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— Souhrn * Summary

Exfoliatin je stafylokokovy proteolyticky exoprotein, ktery je vlastni pti¢inou epidermolytickych infekci, zejména
u novorozenct a malych déti, ale i u dospé€lych jedinch se sniZenou imunitou. Nejcastéjsimi ptivodci lidskych
epidermolyz jsou v nasi republice kmeny S. aureus s produkci exfoliatinu A a/nebo B. Sledovali jsme produkci
exfoliatinu u témér 14 000 kment zaslanych ke zjisténi toxigenity do NRL pro stafylokoky v letech 1998-2019.
Dale jsou stru¢né popsany vybrané hromadné vyskyty puchyifnatého onemocnéni novorozenct, u nichZ bylo etio-
logické agens potvrzeno. Z celku 43 hromadnych vyskyti za uvedené obdobi vyvolaly v 35 pfipadech epidemii
kmeny s produkci exfoliatinu A, v jednom pfipadé kmeny s produkci exfoliatinu B. Ve zbyvajicich 7 vyskytech
byly piivodcem kmeny s produkci obou téchto exfoliatind.

Exfoliatin, a staphylococcal proteolytic exoprotein, is the cause of epidermolytic infections mainly in newborn and
small children but also in immunocompromised adults. In the Czech Republic, the most common agents of human
epidermolysis are exfoliatin A and/or B producing strains of S. aureus. The article deals with exfoliatin production
in ca 14 000 strains referred to the National Reference Laboratory for Staphylococci for toxigenicity testing in
1998-2019. Selected outbreaks of neonatal blistering disease where the etiological agent was confirmed are briefly
described. Of 43 outbreaks recorded in the study period, 35 were caused by exfoliatin A producing strains, one by
exfoliatin B producing strain, and seven by strains producing both A and B exfoliatins.
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UVOD

Kmeny Staphylococcus aureus produkujici exfoliativni
toxin (ET), nazyvany téZ exfoliatin, vyvolavaji koZni infekce —
epidermolyzy. Exfoliatiny jsou serinové proteazy, cilovym
mistem u¢inku ET je vrstva stratum granulosum v pokozZce.
Toxicka epidermolyza se vyskytuje prevazné u déti do 5 let.
V nejmirnéjsi podobé dojde k vysevu skarlatiniformniho
exantému. Nejcastéjsi formou je puchyinaté onemocnéni
novorozencil (PON — pemphigus neonatorum), kdy dochazi
k vysevu koZnich puchytkd. Komplikaci této infekce mohou
byt konjuktivitidy, panaricia, omphalitidy, pfipadné az sepse
a osteomyelitidy. Lokalizovana forma epidermolytickych
infekcei se vyskytuje i u imunitné oslabenych starSich déti
nebo dospélych ve formé bul6zniho impetiga [1].

Je historickou zajimavosti, Ze PON poprvé popsal v roce
1878 pediatr baron Gottfried Ritter von Rittershain u 297
kojenct hospitalizovanych v pribéhu 10 let sledovani v détské
nemocnici na Karlové, kterd byla soucasti prazského nalezince
[2]. Onemocnéni nazval ,,dermatitis exfoliativa neonatorum*,
ale neznal piivodce. Toho popsal v roce 1891 Almquist [3].
Gram-pozitivni bakterii nazval Micrococcus pemphigi neona-
torum. Brzo se zjistilo, Ze je to Staphylococcus aureus, ktery
byl popsdn Rosenbachem uz 1884 [4].

Generalizovanou formou onemocnéni je velice zavaz-
né onemocnéni: stafylokokovy syndrom opatené kize,
(,,Staphylococcal Scalded Skin Syndrom* SSSS — téZ
Ritterova choroba, pojmenovana podle prazského némecké-
ho pediatra). Projevuje se vznikem puchyit, rozsahlych erozi
a odlupovanim povrchovych vrstev pokozky v carech [5].
Pro uspésnou 1é¢bu je diilezita rychla laboratorni diagnos-
tika, kterd umoZni promptni nasazeni protistafylokokové
antibiotické terapie. Podobné jako PON se SSSS primarné
vyskytuje u kojencti a malych déti. Mortalita se udava 4 %
[18]. MiZe se vSak objevit i u dospélych, zvlaste u starsich
osob, u kterych se uvadi mortalita vétsi nez 60 % [18].

