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RESUMO

Aspectos relacionados a identificacdao, viruléncia, susceptibilidade
antimicrobiana e clonalidade de amostras clinicas de Staphylococcus
lugdunensis isoladas de hospitais no Rio de Janeiro

Eliezer Menezes Pereira
Orientadores: Katia Regina Netto dos Santos e Ana Luiza de Mattos Guaraldi

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
(Microbiologia), Instituto de Microbiologia Paulo de Goés da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do Titulo de
Doutor em Ciéncias (Microbiologia)

Staphylococcus lugdunensis é um Staphylococcus coagulase-negativo (SCN)
raramente isolado de infecgdes humanas, porém apresenta potencial agressor similar
ao de S. aureus, pela presenca de fatores de viruléncia em comum. Este estudo
avaliou amostras clinicas de S. lugdunensis isoladas de diferentes hospitais do Rio de
Janeiro quanto a aspectos relacionados a identificacdo, viruléncia, susceptibilidade
antimicrobiana e clonalidade. Uma amostra tipo (DSMZ 4804) e 23 amostras clinicas
foram identificadas por testes bioquimicos e pela técnica de PCR para o gene de
viruléncia espécie-especifico fbl, que codifica a adesina de ligacdo a fibrinogénio Fbl. A
presenca de outros genes de viruléncia, como: s/ush, que codifica a hemolisina SLUSH
e ica, que codifica para componentes do biofilme também foi investigada. Os produtos
desses genes foram detectados por Western-blotting (Fbl), teste de sinergismo
(SLUSH) e de aderéncia em placas de microtitulacdo (formacdo de biofilme).
Adicionalmente, foi avaliada a susceptibilidade antimicrobiana pelo teste de difusdao de
disco e pela deteccao dos genes mecA e SCCmec. A composicao do biofilme foi
avaliada utilizando-se metaperiodato de sddio e enzimas proteoliticas e a aderéncia e
invasdo in vitro foram analisadas em monocamadas de células epiteliais A549. A
técnica de PFGE foi utilizada para avaliar a clonalidade das amostras. Os genes de
viruléncia investigados estavam presentes em todas as amostras, assim como seus
produtos, exceto a amostra tipo que ndo produziu a hemolisina SLUSH, apesar de
apresentar o gene correspondente. A formacdao de biofilme foi detectada em 14
(60,9%) amostras, cuja composicao foi demonstrada como sendo protéica. Uma
amostra apresentou resisténcia a meticilina, no entanto, 18 (78,3%) foram sensiveis a
todas as drogas testadas. No6s descrevemos um caso de bacteriemia hospitalar
causado por uma amostra de S. lugdunensis portadora dos genes mecA e SCCmec V,
identificada erroneamente como MRSA (S. aureus resistente a meticilina) no hospital
de origem. Quatro gendtipos foram encontrados entre as 23 amostras clinicas, mas 12
(52,2%) pertenciam ao mesmo gendtipo. Dez (83,3%) destas eram produtoras de
biofilme. Todas as amostras fortes produtoras de biofilme, incluindo trés com
morfologia colonial rugosa, foram incluidas no mesmo genétipo prevalente. Foi
observada capacidade de adesdo e invasao celular similar a de S. aureus apenas para
amostras de S. lugdunensis com morfologia colonial rugosa (p=1,000). A amostra
rugosa foi também capaz de produzir um tipo de biosurfactante. O grande potencial de
viruléncia observado, tanto em relagdo aos produtos génicos detectados quanto a
capacidade de adesdo/invasdo celular poderia justificar a notavel habilidade de S.
lugdunensis em causar infecgOes agressivas, como S. aureus.

Palavras-chave: Staphylococcus Iugdunensis, identificagdo, fatores de viruléncia,
susceptibilidade antimicrobiana, PFGE, composicdao de biofilme, células epiteliais
pulmonares

Rio de Janeiro
Marcgo de 2010
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ABSTRACT

Aspects related with identification, virulence, antimicrobial
susceptibility and clonality of Staphylococcus Ilugdunensis clinical
isolates from Rio de Janeiro hospitals

Eliezer Menezes Pereira
Orientadores: Katia Regina Netto dos Santos e Ana Luiza de Mattos Guaraldi

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias
(Microbiologia), Instituto de Microbiologia Paulo de Goés da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do Titulo de
Doutor em Ciéncias (Microbiologia)

Staphylococcus lugdunensis is a coagulase-negative staphylococcus rarely isolated
from human infections. However,its aggressive potential is similar to that of S. aureus
due to the presence of several common virulence factors. This study evaluated aspects
related to identification, virulence, antimicrobial susceptibility and associated clonality
of S. lugdunensis clinical isolates from Rio de Janeiro hospitals. One S. /ugdunensis
type strain (DSMZ 4804) and 23 clinical isolates from Rio de Janeiro hospitals were
identified by biochemical tests and by species-specific PCR for the fb/ gene, which
encodes the fibrinogen-binding adhesin Fbl. Presence of other virulence genes as
slush, which encodes SLUSH hemolysin and ica, which encodes biofilm-producing
components was also investigated. Corresponding gene products were detected by
Western-blotting (Fbl adhesin), synergic hemolysis (SLUSH hemolysin) or by
adherence to polystyrene microtiter plates (biofilm formation). Antimicrobial
susceptibility was evaluated by disk-diffusion method and by PCR detection of the
mecA gene and SCCmec typing. Biofilm composition was determined by using sodium
metaperiodate and proteolytic enzymes. In vitro adherence to and invasion of
eukaryotic cells were evaluated in human epithelial cells A549, while clonality was
determined by PFGE. All isolates possessed the investigated genes and expressed their
products, except the type strain, which did not produce the SLUSH hemolysin although
it presented the s/lush gene. Fourteen (60.9%) isolates produced biofilm containing
protein components. One isolate was methicillin-resistant, but 18 (78.3%) isolates
were sensitive to all drugs tested. We describe a hospital-acquired bacteremia due to
S. lugdunensis carrying mecA and SCCmec V that was misidentified as methicillin-
resistant S. aureus at the hospital of origin. A total of four PFGE genotypes was
detected. Twelve (52.2%) isolates belonged to same genotype, and 10 (83.3%) of
these were biofilm-producers. All biofilm-producing isolates, including three with rough
colony morphology were part of the prevalent PFGE pattern. Cell adherence and
invasion ability similar to S. aureus was observed only for S. lugdunensis isolates that
showed rough colony morphology (p=1,000). These isolates were also able to produce
a kind of biosurfactant. We conclude that the great virulence potential of S.
lugdunensis shown by the expression of virulence gene products and by cell
adhesion/invasion capacity could explain the incredible ability of this pathogen to
cause aggressive infections like S. aureus.

Keywords: Staphylococcus lugdunensis, identification, virulence factors, antimicrobial
susceptibility, PFGE, biofilm composition, epithelial lung cells

Rio de Janeiro
Marco de 2010
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INTRODUCAO

I. Infeccao relacionada a assisténcia a saide - Aspectos gerais

Ultimamente, o termo Infeccdo Hospitalar tem sido substituido por
Infeccao Relacionada a Assisténcia a Saude (IRAS), sendo aquela adquirida no
curso de um tratamento especifico para outra enfermidade dentro de um
cenario de cuidados meédicos (CDC, 2008). As IRAS contribuem para o
aumento das taxas de morbidade e mortalidade, tempo de internacao, bem
como com a elevagao do custo hospitalar, devido principalmente ao elevado
uso de agentes antimicrobianos (FAR, MARINO & MEDEIRQOS, 2001; WHO,
2006).

Estima-se que a incidéncia mundial de IRAS em hospitais seja cerca de
sete a dez casos em cada 100 admissdes, sendo a maioria delas adquirida em
unidades de terapia intensiva (UTIs), devido aos fatores de risco associados ao
paciente envolvido e ao tipo de unidade hospitalar (SMITH, 2006). As UTIs
apresentam taxas de infeccdo cerca de trés vezes maiores do que outros
setores hospitalares (WEINSTEIN, 1998).

Em relacdo ao numero de oObitos por IRAS, estes podem chegar a
88.000 casos por ano nos Estados Unidos, onerando os cofres do governo
norte-americano em cerca de 4,5 bilhdes de ddlares (SINGH et al., 2006).

No Brasil, as maiores taxas de infeccdo também sdo encontradas em
UTIs. Unidades de tratamento para grandes queimaduras e enfermarias de
clinica cirdrgica encontram-se em segundo e terceiro lugares,
respectivamente, também apresentando altos indices de infeccao
(FERNANDES et al., 2000). Estima-se que cerca de 10% dos pacientes
internados que apresentam algum tipo de IRAS em ambiente hospitalar
evoluem a o6bito. As IRAS mais freqlentes sdao infeccbes do trato urinario,
pneumonias, infeccdes do sitio cirurgico e bacteriemias (BOAS & RUIZ, 2004).

Cada vez mais, o uso de dispositivos médicos invasivos tem contribuido
para a emergéncia de IRAS (LYYTIKAINEN et al. 2002, SAXENA & PAMBOTRA,
2005). Dentre esses dispositivos encontram-se cateteres venosos centrais e
periféricos, proteses valvares, articulares e marcapassos (HUEBNER &
GOLDMAN, 1999). Outros fatores de risco sao: idade avancada e
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prematuriedade, presenca de comorbidades, antibioticoterapia prévia e

intervengdes cirurgicas, dentre outras (PITTET, 1999).

As bactérias hospitalares considerados de maior relevancia, devido,
principalmente ao continuo aumento de resisténcia a antimicrobianos sdo:
pneumococos resistentes a penicilina, enterococos resistentes a vancomicina,
Staphylococcus spp. resistentes a meticilina/oxacilina, bacilos Gram-negativos
produtores de B-lactamases de espectro estendido e bacilos Gram-negativos
nao-fermentadores multirresistentes (NNIS SYSTEM, 2004).

II. Staphylococcus spp.

O género Staphylococcus estd alocado na familia Staphylococcaceae,
sendo composto por 41 espécies e 24 subespécies amplamente distribuidas na
natureza (EUZEBY, 2010).

Os Staphylococcus encontram-se espalhados no ambiente (solo, ar e
agua) e estdo presentes colonizando pele e mucosas de mamiferos e aves
(WILKINSON, 1997; JARLOV, 1999). Esses micro-organismos estao entre os
principais agentes de infeccdes adquiridas nos hospitais, que resultam em
grande morbidade e mortalidade (BANNERMAN & PEACOCK, 2007).

S. aureus é a espécie bacteriana de maior prevaléncia em infecgOes
humanas, sendo considerada também a mais patogénica do género. S. aureus
pode causar desde infecgdes cutaneas superficiais, como impetigo, celulite e
abcessos, até infeccdes graves decorrentes da invasdo direta dos tecidos por
amostras presentes na pele ou mucosas, como bacteriemia, endocardite,
pneumonia e meningite (SMITH & JARVIS, 1999). Além disso, essa espécie
esta relacionada com patologias associadas a producdo de exotoxinas com
acdo de superantigenos, tais como intoxicacdes alimentares e sindrome do
choque téxico (LARKIN et al., 2009).

Dados do programa SENTRY de vigilancia da resisténcia antimicrobiana
indicam S. aureus como o agente etiolégico mais freqliente em infeccdes da
corrente sanguinea, pele e tecidos moles, além de ser causa freqliente de
infeccbes do trato respiratério inferior, sendo grande parte destas infeccbes
causadas por amostras resistentes a meticilina (STREIT et al., 2004). Com o

aumento das taxas de resisténcia a esse farmaco nas Ultimas décadas, a
2



vancomicina tornou-se uma das Unicas alternativas para o tratamento de
infeccOes por amostras multirresistentes (RYBAK, 2006).

Staphylococcus coagulase-negativos (SCN) constituem um grupo no
qual é encontrada a maior parte das espécies do género Staphylococcus
(BANNERMAN & PEACOCK, 2007). A capacidade desses micro-organismos de
causar infecgdes tornou-se mais evidente nas Ultimas décadas, a partir da
crescente utilizacdo de recursos mais modernos e invasivos de diagndstico e
terapéutica, como o emprego de dispositivos médicos, que normalmente estdo
associados a capacidade de formacdo de biofilme bacteriano (GARCIA et al,
2004). As infeccdes sanguineas relacionadas a cateter sdo a maior causa de
sepse, sendo a maioria destas causada por SCN (BOUZA et al. 2004). Esse
fato, aliado a fatores, como: doenca de base grave, tempo de hospitalizacao
prolongado, uso de imunodepressores e idade avancada do paciente tém
contribuido para a emergéncia dos SCN como importantes agentes de
infeccOes hospitalares (CAVALCANTI et al., 2005).

Diferentes espécies de SCN tém sido descritas como causa de infecgdo,
mas muitas delas também pertencem a microbiota humana, como: S.
auricularis, S. capitis, S. caprae, S. cohnii, S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
hominis, S. lugdunensis, S. saccharolyticus, S. saprophyticus, S. schleiferi, S.
simulans, S. warneri e S. xylosus, sendo as duas Ultimas espécies
normalmente adquiridas de animais domésticos (BANNERMAN & PEACOCK,
2007).

Staphylococcus epidermidis é a espécie de SCN prevalente na
microbiota humana, sendo também a mais isolada de bacteriemias e infeccoes
em geral (GARCIA et al., 2004). Essa espécie também tem sido isolada de
endocardites, infeccbes de sitio cirdrgico e do trato urinario, infecgdes
relacionadas a préteses articulares e cateter intravascular, entre outras
(OTTO, 2009). Uma das complicacdes encontradas no uso de dispositivos
como proteses é a endocardite bacteriana. As espécies S. aureus (infeccao
agressiva) e S. epidermidis (infeccao indolente) sdao as mais isoladas em
endocardites de valvulas nativas e de proteses valvares, respectivamente
(PATEL et al., 2000).

Outra espécie freqliente em bacteriemias é S. haemolyticus, tendo sido

implicada também em casos de endocardites, septicemias, peritonites,



infeccbes geniturindrias, dsseas e articulares (SPANU et al., 2003; OTTO,
2004).

As espécies S. lugdunensis e S. schleiferi foram descritas em 1988,
(FRENEY et al., 1988), a partir de diferentes tipos de infeccdo. Dentre estas
novas espécies, S. lugdunensis tem aparecido com notavel potencial de
viruléncia, apresentando um modelo de infeccdo muito semelhante ao da
espécie S. aureus, representante de maior patogenicidade dentro do género
(BOCHER et al., 2009).

I1I1. Staphylococcus lugdunensis

a) Aspectos gerais

A espécie S. lugdunensis foi descrita pela primeira vez na cidade de
Lyon, na Franca, por Freney e colaboradores (1988). Lugdunum é um adjetivo
em latim que se refere a cidade onde o micro-organismo fora descrito. Os
pesquisadores isolaram 11 amostras de diversos sitios de infecgao
(endocardite, bacteriemia, infeccdo de prétese valvar, osteomielite e infeccbes
de pele), e perceberam que se tratava de uma espécie de SCN sensivel a
novobiocina, produtor de um fator de ligagdo ao fibrinogénio (fator clumping)
e capaz de descarboxilar a ornitina, caracteristicas estas que nao tinham sido
observadas em conjunto para qualquer outra espécie de Staphylococcus.

Em 1991, Herchline & Ayers identificaram 229 (10,1%) amostras de S.
lugdunensis entre 2260 amostras de SCN nao-S. epidermidis isoladas em um
hospital americano e estocadas por um periodo de cinco anos. As amostras
foram isoladas dos mais diversos sitios, sendo o maior numero (65 amostras,
28%) isolado de infeccdo cutdnea. Outros sitios de infeccdo envolveram o
sistema circulatério, sistema nervoso central, trato respiratério, trato urinario
e aqueles relacionados a dispositivos médicos implantados, como valvulas
cardiacas e préteses, dentre outros. Desta forma, verificou-se que S.
lugdunensis apresentava grande habilidade em estabelecer infeccao em
diversos locais.

Em 1999, Fervenza e colaboradores descreveram o caso de um paciente

que desenvolveu endocardite de valvula mitral por S. lugdunensis apés uma
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vasectomia em um hospital dos Estados Unidos. Dois anos mais tarde,
Sanchez, Buezas e Maestre (2001) isolaram quatro (31%) amostras de S.
lugdunensis entre 13 obtidas de abscessos inguinais em um hospital de Madri.
Uma alta freqléncia de amostras de S. lugdunensis em infecgOes de sitio
cirirgico apos cirurgias plasticas foi relatada por Van der Mee-Marquet e
colaboradores (2003) em um hospital da Franca. Onze pacientes
desenvolveram infeccdo cutanea sob a forma de abscesso purulento. Um dos
aspectos em comum era o fato dos pacientes terem sido submetidos a cirurgia
abdominal, com tricotomia da area inguinal. Cerca de 20% de 140 individuos
saudaveis avaliados neste estudo eram portadores de S. /ugdunensis nessa
regiao, em ambos os lados (direito e esquerdo). Estes estudos mostraram que
um dos possiveis sitios de colonizacdo do S. lugdunensis serja a parte inferior
do abddémen, provavelmente a regido inguinal. Recentemente, em estudo
envolvendo 57 individuos saudaveis, foram detectados 24 (32%) colonizados
por S. lugdunensis na area pubica, confirmando este nicho como preferido por
este micro-organismo (BIEBER & KAHLMETER, 2009).

Quando comparadas a infeccdes por outros SCN, as causadas por S.
lugdunensis tém apresentado maior gravidade. Alguns estudos mostram que
essa espécie induz um curso infeccioso muito similar ao de S. aureus,
provavelmente devido ao fato de ambas apresentarem fatores de viruléncia
similares (KOH, BRECKER & LAYTON, 1996; FARRAG et al., 2000;
ZINKERNAGEL et al., 2008; BOCHER at al., 2009). Estudos em modelo animal,
realizados por Lambe e colaboradores (1990), confirmaram o potencial de
agressividade da espécie S. lugdunensis, principalmente em endocardite
induzida em cobaias.

