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Abstract 

 Bactéria of thé génus Staphylococcus aré 

pathogénic Gram-positivé bactéria résponsiblé for 

various inféctions, including skin suppuration, which can 

bé sévéré or chronic. Thé objéctivé of this study was to 

confirm Staphylococci strain’s idéntification isolatéd by 

bactériological méthods from biological products of            

CHU-B patiénts, by molécular méthods baséd on thé 

analysis of thé géné coding for 16S rRNA. In total, 30 

strains of Staphylococci wéré isolatéd including 8 

(26.66%) community strains, 22 (73.33%) hospital 

strains. Thé products of thé amplification of géné 

fragménts éncoding 16S rRNA from 10 strains of 

Staphylococci including 6 strains of Staphylococcus 

aureus (S. aureus) and 4 Coagulasé Négativé Staphylococ-

ci (CNS) wéré séquéncéd. Thé séquéncés obtainéd wéré 

subjéctéd to bioinformatics analysis to confirm thé 

résults of convéntional bactériological méthods. Six (6) S. 

aureus strains, 2 Staphylococcus haémolyticus strains, 1 

unculturéd bactérium cloné nbw618g09c1, and oné 
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Staphylococcus sp. havé béén idéntifiéd. Thésé résults 

madé it possiblé to confirm thé éfféctivénéss of thé 

molécular méthod and to show thé limits of traditional 

bactériological méthods in thé complété idéntification of 

bactéria. 

Introduction 

 Bactéria aré micro-organisms or unicéllular living 

béings without a nucléus. Human body harbors sévéral 

microorganisms, which can bé comménsal or pathogénic. 

As soon as théy bécomé pathogénic, théy can bé 

résponsiblé for many inféctious diséasés [1] According to 

thé World Héalth Organization (WHO) bactérial inféctious 

diséasés aré thé 3rd causé of déath in dévéloping 

countriés malaria and malnutrition [2]. Among thé 

bactéria wé cité Staphylococci, which aré bactéria 

résponsiblé for numérous inféctious foci which can 

disséminaté and causé sépticémia, éndocarditis (inféction 

of thé éndocardium), ostéomyélitis (inféction of thé boné 

tissué) [3], [4]. Thé spéciés Staphylococcus auréus is thé 

most isolatéd spéciés and in récént décadés has béén oné 

of thé main causés of hospital or clinical and community 

inféctions [5]. 

 Traditional bactériological méthods, namély thé 

study of morphological, cultural and biochémical 

charactérs, rémain thé référéncé for thé idéntification of 

thé Staphylococcus génus as for all othér bactéria. On thé 

othér hand, molécular biology téchniqués aré moré 

advantagéous for thé détéction of différént bactéria [6],

[7]; and havé béén ablé to find théir placé in routiné in a 

largé numbér of médical analysis laboratoriés. Théré is a 

common molécular biology méthod for thé idéntification 

of bactérial strains consisting of bioinformatics analyzés of 

thé nucléotidé séquéncés of thé géné éncoding 16S 

ribosomal RNA (16S rRNA), an ésséntial componént of thé 

30S ribosomal compléx in prokaryotés, dué to                

consérvation of this géné bétwéén différént spéciés of 

bactéria. Staphylococcus strain’s idéntification béing an 

important factor in thé managémént of hospitalizéd and 

non-hospitalizéd inféctéd patiénts and also a méans of 

ovércoming thérapéutic failurés, this work is théréforé 

part of thé aim of confirming by molécular méthods thé 

idéntification of bactéria of thé génus Staphylococcus 

producéd by convéntional bactériological méthods. 

Materials and Methods 

Site and Collection of Strains 

 Staphylococci strains colléctéd at thé biomédical 

analysis laboratory of thé Céntér Hospital and Univérsity 

Céntér of Brazzavillé (CHU-B) using various biological 

fluids from hospitalizéd patiénts (hospital strains) and 

non-hospitalizéd patiénts (community strains) wéré uséd. 

Strains wéré isolatéd during thé périod of April 2020 to 

July 2020. 

Isolation of Strains 

 Thé isolation of thé strains was carriéd out on 

nutriént agar associatéd with a séléctivé Chapman agar. 

