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Izvlecek

Izhodisc¢a

Zakljucki

Kljuc¢ne besede

Streptokoki skupine B (SSB) ali Streptococcus agalactiae so med vodilnimi povzrocitelji
sepse in meningitisa pri novorojencih. Okuzbo pri novorojencu povzrocijo SSB, ki koloni-
zirajo porodni kanal matere. Prikazane so moznosti laboratorijske obravnave kuznin za
dolocitev SSB pri nosecnicah, saj v zadnjih letih ugotavljajo, da lahko neprimerna labora-
torijska obravnava veliko prispeva k lazno negativnim rezultatom presejalnih kuznin za
SSB.

Nayjbolj uporabljane smernice za preprecevanje okuzb, ki jih povzrocajo SSB, so smernice
ameriskih centrov za nadzor bolezni (CDC). Te smernice predvidevajo odvzem brisa v
35.-37. tednu nosecnosti za ugotavljanje kolonizacije in zasejevanje na osnovna mikro-
izbira gojisca zelo pomembna. Postopek z novim gojiscem Granada ima izmed mikro-
bioloskih gojis¢ najvecjo dokazano razliko v obcutljivosti nad postopkom CDC. Vendar pa
bodo te zamudne gojitvene postopke v prihodnosti gotovo nadomestili hitri mikrobioloski
testi tik pred porodom. Najvecja prednost testiranja v Casu tik pred porodom je, da odkrije-
mo tiste novorojencke in Zenske, pri katerih gre za resnicno tveganje.

Streptococcus agalactiae; streptokoki skupine B; kolonizacija; nosecnost; laboratorijske
tehnike in postopki
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Group B streptococci (GBS) ave the leading cause of sepsis and meningitis in newborns.
The infection in the newborn is caused by GBS that colonize the birth canal. This review of
possibilities for laboratory work-up of swabs for GBS screening in pregnant women was
precipitated by findings that inappropriate laboratory procedures can significantly con-
tribute to false negative results.

Most widely used guidelines for prevention of group B streptococcal disease are the guideli-
nes fromthe US Centers for Disease Control. These guidelines include collection of cultures
between 35 and 37 weeks’ gestation and use of basic microbiological media. Research
showed that there are significant differences in media performance, therefore media selec-
tion is crucial. Data show that Granada agar has a better sensitivity than the CDC proce-
dure. Nevertheless, in the future all culture-based screening methods will be replaced by
rapid in-labor tests. Their biggest advantage is identifying newborns and mothers that are
truly at risk.

Streptococcus agalactiae; streptococcus group By carrier state; pregnancy; laboratory tech-
niques and procedures
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Uvod

Streptokoki skupine B (SSB) ali Streptococcus agalac-
tiae so med vodilnimi povzroditelji invazivnih okuzb
pri novorojencih. Okuzba je zelo pogosta v prvem
tednu zivljenja, t. i. zgodnji pojav okuzbe. Najpogo-
steje se okuzba pojavi kot sepsa ali meningitis.»2 Okuz-
ba s SSB je lahko usodna, lahko pa povzroci nevrolo-
ske posledice ali kasnejsSe povratne okuzbe.

Vir okuzbe novorojenca so SSB, ki kolonizirajo poro-
dni kanal matere. V Slovenijije bilaleta 2001 opravlje-
na raziskava v primorski regiji, kjer so ugotovili, da je
koloniziranih 22,3-25,8 % nosec¢nic.? Med porodom
se kolonizira polovica otrok, ki se rodi koloniziranim
materam, zboli pa 1-2 % koloniziranih.? Pri nas inci-
denca bolezni SSB pri novorojenckih $e ni bila na-
tan¢no ovrednotena. V Porodni$nici Ljubljana se v zad-
njih letih stopnja zgodnjega pojava bolezni giblje okoli
3,4/1000 do 4,9/1000 zZivorojenih otrok.*
Ugotavljanje prisotnosti SSB v porodnem kanalu je
pomembno, ker lahko zgodnji pojav okuzbe prepre-
¢imo tako, da materi damo intrapartalno profilakso z
antibiotiki.! S protimikrobno profilakso lahko zmanj-
Samo incidenco bolezni za 70 %.> Ameriski centri za
nadzor bolezni (CDC) so izdali priporocila za prese-
jalno testiranje vseh nosecnic v 35.-37. tednu nosec-
nosti.” Prenovljene smernice iz leta 2002 dajejo velik
poudarek uporabi selektivnih gojis¢ (bujon po Tod-
du in Hewittu in kolumbijski krvni agar z dodatkom
antibiotikov), ne omenjajo pa drugih moznosti dolo-
¢anja kolonizacije s SSB pri nose¢nicah.

