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Preprecevanja zgodnjih invazivnih okuzb novorojencka
zaradi streptokoka skupine B - mikrobioloske metode za

ugotavljanje nosilstva pred in ob porodu

Prevention of early invasive infections with group B streptococci in the newborn -
microbiological methods for detection of collonization before and at birth
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lzvlecek

Ob koncu lanskega leta je Zdravstveni svet Republike Slovenije potrdil program preprecevanja zgodnjih invazivnih okuzb
novorojenckov, povzrocenih s streptokokom skupine B, ki vkljucuje univerzalno presejanje nosecnic v 35.-37. tednu no-
secnosti. V prispevku smo pregledali razlicne diagnosticne metode presejanja in dejavnike, ki pomembno vplivajo na nji-
hovo uspesnost tako v ginekoloski ambulanti kakor tudi v mikrobioloskem laboratoriju. Bralca opozarjamo na pravilnost
odvzema kuZnine, mu predstavimo izbrano strategijo testiranja s kombinacijo obogatene kulture in molekularnega te-
stiranja ter mu ponujamo seznam registriranih molekularnih testov, primernih za testiranje. V zadnjem delu prispevka
razpravljamo o pomenu hipervirulentnega klona CC-17, ki povzroca vecino invazivnih okuzb novorojenckov v Sloveniji, in
o metodabh, s katerimi ga prepoznamo.

Abstract

At the end of last year, the Health Council of the Republic of Slovenia adopted a programme for the prevention of early inva-
sive neonatal infections caused by group B streptococci, which includes universal screening of pregnant women between the
35" and 37" week of pregnancy. In this article, we provide an overview of the different diagnostic modalities for screening
for collonization and the factors that significantly influence the success of screening, both in gynaecological practise and in
the microbiology laboratory. We instruct the reader on the proper collection and transport of specimens. We also present the
chosen testing strategy, using a combination of enriched culture and molecular testing, and provide the reader with a list of
registered molecular tests suitable for screening. In the last part of the article, we discuss the importance of the hypervirulent
clone CC-17, which causes most invasive neonatal infections in Slovenia, and the methods by which it can be detected.
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INFEKCIJE

1 Uvod

Delez invazivnih okuzb (sepsa, meningitis in plju¢ni-
ca) pri obolevnosti in umrljivosti novorojenckov in otrok
do dopolnjenega tretjega meseca starosti je pomemben
(1). V Sloveniji je priblizno petina neonatalnih smrti po-
sledica invazivne okuzbe (2). Med povzrocitelji je v raz-
vitem svetu, tudi pri nas, najpogostejsi streptokok skupi-
ne B (SGB), ki povzroci do 50 % tovrstnih okuzb (2,3).
Razdelimo jih na zgodnje (0-7 dni starosti) in pozne
(8-90 dni starosti). Zgodnje neonatalne okuzbe s SGB so
posledica vertikalnega prenosa bakterij z matere v ¢asu
poroda. Njihova incidenca je v Sloveniji za > 30 % vis-
ja od svetovne in evropske ocene in znasa 0,53/po 1.000
rojstev (3,4). Z napredkom zdravljenja se je smrtnost
po tovrstnih okuzbah znizala pod 10 %, vendar pa ima
velik delez otrok po ozdravitvi lahko trajne posledice v
umskem in motori¢nem razvoju (20-30 %), kar je po-
membno zdravstveno in ekonomsko breme druzbe (4-6).

DelezZ slovenskih nosec¢nic, ki so nosilke SGB v ¢re-
vesju ali noznici, so ugotavljali v dveh raziskavah. Znasal
je 17 % in 23 % (7,8). Prenos bakterije z matere na otroka
se med vaginalnim porodom zgodi pri polovici nosilk,
invazivna okuzba novorojencka pa nastane pri 1-2 %
novorojenckov (9). V 80. letih prejsnjega stoletja so ugo-
tovili, da zgodnje invazivne okuzbe lahko ucinkovito (>
90 %) preprecimo z obporodno antibioti¢no profilakso,
pri kateri mati v ¢asu poroda intravensko prejme antibi-
otik (9).

Nosecnice za antibioti¢no profilakso lahko izberemo
na tri nacine: a) na podlagi dejavnikov tveganja v ¢asu
poroda (prezgodnji porod, dolgotrajen razpok mehurja,
povisana telesna temperatura, prisotnost SGB v urinu v
nosec¢nosti ali okuzba otroka s SGB v prej$nji nose¢nos-
ti), b) na podlagi ugotovljenega nosilstva SGB v zadnjem
trimesecju nosec¢nosti, tipiéno med 35. in 37. tednom ali
¢) na podlagi ugotovljenega nosilstva SGB pri otro¢nici
v ¢asu poroda (10). V Stevilnih raziskavah so ugotovili,
da je presejanje med 35. in 37. tednom nosec¢nosti bolj
uc¢inkovito od zgolj prepoznavanja dejavnikov tveganja
(11,12). V nedavni nacionalni raziskavi so bili dejavniki
tveganja ob porodu odsotni pri 52 % obolelih otrok, kar
potrjuje nezadostnost preventive, ki temelji zgolj na tovr-
stni oceni tveganja (4).

