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ABSTRACT.- Lange C.C., Brito M.AV.P., Brito J.R.F., Arcuri E.F., Souza G.N., Machado
M.A., Domingues R. & Salimena A.P.S. 2011. [Identification of Staphylococcus strains
isolated from bovine mastitis by PCR and 16S rDNA sequencing.] Uso de PCR e
sequenciamento do rDNA 16S para identificacdo de bactérias do género Staphylococcus
isoladas de mastite bovina. Pesquisa Veterinaria Brasileira 31(1):36-40. Embrapa Gado
de Leite, Rua Eugénio do Nascimento 610, Juiz de Fora, MG 36030-330, Brazil. E-mail:
clange @cnpgl.embrapa.br

The objective of this study was to identify the species of 100 isolates of Staphylococcus
from mastitis in dairy cows from herds located in the state of Minas Gerais, Brazil. PCR
reactions were carried out using specific primers described previously for S. aureus (femA
gene), S. intermedius (16S rDNA) and S. hyicus (16S-23S rDNA spacer region). In addition,
products of amplification of variable regions of the 16S rDNA gene of the strains were
sequenced. According to the results of the PCR, 83 strains were identified as S. aureus,
13 as S. intermedius, two as S. hyicus and two isolates were not identified. The sequencing
of 16S rDNA was applied to 23 strains identified by PCR amplifications: six S. aureus and
the strains identified as S. intermedius (n=13), S. hyicus (n=2) or not identified (n=2). The
sequencing of 16S rDNA confirmed the six strains as S. aureus. The others 17 strains
were identified as S. chromogenes (13 isolates) and S. hyicus (four isolates). Each sample
was related to a specie according to the smallest E-value and highest similarity (> 99%).
The identification of S. hyicus and S. chromogenes was accomplished only by 16S rDNA
sequencing.

INDEX TERMS: Coagulase-positive staphylococci (CPS), coagulase-negative staphylococci
(CNS), intramammary infection, Staphylococcus aureus, S. chromogenes, S. hyicus.

RESUMO.- O objetivo deste trabalho foi identificar espéci-
es de Staphylococcus (n=100) isoladas de mastite em re-
banhos bovinos do Estado de Minas Gerais. Para esta
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finalidade foram utilizadas reacdes de PCR empregando
oligonucleotideos iniciadores descritos anteriormente para
amplificar genes especificos de S. aureus (femA), S.
intermedius (rDNA 16S) e S. hyicus (rDNA 16S-23S) e o
sequenciamento do rDNA 16S. De acordo com as reagbes
de PCR, 83 isolados foram identificados como S. aureus,
13 isolados como S. intermedius, dois como S. hyicus e
dois isolados ndo foram identificados. Foram submetidos
ao sequenciamento do rDNA 16S seis isolados identifica-
dos como S. aureus e os 17 restantes. Os seis isolados
identificados como S. aureus confirmaram essa identifica-
¢ao. Dos outros 17 isolados, 13 foram identificados como
S. chromogenes e quatro como S. hyicus, com similarida-
de igual ou superior a 99%. Baseando-se nos resultados
dareacao de PCR do gene femA e do sequenciamento do
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rDNA 16S, foram identificados 83 S. aureus, 13 S. chro-
mogenes e quatro S. hyicus. Neste estudo os oligonucleo-
tideos iniciadores empregados na reacao de PCR para S.
intermedius nao foram especificos, pois amplificaram tam-
bém S. chromogenes; e os empregados na reacao de PCR
para S. hyicus nao foram sensiveis, pois falharam na iden-
tificacdo de dois isolados de S. hyicus. A identificacdo
definitiva das duas ultimas espécies somente foi possivel
pelo sequenciamento do rDNA 16S.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Estafilococos coagulase positivos,
estafilococos coagulase negativos, infecgdo intramamaria, S.
aureus, S. chromogenes, S. hyicus.