A maior parte dos relatos da literatura relacionada a infecgbes por S.
lugdunensis é de endocardites graves em valvulas nativas (mitral e adrtica) e
préteses valvares (FRANK, DEL POZO & PATEL, 2008; CELEBI et al., 2009).
Em geral, essas infecgOes cardiacas sdo extremamente agressivas, causando
destruicdo da valvula (Figura 1), com necessidade de insercdo de protese
(BARKER, O'DRISCOLL & BHARGAVA, 1991; KOH, BRECKER & LAYTON, 1996;
SEENIVASAN & YU, 2003; ANGUERA et al., 2005; FRANK, DEL POZO & PATEL,
2008). Patel e colaboradores (2000), em um estudo retrospectivo de 20 anos,
mostraram que dentre as espécies de SCN, S. lugdunensis foi responsavel por
18% das endocardites infecciosas e 44% das endocardites valvares nativas.
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Normalmente, o paciente é admitido no hospital com sintomas de bacteriemia,
como febre, mal-estar, alta contagem leucocitaria e altos niveis séricos de
proteina C-reativa. No ecocardiograma sdo detectadas vegetacdoes em valvulas
cardiacas, muitas vezes com formacdo de abscesso. Na maioria dos relatos
descritos, esses sintomas sao percebidos, embora o paciente possa apresentar
a patologia cardiaca sem deteccdo da bactéria na hemocultura, e com
auséncia de febre (FARRAG et al., 2000; RENZULLI et al., 2000).

Figura 1: Valvula cardiaca com egetagﬁes causadas por S. lugdunensis
(LEUNG et al., 1998)

Além de endocardites, esta espécie ja foi isolada em casos de meningite
(KAABIA et al., 2002), osteomielite (GREIG & WOOD, 2003; THOMAS, HOY &
CAPPER, 2006), peritonite (SCHNITZLER et al., 1998), infeccoes de trato
urinario (HAILE et al., 2002), pneumonia (PEREZ et al., 2002), sistema
nervoso central (SPANU et al., 2008), dentre outros (HERCHLINE & AYERS,
1991; FRANK, DEL POZO & PATEL, 2008).

A taxa de mortalidade em casos de endocardite por S. lugdunensis é
extremamente alta. Vandenesch e colaboradores, em 1993, relataram taxa de
mortalidade de 70% (14 de 20 casos) entre pacientes de um hospital francés.
Em um estudo publicado em 2003, Seenivasan e Yu revisaram 48 casos de
endocardite por essa espécie descritos na literatura e verificaram que as taxas
de mortalidade foram de 40% em casos de endocardite infecciosa e de 65%
naquelas associadas a cirurgia de insercdo de prétese devido a destruicdo da
valvula nativa pela bactéria. Os autores relataram complicacdes em 53% dos
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casos, com formacdao de abscesso em valvulas em 23% e perfuracdo com
destruicdo das mesmas em 21% dos casos. Normalmente, as vegetagdes sao
extensas e a evolucdo da patologia é extremamente rapida (TAKAHASHI et al.,
2009).

b) Fatores de Viruléncia

Semelhante a S. aureus, a espécie S. lugdunensis possui fatores de
viruléncia que podem auxiliar na invasao e destruicao tecidual. Em um estudo
pioneiro realizado em 1990, utilizando 38 amostras de S. lugdunensis
provenientes da colegao de culturas do CDC e isoladas entre 1971 e 1990,
Hebert descreveu que 4 (10%) amostras produziam slime, 30 (78%) eram
fator clumping positivas e 36 (95%) produziam uma hemolisina de acao

sinérgica com B-hemolisinas.

= Proteina de ligacao a fibrinogénio (Fbl)

A proteina Fbl (fibrinogen-binding protein of S. lugdunensis) parece ser
um fator de adesdo da espécie S. lugdunensis, sendo bem sugestivo que ela
seja crucial para o inicio da infeccdo. Foi demonstrado que esta proteina e o
fator clumping de S. aureus (CIfA) aderem ao fibrinogénio com a mesma
intensidade, o que provavelmente permite que o S. lugdunensis tenha grande
habilidade de aderir a materiais bioldgicos e tecidos, podendo ser esta a causa
do sucesso deste micro-organismo em infecgdes invasivas e endocardites
bacterianas (GEOGHEGAN et al., 2010).

Nilsson e colaboradores (2004a) descreveram pela primeira vez o gene
responsavel pela expressdo da proteina de ligacdo ao fibrinogénio,
denominado fbl. O sequenciamento (Gene Bank - acesso n° AF404823)
mostrou que o gene de 2643 pares de base é composto de trés dominios N1,
N2 e N3. Foi observada na seqliéncia de aminoacidos 62% de identidade com
o CIfA na regido correspondente a regido ligante da proteina (dominios N2 e
N3) e 19% de homologia no dominio N1 (Figura 2) (MITCHELL, TRISTAN &
FOSTER, 2004). A regidao ligante também mostrou 30% de identidade com a
proteina Fbe (fibrinogen-binding protein of S epidermidis). No dominio N3,

existe uma regido de 270 aminoacidos com seqliéncias repetidas de serina (S)
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e aspartato (D), incluindo a Fbl na familia Sdr (SD repetitions), das proteinas
de repeticao serino-aspartato (SD). Essas repeticoes SD funcionam como uma
“haste flexivel”, permitindo que a regido ligante da proteina se estenda além
da superficie celular (HARTFORD et al, 1997).

Fbl LPKTG

40 186 353 534

S R 881
N7 N2 N3

40 220 369 559

S R 933
N1 o N2 N3

SLAAVA LPDTG
CIf
4 e > ¢ 0% 4

Figura 2: Comparagdo entre as estruturas das proteinas Fbl (S. lugdunensis)
e CIfA (S. aureus)

Mitchell, Tristan & Foster (2004) realizaram alguns testes comparativos
entre as proteinas Fbl (S. lugdunensis) e CIfA/CIfB (S. aureus). Os genes
correspondentes a essas proteinas foram clonados em Lactobacillus lactis,
gerando estirpes L. lactis Fbl*, CIfA*™ e CIfB*. Anadlises de Southern-blotting
mostraram a hibridizacdo do gene fb/ com uma sonda correspondente as
regides N2N3 (ligante) do gene cIfA. Foi observado também que amostras
clinicas de S. lugdunensis e a estirpe L. lactis Fbl* tinham sua aderéncia a
fibrinogénio imobilizado inibida por anticorpos anti-Fbl e anti-CIfA. Esses
ensaios confirmaram a grande similaridade dessas proteinas, tanto na
seqliéncia de aminoacidos quanto na estrutura tridimensional, compartilhando
epitopos que ativam producdo de anticorpos para ambos. Em relacdo a niveis
de expressdo, observou-se que a estirpe L. lactis Fbl* expressava esta
proteina em niveis muitos mais altos do que algumas amostras de S.
lugdunensis utilizadas no estudo, com uma reagao de fator clumping positiva
igual a da estirpe CIfA", e de amostras de S. aureus, sugerindo que o gene fb/
em S. lugdunensis nao seja transcrito em niveis consideraveis para detecgao

em algumas amostras. Isso poderia explicar o fato das taxas de positividade



para o teste variarem na caracterizacao de amostras de S. /lugdunensis nos
laboratérios de analises clinicas (FRANK, DEL POZO & PATEL, 2008).

= Hemolisina sinérgica (SLUSH)

Outro fator de viruléncia presente em S. /[ugdunensis sao as
hemolisinas. Hebert (1990) demonstrou a producdao de hemolisinas que
apresentavam acao sinérgica com a B-hemolisina de S. intermedius. Entre as
amostras de S. [ugdunensis que foram analisadas nesse estudo, 95%
apresentavam esta caracteristica hemolitica. Donvito e colaboradores (1997a)
descreveram uma hemolisina presente em S. lugdunensis, fenotipicamente
similar a &-hemolisina de S. aureus e a uma bacteriocina denominada
“gonococcal growth inhibitor”, produzida por S. haemolyticus. A hemolisina
fora denominada SLUSH (Staphylococcus lugdunensis synergistic haemolysin),
produzindo uma hemodlise completa dentro de uma zona de hemdlise
incompleta produzida por uma cepa produtora de B-hemolisina. Em S. aureus,
o gene que codifica a 8-hemolisina (h/d) é transcrito seguindo o regulador
génico RNAIII (agr-RNAIII), que regula a expressdo da maioria das
exoproteinas (PENG et al, 1988). Vandenesh e colaboradores (1993)
descreveram um Jlocus agr em S. lugdunensis, similar ao encontrado em S.
aureus, denominado agr-s/. No entanto, ndo ha peptideos expressos por esse
locus que tenham atividades similares a &-hemolisina, sugerindo que a
atividade hemolitica provém de um gene que esta fora do /ocus agr-sl. Donvito
e colaboradores (1997a) demonstraram a existéncia de um operon de 1201
pares de base, denominado slush, que contém 3 ORF’s responsaveis pela
transcricdo dos peptideos denominados SLUSH-A, SLUSH-B e SLUSH-C,
codificados fora do locus agr-sl.

O mecanismo hemolitico desses peptideos ainda nao é claro, podendo
ser um fendbmeno acessério que acompanha outras atividades. Os peptideos
SLUSH apresentam 34 a 48% de homologia com uma bacteriocina de S.
haemolyticus com atividade hemolitica (WATSON et al., 1988). Na proteina
secretada ndao ha remocao do peptideo sinal, o que sugere o envolvimento de
um sistema de transporte especifico. Os peptideos que compdem a proteina

SLUSH tém 32% de homologia com o dominio central de uma invasina



secretada por Salmonella typhimurium, denominada SipB, que possui
seqliéncias capazes de atravessar membranas (atividade de porina), sendo
significativamente similar a invasina IpaB de Shigella e YopB de Yersinia spp.
(KANIGA et al., 1995). Assim, tem sido sugerido que o sistema SLUSH de S.
lugdunensis possa ser um modelo conveniente de estudo de bacteriocinas e

invasinas com lipossomos ou membranas celulares.

= Producdo de biofilme

Como ja relatado anteriormente, amostras de S. lugdunensis produzem
slime (HERBERT, 1990). Foi demonstrado que o glicocalice purificado de
culturas de S. lugdunensis é forte estimulador da sintese de prostaglandinas
E2 (produzidas por mondcitos), que por sua vez inibem a proliferacdo de
células T (STOUT et al., 1994). Esta ativacdo de mondcitos também resulta na
modulacdo de macrofagos, ativando secrecdo de TNF-a e 6xido nitrico (LAMBE
et al, 1990).

Frank e colaboradores (2007) demonstraram que biofilmes de amostras
de S. lugdunensis produtoras de slime induziram ao aumento das
concentracbes minimas inibitérias (CMIs) de diferentes antimicrobianos
gquando expostos a maioria deles. Além disso, os autores verificaram que
concentracdes sub-inibitérias de nafcilina (mesma classe da oxacilina e
meticilina) eram capazes de induzir a formacao de biofilme em S. /ugdunensis,
enquanto antibiéticos como tetraciclina e linezolida inibiam esta formagao.

Um aspecto interessante é que o biofilme formado por amostras de S.
lugdunensis que apresentam o operon icaADBC (responsavel pela producdo
dos componentes de matriz do biofilme) ndao tem como componente principal o
polimero PIA (polissacarideo de adesdo intercelular), composto de poli-N-
acetil-glicosamina (FRANK & PATEL, 2007), como observado em amostras de
S. epidermidis (OTTO, 2008). Em estudo realizado por Frank e Patel (2007)
utilizando 15 amostras portadoras do operon icaADBC e fortes produtoras de
biofilme, o polimero ndo foi detectado na matriz do mesmo. Além disso, os
biofilmes nao foram desagregados por dispersina B e metaperiodato de sddio
(agentes desagregadores de biofilmes polissacaridicos). Contudo, a

desagregacao do biofilme ocorreu com enzimas proteoliticas como proteinase
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K e tripsina, demonstrando o envolvimento de proteinas dos biofilmes de S.

lugdunensis.

= QOutros fatores de viruléncia

Outra proteina de superficie descrita por Nilsson e colaboradores
(2004b) é a vWbl (von Willebrand factor binding of S. lugdunensis), que como
o préprio nome sugere, € uma proteina capaz de se ligar ao fator de von
Willebrand (vWf), presente no plasma. Em S. aureus, a proteina de superficie
que é capaz de se ligar ao vVWf é a proteina A, conhecido fator de viruléncia da
espécie, capaz de se unir a porgcao Fc dos anticorpos, impedindo assim sua
opsonizacao (HARTLEIB et al., 2000). A proteina vWf é essencial na
homeostase, visto que esta se liga a coldageno exposto durante lesao
endotelial, fornecendo o primeiro arcabouco para acdo das substancias
envolvidas na cascata de coagulagdo, sendo também um carreador e
estabilizador do fator VIII, um cofator que acelera a cascata de coagulacao
(VISCHER & DE MOERLOOSE, 1999). A proteina vWbl de S. lugdunensis
apresenta 2060 aminoacidos e massa molecular de 226 KDa, sendo codificada
pelo gene vwbl, composto por uma ORF de 6180 pares de base. Esse peptideo
possui uma regiao A, uma regiao R subdividida em 3 sub-regides (R1, R2 e
R3) e uma regiao W. A regiao A nao apresenta similaridade com outras
proteinas do género, mas possui um sitio Arg-Gly-Asp (RGD) encontrado em
varias proteinas de ligacdo a integrinas, como fibronectina e laminina
(NILSSON et al, 2004b). Ensaios feitos por ELISA demonstraram a ligagao
entre as proteinas vWbl de S. /ugdunensis e vWf presente no plasma
(NILSSON et al, 2004b). Esse mesmo estudo demostrou, através da técnica de
Southern-blotting, a presenca do gene vwbl/ em 12 amostras clinicas de S.
lugdunensis isoladas de diversos hospitais suecos.

Recentemente, Burgeois e colaboradores (2009) descreveram pela
primeira vez a producao de autolisinas por S. lugdunensis. O gene codificante
foi seqlienciado, e denominado at/L, podendo o mesmo estar envolvido no
mecanismo de tolerancia a vancomicina, ja relatado na literatura (BURGEOIS
et al., 2007).
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Outros fatores de viruléncia como esterases, proteases e lipases
também podem ser produzidos por amostras de S. lugdunensis (LAMBE et al,
1990).

= Ensaios de patogénese in vitro utilizando células eucaridticas

A avaliacdo in vitro da viruléncia de S. lugdunensis utilizando células
eucarioticas nao tem sido descrita na literatura, exceto em um relato, onde os
autores descrevem a diminuicao da viabilidade celular de monocamadas de
fibroblastos gengivais frente a amostras clinicas isoladas de abscessos orais
(YOU et al., 1999). No entanto, os autores nao avaliaram a adesao ou invasao
de células eucaridticas por amostras dessa espécie.

Em S. aureus, entretanto, estes aspectos ja foram abordados. Em 1998,
Menviez e Kourteva estudaram a internalizacdo de S. aureus por células
endoteliais, mostrando a capacidade deste patégeno em induzir apoptose nas
células invadidas. Amaral e colaboradores (2005) descreveram a capacidade
de aderir e invadir células pulmonares de amostras de S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA, “methicillin resistant S. aureus) pertencentes ao genotipo
prevalente no Brasil, que é largamente isolado em IRAS no ambiente
hospitalar. Os autores também verificaram que amostras deste genotipo
formavam biofilme em maior quantidade do que aquelas incluidas em outros
perfis genotipicos. Em 2008, Bentzmann e colaboradores compararam o
potencial de adesdo e invasdo em células de epitélio respiratério entre
amostras de MRSA e MSSA (“methicillin sensitive S. aureus”), mostrando que
a capacidade de aderir ou invadir ndao estava relacionada a presenca do gene

mecA.

c) Aspectos fenotipicos e identificacao

A escassa incidéncia de S. lugdunensis em espécimes clinicos descrita
na literatura pode estar relacionada a uma identificacao errébnea destes micro-
organismos. O fato do S. lugdunensis produzir DNAse e ser positivo no teste
de coagulase em lamina (fator clumping), caracteristicas também encontradas
em S. aureus, pode levar a erros de identificacao (SANCHEZ, BUEZA &
MAESTRE, 2001; HELLBACHER, TORNQVIST & SODERQUIST, 2006). A
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capacidade de S. lugdunensis em aglutinar na presenca de fibrinogénio
imobilizado leva muitas vezes a sua identificacdo erronea nos laboratoérios de
rotina clinica, ja que o teste de fator c/lumping ou coagulase ligada é um teste
preliminar rapido, que associado a catalase e a hemdlise em agar sangue
podem caracterizar a espécie como S. aureus (PATEL et al, 2000; ANGUERA et
al, 2005). Além disso, assim como S. aureus, S. lugdunensis pode apresentar
colonias com pigmentacdo amarelada (SEIFERT et al., 2005).

Em estudo realizado na Alemanha, Schnitzler e colaboradores (1998)
propuseram uma metodologia simples para identificar corretamente S.
lugdunensis, utilizando os testes para a enzima pirrolidonil-arilamidase (PYR) e
descarboxilacdo da ornitina (ORN), além dos testes de fator clumping e
coagulase em tubo. Dentre as espécies do grupo de SCN envolvidas em
infeccdes humanas que sao positivas para PYR (S. haemolyticus, S. schleiferi,
S. xylosus, S. simulans, S. intermedius, S. caprae e S. lugdunensis), apenas
S. lugdunensis é positivo para ORN (HEBERT, 1990). Com base nesses
estudos, ficou demonstrado que o teste de descarboxilagcao da ornitina seria
um teste chave para caracterizar essa espécie (TAN, NG & HE, 2008).

Em 2008, Tang e colaboradores descreveram 12 amostras clinicas
provenientes de hemoculturas de cocos gram-positivos catalase-positivos e
coagulase-negativos, positivos para PYR e capazes de descarboxilar a ornitina,
identificados como S. lugdunensis que nao foram reconhecidos por uma sonda
especifica para o fator de elongamento Tuf da espécie. Contudo, apds analise
detalhada, os autores relataram que se tratava de uma espécie nova,
denominada Staphylococcus pseudolugdunensis.

Alguns trabalhos na literatura relatam que analises utilizando sistemas
comerciais, como o API Staph-Ident (BioMerieux, Paris, Franca) podem
também levar a identificacdo erronea de S. lugdunensis, como S. hominis
(WALSH & MOUNSEY, 1990) ou S. warneri (SHEPPARD & JANKOWSKI, 1992).