V tem prispevku zelimo prikazati moznosti laborato-
rijske obravnave kuznin za dolocitev SSB z vidika mi-
krobioloskega laboratorija. V zadnjih letih ugotavlja-
jo,dalahko neprimerna laboratorijska obravnava ve-
liko prispeva k lazno negativnim rezultatom presejal-
nih kuznin za SSB.>

Odvzem in transport kuznin

Noznic¢na kolonizacija s SSB pri materi je pogoj za
zgodnjo kolonizacijo novorojencka in pojav bolezni.®
Odvzem brisa za SSB se razlikuje glede na to, kdaj v
nosecnosti bris jemljemo. Ce imamo na voljo klasi¢-
ne mikrobioloske postopke, je priporoc¢en odvzem
presejalnega brisa v 35.-37. tednu nose¢nosti. Ce pa
imamo na voljo hitre diagnosti¢ne postopke, je smi-
selno jemati bris ob zacetku popadkov.

Pri presejanju v 35.-37. tednu nosec¢nosti odvzame-
mo bris spodnje tretjine noznice in bris rektuma sko-
zi analni sfinkter. Vzorec iz anorektuma odvzamemo
zato, ker je kolonizacija v noznici lahko prehodna —
¢revesje pa naj bibilo rezervoar za naselitev porodne
poti.>” Brisi seCnice, forniksa, materni¢nega vratu oz.
odvzem brisa s spekulumom niso primerni za dolo-
¢anje kolonizacije s SSB.>¢

Zabris za presejanje v 35.-37. tednu je treba uporabi-
ti bris s transportnim gojis¢em (gojis¢e po Stuartu ali
Amiesu brez oglja), ki se dostavi v laboratorij na hla-
dnem ali pri sobni temperaturi. SSB bi preziveli 4 dni
pri sobni temperaturi ali v hladilniku.®

Ce so porodnisnici dostopne preiskave s hitro dia-
gnostiko (opti¢ni imunski test - OIA, verizna reakcija

s polimerazo - PCR), se bris lahko odvzame ob zacet-
ku popadkov. V tem primeru nas zanima le nozni¢na
kolonizacija, saj je noznic¢na kolonizacija ob porodu
povezana z razvojem zgodnjega pojava bolezni pri
novorojencu z razmerjem obetov 204.° Za ta namen
odvzamemo bris spodnje tretjine noznice, vendar z
dakronskim, rajonskim ali poliuretanskim brisom na
plasti¢ni palcki brez transportnega gojisca.®?

Laboratorijske metode za dolocanje
kolonizacije nosecnic s streptokoki
skupine B

Opisujemo razli¢ne postopke laboratorijske obdela-
ve presejalnih kuznin za doloc¢evanje SSB. Teste smo
primerjali po ceni, delovni obseznosti in parametrih
ucinkovitosti (Razpr. 1).

Postopek po CDC

Po smernicah CDC bris nacepimo v selektivno teko-
Ce gojisce. To gojisce je bujon po Toddu in Hewittu s
kolistinom (10 pg/mL) in nalidiksi¢no kislino (15 pg/
mL) ali z gentamicinom (8 ug/mL) in nalidiksi¢no ki-
slino (15 ug/mL). Bujon inkubiramo pri 35 do 37 °Cza
18 do 24 ur v obicajni atmosferi ali v atmosferi s 5-
odstotnim CO,. Hkrati lahko bris nacepimo $e na krv-
ni agar ali kolumbijski krvni agar z dodatkom kolisti-
na in nalidiksi¢ne kisline (CNA). Bujon po inkubaciji
precepimo na krvni agar.’

