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STRESZCZENIE

CEL. Hiperwirulentny klon ST-17 S. agalactiae (ang. Group B Streptococcus, GBS) o ogdlnoswiatowym zasiegu
wystepowania, zidentyfikowany dzigki metodzie MLST (ang. multilocus sequence typing), uznawany jest obecnie
zanajwazniejszy typ sekwencyjny, odpowiedzialny za wywolywanie inwazyjnych zakazen u noworodkow. Celem
pracy byto okreslenie czgstosci wystepowania klonu ST-17 w grupie kobiet ci¢zarnych oraz u noworodkéw za
pomocg metody PCR w odniesieniu do referencyjnej metody MLST.

METODY. Badaniami objeto 169 szczepéw GBS wyizolowanych od ci¢zarnych bedacych nosicielkami pacior-
kowcow grupy B oraz 42 szczepy pochodzace od noworodkow zdrowych, skolonizowanych S. agalactiae, jak
i zrozpoznanym klinicznie zakazeniem GBS. Badane izolaty pochodzily z kolekcji wiasnej Katedry Mikrobiologii
UJ CM. Zostaty zgromadzone w latach 2006-2010 w ramach realizowanych projektéw badawczych. Oznaczenie
typu sekwencyjnego ST-17 przeprowadzono za pomocg metody PCR z odpowiednio dobranymi starterami ST17S
i ST17AS specyficznymi dla fragmentu gbs2018 stanowiacego wariant genu determinujacego klon ST-17. Wy-
niki dodatnie potwierdzono metodag MLST, poprzez sekwencjonowanie siedmiu genow housekeeping. Analiza
pokrewienstwa genetycznego izolatow o typie sekwencyjnym ST-17 zostata wykonana metoda elektroforezy
w zmiennym polu elektrycznym (PFGE).

WYNIKI. W grupie kobiet cigzarnych bedacych bezobjawowymi nosicielkami S. agalactiae stwierdzono wyste-
powanie klonu ST-17 u 2,4% pacjentek. W grupie noworodkoéw klon ST-17 zostal oznaczono jedynie u dzieci
z objawami klinicznymi zakazenia stanowigc 18,2%. Natomiast nie wystepowat u zdrowych noworodkéw skoloni-
zowanych GBS. Wykazano statystycznie istotng zalezno$¢ pomigdzy wystepowaniem klonu ST-17, a noworodkami
zrozpoznanym klinicznie zakazeniem GBS, w poréwnaniu do grupy noworodkéw zdrowych skolonizowanych S.
agalactiae (poziom istotnosci p=0,0398) oraz do grupy kobiet cigzarnych bedacych nosicielkami paciorkowcow
grupy B (p<0,00001). Zastosowanie metody PFGE umozliwito zroznicowanie szczepdw reprezentujacych klon
ST-17 i pozwolito wyodrebni¢ dwa roézne typy PFGE (przy zatozeniu podobienstwa rzedu 60%).

WNIOSKI. Uzyskane wyniki potwierdzaja wystgpowanie wysoce zjadliwego klonu ST-17 w Polsce i wskazuja
na konieczno$¢ regularnego monitorowania kobiet cig¢zarnych i noworodkéw w tym kierunku.

SEOWA KLUCZOWE: hiperwirulentny klon ST-17, paciorkowce grupy B, kobiety cigzarne, noworodki, MLST

ABSTRACT

OBJECTIVES. The ST-17 clone of Streptococcus agalactiae (Group B Streptococcus, GBS) identified by Multi
Locus Sequence Typing (MLST) is recognized as a hypervirulent international clone mainly associated with
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invasive neonatal infections. There is no data on the occurrence of the ST-17 clone of GBS in pregnant women
and newborns in Poland.

METHODS. 169 strains of GBS, isolated from pregnant women’s carriage, and 42 from newborns with invasive
infection or asymptotic carriage, which were derived from the collection of the Chair of Microbiology Jagiello-
nian University Medical College, collected between 2006-2010, were genetically characterized. The PCR with
specific primers ST17S and ST17AS was adopted to characterize the gbs2018 gene variant specific to ST-17
clone. All positive results in direction of ST-17 were confirmed by MLST. The genetic relatedness of the ST-17
clone was determined by PFGE.

RESULTS. The hypervirulent ST-17 clone was detected in 2.4% of women with GBS asymptotic carriage, whe-
reas it was detected in 18.2% newborns with invasive infection. No ST-17 was isolated from healthy neonates.
Statistically significant correlation between the presence of ST-17 and neonatal GBS infection was showed, in
comparison to healthy neonates colonized by GBS (p=0.0398) and to GBS-positive pregnant women (p <0.00001).
The ST-17 strains belonged to 2 clearly distinguishable PFGE type, but were closely related to one another at
a level of 60% similarity.