INTRODUCAO

Bactérias do género Staphylococcus estao entre os princi-
pais agentes etiolégicos da mastite bovina. Entre as espé-
cies mais frequentemente isoladas, S. aureus é um pato-
geno primario, responsavel por infecgdes clinicas e sub-
clinicas e altas contagens de células soméaticas (CCS) no
leite (National Mastitis Council 2004). Duas outras espéci-
es coagulase positivas, S. hyicus e S. intermedius tém
sido relatadas como causas de mastite, mas séo encon-
tradas menos frequentemente nos rebanhos leiteiros
(Hodges et al. 1984, Roberson et al. 1996, Capurro et al.
1999, Gianneechini et al. 2002). As demais espécies de
Staphylococcus, classificadas como coagulase negativas,
sao consideradas patdgenos secundarios. O grupo dos
Staphylococcus coagulase negativos compreende cerca
de 40 espécies e subespécies (Bannerman 2003), cuja iden-
tificagcdo completa depende de muitos testes fenotipicos
ou de testes moleculares, nem sempre disponiveis na ro-
tina do diagndstico microbioldgico. A presenca de estafilo-
cocos coagulase negativos na glandula mamaria esta,
geralmente, associada a quadros moderados de inflama-
cao. Entretanto, em rebanhos com baixa CCS essas bac-
térias contribuem para o aumento da CCS do leite total do
rebanho (Schukken et al. 2009).

A taxonomia do género Staphylococcus foi melhor es-
clarecida nos ultimos anos gragas ao emprego de técni-
cas de biologia molecular que permitiram relacionar ou
comparar os resultados dos testes fenotipicos e genotipi-
cos. Novas espécies foram descritas (Foster et al. 1997,
Devriese et al. 2005) e reclassifica¢des ocorreram (Sasaki
et al. 2007). Entre esses métodos, a analise comparativa
da sequéncia de determinados genes de macromoléculas
conservadas tem sido empregada para a classificagéo de
microrganismos. Um exemplo dessas macromoléculas é
o RNA ribossomal, essencial para a sobrevivéncia dos or-
ganismos, e altamente conservado entre as bactérias. O
sequenciamento do gene do RNA ribossomal 16S tem sido
extensivamente usado com finalidade taxonémica e
filogenética (Becker et al. 2004) e é considerado o método
de referéncia para a identificagdo bacteriana (Nolte &
Caliendo 2003). As sequéncias encontradas sao compara-
das com aquelas depositadas em bancos de dados, como
o National Center for Biotechnology Information (NCBI) e

Ribosomal Differentiation of Microrganisms (RIDOM)
(Becker et al. 2004).

O objetivo deste trabalho foi identificar espécies de
Staphylococcus isoladas de mastite bovina no Estado de
Minas Gerais, presuntivamente identificadas como Staphyio-
coccus coagulase positivos. Para esta finalidade foram
utilizadas reacdes de PCR para amplificar genes especifi-
cos das espécies S. aureus, S. intermedius e S. hyicus e
0 sequenciamento do rDNA 168S.

MATERIAL E METODOS

Isolados bacterianos

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de
Microbiologia do Leite, Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora/
MG. Foram analisados 100 isolados de Staphylococcus spp.
oriundos de vacas bovinas com mastite clinica ou subclinica,
presuntivamente identificados como coagulase positivos. Os
isolados se originaram de um estudo anterior, realizado em
propriedades leiteiras de diferentes municipios do Estado de
Minas Gerais, nos anos de 2002 e 2003 (Souza et al. 2009). As
bactérias foram classificadas no género Staphylococcus de
acordo com as caracteristicas das coldénias em agar-sangue,
morfologia e coloragdo de Gram, teste de catalase, Voges-
Proskauer (producao de acetoina) e coagulase (NMC 2004).
As bactérias permaneceram estocadas a -20°C e a -80°C em
meio contendo leite em p6 desnatado e glicerol até 0 momento
dos testes moleculares.

Reacoes de PCR

Todos os isolados foram submetidos a trés diferentes rea-
coes de PCR, visando a identificagéo de trés espécies coagu-
lase positivas, S. aureus, S. hyicus e S. intermedius. Para iden-
tificacdo de S. aureus foram usados oligonucleotideos descri-
tos por Mehrotra et al. (2000), que amplificam um fragmento do
gene femA, de 132 pares de bases (pb). Para a identificacao
de S. intermedius foram usados oligonucleotideos descritos
por Wakita et al. (2002), que amplificam um fragmento do rDNA
16S, de 901 pb. E para a identificagcdo de S. hyicus foram usa-
dos oligonucleotideos descritos por Forsman et al. (1997), que
amplificam um fragmento do rDNA 16S-23S, de 250 pb.