Sumljive izolate potrjujemo s testom lateksne agluti-
nacije (dokaz antigena skupine B) ali reakcijami, kot
so reakcija Christie-Atkins-Munch-Peterson (CAMP),
test hidrolize hipurata in test pirilidonil arilamidaze
(pirilidonil aminopeptidaze, test PYR). Ce na agarski
plosci po 24 h ni SSB, inkubacijo podaljsamo $e za 18
do 24 urs

Postopek nacepljanja brisa v tekoc¢e gojisce izvira iz
zgodnjih raziskav, pri katerih so ugotovili, da je nace-
pitev na selektivno tekoce gojis¢e nujno potrebna, saj
lahko pri nacepitvi samo na selektivno ali samo na
neselektivno trdno gojis¢e izgubimo od 7,8 do 46,8 %
izolatov. Vendar so v teh raziskavah preucevali le noz-
ni¢ne brise.'-?' V nedavnih raziskavah ugotavljajo, da
je pri uporabi nozni¢nih in rektalnih brisov zelo pri-
porocljivo kuznino nacepiti bujon in selektivno trdno
gojisce.!

Odkrili so, da v nozni¢no-rektalnih brisih z upo-
rabo samo selektivnega bujona izgubimo priblizno
1,4-2,3 % izolatov. Vzrok naj bi bil medsebojno zavi-
ralen u¢inek med SSB in Enterococcus faecalis.'”** Me-
hanizem zaviranja rasti SSB s strani E. faecalis ni znan,
najbrz pa ni posledica specifi¢nih u¢inkov, ampak te-
kmovanja pri izrabi hranil.!!

V inkubiranih selektivnih bujonih lahko tudi nepo-
sredno dokazujemo antigen skupine B. Bujoni, ki vse-
bujejo antigen skupine B, po precepljanju na plosce
pa ne dajo rasti, po navadi odkrijemo obsezno rast E.
Jfaecalis, kar potrjuje teorijo antagonisti¢nega delova-
nja."” V nasem laboratoriju opazamo tudji, da kljub se-
lektivnosti bujona po Toddu in Hewittu s kolistinom
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Razpr. 1. Primerjava cen, delovne obseznosti, trajanja in zmogljivosti opisanih testov.

Table 1. Cost, labour intensity, duration and performances of described assays.

Bris  Postopek Cena Obseg  Minimalni Maksimalni  Razlika Razlikav ~ Razlikav Reference
izvedbe/ dela ¢as do cas do v pozitivni  negativni
preiskavo poroc¢anja porocanja obc¢ut-  napovedni napovedni
pozitivnega pozitivnega  ljivosti ~ vrednosti* vrednosti*
rezultata  rezultata
Swab Procedure Cost Work- Minimum Maximum Sensitivity = Positive =~ Negative Refe-
per test load time to timeto  difference predictive predictive  rences
reporting  reporting value value
of positive of positive difference* difference*
result result
N+R  Postopek po CDC (STG, ki se precepi na 00000 00000 18h 72h — — — (6,10, 11,
KA, potrditev sumljivih kolonij z LA) 12,13, 14,
CDC procedure (STG transferred on BPA, 15,16,17,
confirmation of presumptives with LA) 18)
N+R - STG, ki se precepi na KA, potrditev ( JololoJommy I I 1 ) 18h 72h +2,5 %t 0,0 % +1,1 %t (11,12,13)
sumljivih kolonij z LA
- STG transferred on BPA, confirmation of
presumptives with LA
- CNA agar, potrditev sumljivih kolonij z LA
- CNA agar, confirmation of presumptives
with LA
N+R  Granada agar ©0000 @0000 10h 48h +14,1%t 0,0 %+ +23%+  (13,14)
Granada agar
N+R - NNA agar, potrditev sumljivih [ Jolelolomm T I I 1 ] 18h 72h +6,7 % - - (11,12)
kolonij z LA
- NNA agar, confirmation of presumptives
with LA
- STG, ki se precepi na KA, potrditev
sumljivih kolonij z LA
- STG transferred on BPA, confirmation
of presumptives with LA
N+R  STG, izvedba LA po inkubaciji 00000 0000 18 h 24h +5,7 % +2,2% 0,0 % 17)
STG, LA performed after incubation
N Strep B OIA 00000 0000 21min 21 min -43,0 %7 -3,5% -259%t (6,10,15,
Strep B OIA 18)
N PCR v realnem casu 00000 00000 45min 45 min +4,4 % 0,0 % +1,1 % (16)

Real-time PCR

N - nozni¢ni bris; R - ano-rektalni bris; STG - selektivno tekoce gojisce; KA - krvni agar; LA - test lateksne aglutinacije; NNA - krvni agar z neomici-
nom in nalidiksi¢no kislino; CNA - kolumbijski krvni agar s kolistinom in nalidiksi¢no kislino; * V primerjavi s postopkom po CDC; 1 Povpredcje

rezultatov vec raziskav.