CONCLUSIONS. The results emphasize the necessity of a regular study of the ST-17 GBS clone occurrence
among pregnant women and newborns in Poland.

KEY WORDS: hypervirulent ST-17 clone, group B streptococcus, pregnant women, newborns, MLST

WSTEP

Streptococcus agalactiae (ang. Grup B Strepto-
coccus - GBS), pomimo wprowadzenia w USA i wielu
krajach europejskich odpowiedniej profilaktyki, nadal
jest glowng przyczyng zakazen i $§mierci noworodkow
w krajach rozwinigtych (1, 2, 3). U noworodkow
paciorkowce grupy B odpowiadaja gldwnie za tzw.
zakazenia wezesne (ang. Early Onset Diseases - EOD),
ktore rozwijaja si¢ w pierwszych siedmiu dobach zycia
dziecka oraz zakazenia o poznym poczatku (ang. Late
Onset Diseases - LOD), wystepujace pomiedzy 7 a 90
dniem zycia. Zakazenia noworodkow o etiologii GBS
przebiegaja najczesciej pod postacig zakazenia krwi
(sepsy) 1 zapalenia ptuc (80% przypadkow) oraz zapa-
lenia opon mézgowo-rdzeniowych (10%), prowadzac
niekiedy do $mierci dziecka (4%) (4). Najwazniejszym
czynnikiem predysponujacym noworodki do nabycia
zakazenia jest obecno$¢ GBS w matczynych drogach
rodnych lub w przewodzie pokarmowym, skad do-
chodzi do transmisji bakterii na dziecko. Nosicielstwo
S. agalactiae u cigzarnych siega 30-40%, za$ procent
skolonizowanych noworodkoéw matek GBS-dodatnich
szacuje sie na 50%-70%, przy czym cze¢stos¢ zakazen
wynosi 1-2% (1, 2, 3).

W obrebie gatunku S. agalactiae dotychczas opi-
sanych zostato dziesig¢ serotypow (Ia, Ib, I — IX) wy-
réznionych na podstawie r6znic w budowie polisacha-
rydéw powierzchniowych (ang. capsular polisacharide
— CPS) (5, 6). W Europie i w USA dominuja serotypy
Ia, 111V (7, 8,9, 10), w Polsce reprezentuja one okoto
80% wszystkich serotypdéw (11). Wsrod nich, serotyp
III uwazany jest za szczegoélnie istotny z klinicznego
punktu widzenia, gdyz odpowiada on za znaczng cze$¢

EOD 1 wickszos¢ LOD (9). Dzigki zastosowaniu me-
tod molekularnych stuzacych do typowania szczepow
bakteryjnych, takich jaki PFGE (ang. pulsed-field gel
electrophoresis) czy MLST (ang. multilocus sequence
typing), wykazano duza zmiennos$¢ genetyczng w obre-
bie serotypu III (7, 8, 12). Na postawie genéow koduja-
cych biatka powierzchniowe z rodziny Alp, stanowigce
istotny czynnik wirulencji GBS, mozliwe jest zrozni-
cowanie szczepow pod wzgledem ich patogennosci (7,
13, 14), przy czym za najbardziej patogenne uwazne sg
izolaty serotypu III posiadajace gen rib kodujacy silnie
immunogenne biatko powierzchniowe Rib (15, 16).

Obecnie, na podstawie analizy wynikow genoty-
powania przeprowadzonego metoda MLST, opisanych
zostalo pie¢ gtownych kompleksow klonalnych (ang.
Clonal Complexes - CCs) CC1, CC10, CC23, CC19
oraz CC17, obrazujacych duze zréznicowanie wsrod
szczepoOw GBS pochodzenia ludzkiego (17, 18).
W ostatnich latach za najbardziej patogenny dla no-
worodkow uznawany jest hiperwirulentny klon ST-17
0 ogdlnoswiatowym zasiggu, zaliczany do kompleksu
CC17. Typ sekwencyjny ST-17 reprezentowany jest
przez szczepy serotypu I11, ktore na swojej powierzchni
majg biatko Rib. Wykazano, ze typ ST-17 najczgsciej
wywotuje u noworodkéw LOD, przebiegajace pod
postacig zapalenia opon mozgowo — rdzeniowych,
charakteryzujacych si¢ duza $miertelnoscia (70%) oraz
rzadziej sepsy (4, 8, 17, 18).

