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Ugotavljanje nosilstva bakterije
Streptococcus agalactiae v nosecnosti—ali
moramo v diagnostiki narediti naslednji
korak?

Detection of Streptococcus agalactiae colonisation in pregnancy
—do we need to take a step forward in diagnostics?

Samo Jeverica', Eva Kotnik’, Miha Lu¢ovnik?® Natasa Tul Mandi¢?

Izvleéek

Izhodisca: Streptococcus agalactiae je najpogostejsi infekcijski povzrocitelj obolevnosti novorojenc-
kov. Veéino zgodnjih neonatalnih okuzb lahko prepre¢imo z antibioti¢no profilakso med porodom.
Nosilstvo v nose¢nosti prepoznamo z uporabo razli¢nih diagnosti¢nih metod. V raziskavi smo pri-
merjali diagnosti¢ne znacilnosti dveh uveljavljenih metod za ugotavljanje nosilstva S. agalactiae.

Metode: V raziskavo smo vklju¢ili 101 zaporedni bris noznice 0z. noznice in danke nose¢nic in ne-
nosecnic, ki so bile v letu 2014 poslane v laboratorij za opredelitev nosilstva S. agalactiae ali za opre-
delitev povzroditeljev kolpitisa. Vzorce smo socasno testirali z metodo obogatene kulture in moleku-
larnim testom illumigene GBS. Vzorce, pri katerih smo ugotovili ponovljivo neujemanje rezultatov,
smo dodatno testirali z drugim molekularnim testom. Za obe metodi smo izrac¢unali ob¢utljivost,
specifi¢nost, negativno in pozitivno napovedno vrednost.

Rezultati: Povprecna starost preiskovank je bila 33 let. Z obogateno kulturo, testom illumigene GBS
in kombinacijo obeh testov smo odkrili 19,8 %, 22,7 % in 23,8 % nosilk. Obcutljivost, specifi¢nost,
pozitivna in negativna napovedna vrednost za obogateno kulturo je znasala 83,3 %, 100 %, 100 % in
95,1 %; za test illumigene GBS pa 95,8 %, 100 %, 100 % in 98,7 %. Z uporabo kombinacije obeh testov
smo odkrili 20 % ve¢ nosilk, kakor z uporabo obogatene kulture samostojno.

Zakljucki: S kombinacijo obogatene kulture in testa illumigene GBS smo odkrili ve¢ nosilk S. aga-
lactiae kakor z metodo obogatene kulture, ki se trenutno ve¢inoma uporablja v rutinski diagnostiki.
Potrebno je sprejeti celovit program preprecevanja invazivnih neonatalnih okuzb s S. agalactiae v
Sloveniji.

Abstract

Background: Streptococcus agalactiae is the leading infectious cause of morbidity among neonates.
A majority of early onset neonatal infections can be prevented using antimicrobial prophylaxis dur-
ing labour. Different diagnostic procedures can be employed to detect maternal colonization during
pregnancy and labour. In the present study we analysed diagnostic characteristics of two common
methods for detection of S. agalactiae.

Methods: One hundred and one consecutive vaginal or combined vaginal-rectal swabs were in-
cluded in this prospective study. All samples were tested with enrichment culture and molecular
illumigene GBS assay. The results of repeatedly disconcordant samples were retested and confirmed
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by a different molecular assay. Sensitivity, specificity, positive and negative predicted values were
determined for both assays.

Results: Mean age of women was 33 years. Positivity rates using enrichment culture only, illumi-
gene GBS assay only and a combination of both assays were 19.8 %, 22.7 % and 23.8 %, respectively.
Sensitivity, specificity, positive and negative predictive values were 83.3 %, 100 %, 100 % and 95.1%
for enrichment culture, and 95.8 %, 100 %, 100 % and 98.7 % for illumigene GBS assay, respectively.
Combining both methods, 20 % more colonized women were detected compared to using enrich-

Prispelo: 29. maj 2015, ment culture alone.

Sprejeto: 13. jan. 2016 Conclusions: With a combination of enrichment culture and illumigene GBS assay we can detect
substantially more colonized women compared to currently the most frequently used method of

enrichment culture. A comprehensive evaluation of the current strategies for prevention of S. aga-

16

lactiae early neonatal infection is warranted in Slovenia.

