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l
D i vi si o n o f B a c t e ri o l o g y ,

D e p a r t m e n t o f I n f e c ti o u s D i s e a s e C o n t r ol a n d l n t e r n a ti o n al M e di c i n e
,

2
D i v i si o n o f R e s pi r a t o r y

M e d i ci n e
,
D e p a r t m e n t o f H o m e o st a ti c R e g ul a ti o n a n d D e v el o p m e n t

,

3
D i vi si o n o f O b s t e t ri c s a n d G y n e c o l o g y ,

D e p a r t m e n t of
O b st e t ri c s a n d G y n e c ol o g y ,

N ii g a t a U n i v e r si t y G r a d u a t e S c h o o l of M e di c al a n d D e n t a l S ci e n c e s
,
N ii g a t a

, J a p a n

R e c ei v e d M a y 2 2 2 0 0 3 ; a c c ep te d S ep t e m b e r 9 2 0 0 3

S u m m a r y . M e t hi cilli n
-

r e si s t a n t S t a p h y lo c o c c u s a u r -

e u s ( M R S A) i n f e c ti o n i n n e o n a t a l i n t e n si v e c a r e u n i t s

( N I C U s) h a s b e c o m e a s e ri o u s p r o bl e m i n J a p a n . M R S A

n o s o c o m i a l t r a n s m i s si o n s o c c n r r l n g i n a n N I C tJ d ll ri n g

2 0 0 1 a n d 2 0 0 2 w e r e i n v e s ti g a t e d b y p u l s e d ･ fi eld g el

el e ct r o p h o r e si s a n d P C R . M R S A fr o m a n o s o c o m i a l

t r a n s rrLi s si o n w it h i n ci d e n c e s o f n e o n a t a l t o x i c s h o c k

s y n d r o m e -li k e e x a n t h e m a t o u s di s e a s e ( N T E D) p r o d u c e d

t y p e I I c o a g u l a s e a n d p o s s e s s e d m u lti p le s u p e r a n ti g e n i c

t o x i n g e n e s f o r t o xi c s h o c k s y n d r o m e t o x i n ( T S S T)
- 1

,

st a p h y l o c o c c a l e n t e r o t o x i n ( S E) C , S E G , a n d S E I .

M R S A f r o m a n o s o c o m i a l t r a n s m is si o n w it h i n ci d e n c e s

o f s t a p h yl o c o c c a l s c a ld e d s ki n s y n d r o m e (S S S S) w a s

cl o n all y di sti n c t f r o m t h e N T E D - a s s o cia t e d M R S A ,

p r o d u c e d t y p e I c o a g u l a s e , a n d p o s s e s s e d o n ly t h e e x
-

f o li a ti v e t o x i n B g e n e ( n o p r e v i o u s s u p e r a n ti g e n i c t o x i n

g e n e s w e r e d e t e c t e d) .

K e y w o r d s - m e th i cilli n
-

r e si st a n t St a p hy lo c o c c u s a u r e u s

( M R S A) ,
n e o n a t a l i n t e n si v e c a r e u n it ( N IC U) ,

n e o n a t a l

t o x i c s h o c k s y n d r o m e-li k e e x a n t h e m a t o u s di s e a s e

( N T E D) ,
s t a p h y l o c o c c a l s c a l d e d s k i n s y n d r o m e ( S S S S) ,

n o s o c o m i a l t r a n s m i s si o n .

I N T R O D U C T I O N

M et hi cilli n- r e sist a n t S t ap hy lo c o c c u s a u r e u s ( M R S A ) i s

a m aj o r a g e n t i n n o s o c o m i al i n f e c ti o n s . It p r o d u c e s a

n u m b e r of e x o t o x in s
,

s u c h a s s u p e r a n tig e n ic t o x i n s

( e ･ g ”
t o x ic sh o c k s y n d r o m e t o x i n ll [ T S S T -1] a n d

st a p h y l o c o c c al e n t e r o t o x i n s [S E s]) a n d e x f oli a ti v e

t o x i n
l)

. T S S T -1 is th e m aj o r c a u s a ti v e t o xi n of t o x i c

sh o ck s y n d r o m e (T S S) ,
w hi c h i s a lif e - t h r e a t e ni n g

st a p h y l o c o c c al i n f e cti o n
l) a n d n e o n a t al T S S -lik e

e x a n th e m a t o u s dis e a s e ( N T E D)
2)

.
E x f oli ati v e t o x i n i s

t h e c a u s a ti v e t o xi n of st a p h y l o c o c c al s c ald e d sk i n

s y n d r o m e (S S S S) w hi c h i n m a n y c a s e s
,
is s e e n i n

i nf a n t s a n d ch ild r e n
l)

. M R S A i nf e cti o n i n a n e o n at al

i n t e n si v e c a r e u n it (N I C U ) h a s b e e n i n c r e a si n gl y

n o t ed i n J a p a n . H o w e v e r
,

th e c o a g ul a s e t y p e a n d

t o xi n t y p e of M R S A h a v e n ot b e e n r e p o rt e d w it h

M R S A i n N I C U s . I n t hi s s t u d y ,
w e i n v e s ti g a t e d

M R S A n o s o c o m i al t r a n s m i s si o n s i n a n N I C U a t t h e

m ol e c ul a r D N A l e v el .