Métodos automatizados também tém sido apontados como de utilizagao
duvidosa na identificacao de S. lugdunensis. Seifert e colaboradores (2005)
mostraram um caso de infeccdao por S. lugdunensis, identificado com S.
auricularis por metodologia automatizada em paciente portador de
marcapasso, na Alemanha. Nesse estudo, um paciente portador de
marcapasso, implantado ha sete anos, apresentou sintomas caracteristicos de

bacteriemia. O resultado da hemocultura apontou para S. /lugdunensis sensivel
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a todos os antibidticos testados, tendo sido iniciada antibioticoterapia. Durante
quatro meses, esse paciente fora internado varias vezes no mesmo hospital,
com sintomas recorrentes, sendo tratado com antibidticos diferentes. Em sua
ultima internacdo, a equipe médica optou por retirar o marcapasso, a partir do
qual foi realizada cultura para investigar a colonizacao bacteriana. Percebeu-se
uma populacao mista de cocos Gram-positivos, tratando-se de S. lugdunensis
com variagdo de colbnias (“small-colony variants” - SCV), um fen6meno
apenas antes relatado em S. aureus (PROCTOR, BATES & MCNAMARA, 2001).
Quatro variantes de col6nias da mesma amostra foram observadas, mas
apenas duas delas foram identificadas pelo sistema automatizado. A analise de
fragmentacdao de DNA cromossOmico por Eletroforese em Campo Pulsado
(PFGE) mostrou que todas as amostras eram do mesmo clone, demostrando
esta capacidade singular de S. lugdunensis e assumir morfologias diferentes.
Essa capacidade também fora observada antes por Leung e colaboradores
(1998), em uma amostra colhida post-morten, da valvula mitral de um
paciente infectado. (Figura 1, Pagina 6). Alguns autores especulam que a
exposicao a certos antimicrobianos, como gentamicina, pode induzir a esta
variacao (SEIFERT et al., 2005). Em ambos os casos descritos, os pacientes
fizeram uso desse antimicrobiano, indicado nos casos de infeccao por S.
lugdunensis.

Alguns trabalhos também propéem métodos moleculares para
confirmagao da identificacao de S. lugdunensis, envolvendo seqienciamento
de rDNA 16S (TEE et al., 2003; PADA et al., 2009) e PCR (NOGUCHI et al.,
2010)

d) Susceptibilidade a antimicrobianos

Em relacao ao perfil de susceptibilidade antimicrobiana em S.
lugdunensis, varios trabalhos demonstram que as amostras isoladas sdo, na
maioria das vezes, sensiveis a todos os antibidticos testados, inclusive a
penicilinas. Contudo, Herchline e colaboradores (1990), em um primeiro
estudo sobre avaliacdo do perfil de resisténcia nessa espécie, descreveram 14
amostras produtoras de B-lactamases dentre 59 amostras clinicas,
apresentando CMIs elevadas para penicilina, amoxicilina-clavulanato e

ampicilina. Nessa época, CMIs > 0,5 ug/mL para oxacilina eram associadas a
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amostras multirresistentes, similar ao que era descrito para SCN. Porém, Patel
e colaboradores, em 2000, isolaram amostras de S. lugdunensis com CMIs
para oxacilina entre 1 e 4 ug/mL, mas sem a presenca do gene mecA, sendo
também negativas para producdo de B-lactamases, caracteristico de amostras
sensiveis. Outro aspecto determinante era o fato desses pacientes terem sido
tratados com penicilinas ou cefalosporinas, o que ndo seria possivel caso as
amostras possuissem o gene mecA, que codifica resisténcia a todos os B-
lactamicos. Hussain e colaboradores (2000) também mostraram que
amostras de S. lugdunensis com CMI > 0,5 ug/mL eram negativas para o gene
mecA. Em decorréncia dos resultados obtidos em varios estudos, no ano de
2005, o “National Commitee for Clinical and Laboratories Standards” (NCCLS,
atual CLSI - Commitee of Laboratorial Standards Institute) determinou que
fosse considerado como breakpoint para resisténcia a oxacilina uma CMI > 4
ug/mL em amostras de S. /ugdunensis, assim como determinado para a
espécie S. aureus. A interpretacdo dos halos de inibicdo para discos de
cefoxitina e oxacilina na determinacao da resisténcia a oxacilina em S.
lugdunensis também seguiu o estabelecido para a espécie S. aureus.

Apesar da grande sensibilidade a antimicrobianos observada em S.
lugdunensis, amostras apresentando o gene mecA ja foram descritas. A
primeira amostra contendo o gene mecA foi isolada na Cingapura, em 2002
(TEE et al., 2003). A amostra fora isolada de um neonato, provavelmente
infectado via cateter venoso. Apds deteccdo de S. lugdunensis na
hemocultura, o bebé fora tratado com cloxacilina e gentamicina, sem
resultado. O antibiograma mostrou que a bactéria era multirresistente, e o
tratamento foi alterado para vancomicina, mostrando boa resposta. A cultura
em agar sangue mostrou col6nias amarelas e hemoliticas, com reacdo positiva
para fator clumping, mas teste de coagulase em tubo negativo, o que permitiu
a identificacdo da espécie como S. lugdunensis, confirmada depois pelos testes
PYR e ORN (ambos positivos). A CMI para oxacilina foi > 256 ug/mL, e o gene
mecA fora detectado pelo método de PCR. Em estudo recente, Tam, Ng & He
(2008) detectaram cinco amostras mecA positivas em 106 amostras da
colecao de culturas do Hospital de Changi (Cingapura). Destas cinco amostras,
quatro apresentavam CMI igual a 16 ug/mL e uma CMI > 32 ug/mL.

Kragsbjerg e colaboradores (2000) relataram um caso de infeccao

recorrente por S. lugdunensis, cuja bactéria desenvolveu resisténcia a varias
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classes de antibidticos durante o tratamento. Por dois anos o paciente fora
internado varias vezes, no inicio com artrite bacteriana no cotovelo esquerdo,
desenvolvendo osteomielite, e no final, endocardite fulminante com destruicao
das valvulas mitral e adrtica. Ao internar pela primeira vez, apds deteccdo de
S. lugdunensis na hemocultura, o paciente comecou o tratamento com
benzilpenicilina e dicloxacilina, desaparecendo os sintomas da infecgdao. Nove
dias depois, ele foi readmitido com artrite bacteriana no joelho direito, sendo
isolado novamente S. lugdunensis, tanto no sangue quanto no liquido sinovial
extraido do joelho. O tratamento utilizado nessa segunda internacdo foi
cloxacilina e flucoxacilina, com melhora do quadro. Quatro meses depois, o
mesmo paciente voltou a ser internado com problemas cardiacos, com
regurgitacdo nas valvulas mitral e aodrtica, sem observacdo de vegetacdes.
Trés meses apds esse quadro, o paciente sofreu uma cirurgia de implante de
protese de joelho, apds deteccdo de osteonecrose. A profilaxia foi feita com os
mesmos antibidticos utilizados na ultima internacao, cloxacilina e flucoxacilina.
Seis meses depois da insercdo da protese, o paciente foi internado com
inchaco, dor, efusao e calor no joelho operado. Foi isolado novamente S.
lugdunensis do liquido sinovial. Porém, testes de suceptibilidade mostraram
que a amostra estava resistente a flucloxacilina, sendo o tratamento mudado
para ciprofloxacina. Mais tarde, foi visto que a bactéria também adquirira
resisténcia a ciprofloxacina, sendo o tratamento alterado para clindamicina e
rifampicina. Um ano depois, o paciente foi readmitido com sintomas de
osteomielite vertebral e o ecocardiograma mostrou calcificacdo nas valvulas
aortica e mitral, sem vegetacodes. Foi isolado, mais uma vez, S. lugdunensis,
desta vez com resisténcia também a rifampicina e clindamicina. Apdés uma
semana de internacdao, comecaram a ser observadas vegetacdes nas valvulas
cardiacas. O tratamento fora mudado para vancomicina. Contudo, um més
depois, o paciente veio a falecer e a necrdopsia acusou pneumonia, osteomielite
vertebral e vegetacdes nas valvulas mitral e adrtica, com perfuracdo de
ambas. A analise das amostras por PFGE mostrou que estas pertenciam ao
mesmo clone. Este caso demonstra que, mesmo sendo uma bactéria em geral,
sensivel a maioria dos antibidticos, S. lugdunensis pode causar infecgoes
sistémicas graves e adquirir resisténcia durante o tratamento.

O tratamento sugerido em infeccdoes pelo patdégeno é a vancomicina,
visto que algumas penicilinas podem induzir a formagao de biofilme em
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amostras de S. lugdunensis, associadas ou ndo a aminoglicosideos, como a
gentamicina (VANDENESCH et al., 1993; ANGUERA et al., 2005). Além disso,
existem relatos na literatura de tolerancia a vancominina se o tratamento é
realizado em combinagao com esse aminoglicosideo (BURGEOIS et al., 2007).
Um tratamento alternativo para pacientes com amostras tolerantes a
vancomicina é a Linezolida (MERINO et al., 2009).

e) Epidemiologia molecular

Algumas técnicas moleculares vém sendo utilizadas para a
caracterizacdo epidemioldgica de amostras hospitalares de Staphylococcus.
Essas técnicas, por analisarem diretamente o material genémico dos
microrganismos, apresentam melhor poder discriminatério do que as técnicas
convencionais (STRUELENS et al., 2009). A analise por PFGE dos perfis de
fragmentagdo, apds corte do DNA gendmico com uma enzima para qual este
tenha poucos sitios de clivagem, é uma técnica molecular desenvolvida por
Schwartz e colaboradores (1983), a partir de uma variagao da eletroforese em
gel de agarose convencional.

Em relacdo ao S. lugdunensis, os autores tém detectado uma baixa
variabilidade genémica em amostras isoladas de infeccdes humanas (FRANK,
DEL POZO & PATEL, 2008). Van der Mee-Marquet e colaboradores (2003),
pesquisando a relacdo entre infeccdo e colonizacdo da area inguinal por S.
lugdunensis, analisaram o perfil de fragmentacao de 72 amostras (colonizagao
e infeccdo) apds digestdo do DNA cromossOmico pela enzima Smal, pela
técnica de PFGE. Vinte pulsotipos foram identificados entre as 72 amostras,
sendo sete entre as amostras de infeccao, enquanto entre as amostras
comensais havia representantes de todos os pulsotipos. Foi visto que as
amostras apresentavam baixo grau de diversidade, sendo separadas em dois
gendtipos, com um nivel de similaridade entre eles de 65%. Recentemente,
Hellbacher, Térnqvist e Séderquist (2006) ao analisarem 39 amostras isoladas
de um hospital da Suécia, entre 1999 e 2003, através de PFGE, identificaram
6 genodtipos, denominados de A a F, sendo 56% de um mesmo gendtipo.
Bdcher e colaboradores (2009) analisaram 38 amostras (invasivas e nao-

invasivas) provenientes de hospitais de duas cidades dinamarquesas,
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encontrando também alta similaridade entre amostras dos Unicos dois clones
detectados. Os autores ndao observaram prevaléncia de algum clone entre as
amostras invasivas ou ndo-invasivas. Segundo os autores, é possivel que o
genoma dessa espécie seja altamente conservado, o que explicaria a baixa
diversidade clonal entre as amostras.

O potencial patogénico do S. lugdunensis parece ser abrangente, e
muitos estudos vem sendo realizados com o objetivo de esclarecer porque
certas infecgbes, principalmente as endocardites, sao tdo graves. Torna-se,
portanto, relevante desenvolver um estudo mais detalhado da epidemiologia e
viruléncia desse micro-organismo, aspectos pouco descritos na literatura nos
ultimos anos, desde a descricao dessa nova espécie. Adicionalmente, nado
existem publicacdes nacionais sobre S. /ugdunensis, o que justifica uma
melhor caracterizacdo bacteriana buscando detectar aspectos que expliquem

seu poder agressor nas infecgoes estafilocdcicas.
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OBJETIVO

I. Avaliar amostras clinicas de Staphylococcus Ilugdunensis isoladas de

diferentes hospitais do Rio de Janeiro quanto a aspectos relacionados a

identificacdo, viruléncia, susceptibilidade antimicrobiana e clonalidade.

II. Estratégias:

1.

Utilizar testes fenotipicos para identificacdo e determinacdao da
susceptibilidade antimicrobiana de S. lugdunensis e a técnica de PCR

para deteccao do gene mecA e para tipagem do SCCmec;

. Utilizar as ferramentas OligoExplorer e BioEdit para desenhar

sequéncias oligonucleotidicas especificas para genes que codificam

fatores de viruléncia;

. Verificar por meio de testes fenotipicos e Western-blotting a

producdao de fatores de viruléncia e detectar a presenca de genes
relacionados utilizando PCR, com iniciadores especificos para cada
um dos fatores de viruléncia;

Avaliar, através da utilizacdo de monocamadas de células epiteliais

A549 a capacidade de adesao e invasdao de S. lugdunensis;

. Utilizar a analise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico

apos eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) para determinar

a diversidade gen6mica das amostras.
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RESULTADOS

A andlise dos dados obtidos permitiu a redacdo dos seguintes

manuscritos:

1. ELIEZER M. PEREIRA, FRED L. OLIVEIRA, RICARDO P. SCHUENCK,
GUSTAVO O. ZOLETTI & KATIA R. N. DOS SANTOS. 2009. Detection of
Staphylococcus lugdunensis by a new species-specific PCR based on the
fbl gene. FEMS Immunol Med Microbiol. 2010, 58: 295-98 (Publicado)

2. ELIEZER M. PEREIRA, ANA LUIZA M. ALVARENGA, RICARDO P.
SCHUENCK, NAIRA ELANE M. OLIVEIRA, MARCIA GIAMBIAGI-DE-
MARVAL, ANA LUIZA M. GUARALDI & KATIA R. N. DOS SANTOS. 2010.

Virulence and associated clonality of Staphylococcus Iugdunensis

isolates from Rio de Janeiro hospitals. International Journal of Infectious
Diseases. (Submetido para publicacao)

3. ELIEZER M. PEREIRA; RICARDO P. SCHUENCK, SIMONE A. NOUER &
KATIA R.N. DOS SANTOS. Methicillin-resistant Staphylococcus
lugdunensis carrying SCCmec type V misidentified as MRSA. 2010.

Journal of Medical Microbiology. (Submetido para publicacao)

4. ELIEZER M. PEREIRA, CESAR AUGUSTO A. TEIXEIRA, ANA LUIZA M.
ALVARENGA, RICARDO P. SCHUENCK, CARLA HOLANDINO, ANA LUIZA
M. GUARALDI & KATIA R. N. DOS SANTOS. Staphylococcus lugdunensis

presenting rough colony morphology is able to adhere and invade lung
epithelial cells like Staphylococcus aureus (Manuscrito em

preparagao)
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Artigo 1: Detection of Staphylococcus lugdunensis by a new species-specific
PCR based on the fb/ gene.

Autores: Eliezer M. Pereira, Fred L. Oliveira, Ricardo P. Schuenck, Gustavo
0. Zoletti & Katia R. N. dos Santos.

Revista: FEMS Immunol Med Microbiol. 2010, 58: 295-98.

Resumo:

Staphylococcus lugdunensis é um Staphylococcus coagulase-negativo
(SCN) raramente isolado de infeccdes humanas, porém com uma viruléncia
similar a de S. aureus. Esse micro-organismo é normalmente isolado de
infeccbes cutaneas, podendo também ser isolado de outros sitios, sendo as
endocardites as de maior complicagdao. Neste trabalho foi desenvolvida uma
reacao de PCR simples e eficaz para identificacao de S. lugdunensis, baseada
na deteccdao do gene fbl, que codifica uma adesina bacteriana. A reacao foi
padronizada utilizando-se 79 amostras, sendo 16 controles e 63 clinicas,
incluindo: 23 S. lugdunensis, 20 S. aureus e 20 de outras espécies de SCN (S.
epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. schleiferi, S. caprae, S.
intermedius, S. saprophyticus, S. cohnii). Todas as amostras foram
identificadas fenotipicamente através do método bioquimico de referéncia.
Adicionalmente, as amostras de S. /lugdunensis foram avaliadas pela
metodologia de Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE), tendo sido detectados
apenas quatro gendtipos, demonstrando baixa diversidade gendmica. Os
primers foram desenhados utilizando-se ferramentas de bioinformatica, e
todas as 24 amostras de S. lugdunensis apresentaram amplificacdo de um
fragmento de 425 pb correspondente ao gene fbl. Nao foram observadas
amplificacdes para outras espécies, mostrando 100% de concordancia com a
identificacdo fenotipica. Os resultados demonstram que esta reacdo de PCR
espécie-especifica pode contribuir para a identificacdo e/ou confirmagdo de S.

lugdunensis.
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Staphylococcus lugdunensis are unusually virulent coagulase-negative staphylococci
associated with skin infections and endocarditis. We developed an accurate and
simple PCR assay to identify S. lugdunensis isolates based on detection of the fbl
gene, which encodes a fibrinogen-binding protein involved in pathogen adhesion.
The PCR assay was established using 16 reference strains of different Staphylococcus
species and further validated with a collection of 63 clinical staphylococcal isolates
that were also phenotypically characterized. Reliable results for the detection of
S. lugdunensis isolates were obtained for 100% of the strains evaluated, indicating
that this PCR assay can be used in the routine of microbiology laboratories as one
more tool for correct species differentiation.
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Staphylococcus lugdunensis has emerged as an agent with
notable clinical and microbiological characteristics that
stand out among those of other coagulase-negative staphy-
lococci (CNS). Staphylococcus lugdunensis is an unusually
virulent CNS and can cause many types of infection, ranging
from superficial skin infections to life-threatening endocar-
ditis (Frank et al., 2008). Staphylococcus lugdunensis colo-
nizes the inguinal area and corresponds to about 10% of all
non-Staphylococcus epidermidis coagulase-negative isolates.
Staphylococcus lugdunensis produces an arsenal of virulence
factors, such as lipases, DNAse, esterases, haemolysins and
adhesins (Frank er al, 2008). The fibrinogen-binding pro-
tein of S. lugdunensis (Fbl) was characterized and sequenced
in recent studies (Nilsson et al., 2004). This protein contains
a serine—aspartate repeat domain (Sdr) and is encoded by
the fbl gene. It is closely related to Staphylococcus aureus
clumping factor A, showing 60% similarity in the N2N3
fibrinogen-binding domain (Nilsson et al., 2004). Other
species of CNS produce similar proteins, such as Fbe/SdrG
(S. epidermidis), Sdrl (Staphylococcus saprophyticus) and
SdrY (Staphylococcus caprae) (Nilsson et al., 2004). In order

