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Detekce superantigen(i u izolatli Streptococcus pyogenes pomoci polymerazoveé
retézové reakce v realném ¢ase v NRL pro streptokokové nakazy

Detection of superantigens in Streptococcus pyogenes isolates using real-time polymerase
chain reaction at the NRL for Streptococcal Infections
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— Souhrn * Summary

Streptococcus pyogenes je patogen zpusobujici predevsim hnisavé infekce faryngu a ktize, miZe v§ak vyvolati sys-
témové infekce, které mohou byt doprovazeny streptokokovym syndromem toxického Soku. Vyznamnymi faktory
virulence produkovanymi timto agens jsou pyrogenni exotoxiny, tzv. superantigeny. Vyvolavaji hyperstimulaci
imunitniho systému s masivni sekreci prozanétlivych cytokint, kterd maze vyustit azZ v poSkozeni tkani a selhani
organt. Hlavnim faktorem virulence S. pyogenes je M protein kédovany genem emm, na jehoZ zakladé¢ jsou kmeny
Clenény do emm typu.

V Narodni referen¢ni laboratofi pro streptokokové nakazy bylo analyzovano celkem 27 klinickych izolata S. pyogenes
z let 2018-2020, které pattily k 11 riznym emm typtim. ZjiStovana byla pfitomnost genti kédujicich superantige-
ny — speA, speC, speG, speH, spel, speJ, speK, speL, speM, ssa a smeZ — pomoci polymerazové fetézové reakce
v redlném Case (RT-PCR). Napfi¢ analyzovanymi kmeny byly identifikovany vSechny testované geny koédujici
superantigeny. Pocet superantigenti nesenych izolaty se pohyboval mezi 06 geny. JelikoZ nosic¢stvi konkrétnich
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typech S. pyogenes v ramci emm typu.

Streptococcus pyogenes is a pathogen which causes mainly suppurative infections of the pharynx and skin but may
also be involved in systemic infections, possibly accompanied by streptococcal toxic shock syndrome. Important
virulence factors produced by this agent are pyrogenic exotoxins, the so-called superantigens. They induce hypers-
timulation of the immune system with massive secretion of anti-inflammatory cytokines, which may even result
in tissue damage and/or organ failure. The major virulence factor of S. pyogenes is M protein encoded by the emm
gene, used as the basis for emm typing.

The National Reference Laboratory for Streptococcal Infections analysed 27 clinical isolates of S. pyogenes from
2018-2020 assigned to 11 emm types. The real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to detect the
genes encoding superantigens — speA, speC, speG, speH, spel, sped, speK, speL, speM, ssa, and smeZ. All the ge-
nes listed above were revealed across the study strains. The number of superantigens carried by the study isolates
ranged from zero to six. As the carriage of specific superantigens is associated with emm types, the monitoring of
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superantigen distribution provides valuable epidemiological data on S. pyogenes subtypes within emm types.
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UVOD

Streptococcus pyogenes (streptokok skupiny A, group
A streptococci — GAS) je agens zptsobujici predevsim hni-
savé infekcee faryngu a kiiZe, maze v§ak vyvolat i systémové
infekce, které mohou byt doprovazeny streptokokovym
syndromem toxického Soku (STSS) [1]. Typizace GAS je
zaloZena na sckvenaci N-koncové ¢asti genu emm kéduji-
ciho M protein. V soucasnosti se rozliSuje vice nez 200 tzv.
emm typu [2].

Vyznamnymi faktory virulence produkovanymi kmeny
GAS jsou tzv. superantigeny (SAg). Jedna se o skupinu
vysoce pyrogennich exotoxint, které dokazi vizat MHC
IT glykoproteiny na povrchu antigen prezentujicich bunék
a zaroven receptor T lymfocytl [3]. Tim dochazi ke stimulaci
imunitniho systému béZnymi antigeny s naslednou masivni
sekreci prozanétlivych cytokint (IL-1p, TNF-a, IL-2 aj.),
coZ miZe vyustit aZ v toxicky Sok, poSkozeni tkani a selha-
ni organu [3, 4]. Predpokladanym cilem produkce SAg je
naru$eni imunitni odpovédi hostitele a potlaceni produkce
imunoglobulint [3, 5].