Zdravstveni svet RS je nedavno sprejel predlog o
uvedbi univerzalnega presejanja nosilstva za SGB v 35.
do 37. tednu nosec¢nosti. V prispevku predstavljamo na-
ravni potek kolonizacije ter Ze uveljavljene in nove meto-
de za ugotavljanje nosilstva SGB pri nose¢nicah.
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2 Naravni potek kolonizacije

Okuzba in kolonizacija matere sta nujni pogoj za pre-
nos bakterije na otroka pri zgodnjem tipu okuzbe. Dom-
nevamo, da se mati kolonizira po fekalno-oralni poti od
drugega cloveka (tesni stik, tudi spolni), iz okolice (zara-
di slabe higiene) ali s hrano (mle¢ni izdelki), nato pa se
kolonizacija iz ¢revesa prenese na razli¢ne predele telesa,
predvsem v podrocje secil in rodil. Pogosto je hkrati pri-
sotna kolonizacija ve¢ predelov telesa (13-15). Dinamika
kolonizacije je verjetno bolj kompleksna od splo$nega
prepric¢anja. V danski raziskavi so nosec¢nice spremljali
v obdobju med nosec¢nostjo in po njej. Ugotovili so, da
v ¢asu $tudije samo dobra polovica Zensk (53 %) ni bila
kolonizirana. Preostale so bile kolonizirane bodisi stal-
no (28 %) bodisi prehodno (19 %). Populacija bakterij
je bila pri posamezni Zenski gensko homogena, genotip
seva se s casom ni zamenjal. Sklepali so, da je za uspesno
odkrivanje bakterije pomembno predvsem trenutno raz-
merje SGB v primerjavi z ostalimi bakterijami ¢revesne
mikrobiote (16).

Stanje kolonizacije v poznem tretjem trimesec¢ju no-
secnosti je napovedni dejavnik dejanske kolonizacije v
¢asu poroda. S podaljSevanjem casa od testiranja do po-
roda se napovedna vrednost tak$nega testiranja manjsa.
Negativna napovedna vrednost brisa, odvzetega < 5 te-
dnov pred porodom, znasa zadovoljivih 95-98 %, po tem
obdobju pa dokaj strmo upade na 80 % (17,18). Slabsa
negativna napovedna vrednost je razlog, da v okoljih,
ki izvajajo presejanje vec¢ino zgodnjih invazivnih okuzb
novorojenckov opazamo pri nose¢nicah z negativnim
rezultatom presejalnega testa pred porodom. Taksni pri-
meri so lahko posledica lazno negativnega testa ali novo
nastale kolonizacije nose¢nice v obdobju od testiranja do
poroda (11).

Amerisko zdruzenje porodnicarjev in ginekologov
(angl. American College of Obstetricians and Gyneco-
logists, ACOG) je v najnovejsih smernicah odvzem bri-
sa noznice in zadnjika za ugotavljanje nosilstva za SGB
zaradi slabse negativne napovedne vrednosti testiranja v
obdobju > 5 tednov pred porodom spremenilo svoje pri-
porocilo. Zdaj namesto odvzema brisa po 35. 0/7 tednu
nosec¢nosti priporo¢ajo odvzem brisa med 36. 0/7 in 37.
6/7 tednom nosec¢nosti (19). Na ta nacin so okno do po-
roda ob roku skrajsali na 5 tednov (36. 0/7 do 41. 0/7). V
primeru, da poteka porod > 5 tednov od odvzema brisa,
bi bilo smiselno bris ponoviti.

Mnenje avtorjev prispevka je, da taksna resitev
odpravlja nekatere pomanjkljivosti pri ugotavljanju
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kolonizacije pred porodom. Zelimo pa opozoriti, da po
dopolnjenem 37. tednu nosecnosti za¢ne narascati tve-
ganje, da se bo porod zacel, preden bomo prejeli izvid
testiranja. Glede na to, da na$ sistem predporodnega
varstva do 37. tedna ne predvideva tedenskih pregledov,
predlagamo, da nase priporocilo za zdaj ostane nespre-
menjeno, torej med 35. in 37. tednom nosecnosti, ob
komentarju, da pa je testiranje med 36. in 37. tednom
primernejse, kadar je to mogoce. V prihodnosti bomo
na podlagi podatkov iz posameznih obdobij priporocilo
ustrezno spremenili.

