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RESUMO

TRISTAO, Maria Aparecida Milller, Universidade Vila Velha — ES, Fevereiro de 2023.
Andlise da resisténcia antimicrobiana de staphylococcus aureus e busca de
toxinas em isolados de material biolégico em pacientes internados em hospital

pediatrico publico. Orientadora: Professora Doutora Elisangela Flavia Pimentel.

Staphylococcus aureus é uma bactéria oportunista, causadora de infec¢cdes humanas,
produtora de toxinas, responsaveis por causar quadros clinicos graves. Neste estudo,
investigamos o perfil de resisténcia antimicrobiana e a producdo de superantigenos
(TSST-1 e SE) por S. aureus isolados de material bioldgico de pacientes e 0 risco
potencial de ocorréncia da Sindrome do Choque Toxico. Vinte e dois pacientes com
idade entre 0 e 18 anos, internados entre junho de 2021 e julho de 2022, no Hospital
Estadual Infantil e Maternidade Dr. Alzir Bernardino Alves, HIMABA de Vila Velha, ES,
Brasil, participaram deste estudo apOs a assinatura, por aqueles responsavel, do
TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) e do TALE (Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido para criangas, adolescentes ou incapazes). O perfil
de resisténcia antimicrobiana foi obtido pelo método de disco-difusdo. As cepas de S.
aureus isoladas apresentaram resisténcia a penicilina (68%) e oxacilina (55%)
seguidas de sulfametoxazol, gentamicina e trimetoprima (5%). O método Optimum
Sensitive Plate foi usado para pesquisar cepas produtoras de TSST-1 e identificar as
enterotoxinas produzidas, enquanto o método imunoenzimatico VIDAS-STAPH 2 foi
usado para detectar cepas produtoras de SE (A-E). Em apenas 2 pacientes foi isolado
S. aureus produtor de TSST-1 e em 21 S. aureus produtores de enterotoxinas em
concentracfes estimadas entre 0,26 e 4,91 ng/ml de sobrenadante. O nimero de
pacientes com S. aureus enterotoxigénico aumenta o risco de ocorréncia da sindrome
do chogque téxico devido a atividade superantigena das enterotoxinas produzidas
pelos isolados. A oxacilina e a clindamicina foram as drogas administradas
rotineiramente em pacientes com infeccdo grave por S. aureus. Entretanto, cepas
isoladas foram mais sensiveis a gentamicina (95%) do que a oxacilina (55%). Pode-
se sugerir que a gentamicina seja o0 antibibtico utilizado em associacdo com a
clindamicina (sensibilidade de 82%). A busca por cepas de S. aureus produtoras de
superantigenos em pacientes com infec¢des por S.aureus ndo é rotineira, porém a
presenca desse microrganismo pode contribuir para o aumento do tempo de
internacao.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus - Sindrome do Choque Toéxico -
superantigenos - enterotoxinas — infec¢des pediatricas



ABSTRACT

TRISTAO, Maria Aparecida Miiller, Vila Velha University — ES, Fevereiro de 2023.
Analysis of antimicrobial resistance of staphylococcus aureus and search for
toxins in isolates from biological material in patients admitted to a public

pediatric hospital. Advisor: Professora Doutora Elisangela Flavia Pimentel.

Staphylococcus aureus is an opportunistic bacterium, which causes tolerant humans,
produces toxins, and is responsible for causing severe clinical conditions. In this study,
we investigated the profile of antimicrobial resistance and the production of
superantigens (TSST-1 and SE) by S. aureus isolated from biological material from
patients and the potential risk of occurrence of Toxic Shock Syndrome. Twenty-two
patients aged between 0 and 18 years old, hospitalized between June 2021 and July
2022, at Hospital Estadual Infantil e Maternidade Dr. Alzir Bernardino Alves, HIMABA
from Vila Velha, ES, Brazil, participated in this study after the signature, by those
responsible, of the TCLE (Free and Informed Consent Form) and the TALE (Free and
Informed Consent Form for children, adolescents or people with disabilities ). The
antimicrobial resistance profile was obtained by the disk-diffusion method. The strains
of S. aureus showed resistance to penicillin (68%) and oxacillin (55%) followed by
sulfamethoxazole, gentamicin and trimethoprim (5%). The Optimum Sensitive Plate
method was used to screen for TSST-1 producing strains and identify the enterotoxins
produced, while the VIDAS-STAPH 2 enzyme immunoassay method was used to
detect SE producing strains (A-E). In only 2 patients was isolated S. aureus producing
TSST-1 and in 21 S. aureus producing enterotoxins at concentrations thought to be
between 0.26 and 4.91 ng/ml of supernatant. The number of patients with
enterotoxigenic S. aureus increases the risk of toxic shock syndrome due to the
superantigen activity of the enterotoxins produced by the isolates. Oxacillin and
clindamycin were the drugs routinely administered to patients with severe S. aureus
infection. However, pediatric strains were more sensitive to gentamicin (95%) than
oxacillin (55%). It can be suggested that gentamicin is the antibiotic used in association
with clindamycin (82% sensitivity). The search for S. aureus strains that produce
superantigens in infections for S.aureus patients is not frequent, but the presence of
this microorganism may contribute to an increase in hospitalization time.

Keywords: Staphylococcus aureus - Toxic Shock Syndrome - superantigens —
enterotoxins- pediatric complications



1. INTRODUCAO

Staphylococcus aureus € um dos principais patégenos em infec¢des hospitalares
e comunitarias e pode causar muitas doencas infecciosas, como infeccdes leves de
pele e tecidos moles, endocardite infecciosa, osteomielite, bacteremia e pneumonia
fatal (LOWY, 1998; HUMPHREY, 2012).

Uma ampla gama de fatores de viruléncia permite S.aureus causar varios tipos
de infeccBes que podem envolver qualquer sistema organico. A invasao do sistema
vascular por S.aureus leva a bacteriemia, resultando em endocartite, metatases e
sepse (SETHI, CHAKRABORTY, 2011).

S.aureus € também uma bactéria comensal, 0s seres humanos séo reservatorios
naturais, colonizador da pele, perineo e mucosas como a oral e a nhasofaringea. Ha
uma elevada prevaléncia de portadores assintomaticos, sendo estes fontes de
disseminacgéo e, no caso dos trabalhadores na area de saude um meio de vinculacdo
de linhagens nosocomiais. Ainda que assintomaticos, alguns fatores podem facilitar a
instalacdo de uma infeccdo, como a depressdo da resposta imunoldgica ou
procedimentos médicos invasivos (VIEIRA et al. 2017).

Estima-se que um terco da populacdo humana, incluindo a populacdo pediatrica,
tenha colonizacdo assintomatica por S. aureus. Essa mesma colonizacdo é um fator
de risco para infec¢do, ou ocorre frequentemente com a mesma cepa que colonizou
o0 individuo (ONDUSKO; NOLT, 2018).

Por ser um dos componentes normais da microbiota da pele, pacientes que
fazem uso de cateteres endovenosos podem ser infectados pelo S. aureus por meio
de sua invaséao a partir do local de insercédo do cateter. A bactéria é capaz de migrar
pelo cateter até chegar a circulagdo sangtinea, podendo levar a quadros graves de
bacteremia, principalmente se a microbiota abrigar cepas resistentes a meticilina,
denominadas MRSA (S. aureus resistente a meticilina) (GOLBEL, 2005).