V soucasnosti je zndmo 13 SAg. Zkratky vétSiny gend/
proteinti vychazi z oznaceni streptococcal pyrogenic exo-
toxins — spe, pficemz vSechny SAg se vyznacuji vysoce
konzervovanym sekvenénim motivem. Toho bylo vyuzito
pfi identifikaci n€kterych z nich. Klasickymi biochemickymi
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metodami byly identifikovany SAg speA, speC, ssa (strep-
tococcal superantigen) a smeZ (streptococcal mitogenic
exotoxin Z). Pomoci pocitacové analyzy genomu byly
identifikovany dalSi SAg — speG, speH, spel, spel, spekK,
speL, speM, speQ a speR [3, 6]. Dlouhou dobu byly mezi
SAg tazeny téZ speB a speF, jejich toxicky efekt vSak byl
zpasoben kontaminaci jinymi SAg a dnes je zndmo, Ze
speF je totozny s DNazou B a speB kéduje cysteinovou
proteazu [3]. Protedza SpeB je téZ faktorem virulence, nebot
inaktivuje C3b ¢ast komplementu a §t€pi imunoglobuliny,
podle nékterych autor( slouZzi i k regulaci hladin ostatnich
produkovanych SAg [7, 8, 9].

Geny kodujici SAg se v genomu GAS vyskytuji prevazné
ve formé profagt i jinych integrovanych konjugativnich ele-
mentl, pfi¢emz profagy tvori cca 10 % genomu GAS a jsou
hlavnimi ptvodci genetické variability tohoto agens [10].
SAg se vyskytuji v riznych alelickych variantach. V roce
2016 bylo znamo 6 alel genu speA, 3 speC, 6 speG, 2 speH,
2 spel, 3 sped, 1 speK, 3 speL, 4 speM, 3 ssa a 56 alel smeZ
[3]. Jako SAg nesené na chromozomu a nikoliv v profazich
a jinych mobilnich elementech, byly identifikoviny geny
speG, speJ, smeZ [5]. Nékteré dvojice SAg jsou neseny na
stejném profagu/elementu (speH a spel, speL a speM, speQ
a speR), nicméné obcas dochazi ke ztratim gent v prabéhu

integrace do bakteridlniho chromozomu a tedy zachovani
pouze jednoho SAg [3, 11]. Tomu odpovida i odli§né za-
stoupeni téchto genl v populaci GAS, napt. 5,7 % speM
a4,7 % speL [12].

METODIKA
Kmeny 8. pyogenes

V prvni ¢asti prace byly analyzovany kmeny klinicky vy-
znamnych emm typil S. pyogenes, u kterych byla provedena
celogenomova sekvenace. Jednalo se o 5 kment typti emm1
a 5 kmentl emm?28 z let 2018 a 2019. V druhé Casti prace
bylo analyzovano 17 invazivnich kment izolovanych z krve,
které patfily k rGznym emm typum. Jednalo se o pivodce
zavaznych septickych stavill v roce 2020, které byly doruceny
do Naérodni referen¢ni laboratofe pro streptokokové nakazy
(NRL/STR) z klinickych pracovist a laboratofi. Informace
o kmenech jsou uvedeny v tabulce (Tab. 1). Jako pozitivni
kontroly slouZily sbirkové kmeny z Ceské ndrodni sbirky
typovych kultur (CNCTC) — CNCTC 7155, CNCTC 7208,
CNCTC 7227 a kmeny z britské Narodni sbirky typovych
kultur (NCTC) - NCTC 13736, NCTC 13751, NCTC 8320.