Poznanie czestosci wystgpowania wysoce zjadliwe-
go klonu ST-17 w réznych populacjach i szerokosciach
geograficznych ma szczegdlne znaczenie w badaniach
epidemiologicznych, a takze w rozwoju prac nad
skonstruowaniem szczepionki przeciwko zakazeniom
GBS, nad ktora obecnie trwaja intensywne badania
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(19). W pismiennictwie $wiatowym, znajdujemy wiele
doniesien na temat czestosci wystepowania klonu ST-
17 w réznych populacjach (5, 7, 18). Niestety, brak
jest polskich danych opisujacych skale tego zjawiska.
Dlatego tez, celem gldéwnym pracy bylo okreslenie
czestosci wystepowania klonu ST-17 w grupie kobiet
cigzarnych bedacych nosicielkami paciorkowcow gru-
py B oraz u noworodkow zdrowych skolonizowanych
GBS i z zakazeniem o etiologii S. agalactiae, przepro-
wadzone za pomocg metody PCR w odniesieniu do
referencyjnej metody MLST.

MATERIAL | METODY

Badaniami w kierunku hiperwirulentnego klonu
ST-17 objeto 169 szczepow GBS wyizolowanych
z wymazow z pochwy lub odbytu od ci¢zarnych (Gru-
pa 1), 22 szczepy izolowane z krwi od noworodkéw
z zakazeniem, w tym 20 przypadkéw sepsy i dwa
przypadki zapalenia ptuc (Grupa II) oraz 20 szczepoéw
izolowanych z wymazo6w z ucha zewnetrznego lub jamy
ustnej od zdrowych noworodkéw (Grupa I11). Badane
izolaty GBS pochodzily z kolekcji wlasnej Katedry
Mikrobiologii UJ CM. Zostaty zgromadzone w latach
2006-2010 w ramach dwoch projektéw badawczych
o numerach 3PO5SE08425 (zgoda Komisji Bioetyczne;j
UJ CM KBET/267/B/2002) oraz NN401042337 (zgo-
da Komisji Bioetycznej U] CM KBET/143/B/2007).
Wymazy z pochwy i odbytu, diagnozowane byty w kie-
runku GBS za pomoca metody hodowli prowadzonej
wedtug rekomendacji CDC (Centers for Disease Con-
trol and Prevention) (2) oraz Polskiego Towarzystwa
Ginekologicznego (20). Probka krwi zylnej pobierana
byta od noworodkéw do podtoza Peds Plus Bactec 9120
media (Becton Dickinson), a nastgpnie diagnozowana
z wykorzystaniem standardowych metod hodowli
i identyfikacji. Wymazy od noworodkow pobierane
byty na podtoze transportowe typu Amies transport
medium (Eurotubo), a nastgpnie poddawane rutynowej
diagnostyce w kierunku S. agalactiae.

Genomowe DNA szczepow bakteryjnych izolo-
wano przy uzyciu kolumienkowego zestawu Genomic
DNA Mini Kit zgodnie z zaleceniami producenta (DNA
Gdansk).

Okreslenie serotypu Ia, Ib, II-V przeprowadzono
przy zastosowaniu metody multipleks PCR zgodnie
z procedurg Poyart iinni (5). Wyniki uzyskane dla grupy
kobiet bedacych nosicielkami GBS zostaty przedsta-
wione we wczesniejszej pracy (11).

Detekcja genow kodujacych biatka powierzchniowe
zrodziny Alp zostala przeprowadzona metoda PCR zgod-
nie z procedurg Creti 1 inni (14) oraz Gherardi i inni (7).
Wyniki uzyskane dla grupy kobiet bedacych nosicielkami
GBS zostaly przedstawione we wczesniejszej pracy (13).

Oznaczenie typu ST-17 przeprowadzono za pomoca
metody PCR z odpowiednio dobranymi starterami ST17S
1 ST17AS (Genomed) specyficznymi dla fragmentu
2bs2018 wedhig procedury opisanej przez Lamy i inni
(21). Detekcje fragmentu gbs2018 stanowigcego wariant
genu determinujacego klon ST-17 okreslano na podstawie
obecnosci produktu amplifikacji o wielkosci 210 pz.

W celu przeprowadzenia metody MLST amplifi-
kacji poddano siedem genéw housekeeping dla S. aga-
lactiae, ktorych lista zostata ustalona przez Jones i inni
(18), natomiast zmodyfikowane startery oraz procedura
pochodzily z pracy Manning 1 inni (8) (tab. I).