S. aureus foi descoberto pela primeira vez em 1880 em Aberdeen, na Escécia,
pelo cirurgido Alexander Ogston de pacientes com feridas ulceradas. S.aureus
pertence ao género Staphylococcus, Firmicutes; € positivo para coloracao de Gram,
~0,8 ym de diametro, disposto em um “colar de uvas” sob um microscépio, aerobico
ou anaerdbico; e cresce de forma ideal a 37°C e a pH 7,4 (EDWARDS E MASSEY,
2011; GARDETE E TOMASZ, 2014). As col6nias na placa de agar sangue sao
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espessas, brilhantes e redondas com um diametro de 1 a 2 mm (GONZALEZ-PEREZ
et al.,, 2019 ; SATO et al., 2019). A maioria delas é hemolitica, formando um anel
hemolitico transparente ao redor das coloénias em placas de 4gar sangue (SATO et
al., 2019). Além disso, S. aureus nao forma esporos ou flagelos, mas possui uma
capsula, pode produzir pigmento amarelo dourado e decompor o manitol (TAYEB-
FLIGELMAN et al., 2017). Além disso, também foi descoberto que os testes de
coagulase plasmética, fermentacédo da lactose e desoxirribonuclease séo positivos em
S. aureus (CHINO et al., 2017; TAYEB-FLIGELMAN et al., 2017).

O S. aureus € uma bactéria gram-positiva e catalase positiva e, ao contrario de
outras espécies estafilococicas, coagulase positiva (ONDUSKO; NOLT, 2018).

O descobrimento da penicilina, por Alexander Flemming, na década de 1920, foi
um marco na historia do tratamento de doencas infecciosas. Em 1941 foi realizado o
primeiro teste clinico com a penicilina (betalatamico, que impedem a formacéo da
parede celular e resultam em lise bacteriana), determinando tratamento efetivo contra
as infeccdes estafilococicas. Porém, alguns anos depois, com o uso indiscriminado da
penicilina, as primeiras cepas resistentes foram selecionadas. Essas bactérias eram
capazes de hidrolisar o anel betalctamico da penicilina, por meio da enzima
betalactamase tornando-a inativa. No mesmo ano foi desenvolvido um betalactamico
semi-sintético, a meticilina. Em 1961, o primeiro caso de resisténcia foi relatado na
Inglaterra e essas cepas ficaram conhecidas como MRSA (POTTINGER, 2013). No
Brasil, a meticilina foi, posteriormente, substituida por uma congénere, a oxacilina
(LOPES, 2005).

Sabe-se que a resisténcia estafilococica aos antibidticos € um problema na
clinica. A resisténcia do Staphylococcus spp a oxacilina é possivel devido a producao
de uma proteina de ligacao a penicilina suplementar (PBP 2’ ou PBP 2a) que possui
baixa afinidade por penicilinas semissintéticas (PEREIRA; CUNHA, 2013). Uma taxa
de 69 % de S. aureus coagulase negativo isolado de 100 pacientes recém-nascidos
foi resistente a oxacilina, em estudo realizado no Hospital Universitario da Faculdade
de Medicina (HC-FMB) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, Brasil
(PEREIRA; CUNHA, 2013). A resisténcia dos beta-lactamicos aos antibiéticos tem um
papel importante na clinica, e € mediada por uma b-lactamase que hidrolisa e inativa
a droga ou alvo ou alvos alterados, ou seja, proteinas de ligacdo a penicilina (PBPS),
gque €& caracteristica encontrada quase exclusivamente em estafilococos

(CHAMBERS, 1999). Portanto, o uso da penicilina tornou-se limitado no tratamento,
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visto que a maioria das cepas estafilococicas sdo capazes de tornar a penicilina
inafetiva pela producéo de b-lactamases (PALAVECINO, 2004).

Os antibiéticos curam as infec¢des influenciando o crescimento ou a viabilidade
bacteriana. Os antibidticos podem ser divididos em dois grupos com base em seu
efeito nas células microbianas por meio de dois mecanismos principais, que Sao
bactericidas ou bacteriostaticos. Os antibioticos bactericidas matam as bactérias e os
antibiéticos bacteriostaticos suprimem o crescimento das bactérias (mantém-nas na
fase estacionaria de crescimento). Um dos muitos fatores para prever um resultado
clinico favoravel da acao potencial de produtos quimicos antimicrobianos pode ser
fornecido usando dados bactericidas/bacteriostaticos in vitro (por exemplo,
concentracdes inibitérias minimas - MICs). Consequentemente, as MICs sdo usadas
em situacBes clinicas principalmente para confirmar a resisténcia e determinar as
atividades in vitro de novos antimicrobianos (BERNATOVA et al., 2013).

Os antibidticos bacteriostaticos inibem o crescimento celular, enquanto os
antibiéticos bactericidas induzem a morte celular. A classificacdo de um antibiético
como bacteriostatico ou bactericida é baseada em um teste operacional in vitro, que
oferece uma perspectiva limitada sobre a atividade fisiolégica do antibiético. Embora
o valor clinico da atividade bactericida no tratamento da infeccdo seja um ponto de
debate, as evidéncias apGiam a preferéncia por antibiéticos bactericidas para certas
infec¢des de alto risco. O uso de combinacdes de antibidticos para tratar infeccoes
bacterianas é cada vez mais comum, mas a previsibilidade dessa abordagem é
limitada. E bem conhecido que os tratamentos de combinacdo bacteriostatico-
bactericida resultam na atenuacéo da atividade bactericida in vitro em uma variedade
de drogas e organismos. Clinicamente, esse efeito pode ter consequéncias negativas
em infeccdes de alta morbidade, como meningite, ou efeitos positivos pela inibicdo da
lise e liberacdo de exotoxinas em sindromes mediadas por toxinas (LOBRITZ et al.,
2015).

S. aureus pode ser dividido em Staphylococcus aureus sensivel a meticilina
(MSSA) e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Nas Ultimas
décadas, devido a evolucao das bactérias e ao abuso de antibidticos, a resisténcia do
S. aureus aos medicamentos aumentou gradualmente, a taxa de infecgdo por MRSA
aumentou em todo o mundo e o tratamento anti-infeccioso clinico para MRSA tornou-
se mais dificil (GUO et al., 2020).
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Ele pode adquirir novos elementos genéticos (aquisicdo de dispositivos moveis,
que transferem resisténcia e viruléncia de outras espécies bacterianas e cepas
estafilococicas). A patogenicidade apresentada pelo Staphylococcus aureus esta
relacionada aos fatores de viruléncia e a alta resisténcia a diversos antimicrobianos
gue o microrganismo apresenta, como a oxacilina (MRSA- S. aureus resistente a
oxacilina/meticilina) e a vancomicina (VISA- S. aureus resistente intermediario a
vancomicina) ambos contribuindo efetivamente para a colonizagao bacteriana no foco
da infeccdo. O S. aureus resistente a meticilina MRSA € resistente ndo apenas a
meticilina e oxacilina, mas também a todos os B-lactamicos, aminoglicosideos,
tetraciclinas, cloranfenicol, lincosamidas, macrdlidos, trimetoprima/sulfametoxazol e
fluoroquinolona (CARVALHO; MAINIZUKA, 2010, PAWAR; YAO; LU, 2019).

As infec¢cbes nosocomiais manifestam-se durante o periodo de internacdo do
paciente, podendo ou néo estar relacionados a procedimentos hospitalares aos quais
0s pacientes sdo submetidos (ANVISA, 2012). Varios microrganismos estdo
relacionados as infec¢des hospitalares, porém, dentre eles, destacam-se as bactérias
do género Staphylococcus (CAVALCANTI et al., 2005, LAMY et al., 2012).