A extracao de DNA das culturas foi realizada de acordo com
Hesselbarth & Schwarz (1995). O DNA foi quantificado em es-
pectrofotdmetro (GeneQuantpro, Amersham Biosciences) e as
quantidades ajustadas para a reacéo de PCR (50-100 ug/ul).

Para a amplificacdo do gene femA, as reacdes foram incu-
badas a 94°C por 4 min., submetidas a 5 ciclos de 94°C por 45
seg., 56°C por 45 seg. e 72°C por 45 seg.; 20 ciclos de 72°C por
45 seg., 94°C por 45 seg. e 72°C por 45 seg.; e uma extensao
final de 72°C por 5 min. Para amplificacdo dos genes rDNA
16S e rDNA 16S-23S, as reacg6es foram incubadas a 94°C por
5 min., submetidas a 25 ciclos de 94°C por 1 min., 53°C por 1
min. e 72°C por 1 min. e 30 seg., com uma extensao final de
72°C por 10 minutos. A reagdes foram realizadas em termoci-
clador (GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems) e
os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados apds
eletroforese em gel de agarose (1,5%, p/v), corados com solu-
¢ao de brometo de etidio (0,005%, p/v). O registro das imagens
foi feito em fotodocumentador (Eagle Eye Il, Stratagene).

As cepas-padrao S. aureus ATCC 51651, S. hyicus ATCC
11249, S. intermedius ATCC 29663, S. capitis ATCC 35661, S.
epidermidis ATCC 12228, S. gallinarum 700401, S. haemolyti-
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cus ATCC 29970, S. lentus ATCC 700403, S. lugdunensis ATCC
49576, S. saprophyticus ATCC 15305, S. sciuri ATCC 29061, S.
simulans ATCC 27851, S. warneri ATCC 49454 e S. xylosus
ATCC 29971 foram usadas como controles das reagoes.

Sequenciamento do rDNA 16S

Foram submetidos ao sequenciamento do rDNA 16S seis
isolados identificados como S. aureus (pelo PCR do gene femA)
e todos os isolados nao identificados como S. aureus. As ce-
pas-padrao citadas acima foram usadas como controles.

O DNA bacteriano foi extraido como citado anteriormente. O
DNA foi amplificado por PCR com os oligonucleotideos 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' e 5-GTATTACCGCGGCTG
CTG-3', que amplificam um produto de 536 pb. O programa de
PCR iniciou-se com uma etapa de desnaturacdo de 5 min., se-
guida de 35 ciclos de 95°C por 30 seg., 55°C por 30 seg. e 74°C
por 2 min., com uma extensao final de 74°C por 5 min. Os produ-
tos obtidos foram purificados com um kit de purificagao (illustra™
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK), de acordo com as especificagcdes do
fabricante. Uma aliquota de 200ng do DNA purificado foi usada
como matriz para as reagdes de sequenciamento, nas quais foi
utilizado o kit de sequenciamento DYEnamic™ ET Dye Termi-
nator Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare, NYSE, Germany) e
0,5uM do mesmo oligonucleotideo utilizado para a reacdo de
PCR. As reagbes de sequenciamento foram precipitadas com
etanol, inseridas no equipamento MegaBACE 1000 DNA
sequencer (GE Healthcare, NYSE, Germany) e submetidas a 6
kV por 160 min. As reacgdes foram preparadas separadamente
com os dois oligonucleotideos iniciadores de modo a se obter
duas sequéncias para cada amostra analisada.