Shodné klinické priznaky méa toxicka epidermalni
nekrolyza (TEN) — Lyelltiv syndrom. Ten vznika jako cy-
totoxickd buné¢na imunopatologicka reakce na nékteré 1éky
(antibiotika, sulfonamidy, barbituraty, a j.). Lyelltiv syndrom
je vzacnd, nicméné Zivot ohroZujici infekce s mortalitou aZ
55 %. Antibiotiky se neléci [19].

EXFOLIATIVNI TOXINY

Podle literarnich idajt jsou exfoliatiny produkovany asi
péti procenty kmenil S. aureus izolovanych z humanniho

materidlu [6]. Dnes je zndmo u S. aureus 5 typt ET. Lidské

epidermolyzy jsou, alesponi v Evropé, nejcastéji zptisobeny
dvéma sérotypy A (ETA) a B (ETB) [6]. Exfoliatin C (ETC)
byl zji§té€n u kmene izolovaného z koZni eroze koné postiZe-
ného flegmoénou [7]. Exfoliatin D (ETD) byl popsan u kment
z huménniho materidlu v roce 2002 [8]. Hraje patogenni
roli v §irSim spektru stafylokokovych infekci nez pouze
impetigo a SSSS. V loiiském roce byl u kmenti S. aureus,
které zptisobily mastitidy u ovci, popsan exfoliatin E [9].

Existence exfoliatinil byla zjiSténa i u koagulaza-pozi-
tivnich stafylokokt skupiny SIG (S. intermedius group).
V roce 1998 byla publikovdna piitomnost exfoliativnich
toxin{ u druhu Staphylococcus hyicus. Kmeny jsou ptivodci
exudativnich epidermitid u prasete domaciho [10]. Nékteré
kmeny Staphylococcus intermedius produkuji exfoliativni
toxiny, které zptisobuji pyodermie u psii [11]. V roce 2009
byl popséan exfoliatin EXI u kment Staphylococcus pseu-
dintermedius [12]. UpIné recentné byla zji§téna brnénskymi
bakteriology piitomnost genu kddujiciho exfoliatin u kment
S. delphini z Antarktidy [13].

Z chemického pohledu jsou exfoliatiny jednoduché
proteiny, toxin ETA je tvofen 242 aminokyselinami a ETB
246 aminokyselinami. Relativni molekulova hmotnost je
priblizné 27 kDa, tj. asi jako u stafylokokovych enterotoxint.
Jsou zndmé kompletni sekvence obou gent a jejich vzajemna
sekvenéni homologie je 40 % [5]. Oba sérotypy se lisi odol-
nosti ke zvySené teploté: ETB je termolabilni, kdeZto ETA si
zachovava svou funkci i po tficetiminutovém zahtati na 60 °C
[5]. Oba toxiny se vSak vyznacuji shodnymi biologickymi
a patofyziologickymi vlastnostmi, coZ bylo potvrzeno expe-
rimenty provedenych na novorozenych myskach. Exfoliatiny
jsou proteolytické, serinové peptidazy. Jejich ucinky jsou
druhové specifické, plisobi na lidi, opice a mysi, ale nikoliv
na krysy, kréliky, morcata a kufata. Nékteré kmeny mohou
produkovat oba tyto sérotypy soucasné. Lékarské studie
naznacuji, Ze kmeny produkujici ETB jsou agresivnéjsi,
a Cast&ji zpusobuji generalizovany SSSS. Rozdilna je geo-
grafickd distribuce jednotlivych ET sérotyptl. Na americkém
a evropském kontinentu prevazuji kmeny s produkci ETA,
v Japonsku pfevazuje vyskyt producenti ETB [5].

Genetické determinanty exfoliatindl jsou lokalizovany
na riznych mistech genomu a jsou asociovany s mobilnimi
genetickymi elementy. Gen efa kédujici ETA je soucasti
profaga a lokalizovan na chromozomu, gen etb kodujici ETB
je umistén na 42kb plasmidu spolu s geny kédujicimi dalsi
faktory virulence, napt. rezistenci ke kadmiu [1].

Nekteré studie fadi exfoliatiny A a B k superantigentim

jako jsou stafylokokové enterotoxiny a toxin syndromu
toxického Soku TSST-1 [14].

