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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Determinar o perfil de sensibilidade e resisténcia de antimicrobianos frente a
Staphylococcus lugdunensis isolados de hemoculturas de um hospital de emergéncia.
Métodos: Amostras de hemocultura foram aspiradas e semeadas no meio de cultura agar
Sangue de Carneiro. Foi realizado o teste de catalase para identificagdo do género
Staphylococcus sp. e, para identificagcdo fenotipica de espécies de interesse clinico, as
amostras foram submetidas aos testes de DNase, Novobiocina e PYR. Para andlise do
perfil de sensibilidade e resisténcia, o antibiograma foi utilizado. Resultados: Das 95
hemoculturas analisadas, 92% mostraram crescimento bacteriano. Destas, 6% foram
identificadas como Staphylococcus lugdunensis, mostrando-se resistentes a cefoxitina,
eritromicina, clindamicina e tetraciclina. A sensibilidade ocorreu frente a nitrofurantoina e
linezolida. Conclusao: O achado de Staphylococcus lugdunensis foi um dado relevante,
uma vez que trabalhos envolvendo esta espécie séo escassos. O S. lugdunensis é um
patégeno emergente, com elevado potencial agressor. Dessa forma, sua correta identifica-
¢éo laboratorial, bem como o monitoramento do perfil de susceptibilidade e resisténcia,
podem contribuir com um melhor direcionamento de medidas de controle da infec¢éo, prin-
cipalmente em hospitais.
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S. lugdunensis vem sendo associado a casos de endo-
cardite, infeccdo da pele, peritonite, abcesso cerebral,

Os Staphylococcus coagulase negativa (SCN) estédo
entre os microrganismos Gram positivos mais frequentemen-
te isolados no laboratério de microbiologia, fazendo parte
da microbiota normal da pele e sendo muitas vezes consi-
derados como colonizadores quando isolados a partir de
amostras clinicas.!"? Seu significado clinico é dificil de se
estabelecer, uma vez que sdo naturais da pele e membra-
nas mucosas e tém sido considerados patégenos inécuos
ou oportunistas de viruléncia variada. As infec¢des causa-
das por SCN, ao contrario daquelas produzidas por
Staphylococcus aureus, manifestam-se como doencas
menos graves ou subagudas, mais raramente associadas
a mortalidade.?

O Staphylococcus lugdunensis, mesmo fazendo
parte do grupo dos SCN, tem significativo potencial de
viruléncia."® Desde que foi primeiro descrito em 1988, o

osteomielite, infecgdo vascular protética e septicemia, sen-
do as manifestacdes de pele e tecidos moles as mais co-
muns.*® Sua patogenia é similar a do S. aureus pela pre-
senca de fatores de viruléncia em comum. Quanto aos bai-
xos percentuais de isolamento desta bactéria, estes podem
estar ligados ao fato de compartilharem semelhancas
fenotipicas com S. aureus, o que pode dificultar a sua iden-
tificagdo.®"

Esta limitacéo se deve ao fato de um percentual varia-
vel de isolados de S. /lugdunensis reagir a testes rapidos
de identificacdo, como a pesquisa do c/lumping factor, sen-
do positivos quando realizados os testes de coagulase em
lamina ou de aglutinacdo em latex. Por essa razao, outros
testes laboratoriais fenotipicos sdo necessarios para con-
firmar sua presenca, como o teste de Pyrrolidonil arilamidase
(PYR).&1012
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O S. lugdunensis é ainda descrito como produtor de
biofilme, uma matriz extracelular polimérica que facilita a
adesdo em superficies, sendo que tal habilidade promove
protecdo contra a resposta imune do hospedeiro, bem como
pode proporcionar maior resisténcia as doses de
antimicrobianos normalmente utilizados.®'® Alguns relatos
afirmam a producéo de beta-lactamases por este patégeno,
o que lhe confere resisténcia bacteriana significativa e mai-
or importancia clinica.*%"