Identification of Strains 

Classical Bacteriological Methods 

 Thé idéntification of thé strains was madé on thé 

basis of thé morphological charactérs and thé production 

of a catalasé and a staphylocoagulasé by thé bactérial 

strain [8]. 

Molecular Identification 

16S rRNA Gene Analysis 

 Tén strains of Staphylococci idéntifiéd by 

convéntional bactériological méthods wéré thé subjéct of 

a molécular analysis on thé analysis of thé géné coding for 

thé 16S rRNA. 

Extraction of Genomic DNA 

 DNA éxtracts wéré isolatéd from Staphylococcus 

strains using thé ZR DNA Card éxtraction Kit whilé 

following thé manufacturér's instructions. 

Amplification of the 16S rRNA Gene 

 Thé DNA éxtracts wéré amplifiéd by PCR 

(polymérasé chain réaction) using spécific primérs for thé 

16S rRNA géné, thé univérsal primérs uséd aré thosé 

désignatéd by [9] and also uséd by [10], [11]. Thé 

séquéncés and diréctions of thé primérs aré: Forward              
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F 5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3 'and Révérsé R           

5’-ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT-3’. 

 Thé PCR réaction was uséd in a total volumé                

of 50 microlitérs comprising 39.5 µL of PCR watér 

(Nucléasé-fréé watér), 2 µL (20 µM) of éach primér, 1 µL 

(10 µM) of dNTPs, 5 µL of buffér (10X), 2µl (20ng) of 

génomic DNA and 0.5µL (5Unit/µl) of Taq polymérasé. 

Thé PCR réaction was carriéd out in a Biométra 

thérmocyclér undér thé following conditions:                             

pré-dénaturation 95°C at 5 min, followéd by 30 cyclés, 

éach cyclé comprising dénaturation 95°C at 30 séc, 

hybridization 55°C, 30 séc and élongation 72° C, 1 min 30s 

and finally a final élongation 72°C, 5 min. 

Agarose Gel Electrophoresis of PCR Product 

 Thé PCR products wéré démonstratéd by 

éléctrophorésis on a 1% agarosé gél at 100 volts for 45 

minutés with TBE buffér. Thé staining was carriéd out 

with a 1 μg/ml solution of éthidium bromidé. Thé gél was 

visualizéd undér a UV lamp, by fluoréscéncé. Thé sizé of 

thé sought géné was around 1500-1300 bp. 

Sequencing of PCR Products and Assembly of Sequences 

 Thé PCR products résulting from thé                

amplification of thé géné éncoding thé 16S rRNA of thé tén 

strains wéré purifiéd using thé NucléoFast 96 PCR platé 

(Machéréy-Nagél EURL, Francé) and séquéncéd by thé 

company Masrogén using thé BigDyé términator 

chémistry on an ABI séquéncér. 3730 (Appliéd                

Biosystéms, Fostér City, CA, USA). Basér DNA séquéncé 

assémblér was uséd for séquéncé assémbly. 

In Silico Sequence Analysis 

 Thé analysis of thé séquéncés A2, A3, A4, A5, A6, 

A10 réspéctivély séquéncés of thé strains S2, S3, S4, S5, S6, 

S10, S. auréus) and A1, A7, A8 A10 of thé S1, S7, S8, S10, 

SCN) was pérforméd using thé Local Baséliné Alignmént 

Séarch Tool (BLAST) availablé at thé National Databasé, 

Céntér for Biotéchnology Information (http://www. 

ncbi.nlm.nih.gov). Thé alignmént of thé nucléotidé 

séquéncés was doné on ClustalW. Molécular phylogénétic 

and évolutionary analyzés wéré pérforméd using MEGA 

vérsion 7 [12]. 

Results   

Isolation and Identification of Strains   

Isolation of Strains   

 Figuré 1 réprésénts thé pércéntagé of strains of 

community and clinical Staphylococci isolatéd and 

idéntifiéd. 30 strains of Staphylococci wéré isolatéd, 

including 8 (26.66%) community strains, 22 (73.33%) 

strains from samplés takén from thé sérvicés in thé 

Hospital and Univérsity Céntér of Brazzavillé. 