MATERIAL A METODY

Kmeny S. aureus, které byly do NRL pro stafylokoky
(NRL/St) zaslany ke zjisténi produkce exfoliatind, resp. pritom-
nosti kodujicich gend, pochazely z oddéleni klinické mikrobio-
logie nemocnic ze vSech krajit CR i ze soukromych laboratofi.
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Prvni metodou, kterd byla ke zjiSté€ni pfitomnosti pro-
dukce ETA a ETB v NRL/St zavedena, byla reverzni pa-
sivni latexova aglutinace (RPLA). Pracovali jsme se setem
EXT- RPLA “Seiken” (Denka Seiken, Japonsko), ktery
pouziva latexové partikule senzibilizované monoklonélni-
mi protildtkami proti ETA a ETB. Citlivost tohoto testu je
1-2 ng toxinu/ml.

Od roku 2016 pouZivime metodu PCR, pomoci které
detekujeme pritomnost genll eta, etb a etd kodujicich pro-
dukci ETA, ETB a ETD.

VYSLEDKY A DISKUZE

Produkce exfoliatini, resp. pritomnost genu kédujicich
exfoliatiny

Metodou RPLA bylo v rozmezi let 1998-2016 vySetieno
9626 klinickych kmenti S. aureus. Na produkci exfoliati-
nd A a B bylo celkem pozitivnich 918 (9,53 %) kment,
z toho 738 (7,67 %) produkovalo ETA, 36 (0,37 %) ETB
a 147 (1,50 %) kment bylo pozitivnich na ETA a ETB do-
hromady (Tabulka 1). Tyto pocty jsou vyS$$i neZ v literature
udavanych 5 %, protoZe do NRL jsou zasilany klinické
kmeny, u nichZ je pravdépodobnost pozitivity vétsi. V ta-
bulce jsou uvedeny vSechny vysetfené kmeny, tzn. relativni
Cetnost exfoliatin pozitivnich kment v jednotlivych letech
je ovlivnéna poctem izolatl zaslanych z epidemii. Metodou
RPLA 1ze semikvantitativné zjistit intenzitu produkce: u vét-
Siny kmend, které byly zaslany z epidemii PON, se jednalo
o hyperproducenta exfoliatinu.

Metodou PCR byla v letech 2016-2019 sledovéna pii-
tomnost genll pro ETA, ETB a ETD u 4340 kment S. aureus.
Pozitivnich na exfoliatiny bylo 289, tj. 6,65 %. Z toho gen
pro ETA byl prokizan u 5,0 %, pro ETB u 0,32 % a pro
ETD u 0,71 %. Kombinaci eta + etb mélo 26 kment (0,6 %)
(Tabulka 1).

Hromadné vyskyty puchyinatého onemocnéni novo-
rozencu

V letech 1998 az 2019 byly do NRL/St zaslany kmeny S.
aureus ze 43 hromadnych vyskytd puchyifnatého onemocnéni
novorozenctl. Prvni zaznamenané vzplanuti toxické epidermo-
lyzy nastalo hned v roce 1998 na porodnicko-novorozeneckém
oddéleni nemocnice v Moravskoslezském kraji. Z epidemie

jsme dostali kmeny od 16 pacientt s piiznaky PON a déle fadu
kmenti z kontrolnich odbérti personélu a z prostredi. Podle
poskytnutych informaci bylo touto infekci celkem postiZzeno
asi 30 novorozencu. Jako etiologické agens byly u vSech pa-
cientl a u fady vytéra persondlu i stéru z prostiedi potvrzeny
kmeny S. aureus, jejichZ spolec¢nou vlastnosti byla produkce
exfoliatin ETA i ETB dohromady. Vybrané kmeny byly
v Oddéleni genetiky a molekularni biologie Prirodovédecké
fakulty Masarykovy univerzity v Brné (doc. Vladislava
RiiZickova) podrobeny analyze makrorestrikéniho spektra
Smal fragment genomové DNA, s vyuZitim pulzni elek-
troforézy (PFGE). Touto analyzou a dal$imi genotypovymi
metodami bylo prokdzéano, Ze u vSech ETA+ETB pozitivnich
kmeni se jednd o stejny genotyp [15,16].