3 Odkrivanje kolonizacije pred porodom

V nadaljevanju predstavimo osnovno mikrobiolo-
$ko metodo za ugotavljanje kolonizacije pred porodom
v ¢asu med 35. in 37. tednom nosec¢nosti, tj. obogateno
kulturo, in navajamo nekatere pomembnejse izboljsave,
ki povecujejo obcutljivost preiskave.

3.1 Obogatena kultura

Mikrobioloska diagnostika ugotavljanja kolonizacije
s SGB temelji na obogateni kulturi, pri kateri bris nozni-
ce in zadnjika, odvzet z enim brisom ali z dvema, najprej
kultiviramo v selektivnem tekocem gojis¢u (obogatitev)
in ga po 16-24 urah inkubacije precepimo na eno od
trdnih gojis¢. Za obogatitev lahko uporabljamo Todd-
-Hewittov bujon z dodatkom antibiotikov, in sicer 15
mg/L nalidiksi¢ne kisline in 8 mg/L gentamicina, ali bu-
jon Lim z dodatkom 15 mg/L nalidiksi¢ne kisline in 10
mg/L kolistina. Antibiotiki zavirajo rast po Gramu ne-
gativnih bakterij. Obogatitveni bujon po inkubaciji pre-
ko noc¢i precepimo na enega od diferencialnih gojis¢ za
prepoznavanje kolonij SGB, na krvni agar, na krvni agar
z dodatkom kolistina in nalidiksi¢ne kisline (CNA agar)
ali katerega od specializiranih komercialnih kromoge-
nih gojis¢. Precepljena trdna gojisca je treba kultivirati
dodatnih 48 ur (12,20).

Prepoznavanje tipi¢nih kolonij SGB, za katere je zna-
ve¢inoma izvaja z masno spektrometrijo MALDI-TOF
(angl. Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation Ti-
me of Flight). Lahko pa jo izvajamo tudi s katero od sta-
rejsih metod prepoznavanja, bodisi z lateksno aglutina-
cijo bodisi z biokemi¢nimi testi. Kultiviranje bakterije
nam zaenkrat edino omogoca testiranje obcutljivosti
SGB za antibiotike, kar je pomembno predvsem pri pre-
obcutljivosti na beta-laktamske antibiotike in za nadzor
odpornosti (12,20).
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Problem presejanja s kulturo predstavljajo nehemo-
liti¢ni in nepigmentirani sevi SGB (NHNP sevi), ki se
pojavljajo v 2-5 % pozitivnih vzorcev in prav tako lahko
povzrocijo tezjo obliko bolezni (21). Odsotnost hemo-
lize in pigmentacije kolonij vplivata predvsem na feno-
tipsko identifikacijo, ki zahteva vecjo izkusenost osebja,
vecje $tevilo uporabljenih dodatnih testov za identifika-
cijo in je lahko vzrok za lazno negativne rezultate obo-
gatene kulture. Podobno lahko kompetitivna rast bak-
terije Enterococcus faecalis, ki pogosto kolonizira ¢revo,
obogatimo pa jo skupaj s streptokokom, zavira rast SGB

Naslednja dva dejavnika igrata pomembno vlogo
pri uspesnem odkrivanju SGB v obogateni kulturi: a)
obogatitev brisov v selektivnem bujonu in b) socasni
odvzem brisa noZnice in zadnjika (Slika 1). Obogatitev
brisov v tekocem gojis¢u ima bistveno vecjo obcutljivost
kot samo neposredno nacepljanje brisa na trdno gojisce.
Ocenjujejo, da je brez obogatitve lazno negativnih do
50 % odvzetih brisov (12,23). Nadalje je zelo pomem-
ben socasni odvzem brisa noznice in zadnjika. Tu gre
predvsem za odraz naravnega poteka kolonizacije, pri
katerem se kolonizira najprej ¢revo, v katerem se bak-
terija namnozi in nato prenese v noznico. V vecini raz-
iskav so tako bakterijo pogosteje dokazali v zadnjiku
in sicer vse do razmerja 2:1 (24,25). Socasni odvzem
kuznine iz obeh anatomskih mest izboljsa odkrivanje za
okoli 30 % (23).

Poudariti moramo, da je za odvzem kuznine odgovo-
ren zdravnik ginekolog in da pravilnost odvzema kuzni-
ne, kot je to v mikrobiologiji pogosto, pomembno vpliva
na pravilnost rezultatov. Zato skrbi podatek slovenske
raziskave iz leta 2016, v kateri so bili pravilno odvzeti
brisi zgolj v manjsini; komaj 17 % vseh brisov (8).