N - vaginal swab; R - anorectal swab; STG - selective liquid medium; BPA - blood agar plate; LA - latex agglutination test; NNA - neomycin-nalidixic
acid agar; CNA - Columbia blood agar plate with colistin and nalidixic acid; * Compared to CDC procedure; t Average result of multiple studies.

in nalidiksi¢no kislino vrste iz rodu Proteus Se vedno
lahko prerastejo nacepljene plosce in onemogocijo
identifikacijo drugih bakterij v kulturi.

Slabost postopka, priporocenega s strani CDC, je tudi
potreba po potrjevanju izolatov z biokemic¢nimi ali
antigenskimi testi.??

CNA agar in NNA agar

sredno nacepljanje noznic¢nih in nozni¢no-rektalnih
brisov sta CNA agar in NNA agar.

CNA agar je kolumbijski krvni agar z dodatkom koli-
stina (10 ug/mlL) in nalidiksi¢ne kisline (15 pg/mL).
Na podlagi 580 brisov iz noznice in rektuma so za
CNA agar dokazali obcutljivost 64,2 %, v kombinaciji
s selektivnim tekoc¢im gojis¢em po CDC pa 76,8 %.
Obcutljivost NNA agarja je bila 77,9 %, obcutljivost
kombinacije NNA s selektivnim teko¢im gojis¢em po
CDC pa 90,5 %. Razlika med gojis¢ema je bila statistic-
no pomembna.'?

NNA agar je krvni agar z dodatkom neomicina (30
ug/mL) in nalidiksi¢ne kisline (15 ug/mL). Po nacepit-
vibrisa iz transportnega gojisc¢a se inkubira preko noci

pri 35 °C v atmosferi s 5-odstotnim CO,. Po sestavi je
nekoliko cenejsi od gojis¢a CNA agar.!?

Gojisc¢e NNA agar sta Dunne in Holland-Staleyeva pri-
kazala kot enakovredno alternativo postopku, pripo-
rocenemu s strani CDC, v smislu obcutljivosti in ne-
gativne napovedne vrednosti. Vendar ugotavljata, da
z uporabo samo NNA agarja ali samo postopka po
CDC zgresimo 15,3-16,2 % izolatov.! Neposredno na-
cepljanje na selektivni agar ob nacepitvi selektivnega
tekocega gojisca je po ugotovitvah raziskovalcev nuj-
no, da dosezemo vecjo obcutljivost.'!-22

Pomen neposrednega nacepljanja na selektivno goji-
s¢e je tudi v krajsem trajanju preiskave. Ugotavljajo,
da gojis¢e NNA agar samo po sebi odkrije do 84,7 %
vseh izolatov ve¢inoma vec kot 24 ur pred postop-
kom po CDC."

Dokazovanje v selektivnem tekocem
gojiscu

V nekaterih laboratorijih so ugotovili, da se s testom
lateksne aglutinacije iz selektivnega tekocega gojisca
lahkoizognemo padcuobcutljivosti testa zaraditekmo-
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Pri nozni¢no-rektalni kolonizaciji 20,6 % so ugotovili,
da je pozitivna napovedna vrednost metode samo z
dokazovanjem antigena 99,5 %. Pozitivna napovedna
vrednost postopka po CDC pa 97,3 %. Metoda doka-
zovanja antigena v selektivhem teko¢em gojiscu je pri-
kazala tudi vec¢jo obcutljivost kot postopek po CDC
(98,8 % proti 93,1 %)."7

Poleg boljse obcutljivosti pa ima opisan postopek se
dodatne prednosti, saj se postopek skrajsa na vsega
24 h, zaradi manjse delovne intenzivnosti obdelave
pa se zmanj$a cena preiskave.'”24

V omenjeni raziskavi je bilo 17 izolatov od 247 pozi-
tivnih v testu lateksne aglutinacije iz selektivnega te-
kocega gojisca in negativnih po subkultivaciji istega
bujona na krvni agar (postopek po CDC). V vecini
primerov so ugotovili, da je neujemanje posledica ob-
sezne rasti E. faecalis, kar pomeni, da se s testom la-
teksne aglutinacije iz selektivnega tekocega gojisca
dobro izognemo temu antagonisti¢cnemu ucinku.'”

