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RESUMO

Oitenta Staphylococcus spp. coagulase-positiva e coagulase-negativa isolados de mastite bubalina
foram submetidos a reagdes de PCR para a identificacdo de S. aureus (amplificagdo do gene femA), S.
intermedius (fragmento do 16S rDNA) e S. hyicus (regido intergénica 165-23S rDNA) e ao
sequenciamento do 188 rDNA. Trinta e trés isolados foram identificados como S. aureus pela reacéao
de PCR (amplificacdo do gene femA) e a identidade de trés desses isolados foi confirmada pelo
sequenciamento do 16S rDNA. As reacdes de PCR para identificar S. intermedius e S. hyicus nédo
foram eficientes para identificar estas espécies. Quarenta e seis isolados foram identificados como S.
chromogenes e um isolado como S. hyicus pelo sequenciamento do 16S rDNA. A identificacdo dessas
duas ultimas espécies somente foi possivel pelo sequenciamento do 165 rDNA.

Termos para indexac@o: Staphylococcus aureus, S. chromogenes, S. hyicus, identificagdo, bafalos.

1 INTRODUCAO

Bactérias do género Staphylococcus estdo entre os principais agentes etiologicos da mastite bovina.
Entre as espécies mais frequentemente isoladas, S. aureus é um patégeno primario, responsével por infecgdes
clinicas e subclinicas e altas contagens de células sométicas (CCS) no leite (National Mastitis Council, NMC,
2004). Duas outras espécies coagulase-positivas, S. hyicus e S. intermedius tém sido relatadas como causas
de mastite, mas sdo encontradas menos freqiientemente nos rebanhos leiteiros (HODGES et al., 1984;
ROBERSON et al., 1996; CAPURRO et al., 1999). As demais espécies de Staphylococcus, classificadas
como coagulase-negativas, sdo consideradas patdgenos secundarios. O grupo dos coagulase-negativos
compreende cerca de 40 espécies e subespécies (BANNERMAN, 2003), cuja identificagdo completa depende
de muitos testes fenotipicos ou de testes moleculares, nem sempre disponiveis na rotina do diagndstico
microbioldgico. A presencga de estafilococos coagulase-negativos na glandula mamaria estd, geralmente,
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associada a quadros moderados de inflamag&o. Entretanto, em rebanhos com baixa CCS essas bactérias
contribuem para o aumento da CCS do leite total do rebanho (SCHUKKEN et al., 2009).

A taxonomia do género Staphylococcus evoluiu nos Ultimos anos gracas a disponibilidade de uso de
técnicas que estimam as relagdes fenotipicas e genotipicas. Novas espécies foram descritas (FOSTER et al.,
1997: DEVRIESE et al., 2005) e reclassificacdes ocorreram (SASAKI et al., 2007). Esses avancos permitem
identificar corretamente as espécies de Staphylococcus envolvidas em mastite e o melhor conhecimento do
papel das diferentes espécies na patogenia e epidemiologia da doenca (BES et al., 2000).

0O desenvolvimento de diferentes técnicas de biologia molecular viabilizou a busca de métodos mais
eficazes de identificacdo e caracterizagéo de microrganismos. Entre esses métodos, a anélise comparativa
da sequéncia de determinados genes de macromoléculas conservadas tem sido empregada para a classificacéo
de microrganismos. Um exemplo dessas macromoléculas é o RNA ribossomal, essencial para a sobrevivéncia
dos organismos, e altamente conservado entre as bactérias. O sequenciamento do gene do 16S RNA ribossomal
tem sido extensivamente usado com finalidade taxondmica e filogenética. As sequéncias encontradas séo
comparadas com aquelas depositadas em bancos de dados, como o NCBI (National Center for Biotechnology
Information) e RIDOM (Ribosomal Differentiation of Microrganisms) (BECKER et al., 2004).

