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Staphylococcus lugdunensis: a different view in the clinical laboratory

Alessandro Conrado de Oliveira Silveira'; Pedro Alves d'Azevedo?

TR resumo

Staphylococcus Os estafilococos coagulase negativos (ECNs) sdo cocos Gram-positivos usualmente considerados
lugdunensis contaminantes em laboratérios de microbiologia clinica. Apesar de pertencer a este grupo, Staphylococcus
lugdunensis pode causar infeccbes complicadas, como endocardites, infeccdes de pele e tecidos

Estafilococos coagulase

negativos moles, osteomielites, entre outras. Além da formacéo de biofilmes, apresenta patogenicidade similar
Endocardites ao Staphylococcus aureus. E um dos principais agentes causadores de endocardites, com taxa de

mortalidade de até 70%. Pode ser confundido com S. aureus quando se utilizam testes rapidos para
Clumping factor sua identificacdo, como a pesquisa de clumping factor, no caso de teste de coagulase em lamina, ou em
Cefoxitina testes de aglutinacao direta em latex. Pode ser facilmente identificado por meio de provas bioquimicas

acessiveis, como a presenca de atividade da ornitina descarboxilase e pirrolidonil arilamidase (PYR).
Apresenta sensibilidade a maioria dos agentes antimicrobianos, devendo ser pesquisada rotineiramente
a presenca de betalactamases e do gene mecA por meio de testes com cefalosporina cromogénica e
suscetibilidade a cefoxitina, respectivamente. Convém salientar que os critérios interpretativos utilizados
para avaliar a sensibilidade a cefoxitina sdo os mesmos preconizados para S. aureus e diferentes dos
utilizados para os outros ECNs. Apesar de incomum, o S. lugdunensis € um patégeno com acentuada
viruléncia que deve ser corretamente identificado, pois raramente poderd ser considerado contaminante
quando isolado de sitios estéreis.

abstract IS

Coagulase-negatives staphylococci (CNS) are Gram-positives cocci commonly regarded as contaminants in | Staphylococcus
clinical microbiology laboratories. Despite belonging to this group, Staphylococcus lugdunensis may cause | "9unensis
complicated infections such as endocarditis, skin infections and soft tissue, osteomyelitis, among others. | Coagulase-negative
Apart from the formation of biofilms, it has pathogenic features similar to Staphylococcus aureus. It may | Staphylococci

be mistakenly identified as S. aureus when using rapid identification tests, such as clumping factor in slide | ppdocarditis
coagulase or in agglutination latex tests. It is easily identified through available biochemical tests, such as
the presence of ornithine decarboxylase and pyrrolidonyl arylamidase (PYR). It presents sensitivity to most
antimicrobial agents. Furthermore, the presence of beta-lactamase and mecA gene should be routinely | Cefoxitin
investigated by testing with chromogenic cephalosporin and cefoxitin susceptibility, respectively. It is convenient
to highlight that the interpretative criteria used to evaluate cefoxitin sensitivity are the same recommended
for S. aureus and different from those used for other CNS. Despite the fact it is atypical, S. lugdunensis is a
virulent pathogen, which must be accurately identified insofar as it will rarely be deemed as a contaminant
when isolated from sterile sites.
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Introducao

Os estafilococos coagulase negativos (ECNs) séo um
grupo numeroso e heterogéneo de cocos Gram-positivos,
geralmente associados a contaminagao de amostras clinicas.
Apresentam baixa patogenicidade, necessitando de uma
porta de entrada para causar infecgdest: % 2830,

Entre os ECNs, o Staphylococcus lugdunensis surge
como patdgeno de caracteristicas impares, pois, apesar de
pertencer a este grupo, demonstra patogenicidade seme-
Ihante a do Staphylococcus aureus, apresentando elevadas
morbidade e mortalidade associadas® ' 29,

Atualmente, a prevaléncia de infec¢des por S. lugdu-
nensis é baixa, variando de 0,6% a 13% entre todos os
ECNs isolados em laboratérios de microbiologia clinica.
Sua incidéncia tem aumentado nos Ultimos anos devido a
correta identificacdo microbiolégica®> 1.