Granada agar

Gojisc¢e Granada agar je eno izmed gojis¢, ki za od-
krivanje SSB izrablja njihovo sposobnost tvorbe oran-
Znega pigmenta. Zaradi svoje lastnosti selektivnosti
in diferencialnosti naj bi omogocal hitrejso in eno-
stavnej$o izolacijo SSB iz zelo kontaminiranih kuz-
nin.lﬁ, 14, 25

O tem gojiscu se strokovna razprava vlece Ze iz zacet-
ka 80. let, ko so gojisce prvi¢ opisali. Od takrat se je
gojis¢e spremenilo do optimalne sestave, hkrati pa
smo spoznali razna pravila, ki se jih moramo drzati
pri uporabi tega gojisc¢a.!3 142526

Najvecjo tezavo pri razvoju gojis¢a Granada je pred-
stavljala zelo neotipljiva narava tvorbe pigmenta pri
SSB. Tvorbo pigmenta pri SSB je opisala ze Lancefiel-
dova leta 1934, vendar do danes vemo le malo o pi-
gmentu samem in o pogojih, ki so potrebni za njego-
vo izrazanje. Vemo, da tvorbo pigmenta pospesijo spe-
cifi¢ni rastni pogoji (npr. anaerobna inkubacija itn.).
Ugotavljajo, daje tvorba pigmenta povezana s tvorbo
hemolize pri SSB (najbrz na ravni genetskega uravna-
vanja).?> 2 Sevi SSB, ki so nehemoliti¢ni na krvnem
agarju, tudi ne tvorijo pigmenta. Med ¢loveskimi izo-
lati naj bi bilo nehemoliti¢nih priblizno 0,5-2,3 % izo-
latov SSB in teh ne moremo odKriti na gojis¢u Grana-
daagar.” 13227

Raziskave kazejo, da je najboljsi pristop uporaba bri-
saiz transportnega gojisca, ki se z razmazovanjem na-
cepinaagarske plosce Granada ali pa se vstaviv epru-
veto z agarskim gojis¢em Granada. Inkubacijo izve-
demo v anaerobni atmosferi. Vsa gojis¢a inkubiramo
za 18 ur pri 36 °C.1

V raziskavi, v kateri so primerjali gojis¢e Granada z
tljivosti teh dveh naborov gojis¢ pomenljivo ne razli-
kujeta za brise noznice. Ce pa primerjamo obcutlji-
vost v nozni¢no-rektalnih brisih, so agarske plosce
Granada in epruvete Granada bolj obcutljive (p <0,01).
Obcutljivost agarja Granada je bila 95,5 %, obcutlji-
vost selektivnega bujona in krvnega agarja po smer-
nicah CDC pa 82,0 %. Pri prevalenci nozni¢ne koloni-

zacije 13,5 % in prevalenci nozni¢no-rektalne koloni-
zacije 19,8 % je bila negativna napovedna vrednost
agarja Granada 98,9 %, negativna napovedna vrednost
postopka po smernicah CDC pa 95,8 %.'
Ugotavljajo tudi, da dajo vse kuznine rezultat v 18
urah.!31

Velika prednost uporabe gojis¢a Granada agar je to-
rej, da z zelo visoko obcutljivostjo dobimo dokon¢ne
rezultate v 18 urah ter da ni potrebno precepljanje ali
potrjevanje, saj je tvorba oranznega pigmenta speci-
fi¢na za SSB.