Neste trabalho, espécies de Staphylococcus isoladas de mastite bubalina foram identificadas por PCR,
empregando oligonucleotideos iniciadores descritos previamente, e pelo sequenciamento do 165 rDNA.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 lIsolados bacterianos

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Leite da Embrapa Gado de
Leite, Juiz de Fora/MG. Foram analisados 80 Staphylococcus spp. isolados de amostras compostas de leite de
bufalas, oriundas de oito rebanhos bubalinos localizados na Regiéo do Alto Sao Francisco/MG (CARVALHO et
al., 2007). As bactérias foram identificadas como Staphylococcus spp. coagulase-positivos (SCP) e coagulase-
negativos (SCN) de acordo com NMC (2004) e estocadas a —20 e —80°C para posterior caracterizacéo.

2.2 Reacdes de PCR

Todos os SCP foram submetidos a trés reacdes de PCR, para identificacéo de S. aureus, S. hyicus e 5:
intermedius. Para identificacio de S. aureus foram utilizados oligonucleotideos descritos por MEHROTRA et
al. (2000), que amplificam um fragmento do gene femA, de 132 pares de bases (pb). Para a identificacéo de
S. intermedius foram utilizados oligonucleotideos descritos por WAKITA et al. (2002), que amplificam um
fragmento do 16S rDNA, de 901 pb. E para a identificacdo de S. hyicus foram utilizados oligonucleotideos
descritos por FORSMAN et al. (1997), que amplificam um fragmento do 16S-23S rDNA, de 250 pb.

A extracdo de DNA das culturas foi realizada de acordo com HESSELBARTH e SCHWARZ (1995). O
DNA foi quantificado em espectrofotémetro (GeneQuantpro, Amersham Biosciences) e as quantidades
ajustadas para a reagdo de PCR (50-100 ng/il).

Para a amplificacdo do gene femA, as reagdes foram incubadas 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 seqg. e 72°C por 45 seg.; e uma extenséo final de 72°C por 5 min. Para amplificagdo dos genes 16S
rDNA e 16S-23S rDNA, as reagdes 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 extensdo final de 72°C por 10 minutos. A
reacdes foram realizadas em termociclador (GeneAmpO PCR System 9700, Applied Biosystems) e os
fragmentos de DNA amplificados foram visualizados ap6s eletroforese em gel de agarose (1,5%, p/v), corados
com solugdo de brometo de etidio (0,005%, p/v). O registro das imagens foi feito em fotodocumentador
(Eagle Eye I, Stratagene).

2.3 Sequenciamento do 16S rDNA

Foram submetidos ao sequenciamento do 16S rDNA todos os isolados ndo identificados como S. aureus
(n=47), trés isolados identificados como S. aureus, além das cepas-padrdo S. aureus ATCC 51651, S.
hyicus ATCC 112489, S. intermedius ATCC 29663, S. capitis ATCC 35661, S. epidermidis ATCC 12228, S.
gallinarum 700401, S. haemolyticus ATCC 29970, S. lentus ATCC 700403, S. lugdunensis ATCC 49576,
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S. saprophyticus ATCC 15305, S. sciuri ATCC 29061, S. simulans ATCC 27851, S. warneri ATCC 49454
e S. xylosus ATCC 29971.

O DNA bacteriano foi extraido como citado acima. O DNA foi amplificado por PCR com os oligonucleotideos
5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCG-3' e 5'-GTATTACCGCGGCTGCTG-3', que amplificam um produto de 536
pb. O programa de PCR iniciou com uma etapa de desnaturacgéo de 5 min., seguida de 35 ciclos de 95°C por 30
seg., 55°C por 30 seg. e 74°C por 2 min., com uma extenséo final de 74°C por 5 min. Os produtos obtidos
foram purificados com um kit de purificagéo (illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK), de acordo com as especificaces do fabricante. Uma aliquota de 200 ng do
DNA purificado foi usada como matriz para as reacdes de sequenciamento, nas quais foi utilizado o kit de
sequenciamento DYEnamic™ ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare, NYSE, Germany) e 0,5
iM do mesmo oligonucleotideo utilizado para a reacdo de PCR. As reacdes 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 reacdes 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 utilizando-se o software SeqMan (LaserGene package,
DNASTAR). As sequéncias resultantes foram comparadas com sequéncias bacterianas depositadas na base
de dados do NCBI.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Trinta e trés isolados foram identificados como S. aureus pela reagdo de PCR que amplifica o gene
femA. Estes isolados ja haviam sido identificados fenotipicamente como S. aureus: apresentaram resultado
positivo na prova da coagulase em tubo e no teste de Voges-Proskauer (producéo de acetoina). A identificacéo
dos trés isolados testados dessa espécie foi confirmada pelo sequenciamento do 16S rDNA.

