
Megasphaer (Dragone et al., 2007). Também estdo presentes
leveduras aerdbicas, como as dos géneros Brettanomyces
(Powell; Kerruish, 2017) e Saccharomyces diastaticus (Briggs
et al., 2004), além de fungos miceliais como os géneros
Alternaria, Fusarium (Esmaieli et al., 2015) e Aspergillus
(Vaughan et al., 2005). Esses microrganismos deteriorantes
podem comprometer a bebida, causando turbidez, acidez
e/ou cheiro desagradavel devido a presenca de compostos

gerados pelo metabolismo dos préprios BSMs (Xu et al., 2020).

O ldpulo na cerveja possui efeito antibacteriano devido
aosiondforos de prétons e iso-a-acidos, que inibem bactérias
gram-positivas, incluindo as acido-lacticas (Suzuki et al.,
2005). No entanto, algumas espécies do género Lactobacillus
apresentam resisténcia a esses compostos e sdo responsaveis
por cerca de 70% dos casos de deterioracdo da cerveja
(Hayashi et al., 2001; Suzuki et al., 2005; Bergsveinson et al.,
2015). Levilactobacillus brevis é o principal contaminante
da industria cervejeira, sendo sua resisténcia associada ao
gene horA, que atua como bomba de efluxo, removendo
compostos antibacterianos do ldpulo. Outros genes, como
horC e hitA, também auxiliam na resisténcia, promovendo
a expulsdo de iso-a-acidos e o equilibrio idnico celular.
A disseminagdo desses genes por plasmideos dificulta o
controle microbioldgico, exigindo estratégias eficazes para
prevenir a contaminagdo por L. brevis (Suzuki et al., 2004;
Asano et al., 2019; Feyereisen et al., 2020).

Técnicas de deteccdio

Atualmente, a deteccdo de BSMs na industria é feita
principalmente por andlises de crescimento em cultivo com
meios seletivos, um processo que leva cerca de sete dias para
fornecer resultados. Esse tempo pode permitir que a cerveja
deteriorada seja distribuida antes das analises, gerando
custos financeiros com recolhimento dos produtos e risco de
danos a credibilidade da marca (Sakamoto; Konings, 2003;
Condinaetal., 2019).
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A Polymerase Chain Reaction (PCR) é uma técnica
molecular eficaz para detectar BSMs, oferecendo resultados
rapidos e precisos em comparagdo com métodos de cultivo.
Estudos indicam que pode identificar Lactobacillus brevis
e até 12 espécies por PCR multiplex, incluindo genes de
resisténcia como horA e horC (Garofalo et al., 2015; Asano et
al., 2019; Condina et al., 2019). Como alternativa, a técnica
Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) se destaca
por sua sensibilidade e rapidez, operando em temperatura
constante e dispensando o uso de termocicladores, ao
contrdrio da PCR. Sua alta especificidade e facilidade de
aplicacdo tornam o LAMP uma opg¢do promissora para o

controle microbioldgico na industria cervejeira, oferecendo

FPrimerinterno
Sorward (FIP)

N Fie

FPrimerde leop

uma abordagem mais acessivel e eficiente para a deteccdo

de contaminantes (Augustine et al., 2020; Soroka et al., 2021).

Desenvolvida em 1998, a técnica LAMP é rapida e
sensivel para a detecgdo de microrganismos, operando em
temperatura constante sem necessidade de equipamentos
sofisticados. Utiliza multiplos primers para amplificar até oito
regides (Figura 1) do DNA-alvo, garantindo alta especificidade
e eficiéncia superior a PCR (Notomi et al., 2000; Srividya et
al., 2019; Chaouch, 2021; Augustine et al., 2020; Soroka et al.,
2021). O design dos primers inclui pares internos, externos e
de loop, formando uma estrutura semelhante a um “haltere”,
que melhora a amplificagdo e reduz o tempo da reagdo em
50% (Augustine et al., 2020; Chaouch, 2021; Soroka et al.,
2021).