Ha um aumento de 20% na taxa de hospitalizacdes relacionadas a S. aureus,
sendo 10% CA-MRSA (MRSA- S.aureus resistente a oxacilina/meticilina de origem
comunitaria); O S. aureus resistente a meticilina € mais prevalente no final da
primavera até o final do verao e pode ter uma propensédo sazonal (ONDUSKO; NOLT,
2018). Embora as infec¢@es invasivas por HA-MRSA (MRSA- S.aureus resistente a
oxacilina/meticilina de origem hospitalar) sejam mais raras em crian¢cas com mais de
1 ano de idade, essas taxas variam entre os hospitais infantis, com a cepa USA300
respondendo por mais de 70% desses isolados nos Estados Unidos (HULTEN et al.,
2010).

Da mesma forma, a prevaléncia de CA-MRSA também varia geograficamente,
nos Estados Unidos e em outros paises aumentou até aproximadamente 2010 e
depois diminuiu em algumas popula¢ées (HULTEN et al., 2010; LAMY et al., 2012).
Surtos comunitarios de infeccdo de pele e tecidos moles foram relatados em varios
locais, incluindo comunidades nativas e aborigines (BAGGETT et al., 2014), equipes
esportivas (KASAKOVA, 2005), creches (SHAHIN et al., 1999), entre outros grupos.

A prevaléncia de HA-MRSA em criangcas permaneceu relativamente estavel
desde 2005 (DANTES et al., 2013), representando nos Estados Unidos, 40 a 60% dos
isolados de S. aureus de pacientes hospitalizados (WEINER et al., 2016).
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Além da resisténcia a antibidticos, os fatores de viruléncia de S. aureus estdo
relacionados a producgéo de toxinas, moduladores imunoldgicos e fatores de adeséo,
entre outros, os quais contribuem coletivamente para o sucesso da colonizacao e
persisténcia da doenca (KRAKAUER, 2019).

Os fatores de viruléncia do S. aureus podem ser divididos nas seguintes
categorias: (1) fatores de viruléncia secretados, incluindo toxinas e superantigenos,
cuja principal funcéo € romper as membranas das células hospedeiras e induzir a lise
e inflamacdo das células-alvo; (2) enzimas extracelulares, cuja funcdo principal &
quebrar as moléculas do hospedeiro para nutricdo, promover a sobrevivéncia e
disseminacgédo bacteriana (TAM, 2019); (3) proteinas de superficie de S. aureus , cujas
principais fungdes sao adeséao, invasao e escape imune (FOSTER et al., 2016), e (4)
padrées moleculares associados a patdogenos (PAMPS), que promovem respostas
inflamatorias (ASCARIAN et al., 2018).

As exotocinas estafilocdcicas, as enterotoxinas estafilocdcicas SEA e a toxina
da sindrome do choque téxico (TSST-1) sdo potentes ativadores do sistema
imunolégico e causam uma variedade de doengcas em humanos, variando de
intoxicacdo alimentar a choque. Essas toxinas sdo chamadas de superantigenos
(SAgs) devido a sua capacidade de ativar células T policlonalmente em concentracfes
picomolares. Os Sags se ligam tanto as moléculas do MHC de classe Il quanto as
regibes Vbeta do receptor de células T, levando a ativacdo tanto de células
apresentadoras de antigenos quanto dos linfécitos T. Essas interacdes levam a
producdo excessiva de citocinas pro-inflamatorias e proliferacdo de células T,
causando sintomas clinicos que incluem febre, hipotensédo e choque (KRAKAUER,
1999).

Atualmente, existem 25 enterotoxinas identificadas (ETTER et al., 2020). O S.
aureus pode secretar uma variedade de toxinas para desencadear respostas
inflamatorias e ativar células inflamatérias, como queratindcitos, células T auxiliares,
células linfoides inatas, macrofagos, células dendriticas, mastécitos, neutrofilos,
eosinofilos e basofilos. As células inflamatérias ativadas podem expressar varias
citocinas e induzir uma resposta inflamatoria, podem também induzir a morte da célula
hospedeira através da piroptose, apoptose, necroptose e autofagia (CHEN et al.,
2022).

Sags (superantigenos) sdo uma classe de substancias antigénicas compostas

por exotoxinas bacterianas e proteinas retrovirais. Eles se ligam a maioria das células
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T e fornecem sinais para a ativacao das células T. Sags sdo mitdgenos de células T
altamente eficientes e manipulam o sistema imunolégico do hospedeiro. Eles podem
ativar diretamente os linfocitosT, desencandeando a liberagcdo de um grande nimero
de citocinas pro-inflamatdrias, como INF (interferon), IL2 (interleucina 2) e TNF (fator
de necrose tecidual). Sags incluem enterotoxinas estafilococicas e (SEs) e toxina 1 da
sindrome do choque toxico (TSST-1) (CHEG et al.,, 2018). S&o considerados
superantigenos porque promovem a amplificacdo da resposta imune e estimulam uma
grande populacdo de células T (FERREIRA-DUARTE et al., 2017; PINCHUK;
BESWICK; REYES, 2010).

Entre as as toxinas estafilocédcicas (SEs), destacam-se a toxina A, C (SEA, SEC)
e TSST-1 (PINCHUK; BESWICK; REYES, 2010; ELAHI, 2020; BANASZKIEWICZ et
al., 2022). Estas toxinas estdo muito bem caracterizadas e se ligam a moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe Il. SEs podem se ligar como
moléculas inteiras diretamente a maioria das principais moléculas de
histocompatibilidade classe Il do MHC e do complexo TCR do receptor de células T
juntamente com o receptor coestimulador CD28 e seus coligantes B7 (POPUGAILO
et al., 2019, MUJTABA et al., 2021).

A SEA desempenha um papel em células Thl, Th2 e Th22 (linfocitos T) e induz
a apoptose, também serve como um potente estimulante de PBMCs (linfécitos T,
linfécitos b, células natural killer, mondcitos e células dendriticas), e induz a liberacéo
de grandes quantidades de citocinas e quimiocinas através das vias Src, ERK e STAT
(vias de cadeias de interacfes entre proteinas em uma célula). A SEC é uma toxina
supercarcinogénica e emética, mas sem atividade diarreica. TSST-1 E UM SAg
bacteriano produzido e secretado pelo S.aureus. O TSST-1 pode ativar células T CD4
para produzir grandes quantidades de citocinas e levar a uma resposta toxica
sistémica (CHEG et al, 2018).

Ainda dentre os fatores de viruléncia, destaca-se a Toxina da Sindrome do
Choque Toxico (TSST-1), considerade de rara ocorréncia. Ainda pouco se sabe sobre
essa toxina, responsavel por uma doenca grave de carater multissistémico
(KRAKAUER, 2019; TUFS et al., 2019).

Embora a patogénese das infeccfes por S. aureus esteja no centro da pesquisa
atual, muitas questbes permanecem sobre os mecanismos subjacentes a sindrome
do choque toxico estafilocécico (TSS) e a imunossupressao adaptativa

associada. Ambas as condi¢fes sdo mediadas por toxinas estafilococicas secretadas
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por superantigenos estafilococicos (SAgs) que séo os principais fatores de viruléncia
do S. aureus (KULHANKOVA, KING, SALGADO, 2014).

A TSST-1 foi descrita pela primeira vez por Todd, em 1978 em sete (07) criangas
que apresentavam eritema generalizado, febre, hipotensédo, diarreia e faléncia de
multiplos 6rgaos (TODD, 1988). Em 1980, muitos casos foram relatados em mulheres
jovens que usaram certos tipos de absorvente interno (BROOME et al., 1982). TSS é
devido a producdo de uma toxina por S. aureus, TSST-1. Em um estudo de 130 TSS
(REINGOLD et al., 1982) encontraram infeccdo de pele em 30% dos casos, foco
genital em 27% (ap0s parto ou aborto), foco pés operatério em 18% e em 13% a fonte
nao foi identificada.

