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V piispévku prezentujeme zkusenosti NRL pro stafylokoky CEM SZU (NRL/St) se sledovanim genu etd, kédu-
jiciho exfoliatin typu D ve dvou souborech kmenil S. aureus. Prvni zahrnoval 5449 kment Cerstvé izolovanych
z klinického materidlu zaslanych do NRL/St v letech 2015-2020. Pfitomnost etd genu byla potvrzena u 42 (0,8 %)
kmenii. Druhym souborem byly kmeny z laboratorni sbirky NRL/St, v které bylo v letech 2004—2014 zakonzer-
vovano 507 kmend pozitivnich na Pantonfiv-Valentiniv leukocidin (PVL). V tomto souboru byla pozitivita etd
zjiSténa u 16 (3,2 %) kment.

Dale byly u téchto kmeni sledovany geny pro exfoliatiny A a B, zdkladni enterotoxiny A-D, toxin syndromu to-
xického Soku TSST-1, PVL a mecA gen kodujici rezistenci k oxacilinu. V obou souborech nepochazela naprosta
vétSina kmeni z puchyi, jak je to obvyklé u kmeni s produkci exfoliatinit A a B, ale z jiného klinického materialu.
Nejcastéji to byly zhnisané rany a abscesy.

The article presents the experience of the National Reference Laboratory for Staphylococci, Centre for Epidemio-
logy and Microbiology, National Institute of Public Health (NRL/St) with the detection of the erd gene encoding
exfoliative toxin D in two sets of S. aureus strains. Set 1 included 5449 strains freshly isolated from clinical spe-
cimens referred to the NRL/St in 2015-2020. The etd gene was confirmed in 42 (0.8%) strains. Set 2 consisted of
507 Panton-Valentine leukocidin (PVL) producing strains from 2004-2014 available in the NRL/St collection. The
etd gene was detected in 16 (3.2%) of them.

Both sets were also tested for the genes encoding exfoliative toxins A and B, basic enterotoxins A-D, toxic shock
syndrome toxin TSST-1, PVL, and mecA encoding resistance to oxacillin. Most strains in both sets came from
specimens other than blisters unlike exfoliative toxin A and B producing strains and were most often collected from

purulent wounds and abscesses.
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UVOD

Exfoliatin (t€Z epidermalni toxin) je dtlezitym faktorem
virulence asi u 5 % kment Staphylococcus aureus izolova-
nych z humanniho klinického materidlu [1]. Kmeny, které
puchytnaté onemocnéni novorozencid (pemhigus neonato-
rum — PON). Vyskytuje se hlavné u kojenct, ale i u mladsich
déti, obvykle do 5 let véku. Projevuje se vysevem drobnych
puchyit pfedevsim v tfislech a v podpaZzi, pfi komplikacich
dochazi ke konjuktivitiddm, omfalitidim a panariciim.

Vzacné se miiZe tato infekce vyskytnout ve své nejhorsi for-
mé, kdy dochdzi k syndromu opatené kiize (Staphylococcal
Skin Scalded Syndrome — SSSS). Tato Zivot ohroZujici
détska infekce je t€Z oznacovan jako Ritterova choroba po-
dle pediatra G. R. von Rittershaina, ktery prvni popsal v r.
1878 puchyrinatd onemocnéni u kojencti v détské nemocnici
nalezince v Praze na Karlove [2]. Onemocnéni zacina scarla-
tinoformnim exantémem, nasleduje vysev puchyid, dochizi
k rozsédhlym erozim a k deskvamaci vrchni vrstvy pokozky
v carech na velké ¢asti téla. Toxicka epidermolyza se mtiZze
vyskytnout i u imunitné kompromitovanych dospélych osob
ve formé buldzniho impetiga. Exfoliatin pozitivni kmeny
byvaji izolovany také ze stérii zhnisanych ran, z abscest
a dal§iho klinického materidlu.

Exfoliatin (ET) je pomérné€ jednoduchy stafylokokovy
exoprotein, po chemické strance je to proteolyticka serinova
peptidaza. Obsahuje priblizné 220 aminokyselin, relativni
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Tabulka 1: Pfitomnost dalSich faktori virulence u 42 kmenu S. aureus pozitivnich na exfoliatin typu D ze souboru 5449 klinickych kment

S. aureus z let 2015-2020 (metoda PCR)
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Graf 2: Distribuce kmen( S. aureus pozitivnich na exfoliatin typu D

celkem z obou sledovanych souborii podle materidlu

Graf 1: Pfitomnost dalSich faktorti virulence u 42 kment S. aureus

pozitivnich na exfoliatin typu D (ETD) ze souboru 5 449 klinickych

kment S. aureus z let 2015-2020 (metoda PCR)
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humanniho klinického materialu v r. 2002 [10]. Gen etd,
ktery kéduje jeho produkci, je lokalizovan na ostrovu pato-
genity v chromozonu spole¢né s genem pro dalsi exoprodukt
EDIN-B. Sekvence aminokyselin ETD vykazuje 40% ho-
mologii s ETA a 59% s ETB. Podobné jako ETB je i ETD
termolabilni. JiZ v prvnich studiich se zjistilo, Ze kmeny
s produkci ETD, byly izolovany spiSe ze zhnisanych ran
nez z puchyfd, jak je to obvyklé u producentit ETA a ETB.