Tabela. 1. Sekwencje specyficznych starterow komplementar-
nych dla siedmiu gené6w housekeeping S. agalac-
tiae wykorzystywane w metodzie MLST wedlug
Jones 1 inni (18) oraz Manning i inni (8)

Table I. Sequences of specific primers complementary to the
seven housekeeping genes of S. agalactiae using in
MLST method according to Jones at al. (18) and
Manning at al. (8)
Oczekiwane
Startery Sekwencje 5" -3 pr:::::(kt:g;im
(pz)
adhP-F110  TGTGCCATACTGATTTACACG
adhP-R693  ACAACCGCCTGTCTTTTCT i
atr-F8 AGCCAATTATTTCAATACAAGGAC
atr-R605 AAACCCATTTCATGAGTGACAATA o
glcK-F25 GACCTCGGAGGAACGACCATTA o7
glck-R611 TGTTCTGCGAGTTGACGTGCTACT
ginA-F170  CTATTGAGGGCTTTGTTCGTATCA
ginA-R779  AAAGCATTGTTCCCTTCATTATCA o
pheS-F10 CAAAAACAATTAGAAGAGTTGAAAA
pheS-R609  ACGGAAAACACGTCCAGGAG o
sdhA-F39 TAGCCAACATAAGGGTAACATAGC 602
sdhA-R640  (TGCAACAGGGTCACAGATAAG
tkt-F427 AAACCAGGCTTTGATTTAGT
tkt-R1078 GTTGGCTTGAAACACGACT 2

Produkty PCR poddawano rozdziatowi elektrofore-
tycznemu w 2% agarozie (Prona) przy 5V/cm (BioRad)
w obecnosci 0,25 pg bromku etydyny (Sigma). Wyniki
rozdzialu analizowano przy pomocy programu Quantity
One (BioRad) oraz aparatu GelDoc2000 (BioRad).

Sekwencjonowanie produktow amplifikacji wyko-
nata firma zewngtrzna (Genomed). Uzyskane sekwencje
poddawano analizie ustalajac ich sekwencje konsensus
przy pomocy programu ChromasPro 1.5 (Digital Ri-
ver). Nastepnie, na ich podstawie ustalano, ktory typ
sekwencyjny (ang. Sequence Type, ST) reprezentuja
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Ryc 1.  Wystgpowanie klonu ST-17 S. agalactiae w badanych grupach pacjentéw oraz wykazanie statystycznie znamiennej
zalezno$ci pomigdzy obecnoscig ST-17 u noworodkow z rozpoznanym zakazeniem GBS w porownaniu do grupy
noworodkéw zdrowych (p=0,0398) oraz do grupy kobiet cigzarnych (p<0,00001)
Fig. 1.  The occurrence of the ST-17 clone of S. agalactiae in the two groups of patients and demonstrate a statistically

significant relationship between the presence of the ST-17 clone in newborns diagnosed with GBS infection
compare to healthy newborns (p=0.0398) and the group of pregnant women (p<0.00001)

badane izolaty GBS wykorzystujac bazg danych http://
pubmlst.org/sagalactiae.

Szczepy reprezentujace klon ST-17 (n=8) poddano
typowaniu molekularnemu przy uzyciu metody elektro-
forezy pulsacyjnej (PFGE) zgodnie z wczesniej opisang
metodyka (12). Jako szczep referencyjny uzyto wzorzec
S. agalactiae serotyp Il o numerze 12403 (ATCC). Geno-
mowe DNA bylo trawione za pomocg enzymu restrykcyj-
nego Smal (MBI Fermentas). Rozdziat elektroforetyczny
przeprowadzono na aparacie CHEF-DR III (Bio-Rad), za$
analiza restrykcyjna wykonana byta przy uzyciu oprogra-
mowania GelCompar II (Applied Maths) z zastosowaniem
metody grupowania UPGMA oraz wspolczynnika Jaccard.
Uzyskane profile genetyczne interpretowano zgodnie
z wytycznymi van Belkum 1 inni (22).

Zalezno$¢ pomiedzy wystepowaniem klonu ST-17
w badanych grupach analizowano przy uzyciu testu Chi?
(chi kwadrat) oraz testu G? (ang. likelihood ratio). War-
to$¢ poziomu istotnosci (p) uznawano za statystycznie
istotng dla wartosci p<0,05.