Pri obogateni kulturi moramo v laboratorij prenes-
ti zive bakterijske celice. Zato so pomembni kakovo-
stni transportni sistemi, ki jih sestavljajo brisi in tran-
sportno gojisce. Tradicionalno smo uporabljali brise s
prepleteno bombazno konico in poltrdim transportnim
gojis¢em. Danes so na voljo tudi brisi z izboljsano sesta-
vo in topografijo konice iz umetnih vlaken, ki preprecu-
jejo ujetje bakterij v konici in izbolj$ajo njihovo sprosti-
tev v okolje (26). Bakterije ohranijo viabilnost na brisu
najmanj 48 ur na sobni temperaturi. Kadar brisov ne
moremo poslati v laboratorij takoj, jih lahko hranimo
v hladilniku (4 °C) do najvec¢ 4 dni (12). Nekateri pro-
izvajalci brise kombinirajo z obogatitvenim bujonom
(THBS, Lim, Carrot), kar pomeni, da v laboratoriju
taksne brise lahko za¢nemo inkubirati brez dodatnega
manipuliranja vzorca.

311



INFEKCIJE

N\

% 1. bris noZnice
(v globini 2 cm)

~— N —

(1)

¥~ 2. bris zadnjikal
(v globini 1 cm)

~— ——

(2)

Slika 1: Navodila za odvzem brisa za ugotavljanje kolonizacije nosecnice s streptokokom skupine B. Povzeto po navodilih
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (12). Najprej odvzamemo bris noZnice v globini 2 cm (1), nato z istim

brisom odvzamemo bris zadnjika v globini 1 cm (2).

Poudarek: odvzem in prenos vzorca.

Za odvzem brisa noZnice in zadnjika potrebujemo bris s transportnim gojis¢em (npr. Stuart, Amies), ki ga najprej vstavimo v
spodnjo tretjino noZnice (2 cm globoko) in nato v zacetni del zadnjika (1 cm globoko). V obeh anatomskih mestih rotiramo

priblizno 5 sekund, da omogocimo dober sprejem kuZnine na konico palcke. Odvzeto nato vstavimo v transportno gojisce in
ga v roku 48 ur, po moZnosti pa cimprej, posljemo v mikrobioloski laboratorij. Prenos brisa poteka na sobni temperaturi. Kadar

brisa isti dan ne moremo poslati v laboratorij, ga hranimo v hladilniku (+ 4 °C) do najvec 4 dni (Slika 1) (12).

3.2 I1zboljsave obogatene kulture
3.2.1 Kromogena gojisca

V tem prispevku kot kromogena gojis¢a oprede-
ljujemo vsa gojisca, pri katerih pozitivnost enac¢imo s
spremembo barve bodisi gojisca ali bakterijske kolonije.
V to kategorijo bomo uvrstili tako teko¢a kromogena
gojisca, ki jih uporabljamo v fazi obogatitve (bujon Car-
rot), kot tudi trdna kromogena gojis¢a, ki jih uporab-
ljamo za neposredno nacepitev ali za precepljanje po
obogatitvi. Glede mehanizma nastanka barvne reakcije
lo¢imo klasi¢na kromogena gojis¢a in kromogena go-
jisca tipa Granada.

V zadnjih letih opazamo razcvet razvoja in upora-
be klasi¢nih kromogenih gojis¢ za dokaz razli¢nih bak-
terijskih patogenov, tudi za dokaz SGB (22). Klasi¢na
kromogena gojis¢a vsebujejo kromogene molekule
(indoksilne spojine), vezane na substrat encimske reak-
cije, znacilne za posamezno bakterijsko vrsto, ki se po
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encimski reakciji sprostijo v okolico in kolonije obarvajo
v znacdilno barvo (27). Za razliko od navadnega krvnega
agarja in kromogenih gojis¢ tipa Granada, so le klasi¢na
kromogena gojis¢a sposobna zaznati seve streptokokov
NHNP. Kultiviramo jih znacilno v aerobnih pogojih, ki
so optimalni za razgradnjo substratov in razvoj barvne
reakcije. Ker kromogene spojine na svetlobi razpadejo,
jih moramo hraniti v temi (22).