Uvod

Bakterija  Streptococcus agalactiae
(streptokok skupine B) je najpogostej-
§i povzrocitelj invazivnih neonatalnih
okuzb v drzavah razvitega sveta.'” Inci-
denca okuzb v Evropi po nedavni oceni
znada 0,57/1000 porodov.> Smrtnost za-
radi okuzb s S. agalactiae se je v zadnjih
desetletjih bistveno znizala, vendar Se
vedno znasa okoli 10 %.** Glede na za-
Cetek nastanka bolezni lo¢imo dva tipa
okuzbe. Zgodnja neonatalna okuzba se
pojavi v prvih sedmih dneh starosti (tj.
najpogosteje 24-48 ur po porodu) in se
najpogosteje kaze kot plju¢nica ali sepsa.
Pozna neonatalna okuzba obicajno na-
stane do 3. meseca starosti in se ve¢ino-
ma kaze kot meningitis.>*

Patogeneza zgodnjega tipa okuzbe je
v primerjavi s pozno obliko bolje poja-
snjena. S. agalactiae je oportunisti¢ni
patogen, ki kolonizira ¢revo, noznico ali
mehur 10-30 % nose¢nic.”® Novorojen-
¢ek se okuzi pri prehodu skozi porodni
kanal, pri ¢emer za zgodnjo obliko bo-
lezni zboli 2-6 % novorojenckov koloni-
ziranih nose¢nic.*® Prenos in nastanek
bolezni pri otroku lahko uspe$no pre-
prec¢imo z obporodno antibioti¢no pro-
filakso."® Izbira nosec¢nic, ki naj prejme-
jo obporodno antibioti¢no profilakso,
poteka na podlagi dejavnikov tveganja
za nastanek bolezni pri novorojencku
(tj. 218 h od razpoka amnijske mem-

brane, telesna temperatura > 38 °C med
porodom, porod < 37. tednu nose¢nosti,
dokazana bakteriurija s S. agalactiae v
¢asu nosec¢nosti, okuzba otroka s S. aga-
lactiae ob prej$njem porodu) ali na pod-
lagi ugotavljanja nosilstva med 3s. in 37.
tednom nose¢nosti.>'' Na podlagi ob-
sezne primerjave obeh nacinov prepre-
¢evanja zgodnje neonatalne okuzbe so
ugotovili, da je aktivno ugotavljanje no-
silstva s pomocjo mikrobioloske diagno-
stike povezano s polovico manjsim tve-
ganjem za nastanek zgodnje bolezni pri
otroku v primerjavi s preprecevanjem
na podlagi dejavnikov tveganja.'> Kljub
temu velja poudariti, da s presejanjem
nosecnic v 35.-37. tednu nosecnosti ne
uspemo prepreciti vseh zgodnjih okuzb
pri novorojenckih. V okolju z uveljavlje-
nim presejanjem tako ugotavljajo, da se
je vec¢ina zbolelih donosenih otrok ro-
dila materam z negativnim presejalnim
testom.'?

Mikrobioloska diagnostika ugota-
vljanja nosilstva S. agalactiae temelji na
obogateni kulturi, pri kateri bris noznice
oz. noznice in danke najprej kultiviramo
v selektivnem tekocem gojiscu (tj. Todd-
-Hewitt bujon z dodatkom 10 mg/L ko-
listina in 15 mg/L nalidiksi¢ne kisline),
ki ga po 16-24 urah precepimo na enega
od trdnih gojis¢ — krvni agar, Columbia
krvni agar z dodatkom kolistina in na-
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lidiksi¢ne kisline (CNA agar) ali katero
od komercialnih kromogenih gojis¢.>'*
Obcutljivost in specifinost testiranja
v 35.—37. tednu nosecnosti za napoved
nosilstva v ¢asu poroda znasa 87 % in
96 %.'>'® Zaenkrat je samo z uporabo
obogatene kulture mozno testirati obcu-
tljivost S. agalactiae za antibiotike, kar je
pomembno predvsem v primerih preob-
¢utljivosti na beta-laktamske antibioti-
ke. Antigenski testi imajo v primerjavi z
obogateno kulturo bistveno slabso obcu-
tljivost, ki znasa 15-74 %7, in jih zato za
ugotavljanje nosilstva ne priporoc¢ajo.>"!
Na drugi strani uporaba molekularnih
testov za ugotavljanje nosilstva pridobi-
va na pomenu. Trenutno komercialno
dostopni molekularni testi so registrira-
ni za uporabo neposredno iz kuznine ali
po obogatitvi (tj. po 18- do 24-urni in-
kubaciji v tekocem gojis¢u). Namenjeni
so ugotavljanju nosilstva v ¢asu poroda
ali kot mozna izboljsava ugotavljanja
nosilstva z obogateno kulturo med 3s.
in 37. tednom nosecnosti. V prvem pri-
meru izkori§¢amo predvsem hitrost,
enostavnost in zadovoljivo obcutljivost
molekularnega testiranja, saj so rezulta-
ti nekaterih od teh testov na voljo Ze v
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1uri od odvzema, za uporabo pa so tako
enostavni, da jih lahko uporabimo tudi
ob »postelji nosecnic« v ¢asu poroda. V
drugem primeru izkoris¢amo predvsem
izboljsano obcutljivost kombinacije obo-
gatitve v bujonu in molekularnega testa.
S tem nacinom tudi skrajsamo cas testi-
ranja za najmanj 24 ur.'>'*?°