Primerexiernn - forward (FL}
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Figura 1 - Primers utilizados na reacdo de LAMP. O primer interno forward (FIP) possui uma regido F2, que é complementar a sequéncia F2c do molde, e uma

regido livre F1c, complementar a F1 da nova fita formada. O primer interno backward (BIP) contém a regido B2, complementar a B2c do molde, e a regido livre Blc,
complementar a B1 da nova fita formada. O primer externo forward (F3) possui uma regido F3, complementar a F3c do molde, enquanto o primer externo backward
(B3) apresenta uma regido B3, complementar a B3c do molde. O primer de loop forward (FL) é complementar a alca de fita simples formada entre as regiées F2 e F1, e
o primer de loop backward (BL) é complementar a alca de fita simples formada entre as regi6es B2 e B1 (adaptado de Soroka et al., 2021).

A técnica LAMP dispensa a desnaturagdo do DNA, pois
a polimerase Bst, derivada de Bacillus stearothermophilus,
permite a amplificagdo em temperatura constante (60-65°C),
eliminando a necessidade de termociclador. O processo
envolve producdo do material inicial, amplificacdo ciclica
e elongacdo com reciclagem, gerando DNA de fita dupla
(Notomi et al., 2000; Srividya et al., 2019; Augustine et al,,

2020; Soroka et al., 2021). A deteccdo pode ser feita por
colorimetria, fluorescéncia, turbidimetria ou eletroforese,
com destaque para o vermelho fenol (phenol red), que muda
de rosa para amarelo em reagdes positivas, facilitando a
interpretacdo dos resultados (Srividya et al., 2019; Augustine
et al., 2020; Chaouch, 2021; Soroka et al., 2021).
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O LAMP e o gPCR sdo técnicas compardveis em
sensibilidade e especificidade, mas o LAMP se destaca
por ser mais rapido, simples e acessivel, dispensando
termocicladores sofisticados (Hanifehpour et al., 2024). O
RT-LAMP (sigla em inglés para Transcricdo Reversa Seguida
por Amplificacdo Isotérmica Mediada por Loop) demonstrou
93-94% de precisdo na detecgao do SARS-CoV-2, com menor
necessidade de infraestrutura (Pourakbari et al.,, 2023),
e em alguns casos, como na identificacdo de Aeromonas
hydrophila, superou o qPCR em sensibilidade (Gao et al.,
2023).

Além disso, é uma alternativa viavel para fitopatologia
e diagnéstico de COVID-19, especialmente em locais com
infraestrutura limitada (lkeda et al., 2023; Dahmani et al.,
2023). A escolha entre LAMP e gPCR depende da aplicagdo
e dos recursos disponiveis, a Tabela 1 compara os custos e

tempos de execucdo das técnicas.

Preco por reagdo

Reagentes LAMP qPCR
Primers R$ 1,07 R$ 0,03
Mix de amplificagdo R$ 18,89 R$ 20,14
Placa ou tubo R$ 0,69 R$ 0,76
Custo total da reagdo R$ 20,65 R$ 20,93

Equipamentos e tempo de reagao

Aparelho de gPCR

o R$3.055,61
ou bloco térmico

R$ 250.969,26

Insumos - R$ 6.144,00

Tempo de reagao 30 min - 1h 2h-3h

Tabela I: Comparacao dos pregos e tempo das reagoes de LAMP e qPCR. Os
valores foram obtidos por meio de cota¢Ges realizadas junto as empresas New
England Biolabs, Sigma-Aldrich, Loja Netlab e Thermo Fisher Scientific. Foram
considerados os seguintes materiais e reagentes: LAMP Master Mix (New
England Biolabs), tubos de 0,2 mL (Sigma-Aldrich), banho seco digital e bloco
para banho seco (Loja Netlab), além de SYBR Green, placa para qPCR, servico
de calibragdo, primers e QuantStudio 5 com laptop e software (Thermo Fisher
Scientific). As cotagdes foram realizadas em janeiro de 2025.