FEMS Immunol Med Microbiol 58 (2010) 295-298

to understand the clinical significance of S. lugdunensis in
infections and to provide data for control and epidemiolo-
gical measures, reliable detection and identification of this
organism is crucial. In the present work, we designed
primers for amplification of the S. lugdunensis fbl gene.
Amplification conditions were established using 16 bac-
terial strains that included the reference strains S. lugdunen-
sis, S. aureus and other species of CNS (Table 1). PCR was
validated with 63 clinical strains isolated from different sites:
blood (52%), surgical sites (23%), nares (7%), urine (3%)
and others (15%), from patients hospitalized between 1996
and 2008 at seven Brazilian hospitals. Twelve species of
Staphylococcus were evaluated (Table 1). All 79 control and
clinical isolates were phenotypically characterized to the
genus and species level by the reference biochemical method
considered the gold standard (Bannerman & Peacock,
2007). Three tests were performed initially to characterize
the Staphylococcus genus: gram staining, catalase production
and bacitracin resistance. Next, 22 tests were used to identify
the Staphylococcus species: production of coagulase, clump-
ing factor (Pastorex Staph-Plus; Bio-Rad, WA), pyrrolidonyl

© 2009 Federation of European Microbiological Societies
Published by Blackwell Publishing Ltd. All rights reserved

22



296

Table 1. Results of the clumping factor test and fbl gene PCR detection
for Staphylococcus species

Clumping  fbl/ gene

Staphylococcus species factor test™ PCR

Reference strains

S. lugdunensis DSMZ 4804 (type strain) + +
S. aureus ATCC 12600 (type strain) + -
S. aureus ATCC 25923 (susceptibility test + -
strain)

S. aureus ATCC 33591 (MRSA strain) + -
S. schleiferi ssp. schleiferi DSMZ 4807 (type + -
strain)

S. epidermidis ATCC 14990 (type strain) — -
S. epidermidis ATCC 12228 — -
S. epidermidis ATCC 35984 (slime producer — —
strain)
S. haemolyticus ATCC 29970 (type strain) — -
S. saprophyticus ATCC 15305 (type strain) — —
S. xylosus ATCC 29971 (type strain) — -
. cohnii ATCC 29974 (type strain) - -
. hominis ATCC 27844 (type strain) — —
. warneri ATCC 10209 - —
. intermedius ATCC 29663 (type strain) - -
S. capitis ATCC 27840 (type strain) — —
Clinical isolates identified by the conventional method (no. of isolates)
S. lugdunensis strains (23) + %
S. aureus strains (20) + -
Other staphylococci’ (20) = =

n n 1

*Pastorex Staph-Plus, Bio-Rad.

TStaphylococcus epidermidis (eight), Staphylococcus haemolyticus (three),
Staphylococcus schleiferi ssp. coagulans (two), Staphylococcus capitis
(one), Staphylococcus intermedius (one), Staphylococcus saprophyticus
(one), Staphylococcus warneri (one), Staphylococcus caprae (one), Sta-
phylococcus cohnii (one) and Staphylococcus simulans (one).

ATCC, American Type Culture Collection; DSMZ, Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen; MRSA, methicillin-resistant
Staphylococcus aureus; +, presence of gene; —, absence of gene.

arylamidase, urease, alkaline phosphatase, ornithine and
arginine decarboxylase, acetoin, haemolysis, nitrate reduc-
tion and susceptibility to novobiocin, polymyxin B and
desferrioxamine and acid production from bp-trehalose,
sucrose, D-ribose, p-cellobiose, p-xylose, a-lactose, b-man-
nitol, maltose and p-mannose. In addition, 30 (47%) strains
evaluated in this study, including four S. lugdunensis iso-
lates, were also identified previously by PCR-restriction
fragment length polymorphism analysis of the groEL gene
(Barros et al., 2007), showing 100% concordant results with
the reference method. For PCR, the strains were initially
grown on agar base (Oxoid, Basingstoke, UK) supplemented
with 5% sheep blood. Rapid DNA extraction was achieved
by suspending five to six bacterial colonies in 100 uL of TE
(10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.8) buffer and heating to
100 °C for 10 min. After centrifugation at 7000 g for 30 s, the
supernatant was collected and 3 pL was used in PCR.

© 2009 Federation of European Microbiological Societies
Published by Blackwell Publishing Ltd. All rights reserved
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Primers for the fbl detection were designed on the basis of
the sequence obtained from the GenBank (accession num-
ber: AF404823) using the oLiGoanaLyzer (Integrated DNA
Technologies Inc., Coralville, IA) and sioepir (Ibis Bios-
ciences, Carlsbad, CA) software. The primers fbl-F (5" GTA
AATAGCGAGGCACAAGC 3') and fbl-R (5" GGTAAATCG
TATCTGCCGCT 3') were located within parts of the gene,
encoding the N2N3 (conserved fibrinogen-binding consen-
sus) and R (not conserved) domains of Fbl. The specificity
of primers was verified by the Brast search of the GenBank
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). These primers were used to
amplify a 425-bp fragment of the fbl gene. Reactions were
performed on a Programmable Thermal Controller (Eppen-
dorf Mastercycler Gradient, Hamburg, Germany) in a
volume of 25puL containing 200 uM of each dNTP (Life
Technologies), 1.0U of Tag DNA polymerase (Biotools,
Madrid, Spain), buffer (20mM Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM
KCI and 2 mM MgCly; Biotools), 1 uM of bl-F and fbl-R
primers (Integrated DNA Technologies Inc.). Amplification
conditions were as follows: denaturation for 3 min at 94 °C,
followed by 30 cycles of 94 °C for 1 min, 60 "C for | min and
72°C for 1 min, with a final extension at 72 °C for 5min.
Amplified products were analysed on 1% agarose gel,
stained with ethidium bromide and visualized on a UV
transilluminator. To confirm the presence of DNA in
extracts, PCR described by Frebourg et al. (2000) was used
to amplify a 478-bp fragment of bacterial 165 rRNA gene.

Additionally, all S. lugdunensis isolates were typed by
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) of whole-cell DNA
digested with Smal, as described previously (Vivoni et al.
2005). Differences between isolates were determined by
visual inspection of the bands, as recommended by Tenover
et al. (1995) and by the MOLECULAR ANALYST FINGERPRINTING
pLUS software package (version 1.12) of the Image Analysis
System (Bio-Rad), using the Dice index and the unweighted
pair group method with arithmetic averages for estimation
of similarity and clustering. Similar PFGE genotypes were
defined using a coeflicient of similarity up to 70%.

As shown in Table 1, all 63 clinical isolates and 16 reference
Staphylococcus strains were identified at the species level using
conventional methods. The staphylococcal clinical isolates
were identified as: S. lugdunensis (23 isolates), S. aureus (20),
S. epidermidis (eight), Staphylococcus haemolyticus (three),
Staphylococcus schleiferi ssp. coagulans (two), Staphylococcus
capitis (one), Staphylococcus intermedius (one), S. saprophyti-
cus (one), Staphylococcus warneri (one), S. caprae (one),
Staphylococcus cohnii (one) and Staphylococcus  simulans
(one). Results from the amplification of the S. lugdunensis-
specific fbl gene showed that all 24 (100%) clinical and
reference strains used in the present study were detected, in
accordance with the results of phenotypic identification.

PEGE analysis detected 20 different pulsotypes within
four genotypes, with A as the most frequent genotype (12

FEMS Immunol Med Microbiol 58 (2010) 295-298
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Staphylococcus lugdunensis PCR identification

Table 2. Characteristics of 24 Staphylococcus lugdunensis isolates clus-
tered according to PFGE typing

Clinical Isolation date PFGE

Isolate no. Origin™  specimen (month/year) pulsotype
4804 DSMZ - - Cy
(control strain)

10 HGB Blood 08/1996 Cy

21 HUAP  Catheter tip 01/1997 D,

33 HUCFF  Blood 01/1997 C,

97 HNMD  Blood 03/1999 Ay

98 HNMD  Surgical site 03/1999 A,
142 HNMD  Blood 08/2002 Cs
157 HNMD  Blood 10/2002 Ag
451 HNMD  Urine 06/2004 Ay
632 HNMD  Blood 02/2005 Ay
468 HUCFF  Blood 04/2005 Aqy
633 HNMD  Blood 09/2005 Ba
469 LSF Skin wound 01/2006 Cy
S5 INTO Blood 01/2006 Bs
540 HNMD  Skin wound 03/2006 Ay
541 HNMD  Blood 07/2006 Ag
543 HNMD  Blood 12/2006 Ba
545 HNMD  Skin wound 06/2007 B,
546 HNMD  Blood 06/2007 Az
611 HNMD  Blood 10/2007 Ag
612 HNMD  Blood 05/2008 B>
619 HNMD  Blood 06/2008 Ao
644 HNMD  Prosthesis secretion 09/2008 As
645 IFF Nare 10/2008 Dy

*DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen;
HGB, Hospital Geral de Bonsucesso; HUAP, Hospital Universitario Anto-
nio Pedro; HUCFF, Hospital Universitario Clementino Fraga Filho; HNMD,
Hospital Naval Marcilio Dias; LSF, Laboratério Sergio Franco; INTO,
Instituto Nacional de Traumato-ortopedia; IFF, Instituto Fernandes Fig-
ueira. All hospitals are located in Rio de Janeiro, Brazil.

isolates that presented 11 pulsotypes), followed by the B
genotype (five isolates, four pulsotypes), the C genotype
(seven isolates, five pulsotypes) and D (two isolates within
one pulsotype) (Table 2), showing a relatively low diversity
within S. lugdunensis isolates. Similar results were obtained
by Hellbacher and coworkers (2006), who analysed 39
isolates obtained from clinically significant infections.
Although the isolates in our study were obtained from
different patients in different hospitals during a 4-year
period, 56% belonged to one predominant genotype, sug-
gesting that low genomic variability could be characteristic
for the species.

In a clinical setting, S. lugdunensis frequently causes
illness that has been described as acute, aggressive and
destructive — more in keeping with coagulase-positive
staphylococci than characteristically indolent coagulase-ne-
gative staphylococcal infections, especially in endocarditis,
where the majority of infections involve native or prosthetic
valves, and high mortality rates (Frank et al., 2008). It has
been suggested that S. lugdunensis should be suspected when
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a staphylococcal isolate shows a positive reaction for clump-
ing factor (bound coagulase), but negative in the tube
coagulase test (free coagulase) (Mateo ef al., 2005). How-
ever, some clinical laboratories do not perform the tube
coagulase test, using only clumping factor production,
colony morphology and sometimes the DNAse test to
characterize staphylococcal isolates. Interestingly, S. lugdu-
nensis and S. aureus present similar colony morphology,
blood-agar haemolysis and a positive reaction for clumping
factor and DNAse (Bannerman & Peacock, 2007). Moreover,
S. schleiferi, a less frequent CNS species, can be clumping
factor and/or coagulase test positive. These facts would
contribute to misidentification of S. lugdunensis strains
(Schnitzler et al., 1998), and could explain its low isolation
frequencies in clinical laboratories. In this study, all 24
S. lugdunensis isolates tested were coagulase-negative and
positive for clumping factor and the fbl gene in PCR. No
unspecific amplification was observed. Only S. lugdunensis
strains were fbl-positive, suggesting that this gene could be
used for molecular identification of S. lugdunensis isolates in
clinical laboratories.

The enhanced virulence and destructive nature of
S. lugdunensis are compelling reasons for the prompt
identification of this organism at the species level when it is
suspected during infection, especially when isolated from
sterile sites (Frank et al., 2008). Therefore, the PCR pro-
posed here to identify S. lugdunensis isolates may be an
additional tool for correct characterization of strains in a
routine microbiology laboratory.
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publicacao)

Resumo:

S. lugdunensis ¢ um SCN com consideravel viruléncia e baixo indice de
isolamento entre amostras deste grupo. No presente trabalho, foi avaliada a
presenca dos genes fb/ (codifica a proteina Fbl de ligacdo a fibrinogénio), slush
(codifica uma hemolisina sinérgica) e ica (codifica a formacao de biofilme)
através de PCR, bem como seus respectivos produtos em 23 amostras clinicas
e na amostra tipo DSMZ 4804 de S. lugdunensis, associando estes resultados
com a diversidade clonal bacteriana, avaliada através de PFGE. A
determinacdo da susceptibilidade antimicrobiana também foi realizada. Todas
as amostras apresentaram o0s genes investigados. Os produtos génicos,
detectados pela técnica molecular de Western-blotting (Fbl), e teste fenotipico
de deteccao de hemolise sinérgica (SLUSH) foram observados em todas as
amostras, apesar da amostra tipo DSMZ 4804 nao apresentar a hemolisina
SLUSH. A formagao de biofilme em placas de poliestireno foi detectada em 14
amostras (60,9%). Uma amostra apresentou resisténcia a meticilina e
carreava o gene mecA, no entanto, 18 amostras (78,3%) foram sensiveis a
todas as drogas testadas. De quatro perfis genotipicos encontrados, 12
(52,2%) amostras pertenciam ao mesmo gendtipo e 10 (83,3%) destas eram
produtoras de biofilme. Todas as amostras fortes produtoras de biofime,
incluindo trés com morfologia colonial rugosa, foram incluidas no mesmo
gendtipo prevalente. A deteccao de fatores de viruléncia em todas as amostras
de S. lugdunensis avaliadas, em especial no gendtipo prevalente, poderia
explicar a notavel habilidade deste patdgeno em causar infeccdo agressiva

como aquelas causadas por S. aureus.
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Abstract

Staphylococcus lugdunensis is an unusually virulent coagulase-negative species,
which causes infection and is as aggressive as S. aureus. We evaluated the presence of
genes coding for virulence factors such as fibrinogen-binding protein (Fbl), hemolysin
(SLUSH) and biofilm and their respective proteins in one S. lugdunensis type strain and 23
clinical isolates from Rio de Janeiro hospitals. PFGE clonality data were associated.
Antimicrobial susceptibility was also evaluated by the disk-diffusion test. The PCR method
detected the presence of fbl, slush and ica virulence genes in all isolates. Protein products
were detected by Western-blotting, synergistic hemolytic activity and polystyrene
adherence in microtiter plates, respectively. All isolates produced the Fbl protein and, with
the exception of the type strain, all isolates also produced the SLUSH hemolysin. Fourteen
(60.9%) isolates produced biofilm. One isolate was methicillin-resistant and carried the
mecA gene, but 18 (78.3%) isolates were sensitive to all drugs tested. Four different PFGE
genotypes were detected and 12 (52.2%) isolates belonged to genotype A. Ten (83.3%) of
these were biofilm-producers. All strong biofilm-producing isolates, including three with
rough colony morphology showed the same prevalent PFGE pattern. The extensive
presence of virulence factors in the S. lugdunensis isolates evaluated, with highlight for the
prevalent genotype, could explain the incredible ability of this pathogen to cause infection

as aggressive as S. aureus.

Key words: S. lugdunensis, virulence, Fbl, SLUSH, biofilm, drug susceptibility, PFGE
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Introduction

Coagulase-negative staphylococci (CNS), which often occur as skin commensals,
are rare opportunistic pathogens of low virulence'. Staphylococcus lugdunensis was first
described in 1988>. It colonizes the inguinal area and is an unusually virulent CNS, being
both a skin commensal and a pathogen responsible for nosocomial and community-
acquired infections. These infections can range from superficial skin lesions to life-
threatening endocarditis, that proceed aggressively and with a level of severity reminiscent
of that of S. aureus infections’.

Like S. aureus, this pathogen can produce clumping factor, a thermostable DNAse
and a variable percentage of these strains produce extracellular slime, esterase, protease,
lipase and hemolysin®. The fibrinogen binding protein of S. lugdunensis (Fbl) was already
described’ and contributes to cell adhesion to extracellular matrix and appears to be an
important factor in S. lugdunensis endocarditis®. The protein is encoded by the fbl gene,
being closely related with the S. aureus clumping factor A’.

S. lugdunensis can also produce a synergistic hemolysin (SLUSH - S. lugdunensis
synergistic hemolysin) non-agr (accessory gene regulator) regulated and phenotypically
similar to the delta-hemolysin of S. aureus. Biofilm formation is widely reported in the
literature and has long been associated with staphylococcal virulence®. Like S. aureus and
S. epidermidis, S. lugdunensis is able to form biofilm, but the Poly-N-Acetylglucosamine
(PNAG), also called polysaccharide intercellular adhesin (PIA) and codified by the
icaADBC locus, is not the major component of S. lugdunensis biofilm matrix’.

In relation to genotypic diversity of strains, a few profiles have been described for
this staphylococcal species. In a previous work, six genotypes among 39 isolates evaluated
demonstrated a relatively low diversity. In Brazil, no data are available on characterization

of S. lugdunensis strains isolated from clinical specimens. In this study we evaluated by

30



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

molecular and phenotypic methods virulence factors in 23 S. lugdunensis clinical isolates
from Rio de Janeiro hospitals, and associated PFGE clonality data. Antimicrobial

susceptibility was also evaluated.

Materials and Methods

Bacterial strains

We evaluated 23 S. lugdunensis clinical strains identified previously'' from the
collection of the Laboratério de Infeccdes Hospitalares that were obtained from seven
hospitals in Rio de Janeiro, Brazil. Some general data related to these isolates are listed in
Table 1.