M E T ⅡO I) S

S c r e e ni n g f o r M R S A i n f e cti o n i n t h e N I C U

N a s al m u c o s al s w a b s o r s p u t u m a s p ir a t e s f r o m n e w -

b o r n s w e r e e x a m in e d f o r M R S A b y c ulti v a ti o n i n

r o u ti n e p r a c tic e t o m o nit o r M R S A i nf e c ti o n . I n t u b a _

ti o n w a s a d m i nis t e r e d t o in f a n t s w h o r e q ui r e d r e s p i
-

r a t o r y a s sis t a n c e
,

a n d th e t u b e s w e r e s u bj e ct e d t o

M R S A t e s t a ft e r e x t u b a ti o n .

C o r r e sp o n d e n e e : D r ･ T a ts u o Y a m a m o t o ,
Di v isi o n o f B a c te ri ol-

o g y ,
D e p a rt m e n t o f ln f e cti o u s D i s e a s e C o n tr ol a n d ln t e r n a tl O n a l

M e di ci n e
,

N iig a ta U n i v e r sity G r a d u a t e S c h o ol o f M e di c al a n d

D e n t a l S ci e n c e s
,
75 7 I c hib a n c h o u

,
A s a hi m a c hi d o ri

,
N ii g a ta

, J a p a n

A b b r e vi a ti o n s - E T
,

e x f oli a ti v e t o x i n ; M R S A
, m ethi cilli n- r e si s-

1 0 3

t a n t Stap h ylo c o c c u s a u r e u s
,

A

N I C U
,

n e o n a t al i n t e n s i v e C a r e u n it;
N T E D

,
n e o n a t al t o xi c s h o c k s y n d r o m e-lik e e x a n th e m a t o u s dis e a s e

,

P C R
, p o ly m e r a s e c h a i n r e a c ti o n

,
S E

,
st a p h yl o c o c c a l e n t e r o t o x i n ;

S S S S
,

st a p b yl o c o c c a l s c al d e d s ki n s y n d r o m e; T S S
,
t o x i c s h o c k

s y n d r o m e ; T S S T
,
to x I C S h o c k s y n d r o m e t o x i n .
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Fi g . 1 . E x a n t h e m a sp r e a di n g o v e r t h e b o d y o f a n i n f a n t i n f e c t e d wi th M R S A ( A) a n d th e

m e c h a n i s m ( h y p o t h e si s) o f N T E D d e v e l o p m e n t i n i n f a n t s v i a a s t a p h yl o c o c c a l s u p e r a n tig e n

( B) . I n ( B) ,
t h e m o d el w a s c o n s t r u c t e d b a s e d o n d a t a f r o m r e f e r e n c e s 7) a n d 9) ･

N o s o c o m i al t r a n s m is si o n - C a s e 1

M R S A i nf e c ti o n o c c u r r e d i n s e v e n i nf a n t s ( a g e d 5 -30

d a y s old) i n a n N I C U i n N ii g at a i n 20 0 1 . A m o n g th e

i nf a n t s
,
丘v e ( a g e d 6-3 0 d a y s old) d e v el o p e d n o s y m p-

t o m s a n d M R S A w a s i s ol at e d f r o m th e n a s al m u c o s a .

T w o i nf e c t ed i n f a n t s d e v el o p e d s y m p t o m s . O n e

i nf a n t (f e m al e) w a s d eli v e r ed b y c e s a r e a n s e c ti o n

(d a y 1) . H e r p l a t el e t c o u n t w a s 22 2 ×1 0 9

/ J ･ F e v e r

d e v el o p e d o n d a y 2 (3 8-3 8 .6
o

C) a n d t h e p l at el et c o u n t

d e c r e a s e d t o l 12 ×1 0
9

/∫o n d a y 3 . T h e p e a k C R P w a s

7 .5 m g/ / . F e v e r p e r sis t ed o n d a y 4 (3 8-38 .8
o

C) ,
e x a n th -

e m a a p p e a r e d o n t h e s ki n
,

a n d u m bili c al bl e n n o r r-

h o e a w a s o b s e r v e d . O n d a y 5
,
e x a nt h e m a s p r e a d o v e r

th e b o d y ( Fi g . 1 A) ,
t h e p l a t el et c o u n t d e c r e a s e d t o 7 1

Ⅹ 1 0
9

/∫
,
a n d M R S A (st r ai n E 6) w a s i s ol a t e d f r o m th e

u m b ili c al bl e n n o r r h o e a . E x a n t h e m a i m p r o v e d o n d a y

6 . T h is p ati e n t w a s di a g n o s e d w it h N T E D ･ T h e o th e r

p a ti e n t ( m ale) w a s als o d eli v e r e d b y c e s a r e a n s e cti o n

(d a y 1) . O n d a y 2
,
C R P w a s 5 .9 m g/～a n d t h e p l a t el e t

c o u n t w a s 9 0 ×1 0
9

/～. O n d a y 3
,
his C R P i n c r e a s e d t o

1 3 m g/ l
,
t h e p l at el et c o u n t d e c r e a s e d t o 16 ×1 09/ l

,

a n d e r u p ti o n -lik e e x a nt h e m a a p p e a r ed
,

s u g g e s tin g

N T E D . F e v e r did n o t d e v el o p . M R S A ( s t r ai n E 7) w a s

is ol a t ed f r o m th e n a v el a n d e x a n th e m a o n d a y 9 ･

D u ri n g th e e x a m i n a ti o n p e r i o d
,
M R S A w a s i s ol at e d

f r o m t h e n a s al m u c o s a of 丘v e m e di c al c a r e s t aff

m e m b e r s a s s o ci at e d w it h t h e N I C U . T h o s e p e r s o n s

w e r e all a s y m p t o m a tic .