Os pares de sequéncias foram editados e reunidos utili-
zando-se o software SeqMan (LaserGene package, DNASTAR).
As sequéncias resultantes foram comparadas com sequénci-
as bacterianas depositadas na base de dados do NCBI.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As reacbes de PCR para amplificacao dos genes femA (Sta-
phylococcus aureus), rDNA 16S (S. intermedius) e rDNA
16S-23S (S. hyicus) foram inicialmente estabelecidas com
as cepas-padrao citadas no Material e Métodos. Apresenta-
ram produtos de amplificacao especificos para os genes
citados acima S. aureus ATCC 51651, S. intermedius ATCC
29663 e S. hyicus ATCC 11249, respectivamente.

Dos 100 isolados, 83 apresentaram um produto de
amplificacéo (132 pb) na reacéo de PCR para S. aureus,
enquanto que 17 isolados nao apresentaram nenhum pro-
duto de amplificacao nesta reagéo. Treze isolados apre-

sentaram um produto de amplificagéo de 901 pb na reacéao
de PCR para identificar S. intermedius (87 isolados foram
negativos). Dois isolados apresentaram um produto de
amplificacao especifico de 250 pb na reagao de PCR para
identificar S. hyicus, além de um fragmento inespecifico
de cerca de 400 pb, cuja ocorréncia também foi relatada
por Forsman et al. (1997). Os demais isolados (n=98) fo-
ram negativos nesta reacdo. Resumindo, pelas reacdes
de PCR, 83 isolados foram identificados como S. aureus,
13 isolados como S. intermedius, dois como S. hyicus e
dois isolados n&o foram identificados (Quadro 1).

Dos 83 isolados identificados como S. aureus pela rea-
cao de PCR do femA, todos apresentaram resultado posi-
tivo na prova da coagulase em tubo e 77 deles (93%) apre-
sentaram resultado positivo no teste de Voges-Proskauer.
Nenhum isolado de S. chromogenes e S. hyicus foi positi-
vo no teste de Voges-Proskauer, confirmando a importan-
cia deste teste na identificacao fenotipica de S. aurevus.

Em virtude da coincidéncia dos resultados dos testes
fenotipicos e do PCR do femA, seis isolados foram submeti-
dos ao sequenciamento do rDNA 16S para a confirmacéo da
identidade. Os 17 isolados restantes, ndo identificados como
S. aureus, foram também submetidos ao sequenciamento
do rDNA 16S, além das 14 cepas-padrao citadas anterior-
mente. O sequenciamento confirmou a identificacdo dos seis
isolados de S. aureus. Treze isolados foram identificados
como S. chromogenes e quatro isolados como S. hyicus.

Aidentidade das quatorze cepas-padrao incluidas nes-
te estudo também foi confirmada pelo sequenciamento.
Cada isolado foi relacionado a uma espécie de acordo com
o menor valor E (E-value) e a maior similaridade. Todos os
isolados apresentaram similaridade maior ou igual a 99%.
Apenas um isolado apresentou o valor E diferente de zero
(a cepa-padrao S. intermedius ATCC 29663).

No fragmento de 536 pb sequenciado, 0 numero de
pares de bases diferentes entre as espécies avaliadas variou
de 6 a 28. Entre S. aureus e S. hyicus houve diferenga em
22 pares de bases, entre S. aureus e S. intermedius (cepa-
padrao) foram encontradas diferencas em 28 pares de ba-
ses e entre S. aureus e S. chromogenes, em 23 pares de
bases. Entre S. hyicus e S. intermedius (cepa-padrao) fo-
ram encontradas diferencas em seis pares de bases, en-
tre S. hyicus e S. chromogenes, em nove pares de bases
e entre S. intermedius (cepa-padrao) e S. chromogenes,
também uma diferenca em nove pares de bases. Conclu-

Quadro 1. Resultados dos testes usados na identificacao de bactérias do
género Staphylococcus isoladas neste estudo

Espécie? Isolados N® de isolados positivos/Total
N¢  Coagulase VP PCR PCR PCR
femA®  rDNA 16S° rDNA 16S-23s¢
S. aureus 83 83/83 77/83 83/83 0/83 0/83
S. chromogenes 13 7/13 0/13 0/13 13/13 0/13
S. hyicus 4 4/4 0/4 0/4 0/4 2/4

@ |dentificagdo baseada na reagdo de PCR do gene femA e no sequenciamento do rDNA
16S. P Descrito por Mehrotra et al. (2000). ¢ Descrito por Forsman et al. (1997). 9 Des-

crito por Wakita et al. (2002).
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indo, entre S. aureus e as outras trés espécies (S. hyicus,
S. chromogenes e S. intermedius) o numero de pares de
bases nao coincidentes foi maior do que 20, enquanto que
entre as espécies S. hyicus, S. chromogenes e S.
intermedius o nimero de pares de bases nao coincidentes
foram de seis a nove. Portanto, neste fragmento de 536
pb, houve uma grande similaridade entre S. hyicus, S.
intermedius e S. chromogenes.