The following control strains were used: S. lugdunensis DSMZ 4804 (type strain),
S. aureus ATCC 25923 and 29213"%; S. intermedius ATCC 49052 (B-haemolysin
producer)”?, S. epidermidis ATCC 35984 (biofilm positive control) and ATCC 12228
(biofilm negative control), S. haemolyticus ATCC 29970 (slush gene negative control) and

E. coli ATCC 25920 (negative control for Fbl production).

Detection of genes that encode virulence factors
a) Primer design

The sequences of the primers for detection of fbl and ica genes were previously
published“’”. Primers for slush gene detection were designed in this study. The slush gene
sequence was obtained from GenBank sequence database (accession number: U73444).
Primers were designed by using the OligoAnalyzer (Integrated DNA Technologies,
Coralville, TA, USA) and BioEdit (Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, USA) primer

specificity was tested against data base sequences using blast searches
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(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Oligonucleotides were purchased from Bioneer, Inc

(Alameda, CA, USA).

b) DNA extraction

Five to six bacterial colonies previously grown on agar base (Oxoid) supplemented
with 5% sheep blood were suspended in 100ul of TE (10mM Tris, ImM EDTA, pH 7.8)
buffer and heated to 100°C for 10min. After centrifugation at 20,000 x g for 30sec, the

supernatant was collected for the PCR reaction".

¢) PCR detection

PCR was performed according to published protocols for detection of a fbl gene
fragment of 425 bp'' and an ica gene fragment of 287 bp'*. For slush gene fragment
amplification, the PCR mix component concentrations were the same as used for the fbl
amplification reaction. The primers used were slush-F
( GAGGCACACAATAAAGGAG’) and slush-R ( CCTGACATGTAAATCCACTCY).
The amplification conditions were: denaturation for 3min at 92°C, followed by 30 cycles of
92°C for 1min, 56°C for 1min and 72°C for 1min, with final extension at 72°C for 3 min. A
203 bp amplicon was expected. Amplified products were analyzed by 1% agarose gel

electrophoresis, stained with ethidium bromide and visualized on UV transilluminator

Analysis of virulence factors production

a) Fibrinogen-binding protein (Fbl)
The Western-blotting technique was performed as published previously16 with
modifications. Membranes were incubated with S. [lugdunensis anti-Fbl polyclonal

antibodies diluted 1:1000 for 2h. Immune reactivity was detected by incubation with
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peroxidase-conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin G diluted 1:2000 (KPL,
Gaithersburg MD, USA) for 40 minutes. Bound antibodies were detected using a solution
of DAB [3.3 Diamino benzidine tetrahydroclhoride, Sigma] (0.5 mg/mL) and hydrogen

peroxide (0.01%) in PBS (pH=7.4).

b) Synergic hemolysis (SLUSH)

Detection of SLUSH production was performed as published previously'. Briefly, a
strain of S. intermedius (ATCC 49052) was streaked vertically on the center of a base agar
plate containing 5% of sheep blood, and test strains of S. lugdunensis were streaked
perpendicularly, without touching the Staphylococcus intermedius inoculum. The plates
were incubated aerobically at 35°C for 18 to 20 h and then kept at room temperature for 4
to 6 h before the reactions were read. A zone of complete hemolysis (where the test strain
was growing) within the zone of incomplete hemolysis caused by the beta lysin from the S.

intermedius growth was considered a positive test.

c¢) Biofilm formation

The ability of S. lugdunensis to attach and form biofilm on sterile 96-well polystyrene
microtiter plates (TPP® 92096) were tested as follows'’: An aliquot of 10* CFU was added
to 100 uL. of TSB supplemented with 1% glucose (w/v), previously distributed in the
wells. The plates were incubated at 35% for 24h. The contents of each well was gently
aspirated with a multichannel pipette and discarded, and the biofilms remained on the
well’s surface. The plates were washed twice with Phosphate Saline Buffer (PBS) pH 7.4
and the adherent organisms were stained with violet crystal (2%) for 15 min. The
absorbance at 570 nm was determined in a Microplate Reader Benchmark (Bio-Rad). Each

assay was performed in triplicate and repeated three times. Strains were divided into the
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following categories: no biofilm producer (-), weak biofilm producer (+), moderate
biofilm producer (++), and strong biofilm producer (+++), using as control the wells

inoculated with non-biofilm producing strain (S. epidermidis ATCC 12228).

PFGE profile analysis

All S. lugdunensis isolates were typed by PFGE, as published previously''.

Susceptibility tests

S. lugdunensis isolates were evaluated by the disk diffusion test'®, using the
antimicrobial agents chloramphenicol, ciprofloxacin, clindamycin, erythromycin,
gentamicin, penicillin, rifampin, teicoplanin, tetracycline, trimethoprim—sulfamethoxazole
and vancomycin (Cecon, Sdo Paulo, Brazil), and cefoxitin, oxacillin, linezolid, mupirocin
and tigecycline (Oxoid, Cambridge, UK). All results were analyzed according to pre-
defined guidelineslg, except for mupirocinlg.

Detection of the mec gene was performed by PCR".

RESULTS

Phenotypic and molecular analysis of virulence factors

Fbl protein production was detected by Western-blot analysis using S. lugdunensis
lysates and anti-S. lugdunensis -Fbl polyclonal antibodies (Figure 2A). The test revealed
the presence of two bands (~160 and ~120 KDa) in all 23 clinical isolates and the reference
strain DSMZ 4804. The bands were characteristic for the Fbl precursor and Fbl,
respectively, as reported previouslym. Protein lysates of S. aureus ATCC 25923, S.

epidermidis ATCC 12228 and E. coli ATCC 25922 were used as negative controls. Two
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discrete protein bands (~60 and ~220 KDa) characteristic of S. aureus and S. epidermidis
were observed. All strains were positive for the fbl gene as shown in Table 1.

Detection of SLUSH production was performed using the synergic hemolysis test.
Figure 2B shows a plate with SLUSH producing S. lugdunensis isolates. All 23 S.
lugdunensis clinical isolates produced hemolysin and, curiously, the type strain did not
express SLUSH. The slush gene fragment was detected in all isolates (Table 1).

All isolates were positive by PCR for the ica gene. Fourteen (60.9%) clinical
isolates produced biofilm, 5 (21.8%) being strong biofilm-producers, 4 (17.4%) moderate
biofim-producers and 5 (21.8%) weak biofilm-producers. These results are shown in Table
1 and Figure 2C. Three strong biofilm-producers presented rough colony morphology

(Figure 3).

PFGE profile analysis

Twenty different restriction profiles distributed over four genotypes (A to D) were
described (Table 1). PFGE patterns and the dendogram are shown in Figure 1. Genotype A
was the most frequent (12 isolates, 11 pulsotypes). Among the isolates from this genotype,
10 (83.3%) were biofilm-producers. All five strong biofilm-producers belonged to this

genotype.

Susceptibility tests

Eighteen (78.3%) isolates were sensitive to all drugs tested. Resistance was found
for five isolates, two being only resistant to penicillin, one resistant to penicillin and
tetracycline, one resistant to eritromycin and clindamycin (inducible phenotype detected by
the D test) and one resistant to oxacillin, cefoxitin, penicillin and cloramphenicol (Table 1).

The cefoxitin-resistant isolate carried the mecA gene, which was detected by PCR.
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Discussion

S. lugdunensis is an unusually virulent CNS able to produce an arsenal of
substances that contribute to its virulence and aggressiveness, with an infection pattern
similar to that described for S. aureus®. Some studies have described virulence factors in S.

lugdunensis isolates associated with adhesion (Fbl, von Willebrand-factor binding protein

59,16 20,21

and biofilm production) and invasion (hemolysins, esterase, lipase and proteases)
However, although this staphylococcal species was first described more than two decades
ago, virulence genes and their products in association have been rarely detected among
clinical isolates. In this study, we detected in all 23 S. lugdunensis clinical isolates
evaluated the fbl, slush and ica genes. Although 39% of the isolates did not form biofilm,
all expressed the Fbl and SLUSH proteins. The Fbl protein is an important adhesion factor
that contributes to the virulence model of S. lugdunensis. The exceptional ability of Fbl to
interact with fibrinogen was described in a recent study7, where the authors evaluated its
fibrinogen binding performance by isothermal titration calorimetry (ITC), and found it to
be similar to that of CIfA protein from S. aureus. Since all strains in our study were able to
produce the Fbl protein, it is possible that the protein is expressed constitutively by S.
lugdunensis, contributing to its adhesion in host tissues and prosthetic materials.

As expected, anti-S. lugdunensis -Fbl antibodies reacted weakly with proteins (~60
and ~220 KDa) of S. aureus and S. epidermidis, probably due to extensive similarity of Fbl
of S. lugdunensis with CIfA and Fbe proteins of S. aureus and S. epidermidis,
respectively’. Although the predicted molecular weight of Fbl protein is about 90 KDa the
signal corresponding to Fbl protein was observed in ~170 KDa. As CIfA and other
fibrinogen-binding proteins, Fbl migrates aberrantly in SDS-PAGE at close to twice the

predicted size™.
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All strains in our study were positive for synergic hemolytic activity (SLUSH).
Although all strains presented the slush gene, firstly detected by PCR in a collection of
clinical isolates, the type strain DSMZ 4804 was PCR negative for SLUSH, suggesting that
this strain was not expressing the corresponding protein. In a previous report™, this gene
was detected by southern-blotting in a group of 14 clinical strains, whereas Hebert (1990)
observed the SLUSH production among clinical isolates from several clinical sites. The
authors believe that the production of this hemolysin can be relevant for the pathogenicity
of S. lugdunensis. The SLUSH peptides share 32% homology with a part of the central
domain (aa 300 to 450) of the SipB invasion protein from Salmonella typhimurium, which
contains a potential membrane-spanning region, suggesting that this molecular complex
can be a tool for a S. lugdunensis infection model*'.

Biofilm formation was previously characterized, either by detecting the presence of
the ica gene’** or by the detecting biofilm production on microtiter plates’. In this study,
we observed that S. lugdunensis is able to produce large amount of biofilm matrix. This
finding could explain the success of this pathogen in causing native and prosthetic valve
endocarditis®. An interesting result of our work was the isolation of strong-biofilm
producer strains showing a singular rough colony morphology, like Bacillus colonies but
uncommon for staphylococcal colonies, and high hydrophobicity (data not shown). To our
knowledge, this is the first report of this kind of staphylococcal colony morphology.
Further studies on these isolates are in progress in order to verify if this morphology
difference and/or biofilm production can influence in interaction with eukaryotic cells.
Biofilm production can increase bacterial adherence, invasion and persistence in the host®>.

Although the isolates in our study were obtained from patients in different hospitals
during a 4-year period, 56% belonged to one predominant genotype, suggesting that a low

genomic variability could be characteristic for this species. It is curious that among the 12
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isolates from the prevalent genotype, 10 (83.3%) were biofilm-producers. Moreover, all
five strong biofilm producers found in this study were classified within this genotype,
suggesting an increased virulence for these isolates.

The almost universal sensibility to antimicrobials in S. lugdunensis has been shown
previously'®**. We found low rates of resistance in the clinical isolates evaluated.
Interesting, one isolate carried the mecA gene, showing resistance to P-lactams and
cloramphenicol. A few publications relate the presence of mecA gene in S. lugdunensis®
29, but in Brazil, this is the first report.

In conclusion, we have shown that all clinical isolates of S. lugdunensis evaluated
carried the virulence markers fbl, slush and ica genes, and, except for biofilm production,
all isolates produced the associated virulence factors, which probably contribute to their
unusual infection course. Biofilm formation was not detected in all isolates, but its elevated
frequency among isolates from a prevalent genotype is relevant. Further studies related to

the pathogenicity of S. lugdunensis are necessary to understand the incredible ability of this

pathogen to cause aggressive infection, like S. aureus.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1: (A) Dendrogram resulting from the computer-assisted analysis on the S.
lugdunensis PFGE profiles. (B) PFGE genotypes of 1 S. lugdunensis type strain and 23

clinical strains isolated from Rio de Janeiro hospitals.

Figure 2: Analysis of virulence factors production in staphylococcal strains (A) Fbl
protein detected by Western-blotting. Lines 1 - 4: S. lugdunensis clinical isolates; 5 and 6:
— 8. aureus (ATCC 25923) and S. epidermidis (ATCC 12228) strains, respectively; (B)
Synergic hemolitic activity. A delta-hemolysin producer (S. intermedius ATCC 49052)
was streaked perpendicularly to the strains; Lines 1 and 2: SLUSH producer S. lugdunensis
strains; Lines 3 and 4: SLUSH non-producer strains (S. lugdunensis type strain and S.
aureus ATCC 25923, respectively). (C) Biofilm formation analysis on polystyrene plate in
1 type and 23 clinical strains of S. lugdunensis and S. epidermidis (ATCC 35984, biofilm

producer and ATCC 12228, non- biofilm-producer).

Figure 3: Colony morphology of smooth (A) and rough colonies (B) of S. lugdunensis

strong biofilm-producer clinical strains that were clustered in genotype A.
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Table 1 — Antimicrobial susceptibility and virulence factors related to 24 Staphylococcus lugdunensis isolates clustered according to PFGE types

Virulence patterns

: | 2 B — -
Isolate no. Origin Clinical specimen I(iﬁijﬁiﬁ?ygzs R;Zifettilrllsc ) bl Fbll)henotypic slusf LUS:enotypic i:;ogfeliren foi:it:yzz pzﬁgﬁs
gene  expression’ gene expression’ expression®

97 HNMD Blood 03/1999 -8 + + + + + +++ A,
98 HNMD Surgical site 03/1999 - + + + + + +++ A,
546 HNMD Blood 06/2007 - + + + + + +++ Aj
451 HNMD Urine 06/2004 - + + + + + ++ Ay
644 HNMD Prosthesis secretion 09/2008 - + + + + + +++ As
541 HNMD Blood 07/2006 - + + + + + +++ Ag
540 HNMD Skin wound 03/2006 TET, PEN + + + + + + Ay
632 HNMD Blood 02/2005 PEN + + + + + ++ Ay
157 HNMD Blood 10/2002 - + + + + + - Ag
611 HNMD Blood 10/2007 - + + + + + - Ag
619 HNMD Blood 06/2008 - + + + + + + A
468" HUCFF Blood 04/2005 OXA, FOX, PEN, CLO + + + + + t+ Ay
545 HNMD Skin wound 06/2007 - + + + + + - B,
612 HNMD Blood 05/2008 - + + + + + - B,
515 INTO Blood 01/2006 - + + + + + - B;
543 HNMD Blood 12/2006 - + + + + + - B,
633 HNMD Blood 09/2005 - + + + + + + B4
33 HUCFF Blood 01/1997 - + + + + + - C;
469 LSF Skin wound 01/2006 ERI, CLI (D+) + + + + + + C
4804 DSMZ - - - + + + - + - C,
142 HNMD Blood 08/2002 - + + + + + - G
10 HGB Blood 08/1996 PEN + + + + + - C,
21 HUAP Catheter tip 01/1997 - + + + + + + D,
645 IFF Nare 10/2008 - + + + + + ++ D,

DSMZ = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen; HGB = Hospital Geral de Bonsucesso; HUAP = Hospital Universitdrio Antonio Pedro; HUCFF = Hospital Universitdrio Clementino Fraga Filho;
HNMD = Hospital Naval Marcilio Dias; LSF = Laboratdrio Sergio Franco; INTO = Instituto Nacional de Traumato-ortopedia; IFF = Instituto Fernandes Figueira. All hospitals are located in Rio de Janeiro state, Brazil; a —
Fibrinogen-binding protein; b — Synergistic haemolysin; ¢ — determined by Western-blotting analysis; d — determined by synergic haemolysis assay; e — determined by microtiter-plate method: no biofilm producer (-), weak
biofilm producer (+), moderate biofilm producer (++), and strong biofilm producer (+++); f — S. lugdunensis isolate carrying the meA gene; g - susceptibility to all 13 drugs evaluated.
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Artigo 3: Methicillin-resistant Staphylococcus lugdunensis carrying SCCmec
type V misidentified as MRSA.

Autores: Eliezer M. Pereira; Ricardo P. Schuenck, Simone A. Nouér & Katia
R.N. dos Santos.

Revista: Journal of Medical Microbiology (Submetido para publicagcao -

carta em anexo)

Resumo:

Staphylococcus lugdunensis ¢ um SCN raro, capaz de causar infeccoes
que lembram S. aureus em seu curso clinico, devido a presenca de varios
fatores de viruléncia em comum. Nesse estudo € descrito um caso de
bacteriemia causado por uma amostra de S. lugdunensis portadora do gene
mecA, identificado erroneamente como MRSA (S. aureus resistente a
meticilina) no hospital de origem. Apesar da amostra ser positiva para o teste
de fator clumping, a coagulase nao foi detectada. A identificacdao foi
confirmada pelo teste fenotipico de descarboxilacdo da ornitina e pela
deteccao do gene fbl por PCR, caracterizando a amostra como S. lugdunensis.
A CMI para oxacilina foi 16 ug/mL e o gene mecA e o SCCmec tipo V foram
detectados por PCR. A vancomicina foi utilizada na terapia, porém a paciente
veio a falecer em decorréncia da patologia de base. Este é o primeiro caso
relatado na literatura de infeccao por S. lugdunensis carreando o SCCmec tipo
V e identificado erroneamente como MRSA, demonstrando que é importante a

identificacao correta da espécie.
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Abstract

Staphylococcus lugdunensis is a rare cause of severe infections and clinical manifestations
are similar to those related to S. aureus. We describe a hospital-acquired bacteremia due to
methicillin-resistant Staphylococcus lugdunensis, misidentified as methicillin-resistant S. aureus.
The oxacillin MIC was 16 pg/mL and the mecA gene and SCCmec type V were determined by
PCR. Although treatment had been appropriated, the patient died after rapid progressive
respiratory failure and another nosocomial sepsis. It is important not only to identify S.
lugdunensis in view of its clinical course, but also to determine its susceptibility to oxacillin by

detecting the mecA gene or its product.