N o s o c o m i al t r a n s m is si o n - C a s e 2

M R S A i n f e c ti o n o c c u r r ed i n si x i n f a n t s ( a g e d 7-8 1

d a y s old) i n a n N I C U i n N ii g at a i n 20 02 ･ A m o n g th e

i nf a n t s
,
丘v e ( a g e d 7-8 1 d a y s old) d e v el o p e d n o s y m p-

t o m s
,
a n d M R S A w a s i s ol at e d f r o m t h e n a s al m u c o s a

o r s p u t u m . O n e i n f e c t ed i nf a n t (f e m al e) w h o d e v e ト

o p e d S S S S w a s a n e x t r e m el y p r e m a t u r e i n f a n t b o r n

at a g e s t a ti o n al a g e of 2 4 w e e k s (7 0 0 g) . T h e in f a n t

w a s r e s u s cit a t e d b y i n t u b a ti o n t w o m i n u t e s af t e r

d eli v e r y a n d a d m it t e d t o t h e N I C U . E x f oli a ti v e t o x i n

B- p r o d u cin g M R S A (st r ai n H 5) w a s i s ol at e d f r o m th e

i n s e rt e d t u b e o n d a y 1 0 aft e r bi rt h . E p id e r m al ab r a-

si o n s d e v el o p e d o n d a y 1 6 a n d b e c a m e a g g r a v a t e d th e

n e x t d a y ,
a n d a di a g n o sis of M R S A -i n d u c e d S S S S

w a s m a d e . T h e s k i n of t h e i nf a n t c o m p l et ely p e el e d

off . C h e m o t h e r a p y w it h a r b e k a ci n a n d c eft a zidi m e

w a s i niti at e d . G a m m a- gl o b u li n w a s a d m i n i st e r ed f o r

t h r e e d a y s a n d s t e r oi d oi n t m e n t w a s a p p li e d ･ T h e

s y m p t o m s g r a d u all y s u b sid e d a n d a n tibi o tic a d m i ni s-

t r a ti o n w a s dis c o n ti n u e d o n d a y 2 1 aft e r bir t h .

D N A a n al y si s

T o t al b a c t e ri al D N A w a s p u ri丘e d a n d s ubj e c t e d t o

p uls e d一丘eld g el el e c t r o p h o r e sis
,
i n w hic h b a c t e ri al

D N A w a s di g e st e d w ith S m al o r S a c II
,

ele c t r o p h o r-

e s e d i n 1 .2 % a g a r o s e w ith t h e m ol e c u l a r si z e

s t a n d a r d s-l a m b d a l a d d e r ( B i o- R a d
,

H e r c u l e s
,

C A
,

U S A ) ,
a n d st ai n e d w it h e thi di u m b r o m id e ･

P C R a s s a y

T h e p r l m e r S et s u s e d f o r P C R a s s a y w e r e : T S T-3 a n d

T S T -6 (g e n e r a tin g a 4 4 5-b p p r o d u c t) f o r th e T S S T-1

g e n e
3)

,
S E A -3 a n d S E A -4 (g e n e r a ti n g a 1 2 7-b p p r o d-

u c t) f o r t h e S E A g e n e
3 )

,
S E Bll a n d S E B - 4 ( g e n e r a t in g

a 47 7 -b p p r o d u c t) f o r t h e S E B g e n e
3'

,
S E C-3 a n d



M R S A I n f e c ti o n i n a n N I C U 1 0 5

C a s e 1 C a s e 2

1 2 3 4 5 6 7

(E 6) (E 7) (A 2) (A 7) (H l) (H 5) (H 6)

4 8 .5 k

P e r c e nt si m ila rity
40 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 1 0 0

1 (E 6)

5 (H l)

6 (H 5)

F i g ･ 2 ･ D N A a n a ly si s o f t h e M R S A st r ai n s d e ri v e d f r o m n o s o c o mi a l t r a n s mi s si o n s i n

a n N IC U ･ I n ( A) ,
M R S A D N A w a s a n a ly z e d b y p u l s e d-B e ld g e l el e c t r o p h o r e si s . L a n e s :

M
,

m o l e c u l a r si z e st a n d a r d s (l a m b d a l a dd e r) ; 1
,
s t r a i n E 6 is o l a t e d f r o m o m p h alitis i n a n

i n f a n t d i a g n o s e d w it h N T E D ; 2
,
s t r a i n E 7 i s o l a t e d f r o m t h e n a v el o f a n i n f a n t s u s p e c t e d

o f N T E D ; 3
,

st r a i n A 2 i s ol a t e d f r o m t h e n a s al m u c o s a o f a n a s y m p t o m a ti c i n f a n t ; 4
,

st r a i n A 7 i s o l a t e d f r o m t h e n a s a l m u c o s a o f a n a s y m p t o m a ti c m e d i c a l c a r e w o r k e r