Kmeny byly kultivovany na krevnim agaru (Oxoid), pfes
noc pii 35-37 °C v atmosféfe s 5 % CO,. Dlouhodobé jsou

Tab. 1: Klinickeé izolaty GAS vybrané pro detekci superantigeni. Prvni éast izolati z let 2018 a 2019 byla podrobena celogenomové

sekvenaci
pacient

Kmen emm typ vek pohlavi klinicka prezentace

39/18 emm 67 M sepse, srdeni zéstava
86/18 emm 49 7 sepse, septicky Sok

93/18 emmi 64 M sepse

213/18 emmi 51 M flegména

62/19 emm1 21 Z septicky Sok s multiorgdnovym selhdnim
45/19 emm?28 64 M erysipel,septicky Sok s kardiorespiranim selhdnim
88/19 emm?28 60 M septicky Sok, Umrti

95/19 emm28 60 M sepse

96/19 emm?28 60 M sepse

385/19 emm?28 43 M sepse,flegména

125/20 emm1 58 7 sepse, erysipel, pneumonie
274120 emmii 79 M sepse

59/20 emm?28 40 M sepse, toxicky Sok

427/20 emm?28 89 7 sepse

18/20 emm32 48 M sepse

300/20 emm32 49 M sepse

48/20 emm60 75 7 erysipel, sepse

323/20 emm60 60 M erysipel, sepse

517/20 emm60 71 M sepse

521/20 emm60 82 M sepse

471/20 emm76 91 M sepse

482/20 emm80 30 Z sepse, narkomanie, endokarditida
280/20 blizky emm81 57 Z sepse

505/20 emmB4 63 Z sepse, flegmdna

27/20 emm108 57 M sepse, flegmona

304/20 emm?169 47 M sepse

301/20 emm191 72 M sepse
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Tab. 2: Distribuce superantigenovych gent u sbhirkovych referen¢nich kmend GAS

Kmen Genom speA | speC | speG | speH | spel | sped | speK | spel | speM | smeZ | ssa | speB
CNCTC 7155 NCTC 8198 X X X X X
CNCTC 7208 NCTC 10876 X X X X X
CNCTC 7227 NCTC 12059 X X X X X X X
NCTC 13736 NCTC 13736 X X X X X X X X
NCTC 13751 NCTC 13751 X X X X X X X

NCTC 8320 NCTC 8320 X X X X X X

X — pfitomnost daného genu v genomu kmene

kmeny skladovédny v kryozkumavkach KRYOBANKA B
(ITEST plus s.r.0.) pfi -70 °C.

emm typizace

Izolace DNA, amplifikace a sekvenace genu emm byla
provedena dle protokolu Centra pro kontrolu a prevenci
nemoci (CDC, Centers for Disease Control and Prevention)
[13]. Urceni emm typu bylo provedeno pomoci emm data-
baze CDC [14].

In silico analyza

In silico polymerazovafetézova reakce (PCR, polymera-
se chain reaction) byla provedena v programu FastPCR verze
6. 7.V nastaveni byly povoleny 3 nekomplementéarni nuk-
leotidy na 3° konci. Bylo zjistovano, zda dochazi ke tvorbé
amplikonl s pouZitim primera specifickych pro dané SAg,
pokud ano, tak s jakou specifitou, a velikost amplikonu. Jako
templaty byly pouZity genomy kment S. pyogenes ziskané
bud sekvenaci v NRL/STR, nebo z webovych databazi [15,
16]. Celkem bylo analyzovano 10 kmena sekvenovanych
v NRL/STR a 73 genomt z databazi.

PCR v realném case

Pfitomnost gent pro superantigeny byla detegovana po-
moci kvantitativni PCR v realném ¢ase (RT-PCR) na pfistroji
Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad), vysledky byly vyhodnocovany
v programu Bio-Rad CFX Manager.