Namen raziskave je bil primerjati dia-
gnosti¢ne znacilnosti dveh uveljavljenih
metod za ugotavljanje nosilstva S. aga-
lactiae, obogatene kulture in molekular-
nega testa illumigene GBS.

Metode

Preiskovani vzorci. V raziskavo smo
vkljucili 101 zaporedni bris noznice oz.
bris noznice in danke nose¢nic in ne-
nosecnic, ki so bile v letu 2014 poslane
na Institut za mikrobiologijo in imu-
nologijo Medicinske fakultete Univerze
v Ljubljani (IMI MF UL) za dolocitev
nosilstva S. agalactiae ali opredelitev
povzrociteljev kolpitisa. Brise smo obde-
lali z rutinsko metodo obogatene kultu-
re. Po 18-24 urah inkubacije smo 1mL
obogatitvenega bujona najprej shranili
na -20 °C za najvec 2 meseca, nato smo

Tabela 1: Rezultati obogatene kulture in molekularnega testa illumigene GBS v primerjavi s skupnim

standardom.!

Obogatena kultura? Pozitivno
Negativno
Skupaj
test illumigene GBS Pozitivno
Negativno

Skupaj

20 0 20
4 77 81
24 77 101
23 0 23
1 77 78
24 77 101

! Skupni rezultat obeh testov, potrjen z neodvisnim molekularnim testomn GeneXpert GBS (Cepheid,

Sunnyvale, California).

2 |zvedena po priporo¢ilih ameriskega Centra za prepreevanje in nadzor bolezni (angl. CDC).
3 Test illumigene GBS (Meridian Bioscience, Cincinnati, Ohio).
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zbrane vzorce testirali z molekularnim
testom illumigene GBS (Meridian Biosci-
ence, Cincinnati, Ohio). Vzorce, pri ka-
terih se rezultati obeh testov ponovljivo
niso ujemali, smo razreSevali z uporabo
drugega molekularnega testa GeneXpert
GBS (Cepheid, Sunnyvale, California).

Obogatena kultura. Test smo izve-
dli po izpeljanki priporocil ameriske-
ga Centra za nadzor in preprecevanje
bolezni (angl. CDC)?, in sicer smo bri-
kolumbijski agar z dodatkom 10 mg/L
kolistina, 15 mg/L nalidiksi¢ne kisline in
5% ov¢je krvi (CNA agar, bioMerieux,
Marcy LEtoile, Francija) ter chromID
Strepto B agar (STRB agar, bioMerieux,
Marcy LEtoile, Francija), kromogeno
in selektivno gojisce za detekcijo S. aga-
lactiae, nato pa v bujon Todd-Hewitt z
dodatkom 10 mg/L kolistina in 15 mg/L
nalidiksi¢ne kisline (THBS bujon, Oxo-
id, Basingstoke, Velika Britanija). Obe
kuznino odlozili v prvem kvadrantu,
nato smo z 12 potegi kovinske bakteri-
oloske zanke kuznino raznesli na preo-
stale tri kvadrante. Vsa tri gojid¢a smo
inkubirali 18-24 ur pri temperaturi 35—
37°C v obic¢ajni atmosferi, nato smo z
umerjeno bakteriolosko zanko (Sarsted,
Niimbrecht, Nemcija) 10 uL. THBS bujo-
na prenesli na STRB agar in vsa gojisca
inkubirali dodatnih 18-24 ur pri enakih
pogojih. Koli¢ino bakterij smo ovredno-
tili polkvantitativho glede na njihovo
rast v prvem kvadrantu ali po obogatitvi
(1+), drugem kvadrantu (2+) in tretjem
ali ¢etrtem kvadrantu (3+). Vse sumljive
izolate, ki so izrazali bodisi beta hemo-
lizo na CNA agarju bodisi so bile kolo-
nije tipicne roza barve na agarju STRB,
smo identificirali z lateksno aglutinacijo
in masno spektrometrijo (MALDI Bio-
typer, Bruker Daltonik, Bremen, Nemci-
ja).