Key words: Staphylococcus lugdunensis, methicillin resistance, SCCmec V, bacteremia

CASE REPORT

A 73-year old female with systemic arterial hypertension and chronic obstructive
pulmonary disease (COPD) gold IV was admitted to the Emergency Department of the
University Hospital ‘Clementino Fraga Filho’ (HUCFF), in March 2005. HUCFF, a
tertiary-care teaching hospital with 490 beds, is affiliated to the Federal University of Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro city, Brazil. The patient had asthenia, cough, fever, purulent
secretions and worsening of dyspnea, but the chest X-ray showed no pulmonary infiltrates.
Diagnosis of acute exacerbation and upper respiratory infection were made.
Bronchodilators, glucocorticoids, gatifloxacin and non-invasive ventilation were initiated.
Respiration did not recover, and mechanical ventilation was needed. After completing the
course of antimicrobial therapy the patient recovered. However, two cultures from blood

collected at day 7 of therapy detected Gram positive bacteria. Bacterial contamination of
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blood was initially suspected since the patient had improved and precise identification of
the sites of blood collection was not possible. Initially, methicillin-resistant S. aureus
(MRSA) and Streptococcus alpha hemolytic were identified in the hospital laboratory three
days after blood collection and the strains were sent to our laboratory for confirmation.
After the initial clinical improvement, the patient presented fever, leucocytosis and
hypotension. The central line catheter was removed, and vancomycin and amikacin were
included in the treatment, according to the local microbiology pattern and the previous
isolation. The nosocomial sepsis was probably related to the central line catheter (Mermel
et al., 2009), although abdominal images were not performed. The transthoracic
echocardiogram result was normal. Another set of blood cultures drawn on the day when
sepsis was diagnosed detected Escherichia coli and S. epidermidis. The patient had fast
and progressive respiratory failure and despite intense medical treatment she expired on
day 18 of hospitalization.

The isolate obtained from the first blood culture was characterized as MRSA in
hospital laboratory by VITEK (BioMerieux). Gram staining, catalase test and latex
agglutination clumping factor and DNAse detection were performed as complementary
tests. Antimicrobial susceptibility testing (VITEK, BioMerieux) revealed resistance to
oxacillin, penicillin and cloramphenicol.

In our laboratory, the isolate presented slightly yellow colonies and showed beta-
hemolysis on sheep blood agar. It gave a positive reaction for clumping factor, but the tube
coagulase test was negative. Then, the isolate was evaluated using the method based on the
conventional reference tests (Pereira et al., 2009) and the ornithine decarboxylase
production, an enzyme produced only by S. lugdunensis strains (Herchline & Ayers, 1991).
To confirm the species identification, the fbl gene, which encodes a fibrinogen binding

protein of S. lugdunensis was amplified by PCR according to Pereira and coworkers
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(2009). A 425 bp amplicon was obtained after PCR amplification of template DNA
extracted from reference strain S. lugdunensis DSMZ 4804 and the clinical isolate.
Antimicrobial susceptibility was evaluated according to CLSI guidelines. The isolate was
resistant to oxacillin, cefoxitin, penicillin and cloramphenicol by disk diffusion test.
Oxacillin MIC, determined by the E-test method, was 16 pg/mL. Initially, the mecA gene
was detected by PCR, and the SCCmec typing was performed by multiplex PCR of the ccr
type and mec class, using the method described by Kondo and coworkers (2007). The
isolated was ccr type 5 and mec class C, characterizing the SCCmec type V. The 804 bp
amplicon (corresponding to ccr5 gene) and 518 bp (corresponding to class C mec gene)
generated in PCR reaction were confirmed by sequencing and comparison with GenBank
database.

This is the first case reported of a methicillin-resistant S. lugdunensis (MRSL)
isolate carrying the SCCmec type V causing a systemic infection. To our knowledge, this is
the fourth manuscript in the literature describing S. lugdunensis carrying the mecA gene.
Kawaguchi and coworkers, in 1996, detected the mecA gene in one of two strains of S.
lugdunensis isolated from blood during a laboratorial surveillance in Japan, but no
description of clinical infection was provided by them. In 2003, Tee and coworkers
reported a case of MRSL causing bloodstream infection in a neonate. In 2008, Tan, Ng and
He found five (4.7%) S. lugdunensis strains carrying the mecA gene in a collection of 106
clinical isolates. In Brazil, this is a first report of a MRSL isolate.

S. lugdunensis was firstly described by Freney (1988) and is associated with several
infections, mainly skin/soft tissues infections and endocarditis (Frank, Del Pozo & Patel,
2008). In a clinical setting it frequently causes illness that has been described as acute,
aggressive and destructive - more in keeping with coagulase-positive staphylococci than

characteristically indolent coagulase-negative staphylococcal infections, especially
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endocarditis, where the majority of infections involve native or prosthetic valves, being the
mortality rates high (Ebright, Penugonda & Brown, 2004). Therefore, its aggressive nature
resembles S. aureus. S. lugdunensis should be suspected when a staphylococcal isolate is
positive in the clumping factor test but negative in the tube coagulase test (Tee et al.,
2003). The isolation rates of S. lugdunensis are about 10% for non-S. epidermidis
coagulase negative isolates (Herchline & Ayers, 1991). However, in a recent study, Bocher
and coworkers (2009) showed that the misidentification of S. lugdunensis could be
contributing to this low rate. They improved the identification of S. lugdunensis using the
Columbia sheep-horse agar inoculation as an additional test. To reinforce this fact we
evaluated the bacterial diagnostic provided for 5360 blood cultures performed in our
hospital, between 2000 and 2009 (data not shown). No S. lugdunensis isolate was detected,
suggesting that this pathogen is being misidentified.

In the present case reported we observed a clear misidentification of a MRSL
isolate as community MRSA. Both species present similar colony morphology and blood-
agar hemolysis. Interestingly, in addition to being positive by the clumping factor
agglutination test, S. lugdunensis strains are also positive for DNAse, like S. aureus strains.
This shows the importance to employ tube coagulase testing for staphylococcal
characterization. For confirmation the ornithine-decarboxylase test is also important, since
S. lugdunensis is the only staphylococcus positive in this assay. The susceptibility pattern
of the isolate indicated a community-associated pathogen. Only resistance for B-lactams
and cloramphenicol were observed. Moreover, this non-multiresistance has been related to
the SCCmec type V, often found in community isolates. This case report confirms the
isolation of non-multiresistant S. lugdunensis carrying the SCCmec V as a cause of a
serious hospital-acquired infection and was misdiagnosed as non-multiresistant MRSA in a

setting with nosocomial transmission of the latter.
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Resumo:

Staphylococcus lugdunensis é reconhecido como um patégeno humano
importante, causando principalmente endocardites valvares clinicamente
agressivas, semelhante as causadas por S. aureus. Neste trabalho foi avaliada
a capacidade de adesdao e invasao de amostras clinicas de S. lugdunensis,
incluindo amostras formadoras de biofilme e com morfologia rugosa, utilizando
células epiteliais pulmonares A549. Adicionalmente, foi avaliada a composicao
do biofilme bacteriano, cujo ensaio de desagregacao foi realizado em placas de
poliestireno de 96 pocos, utilizando metaperiodato de sddio (desagregador de
biofiime glicidico) e as enzimas proteoliticas proteinase K e tripsina
(desagregadoras de biofilme protéico). A composicdo do biofilme foi
demonstrada como sendo protéica. Apenas a amostra rugosa de S.
lugdunensis foi capaz de aderir e invadir células epiteliais A549, similar ao
observado com amostras de S. aureus (p=1,000). Essas amostras também
produziram um tipo de biosurfactante quando em solugao com n-hexadecano.
Aderéncia e invasao significativas ndo foram observadas nas demais amostras,
independente da formacgao de biofilme ou clonalidade, mostrando que a
rugosidade colonial estd associada com a capacidade de aderéncia e invasao

deste patdogeno em células humanas.
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ABSTRACT

Staphylococcus lugdunensis has been recognized as an important human pathogen,
causing especially endocarditis of native or prosthetic valves. In this study we evaluated
biofilm-compositon and ability to adhere and invade human epithelial lung cells of five
hospital isolates analyzed previously, including one that formed rough colonies.
Detachment assay was performed using sodium metaperiodate or proteolytic enzymes to
analyze the biofilm composition, whereas A549 cells monolayers were used in adherence
and invasion tests. Two biofilm producer isolates analyzed showed protein-mediated
biofilm. Only the S. lugdunensis isolate that formed rough colonies was able to adhere and
invade A549 cells at the same proportion as that observed for a S. aureus isolate (p=1.000).
No significant adhesion or invasion was observed for the other isolates evaluated,
independent of biofilm-production or clonality. Our results show that despite different
virulence factors, including ability to form biofilm, had just been observed in S.
lugdunensis isolates, the characteristic of a rough colony surface was a differential marker

for the isolate that was able to adhere and invade human cells.

Key words: S. lugdunensis, adherence, invasion, biofilm-composition, lung epithelial

cells.

INTRODUCTION
Staphylococcus lugdunensis is a coagulase-negative Staphylococcus (CNS) that has
emerged as a recognized important human pathogen, causing occasionally serious

infections like a highly destructive form of native valve endocarditis (Anguera et al, 2005;
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Frank, del Pozo & Patel, 2008). Like Staphylococcus aureus, this organism may express
several virulence components, such as fibrinogen-binding protein, hemolysins and biofilm-
production (Donvito et al., 1997; Mitchell, Tristan & Foster, 2004; Frank & Patel, 2007,
Pereira et al, 2010).

According to Otto (2008), biofilm production is an important factor in
staphylococcal pathogenesis. The major component is staphylococcal biofilm are Poly-N-
acetylglucosamine (PNAG) or polysaccharide intercellular adhesin (PIA), a protein coded
by the icaADBC locus (Otto, 2008). However, in S. lugdunensis species the biofilm seems
to be constituted of protein (Frank & Patel, 2007). The ability of S. aureus to produce
protein-mediated biofilm is reported in literature, and is associated with the presence of
bap gene (Cucarella et al., 2004). Biofilm production is also an important factor which can
enhance bacterial adherence and consequently invasion in host tissue. This correlation has
been described for some pathogenic bacteria, such as S. aureus (Amaral et al., 2005),
Moraxella (Perez-Vidakovics & Riesbeck, 2009) and Escherichia coli (Martinez-Medina
et al., 2009). The ability to adhere to and invade eukaryotic cells is also extensively
described for S. aureus (de Bentzmann et al., 2004; Karazaum et al., 2008). Additionally,
Amaral and coworkers (2005) showed the enhanced ability of epithelial cell invasion by
the prevalent genotype of methicillin-resistant S. aureus (MRSA) isolated from Brazilian
hospitals. Only one report describes the analysis of S. lugdunensis interaction with
eukaryotic cells, but the authors only evaluated the loss of viability of fibroblasts in a
monolayer after exposure to clinical isolates (You et al., 1999).

Recently, we found 14 biofilm-producers among 23 Brazilian S. lugdunensis
hospital isolates (Pereira et al., 2010). Three of them were strong biofilm-producer isolates
and presented an interesting variant in colony morphology, similar to Bacillus colonies,

rough and hydrophobic. In the present work, we selected some of these isolates to evaluate
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their biofilm-composition and ability to adhere and to invade human respiratory epithelial

cells, comparing with an invasive MRSA belonging to the prevalent Brazilian genotype.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains

In this study we evaluated five S. lugdunensis isolates from Rio de Janeiro hospitals
and characterized previously by our group (Pereira et al, 2010). Characteristics associated
with these isolates are listed in Table 1. Two of these isolates were strong biofilm

producers and one of them presented rough colony morphology and high hydrophobicity.

Biofilm detachment assay

Biofilms formed by two strong biofilm producing S. lugdunensis, isolates 546 and 541,
presenting rough and smooth colony morphology, respectively (Table 1) were evaluated to
verify if they were carbohydrate or protein-mediated. Biofilm detachment assay was
performed according Frank & Patel (2007). Briefly, after biofilm formation by the isolates
in 96-well polystyrene microtiter plates (TPP® 92096), three different reagents were added
to provoce its detachment: 40 mM sodium metaperiodate (NalOs) (Vetec, Sdo Paulo,
Brazil) in water; 100 pg/mL proteinase K in 10 mM Tris-HCI (pH 7.5) or 10 U/mL trypsin
in 10 mM Tris-HCI (pH 7.5). Heat-inactivated proteinase K and trypsin (by boiling for 40
min) were also added as controls. S. epidermidis ATCC 35984 (a well characterized
carbohydrate biofilm-producer, ica positive, bap negative) and S. aureus V389 (protein-
mediated biofilm-producer, ica negative, bap positive) (Cucarella et al., 2001) were used

as controls. All tests were performed in triplicate.
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Adherence and invasion assays

Adherence and invasion ability of the S. lugdunensis isolates (Table 1) was evaluated
according to Menzies & Kourteva (2000) using the human lung carcinoma cell line A549
(ATCC CCL-185). This cell line presents many of the characteristics of type II alveolar
epithelial cells, with modifications. One milliliter of a cell suspension in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) at a concentration of 5x10° cells/mL were plated in 24-
well cell tissue plates (TPP® 92024) and incubated for 24 h at 37°C in a 5% CO;,
atmosphere to obtain semiconfluent monolayers. Cells were washed once with sterile
phosphate saline buffer (PBS, pH 7.4), and 1 mL of each bacterial suspension in DMEM
(10" CFU/mL) was added to the wells containing A549 monolayers and incubated for 2
hours at 37°C in 5% CO,. After this period, the supernatants were discarded after
collecting aliquots for bacterial quantification. Monolayers were washed twice with sterile
PBS, pH 7.4. To quantify adherent and internalized bacteria, monolayers were lysed using
sterile Triton X-100 0.1% solution and aliquots were obtained for bacterial counts. This
assay deferentiates between adherent and invasive bacteria. To quantify only invasive
bacteria, epithelial cells were treated with lysostaphin (10 pg/mL) and lysozyme (0.5
mg/mL) for 60 min to kill extracellular bacteria, before cell lysis. S. aureus HU25 (MRSA
ST239 — prevalent genotype in Brazilian hospitals) (Vivoni et al., 2006) was used as
positive control for adhesion and invasion tests. Assays were performed in triplicate.

For a qualitative morphological analysis of bacteria-cell interaction, the cells were
prepared as described above, stained by the May-Grunwald-Giemsa method and examined

under a light microscope (Carl Zeiss, Thornwood, USA) at 100x magnification.
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Statistical analysis

All results are shown as means of three independent experiments with respective
standard deviations, unless otherwise indicated. Data were analyzed by ANOVA and
Student’s t-tests for statistical significance assessment of the differences, which was

considered when p < 0.05.

RESULTS

Biofilm detachment assay

Biofilm detachment results are shown in Figure 1. The strong biofilm producing S.
lugdunensis clinical isolates 546 (rough morphology) and 541 (smooth morphology)
produced protein-mediated biofilms. The results were similar to those found for S. aureus
V389 (protein-mediated biofilm-producer) and different to S. epidermidis ATCC 35984
(carbohydrate-mediated biofilm-producer). Treatment with sodium metaperiodate was not
able to detach biofilms produced by these isolates, while proteolytic enzymes were
effective in detaching this bacterial component, showing statistically significant results
(p<0,05). Moreover, incubation with pre-heated proteolytic enzymes, indicated a proteic

nature of the S. lugdunensis biofilm.

Adherence and Invasion assays

Five S. lugdunensis isolates were evaluated by the adherence and invasion assays,
three non-biofilm producers and two strong biofilm producers. One biofilm producing
isolate (isolate 546), which also presented rough colony morphology was the only one able
to adhere and invade AS549 cells at the same proportion as S. aureus HU2S isolate (p

=1.000), as shown in Figure 2A. All other S. lugdunensis isolates evaluated (isolates 541,
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611, 612 and 142) showed low adherence and invasion in comparison to 546 and HU25 (S.
aureus) (p<0.005). Figure 2B shows adhesion of HU25 and 546 isolates analyzed by
optical microscopy, using Giemsa staining. S aureus adheres homogeneously all over the
cell surface, while S. lugdunensis adheres as a local aggregate on the eukariotic cell

membrane

DISCUSSION

The unusual virulence of S. lugdunensis in comparison to other CNS species can
contribute to its aggressiveness in an infection pattern similar to that described for S.
aureus (Frank, del Pozo & Patel, 2008). Some authors have described the ability of S.
lugdunensis to cause abscess in mice, associated or not with prosthetic insertion (Frank,
Del Pozo & Patel, 2008), showing the enhanced virulence of this pathogen when compared
with other CNS. Another study published by You and coworkers (1999) evaluated the
viability of monolayers of human gingival fibroblasts after incubation with S. lugdunensis
clinical isolates obtained from oral abscess or ostheomielitis. Viability of the cells reduced
after exposure to this organism. However, cell adherence or invasion by S. lugdunensis was
not evaluated in these studies.

Since S. aureus is the species recognized as the most pathogenic in the
Staphylococcus genera, and its ability to adhere and invade host cells is largely reported
(Sinha et al., 2000; Amaral et al., 2005; Karauzum et al., 2008), its clinically aggressive
potential similar to S. lugdunensis led us to investigate if this species was able to adhere
and/or to invade cells in the same proportion. We used five S. lugdunensis isolates, biofilm
producers or not, being one isolate a strong biofilm producer with rough colony
morphology, characterized previously (Pereira et al., 2010). We supposed that biofilm

producing isolates, speacially these strong producers, could show high levels of cell
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adherence. We observed that biofilm production was not the determining factor for cell
adhesion and/or invasion. The only isolate able to adhere and invade A549 cell was S.
lugdunensis 546, a strong biofilm producer that forms rough colonies (Figure 2A). The
other strong biofilm producing isolate (isolate 541) which forms smooth colonies,
presented low rates of adhesion and invasion. Results from isolates belonging to the same
and other genotypes, but no biofilm producers (isolates 611, 612 and 142) were similar to
those obtained for isolate 541 (data not shown). To confirm our results, another isolate
with rough colony morphology from the same genotype was evaluated, and the results
were similar to those obtained for isolate 546 (data not shown). Based on these findings,
we suggest that S. lugdunensis isolates presenting rough morphology have enhanced ability
to adhere and invade A549 cells, at the same proportion as observed for S. aureus.