SlozZeni reakéni smési bylo nasledujici (jsou uvedeny
koncentrace v reakci): 1x iQ™ SYBR® Green Supermix

(Bio-Rad), 0,3 uM primery forward i reverse (Generi
Biotech), 4 ul izolované DNA. Byla pouZita DNA izolovani
pro emm typizaci s naslednym fedénim (k 50 ul DNA bylo
pridano 300 pl TAE pufru [Sigma]). Byly detegovany na-
sledujici geny (pomoci primerii z uvedené publikace): speA
[17], speC [17], speG [17], speH [17], spel [18], speJ [19],
speK [7], speL [11], speM [11], smeZ [19], ssa [17]. Gen
speB byl pouzit jako kontrolni pro kmeny, u nichZ nebyl
zaznamenan zadny ze zjiStovanych exotoxint [20].

RT-PCR probihala za nasledujicich podminek: priméarni
denaturace — 5 min, 95 °C; templatova denaturace — 20 s,
95 °C; nasedani primerti — 1 min, 55-65 °C (spel, smeZ —
55 °C; speB — 59 °C; speG, speJ — 60 °C; speA, speH,
speK, speM — 63 °C; speC, speL, ssa — 65 °C); polyme-
race — 30 s, 72 °C; v8e ve 40 cyklech. Vzorky a kontroly
byly méfeny v dupletech. Pfi ovéfovani funk¢nosti
metody byly amplikony vizualizovany pomoci agarosové
elektroforézy — 1% agarosovy gel, TAE pufr, konstantni
napéti 90 V, barveni Midori Green Direct (Nippon Genetics
Europe).

VYSLEDKY A DISKUZE

In silico analyza

In silico PCR byla pouzita ke dvéma cilim: 1. otesto-
vat vhodnost vybranych primerd, 2. nalézt vhodné kmeny
S. pyogenes, které by obsahem gent pokryly celou Skalu
testovanych SAg. Analyza 73 genomt ukézala funk¢nost
primert i rozdilnou distribuci jednotlivych SAg napfi¢ GAS
populaci, ktera zhruba odpovidala distribuci popisované
v literature [21].

Tab. 3: Distribuce superantigenovych gen(i u celogenomoveé sekvenovanych izolatli GAS

emm typ kmen speA | speC | speG | speH | spel | sped | speK | spelL | speM | smeZ | ssa

emmi 39/18 X X X X*
86/18 X X X X
93/18 X X X X
213/18 X X X X
62/19 X X X X

emm?28 45/19 X X X X X X
88/19 X X X X X X
95/19 X X X X X X
96/19 X X X X X X
385/19 X X X X

X — pfitomnost daného genu v genomu kmene; * — gen nebyl detegovan v genomu in silico analyzou, ale az pfi RT-PCR
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Velikost predikovanych amplikont se napii¢ kmeny (resp.
genomy) mirné liSila pouze u genu smeZ. Pravdépodobné
Slo o razné alelické varianty genu, jelikoZ smeZ ma nejvice
zaznamenanych alel [3]. Dva riizné velké amplikony vznikaly
t€Z u genu speM, ukazalo se vsak, Ze jde o faleSnou pozitivitu.
Primery navrZené na gen speM se vaZiina gen speK vzhledem
k jejich blizké pfibuznosti [3], nicméné diky odliSné velikosti
(612 a 678 part basi [pb]) bylo mozné je rozlisit pomoci gelové
elektroforézy. Region speQR nebyl detegovan s ohledem na
pfilisnou velikost amplifikované oblasti pii RT-PCR a na fakt,
7e u kmen, které tento region mély, ale byl béhem vyvoje
ztracen, zustava v genomu C-koncovy fragment genu speR
[6]. JelikoZz tento fragment poskytoval amplikon o velikosti
cca 480 pb, nebyla RT-PCR detekce tohoto regionu vhodna.

Jako vhodné pozitivni kontroly byly vybrany 3 kmeny
z CNCTC, u nichz byly publikovany celogenomové sekvence
(pod oznacenim kmene NCTC), dalsi 3 kmeny byly ziskany
zNCTC. Distribuce gent pro SAg je uvedena v tabulce (Tab. 2).