Test Illumigene GBS temelji na me-
todi LAMP (angl. loop-mediated is-

othermal DNA amplification), z zanko
posredovanem izotermalnem pomnoze-
vanju DNA. Pri pomnoZevanju nastaja
magnezijev pirofosfat, ki tvori bel pre-
cipitat in spremeni absorbcijo reakcij-
ske meSanice, ki jo merimo z aparatom
[lumipro-10 (Meridian Bioscience, Cin-
cinnati, Ohio). Test je ameriska Agencija
za nadzor zdravil in hrane (angl. FDA)
odobrila za testiranje brisov po predho-
dni 18- do 24-urni obogatitvi. Test smo
izvedli po navodilih proizvajalca, in si-
cer smo na -20 °C shranjen vzorec naj-
prej odtalili, ga dobro pretresli in nato
50 uL vzorca zmesali z 200 uL kontrol-
nega reagenta, ki vsebuje DNA bakteri-
je Staphylococcus aureus in ga segrevali
10 minut pri 95 °C. Petdeset uL toplotno
obdelanega vzorca s kontrolnim reagen-
tom smo zmesali z reakcijskim pufrom
in 50 uL me$anice nanesli v testni nosi-
lec, sestavljen iz dveh vdolbinic, ki vse-
bujeta zacetne oligonukleotide za detek-
cijo S. agalactiae (testna vdolbinica) in
zaletne oligonukleotide za detekcijo S.
aureus (kontrolna vdolbinica). Aparat
[lumipro-10 poda rezultat v roku 1 ure
in omogoca so¢asno merjenje 10 vZorcev
v dveh samostojnih komorah.

Test GeneXpert GBS je molekularni
test, ki temelji na metodi verizne reak-
cije s polimerazo v realnem casu in ga
je FDA odobrila za detekcijo nosilstva
bakterije S. agalactiae pri nosecnicah
neposredno iz kuznine. Procesiranje
vzorca poteka v testnih kartusah, ki vse-
bujejo vse potrebne reagente za izvedbo
testa in dve notranji kontroli, ki potrdita
ustreznost obdelave vzorca (SPC kon-
trola) in pomnozevanja DNA (IC kon-
trola). Poleg koncnega rezultata omo-
goca sistem tudi polkvantitativho oceno
koli¢cine DNA v vzorcu, tako da poda
cikel pomnozevanja DNA, pri katerem
fluorescenca reakcijske mesanice pre-
seze fluorescenco ozadja (vrednost Ct).
Test smo izvedli po izpeljanki navodil
proizvajalca z uporabo 100 uL oboga-
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tenega bujona z vzorcem po 18-24 urni
inkubaciji.

Statisticna analiza rezultatov. Re-
zultate smo obdelali z metodami opisne
statistike: povpre¢no vrednostjo, razpo-
nom vrednosti, delezem in 95-odstotnim
intervalom zaupanja. Obcutljivost, spe-
cifi¢nost, pozitivno in negativho napo-
vedno vrednost smo izracunali po ustre-
znih formulah iz literature. Diagnosti¢ne
teste smo med seboj primerjali z upora-
bo McNemarovega testa za primerjavo
delezev v odvisnih vzorcih. Pri racuna-
nju testnih statistik smo si pomagali z
uporabo programskih orodij Microsoft
Excel, GraphPad in VassarStats.