Gojis¢e Granada agar ima patentirano sestavo in pro-
izvajalec je le eden (Biomedics, Madrid, Spanija,
www.biomedics.es). Gojisce je na voljo v klasi¢ni de-
hidrirani obliki. Ce pa laboratorij Zeli uporabljati raz-
lite plosce in epruvete, pa je potrebna pazljivost zara-
diizjemne obcutljivosti gojis¢a na temperaturo.? Ne-
davno je bila objavljena Studija, ki je dokazala slabo
obcutljivost Granada agarja, kasneje pa se je izkazalo,
daso slabi rezultati posledica neprimernega transpor-
ta razlitega gojis¢a do laboratorija in neprimernega
hranjenja v laboratoriju.?%28

Strepto B ID agar

Najnovejse gojisce za dolocanje SSB je Strepto B ID
agar (bioMerieux, Francija). To gojisCe je prvo, prika-
terem so uporabili konceptkromogenih substratov za
doloc¢anje SSB. Kromogena gojis¢a so se izkazala kot
zelo uc¢inkovito orodje za klasi¢ne mikrobioloske po-
stopke. Doslejstabiliopravljenile dve primerjaviz ob-
stojec¢im naborom gojis¢ za noznic¢ne brise. V prime-
rjavi z Granada Biomedics agarjem so za Strepto B ID
v prviraziskavi odkrili nekoliko visjo obcutljivost (raz-
lika 3,9-6,6 %), vendar nekoliko slabso pozitivno na-
povednovrednost (razlika4,5-7,7 %).* Vdrugiraziska-
vi z majhnim Stevilom vzorcev pa niso pokazali stati-
sticno pomembnih razlik med gojis¢ema.’* Primerjav,
ki bi obsegale tudi rektalne brise, Se ni. Ker vsa pripo-
rocila za presejanje za SSB v nosec¢nosti predvidevajo
tudi preiskavo rektalnih brisov, postopka s tem goji-
$¢em $e ne moremo neposredno primerjati z obstoje-
¢imi postopki (Razpr. 1). Gojisce Strepto B ID za razli-
ko od Granadaagarjainkubiramoaerobno,vendar pa
moramo vse sumljive kolonije na gojis¢u Strepto BID
potrjevati Se s testom lateksne aglutinacije.

Testiranje ob zacetku popadkov

Testiranje v predporodnem obdobju se je uveljavilo,
¢eprav je najboljsi napovednik bolezni kolonizacija
porodnega kanala v ¢asu poroda. Vzrok za to je, da
klasi¢ne gojitvene tehnike ne zagotovijo rezultata prej
kot 18 ur po odvzemu brisa, bolezen pa se najpogo-
steje pojavi v prvih urah po porodu.?°> Z novimi teh-
nologijami pa lahko preiskavo izvedemo v manj kot
uri in premaknemo testiranje za kolonizacijo s SSB
na ¢as po nastopu popadkov. Taksna testa sta OIA in
PCR v realnem casu.®93!32

S testiranjem tik pred porodom odkrijemo nosecnice
z resni¢no kolonizacijo porodne poti, s testiranjem
35.-37. teden pato kolonizacijo le napovedujemo. Pri
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testiranju 35.-37. teden moramo vzeti v zakup ¢asov-
no variacijo kolonizacije, cemur se poskusamo izo-
gniti z vkljucitvijo vzorca rektuma. Zaradi te naravne
variacije se zmanjsa obcutljivost nozni¢no-rektalne-
ga brisa.’

Opticno-imunski test

Opti¢no-imunski test Strep B OIA (Thermo Electron/
Biostar, Louisville, ZDA) je hitri test za dokaz antige-
na SSB v nozni¢nih brisih.

Kot je obicajno pri imunskih hitrih testih iz kuznine,
najprej kemi¢no ekstrahiramo polisaharidni antigen.
Nato raztopini dodamo kundja protitelesa, specifi¢na
za antigen SSB, ki so oznacena s hrenovo peroksida-
zo. Raztopino po inkubaciji nanesemo na inertni no-
silec, na katerem so nanesena lovilna kungja protite-
lesa, specifi¢na za antigen SSB. Ce je antigen priso-
ten, ga protitelesa vezejo na nosilec v t. i. »sendvic.
Po dodatku substrata za peroksidazo se za¢ne na no-
silcu razvijati vijoli¢cnomodro obarvan produkt. Nosi-
lec je silicijeva rezina, ki se zlato bles¢i. Ce se za¢ne na
nosilcu razvijati barvilo, postane povrsina vijolicno-
modra. Ce antigena v kuznini ni, ostane povrsina no-
silca blesc¢ece zlata. Na nosilcu je tudi podrocje s po-
zitivno kontrolo (antigenom SSB). Pozitiven rezultat
testa pomeni dokoncno identifikacijo (¢e interna kon-
trola da ustrezen rezultat). Celotna izvedba testa traja
21 min?