Com a identificacdo da espécie S. chromogenes pelo
sequenciamento do rDNA 16S, a prova da coagulase em
tubo foi refeita para estes isolados, confirmando a positivi-
dade em alguns deles. Nestes ultimos isolados devera ser
pesquisada a atividade de coagulacéo, que pode também
ser causada por interferéncia de proteases, conforme es-
tudos realizados por Wegrzynowicz et al. (1979), Chomarat
& Flandrois (1984) e Vandenesch et al. (1994).

Comparando os resultados do sequenciamento com 0s
das reacbes de PCR, areacdo de PCR para S. intermedius
identificou corretamente a cepa-padrao S. intermedius
ATCC 29663 e nao identificou as outras cepas-padrao,
entretanto produtos de amplificacdo de 901 pb foram obti-
dos de todos os isolados identificados como S. chromoge-
nes pelo sequenciamento. A reacao de PCR para S. hyicus
amplificou a cepa-padrao S. hyicus ATCC 11249 e nao
amplificou as outras cepas-padrao. Produtos de amplifica-
cao de 250 pb foram obtidos com dois isolados identifica-
dos como S. hyicus pelo sequenciamento. Entretanto, fa-
Ihou em identificar outros dois isolados identificados como
S. hyicus pelo sequenciamento. Portanto neste estudo os
oligonucleotideos iniciadores descritos por Wakita et al.
(2002) para S. intermedius nao foram especificos, pois
amplificaram também S. chomogenes; e os empregados
para S. hyicus (Forsman et al. 1997) nao foram sensiveis,
pois falharam na identificacao de dois isolados de S. hyicus.

O isolamento de S. chromogenes esté de acordo com
resultados encontrados por Birgersson et al. (1992),
Aarestrup & Jensen (1997), Taponen et al. (2006, 2008),
Gillespie et al. (2009) e Sampimon et al. (2009), que mostra-
ram a disseminacéo deste agente em rebanhos bovinos.
De acordo com Pyorala & Taponen (2009) S. chromogenes
e S. simulans sao atualmente os estafilococos coagulase
negativos mais frequentemente isolados de mastite bovina.

O isolamento de S. hyicus também foi descrito por
Aarestrup & Jensen (1997), Capurro et al. (2002), Gianne-
echini et al. (2002), Taponen et al. (2006) e Sampimon et
al. (2009), todos em rebanhos bovinos. Em estudos mais
antigos (anos 80) S. hyicus era isolado com maior frequ-
éncia, que pode ter sido em decorréncia de uma identifica-
cao errbnea por causa dos sistemas propostos na época
(Bes et al. 2000), ou pelo fato de S. chomogenes ser ca-
racterizado na época como S. hyicus (S. hyicus subsp.
chromogenes) (Sampimon et al. 2009).

CONCLUSOES

Foram identificadas as espécies Staphylococcus au-
reus, S. hyicus e S. chromogenes dos 100 isolados de
Staphylococcus spp. analisados.

S. aureus foi identificado por PCR do gene femA e a
identificacao foi confirmada pelo sequenciamento do rDNA
16S.

As reacdes de PCR para identificar S. intermedius e S.
hyicus, utilizando oligonucleotideos descritos na literatu-
ra, nao foram eficientes para identificar estas espécies.

Os isolados nao identificados como S. aureus foram
identificados como S. chromogenes e S. hyicus pelo
sequenciamento do rDNA 168S.

A identificag@o definitiva das duas ultimas espécies so-
mente foi possivel pelo sequenciamento do rDNA 16S.
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