Rezultati

Povprecna starost 101 preiskovank v
vzorcu je bila 33 let (razpon starosti od 5
do 81 let). Med preiskovanimi Zenskami
je bilo 34,6 (n=35) nosecih s povprecno
gestacijsko starostjo 30 tednov (razpon:
8-38 tednov). Med prejetimi vzorci za
preiskavo je bilo 85,2% (n=286) brisov
noznic, 8,9% (n=9) brisov maternic-
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nega vratu in 5,9 % (n=6) kombinira-
nih brisov noznice in danke. Z najmanj
enim opravljenim testom je bilo pozitiv-
nih 23,8 % (n=24) vzorcev, z obogateno
kulturo je bilo pozitivnih 19,8 % (n=20)
vzorcev, s testom illumigene GBS po
predhodni obogatitvi pa 22,7 % (n=23)
vzorcev (Tabela 1).

Delez ponovljivo neujemajocih vzor-
cev je bil 5,0 % (n=5), in sicer so bili 4
vzorci pozitivni samo s testom illumige-
ne GBS, 1 vzorec pa samo z obogateno
kulturo. Vse neujemajoce vzorce smo
dodatno testirali z molekularnim testom
GeneXpert GBS, s katerim je bilo vseh 5
neujemajocih vzorcev pozitivnih. Vre-
dnost Ct vzorca, ki je bil pozitiven po
obogateni kulturi in ponovljivo negati-
ven s testom illumigene GBS (B1/11513),
je bila 37,9 cikla (tj. nizka vsebnost tar¢-
ne DNA v obogatenem bujonu po 18- do
24-urni inkubaciji). Za dodatno razre-
$evanje smo pri vzorcu B1/11513 izvedli
osamitev DNA z avtomatiziranim siste-
mom MagNA Pure Compact (Roche Di-
agnostics, Basel, Svica) iz obogatenega
bujona in vzorec ponovno testirali s te-

Tabela 2: Vzorci, pri katerih je prislo do neujemanja med rezultati testiranja z obogateno kulturo in
molekularnim testom illumigene GBS. RazreSevalno testiranje smo izvedli z molekularnim testom

GeneXpert GBS.
Obogatena | Test Test Skupni
kultura illumigene | GeneXpert standard*
(¢]: 1 GBS?(Ct’)
B1/11381 Neg. Poz. Poz. (29,8) Poz.
B1/11437 Neg. Poz. Poz. (30,6) Poz.
B1/11486 Neg. Poz. Poz. (20,2) Poz.
B1/11645 Neg. Poz. Poz. (33,0) Poz.
B1/11513 Poz.® Neg. Poz. (37,9) Poz. Po izolaciji DNA

test illumigene GBS
postane pozitiven

ID — identifikacijska Stevilka vzorca, Poz.-pozitivno, Neg.-negativno
Yest illumigene GBS (Meridian Bioscience, Cincinnati, Ohio).

2 Test GeneXpert GBS(Cepheid, Sunnyvale, California).

3Cikel, pri katerem je vzorec postal pozitiven.

*Skupni rezultat obeh testov, potrjen z molekularnim testom GeneXpert GBS.
>S. agalactiae, prisoten samo na primarnih agarskih plos¢ah. Preras&anje z enterokoki po obogatitvi.
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stom illumigene GBS, pri ¢emer je vzorec
postal pozitiven (Tabela 2).

Pri ra¢unanju obcutljivosti in speci-
ficnosti smo za »zlati standard« uposte-
vali skupni in razreSeni rezultat obeh me-
tod (tj. »skupni standard«). Obcutljivost
in specifi¢nost obeh testiranih metod sta
znasali 83,3 % in 100 % za obogateno kul-
turo in 95,8 % in 100 % za test illumigene
GBS. Negativna in pozitivha napovedna
vrednost sta ob upostevanju izracunane
prevalence 23,8 % znasali 95,1 % in 100 %
za obogateno kulturo in 98,7 % in 100 %
za test illumigene GBS (Tabela 3).

S testom illumigene GBS smo odkri-
li 15% (n=3) ve¢ nosilk v primerjavi z
obogateno kulturo. Z uporabo kombina-
cije obogatene kulture in testa illumigene
GBS pa smo odkrili 20 % (n = 4) vec no-
silk v primerjavi s trenutno uporabljeno
metodo obogatene kulture. Ceprav sta
bili obcutljivost in negativna napovedna
vrednost s testom illumigene GBS visji,
razlika med obema ni dosegla statisti¢ne
pomembnosti (p = 0,06).