A patogénese da TSST-1 esta ligada as propriedades dos superantigenos em
Toxinas de S. aureus, ou seja, ativacdo de maior niumero de linfocitos T resultando na
producdo de altos niveis de citocinas (DAUM et al., 2017). Alguns antibi6ticos que
atuam como inibidores da sintese de protéinas com propriedades anti-toxémicas
podem oferecer beneficios terapéuticos adicionais, associacfes de antibibticos
direcionados para a sintese de inibir a sintese de parede de células bacterianas
(oxacilina ou vancomicina) e antibidticos que inibem a sintese de proteinas
(clindamicina) (STEVENS et al., 2007).

Bebés com menos de 6 meses de idade séo protegidos do TSS devido ao alto
nivel de anticorpo materno TSST-1. Usando um ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA), os titulos de anticorpos IgG séricos para TSST-1 no Japdo foram
determinados. A percentagem de bebés ( < 6 meses) com titulos de anticorpos TSST-
1 positivos foi de 78,6%. Apenas 21% dos lactentes (6 a 12 meses) apresentaram
titulos positivos. Os titulos comecaram a aumentar novamente apos a idade de 3 anos;
os titulos aumentaram novamente provavelmente devido a colonizacdo nasal com
TSST-1 S.aureus via imunizacdo ativa e natural da cepa colonizadora (QUAN,
MORITA, KAWAKAMI, 2010).

No Japdo, Takahashi et al. (1988) relataram neonatos que desenvolveram
eritema generalizado e trombocitopenia na primeira semana de vida associados ao
TSST-1 de produtor de MRSA. Eles propdem a doenga exantematica semelhante a
sindrome do choque neonatal (NTED).

De acordo com o Centers for Disease Control (CDC, 2011), a sindrome do
choque toxico € caracterizada por sinais e sintomas como febre (38,9°C ou superior),

dermatose eritematosa difusa e descamacéo (1 a 2 semanas apods o inicio), erupgao
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cutanea), hipotenséo (pressao arterial sistélica <90 mmHg) e envolvimento de trés ou
mais Orgaos e sistemas.

A faléncia de mdultiplos 6rgéos e sistemas causada pelo TSST-1 se deve a uma
reacao exacerbada causada pela presenca de citocinas pro-inflamatorias liberadas
por ativacdo inespecifica de células T em concentracdes picomolares (KRAKAUER,
2019; TUFFS et al., 2019). O TSST-1 € um Super-Antigeno produzido e secretado por
S. aureus que pode ativar células TCD4 para produzir grandes quantidades de
citocinas (mediadores do processo inflamatdrio) e levar a uma resposta toxica
sistémica (CHEN et al., 2022).

Embora os casos relatados na literatura sobre a sindrome do choque toxico
sejam raros, todos séo clinicamente relevantes, como no caso da doenga envolvendo
criancas que tiveram complicacdes da gripe, ou apresentaram sintomas semelhantes
aos da gripe, e que tiveram, como consequéncia,o desenvolvimento de choque téxico.
Essas criancas apresentavam, no diagnéstico post-Morten, a presenca de
Staphylococcus aureus produtor de TSST-1 (MACDONALD et al., 1987).

Além disso, as cepas de S. aureus, circulam em populacdes humanas em
intervalos de aproximadamente 10 anos, possivelmente dependentes do estado
imunologico. As bactérias S. aureus produtoras de TSST-1 parecem estar
ressurgindo, sugerindo que a conscientizacdo do médico sobre esse surgimento e 0
historico de TSS devem ser intensificados (SCHLIEVERT et al., 2020).

A hipétese desse trabalho é que existem cepas produtoras de toxinas que podem
agravar o quadro dos pacientes acometidos por S. aureus. Este estudo pretendeu
verificar a incidéncia de cepas produtas de toxinas estafilocécicas A, C, TSST-1 de
material bioldgico obtidos de pacientes pediatricos e caracterizar o perfil de resisténcia
antimicrobiana. Com o objetivo geral de conscientizacdo da existéncia de cepas
produtoras de toxinas, e fornecer informacdes que possam subsidiar a equipe médica
nas medidas e estratégias de tratamento de quadros mais graves que possam surgir
pela presenca da toxinas.

Como objetivo especifico, caracterizar o perfil de resisténcia antimicrobiana das

cepas produtoras de toxinas.
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2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no servico de pediatria do Hospital Estadual Infantil e
Maternidade Dr. Alzir Bernardino Alves, HIMABA de Vila Velha, Espirito Santo, no
periodo de junho de 2021 a julho de 2022, em pacientes de 0 a 18 anos. Este estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Estadual Infantil e Maternidade Dr. Alzir
Bernardino Alves, HIMABA. O recrutamento por amostragem por conveniéncia, a

medida que os casos ocorriam.

2.1 Critérios de inclusao

Pacientes com lesds de peles incluindo abscessos, furanculos, hidradenite,
foliculite crénica, piomiosite, sindrome da pele escaldada. Além de pneumonias,

endocardite, osteomielite, pioartrite e sepse.

2.2 Critérios de exclusao

Pacientes com queimaduras, com alergia a antibidticos, Ulceras croénicas,

infeccdes de pele por presséo ou decubito e Ulceras isquémicas.

2.3 Coleta de dados

A coleta de amostras bioldgicas foi realizada de acordo com a necessidade do
quadro clinico de cada paciente, dentro de protocolos de rotina ja existentes. A coleta
de sangue foi realizada de acordo com as Recomendacdes da Sociedade Brasileira
de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial. Todos os participantes foram totalmente
informados sobre o estudo e assinaram os termos de consentimento informado. Um
questionario foi preenchido por um médico credenciado para cada caso, coletando
dados como idade, sexo, peso, doenca de base, caracteristicas da lesdo, uso de
antibioticos e estado geral do paciente. Dados de registros eletrénicos de saude (EHR)
como estado de saude do paciente, cuidados de saude e registro foram utilizados para

apoiar este estudo.

2.4 ldentificacdo de Staphylococcus spp.
O isolamento e identificacao fenotipica de Staphylococcus aureus foi realizado

por meio de um sistema automatizado, com o auxilio de cartbes do sistema Vitek®
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(BioMérieuxTM). Essa identificacdo € bioquimica e o sistema automatizado também

foi utilizado para determinar a resisténcia a antimicrobianos dos isolados.

2.5 ldentificacdo de cepas produtoras de enterotoxinas

A deteccao de toxinas superantigenas foi realizada no sobrenadante da cultura
de S. aureus obtido pela técnica de membrana sobre 4gar (HALLENDER, 1965). Para
a obtencéo do sobrenadante, apds obter uma cultura de 24h em Caldo Infuso Cérebro
Coracao (BHI) 0,5mL foram transferidos para a superficie de uma placa de Petri
preparada com 20 mL de agar BHI simples, acrescidas de 1% de extrato de levedura
e fosfato de potassio recoberta com uma membrana de didlise estéril (Spectra/por@
membrane MWCO 6-8.000) com igual diametro e submetida a incubacao por 24 horas
a 35-37°C.