O LAMP tem custo por reacdo semelhante ao gPCR
(RS 20,65 vs. RS 20,93), mas é mais econdémico devido ao
menor tempo de resposta (30-60 min vs. 2-3 h) e a dispensa
de termociclador. Embora os primers do LAMP sejam mais
caros, o investimento em equipamentos é significativamente
menor, tornando-o uma opc¢do acessivel (Dahmani et al.,

2023).Assim, 0 LAMP se destaca pela rapidez e acessibilidade,

sendo vidvel para laboratérios com recursos limitados e
setores que demandam diagndsticos ageis, como a industria
cervejeira (Hanifehpour et al., 2024; Pourakbari et al., 2023;
Gao et al., 2023; Ikeda et al., 2023).

Diante desse contexto, este estudo teve como objetivo
principal avaliar a especificidade e a sensibilidade de
um conjunto de primers desenvolvido in silico para a
deteccdo de Levilactobacillus brevis, utilizando as técnicas
de PCR e LAMP. Para tanto, foram cultivadas cepas de L.
brevis, microrganismo-alvo do estudo, além de diferentes
microrganismos heterélogos, que serviram como modelos
para os testes de especificidade. Apds a extragdo do DNAg
de todas as amostras, o material foi utilizado em reagdes
de PCR e LAMP para verificar a capacidade dos primers em
detectar L. brevis com alta sensibilidade e sem amplifica¢des
cruzadas. Dessa forma, buscou-se validar a precisdo do
método proposto, visando sua aplicagdo pratica no controle

microbioldgico da indUstria cervejeira.

MATERIAL E METODOS
Cultivo dos microrganismos

Levilactobacillus brevis e outras bactérias acido-lacticas
como Lactobacillus buchneri, Lentilactobacillus buchneri, L.
plantarum e Lactiplantibacillus plantarum, foram cultivadas
em meio MRS com pH 6,5 + 0,2. Para meio sélido, foi
adicionado 1,5% de agar. Apds o preparo, 0s microrganismos
foram inoculados com alga de platina e incubados a 35°C por

até 72 horas.

A tabela 2 apresenta os meios de cultivo utilizados para
cada um dos microrganismos heterdlogos utilizados para o

teste de especificidade.

Evidéncia, 2025, v. 25, p. 1-13
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. . 3 . . Parametros de
Microrganismo Heterélogo Meio de Cultivo

Crescimento

Bacillus thuringiensis 30°C-24h
Klebsiella aerogenes 28°C-48h
Kocuria kristinae Nutriente Agar 28°C-48h
Pseudomonas sp. 28°C-48h
Staphylococcus aureus 28°C-48h
Escherichia coli Super Optimal 37°C-24h
Lactococcus lactis Broth 35°C-72h
Zymomonas mobilis RM 30°C-48h
Pediococcus sp. 35°C-48h

§ Pediococcus pentosaceus DeMan,Rogosa  350¢ _4g1h

] e Sharpe

§ Leuconostoc mesenteroides 30°C-48h
Alternaria sp. 28°C -7 dias
Aspergillus sp. 28°C-7dias

Mannitol Agar

Fusarium verticillioides 28°C-7dias
Trichoderma sp. 28°C-7dias
Candida albicans 35°C-24h
Paracoccidioides brasiliensis 37°C-7dias
Saccharomyces cerevisiae 30°C-24h
Zygosaccharomyces rouxii 30°C-24h
Brettanomyces bruxellensis 30°C-48h
Wickerhamomyces anomalus vt peptone 30°C-24h
EC1118 (S. cerevisae) Dextrose 30°C-24h
S288 (S. cerevisae) 30°C-24h
Wild Catarina (S. cerevisae) 30°C-24h
SA (S. cerevisae) 30°C-24h

¢ Sali Fermentada (S. cerevisae) 30°C-24h

[V

._% W303(S. cerevisae) 30°C-24h

Tabela 2 - Condigdes de cultivo dos microrganismos heterélogos.

Extracdio de DNA genémico

A extracdo de DNAg foi realizada a partir de 3 mL de
cultura crescida overnight, seguindo protocolos especificos
da QIAGEN para bactérias e leveduras, com o kit DNeasy
Blood & Tissue. A quantificacdo foi feita por fluorescéncia no
Quantus (Promega), e a integridade do DNA foi verificada por

eletroforese em gel de agarose 1%.