( c a r ri e r) ; 5
,

s t r a i n H l i s o l a t e d fr o m t h e n a s a l m u c o s a o f a n a s y m p t o m a ti c i n f a n t ; 6
,

s t r a i n Ⅲ5 i s o l a t e d f r o m t h e i n s e rt e d t u b e o f a n i n f a n t di a g n o s e d w it h S S S S ; 7
,
st r a i n H 6

i s o l a t e d f r o m t h e s p u t u m o f a n a s y m p t o m a ti c i n f a n t ･ B a c t e ri a l D N A w a s d i g e st e d w it h
S m a I ･ S i m il a r d a t a w e r e o b t ai n e d e v e n w h e n D N A w a s d i g e st e d w it h S a cI I . I n ( B) ,

a

d e n d r o g r a m w a s c o n s t r u c t e d b y t h e c o m p u t e r- a s si s t e d c o m p a ri s o n o f p u l s e d一鮎1d g el

el e c t r o p h o r e si s d a t a o f s t r a i n s E 6
,
H l

,
a n d H 5 s h o w n i n ( A) .
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T a bl e 1 . S u m m a r y o f c o a g u l a s e a ll d t o x i n t y p e o f N T E D a n d S S S S s t r a i n s i n a n N I C U
a)

S . a u r e u s f r o m a n N I C U

C o a g ul a s e

o r t o x i n

N T E D -

a s s o c i a t e d S S S S- a s s o c i a t e d

E 6 E 7 H 5

C o a g u l a s e

T S S T- 1

S E A

S E B

S E C

S E D

S E E

S E G

S E H

S E I

S EJ

E T A

E T B

T y p e 2 T y p e 2

＋ ＋

(51 2)
b)

( < 1)
c)

( < 1)
d)

十

(2 0 4 8)
e )

( < 1)
f)

(5 1 2)
b)

( < 1)
c)

( < 1)
d

＋

(4 0 8 6)
e

( < 1)

( < 1)
蛋) ( < 1)

g)

( < 1)
也) ( < 1)

h)

T

(

y p e

< 1)

く1)

< 1)

< 1)

< 1)

b)

c)

d)

e)

f)

( < 1) g)

＋

(4 1 9 4 3 0 4)
也)

a) T h e t o x i n g e n e s w e r e a s s a y e d b y P C R . T h e t o x i n p r o d u c ti o n l e v e l s (tit e r s r e p r e s e n ti n g t h e

h ig h e st dil u ti o n [ f o ld] t o yi e ld p o siti v e r e s u lt s) a r e sh o w n i n p a r e n th e s e s ･ E T A
,

e x f o li a ti v e

t o x i n A ; E T B
,

e x f oli a ti v e t o x i n B
.

b) T it e r 5 1 2 (1 : 5 1 2) c o r r e s p o n d s t o a c o n c e n t r a ti o n o f c a . 2 5 6 n g o f T S S T- 1 p e r m l i n t h e o ri gi n al

c u lt u r e s u p e r n a t a n t . T it e r < 1 c o r r e s p o n d s t o a c o n c e n t r a ti o n o f < c a ･ 1 n g o f T S S T- 1 p e = ¶ J

i n t h e o r lg l n a l c u lt u r e s u p e r n a t a n t ･

c)
T it e r < 1 c o r r e sp o n d s t o a c o n c e n t r a ti o n o f < c a ･ 1 n g o f S E A p e r m J i n t h e o ri gi n a l c u l t u r e

s u p e r n a t a n t .

d)
T it e r < 1 c o r r e s p o n d s t o a c o n c e n t r a ti o n o f < c a ･

1 n g o f S E B p e r m J i n th e o ri gi n a l c u lt u r e

s u p e r n a t a n t .

e )
T it e r 2 0 4 8( 1 : 2 0 4 8) c o r r e s p o n d s t o a c o n c e n t r a ti o n o f c a t 1 0 2 4 n g o f S E C p e r m / i n t h e o ri gi n a l

c u lt u r e s u p e r n a t a n t ･ T i t e r < 1 c o r r e s p o n d s t o a c o n c e n t r a ti o n o f < c a ･ 1 n g o f S E C p e r m / i n th e

o r l g l n a l c u lt u r e s u p e r n a t a n t ･

りT it e r < 1 c o r r e s p o n d s t o a c o n c e n t r a ti o n o f < c a ･ 1 n g o f S E D p e r m J i n t h e o ri g i n a l c u lt u r e

s u p e r n at a n t .

g) T it e r < 1 c o r r e s p o n d s t o a c o n c e n t r a ti o n o f < c a ･ 1 n g o f E T A p e r m J i n t h e o ri gi n al c u l t u r e

s u p e r n a t a n t ･ T h e a m o u n t o f E T A i n t h e c u lt u r e s u p e r n a t a n t s w a s d e t e r m i n e d b y p a s si v e l a t e x

a g gl u ti n a ti o n u si n g E X T R P L A k i t ( D e n k a S ei k e n) ,
a s d e s c rib e d i n t h e t e x t ･

h, T i t e r 4 1 9 4 3 0 4 ( 1 : 4 1 9 4 3 0 4) c o r r e s p o n d s t o a c o n c e n t r a ti o n o f c a ･ 4 ･2 m g o f E T B p e r m J i n th e