Ve stejném mésici vypukla epidemie PON v nemocnici
v Jihomoravském kraji. Od pacient bylo zaslano 20 kment
(nemocnych déti bylo asi 40), u kterych byla prokdzéna
produkce exfoliatinu ETA. Genetické metody opét zaradily
exfoliatin produkujici kmeny do stejného klonu [15,16].
Epidemiologickou zajimavosti je, Ze se po delSi dobé
podafilo zachytit nosicku tohoto kmene z fad pomocného
personélu, ktera jednou tydné nosila na oddé€leni sterilni
povleceni do postylek.

Na prelomu let 2001-2002 doslo k hromadnému vyskytu
PON v jedné brnénské porodnici. Celkem bylo ve dvou
casove ohrani¢enych obdobich postiZeno 45 novorozencd.
V prvni etapé (1. 12.2001-12. 1. 2002) onemocnélo 26 déti.
Do NRL jsme od nich dostali 11 kment a dile kmeny z pro-
stfedi a od persondlu. Produkce ETA byla prokazana u v§ech
détskych pacientd, ze vSech (6) stért z prostredi a také byla
zachycena jedna nosni nosic¢ka — sestra z porodniho oddé-
leni. Provoz porodnice byl zastaven, provedena dezinfekce
a sestra prelécena. Po tydnu byl provoz porodnice znovu
zahéajen. Po dvou tydnech vypukla druha vina PON, v které
onemocnélo dalsich 19 novorozencti. U nékterych z nich byl
prubéh PON komplikovan (panaricium, pemphigus) [17].
Pfi opakovaném vySetfeni personélu byla na producenta
ETA pozitivni opét stejna sestra a nasledné byl tentyZ kmen
zachycen i u jejiho partnera.

Nejdelsi vyskyt pripadi PON jsme zaznamenali v jedné
porodnici v Libereckém kraji.

Od kvétna roku 2004 aZ do listopadu roku 2011ndm
byly zaslany kmeny S. aureus s produkci ETA od pacientt

Tabulka 1: Produkce exfoliatinu ETA a ETB (1998-2016) a pfitomnost genli eta, etb a etd (2016-2019) u kment S. aureus

Obdobi metoda ETAleta | ETBletb etd ETA+E12 | ET pozitivni | ET negativni :I‘;fgv‘;fscc';
1998-2016 |  RPLA 738 3% nd 144 918 8708 9626
2016-2019 PCR 218 14 31 26 289 4051 4340

Celkem 1998-2019 956 50 31 170 1207 12759 13 966
% 6,83 036 071%) 1,21 8,64

Legenda - RPLA: reverzni pasivni latexova aglutinace; PCR: polymerazova retézova reakce; nd: netestovano; *): jen z let 2016-2019
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Tabulka 2: PFipady stafylokokového syndromu opafené kiize (SSSS) v Ceské republice 1999-2019

¢. rok mésic kraj nemochice pohlavi vék agens poznamka
1 1999 Il. ULK Most M 3 roky ETA+ETB
2 1999 VI. MSK Opava M 4 mésice ETA + ETB
3 | 2010 IV. PLK Rokycany M novorozenec ETA tézky pripad SSi%C\)/cetne pobytu na
4 2010 VIII. Praha | Praha-VFN M novorozenec ETA
Praha, TN . . . celotélova epidermolyza, pobyt na JIP,
5 2010 XI. Praha Kr& A 10 mésicl ETA Jalédena
6 | 2011 M. Praha | Praha-VFN M 4 mésice ETA smrtelny pfipad SSSS
7 | 2015 VIII. ZLK Zlin Z novorozenec ETA smrtelny pfipad SSSS
8 | 2016 XIl. PLK Plzen V4 7 mésicl ETA
Hradec 5 ‘i mirngjsi pribéh SSSS, po tydnu
9 | 2018 Xl. HKK Kralové z 17 mesicd ETA +ETB terapie OXA + CLI propusténa domd
Hradec 3 nedono$eng, propusténa po 2
10 | 2019 Xl. HKK Kralove z 1 mésic ETA + ETB mésicich hospitalizace a més. 1é¢by
SSSS (OXA + CLI) v dobrém stavu.

s PON, maminek a téZ od persondlu a z prostfedi. Celkem to
bylo 244 kment. Z nich bylo 146 pozitivnich na ETA, dva
kmeny produkovaly oba typy ETA a ETB. Od détskych pa-
cientl bylo ze 166 kment pozitivnich na ETA 134 (80,7 %),
ze 13 kmenl pochazejich od matek produkovalo ETA
8 kmend, 3 pozitivni kmeny byly ze 60 vytér od personalu
a3 z 5 kment z prostfedi novorozeneckého oddéleni. Celkem
29 ETA pozitivnich kment bylo podrobeno makrorestrikéni
analyze. Z nich 4 kmeny mély odlisny pulzotyp, zbyvajicich
25 izolati z celého obdobi z puchyii déti, od maminek, vy-
térd persondlu i z prostfedi bylo shodnych.