Reacées de PCR

A PCR foi realizada em 25 uL, contendo tampao, dNTPs,
MgCl,, primers especificos, Tag DNA polimerase e DNA
gendmico de L. brevis. A amplificacdo seguiu 30 ciclos de
desnaturagdo (95°C), anelamento (58°C) e extensdo (72°C),

com validagdo por eletroforese em gel de agarose 2%.

Os primers, desenhados por bioinformatica, garantiram
especificidade, evitando amplificagdes cruzadas. Controles
positivos utilizaram primers para 16S rRNA (bactérias) e ITS
(fungos), enquanto os negativos substituiram o DNA por agua
Milli-Q.

Testes de especificidade e sensibilidade

A especificidade dos primers foi avaliada utilizando dois
pools de DNA genémico (DNAg), um contendo bactérias e
outro leveduras, ambos preparados com microrganismos

heterélogos a L. brevis.

Para os testes de sensibilidade, o DNAg de L. brevis foi
diluido em série (1:10) para obter concentra¢des de 10 nga 1
fg, e PCR convencional e em tempo real foram realizados para
determinar o limite de detecgdo. A amplificagcdo da qPCR foi

monitorada por fluorescéncia com SYBRGreen.

Reacées de LAMP

A sensibilidade do LAMP foi avaliada com dilui¢des
seriadas do DNAg de Levilactobacillus brevis (10 ng a 10
fg), utilizando 1 pL por reagdo. A amplificacdo ocorreu com
WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix e primers
especificos, incubados a 65°C por 1 hora, com detecgdo
pela mudanca de cor do phenol red. Controles negativos
utilizaram adgua Milli-Q. A especificidade foi testada com pools
de DNAg ajustados para 10 ng/pL, aplicando 7 pL de cada
pool, equivalente a 4,375 ng por microrganismo, permitindo

avaliar a seletividade dos primers para L. brevis.

RESULTADOS

Evidéncia, 2025, v. 25, p. 1-13
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Microrganismo Heter6logo Rendimento
Cultivo e extragﬁo de DNAg Bacillus thuringiensis 2,2 g
Citrobacter freundii 12,7 ug
A extracdo de DNAg foi realizada com o kit DNeasy Blood Klebsiella aerogenes 18ug
& Tissue (QIAGEN), seguindo protocolos especificos para Kocuria kristinae 1,9 ug
bactérias e fungos. A quantificacdo por fluorescéncia no Pseudomonas sp. 15ug
sistema Quantus (Promega) revelou um rendimento de 2,4 ug Staphylococcus aureus 3ug
para L. brevis, com bandas integras e sem smear (Figura 2), Escherichia coli 5.8ug
indicando alta qualidade do DNA para PCR e LAMP. 9
5 Lactococcus lactis 16,3 pg
kst
@ Zymomonas mobilis 4,9 ug
M DNAg Lentilactobacillus buchneri 2,1pg
23 kb L. brevis
pb Lactobacillus buchneri 2,8ug
23130 Lactiplantibacillus plantarum 3,6 ug
9416
6557 Lactobacillus plantarum 4,2 g
4361 Pediococcus sp. 1,8ug
Pediococcus pentosaceus 3,3
2322 P &
2027 Leuconostoc mesenteroides 49ug
Alternaria sp. 7,8 ug
Aspergillus sp. 6,3 g
Fusarium verticillioides 3,7ug
Trichoderma sp. 3ug
Candida albicans 2,2ug
Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose da extragdo de DNAg de L. brevis. O T o
perfil da amostra de Levilactobacillus brevis mostra uma banda integra e sem Paracoccidioides brasiliensis 19ug
smear, indicando uma extragdo eficiente e adequada para amplificacdo. (M) .
Marcador 23.000 pb (Promega); DNAg de L. brevis. Saccharomyces cerevisiae 19ug
Zygosaccharomyces rouxii 51ug
Os DNAg extraidos dos demais microrganismos Brettanomyces bruxellensis 4518
apresentaram concentra¢des adequadas para amplificacdo, Wickerhamomyces anomalus 8,1ug
conforme detalhado na Tabela 3. Valores acima de 1 ug foram EC1118 (S. cerevisae) 45ug
considerados satisfatérios, garantindo a confiabilidade e 5288 (5. cerevisae) 3ug
reprodutibilidade das analises. Wild Catarina (5. cerevisae) 19 ug
SA (S. cerevisae) 2,2 g
2 Sali Fermentada (S. cerevisae) 3,6 ug
oo
c
2 W303(S. cerevisae) 2,4ug