Causa essencialmente infeccdes em pacientes imu-
nocomprometidos e esta associado a extensa gama de
processos infecciosos, principalmente infeccdes de pele
e tecidos moles, mas também infeccdes invasivas, como
endocardites, artrite, osteomielite, discite, peritonite, entre
OUtraS(g’ 12,13, 28, 31)‘

A identificacdo bioquimica da bactéria apresenta al-
gumas dificuldades. A presenca de proteinas de superficie
especifica pode levar as provas de coagulase em lamina e
pesquisa de clumping factor positivas, sugerindo S. aureus.
Provas bioquimicas adicionais para confirmacdo sdo neces-
sérias, como o teste pirrolidonil arilamidase (PYR) e ornitina
descarboxilase('”.

O objetivo dessa revisdo é avaliar a identificacdo de
S. lugdunensis, destacar a importancia de seu isolamento,
descrever sua patogenicidade e discutir os testes de susce-
tibilidade aos antimicrobianos.

Caracteristicas

O §. lugdunentsis foi descrito em 1988 por Freney et al."®.
Foi isolado em Lyon, Franca, explicando a origem do nome,
pois lugdunum significa Lyon em latim. E um pequeno coco
Gram-positivo (0,8-1 um de diametro), catalase-positivo,
podendo ocorrer isolado, aos pares e em cadeias. £ um anae-
rébio facultativo, podendo crescer em temperaturas de 30°C
a45°C e em concentragdes de cloreto de sédio de até 15%(".

Isolados podem apresentar variagdes na pigmentacdo
e morfologia colonial. As col6nias variam de 1 a 4 mm de

didmetro, podendo modificar a coloracdo para amarelo ou
dourado apos trés a cinco dias de incubacéo ou permanecer
sem pigmentac@o. A variacdo na morfologia e pigmentacéo
colonial ocorre devido as pequenas coldnias variantes, sub-
populacdes que apresentam crescimento lento, sugerindo a
presenca de microbiota mista, dificultando a interpretacdo
das culturas‘®.

Raramente encontrado na cavidade nasal e isolado mais
frequentemente na regido perineal, faz parte da microbiota
da pele. Em estudo realizado utilizando culturas inguinais
de 140 pacientes, houve crescimento de S. lugdunensis em
23% das mulheres e 19% dos homens®“©.

Patogenicidade

Como outros ECNs, a habilidade de aderir e formar
biofilmes em superficies estranhas é a principal responsavel
pela patogenicidade de S. lugdunensis. Os biofilmes sao
estruturas multicelulares formadas por bactérias fortemente
aderidas a superficie e cobertas por uma matriz extracelular
polimérica. Promovem protecdo contra a resposta imune
do hospedeiro, bem como resisténcia as doses dos antimi-
crobianos utilizados na terapéutica?.

O S. lugdunensis se liga a varias proteinas solGveis, como
coldgeno, imunoglobulina G, fibronectina, plasminogénio,
entre outras. Além disso, possui uma proteina que pode se
ligar ao fator de von Willebrand. As plaquetas e células en-
doteliais produzem o fator de von Willebrand, glicoproteina
responsavel pela ligacdo de colageno e plaquetas em locais
de injdria vascular®.

Estudos fornecem evidéncias que demonstram possuir
proteinas de superficie associadas que permitem a adesdo
bacteriana as células do hospedeiro bem como as superfi-
cies estranhas, um passo critico na formacéo de biofilmes.
A habilidade de se ligar ao fibrinogénio e ao fator de von
Willebrand pode justificar a prevaléncia do microrganismo
em endocardites‘?.

O fibrinogénio é a maior proteina presente no plasma
sanguineo, atuando no controle da perda de sangue em
tecidos danificados por meio da formacéo de coagulos de
fibrina. Também atua na resposta as infec¢des, visto que
a clivagem enzimética de fibrinogénio em fibrina produz
fibrinopeptideos, que sdo imunoestimuladores“?.

O S. lugdunensis, assim como o S. aureus, apresenta
uma proteina de superficie chamada proteina ligadora de
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fibrinogénio, conhecida também como clumping factor. E
codificada por um gene chamado Fbl (S. lugdunensis) e CIfA
(S. aureus). E um importante fator de viruléncia, pois se liga
no terminal da cadeia y do fibrinogénio, no mesmo local da
integrina plaquetéria. As proteinas Fbl e CIfA tém elevada
similaridade (62%), apesar de a proteina do S. aureus apre-
sentar uma afinidade 10 vezes maior pelo fibrinogénio. Tal
fato pode explicar por que alguns isolados de S. lugdunensis
exibem prova rapida para pesquisa de clumping factor ne-
gativa. Os anticorpos gerados contra as proteinas Fbl e CIfA
podem reconhecer as proteinas heterdlogas, sugerindo que
apresentem epitopos antigénicos comuns, podendo oferecer
protecdo cruzada contra S. aureus e S. lugdunensis@®.