ApoOs o periodo de incubacéo o crescimento foi recolhido com auxilio de uma
alca de Drigalski lavando a superficie da membrana com 2,5 mL de tampédo PBS
(0,02M e pH 7.4). A suspenséo de células resultante foi centrifugada sob refrigeracéo
a 4°C a 10.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e adicionadas 2 gotas
de Timerossol (1:10.000) como conservante e, em seguida analisado para a presenca
SE e de TSST-1 (ROBBINS et al., 1974). O controle positivo para a toxina testada e
seu respectivo antissoro foram gentilmente cedidos pelo Laboratério de Enterotoxinas
Estafilococicas da Fundacao Ezequiel Dias (Laborat6rio de Saude Publica-MG).

2.6 Teste de deteccdo de TSST-1
2.6.1 Preparo das placas de OSP

No método de OSP (“Optimum Sensivity Plate”) foram utilizadas placas de Petri
de dimensdes de 50 x 12 mm contendo 3mL de agar Noble (DIFCO). Apoés
solidificacdo do &gar sete orificios foram preparados utilizando modelo para a
perfuracao do agar (Food Research Institute - Madison, Wisconsin, EUA) (Figuras 1 e
2). O antissoro padrdo especifico para a TSST-1 foi inoculado no orificio central
(orificio 7), as toxinas padrao correspondentes nos dois orificios menores (orificio 1 e
4) e o0 sobrenadante da cultura e suas respectivas diluicdes (1:2, 1:4, 1:8) inoculadas
nos demais orificios (orificios 2, 3 5 e 6). As placas foram incubadas em camara umida
por 24 h a 35-37°C.
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2.6.2 Leitura

Reacdes positivas sdo determinadas pela formacdo de linhas de precipitina
entre os orificios contendo sobrenadante da cultura e o orificio central contendo o anti-

Soro.

Figura 1. Modelo segundo Food Research Institute (Madison, Wisconsin, EUA)
utilizado para perfuracéo dos orificios em agar Noble (mm).

Figura 2. Laboratério de Enterotoxinas de Alimentos-FUNED-MG.
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2.7 Teste de deteccao de SE

Cada sobrenadante obtido como acima descrito foi inoculado (500 microlitros)
nas barretes do sistema automatizado VIDAS-STAPH 2, e aplicado no aparelho. O
método imunoenziméatico VIDAS-STAPH 2, devido a sua elevada sensibilidade, foi o
método automatizado de escolha para determinar o potencial enterotoxigénico das
cepas isoladas e, para a identificacdo das enterotoxinas produzidas pelo
microrganismo foi utilizado como descrito acima o método Optimum Sensitive Plate
para as enterotoxinas SEA, SEB, SEC e SED (enterotoxinas A/B/C/D) segundo
Robbins et al. (1974).

O método VIDAS-STAPH 2 é destinado a deteccéo de SE classicas (A-E) em
matrizes alimenticias, e na avaliacdo do potencial enterotoxigénico do microrganismo.
Trata-se de um método qualitativo (presenca/auséncia) para uma sensibilidade de

0,25ng/g e quando positivo ndo discrimina o tipo de enterotoxina presente.
2.7.1 Principio do método:

A enzima do conjugado catalisa a reacdo de hidrélise do substrato resultando
num produto (4 metil-umbeliferona) cuja fluorescéncia emitida € medida a 450nm. Esta
fluorescéncia gera um valor para cada amostra testada. O valor da fluorescéncia
relativa (RFV) da amostra dividida pelo valor da fluorescéncia relativa (RFV) do
calibrador dard um valor de Teste (VT). Este valor € comparado com o valor limiar do
aparelho (0,13 que corresponde ao limite de deteccdo do método - 0,25ng/g). A curva
de calibracdo do aparelho gerada pelos padrdes do kit apresenta uma regressao linear
onde quanto maior o valor de VT maior é a quantidade de toxina presente na matriz

analisada
2.8 Andlise Estatistica

A andlise da descricdo dos dados foi realizada pela frequéncia observada,
porcentagem, valores minimos e maximos, medidas de tendéncia central e
variabilidade. O programa utilizado na analise foi o IBM SPSS Statistics versao 24. O
teste Exato de Fisher avaliou a associacao da identificacdo da toxina TSST-1 com
possiveis fatores de risco. Regresséao logistica multipla com o método de sele¢éo de
variaveis retrogradas associado a identificacdo da toxina TSST-1 com possiveis

fatores de risco. O nivel alfa de significancia utilizado em todas as analises foi de 5%.
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2.9 Resultados

Os dados relativos aos pacientes tornam-se uma ferramenta Gtil para avaliar o
estado de saude e/ou prestacdo de cuidados de rotina (EHRENSTEIN. et al., 2019,
KNEVEL; LIAO, 2022, FDA, 2022). Foram avaliados amostras biolégicas analisadas
de vinte e dois (22) pacientes que participaram do estudo, seus dados estédo
resumidos na Tabela 1.

A faixa etaria do paciente mais incidente foi de onze anos ou mais (com
36,36%). A porcentagem de 68,18% dos pacientes era do sexo masculino e o peso
médio de 22,73kg (DP 20,92kg). (Tabela 1)

Tabela 1. Descricéo da idade, sexo e peso do paciente

n %
1 ano ou menos 5 22,73
) ) 2 a5 anos 6 27,27
Faixa etaria
6 a 10 anos 3 13,64
11 anos ou mais 8 36,36
Feminino 07 31,82
Sexo _
Masculino 15 68,18
Minimo Méaximo Mediana Média (x DP)
Peso 4.,00-6,00 15,00 22,73 (+ 20,92

68,18% dos pacientes ndo apresentaram nenhuma doenca de base.
Pela caracteristica da lesdo (Figura 3), pb6de-se observar que a maioria
apresentou hiperemia local (53%) e calor local (53%), ja a presenca de flutuacéo foi

de menor incidéncia (6%).
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Hiperemia Calor local Dor moderada Dor leve Dorintensa  Presenca de
local flutuagao

Figura 3. Descri¢do das caracteristicas da lesao: Hipermia, calor, dor e flutuagéo (pele
subjacente se torna fina e com sensacéao de flutuacdo ao toque).

Houve necessidade de drenagem cirdrgica do abscesso (Figura 4) em 68% dos
pacientes que apresentaram abscesso, com drenagem cirdrgica do abscesso
correspondeu a 59% da amostra total.

- A. Cirurgico
B. Espontaneo
+ C. Pungdo estéril

+ D. Auséncia de informacdo

Figura 4. Formas de drenagem do abscesso.

Considerou-se que 50% dos pacientes apresentavam estado geral regular no

momento da admissao (Figura 5).

25



= BEG bom estado geral
= GEG grave estado geral

= REG regular estado geral

Figura 5. Descrigao do estado geral do paciente no momento da admisséo.

Avaliando as cepas isoladas do hospital, pode-se observar que o
Staphylococcus aureus foi mais resistente aos antibiéticos penicilina (68%) e a
oxacilina (54,55%) e menos resistente aos antibidticos Gentamicina e a
Sulfametoxazol (4,55%). (Figura 6).
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Figura 6. Perfil de resisténcia a antibiéticos de cepas de S.aureus isoladas no hospital.
(1. Ciprofloxacina, 2.Clindamicina, 3. Eritromicina, 4. Gentamicina, 5. Levofloxacina,
6. Oxacilina, 7. Penicilina, 8. Sulfametoxazol, 9. Trimetoprima, 10. Vancomicina)
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O antibiético de rotina hospitalar no HIMABA para o tratamento da infeccéo
cutanea por S.aureus foi a clindamicina (82% de sensibilidade).

