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Desenho de primers para amplificação do gene 16S rRNA de Staphylococcus 

aureus  
 

1. Obtenção da sequência do gene16S rRNA da bactéria Staphylococcus aureus no 
formato FASTA: 

 

 

2. Desenho dos primers para a sequência apresentada utilizando o software 
Primer 3: 
PFA: primer foward 
PRA: primer reverse  



 
 

3. Verificação de homologia entre os primers obtidos pelo Primer 3 com o primer 
universal pelo software Primer Show:  
PFU (primer foward universal): AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
PRU(primer reverse universal): ACGGCTACCTTGTTACGACTT 
 

 



 
  

4. Tamanho do amplicon 
Sabendo-se que a sequência de estudo possui 1552 bp, calcula-se o 
tamanho do amplicon da seguinte forma: 
Tamanho entre PFU e PRU (1522-8): 1514 bp 
Tamanho entre PFA e PRA: 123 bp 
 

5. Cálculo da temperatura de Melting e de annealing para amplificação da 
sequência de interesse: 

a) Cálculo pelo site NEB Tm calculator utilizando a enzima Q5 
High-Fidelity DNA Polymerase: 
Forward primer universal (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’): 64°C 
Reverse primer universal (5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’): 66°C 
Temperatura de anelamento: 65°C 
 
Forward primer S. aureus (5’-GAAAGCCACGGCTAACTACG-3’): 66°C 
Reverse primer S. aureus (5’-CATTTCACCGCTACACATGG-3’): 64°C 
Temperatura de anelamento: 65°C 
 

                      b) Cálculo manual: 
Forward primer universal (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’): 60°C 
Reverse primer universal (5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’): 62°C 
 
Forward primer S. aureus (5’-GAAAGCCACGGCTAACTACG-3’): 62ºC 
Reverse primer S. aureus (5’-CATTTCACCGCTACACATGG-3’): 60ºC 
 

 
 

 
 

 
 
 

 

 

 