A reacdo de PCR empregada para identificar S. intermedius (WAKITA et al. 2002) identificou corretamente
a cepa padrao S. intermedius ATCC 29663, entretanto produtos de amplificacéo de igual tamanho foram obtidos
de todos os isolados identificados como S. chromogenes pelo sequenciamento. A reacéo de PCR para S. hyicus
(FORSMAN et al. 1997) amplificou somente o isolado identificado como S. hyicus pelo sequenciamento e a cepa
padrio ATCC 11249, Entretanto, falhou em identificar alguns isolados de S. hyicus provenientes de outro rebanho.

O sequenciamento do 16S rDNA confirmou a identificag@o de trés isolados de S. aureus e identificou
46 isolados como S. chromogenes e um isolado como S. hyicus. A identidade das quatorze cepas padrao
incluidas neste estudo também foi confirmada pelo sequenciamento. Cada isolado foi relacionado auma
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, o nimero 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 foram encontradas diferencas em 28 pares de bases e entre S. aureus e S. chromogenes, em 23
pares de bases. Entre S. hyicus e S. intermedius foram encontradas diferencas em seis pares de bases, entre
S. hyicus e S. chromogenes, em nove pares de bases e entre S. intermedius e S. chromogenes, também uma
diferenca em nove pares de bases.

O grande nimero de S. chromogenes isolado neste estudo esta de acordo com resultados encontrados
por BIRGERSSON et al. {1992), AARESTRUP e JENSEN ({1997) e TAPONEN et al. (2006 e 2008), que
mostraram a disseminacdo deste agente em rebanhos bovinos. O isolamento de uma (nica estirpe de S.
hyicus é um resultado semelhante aos descritos por AARESTRUP e JENSEN (1997), CAPURRO et al. (2002),
GIANNEECHINI et al. (2002) e TAPONEN et al. (2006), todos em rebanhos bovinos.

KOTHE et al. (1993) isolaram também somente uma estirpe de S. hyicus de mastite bubalina, entretanto
nao isolaram S. chromogenes. Comparacdes com dados de outros estudos conduzidos em rebanhos bubalinos
ndo puderam ser feitas, em virtude da auséncia de informacdes disponiveis a respeito de infecgdes
intramamérias causadas por espécies do género Staphylococcus nesta espécie animal.

4 CONCLUSOES

A espécie S. aureus se diferencia bastante das demais espécies do género e pode ser facilmente
identificada por testes fenotipicos e por PCR. A diferenciacio das outras espécies do género Staphylococcus
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é mais dificil em virtude da grande similaridade entre elas. Neste estudo, S. aureus foi identificado por testes
fenotipicos e por PCR do gene femA, e a identificagéo foi confirmada pelo sequenciamento do 16S rDNA. As
reactes de PCR para identificar S. intermedius e S. hyicus néo foram eficientes para identificar estas espécies.
Os isolados que nédo foram identificados como S. aureus, foram identificados como S. chromogenes e S.
hyicus pelo sequenciamento do 16S rDNA. A identificagdo dessas duas Gltimas espécies somente foi possivel
pelo sequenciamento do 16S rDNA.
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SUMMARY

The identification of 80 isolates of coagulase-positive and coagulase-negative Staphylococcus spp.
recovered from buffalo’s mastitis was carried out by PCR using specific primers 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. Thirty three strains were identified
as S. aureus by PCR (femA gene), and the identification confirmed by sequencing of 16 rDNA of three
isolates. According to the 16S rDNA sequencing, 46 isolates were identified as S. chromogenes and one was
identified as S. hyicus. The identification of S. hyicus and S. chromogenes was accomplished only by 16S
rDNA sequencing.

Index terms: Staphylococcus aureus, S. chromogenes, S. hyicus, identification, buffaloes.
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