O S. lugdunensis produz uma enzima chamada tanase
(tanino acil-hidrolase), capaz de hidrolisar taninos. O gene
que codifica para esta proteina € o tanA. Ainda nao foram
encontrados genes similares no GeneBank. Pode-se utilizar
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para detectar tal gene
e confirmar rapidamente uma identificacdo presuntiva de
S. lugdunensis. Ainda né@o existem métodos padronizados
para deteccdo direta em amostras clinicas, somente para
deteccdo utilizando a coldnia bacteriana®@.

O gene regulador acessério (agr) atua como um re-
gulador global dos fatores de viruléncia, principalmente
exoproteinas secretadas, incluindo enterotoxinas, hemoli-
sinas e numerosas enzimas modificadoras de proteinas do
hospedeiro. Anélise do locus agr de S. lugdunensis mostra
uma similaridade de 63% com S. aureus, explicando a
semelhanca na patogenicidade entre as duas bactérias®.

O S. lugdunensis ndo produz o, f, ou y hemolisina, mas
uma 8-hemolisina, termostavel, responsavel pela atividade
hemolitica. Trés pequenos peptideos séo responsaveis por
esta funcdo: SLUSH A, SLUSH B e SLUSH C, codificados pelo
locus slush (S. lugdunensis sinergistiyc hemolysin)".

Alisozima é uma enzima fundamental na resposta imune
inata a agentes microbianos. O . lugdunensis apresenta uma
resisténcia a lisozima de 400 mg/ml. Outras espécies de ECN
sdo suscetiveis a esta enzima. Em S. aureus, a resisténcia a
lisozima é mediada pela presenca de uma proteina de mem-
brana (OatA) que acetila o acido N-acetil muramico da parede
celular, impedindo a ligacdo da lisozima. O S. lugdunensis
possui uma OatA homéloga, indicando que o mecanismo de
resisténcia a lisozima é o mesmo descrito para $. aureus®.

Aspectos clinicos

As manifestacGes clinicas das endocardites causadas
por ECN séo notadamente diferentes daquelas provocadas

por S. aureus. Normalmente, o quadro clinico é sutil e ndo
especifico e o curso clinico, mais subagudo ou cronico.
Raramente representam ameaca de vida ao paciente,
especialmente se tratadas precoce e adequadamente.
Entretanto, o S. lugdunensis é uma excecéo devido ao seu
carater agressivo® & 1841,

Ao contrério dos outros ECNs, o S. lugdunensis usual-
mente causa endocardite da valvula nativa, envolvendo
principalmente a parte esquerda do coracdo, frequente-
mente complicada por uma rapida destruicdo da valvula
(21%) e formac@o de abscesso paravalvular (23%), muitas
vezes exigindo a substituicdo da valvula. Em 32% dos casos
foram verificados embolia sistémica e focos metastéticos
supurativos©®.

Alguns estudos demonstram a presenca de até 18% de
S. lugdunensis entre os ECNs causadores de endocardites,
com taxa de mortalidade de 7090 23 32 33, 36,38 47),

Vérios trabalhos demonstram bacteremia e choque sép-
tico induzidos por S. lugdunensis. Foi relatado um caso que
resultou da transfusdo de bolsa de plaquetas contaminada.
Também ha relato de bacteremia e choque séptico 48 horas
apos extracdo dentaria'?,

Infeccdes de pele e tecidos moles representam um proe-
minente ndmero das infec¢des causadas por S. lugdunensis.
Estudo de 63 meses mostrou que 55% dos 155 isolados
de S. lugdunensis foram provenientes de abscessos, feridas
ou celulites™.