Klasi¢na kromogena gojisca lahko uporabljamo ta-
ko za neposredno nacepitev kot tudi za precepljanje po
obogatitvi. Sposobnost kromogenih gojis¢, da obarvajo
tudi seve bakterije NHNP, je osnovni razlog za njihovo
zaznajo okoli 5 % ve¢ pozitivnih kuznin, kar odslikava
delez sevov NHNP v populaciji (28). Samo odkrivanje
barve pa ni vedno enostavno. Kolonije SGB se lahko
obarvajo slab$e, predvsem kadar je komenzalna flora
bakterij Steviléna in bistveno presega delez SGB. Na
drugi strani spektra se lahko obarvajo tudi kolonije bak-
terij sorodnih SGB, med katerimi so lahko streptokoki
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drugih vrst ali celo nekateri enterokoki in stafilokoki.
Izkuseni pregledovalec bo taksne nespecificne koloni-
je prepoznal Ze makroskopsko, vendar avtorji svetujejo
previdnost in nadzorovanje identifikacije vseh obarva-
nih in sumljivih kolonij, ¢e je le mogoce z uporabo me-
tode masne spektrometrije MALDI-TOF (22).

Na trgu so dostopna $tevilna tovrstna gojisc¢a razlic-
nih proizvajalcev, med katerimi so: bioMérieux (Cho-
mID Strepto B), Bio-Rad (StreptoB Select), Oxoid (Bril-
liance GBS) in druga. Ce brise nacepimo neposredno
nanje in jih inkubiramo en dan, dosezemo obcutljivost
okoli 85 % (77-96 %). Ce brise najprej nacepimo v teko-
¢e obogatitveno gojisce in nato na klasi¢na kromogena
gojis¢a, ki jih inkubiramo dodatna dva dneva, se ob-
Cutljivost pribliza 100 % (93-100 %) (29-34). Seveda je
pri tem potrebno poudariti, da obcutljivost 100 % v tem
primeru zrcali dejstvo, da se je ta metoda uporabljala
kot zlati standard.

Drugi tip kromogenih gojis¢ (tip Granada) so go-
jis¢a, ki spodbujajo naravno tvorbo pigmenta pri ve-
liki vecini sevov SGB. Ta lastnost je vezana na tvorbo
hemolizinov, zato z uporabo teh gojis¢ ne zaznamo
sevov bakterije NHNP. Tvorba pigmenta je izboljsana
v anaerobnih pogojih (20). V primerjavi s klasi¢nimi
kromogenimi gojisci je obcutljivost gojis¢ tipa Grana-
da pric¢akovano slabsa in znasa po obogatitvi okoli 95 %
(34). Tvorbo pigmenta izkoris¢amo tudi pri nekaterih
dvofazni bujon), vendar je njihova obcutljivost slabsa
od ustaljenih tekocih gojis¢. Njihovo popularnost pri-
pisujemo predvsem visoki specificnosti tvorbe oranzne-
ga pigmenta in dejstvu, da obarvanih tekocih gojis¢ na
podlagi tega ni potrebno dodatno precepljati in bakterij
identificirati. Deklarirana obcutljivost enega od registri-
ranih tovrstnih tekocih gojis¢ (Strep B Carrot Broth) je
88 %. Neobarvana tekoca gojisca je treba dodatno pre-
cepiti in kultiviranje nadaljevati dodatnih 48 ur (35).

3.2.2 Molekularni testi

Uporaba molekularnih metod je mo¢no spremenila
diagnosti¢no mikrobiologijo. Na podro¢ju ugotavljanja
kolonizacije nose¢nic s SGB so razvili $tevilne mole-
kularne teste, med katerimi je bilo v ¢asu priprave tega
pregleda 12 taksnih, ki so bili registrirani pri ameriskem
Uradu za hrano in zdravila (angl. Food and Drug Ad-
ministration, FDA) (pregledano 21.11.2020). Med nji-
mi je 11 testov namenjenih dokazu SGB po predhodni
obogatitvi, le en pa testiranju neposredno iz kuznine ob
porodu (Tabela 1).

Dokaz SGB z molekularnimi testi po obogatitvi v
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tekoc¢em gojis¢u preko noc¢i mocno izboljsa obcutljivost
in skrajsa Cas testiranja. S tak$nim nacdinom testiranja
odkrijemo v povprecju 20-40 % vec koloniziranih no-
senic v primerjavi s standardno metodo, opisano v
smernicah ameriskega Centra za nadzor in prepreceva-
nje bolezni (angl. Centers for Disease Control and Pre-
vention, CDC) (12,28,36-41). Taksno testiranje je tudi
hitrejse in ga lahko kon¢amo v okviru 24 ur, torej 1-2
dni hitreje od standardne metode. Zaradi nastetega so
nekateri mnenja, da je potrebno kombinacijo oboga-
titve in molekularne detekcije SGB upostevati kot novi
zlati standard za presejalno testiranje (22,41). TakSen
nacin testiranja je bil potrjen tudi v slovenskem progra-
mu preprecevanja zgodnjih invazivnih okuzb novoro-
jenckov, povzroc¢enih s SGB. Na kratko, bris noznice in
zadnjika po sprejemu v laboratorij najprej nacepimo v
obogatitvenem bujonu THBS za inkubiranje preko no-
¢i (16-18 ur). Naslednji dan iz bujona izvedemo dokaz
SGB z enim od registriranih molekularnih testov po
navodilih proizvajalca testa. Na trgu je vse ve¢ proizva-
jalcev komercialnih molekularnih testov za odkrivanje
SGB, kar bo nedvomno znizalo cene in povecalo dosto-
pnost taksnega nacina testiranja (Tabela 1).