o ri g l n a l c u lt u r e s u p e r n a t a n t ･ T it e r < 1 c o r r e s p o n d s t o a c o n c e n t r a ti o n o f < c a ･ l u g o f E T B p e r

m J i n th e o ri gi n a l c u l t u r e s u p e r n a t a n t ･ T h e a m o u n t o f E T B i n t h e c u l t u r e s u p e r n a t a n t s w a s

d e t e r m i n e d b y p a s si v e l a t e x a g g l u ti n a ti o n u si n g a n E X T- R P L A k it ( D e n k a S ei k e n) ,
a s d e-

s c ri b e d i n t h e t e x t . I n th e c a s e o f t h e M R S A st r a i n s f r o m a s y m p t m a ti c i n f a n t s (i n cl u d i n g s t r a i n

H 6) ,
t h e E T B p r o d u c ti o n l e v el s w e r e c a ･ 2 ･1 t o 8 ･4 m g p e r m l ･
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(b p)

1 3 53

1 0 78

87 2

8 0 3

3 1 0

(b p)

1 3 5 3

1 0 7 8

8 7 2

∝〉3

31 0

F i g ･ 3 ･ S u p e r a n ti g e n i c t o x i n g e n e s a n d e x f o li a ti v e t o x i n

g e n e s w e r e a n a l y z e d b y P C R f o r s t r ai n E 6 ( A ) a n d f o r

st r a i n H 5 ( B) ･ L a n e M
,

m o l e c u l a r si z e s t a n d a r d s (f X 1 7 4

R F D N A / H a eII I f r a g m e n t s) .

S E C -4 (g e n e r a ti n g a 2 71 -b p p r o d u c t) f o r th e S E C

g e n e
3 )

,
S E D13 a n d S E D 14 ( g e n e r a ti n g a 31 9-b p p r o d-

u ct) f o r t h e S E D g e n e
3)

,
S E E -3 a n d S E E -2 ( g e n e r a ti n g

a 1 78 -b p p r o d u ct) f o r th e S E E g e n e
s)

,
S E G -1 a n d

S E G -2 (g e n e r a ti n g a 64 2 - b p p r o d u ct) f o r th e S E G

g e n e
4)

,
S E H -1 a n d S E H 12 (g e n e r ati n g a 3 751b p p r o d-

u c t) f o r t h e S E H g e n e
4)

,
S E T - 1 a n d S EI -2 (g e n e r a ti n g

a 5 76 -b p p r o d u c t) f o r th e S E I g e n e
4)

,
Z I D a n d Z D R

(g e n e r ati n g a 1 7 31 -b p p r o d u c t) f o r th e S E J g e n e
5)

,

E T A-3 a n d E T A -4 (g e n e r a ti n g a 11 9 -b p p r o d u ct) f o r

t h e e x f oli a tiv e t o x i n A g e n e
3)

,
a n d E T B -3 a n d E T B - 4

( g e n e r a tin g a 2 6 2 -b p p r o d u ct) f o r th e e x f oli a tiv e

t o x i n B g e n e
3)

. C y cli n g c o n diti o n s w e r e d e n a t u r ati ｡ n

f o r 45 s a t 9 4
o

C
,

a n n e al in g f o r 4 5 s a t 5 5
o

C
,

a n d

p ol y m e ri z a ti o n f o r 45 s a t 72
o

C (3 5 c y cl e s) . A m pli丘e d

P C R p r o d u c t s w e r e a n aly z e d b y g el el e ct r o p h o r e sis

w it h 2 % a g a r o s e a n d st ai n e d w it h e th idi u m b r o m id e .

¢Ⅹ1 7 4 R F D N A / H a eIII f r a g m e n t s (L if e T e c h n ol1

o g i e s
,
G ait h e r s b u r g ,

M D
,
U S A) w e r e u s e d a s m ol e c u -

l a r si z e s t a n d a r d s .

T o xi n p r o d u cti o n a s s a y

B a c t e ri a w e r e g r o w n f o r 1 8 h a t 3 7
o

C i n B r ai n H e a r t

l n f u si o n b r o t h ( D if c o L a b o r a t o ri e s
,
D et r oit

,
M i c h .) ,

a n d a dj u s t e d t o a b a c t e ri al c o n c e n t r ati o n of 2 .0 ×10
9

cf u/ m J ･ T h e a m o u nt of t o x i n i n t h e c ult u r e s u p e r -

n a t a n t s w a s d e t e r m i n ed b y p a s si v e l a t e x a g gl u ti n a -

ti o n u si n g T S T - R P L A
,
S E T - R P L A

,
a n d E X T- R P L A

k it s ( D e n k a S ei k e n C o .
,
T o k y o) . T h e a s s a y k it s f o r

S E G a n d S EI w e r e n o t a v ail a bl e i n th is st u d y .

C o a g u l a s e t y p in g

T h e c o a g ul a s e t y p e of th e M R S A st r ai n s w a s

e x a m in e d u si n g a s t a p h y l o c o c c al c o a g u l a s e a n tis e r -

u m k it ( D e n k a S eik e n) i n a c c o r d a n c e w it h t h e m a n u -

f a c t u r e r
'

s in s t r u cti o n s .