Tabela 3 - Rendimento das extracoes de DNAg dos microrganismos
heterdlogos utilizadas no estudo. Todas as extra¢des apresentaram
rendimentos satisfatérios, com quantidades adequadas de DNAg para a
realizagdo dos experimentos subsequentes, garantindo a confiabilidade e a
precisdo das analises realizadas.
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Reacées de PCR

O set de primers testado nesse trabalho, desenvolvido
para ensaios de LAMP, foi sintetizado pela Thermo Fisher
Scientific e inclui seis primers: internos (FIP, BIP), externos
(F3, B3) e de loop (LF, LB). Para PCR convencional, foram
utilizados apenas os primers externos F3 e B3, designados
como forward e reverse. A eficiéncia do set de primers para L.
brevis foi avaliada por PCR, com controles positivo e negativo.
O controle positivo (16S rRNA) confirmou a integridade do
DNAg, enquanto o set de primers gerou amplificagdo bem-
sucedida, resultando em uma banda de aproximadamente
250 pb (Figura 3).

M
100 pb 1 2 3 4
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1200
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800
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600
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400
300
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Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose para avaliagdo da amplificagdo
com o set de primers desenhado para detecgdo de L. brevis. O controle
positivo amplificou, bem como o set de primers com uma banda visivel de
aproximadamente 250 pares de bases (pb). (M 100 bp) Marcador 100 pb
(Sinapse); (1) Controle positivo L. brevis; (2) Controle negativo 16S; (3) Teste
primer gerado com L. brevis; (4) Controle negativo set de primers.

A especificidade do set de primers foi avaliada por PCR
utilizando pools de DNA de bactérias e fungos, com controles
positivos e negativos. Cada reacdo continha 100 ng de DNA,
sendo 6,25 ng por espécie. O controle positivo com L. brevis
foi incluido para simular as mesmas condi¢bes dos pools. Os
controles positivos amplificaram corretamente, e o set de
primers ndao amplificou o pool de fungos, confirmando sua
especificidade para bactérias. No entanto, gerou uma banda
fraca no pool bacteriano, sugerindo possivel amplificacdo

inespecifica.

2 3
Poolbactérias Pool leveduras
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9200
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Figura 4 - Avaliacdo de especificidade do set de primers em PCR. O pool de
fungos ndo apresentou amplificagdo, no entanto, o pool bacteriano gerou
uma banda fraca, sugerindo possivel amplificagdo inespecifica. (M 100 bp)
Marcador 100 pb (Sinapse); (1) Controle positivo set de primers; (2) Controle
positivo pool de bactérias 16S e teste set de primers; (3) Controle positivo
pool de leveduras ITS e teste set de primers; (4) controle negativo set de
primers.

Tendo em vista o aparecimento de uma banda fraca
no pool de bactérias heterélogas, um novo teste com
microrganismos préximos taxonomicamente a L. brevis,
conforme a literatura, foi realizado. Neste caso, foram
testados separadamente o DNAg de L. buchneri (obtido
da FAT e Levteck) e L. plantarum (obtido da FAT e Levteck).
Nesse experimento houve amplificagdo fraca apenas para
L. buchneri, sugerindo detec¢do inespecifica. Isso indica
que o set de primers pode identificar tanto L. brevis quanto
L. buchneri, ambos contaminantes cervejeiros. Para maior
especificidade, recomenda-se otimizar a PCR, combinar o set

testado com primers adicionais ou usa-lo para triagem inicial

seguida de PCR especifica.