The increased virulence of S. aureus had been associated with its adhesive
properties that enable bacterial colonization of mucosal and skin surfaces (Karauzum et al.,
2008; Feng et al, 2008). It is also known that disseminated infections by the pathogen are
related to its ability to invade epithelial (Bayles, Wesson & Liu, 1998; Amaral et al., 2005)
and endothelial cells (Menzies & Bourteva, 2000). The Fbl protein had been described as
an adherence factor in S. lugdunensis (Nilsson et al., 2004), whereas invasion factors
reported are esterases, proteases, lipase (Lambe et al., 1990) and hemolysins (Donvito et
al., 1997). In our study all strains evaluated presented the Fbl adhesin and SLUSH
hemolysin (Pereira et al., 2010). However, only rough colony morphology isolates were
able to adhere to A549 cells. Moreover, like adhesion, the invasiveness was also related
with the rough colony morphology of this organism. There is no data on this colony
morphology in the literature. However, we observed that these rough isolates were able to
produce a biosurfactant, forming micelles when the bacterial suspension was agitated with

n-hexadecane (data not shown). Fujita, Akino & Yoshioka (1988) report that
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Pseudomonas aeruginosa isolates that produce the biosurfactant rhamnolipid, showed
enhanced invasion of erythrocytes, probably do to interaction of the rhamnolipids with cell
membrane phospholipids. Moreover, analysis by optical microscopy allowed verifying the
ability of this isolate to form clusters on cell surfaces like a cellular aggregative adhesion,
showing that this bacterial characteristic can be involved in adherence and invasion of
eukaryotic cell.

Two biofilm producing S. lugdunensis isolates, one with rough colony and another
with smooth colony morphology, were analyzed in the present study, and the biofilm
composition was characterized by the detachment assay with sodium metaperiodate (a
carbohydrate degrading agent) or proteolytic enzymes proteinase K and trypsin. The
detachment occurred during treatment with the proteases, showing that biofilms produced
by S. lugdunensis isolates are protein-mediated. When proteolytic enzymes were added
after an inactivation step (boiling for 40 minutes), no detachment were observed,
reinforcing our data. Additionally, treatment with sodium metaperiodate did not detach
biofilms produced by S. lugdunensis. Our data are in agreement with those described by
Frank & Patel (2007) who detected protein-mediated biofilms in all 15 biofilm producing
clinical isolates of S. lugdunensis isolated from several clinical sites, including endocarditis
and prosthetic infections. Moreover, this proteic biofilm matrix has been described for S.
aureus isolates (Cucarella et al, 2004), demonstrating once more a similarity between these
two staphylococcal species.

In conclusion, the ability of S. lugdunensis to adhere to and invade human cells is
notable, and confirms the enhanced virulence of this uncommon SCN. Additionally, it is
necessary to clearly understand how colony morphology surface contributes to S.

lugdunensis adherence and invasion in eukaryotic cells.
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Legends to figures

Figure 1: Biofilm detachment assay using carbohydrate-degrading agents (A) and
proteases (B and C). S. epidermidis ATCC 35984: carbohydrate-mediated biofilm
producer; S. aureus V389: protein-mediated biofilm producer; 546: rough colony
morphology S. lugdunensis isolate; 541: smooth colony morphology S. lugdunensis isolate.
Bars represent the average stained biofilm remaining in three wells after treatment. Error
bars shows the standard deviation. Asterisks indicate significant increase in biofilm
detachment after treatment compared with untreated wells (p<0.05 by Student’s t test).

Data are representative of three replicate experiments with similar results.

Figure 2: Evaluation of adhesion and invasion of S. lugdunensis in A549 cell monolayers
(A) Analysis of adherent (black bars) and invasive (white bars) bacteria. HU25: MRSA
isolate; 546: rough colony morphology and biofilm producing S. lugdunensis isolate; 541:
smooth morphology morphology and biofilm producing S. lugdunensis isolate; 142:
smooth colony morphology and no-biofilm producer S. lugdunensis isolate. Bars represent
the CFU percentage of three wells. The error bars show the standard deviations. Asterisks
indicates comparison with HU2S5, being different (*, with p<0.005) or similar (**,
p=1,000). P values were obtained by ANOVA test. Data are representative of three
replicate experiments with similar results. (B) Bacterial interaction with A549 cell
observed by optical microscopy after Giemsa staining. Single and double arrows show

adherent and invasive bacteria, respectively.
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Table 1 — Characteristics of Staphylococcus lugdunensis isolates evaluated in this study

Isolate Isolation ica Biofilm Colony PFGE
number* date gene  production Morphology genotype
546 06/2007 + strong rough A
541 07/2006 + strong smooth A
611 10/2007 + no smooth A
612 05/2008 + no smooth B
142 02/2002 + no smooth C

*All 1solates were obtained from blood cultures
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DISCUSSAO

Apesar das taxas de isolamento baixas, representando cerca de
10% entre os SCN nao-S. epidermidis (HERCHLINE & AYERS, 1991),
infeccbes pela espécie S. lugdunensis vem sendo cada vez mais
descritas na literatura cientifica (PATEL et al., 2000; EBRIGHT,
PENUGONDA & BROWN, 2004; FRANK, DEL POZO & PATEL, 2008;
BOCHER et al., 2009), devido, principalmente ao seu potencial
patogénico, incomum dentro do grupo (LAMBE et al., 1990). Uma
explicagcdao para baixos percentuais de isolamento seria a identificacao
errbnea de amostras de S. lugdunensis, devido ao fato desta espécie
compartilhar semelhangas fenotipicas com S. aureus, tais como
producao de fator clumping e DNAse termoestavel (SANCHEZ, BUEZA &
MAESTRE, 2001), além de pigmentacao colonial amarelada (SEIFERT et
al., 2005). Adicionalmente, muitos laboratérios de analise clinica tem
utilizado apenas o teste de fator clumping, também denominado
“coagulase-ligada”, para identificacdo rapida de S. aureus, nao
realizando o teste de coagulase-livre, que auxilia na diferenciacao das
duas espécies (PATEL et al., 2000).

Em nosso estudo foram avaliadas, inicialmente, 26 amostras
clinicas identificadas como S. lugdunensis e/ou S. aureus nos hospitais
de origem, no Rio de Janeiro (Tabela 1, Anexo 1). Destas, 23 amostras
foram confirmadas em nosso laboratério através da metodologia
bioquimica de identificacdo de Staphylococcus, utilizando 22 testes
(BANNERMAN & PEACOCK, 2007). Todas as 23 amostras foram
positivas para a producao de pirrolidonil-arilamidase (PYR) e de
desoxirribonuclease (DNAse) e descarboxilagdo da ornitina (ORN)
(Tabela 1, Anexo 1). O teste de ORN é considerado chave para a
identificacdo bioquimica de S. /ugdunensis, ja que todas as amostras
isoladas até o momento foram capazes de descarboxilar a ornitina

(SCHNITZLER et al., 1998; FRANK, DEL POZO & PATEL, 2008; BOCHER
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et al., 2009). As outras trés amostras que foram negativas para o teste,
foram identificadas como S. aureus (uma amostra) e Staphylococcus
spp. (duas amostras). Todas as nossas amostras também foram
capazes de produzir PYR e DNAse (Figura 1, Anexo 2). Contudo,
existem outras espécies de Staphylococcus positivas para PYR (S.
haemolyticus, S. schleiferi e S. simulans), enquanto S. aureus é capaz
de produzir DNAse (BANNERMAN & PEACOCK, 2007). Portanto, o teste
de ORN deveria ser considerado o mais adequado para identificacao de
amostras clinicas de S. lugdunensis.

Schnitzler e colaboradores (1998) propuseram o uso de ORN
associado aos testes de PYR e fator clumping, que detecta aglutinacao
do patéogeno ao fibrinogénio para a caracterizagdo bioquimica
simplificada da espécie. A deteccao da aderéncia ao fibrinogénio em S.
lugdunensis tem sido realizada utilizando-se sistemas comerciais
contendo fibrinogénio imobilizado em latex, para deteccdo do fator
clumping de S. aureus (CIfA), devido a grande homologia entre estas
proteinas (MITCHELL, TRISTAN & FOSTER, 2004; GEOGHEGAN et al.,
2010). Em nosso estudo, as amostras analisadas foram testadas quanto
a presenga do fator clumping utilizando o sistema comercial “Pastorex
Staph” (Bio-Rad). Considerando os critérios de positividade
estabelecidos pelo fabricante (observacdo de aglutinagao em até 30
segundos apos o inicio do teste), 18 (78,3%) das 23 amostras de S.
lugdunensis foram consideradas positivas. Apesar de cinco amostras
terem sido consideradas negativas, com discreta aglutinagdo em 60
segundos (Figura 2, Anexo 2), todas produziram a proteina Fbl,
detectada através de Western-blotting (Tabela 1 e Figura 2(A), Artigo
2), sugerindo que a interpretacdao do teste estd contribuindo para a
perda na sensibilidade do método, ja que muitas amostras de S.
lugdunensis nao estao sendo detectadas. Hebert (1990) encontrou 79%
de amostras positivas para o fator clumping, utilizando o sistema “"BBL
Staphyloslide” (BD) e Vandenesch e colaboradores (1993), utilizando o
“Staphslide” (BioMeriéux) encontraram 82% de amostras positivas.
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Recentemente, Frank e colaboradores (2007), analisando 15 amostras
clinicas encontraram apenas duas amostras positivas, quando utilizaram
o0 sistema comercial “Staphaurex” (Remel). Com base nestes dados,
sugere-se que os critérios de interpretacdo dos sistemas comerciais
sejam revistos para inclusao de amostras de SCN capazes de formar
grumos em fibrinogénio imobilizado, tais como o S. lugdunensis.

Ferramentas de identificacao molecular como a PCR deveriam,
contudo, ser consideradas para confirmacdo da deteccao da espécie S.
lugdunensis. Em nosso estudo foi desenvolvida uma reacao de PCR para
o gene fbl, que confirmou a identificacdo do patégeno (Artigo 1; Figura
1, Anexo 3). Em 2009, Tang e colaboradores descreveram 12 amostras
isoladas de bacteriemias e identificadas inicialmente como S.
lugdunensis, que foram positivas para os testes de ORN e PYR. Apods
seqlenciamento do gene tuf, foi observado que essas amostras nao
eram S. lugdunensis. Na verdade, os autores sugerem tratar-se de uma
espécie nova, denominada S. pseudolugdunensis, também produtora de
PYR e ORN. Estas amostras apresentaram ampla variagao nos testes
bioquimicos, ndo sendo possivel determinar um padrao de identificagao.
No entanto, todas foram negativas para o fator clumping e
apresentaram resisténcia intermediaria ou plena ao antibidtico
novobiocina, diferentemente do que se tem observado para S.
lugdunensis, que é sensivel a este agente.

A utilizacao apenas dos testes de fator clumping e DNAse pode
levar a identificacdo err6bnea de S. lugdunensis como S. aureus
(SANCHEZ, BUEZA & MAESTRE, 2001). Isto foi observado em uma
amostra deste estudo (amostra 468) que apresentava resisténcia a
oxacilina e foi identificada como CA (community acquired) — MRSA no
local de origem. No entanto, quando o teste de coagulase livre foi
realizado em nosso laboratdrio, verificamos que se tratava de um SCN.
Através de identificacdo bioquimica e confirmacdo por PCR, a amostra
fora identificada como S. /ugdunensis. A deteccao do gene mecA e do
cassete SCCmec tipo V, também por PCR, caracterizou o primeiro
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isolamento de uma amostra de S. lugdunensis resistente a meticilina
(MRSL) com SCCmec tipo V (Artigo 3).

Ainda em relacdo a resisténcia antimicrobiana, a maioria (19
[78,3%] de 23) das amostras foi sensivel a todos os antimicrobianos,
conforme mostrado na Tabela 1 do Artigo 2. Nossos dados estao de
acordo com a literatura cientifica, que mostra a grande sensibilidade
antimicrobiana desta espécie estafilocécica (HELLBACHER, TORNQVIST
& SODERQUIST, 2006; TAN, NG & HE, 2008). Os maiores indices de
resisténcia sao encontrados para o antibidtico penicilina, devido a
producao de B-lactamases (PATEL et al., 2000; HERCHLINE & AYERS,
2001; TAN, NG & HE, 2008). Da mesma forma, o maior indice de
resisténcia encontrado nas amostras avaliadas neste estudo foi para
esse antimicrobiano (quatro [17%] amostras de 23). Como ja citado
anteriormente, uma amostra (amostra 468) foi positiva para o gene
mecA e o SCCmec tipo V (Figura 1, Anexo 4), apresentando resisténcia
a oxacilina, cefoxitina, penicilina e cloranfenicol, sendo este perfil de
resisténcia caracteristico de amostras MRSA associadas a comunidade
(ITO et al., 2004). N3o ha relatos na literatura de identificacdo do
cassete SCCmec em amostras de S. lugdunensis, embora a presenca do
gene mecA ja tenha sido relatada em poucos trabalhos (KAWAGUCHI et
al., 1996; TEE et al., 2003; TAN, NG & HE, 2008). No entanto, somente
Tee e colaboradores relataram um MRSL (methicillin-resistant S.
lugdunensis) isolado de bacteriemia. Em nosso estudo nos
apresentamos um caso clinico de bacteriemia hospitalar por MRSL,
identificado erroneamente como MRSA (S. aureus resistente a
meticilina) no hospital de origem, mostrando que S. /lugdunensis pode
ser um carreador em potencial de genes de resisténcia. Apesar da
amostra ser positiva para o teste de fator clumping, a coagulase nao foi
detectada. A identificacao foi confirmada pelo teste ORN e pela deteccao
do gene fbl, caracterizando a amostra como S. /lugdunensis. Embora ja
tenham sido descritas na literatura amostras com CMIs aumentados
para vancomicina (BURGEOIS et al., 2007), todas as 23 amostras
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clinicas de S. lugdunensis avaliadas neste estudo foram sensiveis a
vancomicina e teicoplanina (Tabela 1, Artigo 2).

Na tentativa de esclarecer o notavel potencial virulento de
amostras clinicas de S. lugdunensis, foi realizada a pesquisa de genes
relacionados a adesdo (fbl e ica) e agressao (slush), bem como de seus
produtos. Os oligonucleotideos desenhados em nosso estudo para
identificacao de fbl e slush detectaram a presenca dos referidos genes
em todas as amostras clinicas avaliadas (Tabela 1, Artigo 2). O gene
fbl, que codifica a proteina Fbl, parece ser um dos fatores de maior
importédncia para adesao do S. /lugdunensis em tecidos vivos e
biomateriais (NILSSON et al., 2004a), visto que essa proteina é
semelhante as adesinas "“MSCRAMMS”, como o CIfA de S. aureus e Fbe
de S. epidermidis (MITCHELL, TRISTAN & FOSTER, 2004), sendo capaz
de se ligar ao fibrinogénio com a mesma intensidade que o CIfA
(GEOGHEGAM et al., 2010). O amplicon de 425 pb correspondente ao
gene fbl (Figura 1, Anexo 3) foi observado em todas as 23 amostras
clinicas e na amostra tipo de S. lugdunensis, e nao houve amplificacao
guando utilizado DNA extraido de amostras clinicas de S. aureus e de
outros SCN (Tabela 1, Artigo 1), confirmando que esta reagao pode ser
usada como ferramenta auxiliar na identificacgdo de amostras clinicas
deste micro-organismo. Em relacgdo a producao da proteina
correspondente Fbl, todas as amostras clinicas avaliadas no presente
estudo foram positivas usando a técnica de Western-blotting. Portanto,
sugere-se que essa proteina seja expressa constitutivamente em S.
lugdunensis.

Assim como o gene fbl, um amplicon de 203 pb correspondente
ao gene slush (Figura 1, Anexo 5) também foi detectado em todas as
23 amostras clinicas avaliadas neste trabalho (Tabela 1, Artigo 2).
Embora o gene s/ush tenha sido descrito previamente em amostras de
S. lugdunensis (DONVITO et. al. 1997a) nao se deve considerar que
este seja exclusivo deste micro-organismo. Em estudo realizado por
Donvito e colaboradores (1997b), utilizando diversas amostras clinicas
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de varias espécies estafilocdcicas, foi observada através da técnica de
Southern-blotting hibridizacao com sondas desenhadas para o gene
slush em amostras de S. lugdunensis, S. caprae, S. haemolyticus e S.
xylosus. Baseado nesta observacdao, o gene slush, diferentemente do
fbl, nao deveria ser utilizado para fins de identificacao molecular da
espécie S. lugdunensis, embora em nosso trabalho ndo tenhamos
detectado amplicons ao submeter amostras tipo das espécies
supracitadas a reacao de PCR. Adicionalmente, ndao ha relatos na
literatura de sequenciamento deste gene em outras amostras de SCN.
No estudo de Donvito e colaboradores (1997b), todas as 14 amostras
de S. lugdunensis avaliadas apresentaram o gene slush, inclusive
amostras nao-produtoras de hemolisinas. Em nosso estudo, apenas
uma amostra (amostra tipo DSMZ 4804) nao foi produtora de SLUSH
pelo teste fenotipico (Tabela 1 e Figura 2(B), Artigo 2). Em 1990,
Hebert também encontrou 5% de amostras nao produtoras desta
hemolisina entre amostras clinicas isoladas de infeccdo e colonizacao,
porém, a presenca do referido gene nao foi avaliada. Como todas as
amostras clinicas avaliadas em nosso estudo foram capazes de produzir
SLUSH, é possivel que este fator possa estar associado ao sucesso
deste patdgeno como agente de infeccao em humanos, além do fato
desta hemolisina apresentar homologia com regides da invasina SigB de
Salmonella enteritidis, podendo ser este um indicio do papel deste fator
na patogénese de S. lugdunensis (DONVITO et al., 1997a).