C o m p n t e r a n aly sis

C o m p u t e r - a s sis t ed a n al y sis of t h e p u ls ed 一丘eld g el

el e c t r o p h o r e si s p a t t e r n s w a s p e rf o r m ed u si n g a p r o -

g r a m c all ed M ol e c u l a r A n al y st F i n g e r p ri n ti n g P l u s

( B i o- R a d) ,
a c c o r di n g t o t h e U P G M A cl u s t e ri n g alg o r -

ith m
6)

.

R E S U L T S

P uls e d 一丘eld g el el e ct r o p h o r e sis s h o w ed t h a t all t h e 1 2

M R S A st r ai n s is ol a t e d f r o m t h e i nf a n t s a n d m e di c al

c a r e st a ff i n a n o s o c o m i al t r a n s m is si o n w ith N T E D

( c a s e 1) w e r e i n d isti n g u ish a bl e f r o m e a ch o t h e r
,

a s

s h o w n i n F ig . 2 A (l a n e s 1 t o 4) . I n a n o t h e r n o s o c o m i al

t r a n s m is si o n w ith S S S S ( c a s e 2) ,
t w o t y p e s of M R S A

w e r e is ol a t ed ･ O n e t y p e ( e ･g ･

,
s t r ai n H l) w a s cl o n ally

si m il a r t o t h e c a s e 1 M R S A
,
w it h a n 8 7 .5 % h o m ol o g y

(F ig . 2 A a n d B) ,
a n d all t h r e e i nf e c t e d i nf a n t s w e r e

a s y m p t o m a ti c ･ T h e o th e r t y p e ( e . g .
,

st r ai n H 5) w a s

cl o n all y di v e r g e n t fr o m t h e c a s e 1 M R S A ( w ith a

h o m ol o g y of o n l y 38 .1 % ; Fi g . 2 A a n d B) . O f th e t h r e e

i n f e c t e d i n f a n t s
,
o n e d e v el o p ed S S S S

,
a n d t h e r e m ai n -

1 n g t w o W e r e a S y m p t O m a ti c .

T h e N T E D - a s s o ci at e d
,

c a s e 1 M R S A ( e .g .

,
s t r ai n

E 6) p r o d u c ed t y p e 2 c o a g ul a s e a n d w a s p o siti v e f o r

T S S T - 1
,
S E C

,
S E G a n d S E T

,
a n d n e g a ti v e f o r S E A

,

S E B
,
S E D

,
S E E

,
S E H

,
S E J ,

a n d e x f oli a ti v e t o x i n A

o r B i n t h e P C R a s s a y ( Fi g . 3 A a n d T a bl e 1) . T h e



1 0 8 Y . T A IくI Z A W A e t al

d e t e r m i n e d s e q u e n c e s of th e T S S T-1 g e n e (70 5 b p)

a n d S E C g e n e (8 01 b p) of t h e M R S A st r ai n s (G e n -

B a n k a c c e s si o n n u m b e r A B 0 8 42 5 5 a n d A B 0 84 25 6
,

r e s p e c ti v ely) f r o m t h e i n f a n t s w e r e i n c o m p le t e

a g r e e m e n t w it h th e p r e vi o u sly d e s c rib ed g e n e

s e q u e n c e s f o r M R S A fr o m a d u lt s
7)

. T h e t o xi n p r o d u c -

ti o n l e v els w e r e 0 .5 /J g/ m J f o r T S S T-1 a n d 2 ･0 -4 ･1

〟g/ m J f o r S E C .

T h e S S S S - a s s o ci a t e d
,

c a s e 2 M R S A ( e .g .

,
s t r ain

H 5) , p r od u c e d t y p e 1 c o a g ul a s e
,
a n d w a s p o siti v e f o r

o nl y e x f oli a ti v e t o x i n B i n t h e P C R a s s a y ( F ig ･ 3 B
,

T ab le 1) . T h e e x f oli a ti v e t o x i n B p r o d u c ti o n l e v el

w a s 4 .2 m g/ m = T a b le 1) . A n ot h e r t y p e of t h e c a s e 2

M R S A ( e . g .
,

st r ai n H l) sh a r e d t h e s a m e c o a g ul a s e

t y p e a n d t o x i n t y p e of th e N T E D- a s s o ci a t e d M R S A

( c a s e 1) .

D I S C tT S S I O N

M R S A i n f e cti o n i n t h e N I C U w a s d e t e c t e d i n 46 .2 %

of p ati e n t s i n 1 99 9
,
3 4 .6 % i n 2 00 0

,
14 .4 % i n 2 00 1

,
a n d

1 6 .5 % i n 20 0 2 . T his st u d y a n aly z e d i nf a n t s w it h s y m p-

t o m s i n a n o s o c o m i a l t r a n s m is si o n a n d r e v e al e d t w o

m aj o r t y p e s of M R S A . O n e w a s a s s o ci a t ed w ith

N T E D
, p r o d u c e d t y p e 2 c o a g ul a s e

,
a n d h a d m ulti pl e

s u p e r a n tig e ni c t o x in g e n e s f o r T S S T -1
,
S E C

,
S E G

a n d S EI . T h e o t h e r t y p e w a s a s s o ci a t e d w it h S S S S
,

p r o d u c e d t y p e 1 c o a g ul a s e
,

a n d h a d o nl y th e e x -

f oli a ti v e t o x i n B g e n e .