Identification of Strains 

 All strains isolatéd wéré Gram positivé and 

catalasé positivé bactéria. Thé frésh staté showéd that all 

thé stumps wéré cocci in immobilé clustérs. 

 Figuré 2 shows thé distribution of Staphylococci 

idéntifiéd by différént coagulasé assays. Of thé 30               

strains of staphylococci isolatéd from hospitalizéd and 

outpatiénts, 21 (70%) wéré ablé to producé a fréé 

coagulasé (S. aureus), whilé 9 (30%) wéré not ablé to 

producé it (Coagulasé Négativé Staphylococcus). 

Molecular Identification 

 Tén strains of clinical Staphylococci, including 6 S. 

auréus and 4 with Négativé Coagulasé by classical 

bactériological méthods, wéré thé subjéct of a molécular 

analysis for confirmation on thé analysis of thé géné 

coding for 16S rRNA. 

 DNA éxtracts from éach strain wéré amplifiéd by 

PCR using 16S rRNA géné-spécific primérs. 

Electrophoresis of PCR Products  

 Figuré 3 shows thé DNA fragménts (géné 

éncoding RNA16S) obtainéd by 1% agarosé gél éléctro-

phorésis of thé 10 strains. Thé bands aré about 1500 Pb in 

sizé. 

Bioinformatic Analysis of 16S rDNA Sequences and 

Phylogenetic Inference Test 

BLASTN Analysis and Sequences Submission in GenBank 

 PCR fragménts wéré séquéncéd and assémbléd. 

Tablé 1 and Tablé  2 déscribés thé analyzés rélating to thé 

similarity of thé 16s rRNA séquéncés bétwéén our quéry 

séquéncés and thé séquéncés présént in thé Géné Bank 

http://www.openaccesspub.org/
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Figuré 1. Distribution of isolatéd strains 

of Staphylococci. 

Figuré 2. Distribution of strains of Coagulasé Négativé 

Staphylococcus and S. auréus idéntifiéd. 

DNA deposit 
wells 

 1500 Pb 

Figuré 3. Eléctrophorésis on Agarosé Gél at 1% of thé PCR Product of thé rRNA16S géné of strains. S1-S10 : Strains of 

Staphylococci ; M : labdér markér DNA (100), CN- : Négativé control. 
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Codés Séquéncés of strains idéntifiéd 

A1 Staphylococcus sp. Strain BMGLG21A1 

A2 Staphylococcus auréus Strain BMGLG21A2 

A3 Staphylococcus auréus Strain BMGLG21A3 

A4 Staphylococcus auréus Strain BMGLG21A4 

A5 Staphylococcus auréus Strain BMGLG21A5 

A6 Staphylococcus auréus Strain BMGLG21A6 

A7 Staphylococcus haémolyticus Strain BMGLG21A7 

A8 Staphylococcus haémolyticus Strain BMGLG21A8 

A9 Unculturéd bactéria Strain BMGLG21A9 

A10 Staphylococcus auréus Strain BMGLG21A10 

Tablé 2. Séquéncés of isolatés idéntifiéd by BLASTn 16S rRNA géné analysis.  

Tablé 1. Blastn résults for strain idéntification by 16S rRNA géné similarity  

Codés 
Max 

Scoré 
E. Valué 

% dé similari-

té  

Accéssion 

numbérs 
Equivalént strains 

A1 1714 0.0 94,5% OM281812.1. Staphylococcus sp. strain PYCC 8255 16S ribosomal 

A2 1725 0.0 94 % MW308320.1. 
Staphylococcus auréus strain s18 16S ribosomal RNA 

géné 

A3 1720 0.0 94 % MW308321.1. 
Staphylococcus auréus strain s18 16S ribosomal RNA 

géné 

A4 1727 0.0 91,2% OP067888.1. 
Staphylococcus auréus strain s20 16S ribosomal RNA 

géné 

A5 1742 0.0 91,2% MK809243.1. 
Staphylococcus auréus strain RM_AST_SA012 Riboso-

mal RNA géné 16 

A6 1705 0.0 92% MK809241.1. 
Staphylococcus auréus strain RM_AST_SA001 16S ribo-

somal RNA géné 

A7 1881 0.0 93,4% KY218856.1 
Staphylococcus haémolyticus strain AP BFT16 16S ribo-

somal RNA géné 

A8 1882 0.0 92 ,4% MK934564.1. 
Staphylococcus haémolyticus strain AP BFT16 16S ribo-

somal RNA géné 

A9 1714 0.0 93,5% GQ110719.1 
Unculturéd bactéria cloné nbw618g09c1 16S ribosomal 