O S. lugdunensis também é importante causador de
infeccBes dsseas e articulares. Em estudo prospectivo de
quatro anos em pacientes submetidos a cirurgias ortopé-
dicas, foi isolado em 3% do total de 212 ECNs®?. Outro
estudo revelou que, durante um periodo de 40 meses, 0 S.
lugdunensis respondeu por 1% dos 601 ECNs isolados de
pacientes com infec¢des ortopédicas, incluindo feridas cirdr-
gicas e préteses infectadas. Osteomielite foi documentada
em algumas ocasides. O microrganismo foi relacionado
com osteites de cranio, infeccOes posteriores a cirurgias
neuroldgicas, infeccdo pés-operatéria em cirurgias de joe-
Iho, espondilodiscite e osteomielite de vértebra. Trauma e
imunossupressao foram fatores de risco® 2122 3437),

Em estudo com pacientes com e sem infec¢bes orais
foi demonstrada a presenca de S. lugdunensis naqueles
com abscessos dentarios e osteomielite, porém néo foi
encontrado em individuos saudaveis. Em estudo in vivo, os
S. lugdunensis isolados desses pacientes induziram resposta
inflamatéria e extensas alteracdes patoldgicas, como ede-
ma intersticial, infiltracdo inflamatéria celular e destruicdo
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muscular, sugerindo que possa ser 0 microrganismo asso-
ciado a doenga®?.

Foram relatadas infec¢des do sistema nervoso central
(SNC) relacionadas com o $. lugdunensis, incluindo absces-
sos cerebrais e meningite®.

Infecgdes oculares e do trato urinario também foram
descritas como causadoras de peritonites(2.

Aspectos laboratoriais

O . lugdunensis produz acetoina, reduz o nitrato, apre-
senta atividade de ornitina descarboxilase e PYR, oxidase
e fosfatase alcalina negativas, é sensivel a novobiocina e
possui variavel resisténcia a polimixina B 12,

Um sinergismo de acdo hemolitica de S. lugdunensis,
semelhante a atividade das hemolisinas de S. aureus, pode
ser demonstrado quando sdo realizadas estrias perpen-
diculares de B-hemolisina estafilocécica (Staphylococcus
intermedius) em sangue de carneiro, demonstrada com
uma regido de completa hemélise na zona de proximidade
entre as estrias"" 12,

E um coagulase-negativo, porém uma variével percentual
de isolados apresenta clumping factor (coagulase ligada),
podendo gerar resultados positivos quando realizado teste
rapido de aglutinacdo em ldmina com plasma ou vérios
testes comercias de aglutinacdo em latex(” 4.

A deteccédo do clumping factor é um teste rotineiramente
utilizado para diferenciar S. aureus de ECN. Tal teste, reali-
zado sem a coagulase livre (tubo), € a maior causa de erro
na identificacdo de S. aureus, visto que o S. lugdunensis
também pode apresentar clumping factor 27,

Coagulase em lamina/ clumping factor

negativa positiva
ﬂp
negativa  positiva negativa  positiva
I
* S. aureus
negativa positiva negativa positiva

S. haemolyticus S. schleiferiS. lugdunensis

S. intermedius

S. lugdunensis

Figura 1 - Fluxograma de identificagéo simplificada de S. lugdunensis.

Adaptado de POUTANEN, S. M.; BARON, E. J. Staphylococcus lugdunensis: a notably
distinct coagulase-negative Staphylococcus. Clinical Microbiology Newsletter, v. 23,
n. 19, p. 147-50, 2001.

*ECNs outros que S. lugdunensis, S. haemolyticus, S. schleiferi e S. intermedius.
PYR: pirrolidonil arilamidase; ECN: estafilococos coagulase negativo.

Os ECNs ndo sdo rotineiramente identificados ao ni-
vel de espécie em laboratérios de microbiologia clinica.
Normalmente, as culturas com estafilococos sao testadas
para identificar S. aureus, em geral utilizando um teste de
aglutinacéo répida em lamina ou pesquisa de proteinas de
superficie. Um resultado negativo para o teste em lamina
deve ser seguido de um teste de coagulase em tubo para
confirmar tratar-se de um ECN. A intensa viruléncia asso-
ciada a S. lugdunensis é uma forte razéo para a identificacéo
deste microrganismo ao nivel de espécie quando ha suspeita
de infeccdo, principalmente se isolada de sitios estéreis”.