M
100 pb 1 2 3 4 s 6 7

1200

1000

400 Amplificagdes
inespecifica de
L. buchneri
Levteck

Figura 5 - Teste de especificidade do set de primers para Lactobacillus.
Apenas L. buchneri, isolado da empresa Levteck, apresentou uma banda
fraca, semelhante ao resultado observado no pool de bactérias. (M 100

bp) Marcador 100 pb (Sinapse); (1) Controle positivo set de primers 10 ng;
(2) Controle positivo set de primers 6,25 ng; (3) L. buchneri CCT teste set de
primers; (4) L. buchneri Levteck teste set de primers; (5) L. plantarum CCT
teste set de primers; (6) L. plantarum teste set de primers Levteck; (7) pool de
bactérias com set de primers.
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A sensibilidade do set de primers foi avaliada por PCR
com diluicdes de DNAg de L. brevis (10 ng/uL a 1 fg/uL).
Conforme ilustrado na Figura 6, os controles negativos nado
amplificaram, e a menor concentracdo detectavel foi 10 pg/
uL. As bandas no gelficaram menos nitidas em concentracdes
mais baixas, indicando a reducdo da sensibilidade dos

primers.

300

200

100

Figura 6 - Teste de sensibilidade do set de primers para amplificacdo de

L. brevis. A concentragdo minima detectavel foi de 10 pg/pL, e as bandas
tornaram-se progressivamente menos nitidas a medida que a concentragdo
de DNAg diminuia. (M) Marcador 100 pb (Sinapse); (1) 10 ng/uL; (2) 1 ng/uL;
(3) 100 pg/pL; (4) 10 pg/uL; (5) 1 pg/uL; (6) 100 fg/uL; (7) 10 fg/pL; (8) 1 fg/ulL;
(C-) Controle negativo.

A PCR quantitativa foi realizada com diluicdes de L.
brevis (10 ng/uL a 100 atg/pL). A amplificagdo ocorreu de 10
ng/uL a 10 fg/uL, sem detec¢do em concentracdes menores,
demonstrando maior sensibilidade que o PCR convencional,
pois a fluorescéncia em tempo real permitiu identificar a
amplificagdo nas fases iniciais. O R? = 0,99 confirmou a alta

precisdo do experimento (Grafico 1).

Plot de Amplificagio
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Grafico 1 - Teste de PCR quantitativo de L. brevis com diferentes
concentracdes de DNAg. O grafico mostra que a amplificagdo foi detectada
nas concentragdes de 10 ng/ulL a 10 fg/uL, evidenciando maior sensibilidade
do PCR quantitativo em comparac&o a PCR convencional.

Reacées de LAMP

A reacdo de LAMP com DNAg foi realizada usando o
WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix, que utiliza o
corante phenol red. Foram testadas concentragdes de 10
ng/uL, 100 pg/uL, 100 fg/uL e 10 fg/uL, além de controle
negativo. O teste de sensibilidade, mostrado na Figura 8,
demonstrou amplificagdo eficaz nas concentragoes de 10 ng/
uL, 100 pg/pL e 100 fg/uL, mas ndo detectou amplificagdo em
10 fg/uL, indicando que o limite de sensibilidade é em torno
de 100 fg/uL, destacando a eficacia do LAMP na detecgdo de

baixas concentra¢des de DNA de L. brevis.

o

L J

Figura 8 - Andlise do teste de LAMP com DNAg de L. brevis. A amplificagdo
bem-sucedida até nas amostras de 10 ng/uL, 100 pg/uL e 100 fg/uL, com
excegdo da concentragdo de 10 fg/uL. (1) 10 ng/uL; (2) 100 pg/uL; (3) 100 fg/
uL; (4) 10 fg/uL; (C-) Controle negativo.

Aespecificidadedareagaode LAMP foiavaliada utilizando
pools de DNA de leveduras e bactérias heter6logas a 10 ng/uL,
além de um controle positivo com DNA de Levilactobacillus
brevis. Apenas o controle positivo apresentou amplificacdo,
enquanto os outros pools ndo geraram sinais. O volume da
reacdo foi de 25 pL, com até 7 pL de amostra, totalizando

aproximadamente 4,375 ng de DNA por microrganismo.