Vale ressaltar que, em alguns casos, o S. lugdunen-
sis pode apenas representar a contaminagcdo da hemo-
cultura; entretanto, a correta distingédo entre os S. lugdu-
nensis e as demais espécies pode contribuir na tomada
de decisdes quanto ao tratamento antimicrobiano mais
adequado, dadas as diferencas nos limites de susceptibi-
lidade, caracteristicas clinicas e manejo terapéutico entre
as cepas.’1%

Este trabalho teve por objetivo avaliar o perfil de sen-
sibilidade e resisténcia aos antimicrobianos de Staphylo-
coccus lugdunensis isolados de hemoculturas em um hos-
pital de emergéncia no Agreste de Pernambuco, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo laboratorial descritivo transver-
sal, que analisou as hemoculturas obtidas do laboratério de
patologia clinica de um hospital de emergéncia, na cidade
de Caruaru, Agreste Pernambucano, no periodo de abril a
outubro de 2015. A pesquisa foi iniciada apés a aprovacgao
pelo Comité de Etica (Nimero do parecer: 1.256.386) do
Centro universitario Tabosa de Almeida Asces-Unita.

As amostras de hemoculturas foram devidamente en-
caminhadas, em condi¢Ges ideais de transporte, do labora-
tério de patologia clinica do hospital de emergéncia para o
laboratério de microbiologia da Asces-Unita para os proce-
dimentos microbiolégicos necessarios.

Com o auxilio de uma seringa de 3 mL, foram aspira-
dos cerca de 0,25 mL da amostra de sangue das hemo-
culturas, semeados por esgotamento nos meios de cultura
agar Sangue de Carneiro e agar MacConkey para visua-
lizacdo macroscopica das cepas. As placas foram incuba-
das em estufa a 35°-37°C por 18 a 24 horas. Foram realiza-
dos esfregacos, posteriormente corados pelo método de
Gram para confirmagao microscopica.

O teste de catalase foi utilizado nas amostras que apre-
sentaram crescimento apenas em agar Sangue de Carnei-
ro para identificacdo do género Staphylococcus sp. Em
caso de positividade, a amostra foi semeada em agar
DNase e incubada em estufa microbiolégica a 35°-37°C por
18 a 24 horas para verificacdo da positividade da espécie
Staphylococcus aureus. Caso ndao houvesse a formacgéao de
uma zona transparente ao redor da area de crescimento no
Agar DNase, o teste da novobiocina era realizado, onde a
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resisténcia deste determinava tratar-se de um Staphy-
lococcus saprophyticus. No caso de sensibilidade a
novobiocina, o teste de PYR (pyrrolidonil arilamidase) era
realizado para diferenciacdo da espécie Staphylococcus
lugdunensis entre as demais cepas de Staphylococcus
coagulase negativa.

Para arealizacdo do teste de PYR, o disco impregna-
do com L-pyrrolidonil-B-naftilamida foi colocado sobre uma
lamina e foi adicionada uma gota de agua destilada estéril.
Em seguida, era realizado o esfregago com a bactéria a
ser testada, sobre o disco de PYR umedecido. Apés alguns
minutos, era acrescentada uma gota do reativo de PYR. A
reacgao positiva, com o desenvolvimento de cor vermelha no
disco, identificava a cepa como sendo um Staphylococcus
lugdunensis. (Figura 1)

Amostra de hemocultura

Crescimento bacteriano apenas em agar Sangue de Carneiro
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Figura 1. Fluxograma simpilificado de isolamento e identificag&o fenotipica
de Staphylococcus lugdunensis.

As amostras, uma vez identificadas, foram submeti-
das ao antibiograma pela técnica de difusdo em disco
de Bauer e Kirby,(™® para analise do perfil de sensibilida-
de aos principais antibioticos de uso contra essas cepas
e verificacdo da presenca de possivel resisténcia
bacteriana. Para a realizacdo do ensaio, inoculou-se a
suspensao da bactéria em teste, ajustada ao padréao de
0,5 na escala de McFarland, sobre a superficie da placa
de agar Mueller-Hinton. Posteriormente, foram colocados
discos de antimicrobianos e as placas foram incubadas
em estufa bacteriolégica a uma temperatura de 35-37°C
por 18 a 24 horas, sendo todo o procedimento realizado
de maneira estéril.