V NRL/STR bylo sekvenovano 5 izolath emm]1 a 5 izolata
emm?28. V jednotlivych genomech nebyl zachyt SAg gent
zcela konzistentni, av§ak kazdy gen byl zaznamenén nékoli-
krat. Vzhledem k nedostatku popsanych genti v databézich je
prozatim skladani genomit GAS pomérné problematické co do
vyvéazenosti pokryti genomu a pfesnosti ¢teni. Distribuce gent
pro SAg je uvedena v tabulce (Tab. 3).

PCR v realném case

Pro RT-PCR byly hledany vhodné reakéni podminky. Byly
vytvoteny 4 protokoly liSici se teplotou nasedani primeru.
Primery pro detekci genti spel a smeZ se vSak vyznacovaly
pomérné nizkou teplotou tani v dusledku velkého obsahu
A aT basi. A¢ protokol pro tyto geny byl funkéni, bylo by pro
dalsi praci vhodnéjsi pouZit jiné primery. Navrh univerzélnich
primert pro gen smeZ v8ak miiZe byt pomérné sloZity z divodu

Tab. 4: Distribuce superantigenovych genli u izolatd GAS z roku 2020

velkého mnoZstvi alelickych variant. Celkové byla detekce SAg
gent funkéni.

Pro kontrolni sbirkové kmeny korespondovaly vysledky
ziskané RT-PCR s vysledky in silico PCR, s vyjimkou detekce
genu spel u kmentt NCTC 13736 a NCTC 13751 (Tab. 2).
JelikoZ v sekvenovaném genomu maji tyto kmeny i gen speM,
pravdépodobné doslo po sekvenaci genomu ke ztrat€ genu speL
v prabéhu kultivaci a prace s témito kmeny v Nérodni sbirce
typovych kultur. TéZ se potvrdil vznik dvou amplikont (sprav-
né a falesné pozitivni vysledek vlivem pfitomnosti speK) pfi
detekcei genu speM, proto kmen NCTC 13751 nebyl pro tento
gen pouZzivan jako pozitivni kontrola RT-PCR.

Vysledky RT-PCR drive seckvenovanych invazivnich izolatt
typu emm] a emm?28 €7 korespondovaly s in silico vysledky
s dvéma vyjimkami (Tab. 3). Pfi in silico PCR nebyl u izolatu
39/18 zachycen gen smeZ au izolatu 385/19 gen speJ, pravdépo-
dobné z vyse popsaného diivodu nedokonale pokrytého genomu.

Soubor 17 izolatli GAS, invazivnich piivodcti sepsi (Tab. 4),
obsahoval 5 kmenti nedisponujici ani jednim z testovanych
SAg. Jednalo se o kmeny emm60 a emm169 a pro ovéreni

kvality DNA byl u vSech tspésné detegovan gen speB, ktery
se vyskytuje u 99,8 % GAS [5].

emm typy a distribuce superantigent

Geny kodujici SAg jsou variabilni slozkou genomu GAS
a zaroven vyznamnymi faktory virulence, otazka spojeni
konkrétnich emm typti s nosi¢stvim konkrétnich SAg genti je
tedy na misté. NRL/STR provedla v letech 20112012 studii
na 111 izolatech GAS patficim k 25 rdznym emm typim
a identifikovala u nich 37 toxigennich profild. Spojitost mezi
emmtypy a SAg geny vSak nebyla statisticky signifikantni [22].
Statisticky vyznamna spojeni SAg s emm oproti tomu uvedla
némecka studie sledujici invazivni onemocnéni GAS v letech
2009-2014 (719 izolath). V Evropé prevalujici emm1 byl

Kmen speA | speC | speG | speH | spel | speJ | speK | spel | speM | smeZ | ssa | speB* emm typ
125/20 X X X X emmi
274/20 X X X emmi1
59/20 X X X X emm?28
427/20 X X X X emm?28
18/20 X X X emm32
300/20 X X X emm32
48/20 X emmeé0
323/20 X emmB0
517/20 X emmgé0
521/20 X emmB0
471/20 X X X X X emm76
482/20 X X X X X emm80
280/20 X X X blizky emm81
505/20 X X X emmg4
27120 X X X X emm108
304/20 X emm169
301/20 X X emm191

X - pfitomnost daného genu v genomu kmene; * — detekce genu speB byla provadéna pouze u izolatd bez jinych SAg
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spojen s piitomnosti gend speA (98,7 %), speG (98,7 %) a speJ
974 %), emm28 s geny speC (94,6 %), speG (98,2 %), speJ
(98,2 %) a speK (20,7 %) [12]. Tato zjisténi korespondovala
s naSimi vysledky (Tab. 3, Tab. 4) i dfiv&;si studii [22].