A toxina TSST-1 (Figura 7) foi detectada em dois (2) pacientes (9%, 0,56 e 0,38
ng/ml). Outros dois (2) pacientes tiveram cepas com deteccao positiva de SEC (9%,
4,71 e, 4,91 ng/ml), enquanto SEA foi detectado em um (1) paciente (4,55%, 4,58
ng/ml).

TSST-1 9%

.

Sem informagdo 4%

Tragos de toxina
estafilocécicas 73%

= Tragos de toxina estafilocdcicas Sem informacgdo = SEA = SEC TSST-1

Figura 7. Identificac@o da toxina (Tracos de toxinas = presenca de toxinas porém sem
nivel consideravel para causar intoxicagao).

2.9.1 Descricdo dos quadros clinicos dos pacientes que foram detectados
S.aureus com producgéo de TSST-1, SEA E SEC.

Um dos pacientes com a identificacdo da toxina TSST-1 apresentava estado
geral regular, artrite piogénica localizada no quadril esquerdo com secrec¢éo purulenta,
hiperemia local, calor local, dor intensa no momento da internacdo. Como
procedimento para o tratamento do paciente, foi necessaria a drenagem do abscesso,
e 0 paciente recebeu uma combinacao dos antibidticos oxacilina e clindamicina. Este

paciente precisou de 15 dias de internacao (Tabela 2).
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O segundo paciente identificado com estirpe produtora de TSST-1 tinha uma
doenca subjacente, aumento da dilatagdo pielocalicinal da pelve renal, dermatite
atopica, convulsdo febril e crise epiléptica. Além disso, como secundario a um quadro
infeccioso, o paciente foi positivo para COVID-19. Neste caso, foi administrado
cefalexina para profilaxia de infeccdo urinaria devido ao menor ter ma formacéao
aparelho urinario (o S. aureus foi um achado de hemocultura), permanecendo 19 dias
internado. As cepas isoladas apresentaram sensibilidade de 80% a clindamicina.

No caso da estirpe produtora de SEA, 0 paciente apresentou secrecao
purulenta na lesdo, estado geral regular, recebeu drenagem cirdrgica do abscesso e
clindamicina, permanecendo internado por 10 dias.

Para os dois casos de SEC, o primeiro paciente apresentou estado geral
regular, paciente com histérico de trauma no tornozelo direito atendido 05 dias antes
e liberado e retornou com queixa de alergia, dor persistente de grande intensidade
no pé, edema calcaneo medial e lateral da face, calor local e limitacdo de carga no
membro. A paciente recebeu drenagem cirdrgica do abscesso e associacdo dos
antibioticos oxacilina e clindamicina, permanecendo internada por 6 dias.

No segundo caso de SEC, o paciente apresentou trauma no pé esquerdo com
presenca de derrame articular leve. Aumento da ecogenicidade e espessura da pele
e tecido subcutdneo associado a areas minimas de permeabilidade anecdide na
regido lateral do joelho direito - processo inflamatorio/infeccioso local. Além disso,
derrame pleural laminar bilateral, sinais leves de ascite de nefropatia aguda subaguda,
insuficiéncia valvular pulmonar, positivo para COVID-19. Recebeu tratamento com
diferentes antibidticos, observando a evolu¢cdo do paciente: oxacilina, depois
ceftriaxona e gentamicina e depois meropenem. O paciente permaneceu internado
por 2 meses e 4 dias.

Para o tratamento da infec¢cdo por S.aureus, o hospital utilizava de rotina
clindamicina ou oxacilina.

A relacéo positiva entre doenca de base e identificacdo de TSST-1 pode ser

vista na tabela 2:
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Tabela 1. Associagéo da identificacdo da toxina TSST-1 com outros fatores.

Identificacédo de toxina TSST-1

N&o Sim Valor p*
n % n %
Pacientes que possuem alguma Nao 11 73,33 3 60,00
doenca de base (ex: obesidade, 0,613
, . . Sim 4 26,67 2 40,00
hipertenséao arterial, diabetes...)
_ _ N&o 8 57,14 0 0,00
Hiperemia local 0,206
Sim 6 42,86 3 100,00
N&o 7 50,00 1 33,33
Calor local 0,999
Sim 7 50,00 2 66,67
Nao 7 50,00 2 66,67
Dor moderada 0,999
Caracteristicas Sim 7 50,00 1 33,33
da leséo Nao 12 85,71 3 100,00
Dor leve 0,999
Sim 2 14,29 0 0,00
Nao 9 64,29 1 33,33
Dor intensa 0,537
Sim 5 3571 2 66,67
Presenca de N&o 13 92,86 3 100,00 0.999
flutuacso Sim 1 714 0 0,00 ’
N&o 5 31,25 2 40,00
Presenca de abscesso _ 0,999
Sim 11 68,75 3 60,00
Pacientes que fizeram uso N&o 12 92,31 5 100,00 0.999
anterior de antibioticos Sim 1 769 O 0,00 ’
_ o Nao 14 93,33 5 100,00
Alergia a uso de antibiéticos ) 0,999
Sim 6,67 O 0,00
Pacientes que foram submetidos Nao 4 25,00 2 40,00 0.508
a drenagem do abscesso Sim 12 75,00 3 60,00 ’
Cirargica 10 83,33 3 100,00
Formas de drenagem do Espontanea 1 833 0 0,00 0.999
abscesso: Puncéo ’
_ 833 O 0,00
esteril
Nao 11 73,33 3 60,00 0,513
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Pacientes que precisaram do

dreno de penrose apods Sim 4 26,67 2 40,00
drenagem do abscesso
BEG bom
estado 7 43,75 1 20,00
geral
GEG grave
Estado geral do paciente no estado 2 12,50 1 20,00 0.649
momento da internacéo geral ’
REG
regular
43,75 3 60,00
estado
geral
. , N&o 8 50,00 4 80,00
Ciprofloxacina 0,338
Sim 8 50,00 1 20,00
_ o N&o 13 8125 4 80,00
Clindamicina _ 0,999
Sim 3 18,75 1 20,00
N&o 8 50,00 5 100,00
Eritromicina 0,111
Sim 8 50,00 O 0,00
o Nao 15 93,75 5 100,00
Staphylucoccus Gentamicina _ 0,999
Sim 1 6,25 0 0,00
aureus
_ _ N&o 8 50,00 4 80,00
resistente a Levofloxacina _ 0,338
o Sim 8 50,00 1 20,00
gual antibidtico
- N&o 7 43,75 2 40,00
no CSV Oxacilina _ 0,999
Sim 9 56,25 3 60,00
Nao 5 31,25 2 40,00
Penicilina 0,999
Sim 11 68,75 3 60,00
N&o 16 100,00 4 80,00
Sulfametoxazol 0,238
Sim 0 0,00 1 20,00
N&o 16 100,00 4 80,00
Trimetropim 0,238
Sim 0 0,00 1 20,00
Staphylucoccus N&o 13 86,67 3 60,00
Benzilpenicilina 0,249
aureus Sim 2 13,33 2 40,00
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resistente a Nao 11 73,33 3 60,00
... . Clindamicina 0,613
qgual antibidtico Sim 4 26,67 2 40,00
na FUNED N&o 0 000 O 0,00
Daptomicina -
Sim 15 100,00 5 100,00
Nao 7 46,67 5 100,00
Eritromicina 0,045
Sim 8 53,33 0 0,00
Nao 14 93,33 5 100,00
Gentamicina 0,999
Sim 1 6,67 0 0,00
Nao 8 53,33 4 80,00
Levofloxacina 0,603
Sim 7 46,67 1 20,00
Nao 3 20,00 1 20,00
Oxacilina 0,999
Sim 12 80,00 4 80,00
Nao 5 33,33 3 60,00
Penicilina 0,347
Sim 10 66,67 2 40,00
Nao 10 66,67 2 40,00
Teicoplamina 0,347
Sim 5 33,33 3 60,00
Nao 11 73,33 3 60,00
Vancomicina 0,613
Sim 4 26,67 2 40,00

(*) Teste Exato de Fisher; significativo se p < 0,050
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3. DISCUSSAO

Sabe-se que exotoxinas estafilococicas como TSST-1 e enterotoxinas
estafilococicas (SEs) A a E e G, enterotoxinas semelhantes a estafilococos (SEI) H a
X, estimulam o sistema imunolégico pela ativacéo de células T e inflamacao em varios
orgaos. Tem um papel significativo na patogénese de alguns disturbios pediatricos
principalmente no que diz respeito a apresentacao clinica de sepse e choque séptico
(MEMPEL et al., 2003, KRAKAUER, 2019, POPUGAILO et al., 2019, SCHLIEVERT
et al., 2021).