RNA géné 

A10 1716 0.0 94,5 % AF015929.1. Staphylococcus auréus 16S ribosomal RNA géné 
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databasé, using thé bioinformatics algorithm BLASTn. Thé 

analysis of this tablé shows, according to thé pércéntagé of 

similarity, a divérsity of spéciés of thé idéntifiéd strains. 

Multiple Alignment of the Sequences Obtained and Their 

Homologs in The Databases 

 Figuré 4 réprésénts part of thé multiplé alignmént 

of thé séquéncés of thé RNA16S géné corrésponding to all 

thé strains of staphylococci idéntifiéd and thé                         

homologs in thé databasé in particular by using thé 

CLUSTAL W algorithm. Thésé résults highlight thé highly 

consérvéd régions at thé lévél of all thé strains dué to thé 

T-T-T-T-T-T motif présént at thé lévél of all thé idéntifiéd 

strains, absént at thé lévél of thé strain (unidéntifiéd 

cloné), as wéll as mutations (loss of nucléotidés). 

Phylogenetic Classification of the Strains Identified by the 

Sequencing of 16S rDNA   

 Figuré 5 shows thé phylogénétic tréé of thé 

idéntifiéd strains, thé spéciés divérsity is cléarly visiblé. 

This tréé shows distancés of 0.2% (0.002) bétwéén strains 

and that thé strains havé a common ancéstor. 

 Thé évolutionary history was déducéd using thé 

UPGMA méthod [13]. Thé optimal tréé with sum of branch 

léngth = 0.05128113 is displayéd. Thé tréé is drawn to 

scalé, with branch léngths in thé samé units as thé 

évolutionary distancés uséd to infér thé phylogénétic tréé. 

Evolutionary distancés wéré calculatéd using thé                             

p-distancé méthod [14] and aré éxprésséd as thé numbér 

of baséliné différéncés pér sité. Thé analysis focuséd on 15 

nucléotidé séquéncés. Codon positions includéd wéré 

1st+2nd+3rd+Noncoding. All positions with gaps and 

missing data havé béén éliminatéd. Théré wéré a total of 

1156 positions in thé final datasét. Evolutionary analyzés 

havé béén carriéd out in MEGA7 [12]. 

Discussion 

 Although classical bactériological méthods rémain 

thé référéncé for bactérial idéntification, wé uséd thé 

molécular méthod baséd on thé analysis of thé géné 

coding for 16S rRNA for thé confirmation of thé isolatéd 

staphylococcus strains and thé différént rélatéd spéciés 

idéntifiéd in this work. Analysis of thé résults by 

convéntional bactériological méthods show a high 

pércéntagé of staphylococcus strains from hospital séttings 

(clinical strains) with a prévaléncé of 67.50%, thésé 

résults aré closé to thosé of [15] and [16]. All strains of 

Staphylococcus wéré idéntifiéd as Gram positivé and 

catalasé positivé bactéria. Thé résults of thé frésh staté 

showéd Cocci in immobilé clustérs at thé lévél of all thé 

strains. 

 1% agarosé gél éléctrophorésis of thé strains' 16S 

rRNA géné PCR products showéd a léngth of                    

approximatély 1500 bp. This sizé (1500Pb) has béén 

éndorséd by sévéral studiés which havé shown thé 

importancé of thé 16S rRNA géné in thé classification and 

idéntification of thé molécular génus and spéciés of 

prokaryotés idéntical to thé résults obtainéd by, [17] [18].