3.2.3 Antigenski testi

V preteklosti so razvili $tevilne antigenske teste za
dokazovanje antigenov SGB iz se¢il in rodil, ki pa so se
neodvisno od detekcijske metode (lateksna aglutinacija,
encimsko imunski test, opti¢ni imunski test) izkazali za
premalo obcutljive, ¢e se uporabi neposredno iz kuzni-
ne. Koli¢ina bakterij in s tem povezana koli¢ina anti-
genov je namre¢ pri kolonizaciji lahko zelo majhna. V
primerjavi z obogateno kulturo je obcutljivost antigen-
skih testov 15-74 %, zato jih vecina strokovnih zdruzenj
odsvetuje za ugotavljanje kolonizacije (12,22,42).

Zaradi visoke specifi¢nosti tovrstnih testov in nji-
hove enostavne uporabe so predvsem v zadnjem casu
prisotni tudi poskusi, da se uporabijo antigenski testi po
obogatitvi. Kot kaze, bi lahko postala taksna uporaba hi-
trih antigenskih testov celo primerljiva z molekularnim
odkrivanjem SGB po obogatitvi (43,44,45).

4 Odkrivanje kolonizacije med porodom

Razvoj hitrih in enostavnih molekularnih metod,
pri katerih za izvedbo testa ne potrebujemo napredne-
ga molekularnega laboratorija in izku$enega tehni¢nega
osebja, je omogocil, da kolonizacijo pri nosec¢nici lahko
odkrijemo tudi neposredno ob sprejemu v porodnisni-
co oz. ob zacetku poroda. Tak nacin testiranja bi lahko
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Tabela 1: Molekularni testi, ki so registrirani pri ameriskem Uradu za varno hrano in

Administration, FDA).

Metoda

zdravila (angl. Food and Drug

Obcutljivost*
% (95 % 1.Z.)

Specificnost?!
% (95 % 1.Z.)

Molekularni test Leto Nacin
registracije testiranja
Xpert GBS* 2006 direktno
Xpert GBS LB 2012 po obogatitvi
BD Max GBS 2012 po obogatitvi
Alethia GBS 2012 po obogatitvi
AmpliVue GBS 2013 po obogatitvi
Aries GBS 2016 po obogatitvi
Great Basin Portrait 2016 po obogatitvi
GBS
Solana GBS 2017 po obogatitvi
GenePOC GBS LB 2017 po obogatitvi
NeuMoDx GBS 2018 po obogatitvi
Simplexa GBS 2018 po obogatitvi
Panther Fusion GBS 2020 po obogatitvi

rtPCR cfb 89 (83-93) 97 (95-98)
rtPCR cfb 99 (96-100) 92 (90-94)
rtPCR cfb 95 (90-98) 97 (95-98)
LAMP ND 99 (97-100) 93 (92-95)
HDA atoB 100 (97-100) 93 (91-94)
rtPCR cfb 96 (91-98) 91 (89-94)
rtPCR cfb 98 (93-99) 96 (94-98)
HDA atoB 100 (98-100) 96 (94-97)
rtPCR cfb 96 (92-98) 96 (94-97)
rtPCR pcsB 97 (94-98) 96 (95-97)
rtPCR cfb 97 (92-99) 96 (93-98)
rtPCR cfb,sip 100 (98-100) 97 (95-98)

Legenda: rtPCR - angl. real-time polimerase chain reaction; LAMP - angl. loop-mediated isotermal amplification; HDA - angl.
helicase-dependant amplification; ND - neznano; GBS - |. group B streptococcus.

! Obcutljivost in specificnost, kot sta navedeni v dokumentaciji FDA.

* Edini diagnosticni test, ki je trenutno namenjen tudi direktnemu testiranju v ¢asu poroda in ima v primerjavi z ostalimi slabso

obcutljivost.

izboljsal nekatere pomanjkljivosti testiranja pred poro-
dom, in sicer: a) problem prezgodnjega poroda pred 35.
tednom nosec¢nosti, b) problem obcasne in prehodne
kolonizacije, pri kateri se status nose¢nice od testiranja
do poroda lahko spremeni, c) problem logistike testira-
nja med 35. in 37. tednom nosecnosti, ki bi bil lahko te-
zava predvsem v slabse razvitih drzavah, konec koncev
pa, ¢) problem nepotrebne antibioti¢ne profilakse pri
nosec¢nicah, ki v ¢asu poroda niso dokazljivo kolonizi-
rane s SGB (42).