WYNIKI

Badanie w kierunku typu sekwencyjnego ST-17
przeprowadzono w trzech etapach. W pierwszym eta-
pie z badanej puli izolatow GBS wybrano wszystkie
szczepy nalezace do serotypu III (n=78), w tym 55
szczepow izolowanych od kobiet cigzarnych (Grupa I),
11 od noworodkow z rozpoznanym zakazeniem (Grupa
1) oraz 12 od noworodkow zdrowych, skolonizowanych
GBS (Grupa III). W drugim etapie dla 78 izolatow GBS
reprezentujacych serotyp IIl, wykonano oznaczenie
w kierunku typu ST-17 przy zastosowaniu metody PCR

z wykorzystaniem odpowiednio dobranych starterow
ST17S1ST17AS specyficznych dla fragmentu gbs2018
stanowigcego wariant genu determinujacego klon ST-
17. W trzecim etapie dziesig¢ izolatow GBS, dla ktorych
otrzymano dodatnie wyniki w metodzie PCR, poddano
genotypowaniu metodg MLST. Na podstawie uzyska-
nych wynikéw sekwencjonowania siedmiu genow ho-
usekeeping, potwierdzono przynalezno$ci do klonu ST-
17 o$miu z analizowanych izolatow (80%), natomiast
w przypadku dwoch pozostatych szczepow, ktore daty
pozytywny wynik w metodzie PCR, przeprowadzona
analiza MLST wskazywata na ich przynaleznos$¢ do
dwoch innych typow ST, tj. typ ST-286 oraz ST-358.

Oszacowano czesto$¢ wystepowania klonu ST-17
w populacji kobiet cigzarnych i noworodkoéw. Ogotem
na 169 kobiet cigzarnych bedacych nosicielkami S.
agalactiae stwierdzono 4 przypadki wyst¢powania
klonu ST-17, co stanowito 2,4%. W badanej populacji
noworodkoéw oznaczono 4 izolaty reprezentujace typ
sekwencyjny ST-17, przy czym wystepowat on jedynie
u dzieci z objawami klinicznymi zakazenia, stanowiac
w tej grupie 18,2%. Natomiast, wérdod izolatow pocho-
dzacych od noworodkow zdrowych skolonizowanych
GBS nie wykazano obecnosci typu ST-17. Wykazano
statystycznie istotng zaleznos¢ pomigdzy wystepowa-
niem klonu ST-17, u noworodkéw z rozpoznanym
klinicznie zakazeniem GBS, w pordwnaniu do grupy
noworodkoéw zdrowych (p=0,0398) oraz do grupy ko-
biet cigzarnych bedacych nosicielkami paciorkowcow
grupy B (p<0,00001) (ryc. 1). Czgstos¢ wystepowania
ST-17 w grupie noworodkow z zakazeniem byta ponad
siedem razy wicksza niz w grupie kobiet ci¢zarnych
skolonizowanych GBS.



Nr 3 Wystepowanie hiperwirulentnego klonu ST-17 Streptococcus agalactiae 399
Tabela II. Charakterystyka izolatow S. agalactiae reprezentujacych hiperwirulentny klon ST-17
Table II. Characterization of S. agalactiae isolates representing hypervirulent clone of ST-17
i i allele
Badana grupa Numer zolatu Serotyp Genz rodziny TypST  TypPFGE
GBS Alp adhP pheS atr ginA sdh glcK  tkt
02-012 I rib 2 1 1 2 1 1 1 ST-17 B
Kobiety cizame -bez- 5.3 i rib 2 1 2 1 1 SH17 A
objawowe nosicielstwo
GBS 28-P-1 Il rib 2 1 1 2 1 1 1 ST-17 B
(M154 Il rib 2 1 1 2 1 1 1 ST-17 A
5886/09 I rib 2 1 1 2 1 1 1 ST-17 A
Noworodki - zakazenie 3634/08 I} I’Ib 2 1 1 2 1 1 1 ST-17 A
o etiologii GBS 11144/08 Il rib 2 1 1 2 1 1 1 ST-17 A
L1-181 Il rib 2 1 1 2 1 1 1 ST-17 A
Bands, Jaccard (Tol 1%; Opt 5%; Min area 0%)
8. .8 . F ,
o . W I || 02:012
e " B | | W 28/PI
B
61.8 R
LD 1 B IR
Y " [ T 12403 ATCC

Ryec. 2.

Analiza profili genetycznych izolatow GBS reprezentujacych hiperwirulentny klon ST-17 uzyskanych w metodzie

PFGE po trawieniu DNA enzym restrykcyjnym Smal

Fig. 2.