O teste de sensibilidade (Figura 9) indicou que a
deteccdo é possivel até 100 fg/uL, sendo a quantidade de
DNA suficiente para o ensaio. A reagdo foi monitorada em
intervalos de 10 minutos, com amplificacdo observada no
controle positivo em 20 minutos, confirmando a eficicia e a

especificidade do método para a deteccdo rapida.
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Figura 9 - Andlise do teste de especificidade da reagdo de LAMP para L. brevis.
Os pools de bactérias e fungos ndo apresentaram amplificacdo, assim como o

controle negativo. (1) Controle positivo set de primers 10 ng; (2) Teste pool de
bactérias; (3) Teste pool de leveduras; (4) controle negativo set de primers.

DISCUSSAO

A busca por técnicas alternativas para detectar BSMs,
como Levilactobacillus brevis, atende a demanda do
setor cervejeiro por solugdes rapidas e precisas, ja que
a contaminagdo afeta a qualidade e aumenta os custos.
Métodos tradicionais, como a microbiologia de cultivo, tém
limitagbes quanto ao tempo de resposta, enquanto técnicas

moleculares, como PCR e LAMP, sdo mais rapidas e sensiveis.

Neste estudo, os primers especificos para L. brevis
amplificaram de forma eficiente em ambas as técnicas, mas a
PCR apresentou uma amplificagdo minima para Lactobacillus
buchneri, um contaminante geneticamente proximo (Zheng
et al.,, 2020), sugerindo que ajustes nos primers seriam
necessarios para melhorar a especificidade da deteccdo

exclusiva de L. brevis.

Os testes mostraram que a PCR qualitativa detecta até
10 pg/uL de DNA, enquanto a PCR quantitativa (em tempo
real) alcanga maior sensibilidade, detectando até 10 fg/uL.
No entanto, seu alto custo e a necessidade de equipamentos
especializados limitam seu uso em cervejarias menores. Ja
o LAMP, que nao requer termociclador e fornece resultados
em até uma hora, apresentou alta sensibilidade para L. brevis
(100 fg/pL), destacando-se como uma alternativa eficiente e
acessivel para a deteccdo rapida de contaminantes (Chaouch,
2021; Soroka et al., 2021).

Comparagdes com outros estudos reforcam a eficacia do
LAMP na detecgdo de Lactobacillus. Atécnica demonstrou alta
sensibilidade, alcangando até 0,1 cépias/uL, embora nesse
caso tenha sido utilizado SYBR Green em vez da abordagem

colorimétrica empregada no presente estudo. Apesar dessa

diferenca, o desempenho do LAMP foi igualmente eficaz,
permitindo amplificagdo em concentragdes muito baixas
(Anyaduba et al., 2022; Kim et al., 2024).

Estudos anteriores reforcam a eficacia da mistura
utilizada neste trabalho, o WarmStart® Colorimetric LAMP 2X
Master Mix, demonstrando excelente desempenho. Jomoui
etal. (2022) relataram 100% de sensibilidade e especificidade
variando entre 98,2% e 99,7% na deteccdo de diferentes
bactérias. Em outro estudo, Illidge et al. (2024) relataram
que o LAMP foi capaz de detectar Lactobacillus crispatus
a partir de 10 fg de DNA, demonstrando uma sensibilidade
ligeiramente superior a obtida no presente estudo, em que
L. brevis foi detectado até o limite de 100 fg. Ainda assim, os
resultados aqui apresentados situam-se na mesma ordem
de magnitude, confirmando o alto potencial do LAMP para

detectar microrganismos em concentragées muito baixas.

Além disso, a versatilidade do LAMP foi evidenciada na
deteccdo do SARS-CoV-2 utilizando WarmStart® Colorimetric
Master Mix com SYTO-9® em um termociclador de qPCR.
Embora esse protocolo difere do presente estudo, que
utilizou apenas detecgao visual direta, ambos aplicaram a
mesma temperatura de 65°C por 20 minutos, demonstrando
a estabilidade da metodologia aplicada no teste de
especificidade (Zhang et al., 2020).