Poslednim dosud rozpoznanym je exfoliatin E z roku
2019. Kmeny S. aureus, které ho produkuji, vyvolavaji
mastitidy u ovei [11].

Produkce exfoliatini neni vylu¢nou vlastnosti kment
S. aureus, jsou znamy exfoliatiny u dalSich koaguldza
pozitivnich kment S. intermedius, S. pseudintermedius
a S. hyicus [napt. 12]. V r. 2020 byla zjisténa brnénskymi
bakteriology pritomnost genu kédujiciho exfoliatin u kment
S. delphini izolovanych od tuc¢niaka v Antarktidé [13].

MATERIAL
Kmeny Staphylococcus aureus

Ve studii jsou zpracovany vysledky sledovani ptitomnosti
genu etd u 5449 kment S. aureus, které byly zaslany do NRL
pro stafylokoky CEM SZU (NRL/St) ke zjisténi toxigenity
7 90 bakteriologickych pracovist celé nasi republiky v letech
2015-2020. Druhym souborem, v kterém byla pfitomnost
genu etd zjiStovana, bylo 507 kment S. aureus pozitivnich
na Pantontv-Valentintv leukocidin (PVL) z laboratorni
kryosbirky NRL/St, které byly zakonzervovany v letech
2004-2014.

METODY

Identita kment S. aureus byla ovéfena testem na zjis-
téni produkce hyaluronidizy [14] a PCR reakci detekujici
pritomnost genu nuc, ktery kéduje produkci termostabilni
nukledzy. Od roku 2011 identifikujeme stafylokokové kmeny
také metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF, ktera
dokaze kmeny S. aureus velice spolehlivé potvrdit.

Pfitomnost genu etd, kddujiciho exfoliatin D, byla dete-
kovana multiplex PCR reakci [15]. Podobné byla zjisStovana
pritomnost genti pro dalsi dva exfoliatiny ETA a ETB, pro
zékladni enterotoxiny typl A, B, C a D, toxin syndromu
toxického Soku TSST-1 a Pantontiv-Valentinliv leukocidin
(PVL). Daéle byl sledovan mecA gen, kédujici rezistenci
k oxacilinu (ptivodné k meticilinu) a dal§im -laktamovym
antibiotikiim u meticilin-rezistentnich kmentd S. aureus
(MRSA).

Tabulka 2: Pfitomnost genu etd kddujiciho exfoliatin D a mecA
genu u 507 kmen( S. aureus pozitivnich na Pantondv-Valentiniiv
leukocidin (PVL) z laboratorni sbirky z let 2004-2014 (metoda PCR)

PVL ETD MRSA pocet kmenti (procento)
+ - - 491 (96,8 %)
+ + - 6 (1,2 %)
+ + + 10 (2,0 %)
celkem 507

*) Geny pro exfoliatiny A a B, enterotoxiny A — D a toxin syndromu
toxického Soku TSST-1 nebyly zjiStény

VYSLEDKY

Ze souboru 5449 kmeni z let 2015-2020 bylo zjiste-
no 42 kmeni pozitivnich na ETD, coZ ¢ini 0,8 %. Z téch
u 28 kmeni nebyly zachyceny geny dalSich toxint, 9 kment
bylo pozitivnich i na PVL, 3 kmeny produkovaly navic en-
terotoxin B a po jednom kmeni byla zji§téna pozitivita také
na enterotoxin D a TSST-1. Celkem 6 kment bylo MRSA,
tyto v§echny produkovaly i PVL toxin (tabulka 1 a graf 1).

Z 507 PVL pozitivnich kmeni druhého souboru, které
mame uloZené v laboratorni kryosbirce z let 2004-2014,
jsme gen etd potvrdili u 16 kment (3,2 %), z téch bylo
10 MRSA. U Zadného z téchto kmend jsme nenalezli pfi-
tomnost genti kddujicich exfoliatiny A a B, toxin TSST-1
a zékladni enterotoxiny A-D (tabulka 2).

Celkem bylo na erd pozitivnich 58 z 5956 sledovanych
kmenii obou souborii, coz ¢ini 1,0 %. Nezjistili jsme ani
jeden kmen, ktery by vedle ETD byl pozitivni i na néktery
z dalsich exfoliatind ETA a ETB.