O método foirealizado seguindo as recomendacgdes
do CLSI 2015,"® assim como a escolha dos discos de
antimicrobianos utilizados.
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RESULTADOS

Do total de 95 hemoculturas analisadas, 87 (92%)
mostraram crescimento bacteriano. Entre as bactérias iden-
tificadas, 60 (72%) foram classificadas como sendo do gé-
nero Staphylococcus sp., com um quantitativo de quatro
(6%) de Staphylococcus lugdunensis (Figura 2).
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Figura 2. Prevaléncia do Staphylococcus lugdunensis e dos demais
microrganismos Gram positivos.

No que diz respeito ao perfil de sensibilidade e resis-
téncia aos antimicrobianos utilizados contra estes micror-
ganismos, foi mostrado que as cepas de Staphylococcus
lugdunensis apresentaram resisténcia significativa a
cefoxitina, eritromicina, clindamicina e tetraciclina, e sensi-
bilidade a nitrofurantoina e linezolida (Tabela 1).

Tabela 1 - Perfil de sensibilidade e resisténcia de Staphylococcus
lugdunensis isolados a partir de hemoculturas em um hospital de
emergéncia em Caruaru - PE

Antibiéticos Resisténcia Sensibilidade
Cefoxicitina 100% 0%
Eritromicina 100% 0%
Clindamicina 100% 0%
Norfloxacina 75% 25%
Nitrofurantoina 0% 100%
Cloranfenicol 25% 75%
Tetraciclina 100% 0%
Linezolida 0% 100%
DISCUSSAO

O achado de Staphylococcus lugdunensis foium dado
importante, tendo em vista que trabalhos envolvendo esta
espécie sdo escassos. Abactéria, apesar de detectada com
menos frequéncia, apresenta importancia clinica, com um
perfil de viruléncia, entre os SCN, bastante préximo ao perfil
dos Staphylococcus aureus, sendo considerado um
patégeno emergente responsavel por diversos tipos de in-
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fecgbes, que vao desde infecgdes superficiais na pele até
endocardites com risco de vida.(27°1217)

Dentre todas as amostras do género Staphylococcus
encontradas em nosso estudo, 6% corresponderam a es-
pécie S. lugdunensis, uma quantidade inferior a encontra-
da por Fadel et al.,(” que detectaram o patégeno em 45%
das amostras e, com esse achado, reforcam a necessida-
de dos laboratérios clinicos ficarem atentos aos isolados
de SCN na perspectiva da possibilidade de isolamento de
S. lugdunensis, nao relacionando-o necessariamente a um
organismo contaminante.

Segundo Farifia et al.,"¥ em um estudo realizado com
amostras clinicas de pacientes hospitalizados em ambu-
latério, o S. lugdunensis demonstrou uma resisténcia bai-
xa a tetraciclina (0%), eritromicina (10%) e clindamicina
(10%). Da mesma forma, os dados do estudo realizado
por Tan et al.,("a partir de amostras clinicas, divergem dos
dados encontrados neste estudo, demonstrando uma bai-
xa taxa de resisténcia frente a tetraciclina (11,3%),
eritromicina (1,8%), clindamicina (1,8%) e cefoxitina (4,7%).
Estes fatos ndo corroboram com o presente trabalho, onde
o microrganismo apresentou resisténcia total (100%) a
estes antibiéticos.

Os dados apresentados no estudo de Byrnes et al.("®
também divergem dos nossos quanto ao perfil de sus-
ceptibilidade frente a clindamicina, onde demonstrou uma
maior taxa de sensibilidade (68%) em isolados hospita-
lares.