Kmeny stejného ermm typu se vyznacuji rozdily v distribuci
SAg v Casei v zavislosti na geografickém pivodu kmene [23].
Typickym piikladem je emm28, v této i predchozi praci [22]
byly identifikovany celkem 4 odlisné toxigenni profily. Uvadi
s¢, ze ackoliv vSechny emm typy se vyznacuji riznymi toxigen-
nimi profily s odliSnou distribuci SAg gentl, tato distribuce neni
nahodna a kazdy emm typ se vyznacuje dominanci nejméné
dvou mobilnich SAg genl a dominanci nékolika toxigennich
profilti [20]. Napt. vSechny kmeny patfici k emm]1, které byly
analyzovany v ramci této prace (vcetné sbirkového CNCTC
7155), obsahuji geny speA, speG, speJ asmeZ.V jinych studiich
u 2-3 % kment emm] néktery z téchto genti chybél a v fadu
az jednotek procent byla zaznamenana piitomnost gent speC,
speH, speK, speM assa [12,22]. Pro emm] by tedy geny speA,
speG, speJ a smeZ mély byt dominantnimi SAg, obdobné pro
emm?28 by to mély byt geny speC, speG, speJ a smeZ[12,22].

ZAVER

Streptokokové pyrogenni exotoxiny funguji jako superan-
tigeny a jsou vyznamnymi faktory virulence. Jejich propojeni
s konkrétnimi klinickymi projevy je vSak stale nejasné a statis-
ticky se nepodatilo prokézat ani pfimou spojitost s invazivitou.
Spojitost s emm typy vSak prikazna je a sledovani distribuce
SAg napric GAS izolaty tak poskytuje cennd epidemiologicka
data o subtypech v ramci emm typu.

Podporeno MZ CR — RVO (,,Stdtni zdravotni tistav —
SZU, 75010330“).

LITERATURA

[1] Ryan KJ, Ray CG et al. Sherris Medical Microbiology, Fifth
Edition. USA, McGraw-Hill Companies, 2010. ISBN 978-0-
07-160402-4.

[2] Fischetti VA. M protein and other surface proteins on strepto-
cocci. In: Ferretti JJ, Stevens DL, Fischetti VA. Streptococcus
pyogenes: Basic biology to clinical manifestation. Oklahoma
City: University of Oklahoma Health Sciences Center; 2016.

[3] Proft T, Fraser JD. Streptococcal superantigens: Biological pr-
operties and potential role in disease. In: Ferretti JJ, Stevens DL,
Fischetti VA. Streptococcus pyogenes: Basic biology to clinical
manifestation. Oklahoma City: University of Oklahoma Health
Sciences Center; 2016.

[4] Lintges M, Arlt S, Uciechowski P er al. A new closed-tube
multiplex real-time PCR to detect eleven superantigens of
Streptococcus pyogenes identifies a strain without superantigen
aktivity. International Journal of Medical Microbiology. 2007;
297(6): 471-478.

[5] Commons RJ, Smeesters R, Proft T et al. Streptococcal su-
perantigens: categorization and clinical association. Trends in
Molecular Medicine. 2014; 20(1): 48-62.

[6] Reglinski M, Sriskandan S, Turner CE. Identification of two new
core chromosome-encoded superantigens in Streptococcus pyo-
genes; speQ and speR. Journal of Infection. 2019; 78: 358-363.