Podle materidlu, ze kterého byly kmeny z obou souborti
izolovany, byly rozdéleny do tii kategorii. V prvni, oznace-
né ,.hnis*“ byly kmeny ze stérl infikovanych ran, z abscest,
furunkld, pistéli, punktatd a zhnisanych spalenin. Téch bylo
38, tedy dvé tietiny z pozitivnich. Dalsi skupinu tvorily
kmeny z hemokultur, kterych bylo celkem 11 (19,0 %
z pozitivnich). Déle bylo po jednom kmeni z pemphiga,
puchyfe, moce a nemocni¢niho prostfedi, 5 zbyvajicich
z vytéri nost a ze sputa bylo zafazeno do skupiny ,,ostatni*
(tabulka 3 a graf 2).

Podle lokalit, z kterych nam byly ETD pozitivni
kmeny zaslany, jich bylo nejvice z Odd¢€leni 1ékarské
mikrobiologie v Hofovicich (20 kmenil) a po péti kme-
nech z Oddéleni klinické mikrobiologie FN Bulovka
v Praze a z Laboratofe klinické mikrobiologie Nemocnice
v Ceskych Budgjovicich.

Tabulka 3: Distribuce kmen S. aureus pozitivnich na exfoliatin typu D celkem z obou sledovanych souborii podle materilu

Hnis *) hemokultura pemhigus, puchyf

mo¢

prostredi **) ostatni #) celkem

38 11 2

1 1 5 58

*) hnis -— stéry z infikovanych ran, z absces(, furunkld, pistéli, punktatl a zhnisanych spalenin; **) prostfedi — operacni stolek; #) ostatni — vytéry

nosu, sputum
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DISKUZE

Vyskyt kmeni s exfoliatinem D je vzacnéjsi nez s typy
A a B. Z celého souboru 5956 sledovanych kment bylo na
gen etd pozitivnich jedno procento. U exfoliatinu A a B se
v literatufe uvadi 5 % pozitivnich [1], v nasem souboru 9 626
klinickych kmenii z let 1998-2019 jsme zjistily pozitivitu
na eta a/nebo etb u 9,5 % [8].

Podle pfitomnosti genu etd ovSem nelze konstatovat, Ze
kmen ETD produkuje. V prvni japonské praci [10] je prezen-
tovano 12 producentti ETD z 18 kment pozitivnich na etd. Pro
porovnani miZeme uvést, Ze z asi 200 kmend, u kterych jsme
zjistovali pfitomnost gentl efa a/nebo etb a také produkci ETA
a ETB latexovym testem, byla u v8ech potvrzena.

Shodné s japonskymi autory [10] a dalsi literaturou
jsme zjistili, Ze vétsina naSich etd pozitivnich kment byla
izolovana z jinych neZ puchyrnatych infekci, nejcastéji ze
zhnisanych ran a abscest. Z 58 ETD pozitivnich kment
z obou sledovanych souborti, byl jen jeden kmen izolovan
z pemphiga a jeden z puchyfe, ale v tom pfipadé se jednalo
o smiSenou infekci s producentem exfoliatinu A.

Vzacny nélez spolecné produkce ETD a enterotoxint
A-D nebo TSST-1 je rovnéZ v souhlase s literaturou [10],
tfi kmeny s kombinaci ETD a enterotoxinu B pochézely
7 jedné lokality, je tedy moZné, Ze se jednalo o stejny klon.

Nenasli jsme ani jediny ETD pozitivni kmen, ktery by
obsahoval i geny pro ETA a/nebo ETB. Tuto skuteCnost
jsme zjistili 1 v nasi spolecné predchozi praci s Oddélenim
genetiky a molekularni biologie Prirodovédecké fakulty
Masarykovy univerzity [7].

Z celku 58 ETD pozitivnich kment bylo 16 MRSA
(27,6 %). To je zasadni rozdil oproti nasim vysledkim
s kmeny produkujicimi ETA a/nebo ETB: v souboru
846 kment z let 2007-2020 jsme ani v jednom piipadé
pritomnost mecA genu neprokazali.

ZAVER

Vedle Castéji se vyskytujicich kmena S. aureus s produkci
exfoliatind A a B vyvolavaji i kmeny pozitivni na exfoliatin D
infekce kiZze a mékkych tkani. V celku 5956 kment z naSich
dvou souborti kmeni z klinického materialu zaslanych do NRL
pro stafylokoky 2004-2020 jsme pfitomnost genu etd, ktery
exfoliatin D kéduje, zjistili u 58 (1,0 %) kmend. Zadny z nich
neprodukoval exfoliatiny A a B. Neceld polovina z pozitivnich
produkovala i Pantontiv-Valentintiv leukocidin, z nich 2/3 byly
MRSA. Kombinace s toxinem TSST-1 a enterotoxiny B a D
byla ojedinéla. V souhlase s literaturou vétSina té€chto kment
pochazela z jiného klinického materidlu neZ z puchyii, jak je
to obvyklé u kment produkujicich exfoliatiny A a B.

PODEKOVANI

Autofi dékuji svym byvalym spolupracovnicim, které
se na této problematice podilely.

Dé¢kujeme i vSem kolegiim z terénnich laboratofi, kteti
nam kmeny zasilaji.
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