N T E D is c a u s e d b y M R S A i n n e o n a t e s a n d w a s

B r st r e c o g n i z e d i n t h e 19 9 0 s in J a p a n
2)

･ It f r e q u e n tl y

o c c u r s a t 2 -4 d a y s of a g e
,

a n d th e m aj o r s y m p t o m s

a r e f e v e r a n d s u b s e q u e n t e x a n t h e m a . T h e f e v e r

p e r si st s f o r a b o u t o n e d a y a n d d e c r e a s e s s p o n t a n e -

o u sly . T h e e x a n th e m a i s s y s t e m i c e r y t h e m a (2-3 m m

e r y t h e m a s l a t e r f u s e) s p r e a di n g o v e r th e f a c e
,
t r u n k

,

all f o u r li m b s
, p al m s

,
a n d s ol e s

,
s p o n t a n e o u sl y di m i n i-

s hi n g w it hi n 2 -3 d a y s ･

A s u p e r a n ti g e n
,
T S S T ll , p r o d u c ed b y M R S A

,
w a s

r e p o rt e d t o b e th e m aj o r c a u s e of N T E D 2)
･ I n a d ult s

,

T S S T -1 bi n d s t o M H C cl a s s II- p o siti v e c ells a n d

ab n o r m ally a c tiv a t e s T c ells e x p r e s si n g a s p e ci丘c V β

r e gi o n t o o v e r p r o d u c e c y t o k i n e s ( e ･ g ･

,
t u m o r n e c r o sis

f a c t o r- α
,

i n t e rl e u k i n-2 ,
i nt e rf e r o n- γ) i n d u ci n g a n

a b n o r m al r e a c ti o n i n t h e w h ol e b o d y
8)

,
a s s u m m a r -

i z ed i n F ig . 1 B ･
I n c o n t r a st

,
N T E D s p o n t a n e o u sly

h e als w it h o u t c a u si n g sh o ck i n n e o n a t e s
2)

I It is

t h o u g h t t h a t a n e r g y is i n d u c ed a n d c y t o k i n e o v e r p r o
-

d u cti o n i s u n lik el y t o o c c u r i n n e o n a t e s (F ig ･ 1 B)
2)

･

A n ot h e r p o s sibilit y is t h a t t h e T S S T -1 of M R S A

f r o m N T E D p a ti e n t s is di v e r g e n t f r o m t h a t of M R S A

f r o m a d ult s . H o w e v e r
,
t his p o s sibilit y w a s c o m p l et e-

l y r ul ed o u t b e c a u s e t h e T S S T -1 of M R S A f r o m

i nf a n t s ( a n aly z e d in t his st u d y) w a s t h e s a m e a s t h e

p r e vi o u sly d e s c rib e d T S S T -1 of M R S A f r o m a d ult s

i n t e r m s of t h e g e n e s e q u e n c e .

I n thi s s t u d y ,
th e M R S A is ol a t ed f r o m th e N T E D

p a ti e n t s w a s p o siti v e f o r S E C
,

S E G
,

a n d S EI i n

a d diti o n t o T S S T -1 . T h e s e t o x i n s m a y als o h a v e a

r ole i n t h e o n s et of N T E D . A c o m bi n ati o n of T S S T -1

a n d S E C sh o w s a hi g h e r a s s o ci a ti o n w ith t h e s y n-

d r o m e
9)

,
a n d S E G a n d S EI h a v e b e e n s u g g e s t e d t o

c a u s e t h e s y n d r o m e i n c a s e s of T S S T -1 - n e g a ti v e

c a s e s
l O)

.

I n a n o s o c o m i al t r a n s m i s si o n w it h N T E D
,

t h e

D N A of t h e M R S A s t r ai n s i s ol a t e d f r o m all s e v e n

i nf a n t s i nf e c t e d i n a n N I C U w a s t h e s a m e a s t h a t of

th e M R S A st r ai n s i s o la t e d f r o m th e n a s al m u c o s a of

丘v e m e di c al c a r e st aff ( a s y m p t o m ati c c a r rie r s) o n

p u ls e d - fi eld g el ele c t r o p h o r e sis a n al y si s
,
st r o n g ly s u g

-

g e s ti n g t h a t M R S A w a s t r a n s m it t e d f r o m th e m e di-

c al c a r e st a ff t o t h e i n f a n t s .

I n t h e c a s e of S S S S- a s s o ci a t e d M R S A
,
n o p r e vi o u s

s u p e r a n ti g e ni c t o x i n g e n e s w e r e d e t e c t ed . I n J a p a n
,

e x f oli ati v e t o x i n B- p o siti v e M R S A i nf e c ti o n h a s

t e n d e d t o i n c r e a s e r e c e ntly i n N I C U s .

A c k n o w l e d g m e n t s . T hi s w o r k w a s s u p p o rt e d b y t h e

Y uji n M e m o ri al G r a n t
, J a p a n (I . T a n ei k e) .

R E F E R E N C E S

1) B o h a c h G A
,

F o s t e r T J : St a p hy l o c o c c u s a u r e u s

e x o t o x i n s
,

Fi s c h e tti V A
,

N o v i c k R P
,

F e r r e tti JJ ,

P o r t n o y D A
,

R o o d J I ( e d s) : G r a m - P o siti v e P a t h-

o g e n s
,
A m e ri c a n S o ci et y f o r M i c r o bi ol o g y ,

W a sh i n g-

t o n
,
D C

,
2 0 0 0

, p 3 6 7- 3 7 8 .