Testa ne ovirajo niti pogosti moteci dejavniki (mikro-
organizmi in bioloske snovi), ki jih najdemo v noz-
nici®

Ideja, da bi tveganje, ki ga predstavljajo SSB za novo-
rojencka in nosecnice, ugotavljali s cenovno ugodnim
hitrim testom ob zacetku poroda, je privlacna, ven-
dar je potrebno resiti najmanj tri tezave. Test OIA tre-
nutno Se ne ponuja dovolj dobre obcutljivosti3334 Test
bi moral biti navoljo 24 ur nadanin 7 dninateden, to
paje tezko, ker lahko ta test izvaja le usposobljeno in
izkuseno laboratorijsko osebje. Ta test pa tudi ne ugo-
tovlja morebitne odpornosti proti eritromicinu oz.
klindamicinu.

PCR v realnem casu

Za dolocevanje SSB v ¢asu neposredno pred poro-
dom je primerna razli¢ica PCR s pomnoZevanjem v
kapilari in fluorescentnim spremljanjem pridelka v re-
alnem casu ter v zaprtem sistemu. Taksen je npr. si-
stem LightCycler ™ (Roche Molecular Systems, Ala-
meda, ZDA). Za razliko od drugih izpeljank reakcije
PCR ta tehnologija omogoca izvedbo 45 ciklov reak-
cije v priblizno 30 min. Preiskava skupaj s pripravo
vzorca in racunalnisko analizo rezultatov traja pribliz-
no 45 min.>1°

Za dokazovanje prisotnosti SSB uporabljamo zapis,
ki ga imajo skoraj vsi SSB —to je gen ¢fb, kateri zapisu-
je faktor CAMP. To zaporedje je zelo ohranjeno med
serotipi SSB.>'* Tehnologija omogoca spremljanje ko-
licine pridelka v realnem ¢asu (kvantifikacija).> 1

V primerjavah PCR v realnem casu s klasi¢nim gojit-
venim postopkom (po CDC) so rezultati preiskave s

PCR odli¢no korelirali z rezultati klasi¢nega postop-
ka.9, 16, 34

Primerjava koristnosti presejanja s PCR v ¢asu poro-
da s presejanjem v 35.-37. tednu je pokazala, da se
v populaciji nose¢nic s povprec¢no kolonizacijo
(22,8 % nozni¢no-rektalno, 14,7 % nozni¢no) na pod-
lagi preiskav s PCR preprecivec zgodnjih pojavov bo-
lezni, smrti novorojencev in trajnih posledic pri otro-
cih. Vendar koristnost preiskave s PCR ni vec¢ja od stro-
skov te preiskave.®

Razpravljanje

Najbolj uporabljane smernice za preprecevanje
okuzb, ki jih povzrocajo SSB, so smernice CDC. Te
smernice predvidevajo odvzem brisa v 35.-37. tednu
nosecnosti za ugotavljanje kolonizacije s SSB v nozni-
ciin anorektumu. Po teh smernicah se koloniziranim
nosec¢nicam ob porodu za preprecevanje prenosa SSB
na novorojenca daje antibioti¢na profilaksa.’

Ta pregled moznosti za laboratorijsko obravnavo pre-
sejalnih kuznin za SSB so sprozile najnovejse smerni-
ce CDC, ki dajejo velik poudarek pravilni laboratorij-
ski obdelavi kuznin.?

Stevilne raziskave kazejo, da med klasi¢nimi gojitve-
strani CDC, ni najboljsi, vendar so njegova osnova
g0jisca, ki so na voljo v vsakem medicinskem mikro-
bioloskem laboratoriju. S tem je zagotovljena visja ra-
ven kakovosti obdelave kuznine, kot ¢e bi priporocili
razli¢na in manj dostopna gojisca.