Razpravljanje

S. agalactiae je najpogostejsi povzro-
¢itelj invazivnih neonatalnih okuzb, ki
jih z uporabo dobre diagnostike v nosec-
nosti in ustrezne antibioti¢ne profilakse
v ¢asu poroda preprec¢imo pri 80-90 %
novorojenckov.>*® V nasi raziskavi smo
z uporabo obogatene kulture, ki velja za
»zlati standard« ugotavljanja nosilstva S.
agalactiae, odkrili samo 80 % vseh nosilk
bakterije, medtem ko smo s kombinacijo
obogatene kulture in enega od moleku-
larnih testov novejse generacije odkrili
dodatnih 20 % vseh nosilk.

Molekularne metode predstavljajo
naslednji korak pri ugotavljanju nosil-
stva S. agalactiae v nosecnosti, saj po eni
strani izbolj$ajo obcutljivost obogatene
kulture, po drugi strani pa s hitrostjo in
enostavnostjo izvedbe omogocajo testi-
ranje v ¢asu poroda. Rezultati nase razi-

skave, v kateri smo preverjali znacilnosti
molekularnega testa illumigene GBS v
primerjavi z obogateno kulturo, potr-
jujejo odli¢ne znacilnosti novega mole-
kularnega testa. Obcutljivost testa illu-
migene GBS je bila 95,8 %, obcutljivost
obogatene kulture pa 83,3 %. Obe metodi
sta imeli 100-odstotno specificnost in
pozitivho napovedno vrednost. Negativ-
na napovedna vrednost je bila visja pri
testu illumigene GBS in je v primerjavi z
obogateno kulturo znasala 98,7 % proti
95,1%. Dobre lastnosti razli¢nih mole-
kularnih metod so potrdili tudi drugi
raziskovalci.'®*'"** Couturier s sod. je v
primerjalni analizi treh molekularnih te-
stov po obogatitvi ugotovil dobro med-
sebojno ujemanje in visoko obcutljivost
(97-98 %) vseh treh, med katerimi je bil
tudi test illumigene GBS, ki smo ga upo-
rabili v nasi raziskavi. V tej raziskavi je
imela obogatena kultura v primerjavi
z molekularnimi testi obcutljivost 67—
73 %. Podobno je ugotovil El Aila s sod.
izboljsanje detekcije S. agalactiae z ne-
komercialnim molekularnim testom po
predhodni obogatitvi za 27-33 %.>*> Na
drugi strani Berg s sod. z uporabo dveh
molekularnih testov v enakem diagno-
sticnem okviru ni uspel dokazati izbolj-
$anja detekcije bakterije v primerjavi z
obogateno kulturo.*'

Z uporabo molekularnega testiranja
v kombinaciji z obogateno kulturo lah-
ko ¢as do koncnega rezultata testiranja
skrajsamo za 24 ur. Cas inkubacije v
obogatitvenem bujonu pa je mo¢ tudi
dodatno skrajsati. V raziskavi Couturie-
ra s sod. so molekularne teste uporabi-
li po standardni (18-24 ur) in skrajsani
(4-8 ur) inkubaciji obogatitvenega bujo-
na in ugotovili, da skrajsana inkubacija
zgolj minimalno zmanj$a obcutljivost
(21,7 %) v primerjavi s standardno in-
kubacijo (23,0%). Tak$no procesiranje
vzorcev s skrajSano predinkubacijo bi
omogocilo rezultat testiranja v enem de-
lovnem dnevu.

Zdrav Vestn | januar 2016 | Letnik 85



Obogatena kultura je enostaven test
z dobro obcutljivostjo, ki pa ima poleg
dolgega ¢asa izvedbe tudi nekatere druge
slabosti. Ena glavnih tezav, zaradi katerih
lahko pride do lazno negativnih rezulta-
tov, je prerascanje agarskih plosc z ente-
rokoki, ki pogosto kolonizirajo noznico
in danko. Tako se redko (< 5 %) zgodi, da
S. agalactiae osamimo samo na primar-
nih agarskih plo$cah, po obogatitvi pa ga
ne zaznamo vel.'>"* V raziskavi smo za
primarno nacepitev obogatene kulture
uporabili agar CNA in kromogeno goji-
$¢e STRB, ki ima v primerjavi z agarjem
CNA nekatere prednosti, predvsem to,
da na njem lazje opazimo kolonije, ki se
obarvajo roznato; poleg tega barvo spre-
menijo tudi kolonije nehemoliti¢nih se-
vov S. agalactiae, ki jih je po podatkih iz
literature 1-4 % in jih na CNA agarju ne
moremo lo¢iti od enterokokov.?**®