Analysis of the genetic profiles of GBS isolates, representing the hypervirulent ST-17 clone, obtained in the method

of PFGE after digestion of DNA with the restriction enzyme Smal

Analiza profili restrykcyjnych wykazata zmienno$¢
genetyczng wsrod izolatow reprezentujacych klon ST-
17. Przy zalozeniu punktu odcigcia na poziomie 60%
uzyskano dwa gtéwne typy PFGE, okreslone jako typ
A i B, skladajace si¢ odpowiednio z szesciu i dwoch
izolatow. Natomiast unikatowe profile restrykcyjne wy-
znaczajgce subtypy PFGE okreslono dla podobienstwa
rzgdu 80%, otrzymujac dla osmiu badanych izolatow
GBS pi¢¢ roznych subtypow (tab. 11, ryc. 2).

DYSKUSJA

Hiperwirulentny klon ST-17 o ogdélnoswiato-
wym zasiegu wystepowania jest obecnie uznawany
za najwazniejszy typ ST, zaliczany do kompleksu
CC17, odpowiedzialny za wywotywanie inwazyjnych
zakazen u noworodkow. Klon ten izolowany jest od
noworodkow zaréwno z EOD, jak i przede wszystkim,

z wiekszosci przypadkow LOD przebiegajacych pod po-
stacig zakazenia opon mozgowo-rdzeniowych (>80%).
Natomiast stosunkowo rzadko izolowany jest z zakazen
od 0s6b dorostych (12%). ST-17 jest typowym przykta-
dem homogennego klonu epidemicznego zdolnego do
bardzo szybkiego rozprzestrzeniania si¢ w populacji
ludzi, a szczegolnie w populacji noworodkow (4, 17).

Czestosci wystepowania klonu ST-17 w USA jak
i wybranych krajach europejskich zostata juz opisana
(5,7, 8, 10, 23), brak jest natomiast polskich danych,
obrazujacych skale tego zjawiska. Wyniki przepro-
wadzonych badan potwierdzajg wystgpowanie klonu
ST-17 w badanych grupach pacjentow, wykazujac jego
obecnos¢ zarowno wsrod kobiet ciezarnych bedacych
nosicielkami paciorkowcow grupy B (2,4%), jak i u no-
worodkow z rozpoznanym klinicznie zakazeniem GBS
(18,2%).

Poyartiinni (5) wykazali, ze wysoce zjadliwy klon
ST-17 jest $cisle zwigzany z zakazeniami o p6znym
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poczatku. Przy czym, klon ten byt izolowany od 45%
noworodkoéw z sepsg oraz 75% dzieci z zakazeniem
opon moézgowo-rdzeniowych o wezesnym poczatku
(EOD) oraz 75% przypadkow sepsy i 86% zapalen opon
moézgowo-rdzeniowych w przypadku zakazen o p6znym
poczatku (LOD). Z kolei, Strakova i inni (23) oznaczyli
wystepowanie ST-17 w 32% zakazen krwi oraz w 85%
zapalen opon mézgowo-rdzeniowych. Uzyskane przez
nasz zespol wyniki potwierdzaja opisywane przez in-
nych autoréw zalezno$ci pomiedzy obecnoscig klonu
ST-17, a wystapieniem zakazen u noworodkow.

Paciorkowce grupy B cechuje duza zmiennos¢ ge-
netyczna. Zastosowanie w naszych badaniach metody
PFGE umozliwito zréznicowanie szczepow reprezentu-
jacych klon ST-17. Przy zatozeniu podobienstwa na po-
ziomie 60% uzyskano dwa rézne typy PFGE utworzone
przez szczepy nalezace do klonu ST-17. Podobne wyniki
zostaty opisane przez innych autorow (7, 10). van der
Mee-Marquet 1 inni (10) wykazali w metodzie PFGE
zmiennos$¢ genetyczng szczepoéw reprezentujgcych
klon ST-17, otrzymujac dla sze$ciu badanych izolatow
trzy roznie profile genetyczne. Opisywana zmienno$§¢
genetyczna paciorkowcoéw grupy B wskazuje na cig-
glg adaptacje tego patogenu do zmiennych warunkow
srodowiskowych. Dlatego tez, nalezy mie¢ na uwadze,
iz obecnie powszechnie wystepujacy tak, w Europie,
jak 1 Ameryce klon ST-17 moze w przysztosci zostaé
wyparty przez inny typ ST. Podobna sytuacja zostala
odnotowana w latach 90-tych XX-ego wieku, kiedy
to wysoce zjadliwy klon ST-1 najczesciej izolowany
z zakazen zostat zastapiony przez klon ST-17 (8). Z tego
wzgledu, bardzo istotne sg badania majgce na celu mo-
nitorowanie czesto$ci wystepowania poszczegdlnych
klonéw w réznych krajach i grupach pacjentow, w celu
wykazania istniejacych tendencji i zmian w czasie.