Os superantigenos como os produzidos pelo S. aureus geram uma producéo
exagerada de citocinas inflamatérias, maior que as produzidas por outros antigenos,
provocando choque toxico (MEMPEL et al., 2003, KRAKAUER, 2019, POPUGAILO et
al., 2019). As toxinas estafilococicas A e B, TSST-1, superestimulam o sistema
imunologico, além disso, superantigenos (SEA e SEB, respectivamente) podem
produzir efeitos colaterais graves. Por exemplo, os superantigenos estimulam 20 a
30% das células T produzindo, como resultado, a ativacdo de diferentes citocinas.
Além disso, diferentemente de outros antigenos, as toxinas estafilocécicas (SES)
podem se ligar como moléculas inteiras diretamente a maioria das principais
moléculas de histocompatibilidade classe Il do MHC e do complexo TCR do receptor
de células T juntamente com o receptor coestimulador CD28 e seus coligantes B7
(POPUGAILO et al.,, 2019, MUJTABA et al.,, 2021), que tem efeito de ativacao
predominantemente de células T CD4+, e células T CD8+, o0 que resulta em
proliferacédo celular e liberacdo de citocinas (KRAKAUER, 2019, POPUGAILO et al.,
2019). Isso resulta em inducdo excessiva de sinais inflamatérios e liberacdo de
citocinas, incluindo interleucina 2, interferon-y e fator de necrose tumoral que mediara
o choque toxico (KRAKAUER, 2019, POPUGAILO et al., 2019).

Comumente as infeccbes por S. aureus sdo iniciadas a partir de superficies
mucosas, onde as células epiteliais dominam essas barreiras (SCHLIEVERT et al.,
2019). No entanto, os queratinécitos humanos também séo estimulados para a
producdo de quimiocina inflamatoria na presenca de toxinas estafilococicas. TSST-1
e SEB estimulam interleucina-8 (IL-8), MIP-3 e IL-33. SPEA e SPEC induzem a
expressao de IL-8 corroborando a inflamacéao (SCHLIEVERT et al., 2020). Lamy et al.
(2012), estudaram 235 cepas estafilococicas isoladas de infeccdo de ferida: 51%,
abscesso: 21%, panaricio: 8%, pé diabético: 7% e furunculose: 3% de pacientes
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adultos para genes que codificam enterotoxina estafilococica A (mar), toxina da
sindrome do choque téxico 1 TTST-1, com identificacdo 22,1% de SEA, 13,2 % TTST-
1 Maina et al., (2012) demonstraram que SEA e SEC sao potentes toxinas
superantigénicas e eméticas.

Neste estudo, 2 pacientes (9%) com cepas isoladas de S aureus de abscessos
cutaneos foram positivos para SEC (4,71 e 4,91 ng/ml); 1 paciente (4,5%) de cepa
isolada de abscesso cutaneo foi positivo para SEA (4,58 ng/ml) ; 2 pacientes (9%)
com cepas positivas para TSST-1 foram isoladas de 1 caso de abscesso cutaneo
(TSST-1 0,38 ng/ml) e outra um achado de hemocultura de um paciente com dermatite
atopica (TSST-1 0,56 ng/ml).

Quanto a identificacdo da toxina superantigena, TSST-1 (9,09%) ambos o0s
pacientes permaneceram por longo tempo internados por 15 e 19 dias,
respectivamente.

Vu et. al. (2015) demonstraram experimentalmente usando coelhos brancos da
Nova Zelandia, que existe uma diminuicdo da tolerancia a glicose estimulada pela
toxina TSST1, com uma relacao positiva entre diabetes tipo Il, obesidade, inflamacé&o
sistémica aumentada e niveis elevados de endotoxinas na corrente sanguinea.

Neste estudo uma relacédo positiva entre a doenca subjacente como diabetes,
obesidade e hipertensao arterial e a identificacdo de TSST-1 pode ser observada na
tabela 2 (associacéo da identificacdo da toxina TSST-1 com outros fatores)

Noorbakhsh et al. (2021) avaliaram a incidéncia de TSST-1 ao longo de 2 anos,
estudando 44 criancas internadas em dois hospitais de referéncia nos hospitais
Rasoul Akram e Bahrami, em Teerd, Ird. Eles detectaram em 2 pacientes TSST-1
positivo, a partir de uma hemocultura positiva para S. aureus. Outros 6 pacientes
(14%) com hemoculturas negativas para S. aureus, também foram positivas para este
superantigeno. No trabalho do Hospital Estadual Infantil e Maternidade Dr. Alzir
Bernardino Alves, HIMABA de Vila Velha, Espirito Santo, no periodo de junho de 2021
a julho de 2022 (1 ano), em pacientes de 0 a 18 anos, em 22 pacientes (metade dos
pacientes de Noorbaksh), em 2 hemoculturas positivas para S.aureus foram
detectadas TSST-1. Essa comparacdo demonstra uma maior incidéncia no servigo do
HIMABA.

Miller et al. (2015), avaliaram o efeito da clindamicina versus trimetoprima-

sulfametoxazol para o tratamento de infec¢des cutdneas ndo complicadas. Eles ndo
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encontraram diferencas significativas, nem na eficacia nem nos efeitos colaterais dess
es antibioticos. Neste trabalho as cepas isoladas apresentaram maior sensibilidade
para gentamicina ao invés de oxacilina, podendo sugerir que o antibidtico gentamicina
(95%) pode ser outra opcédo a ser utilizado em associacdo com clindamicina. Além
disso, a eritromicina poderia ser o antibiético prescrito para cuidados domiciliares,
para abscessos cutaneos sem envolvimento sistémico, pois as cepas isoladas foram
100% sensiveis a esse antibidtico. Como também o sulfametoxazol e trimetoprim 95%
de sensibilidade, e apresenta melhor tolerancia a ingesta oral do que a eritromicina e
uma posologia com intervalos de oferta de 12/12 horas para manter os niveis
sanguineos em relacdo a eritromicina que deve ser ofertada de 6/6 horas

Das 22 cepas de S. aureus recuperadas, 2 (9%) produziram a toxina TSST-1
sendo mais sensiveis a gentamicina, sulfametoxazol trimetoprima e clindamicina.
Além disso, 2 (9%) pacientes detectaram S. aureus com producédo de SEC (4,71 e
4,91 ng/ml), enquanto SEA (4,58 ng/ml) foi observado em 1 paciente (4,55%). Sendo
ambas as cepas produtoras dessas toxinas SEA E SEC também apresentarem melhor
sensibilidade a gentamicina, sulfametoxazol trimetoprima e clindamicina.