Vendar ima testiranje ob porodu tudi nekatere po-
manjkljivosti. Najprej! Obstojec¢i molekularni hitri testi
so od odvzema kuznine do rezultata koncani najhitrejev
1-2 urah. V mnogih primerih to ni dovolj hitro za vse
nosecnice, ki lahko rodijo, $e preden bi bil test dokon-
¢an (46). Nato pa se je, v mnogih raziskavah pokazalo,
da je obcutljivost molekularnih testov brez predhodne
obogatitve 10-20 % nizja od testov z obogateno kultu-
ro (47-49). Na ta nacin bi z manj obcutljivim testom
lahko zgresili kolonizirane nosec¢nice, ki zaradi tega ne
bi prejele antibioti¢ne profilakse. In kon¢no! V vecini
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dosedanjih raziskav se je izkazalo, da nastopijo pri prib-
lizno 10 % izvedenih testov tehni¢ne tezave, zaradi ka-
terih bi bilo potrebno test ponoviti, pri ¢emer gre spet
za problem casa. In nenazadnje! V ¢asu pisanja tega pri-
spevka obstaja le en sam registriran test, ki se uporablja
v ta namen (Xpert GBS).

Zaradi vsega tega pa testiranja med samim porodom
zaenkrat ne priporoc¢a nobeno strokovno zdruzenje.
Nasprotno, tak$no testiranje izrecno odsvetuje Ameri-
$ko zdruzenje za mikrobiologijo (angl. American Socie-
ty for Microbiology, ASM), saj testiranje brez obogatitve
ni dovolj obcutljivo in ima nizko negativho napovedno
vrednost (50). Kljub temu smo v zadnjem casu prica
posameznim pilotnim raziskavam, ki ugotavljajo tako
prednosti kakor tudi slabosti testiranja kolonizacije ob
samem porodu (51-53). Vsekakor je potrebno novosti
na podro¢ju molekularne diagnostike, ki bi v priho-
dnosti lahko bile podlaga za testiranje ob porodu, re-
dno spremljati in jih po moznosti v svojem okolju tudi
preizkusiti.
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5 Hipervirulentni klon SGB (serotip Ill,
klonski kompleks 17)

Polisaharidna kapsula je najpomembnejsi virulentni
dejavnik SGB. Glede na kapsularni antigen, razdelimo
SGB na 10 razli¢nih serotipov (Ia, Ib, II-IX), ki se med
seboj antigensko in strukturno razlikujejo (54). V Evropi
so najpogoste;jsi serotipi Ia, II, III in V, pri cemer vecino
invazivnih okuzb povzroca serotip III (3). Uspe$nosti
kolonizacije in razvoj okuzbe sta povezani tudi s priso-
tnostjo drugih virulentnih dejavnikov, med katerimi so
zelo pomembne razli¢cne adhezivne molekule in struk-
ture, ki omogocajo adhezijo bodisi na povrsino epitela
(pili, HvgA) bodisi na molekule zunajceli¢nega matriksa
(FbsA-C, Srrl1-2, Lmb, ScbP in druge) (55).

SGB je v osnovi komenzalna bakterija. Zato je prese-
netljivo, da na genomski ravni vecina ¢loveskih koloni-
zacijskih in klini¢nih izolatov pripada zgolj 5 klonskim
kompleksom (CC) (CC-1, CC-12, CC-17, CC-19 in CC-
23). Med njimi velja klonski kompleks CC-17 za hiper-
virulentnega, saj povzroca veliko ve¢ino (> 80 %) poznih
invazivnih okuzb in prevladuje med povzrocitelji (50 %)
zgodnjih invazivnih okuzb. Vec¢ina sevov klona CC-17
pripada kapsularnemu serotipu III in ima genski zapis
za hipervirulentni adhezin A (hvgA). HvgA prispeva k
adheziji na epitelne celice ¢revesa, endotel Zil in celice
horoidnega pleteza v mozganih (55).

Evolucijsko gledano velja za glavni dogodek pri izo-
blikovanju tako homogene populacijske strukture SGB
zacetek uporabe tetraciklina v medicini leta 1948 na eni
in pridobitev gena za odpornost proti tetraciklinu (tetM)
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na drugi strani (56). S tema dvema dogodkoma se je za-
Cela selekcija zelo omejenega $tevila klonov SGB, prila-
gojenih na ¢loveka, ki so imeli zapis za odpornost proti
tetraciklinu. Z njo pa sovpada tudi porast okuzb zaradi
SGB v 60. letih prej$njega stoletja, med katerimi so tudi
invazivne okuzbe nose¢nic in novorojenckov. V stevil-
nih longitudinalnih $tudijah, ki spremljajo pojavnost in-
vazivnih neonatalnih okuzb na ravni klonov, ugotavlja-
jo, da je prav zamenjava klonov znotraj populacije SGB,
predvsem pa pojav in razsoj hipervirulentnega klona
CC-17, razlog za zmanjsano ucinkovitost preventivnih
programov za preprecevanje sepse pri novorojenckih
(57).