Slabosti protokola po CDC so dolgotrajnost, potreba
po potrjevanju in obseznost dela, ki je pomemben
dejavnik skupnih stroskov preiskave.!”-2

Razsirjeno je mnenje, da je selektivni bujon bolj ob-
cutljiv za brise za SSB, kar pa velja le za noznic¢ne bri-
se. Pri nozni¢no-rektalnih brisih pa se ugotavlja, da
lahko prisotnost tekmujocih organizmov v bujonu
zmanj$a njegovo sposobnost podpore rasti SSB. Veli-
ko raziskovalcev je dokazalo, da je selektivni bujon
manj obcutljiv za nozni¢no-rektalne vzorce kot nacep-
ljanje na trdna gojisc¢a, zato je potrebno kuznine na-
cepljati vsaj Se na trdno gojisce.

Neposredno nacepljanje kuznine na selektivno trdno
gojisce (v kombinaciji z nacepljanjem selektivhega bu-
jona)lahko skrajsa ¢as do identifikacije SSB tudi za 48
ur, ima vecjo obcutljivost v primerjavi z nacepljanjem
samo v tekoce selektivno gojisce in prepreci zaviral-
no delovanje tekmujocih organizmov.

Odli¢ne lastnosti je pokazala nova formulacija goji-
§¢a Granada agar. Postopek s tem gojis¢em ima naj-
vecjo dokazano razliko v obcutljivosti nad postopkom
CDC. Izmed primerjanih metod je najenostavnejsi in
od gojitvenih metod najhitrejsi. Nekateri raziskovalci
so imeli tezave z obcutljivostjo zaradi neustreznih po-
gojev transporta razlite oblike gojis¢a Granada do la-
boratorija.?® Za dehidrirano obliko gojis¢a Granada
porocil o tezavah ni. Izgleda, da bo zelo dobra izbira
tudi Strepto B ID agar, vendar moramo pocakati Se
na studije njegove zmogljivosti z nozni¢nimi in rek-
talnimi brisi, ki jih predvidevajo vse smernice za pre-
sejevanje za SSB.
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Hitri testi tik pred porodom bodo v prihodnosti goto-
vo nadomestili zamudne gojitvene postopke. Najvec-
ja prednost testiranja v ¢asu tik pred porodom je,da z
doloc¢anjem kolonizacije v tem obdobju odkrijemo ti-
ste novorojencke in zenske, ki so v resni¢nem tvega-
nju (oz. nosecnice z dejansko kolonizacijo v ¢asu po-
roda). To nam omogoci, da izklju¢imo lazno pozitiv-
ne oz. lazno negativne primere, pri katerih bi prislo
do nepotrebnega dajanja antibiotikov oz. odtegnitve
le-teh.®

Ceprav je PCR najpogosteje uporabljana tehnologija
v molekularni diagnostiki mikroorganizmov, za SSB
do danes ni preskusenih veliko protokolov. Pricaku-
jemo lahko dodatna preskusanja protokolov za PCR
in njihovo optimizacijo. PCR v realnem casu in OIA
sta izvedena v zelo kratkem ¢asu v primerjavi s traja-
njem popadkov in povpre¢nim ¢asom od poroda do
pojavabolezni, zato je ena od moznosti za izboljsanje
obcutljivosti tudi nekajurna obogatitev v teko¢em go-
jis¢u pred izvedbo PCR oz. OIA.

Za najboljso uporabnost pa je potrebno resiti Se teza-
vo z izvedbo PCR in OIA pri porodih pozno popol-
dne in ponodi ter neugodno visoko ceno preiskav s
PCR.

Po nasem mnenju je za medicinsko-mikrobioloski la-
boratorij v Sloveniji najprimernejsi postopek obdela-
ve presejalnih kuznin za SSB pri nose¢nicah naceplja-
nje na gojis¢e Granada agar.

Ker je naro¢nik preiskave za doloc¢evanje kolonizaci-
je s SSB ginekolog v ¢asu predporodnih obiskov, re-
zultat preiskave pa potrebuje porodnicar, lahko pri-
de do tezav pri komunikaciji. Slovenski mikrobiolo-
ki laboratoriji Ze uporabljajo sisteme elektronskega
dostopanja do rezultatov preiskav, ki omogocajo vpo-
gled vanje 24 ur na dan. To pomeni, da lahko v poro-
dnidnici kadarkoli preverijo SSB status porodnice, ¢e
je ginekolog odvzel bris v ¢asu nose¢nosti.
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