Os beta-lactamicos constituem a familia mais nume-
rosa de antibiéticos e a mais utilizada na antibioticoterapia.
Este grupo de antimicrobianos possui em comum no seu
nucleo estrutural o anel beta-lactamico, conferindo a ele ati-
vidade bactericida, sendo usados para tratar um largo es-
pectro de bactérias Gram-positivas e Gram-negati-
Vas_(12,13,18,20)

Alguns estudos tém demonstrado que a resisténcia
do S. lugdunensis frente a esse grupo de antibiéticos cos-
tuma ser infrequente, como relatado por Pereira et al.("®
em sua breve revisdo, onde o mesmo ressalta as caracte-
risticas microbioldgicas e o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos frente ao S. lugdunensis, enfatizando que
quase todas as cepas costumam ser sensiveis.

Porém, o aparecimento progressivo dos diversos ti-
pos de resisténcia tem limitado o seu uso e a sua efica-
cia em determinadas situagdes. Em nosso estudo, a re-
sisténcia aos beta-lactamicos foi evidente, uma vez que
as cepas apresentaram resisténcia total a 50% dos anti-
biéticos testados. O desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia pode ser explicado pela producéo de beta-
lactamases, modificagbes estruturais das proteinas
ligadoras de penicilina (PLP) ou diminuicdo da
permeabilidade bacteriana ao antibiético por mutacao
das porinas.('320

RBAC. 2017;49(4):376-80



Staphylococcus lugdunensis em hemoculturas: perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

Para entender a relevancia clinica do S. lugdunensis
em infeccdes e fornecer dados para controle e medidas
epidemiolégicas, é crucial a detec¢éo e identificacdo
confiaveis deste organismo. Vale salientar a importancia
da diferenciacédo entre os demais SCN e o S. lugdunensis,
pois caso se trate deste ultimo, o mesmo apresenta pon-
tos de corte para interpretagcdo do antibiograma, seme-
Ihantes aos preconizados para S. aureus e diferentes dos
utilizados para os outros SCN. Sendo assim, identificacées
bacterianas fenotipicas erréneas de amostras clinicas po-
dem acarretar no agravamento do quadro clinico de paci-
entes hospitalizados.("3'"

CONCLUSAO

O achado de Staphylococcus lugdunensis foi um dado
relevante, uma vez que trabalhos envolvendo esta espécie
sdo escassos. Apesar de menos frequente quando compa-
rado aos demais do género Staphylococcus, o S.
lugdunensis & um patégeno emergente com elevado po-
tencial agressor.

Dessa forma, sua correta identificacdo laboratorial,
bem como o monitoramento do perfil de sensibilidade e re-
sisténcia, podem contribuir para um melhor direcionamento
de medidas de controle da infeccéo e uso racional dos anti-
biéticos em hospitais, minimizando assim a perda da efica-
cia da antibioticoterapia. Estudos como este, realizados
periodicamente no ambiente hospitalar, podem auxiliar no
controle das taxas de resisténcia, tendo em vista que dados
microbiolégicos orientam na escolha de uma terapéutica
mais adequada para cada paciente.
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Abstract

Objective: To determine the sensibility and resistance profile of
sensitivity and resistance of antimicrobials in front of Staphylococcus
Lugdunensis isolated in blood cultures from an emergency hospital.
Methods: Blood culture samples were aspirated and seeded in Blood
sheep agar. The catalase test was performed to identify the genus
Staphylococcus sp. and for the phenotypic identification of species of
clinical interest, the samples were submitted to DNase, Novobiocin
and PYR tests. For the analysis of the sensitivity and resistance profile,
the antibiogram was used. Results: From the 95 blood cultures
analyzed, 92% showed bacterial growth. Of these, 6% were identified
as Staphylococcus lugdunensis, showing resistant to cefoxitin,
erythromyecin, clindamycin and tetracycline. Sensitivity has occurred
front the nitrofurantoin and linezolid. Conclusion: The finding of
Staphylococcus lugdunensis was a very important data, since works
involving this species are scarce. S. lugdunensis is an emerging
pathogen with high aggressive potential. Thus, its correct laboratory
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identification, as well as the monitoring of the susceptibility and
resistance profile, can contribute with a better targeting of infection
control measures, especially in hospitals.
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