2) T a k a h a s h i N
,

N i s h id a H
,

K a t o H
,

I m a n i s h i K
,

S a k a t a Y
,
U c h i y a m a T : E x a n t h e m a t o u s d i s e a s e

i n d u c e d b y t o x i c s h o c k s y n d r o m e t o x in 1 i n t h e e a rl y

n e o n a t a l p e ri o d . L a n c et 3 5 1 : 1 6 1 4- 1 6 1 9
,
1 9 9 8 ･

3) B e c k e r K
,

R o t h R
,

P e t e r s G : R a p i d a n d s p e ci 鮎

d e t e c ti o n o f t o x i g e n i c S t ap h y l o c o c c u s a u r e u s : u s e o f

t w o m u ltip l e x P C R e n z y m e i m m u n o a s s a y s f o r

a m p li丘c a ti o n a n d h y b ri d i z a ti o n o f s t a p h yl o c o c c a l

e n t e r o t o x i n g e n e s
,

e x f oli a ti v e t o x i n g e n e s
,
a n d t o x i c

s h o c k s y n d r o m e t o x i n 1 g e n e . I C li n M i c r o b i o 1 3 6 :

2 5 4 8- 2 5 5 3
,
1 9 9 8 .

4) J a r r a u d S
,
C o z o n G

,
V a n d e n e s c h F

,
B e s M

,
E ti e n n e

J
,
Li m a G : I n v ol v e m e n t o f e n t e r o t o x i n s G a n d l i n

s t a p h yl o c o c c a l t o x i c s h o c k s y n d r o m e a n d st a-

p h yl o c o c c a l s c a rl e t f e v e r ･ I Cli n M i c r o b i o 1 3 7 : 2 4 4 6-

2 4 4 9
,
1 9 9 9 .

5) Z h a n g S
,
I a n d o l o JJ ,

S t e w a r t G C : T h e e n t e r o t o x i n D

p l a s m i d o f St al' h yl o c o c c u s a - e u s e n c o d e s a s e c o n d

e n t e r o t o x i n d e t e r m i n a n t ( s ej) . F E M S M i c r o bi oI L eft

1 6 8 : 2 2 7- 2 3 3
,
1 9 9 8 .

6) N ei M
,
L i W H : M a th e m a ti c a l m o d e l f o r s t u d yi n g



M R S A I n f e c ti o n i n a n N I C U 1 0 9

g e n eti c v a ri a ti o n i n t e r m s of r e st ri c ti o n e n d o n u-
cl e a s e s ･ P 710 C N a il A c a d S ci U S A 7 6 .

I

5 2 6 91 5 2 7 3
,

1 9 7 9 .

7) K u r o d a M
,
O h t a T

,
U c hi y a m a I

,
B a b a T

,
Y u z a w a H

,

K o b a y a s h i I
,
C u i L

,
O g u c hi A

,
A o k i K

,
N a g a i Y

,

Li a n ∫
,
I t o T

,
K a n a m o ri M

,
M a t s u m a r u H

,
M a-

r u y a m a A
,
M u r a k a m i Ⅲ

,
H o s o y a m a A

,
M i z u t a n i-U i

Y
,

T a k a h a s h i N K
,
S a w a n o T

,
I n o u e R

,
K a it o C

,

S e k i m i z u K
,
H i r a k a w a H

,
K u h a r a S

,
G o t o S

,
Y a-

b u z a k i J ,
K a n e h is a M

,
Y a m a s h it a A

,
O s h i m a K

,

F u r u y a K
,
Y o s h in o C

,
S hi b a T

,
H a tt o ri M

,
O g a-

s a w a r a N
,
H a y a s hi Ⅲ

,
Ⅲi r a m a t s u K : W h ol e g e n o m e

s e q u e n c in g o f m e ti cilli n- r e si st a n t St a p hy lo c o c c u s

a u r e u s . L a n c et 3 5 7 : 1 2 2 5- 1 2 4 0
,
2 0 0 1 .

8) L i H
,

L l e r a A
,

M a ri u z z a R A : St r u c t u r e
- f u n c ti o n

st u di e s o f T - c ell r e c e p t o r
-

s u p e r a n ti g e n i n t e r a c ti o n s .

I m m u n oI R e v 1 6 3 : 1 7 7- 1 8 6
,
1 9 8 6 .

9) C r a s s B A
,
B e r g d oll M S : T o x i n i n v o l v e m e n t i n t o x i c

s h o c k s y n d r o m e . I I n f e c t D is 1 5 3 : 9 1 81 9 2 6
,
1 9 8 6 .

1 0) J a r r a u d S
,
C o z o n G

,
V a n d e n e s c h F

,
B e s M

,
E ti e n n e

J ,
L i m a G : I n v ol v e m e n t o f e n t e r o t o x i n s G a n d l i n

st a p h y l o c o c c a l t o x i c s h o c k s y n d r o m e a n d s t a-

p h y l o c o c c a l s c a rl e t f e v e r . I Clin M i c r o bio 1 3 7 : 2 4 4 61
2 4 4 9

,
1 9 9 9 .