Ponad to, badania pacjentéw GBS-dodatnich w kie-
runku wysoce zjadliwego klonu ST-17, umozliwitoby
oszacowanie ryzyka infekcji GBS u noworodkéw. Brak
jest na razie wystarczajacej liczby danych epidemio-
logicznych dotyczacych czestosci zakazen z udziatem
typu ST-17 w odniesieniu do skutecznos$ci stosowanej
profilaktyki okotoporodowej. Jednakze w przysztosci
moze okazac si¢, ze obowigzujace zalecenia dotyczace
profilaktyki zakazen GBS u noworodkow, powinny
zosta¢ zmodyfikowane dla tej grupy pacjentéw. Wyniki
szeroko zakrojonych badan nad skutecznos$cia obecnie
obowigzujacej profilaktyki w odniesieniu do klonu ST-
17, powinny pomoc odpowiedzie¢ na trzy zasadnicze
pytania: (1) czy profilaktyka u kobiet cigzarnych skolo-
nizowanych przez klon ST-17 wymaga modyfikacji, (2)
czy noworodki bez objawdw zakazenia skolonizowane
ST-17 powinny otrzymywac profilaktycznie antybiotyki
oraz (3) jak dlugo powinny by¢ monitorowane dzieci
ST-17 — dodatnie, z uwagi na mozliwo$¢ wystapienia
LOD?

PODSUMOWANIE [ WNIOSKI

1. W badaniach potwierdzono wystepowanie klonu
ST-17 w analizowanej populacji, wykazujac jego
obecnos¢ zarowno wsrod kobiet cigzarnych beda-
cych nosicielkami paciorkowcow grupy B (2,4%),
jak 1 u noworodkow z rozpoznanym klinicznie za-
kazeniem GBS (18,2%).

2. Ponadto, wykazano statystycznie istotng zalezno$¢
pomigdzy wystgpowaniem klonu ST-17, a nowo-
rodkami z zakazeniem, w porownaniu do grupy
noworodkéw zdrowych (p=0,0398) oraz do grupy
kobiet cigzarnych (p<0,00001).

3. Zastosowanie metody PCR z wykorzystaniem od-
powiednio dobranych starterow ST17S I ST17AS
specyficznych dla fragmentu gbs2018 daje mozli-
wosc¢ szybkiej diagnostyki hiperwirulentnego klonu
ST-17. Jednakze z powodu mozliwo$ci uzyskania
w metodzie PCR fatszywie dodatnich wynikow,
w celu ostatecznej ich weryfikacji wskazane jest
zastosowanie referencyjnej metody MLST.

4. Uzyskane wyniki wskazujg na koniecznos$¢ regular-
nego monitorowania czg¢stosci wystgpowania klonu
ST-17 wsrod kobiet cigzarnych i noworodkéw w Pol-
sce. Sktaniajg rowniez do opracowania szczegoto-
wych zalecen profilaktycznych dla cigzarnych i ich
dzieci skolonizowanych przez ten wysoce zjadliwy
klon.

Praca zostala sfinansowana w ramach projektu
badawczego wlasnego numer N N401 042337 z Mini-
sterstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

PISMIENNICTWO

1. Heath PT, Schuchat A. Perinatal group B streptococcal
disease. Clin Obstet Gynecol 2007; 21: 411-24.

2. Schrag S, Gorwitz R, Fultz-Butts K, i in. Prevention of
perinatal group B streptococcal disease. Revised guide-
lines from CDC. MMWR 2002; 15: 1-22.

3. Verani J, McGee L, Schrag SJ. Prevention of perinatal
Group B Streptococcal disease revised guidelines from
CDC. MMWR 2010; 59, RR-10: 1-32.

4. Melin P. Neonatal group B streptococcal disease: from
pathogenesis to preventive strategies. Clin Microbiol
Infect 2011; 17: 1294-303.

5. Poyart C, Tazi A, Réglier-Poupet H, i in. Multiplex PCR
assay for rapid and accurate capsular typing of group B
streptococci. J Clin Microbiol 2007; 45: 1985-8.

6. Slotved HC, Kong F, Lambertsen L, i in. Serotype IX,
aproposed new Streptococcus agalactiae serotype. J Clin
Microbiol 2007; 45: 2929-36.