V Sloveniji smo nedavno genomsko opredelili vse
dostopne invazivne izolate SGB pri novorojenckih in jih
primerjali s kolonizacijskimi izolati. Pricakovano smo
ugotovili, da izolati serotipa III, CC-17 prevladujejo med
invazivnimi SGB (67 %) in med neinvazivnimi izolati
(33 %). Njihova predominantnost je bila $e posebej viso-
ka pri poznih invazivnih okuzbah (81 %) v primerjavi z
zgodnjimi okuzbami (48 %) (58).

Z mikrobioloskega stali$¢a obstaja poleg klasi¢ne ti-
pizacije, ki temelji na sekvenci dela genoma, tudi nekaj
enostavnej$ih in hitrejsih metod za dolo¢itev klona CC-
17. Na eni strani je specifi¢na prisotnost hvgA gena, ki jo
lahko uporabljamo kot genetski in diagnosti¢ni oznace-
valec okuzbe s tem klonom (59). Na drugi strani pa se
CC-17 od ostalih SGB razlikuje tudi v prisotnosti speci-
fiénih vrhov pri masni spektrometriji MALDI-TOE ki jo
danes ve¢inoma uporabljamo za prepoznavanje bakterij
(60). Ali bi taksno dolocanje hipervirulentnega klona

Tabela 2: Nacini mikrobioloskega testiranja za ugotavljanje kolonizacije nosecnic in njihove osnovne lastnosti. Povzeto po

Rosa-Fraile M., et al., 2017 (22).

obcutljivost! specificnost antibiograma cena? (€)
Obogatena kultura* 48-72 h 90-95 % 90-100 % %15-20
Molekularni (po obogatitvi)* 24 h 95-100 % 95-100 % Pogojno* *50-60
Molekularni (direktno)** 1-2h 85-95 % 95-100 % Ne x45-55
Antigenski (direktno) dolh 15-75% do 75 % Ne =10

LV vecini primerjalnih raziskav so za zlati standard upostevali obogateno kulturo po metodi CDC (11). V raziskavah, ki so
primerjale molekularni teste po obogatitvi so s taksnim testiranjem odkrili 20-40 % vec koloniziranih nosecnic (glej besedilo).
> Navedene cene so orientacijske.

#Kadar socasno izvajamo kombinacijo z direktnim nacepljanjem na kromogeno gojisce, lahko v vecini primerov doloc¢imo tudi
antibiogram.

“ Primerni za testiranje pred porodom (35. do 37. teden nosec¢nosti).

“* Primerni za testiranje med porodom. V vecini raziskav je bilo tak$no testiranje za okoli 10 % slabse obcutljivo.
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CC-17 lahko prispevalo k napovedni vrednosti klini¢-
nega poteka bolezni, zaenkrat Se tezko re¢emo, saj tovr-
stnih klini¢nih podatki ni.

6 Zakljucek

S sprejetjem programa presejanja za nosilstvo SGB
pri nose¢nicah smo v letu 2020 storili veliko za znizanje
incidence zgodnjih invazivnih neonatalnih okuzb s SGB,
ki je trenutno v Sloveniji vi$ja od nam primerljivih drzav.
Odlo¢ili smo se za uporabo trenutno najbolj obcutljive
diagnosticne metodologije, tj. kombinacije obogatene
kulture in molekularnega testiranja (Tabela 2). Na ta
nacin smo zdruzili prednosti obeh metod, dosegli visjo

obcutljivost in moznost dolo¢anja odpornosti proti anti-
biotikom, in skrajsali ¢as do rezultata, visjo obcutljivost
in specificnost testiranja pa omogocili z molekularnim
testiranjem, toda le ob pravilnem odvzemu kuznine, to
je z brisom noznice in zadnjika hkrati. V prihodnosti bo
potrebno univerzalno presejanje za kolonizacijo s SGB
v nose¢nosti vkljuciti v sistem predporodneg varstva v
Sloveniji rutinsko, za kar bo treba zagotoviti sredstva
ZZ77S. Poskrbeti bo treba tudi za nadzor nad pravilnim
in uc¢inkovitim izvajanjem programa ter nadaljevati is-
kanje novih izboljsav.

Izjava o navzkriZju interesov
Avtorji nimamo navzkrizja interesov.
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