(7

(8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

(20]

[21]

[22]

(23]

Banks DJ, Lei B, Musser JM. Prophage induction and expression
of prophage-encoded virulence factors in group A Streptococcus
serotype M3 strain MGAS315. Infection and Immunity. 2003;
71(12): 7079-7086.

Borek AL, Wilemska J, Izdebski R er al. A new rapid and cost-
-effective method for detection of phages, ICEs and virulence
factors encoded by Streptococcus pyogenes. Polish Journal of
Microbiology. 2011; 60(3): 187-201.

Terao Y. The virulence factors and pathogenic mechanisms of
Streptococcus pyogenes. Journal of Oral Biosciences. 2012;
54: 96-100.

Beres SB, Musser JM. Contribution of exogenous genetic ele-
ments to the group A Streptococcus metagenome. PLoS ONE.
2007; 2(8): ¢800.

Igwe EI, Shewmaker PL, Facklam RR et al. Identification of
superantigen genes speM, ssa, and smeZ in invasive strains of
beta-hemolytic group C and G streptococci recovered from
humans. FEMS Mcrobiology Letters. 2003; 229: 259-264.
Imohl M, Fitzner C, Perniciaro S et al. Epidemiology and
distribution of 10 superantigens among invasive Streptococcus
pyogenes disease in Germany from 2009 to 2014. PLoS ONE.
2017; 12(7): ¢0180757.

Centers for Disease Control and Prevention. Protocol for emm
typing [online]. [cit. 2021-06-07]. Dostupné na www: <https:/
www.cdc.gov/streplab/groupa-strep/emm-typing-protocol.
html>.

Centers for Disease Control and Prevention. Blast—emm & emm
databases [online]. [cit. 2021-06-07]. Dostupné na www: <htt-
ps:/fwww2.cdc.gov/vaccines/biotech/strepblast.asp>.

Jolley KA, Bray JE, Maiden MCJ. Open-access bacterial popu-
lation genomics: BIGSdb software, the PubMLST.org website
and their applications. Wellcome Open Research, 2018, 3(124).
Databaze na www: <https://pubmlst.org/organisms/streptoco-
ccus-pyogenes>.

Benson DA, Cavanaugh M, Clark K ef al. GenBank. Nucleic
Acids Research. 2013; 41:D36-42. Databaze na www: <https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/>.

Luca-Harari B, Ekelund K, van der Linden M et al. Clinical
and epidemiological aspects of invasive Streptococcus pyogenes
infections in Denmark during 2003 and 2004. Journal of Clinical
Microbiology. 2008; 46(1): 79-86.

Proft T, Arcus VL, Handley V et al. Immunological and bioche-
mical characterization of streptococcal pyrogenic exotoxins I and
J (SPE-I and SPE-]) from Streptococcus pyogenes. Journal of
Immunology. 2001; 166: 6711-6719.

Rivera A, Rebollo M, Mir6 E er al. Superantigen gene profile,
emm type and antibiotic resistance genes among group A strep-
tococcal isolates from Barcelona, Spain. Journal of Medical
Microbiology. 2006; 55: 1115-1123.

Schmitz FJ, Beyer A, Charpentier E er al. Toxin-gene pro-
file heterogeneity among endemic invasive european group
A streptococcal isolates. Journal of Infectious Diseases. 2003;
188: 1578-1586.

Frides A, Pinto FR, Silva-Costa C et al. Superantigen gene
complement of Streptococcus pyogenes —relationship with other
typing methods and short-term stability. European Journal of
Clinical Microbiology & Infectious Diseases. 2013;32: 115-125.
Albokova J, Lzicarova D, Kozédkova J. Toxigenni profily a emm
typizace Streptococcus pyogenes v Ceské republice v letech
2011 a2012. Zprdavy CEM (SZU Praha). 2014;23(10): 365-368.
Commons R, Rogers S, Gooding T ez al. Superantigen genes in
group A streptococcal isolates and their relationship with emm
types. Journal of Medical Microbiology. 2008; 57: 1238-1246.

Jiri Vlach, Sandra Vohrnovd, Jana Kozdkovd
NRL pro streptokokové ndkazy

192