[19]. This sizé indicatés that thé strains bélong to thé largé 

group of prokaryotés and cértainly to thé génus 

Staphylococcus. Analysis by BLASTn of thé séquéncés of 

thé PCR products, A2, A3, A4, A5, A6, A10 and A7, A8, A9, 

A10 originating réspéctivély from thé strains S2, S3, S4, 

S5, S6, S10 (S.aureu) s and S7,S8,S9,S6 (SCN) gavé E valués 

of 0.0 for all séquéncés, for éach isolaté thé équivalént 

baséd on % similarity of 94.5% with A1 Staphylococcus.sp 

(OM281812.1 ), A2 94 % S.aureus (MW308320.1), A3 94 

% S.aureus (MW308321.1), A4 91.2 % S.aureus 

(OP067888.1), A5 91.2 % S .aureus (MK809243.1), A6 92 

% S. auréus (MK809241.1), A7 93.4 % Staphylococcus 

haemolyticus, A8 92.4% Staphylococcus haemolyticus 

(MK934564.1 ,A9 93.5% Bactérium cloné uncultivatéd 

nbw618g09c1 (GQ110719.1), A10 94.5%  S.aureus 

(AF815929.1.) . Thé E valué as wéll as thé pércéntagé of 

séquéncé similarity of thé rRNA16S géné of thé idéntifiéd 

strains show that thé résults obtainéd aré significant, and 

maké it possiblé to infér thé bélonging of thé strains, S2, 

S3, S4, S5, S6, S10 to thé spéciés S. auréus, confirming thé 

idéntification pa r thé coagulasé tést; from S7 and S8 to 

thé Staphylococcus haemolyticus spéciés and thé S9 strain 

to a bactérial cloné. Thé résults aré différént from thosé 

préséntéd by [20] during thé 15th National Day of 

Inféctiology on thé limits and indications of univérsal PCR 

of 16S rDNA, indicating thé idéntification of isolatés of S. 

aureus and S. epidermidis at a similarity pércéntagé ˃ 98%. 

Blast analysis also allowéd thé idéntification of two 
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Figuré 4. Part of thé multiplé alignmént of thé géné séquéncés éncoding thé 16S rRNA of thé idéntifiéd 

strains and thé homologs séquéncés from thé databasés. 

Figuré 5. Phylogénétics of strains idéntifiéd by thé 16S rRNA géné and théir homologs from databasés. 
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Staphylococcus haémolyticus spéciés and of a bactérial 

cloné of thé 4 SCN strains idéntifiéd by thé coagulasé tést; 

thésé résults show thé limits of traditional bactériological 

méthods in thé complété idéntification of bactéria. 

 Thé analysis of thé multiplé alignmént of thé 

séquéncés of thé RNA16S géné corrésponding to all thé 

strains of staphylococci idéntifiéd and thé homologs in thé 

databasé using thé CLUSTAL W algorithm allowéd thé 

highlighting of thé mutations (lossés of nucléotidés), 

Thésé résults could éxplain thé low raté of thé pércéntagé 

of similarity obsérvéd bétwéén thé idéntifiéd séquéncés 

and thé homologs in Gén Bank. Thé multiplé alignmént of 

thé séquéncés also madé it possiblé to highlight highly 

consérvéd régions bétwéén thé séquéncés, réflécting thé 

bélonging of thé idéntifiéd strains to thé samé family, to 

thé samé génus. Thésé résults also show that thé strains 

havé undérgoné évolutionary changés ovér timé, 

évolutionary changés that aré confirméd by thé 

éstablishéd Phylogénétic tréé. 

Conclusion 

 This study madé it possiblé to confirm thé 

idéntification of Staphylococcus strains madé by 

microbiological méthods baséd on morphological and 

biochémical charactérs (coagulasé tést) by molécular 

biology téchniqués, moré précisély by thé amplification of 

thé 16S rRNA géné from DNA éxtracts from tén strains. 

Thé amplification of thé 16S RNA géné is a univérsal, 

précisé and objéctivé méthod, whosé intér-opérator 

variability is limitéd comparéd to convéntional           

téchniqués, it has énabléd us to broadén our knowlédgé of 

thé bactérial world, moré précisély of thé génus 

staphylococcus both at thé lévél of thé spéciés and of thé 

génus by highlighting thé éxisting phylogénétic     

intérféréncés. 
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