Neste trabalho podemos sugerir que a associacdo entre um antibiotico
bactericida (oxacilina ou gentamicina) com um antibidtico bacteriostatico
(clindamicina), possa ser uma boa escolha para o tratamento parenteral dos pacientes
internados (atuando na lise da bactéria quanto na producéo de toxinas), ao invés de
uma terapia com apenas um antibidtico. E na alta desses pacientes, para
complementacdo do tratamento quando se fizer necessario, 0 uso enteral de
eritromicina pode ser sugerido como escolha nos pacientes com alergia a
sulfametoxazol trimetoprima, pois ambos apresentam mesma sensibilidade in vitro.

Enquanto um antigeno peptidico convencional estimula apenas 1 a cada 105
linfécitos circulantes capazes de reconhecer cada epitopo estrutural exclusivo, um
superantigeno (p.ex., toxina as sindrome do choque-téxico-d1 de Staphylococcus
aureus, que se liga a regido V-beta-2 das células T), consegue estimular até 10 a 20%
de toda a populacao de linfocitos como de macréfagos que, por sua vez, leva a sintese
e liberacdo descontrolada de citocinas inflamatérias. A imunoativacdo induzida pelo
superantigeno pode terminar em choque séptico, se 0 processo néo for controlado
(LAROSA, OPAL, 2011).

Uma melhor compreenséo do papel das toxinas, durante os diferentes estagios

da infeccdo pode nos permitir planejar com precisdo medicamentos, vacinas anti
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toxinas ou intervencdes terapéuticas na regulacédo bacteriana (L.BETTIN, LORENA,
2021).

A identificacdo da toxina estafilococica ndo faz parte da rotina do hospital
HIMABA. No entanto, pode-se observar que a identificacdo desses superantigenos
aumenta o tempo de internacdo do paciente. Podendo ser mais patogénica em
pacientes com doengas de base associadas. E tivemos em comparagao a outro
servico uma percentagem maior de presenca da TSST-1, que pode levar a quadros
graves como a sindrome da resposta inflamatoéria sistémica, choque e faléncia de
multiplos 6rgéos. Por esse mesmo motivo, é interessante a proposta de associagao
de antibiéticos bacteriostaticos (inibem producéo proteinas) e bactericidas. (levando a
lesdo da bactéria).
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4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados encontrados “in vitro” neste trabalho, para
adequacao da prescricdo antibiotica deve-se utilizar uma associacao de antibiéticos
bacteriostaticos (inibem producdo proteinas) e bactericidas (levando a lesdo da
bactéria). A associa¢ao da clindamicina — bacteriostatico — (82% sensibilidade) com a
gentamicina — bactericida - (95,45% sensibilidade) in vitro, pode se mostrar melhor
escolha a associagdo com a oxacilina — bactericida — ( 55% sensibilidade).

5. PERSPECTIVAS

Atualmente o tratamento do choque séptico na maioria dos servigcos € realizado
pelo uso de antibiéticos, terapia de suporte com a administracdo de expansores de
solugbes de cristaloides e em alguns casos com plasma e albumina, agentes
vasopressores e ocasionalmente esteroides (lesdo de supra-renal), horménios da
tireoide (lesdo de tiredide). No passado realizava-se também exsanguineo- transfuséo
nesses pacientes, e hoje em determinados quadros a plasmaferese, e nos casos que
evoluem com insuficiéncia renal a hemodialise e hoje principalmente a hemodilise
continua através do sistema Prismax, que retira também marcadores inflamatérios
gue pioram a condicdo do paciente.

Recentemente, o0s tratamentos anti-viruléncia, que neutraliza direta ou
indiretamente as toxinas de S.aureus mostraram-se promissores. As toxinas sao
estruturas proteicas extra-celulares que aumentam a patogenicidade. Curiosamente,
algumas dessas toxinas foram detectadas em infeccbes por MRSA com mais
frequéncia do que em casos nao MRSA (MANSUR et al., 2021).

Tratamentos alternativos representam um campo promissor de investigacéo
devido a falta de novas classes de antibidticos. Drogas com analagos sintéticos que
poderiam inibir os fatores de viruléncia. Novas opg¢fes estdo agora em estudo com
foco em moléculas ou compostos bioldgicos para interferir com toxinas, constituindo
uma nova geracdo de tratamentos anti-estafilococicos promissores: Anticorpos
(imunizagdo passiva, forneceria tratamento imediato para pacientes infectados,
reduzindo assim a gravidade das infec¢des por S.aureus ); Nanoparticulas (imitam

membranas celulares, como lipossomos, no sequestro de toxinas bacterianas);
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Peptideos inibidores de RNA 1l (reduzem a expressdo da toxina, bem como outros
fatores de viruléncia); Peptideos antimicrobianos (AMPs) (Fazem parte da imunidade
nata de praticamente todos os organismos vivos, possuem um amplo espectro de
atividade bacteriana, mas também podem exibir atividades antitoxinas); Compostos
naturais (ciclodextrina modificado = IB201; aloe emodina; apigenina (composto salsa);
hidrato de morina flavanoide da Maclura pomifera (laranja Osage), folhas de Psidium
guajava (goiaba comum) e outras) (MANSUR et al., 2021).

Apesar de inUmeras tentativas, atualmente ndo ha vacinacdo contra S.aureus.
Durante a colonizacao e infeccdo do hospedeiro 0 S.aureus secreta uma dampla
gama de toxinas, o que representa um desafio para a producgéo de vacinas. Ainda em
pesquisa encontramos: IBT-V02: vacina multivalente (heptavalente = alfa hemolisina,
PVL (leucocidina Panton-Valentine), enterotoxinas A e B, TSST-1 entre outras), gera
uma resposta de anticorpos que apresenta reacdo cruzada com 12 a 15 toxinas de
S.aureus (Karauzun H,, et al, 2013); Penta Staph da Glaxo Smith Kline (antigeno PVL);
STEBVax (SEB), impede a interagdo da toxina com o complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe Il (CHEN et al., 2016); Também em pesquisa uma
variante TSST-1 recombinante (ROETZER et.al, 2017).

Antibidticos bacteriostaticos limitam o crescimento de bactérias por interferirem
com a producao de proteina, a replicacdo do DNA ou outros aspectos do metabolismo
celular (impede a multiplicacdo bacteriana). Os agentes bacteriostaticos sao
frequentemente inibidores de sintese proteica e atuam por ligacdo aos ribossomas,
sendo assim também inibindo a sintese de toxinas, que sédo proteinas. Antibioticos
bactericidas sdo aqueles capazes de matar ou lesar a irreversivelmente a bactéria,
como a penicilina que interfere na sintese da parede da bactéria. A adequacéo da
prescricdo de antibioticos ndo é apenas essencial para o cuidado do paciente, mas
também contribui para o controle para limitar a propagacéo microbiana.

O problema da resisténcia aos antibioticos, requerem o desenvolvimento de
novas drogas terapéuticas que funcionem em principios distintos daqueles atualmente
disponiveis para os antibiéticos. As terapias antitoxinas visam doencas que sao mais
perigosas para 0 paciente, pneumonias, osteomielite, sepse, endocardite e tem a
capacidade de aumentar as chances de sobrevivéncia. Um dos beneficios desses
tratamentos anti-toxina é seu uso em conjunto com antibiéticos para combater as

infecgbes mais graves. No entanto, o potencial dos tratamentos com antitoxinas para
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combater a resisténcia aos antibioticos sem exercer pressao seletiva severa sobre a

populacao bacteriana precisa de mais investigacao (SILVEIRA, PERES, 2017).
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