7. Gherardi G, Imperi M, Baldassarri L, i in. Molecular epi-
demiology and distribution of serotypes, surface proteins



Nr3

Wystepowanie hiperwirulentnego klonu ST-17 Streptococcus agalactiae

401

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

and antibiotic resistance among group B streptococci in
Italy. J Clin Microbiol 2007; 45: 2909-16.

Manning SD, Lewis MA, Springman AC, i in. Genotypic
diversity and serotype distribution of group B streptococ-
cus isolated from women before and after delivery. Clin
Infect Dis 2008; 46: 1829-37.

Persson E, Berg S, Trollfors B, i in. Serotypes and clinical
manifestations of invasive group B streptococcal infec-
tions in western Sweden 1998-2001. Clin Microbiol
Infect 2007; 10: 791-96.

van der Mee-Marquet N, Fourny L, Arnault L, i in.
Molecular characterization of human-colonizing Strepto-
coccus agalactiae strains isolated from throat, skin, anal
margin, and genital body sites. J Clin Microbiol 2008;
46: 2906-11.

Brzychczy-Wtoch M, Gosiewski T, Bogdaszewska
M, i in. Rozktad serotypoéw paciorkowcoéw grupy B,
izolowanych z przypadkow nosicielstwa, oznaczonych
metoda multipleks PCR . Med Dosw Mikrobiol 2009;
61:293-99.

Brzychczy-Wloch M, Gosiewski T, Bodaszewska M, iin.
Genetic characterization and diversity of Streptococcus
agalactiae isolates with macrolide resistance. J] Med
Microbiol 2010; 59: 780-6.

Brzychczy-Wloch M, Gosiewski T, Bodaszewska M,
i in. Wystepowanie gendw kodujacych biatka z rodziny
Alp u Streptococcus agalactiae. Med Dosw Mikrobiol
2011; 63: 5-14.

Creti R, Fabretti F, Orefici G, i in. Multiplex PCR assay
for direct identification of group B streptococcal alpha-
protein-like protein genes. J Clin Microbiol 2004; 42:
1326-9.

Persson E, Berg S, Bevanger L, i in. Characterization of
invasive group B streptococci based on investigation of
surface proteins and genes encoding surface proteins.
Clin Microbiol Infect 2008; 14: 66-73.
Stalhammar-Carlemalm M, Stenberg L, Lindhal G.
Protein Rib: a novel group B streptococcal cell surface
protein that confers protective immunity and is expressed
by most strains causing invasive infections. J Exp Med
1993; 177: 1593-603.

Tazi A, Bellais S, Tardieux I, i in. Group B Streptococcus
surface proteins as major determinants for meningeal
tropism. Curr Opin Microbiol 2012; 15: 44-9.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Jones N, Bohnsack JF, Takahashi S, i in. Multilocus se-
quence typing system for group B streptococcus. J Clin
Microbiol 2003; 41: 2530-6.

Johri AK, Paoletti AC, Glaseri P, i in. Group B Strepto-
coccus: global incidence and vaccine development. Nat
Rev Microbiol 2006; 4: 932-42.

Kotarski J, Heczko PB, Lauterbach R, i in. Rekomendacje
Polskiego Towarzystwa Ginekologicznego dotyczace
wykrywania nosicielstwa paciorkowcow grupy B (GBS)
u kobiet w cigzy i zapobiegania zakazeniom u noworod-
kow. Ginekol Pol 2008; 79: 221-3.

Lamy MC, Dramsi S, Billoét A, i in. Rapid detection of
the “highly virulent” group B Streptococcus ST-17 clone.
Microbes Infect 2006; 8: 1714-22.

van Belkum A, Tassios PT, Dijkshoorn L. i in. Guideli-
nes for the validation and application of typing methods
for use in bacterial epidemiology. Clin Microbiol Infect
2007; 13: 1-46.

Strakova L, Musilek M, Motlova J. Multilocus sequence
types in Czech neonatal GBS strains from 2004 to 2008.
Epidemiol Mikrobiol Imunol 2010; 59(1): 45-7.

Otrzymano: 22.05.2012 r.
Zaakceptowano do druku: 10.07.2012 1.

Adres do korespondencji:

Dr n. biol. Monika Brzychczy-Wtoch

Zaktad Bakteriologii, Epidemiologii Drobnoustrojow

i Parazytologii

Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakow
ul. Czysta 18,

31-121 Krakow, Polska

Telefon: +4812 633 25 67; Fax: +4812 423 39 24
e-mail: mbrzych@cm-uj.krakow.pl