Pomahali jsme fesit dvé epidemie PON i ve slovenskych
nemocnicich. Z jedné porodnice v Trnavském kraji ndm bylo
zaslano z dlouhodobého vyskytu v pribéhu let 2003— 2007
celkem 21 kment1 od novorozencti. Z druhé porodnice, rovnéz
v Trnavském kraji, bylo v tinoru 2018 zaslano 24 pacientskych
kmen a fada dalSich kment z prostiedi porodnice a persondlu.
V obou piipadech byla epidemie vyvolana producentem ETA.

Z celku 43 epidemii byl u 35 (81 %) pivodcem S. aureus
s produkci ETA, u sedmi (16,7 %) produkoval piivodce oba
typy ETA + ETB. Pouze u jedné epidemie v Kralovéhradeckém
kraji, v které onemocnélo minimalné¢ 15 novorozenct, byl
etiologickym agens kmen produkujici exfoliatin ETB.

Pripady stafylokokového syndromu oparené kuze (SSSS)

V letech 1999-2019 se do NRL/St dostaly kmeny
v souvislosti s téZkym pribéhem syndromu opatené kiZe.
Byly to kmeny od 10 pacientti, dile kmeny od kontaktt
zdravotnického personalu a rodi¢t. VEk déti se pohyboval
od nékolika dnti do 3 let, pét bylo dévcat, 5 chlapcid. U vét-
Siny byl popisovan téZky pribéh nemoci, 4lety chlapec
a novorozena holcicka onemocnéni neprezili. Jako pficina
byl u 6 déti prokdzan kmen s produkci exfoliatinu ETA
(vCetné obou umrti), u zbyvajicich 4 pacientd se jednalo

o kmen S. aureus, ktery produkoval dva typy exfoliatinti,
ETA + ETB (Tabulka 2).

Infekce vyvolané exfoliatinem ETD

Pritomnost gent kdédujicich produkci ETD zjistujeme
metodou PCR aZ od roku 2016. Gen etd byl do konce roku
2019 potvrzen u 31 kmend S. aureus, jednou v kombinaci
s eta (Tabulka 1). VétSina kmenti pochézela ze stérd abscesq,
Zadny nebyl etiologickym agens PON ani SSSS.

ZAVER

Stafylokokovy exfoliatin je jednim z hlavnich faktort
virulence u kmena S. aureus. Kmeny, které ho produkuji,
jsou obavanou nozokomialni bakterii na novorozeneckych
oddélenich. Vysledky sledovéni toxigenity a genotypizace
téchto kmenii pomahaji pfi epidemiologickych feSenich
hromadnych vyskyti tohoto nepifijemného onemocnéni.
Pfi podrobné genotypizaci téchto kment bylo zjisténo, Ze
izolaty zachycené z puchyii nemocnych déti, z vytéra nost
persondlu a téZ z prostiedi jsou identické. Nékteré epidemie
jsou velice dlouhodobé a tdhnou se i n€kolik let, nez se je
podafi zastavit. VétSinou se jedna o skrytého nosice (nosicku)
z fad odborného nebo pomocného personalu.

Dcékujeme vSem spolupracujicim laboratorim za zaslané
kmeny i za informace o hromadnych vyskytech puchyina-
tého onemocnéni novorozencii. Doc. Vladislavé RiiZickové
z Oddéleni genetiky a molekuldrni biologie Prirodovédecké
fakulty Masarykovy univerzity v Brné a jejimu kolektivu
dékujeme za provedeni makrorestrikcni analyzy u kmenii
z prvnich sledovanych epidemii. Dékujeme vsem byvalym
kolegynim, které v nasi laboratori pracovaly.

Tato prdce byla podpoiena projektem MZ CR — RVO
(,,Stdatni zdravomi iistav — SZU, 75010330%).
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