A técnica colorimétrica também tem sido empregada
com sucesso na deteccdo de Bovine alphaherpesvirus 1
e Mycobacterium bovis em saide animal (Peltzer et al.,
2021; Sierra et al., 2023). Além disso, foi aplicada para
identificar Fusobacterium nucleatum com o uso do corante
phenol red, destacando sua eficiéncia, sem necessidade de
equipamentos sofisticados (Zuraik et al., 2024). Esse fator
¢é especialmente relevante para ambientes com recursos

limitados, como cervejarias.

.

Ampliando ainda mais seu escopo, o LAMP ¢
amplamente utilizado para detec¢do de microrganismos
em diferentes contextos, atendendo aos critérios ASSURED
(sigla em inglés para Acessivel, Sensivel, Especifico, Facil de
usar, Rapido, Robusto, Sem equipamento e Entregavel aos
usuarios finais) da OMS (Organizagdo Mundial da Saude) pela
sua sensibilidade, especificidade e acessibilidade (Kosack
et al., 2017). Durante a pandemia, o RT-LAMP mostrou alta

eficacia na detecgdo do SARS-CoV-2, especialmente nas fases
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iniciais da infeccao (Huang et al., 2020; Dong et al., 2021)
sendo Util em locais com infraestrutura limitada (Pu et al.,
2022; Mannier; Yoon, 2022; Choi et al., 2023).

Além disso, a técnica foi adaptada para detectar virus
como Ebola, Zika, dengue (Oloniniyi et al., 2017; Estrela et
al., 2019), adenovirus (Yuan et al., 2019), influenza A (Poon
et al., 2005) e herpesvirus (Wang et al., 2015). O TB-LAMP
(Tuberculose - Loop-mediated Isothermal Amplification),
recomendado pela OMS, mostrou eficacia no diagndstico
rapido da tuberculose (Dayal et al., 2021; Fan et al., 2022),
enquanto o mLAMP (LAMP multiplex) permite diferenciar M.
tuberculosis de Mycobacterium nao tuberculoso (Kim et al,,
2021).

O LAMP também tem sido testado no diagndstico
de doengas respiratdrias, como pneumonia causada por
diversos patbgenos (Vergara et al., 2020), e em patdgenos
alimentares, como E. coli e Salmonella (Zhuang et al., 2014;
Priya et al., 2018). Sua eficacia também é demonstrada no
diagndstico de parasitas, como Plasmodium (Selvarajah et
al., 2020), e infec¢des fungicas, como Candida albicans e

Aspergillus fumigatus (Nakayama et al., 2017; Li et al., 2023).

Diante do exposto, os dados da literatura corroboram
com os achados do presente estudo, destacando a robustez,
simplicidade e adaptabilidade do LAMP como uma
ferramenta promissora para a detecgdo rapida e precisa de
microrganismos em contextos variados, incluindo a industria

cervejeira.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo confirmam que os
primers desenvolvidos in silico para Levilactobacillus brevis
foram eficientes nas técnicas de PCR e LAMP, validando
0 objetivo proposto de avaliar sua especificidade e
sensibilidade. A PCR convencional demonstrou capacidade
de deteccdo até 10 pg/uL, enquanto a PCR em tempo real
ampliou a sensibilidade para 10 fg/uL. No entanto, foi
observada uma amplificacdo cruzada com Lactobacillus
buchneri,sugerindo limitacdo na especificidade em contextos

com espécies geneticamente proximas.

Por outro lado, o LAMP mostrou-se altamente promissor,
com sensibilidade de até 100 fg/uL e alta especificidade nos
testes com diferentes microrganismos, destacando-se como
uma alternativa viavel a PCR para aplicagbes em ambientes
com recursos limitados. Assim, os dados apresentados
reforcam o potencial das metodologias moleculares, em
especial o LAMP, como ferramentas eficazes para o controle
microbioldgico na industria cervejeira. A continuidade
de pesquisas focadas em aprimorar a especificidade dos
primers pode ampliar ainda mais a aplicabilidade desses
métodos em contextos industriais o que oferece um potencial
inovador para o controle de qualidade. Além disso, seu uso
em cervejarias ainda é pouco explorado, podendo otimizar
processos e reduzir perdas. A integracdo dessa tecnologia ao

setor abre novas oportunidades em biotecnologia industrial.
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