Sabe-se atualmente que a producdo de biofilme é um fator crucial
para a persisténcia de Staphylococcus em infeccdes, devido a maior
capacidade de aderéncia a proteinas de matriz extracelular (colageno,
fibronectina, dentre outros) e biomateriais, como o poliestireno, muito
utilizados em proteses (OTTO, 2008). Alguns estudos descrevem
amostras de S. lugdunensis capazes de produzir slime (HEBERT, 1990;
FRANK et al., 2007; FRANK & PATEL, 2007). Contudo, a presenca do
gene ica nessa espécie tem sido pouco relatada. Em 2007, Frank e Patel
detectaram o gene ica em todas as 15 amostras clinicas de S.
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lugdunensis avaliadas, sendo todas produtoras de biofilme. Em nosso
estudo todas as amostras avaliadas apresentaram o amplicon de 287 pb
(Figura 1, Anexo 6) correspondente ao gene ica, contudo, apenas 14
(60%) das 23 amostras foram produtoras de biofilme. Entre estas,
cinco foram classificadas como forte produtoras, segundo critério
estabelecido por Stepanovic e colaboradores (2007), e todas foram
agrupadas no mesmo genotipo (Tabela 1 e Figura 1, Artigo 2). Outro
fato interessante foi o fato de 10 das 12 amostras pertencentes ao
gendtipo de maior prevaléncia serem produtoras de biofilme, sugerindo
que este grupo clonal esteja relacionado a amostras com maior
viruléncia. Nosso estudo é o primeiro que relaciona clonalidade com a
producao de biofilme em S. lugdunensis. Uma curiosidade foi o fato de
encontrarmos trés amostras clinicas (amostras 97, 98 e 546) com
caracteristicas morfoldgicas incomuns aquelas observadas em amostras
de Staphylococcus, apresentando-se rugosas, como col6nias de Bacillus
spp. (Figura 3, Artigo 2). Essas trés amostras estdo entre as cinco
fortes produtoras de biofilme.

Duas dessas amostras (97 e 98) foram isoladas na mesma época
e de pacientes diferentes da mesma instituicdo de saude, sendo
geneticamente relacionadas (Tabela 1, Artigo 2), podendo este evento
estar associado a transmissdo cruzada do micro-organismo no ambiente
hospitalar. A amostra 546 foi isolada oito anos depois (2007), sendo
também geneticamente relacionada as outras duas. O dendrograma
apresentado no Artigo 2 (Figura 1) mostra que estas trés amostras
apresentaram similaridade genética acima de 90%.

A avaliacdo de perfis gendmicos em S. /ugdunensis tem mostrado
baixa diversidade entre eles (VAN DER MEE-MARQUET et al., 2003;
HELLBACHER, TORNDQVIST & SODEQUIST, 2006; BOCHER et al.,
2009). No presente estudo, foram detectados 20 diferentes perfis de
restricdo, agrupados em quatro gendtipos (A a D), em 23 amostras
clinicas, sendo 12 (52,2%) amostras pertencentes ao genodtipo
prevalente (gendtipo A). Assim como descrito na literatura, nés
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confirmamos a baixa diversidade existente entre amostras de S.
lugdunensis.

Como descrito por Frank e Patel (2007) e com base em nossos
resultados, o gene ica parece estar presente em todas as amostras de
S. lugdunensis associadas a infeccdo em humanos. O operon icaADBC,
largamente estudado em amostras de S. aureus e de S. epidermidis
codifica componentes responsaveis pela producdo do polissacarideo de
adesao intercelular (PIA), composto por poli-N-acetil-glicosamina
(PNAG) (CRAMTON et al., 1999). Em S. lugdunensis, no entanto, o
biofilme parece ndao ser mediado por carboidratos. Frank e Patel (2007)
descreveram a natureza protéica de biofilmes produzidos por 15
amostras de S. lugdunensis, todas portadoras do gene jca. Nossos
resultados confirmam os dados desses autores, ja que o biofilme de S.
lugdunensis foi desagregado pelos agentes proteoliticos proteinase K e
tripsina, ndo havendo desagregacdo pelo metaperiodato de sddio, um
agente dissociador de biofilmes glicidicos (KAPLAN et al., 2004).
Adicionalmente, nao foram observadas diferencas entre composicao de
biofilmes formados por amostras lisas e rugosas (Figura 1, Artigo 4),
demonstrando que a rugosidade e a hidrofobicidade, verificada pelo
teste de aderéncia ao hidrocarboneto (dados ndao mostrados)
apresentado por amostras com colOnias rugosas ndo estao relacionadas
com diferencas na estrutura do biofilme.

A expressao do gene ica em amostras de S. /lugdunensis e sua
relevancia na estrutura do biofilme produzido por amostras desta
espécie ainda ndo estao bem esclarecidas. No estudo de Frank e Patel
(2007), os genes do operon ica de S. lugdunensis foram seqlienciados e
encontravam-se intactos nas 15 amostras analisadas e,
interessantemente, nao foi detectado o gene icaR, responsavel pela
regulacao da expressao do operon icaADBC, sugerindo uma correlagao
com a auséncia de PNAG nas amostras avaliadas. N6s mostramos no
Artigo 4 os perfis de desagregacao de biofilme frente aos agentes
metaperiodato de sddio, proteinase K e tripsina das amostras 546 e 541
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(fortes produtoras de biofilme) em relacdo as amostras padrdo S.
epidermidis ATCC 35984 (produtora de biofilme glicidico, ica+ e bap-)
(bap - biofilm associated protein) e S. aureus V389 (produtor de
biofilme protéico, bap+ e ica-), e verificamos que os biofilmes formados
por S. lugdunensis se assemelham ao biofilme produzido pela amostra
de S. aureus, mas diferem do biofilme de S. epidermidis, confirmando a
hipotese da natureza protéica de biofilmes produzidos por S.
lugdunensis. Nao ha na literatura descricdo do gene bap para a espécie
S. lugdunensis.

Alguns autores especulam sobre a viruléncia e agressividade de S.
lugdunensis, porém, sdao poucos os estudos in vitro e in vivo que
analisam seu potencial agressor. Em 1990, Lambe e colaboradores
descreveram o potencial de amostras clinicas de S. lugdunensis em
causar abscessos em camundongos. Alguns destes animais tinham
proteses implantadas em seu organismo, e o patdgeno fora isolado
destas, mostrando sua capacidade de colonizar implantes. No presente
estudo, ao analisarmos amostras representantes de cada um dos
principais genodtipos entre 23 amostras clinicas avaliadas, percebemos
que apenas colonias rugosas do clone prevalente eram capazes de
aderir e invadir células epiteliais A549 em proporcdes similares
(p=1,000) a um MRSA pertencente ao clone prevalente no Brasil
(Figura 2, Artigo 4), cujo grande potencial de adesao e invasao celular
ja havia sido relatado antes (AMARAL et al., 2005). Amostras desse
gendtipo, cuja morfologia colonial era lisa, mesmo sendo produtores de
biofilme, nao foram capazes de aderir ou invadir as células na mesma
proporcao que a amostra rugosa. As amostras dos clones B e C também
apresentaram o mesmo resultado, ndo havendo diferenca estatistica
entre elas e amostras lisas do clone A, sugerindo que apenas a
morfologia colonial foi determinante para o0 processo agressivo.
Interessantemente, estas amostras com morfologia rugosa foram
capazes de emulsionar hidrocarbonetos, sugerindo que estas produzam
algum tipo de biosurfactante (Figura 1, Anexo 7). Sugere-se que este
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possa ser um fator importante que contribua para a incrivel capacidade
de adesao e invasao desta amostra. Pouco se sabe sobre a participacao
deste tipo de substancia como um possivel fator de viruléncia. No
entanto, Fujita, Akino & Yoshioka (1988) descreveram o potencial
agressor de ramnolipidios (biosurfactantes produzidos por Pseudomonas
aeruginosa) em hemacias, provavelmente por interagir com fosfolipidios
da membrana celular, desestruturando-a.

Com base nos resultados apresentados, concluimos que a
identificacdo molecular de amostras de S. lugdunensis através da
amplificacdo do gene fbl pode ser uma ferramenta adicional para a
caracterizagdo correta desta espécie, em virtude da similaridade com
amostras de S. aureus. Além disso, a resisténcia a oxacilina raramente
descrita nessa espécie poderia induzir a deteccdo errobnea como MRSA.
A presenca dos genes de viruléncia fbl, slush e ica e, exceto pela
producdo de biofilme, a deteccdo dos produtos génicos relacionados em
todas as amostras analisadas, aliado ao fato de amostras rugosas
apresentarem capacidade de adesdo e invasdo a células epiteliais em
niveis similares a S. aureus, mostra o elevado potencial agressor deste
SCN. Estudos mais aprofundados sobre a viruléncia desta espécie
devem ser realizados, visando compreender o curso clinico de suas
infeccbes causadas por esta espécie, principalmente as endocardites

bacterianas.
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CONCLUSOES

1. Dentre 26 amostras clinicas identificadas como S. lugdunensis e/ou
S. aureus nos hospitais de origem e recebidas no laboratério, 23
foram confirmadas bioquimicamente, apesar de cinco delas terem
sido negativas para fator clumping. Contudo, todas produziram a
adesina Fbl, detectada por Western-blotting, demonstrando que a
interpretacdao deste resultado deve ser revista nos sistemas
comerciais de diagndstico. Adicionalmente, todas as amostras foram
positivas para o gene fbl, detectado através de PCR, podendo este
teste molecular auxiliar na confirmacdo da espécie;

2. Todas as amostras analisadas, incluindo a amostra tipo, carreavam
os genes de viruléncia fbl, slush e ica, mostrando que S. /lugdunensis
pode conter estes genes em seu cromossoma. Os produtos génicos
Fbl (adesina) e SLUSH (hemolisina) também foram detectados em
todas as amostras clinicas, exceto na amostra tipo que nao produziu
a hemolisina. A formacao de biofilme foi detectada em 14 (60,9%)
amostras, sendo cinco fortes produtoras.

3. Susceptibilidade a todos os antimicrobianos testados foi observada
para 73% das amostras. Resisténcia foi verificada principalmente
para penicilina em 17% das amostras, sendo uma delas também
resistente a oxacilina, cefoxitina e cloranfenicol. Esta amostra
apresentou o gene mecA e o SCCmec tipo V e foi isolada de um caso
de bacteriemia hospitalar, demostrando que S. lugdunensis pode ser
um carreador em potencial de genes de resisténcia.

4. A analise gendmica por PFGE mostrou baixa diversidade entre as
amostras de S. lugdunensis, tendo sido observados 20 perfis de
restricdo em quatro gendtipos (A a D). O gendtipo A foi o prevalente,
encontrado em 12 (52,2%) amostras, sendo 10 (83,3%) destas
produtoras de biofilme, sugerindo que este grupo clonal esteja

relacionado a amostras com maior viruléncia;
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5. A analise da composicao do biofilme produzido por amostras de S.
lugdunensis sugere que o mesmo seja mediado por proteina, similar
ao biofilme de S. aureus, ainda que todas as amostras tenham
apresentado o gene ica;

6. Amostras de S. lugdunensis com morfologia colonial rugosa do
genotipo prevalente sao capazes de aderir e invadir células epiteliais
A549 na mesma proporgcao que amostras de MRSA do clone
prevalente no Brasil (p=1,000), podendo este potencial de
adesdo/invasao estar associado a uma possivel producdao de

biosurfactante por estas amostras.
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ANEXO 1

Tabela 1 - Caracteristicas fenotipicas de 26 amostras clinicas de S. lugdunensis inicialmente avaliadas

Identificacdo bioquimica - Laboratoério IH

lel:1aero Sitio de Ano de Identificagao no Morfologia Resultado
Amostra Hospital Isolamento Isolamento HOSp'tﬂgtig:gem / Colonial Coag. FC PYR ORN DNAse Final

10 HGB Sangue 1996 S. lugdunensis/Bioquimica lisa - + + + + S. lugdunensis
21 HUAP Ponta cateter 1997 S. lugdunensis/Bioguimica lisa - + + + + S. lugdunensis
33 HUCFF Sangue 1997 S. lugdunensis/\Vitek lisa - + + + + S. lugdunensis
97 HNMD Sangue 1999 S. lugdunensis/MicroScan rugosa - + + + + S. lugdunensis
98 HNMD  Sito cirurgico 1999 S. lugdunensis/MicroScan rugosa - + + + + S. lugdunensis
142 HNMD Sangue 2002 S. lugdunensis/MicroScan lisa - + + + + S. lugdunensis
157 HNMD Sangue 2002 S. lugdunensis/MicroScan lisa - +* + + + S. lugdunensis
451 HNMD Urina 2004 S. lugdunensis/MicroScan lisa - + + + + S. lugdunensis
468 HUCFF Sangue 2005 S. aureus/Bioquimica® lisa - +" + + + S. lugdunensis
632 HNMD Sangue 2005 S. lugdunensis/MicroScan lisa - +" + + + S. lugdunensis
633 HNMD Sangue 2005 S. lugdunensis/MicroScan lisa - + + + + S. lugdunensis
469 LSF Pungdo 2006 S. lugdunensis/Vitek lisa - + + + + S. lugdunensis
515 INTO Sec. Ferida 2006 S. lugdunensis/MicroScan lisa - + + + + S. lugdunensis
516 INTO Sangue 2006 S. lugdunensis/MicroScan lisa + + - - + S. aureus
540 HNMD Sec. Mama 2006 S. lugdunensis/MicroScan lisa - +* + + + S. lugdunensis
541 HNMD Sangue 2006 S. lugdunensis/MicroScan lisa - + + + + S. lugdunensis
542 HNMD Sangue 2006 S. lugdunensis/MicroScan lisa - - - - - Staphylococcus spp.
543 HNMD Sangue 2006 S. lugdunensis/MicroScan lisa - + + + + S. lugdunensis
544 HNMD Sangue 2007 S. lugdunensis/MicroScan lisa - - - - - Staphylococcus spp.
545 HNMD Sec. ferida 2007 S. lugdunensis/MicroScan lisa - + + + + S. lugdunensis
546 HNMD Sangue 2007 S. lugdunensis/MicroScan rugosa - + + + + S. lugdunensis
611 HNMD Sangue 2007 S. lugdunensis/MicroScan lisa - + + + + S. lugdunensis
612 HNMD Sangue 2008 S. lugdunensis/MicroScan lisa - +* + + + S. lugdunensis
619 HNMD Sangue 2008 S. lugdunensis/MicroScan lisa - + + + + S. lugdunensis
644 HNMD  Infec. Protese 2008 S. lugdunensis/MicroScan lisa - + + + + S. lugdunensis
645 IFF Swab nasal 2008 S. lugdunensis/Vitek lisa - + + + + S. lugdunensis

HGB = Hospital Geral de Bonsucesso; HUAP = Hospital Universitério Antonio Pedro; HUCFF = Hospital Universitario Clementino Fraga Filho; HNMD = Hospital Naval Marcilio
Dias; LSF = Laboratério Sergio Franco; INTO = Instituto Nacional de Traumato-Ortopedia; IFF = Instituto Fernandes Figueira; Coag.= teste da coagulase; FC = fator
clumping; PYR = produgdo de pirrolidonil-arilamidase; ORN = produgdo de ornitina-descarboxilase; * Teste fracamente positivo, detectado entre 30s e 60s apds inicio do
teste.
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ANEXO 2

Figura 1 - Teste para deteccao de DNAse em amostras de S. aureus (A), S.
lugdunensis (B) e S. epidermidis (C) utilizando Agar DNAse (Gibco). As amostras A
e B foram consideradas positivas no teste, e a amostra C considerada negativa
(observacdo de halo transparente apds adicdo de HCI 1N no meio de cultura).

Figura 2 - Teste para deteccao do fator clumping em amostras de S. aureus (A) e
S. lugdunensis (B, C) utilizando o kit “Partorex StaphPlus” (Bio-Rad). As amostras A
e B foram consideradas positivas no teste, e a amostra C considerada negativa,
conforme interpretagao baseada nas instrugdes do fabricante (observacao de
aglutinagcao em até 30 s). No entanto, pode-se observar formacao de aglutinacao
na amostra C, quando observada em 60 s.
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ANEXO 3

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose evidenciando um segmento de 425 pb
do gene fbl em amostras de S. lugdunensis apos reacao de PCR: Linha 1 - padrdo
de tamanho de DNA em pares de bases (100pb /adder); Linha 2: controle positivo
(amostra tipo DSMZ 4804); Linhas 3 a 9 — amostras clinicas; Linha 10 - controle
negativo (S. aureus ATCC 25923)
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ANEXO 4
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— _/
— —~ J —~
PCR MULTIPLEX I PCR MULTIPLEX II
(tipaaem de ccr) (tipagem de complexo mec)

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose evidenciando segmentos de duas
reacdes de PCR multiplex para deteccdo do SCCmec: segmento de 286 pb (gene
mecA), 937 pb (gene ccr tipo 2), 1791 pb (gene ccr tipo 3), 518 pb (gene ccr tipo 5
(PCR Multiplex 1) e 1693 pb (gene mec classe A), 2827 pb (gene mec classe B) e
804 pb (gene mec classe C) (PCR Multiplex 2); Linha 1 - padrdao de tamanho de
DNA em pares de bases (1 Kb DNA /adder); Linhas 2 a 4: controles dos tipos de
ccr: 2, 2+5 e 3, respectivamente, em conjunto com o fragmento correspondente ao
gene mecA (286 pb); Linhas 6 a 8: controles das classes mec: A, B e C,
respectivamente; Linhas 5 e 9: Amostra 468, ccr tipo 5 e mec classe C,
respectivamente. (KONDO et al., 2007)
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ANEXO 5

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose evidenciando um
segmento de 203 pb do gene s/lush em amostras de S. lugdunensis
apods reacdo de PCR. Linha 1 - padrdo de tamanho de DNA em pares
de bases (100pb /adder); Linha 2: amostra tipo (DSMZ 4804);
Linhas 3 a 8 - amostras clinicas; Linha 9 - controle negativo (S.
aureus ATCC 25923); Linha 10: controle negativo da reagao
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ANEXO 6
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Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose evidenciando um segmento de 287 pb
do gene jica em amostras de S. lugdunensis apo6s reagao de PCR. Linha 1 - padrao
de tamanho de DNA em pares de bases (100pb /adder); Linha 2: controle positivo
(S. epidermidis ATCC 35984); Linha 3: Amostra tipo (S. lugdunensis DSMZ 4804);
Linhas 4 a 10 - amostras clinicas de S. lugdunensis; Linha 11 - controle negativo
(S. epidermidis ATCC 12228).
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ANEXO 7

Figura 1 - Evidéncia da produgao de biosurfactante por S. lugdunensis. Apds
mistura de uma suspensdo bacteriana (turvacdao correspondente a escala Mc
Farland 0,5) com n-hexadecano observa-se a formagdo de emulsdo por amostra
formadora de col6nias rugosas (tubo a direita). A esquerda temos uma amostra de
formadora de col6nias lisas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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