O S. lugdunensis é facilmente identificavel com testes
bioquimicos acessiveis e rotineiros, como PYR e atividade da
ornitina descarboxilase, como demonstrado na Figura 1%,

Testes de suscetibilidade

O §. lugdunensis, ao contrario dos outros ECNs, perma-
nece sensivel a maioria das classes de antimicrobianos. Essa
tendéncia de suscetibilidade, incluindo as penicilinas, nao
se modifica com base na fonte de infeccdo. Até hoje foram
relatados apenas dois casos de S. lugdunensis com presenca
do gene mecA(% 19,

Pode ser realizado o teste de pesquisa de betalactama-
se, utilizando cefalosporina cromogénica (Nitrocefin). Em
caso de ndo producdo de betalactamase, o isolado pode
ser considerado sensivel a todos os betalactdmicos. Caso o
teste seja positivo, o isolado € resistente a penicilina, carbéxi,
ureido e aminopenicilinas, devendo-se realizar o teste com o
disco de cefoxitina para verificar a suscetibilidade aos outros
agentes betalactamicos. A porcentagem de producdo de
betalactamases em S. lugdunensis varia de 7% a 40% 512,

Desde 2004, o Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) preconizou o uso do disco de cefoxitina em substi-
tuicdo a oxacilina para predizer a presenca do gene mecA.
Tal substituicdo ocorreu por duas razdes. Primeiramente,
a cefoxitina apresenta melhores sensibilidade e especifici-
dade, principalmente no caso dos ECNs. Segundo, o disco
de cefoxitina é de mais facil leitura que o de oxacilina, cuja
leitura deve ser realizada de maneira bastante minuciosa
e com luz transmitida. As zonas de inibicao formadas ao
redor do disco de cefoxitina sdo claras e podem ser lidas
facilmente com luz refletida® '3,

O isolado possuidor do gene mecA produz uma proteina
alterada de parede chamada proteina ligadora de penicilina
(PBP2a), inviabilizando a terapéutica com qualquer agente
betalactémico. Por isso é fundamental a deteccdo do gene
mecA, seja por caracteristicas fenotipicas (resisténcia a
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cefoxitina ou verificacdo da presenca de PBP 2a mediante
testes de aglutinacéo em latex) ou genotipicas (PCR para
deteccdo do gene mecA)@ .

De acordo com o documento M100-520, os pontos de
corte para sensibilidade a cefoxitina sdo, no teste de discodi-
fusdo, halo > 22 mm, e nos testes dilucionais, concentracao
inibitéria minima <4 pug/ml. No caso de resisténcia a cefoxitina,
o isolado devera ser considerado resistente a todos os beta-
lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, penicilinas associadas
a inibidores de betalactamases e carbapenémicos), exceto as
novas cefalosporinas (ceftobiprol) com atividade anti-MRSA®).

Cabe salientar aimportancia da identificacdo correta do
ECN, pois, caso se trate de S. lugdunensis, este apresenta
pontos de corte para interpretacdo do antibiograma iguais
aos preconizados para S. aureus e diferentes dos utilizados
para os outros ECNs®.

Em isolados resistentes a eritromicina, deve-se também
testar a presenca do fenétipo MLSi para deteccéo da resis-
téncia induzivel a clindamicina, ensaio conhecido como D
teste. No antibiograma, a uma distancia de 15 a 26 mm
do disco de eritromicina de 15 pg, deve-se colocar o disco
de clindamicina de 2 pg. Apds 16 a 18 horas verifica-se a
formacao de um achatamento de halo préximo ao disco de
clindamicina, conforme demonstra a Figura 2. O isolado
devera ser reportado como resistente a clindamicina®.

Um fendmeno interessante que ocorre com S. lugdunensis
€ a tolerancia a vancomicina. Em isolados sensiveis a vanco-
micina, sao refratarios em ensaios de atividade bactericida,
que podem ser associados a uma razdo da concentra¢do
bactericida minima (CBM) e concentracao inibitéria

O

o

Figura 2 - D teste: achatamento de halo de clindamicina demonstrando resisténcia
induzivel

Fonte: Caio Roberto Salvino.

minima (CIM) > 32 pg/ml. Noventa e trés por cento de
S. lugdunensis sensiveis a vancomicina (CIM de 0,5 a 2 pg/ml)
demonstraram CBM > 128 ug/ml. Um segundo estudo
demonstra resultados similares para teicoplanina. Outros
estudos tornam-se necessarios para determinar a relevancia
clinica desses achados?.

Conclusao

O S. lugdunensis é um patégeno emergente que tem
assumido importancia nos Gltimos 20 anos devido a sua ele-
vada viruléncia. E fundamental a sua correta identificacéo,
pois raramente podera ser considerado um contaminante
quando isolado de fluidos corporais estéreis.
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