Preprecevanje zgodnje neonatalne
okuzbe, ki temelji na ugotavljanju no-
silstva z obogateno kulturo v ¢asu no-
secnosti, ni popolno. V raziskavi van
Dyka s sod. so presenetljivo ugotovi-
li, da je bilo med zbolelimi otroki kar
61,4 % taks$nih, ki so se rodili materam z
negativnim rezultatom obogatene kul-
ture med 35. in 37. tednom nose¢nosti."?
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Tak rezultat si lahko razlagamo na dva
nacina. Bodisi je pri$lo do spremembe
statusa nosilstva v ¢asu med testom in
porodom, bodisi je bil test obogatene
kulture lazno negativen. Predvsem v
slednjem primeru bi testiranje z zelo
obcutljivo molekularno metodo izbolj-
$alo detekcijo nosilk in izbiro nose¢nic
za obporodno antibioti¢no profilakso.
Najboljsi ¢as za ugotavljanje prisotno-
sti S. agalactiae je v ¢asu poroda, saj le
takrat lahko odkrijemo resni¢no kolo-
nizacijo porodne poti, medtem ko pri
testiranju v 35.-37. tednu nosecnosti
kolonizacijo le napovedujemo.*® Z ra-
zvojem tehnologije se pojavljajo me-
tode, ki omogocajo testiranje v casu
poroda. Ena od metod, primerna za
tak$no testiranje, je tudi molekularni
test GeneXpert GBS, ki smo ga v nasi
raziskavi uporabili za razreSevanje neu-
jemanj. Metoda je zelo hitra in enostav-
na, a precej draga. Poleg tega se lahko
analiticna obcutljivost in specifi¢nost
bistveno znizata, kadar test uporablja
nelaboratorijsko osebje.””

Prikazani rezultati so prvi tovrstni
v Sloveniji in osvetljujejo diagnosti¢ni
vidik v razpravi o smiselnosti in naci-
nih uvedbe programa za preprecevanja

Tabela 3: Izratunane znacilnosti obogatene kulture in molekularnega testa illLumigene GBS v primerjavi s

skupnim standardom.

Stevilo testiranih vzorcev 101
Obcutljivost
Specifi¢nost
Pozitivna napovedna vrednost*

Negativna napovedna vrednost*

83,3 (61,8-94,2)
100 (94,1-100)
100 (80,0-100)
95,1 (87,2-98,4)

101

95,8 (76,9-99,8)
100 (94,1-100)
100 (82,2-100)
98,7 (92,1-99,9)

! Skupni rezultat obeh testov, potrjen z neodvisno molekularnim testom GeneXpert GBS (Cepheid,

Sunnyvale, California).

2Test illumigene GBS (Meridian Bioscience, Cincinnati, Ohio).

3 95-odstotni interval zaupanja.

4 Za izra¢un smo upostevali prevalenco nosilstva v vzorcu (23,8 %).
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zgodnjih neonatalnih okuzb pri novoro-
jenckih.

Omejitev raziskave je majhen vzorec,
kar je najverjetnej$i vzrok, da razlike
med obema metodama niso bile stati-
sticno pomembne. Tudi sestava vzorca
ni bila optimalna, saj smo testirali brise
nosecih in nenosecih Zensk. Vendar to
dejstvo na samo obcutljivost testa illumi-
gene GBS najverjetneje ni bistveno vpli-
valo.

Zakljucek

Za ugotavljanje nosilstva bakterije S.
agalactiae se poleg standardne metode
obogatene kulture vse pogosteje upora-
bljajo razli¢cne molekularne metode, ki
dosegajo visjo obcutljivost in dajejo hi-
trejSe rezultate. S kombinacijo obeh me-
tod lahko dosezemo pomembno izbolj-
$anje obcutljivosti detekcije nosilstva
bakterije v nose¢nosti.
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