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I.1. Streptococcus agalactia@aciorkowiec grupy B

I.1.1 Rys historyczny zakazen wywotanych przezStreptococcus agalactiae

W pierwsze] potowie XIX wieku wgierski lekarz Ignac Semmelweiss
praktykupc w wiedeskiej klinice potaniczej, zaobserwowat &0d pacjentek przetajgco
wysoka smiertelnég¢ z powodu gagczki potogowej (ang. puerperal fever; childbed f@ve
Po przeprowadzeniu doktadnego dochodzenia, wywnoigak ze tak duy wspotczynnik
zachorowalnéci i smiertelngci kobiet po porodzie i@ by spowodowany przenoszeniem
zak&enia na zdrowe kobiety przez personel medycznyykizeniej dokonywat sekcji
zwitok zmartych na gaczke potogows. Dodatkowym dowodem potwierdzaym domysty
Semmelweisa bytldamieré jego bliskiego wspotpracownika, profesora Jakulmlefschki.
Profesor zmart na skutek choroby o podobnym przebielo gogczki potogowej,
ktorg to zakazit s} przeprowadzar sekcg zwilok pacjentki zmartej po porodzie.
Semmelweis przypuszczake choroba mie by przenoszona na ptéd, zwlaszcza
w przypadku przeditajacego s¢ porodu lub w wyniku wielokrotnego przezpochwowego
badania pacjentek przez lekarzy. Skutecznym sposolzapobiegania przenoszeniu
zakaeniom nakazanym personelowi medycznemu przez Senmwisal, bylo przemywanie
rgk roztworem chloru. Ten sposoOb antyseptyki znaczmmeniejszyt zachorowalrsé
i $Smierteln@¢ pacjentek na gaczke potogows oraz ocalitzycie wielu dzieci. Odkrycie
uczonego spotkatoejednak ze sprzeciwem wspoétpracownikow, odrzamajh skierowane
przeciwko Nim oskatenia o zakzaniu pacjentek podczas przeprowadzania badania,(Raj
1999).

W latach trzydziestych XX wieku Fry zanotowahtmarzypadkismierci kobiet
z powodu gagczki potogowej, ktdrej czynnikiem etiologicznym b$t. agalactiae Przez
kolejne lata obserwowano sporadyczne przypadki zsakanoworodkow i dorostych
wywotanych przez ten drobnoustro) (Edwards, 20@3). lat szé&tdziesatych XX wieku
zaczto obserwowéa dramatycznie narastgpg zachorowaln&t i smiertelnég¢é noworodkow

ponizej trzeciego miegtazycia w wyniku zakaen paciorkowcem z grupy B (ang. Group B
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streptococcus, GBS). W Stanach Zjednoczonych zie@edukowano estcsé zakaen
S. agalactiaeavsrod noworodkéw poprzez wprowadzenie w latach 90-¥X wieku zalecé
CDC (Center for Disease Control and PreventionkoReendacje zostaty rownigrzyjete
w innych pastwach. Od 2008 roku ta& w Polsce obowruja rekomendacje dotygze
badania nosicielstwa GBS smwd kobiet cgzarnych przygotowane przez Polskie

Towarzystwo Ginekologiczne na wzor zale@merykaskich (Heczko i wsp., 2008).

|.1.2 Bakteriologia Streptococcus agalactiae

[.1.2.1 Bakterie z rodzajuStreptococcus

Bakterie nalggce do rodzajistreptococcuso Gram-dodatnie, katalazo-ujemne
ziarenkowce dcrednicy ok. 2im, wzrastajce w postaci paciorkow lub w parach. Bakterie
te klasyfikowane s jako a-hemolizugce, B-hemolizujace iy-hemolizujace w zaleosci
od typu tworzonej strefy hemolizy wokoét wzragtgjch kolonii bakteryjnych na podtach
hodowlanych zawieragych krew barami W przypadku gdy dochodzi do redukeplaza
w hemoglobinie i zazielenienia strefy wokot kolotiakteryjnejswiadczy to o wzrécie
paciorkowcow a-hemolizupcych. B-hemoliza oznacza catkowit lize erytrocytow
i odbarwienie podiza wokot kolonii bakteryjnejy-hemoliza oznacza brak hemolizy i brak
zmian barwy podia w gsiedztwie wzrastagych kolonii bakterii. Paciorkowce
B-hemolizupce g klasyfikowane w oparciu o0 obecito antygenowych polisacharydéw
powierzchniowych, zwanych grupowymi. Podziat tenstab zaproponowany przez
Lancefield w 1935 r. i uwzgtinia istnienie grup A-H oraz K-V. Przykladami pag&owcow
o dwym znaczeniu w medycynie kliniczneja sStreptococcus pyogeneg grupy
serologicznej A (ang.Group A streptococcus, GASJ)reptococcus agalactiag grupy
serologicznej B (GBS), czyie Streptococcus pneumoniae zaliczany

do paciorkowcédwa-hemolizupcych.
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1.1.2.2 Streptococcus agalactiae

Kolonie S. agalactiae s3 drobne, szare i $higce, otoczone wsky
strefy B-hemolizy. Niekiedy kolonie bakterii GBS wykazujpigmentagi wynikajaca
Z nagromadzenia pomaizowego barwnika. Istnig] szczepy GBS y-hemolizupce
o wygladzie kolonii przypominagcym bakterie z rodzajuEnterococcus Do cech
charakterystycznych S. agalactiag wykorzystywanych w testach diagnostycznych
umazliwiajacych identyfikagg gatunku, naleg obecné¢ antygenu grupowego B, czynnik
CAMP (Christie Atkins Munch Peterson) oraz zddéthalo hydrolizy hipuranu (Murray
i wsp., 2007, Gillespie i wsp., 2005).

Reakcja CAMP zostata po raz pierwszy opisana w41@4przez Christie,
Atkins i Munch-Petersen. Polega ona na synergisgyoz dziataniu -hemolizyny
produkowanej przez szczep wzorcoyaphylococcus aureuBTCC 25923 i czynnika
CAMP pochodzenia paciorkowcowego. Efektemid¢mvym reakcji CAMP jest powstanie
trojkatnej strefy-hemolizy w miejscu zetkncia wysianych prostopadle wzgem siebie
szczepOw wzorcowegB .aureusATCC 25923 i badanego szczepu paciorkowca naeiytc
zawierajcej krew barani po 24 godzinne] hodowli w 37 °C w warunkach tlegolw
(Ryc. 1).

Test hydrolizy hipuranu jest testem alternatywngia testu CAMP. Jd
po dodaniu ninhydryny do hodowli bakterii GBS w wgch roztworze hipuranu sodu
dochodzi do zmiany barwy zawiesiny na ciemno fmlgt kolor, test uznaje siza
pozytywny (Philips EA i wsp. 1980).
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A- linia posiewu szczepu wzorcowe§o aureu5923
B- linia posiewu badanego szczeps. agalactiae prostopadta wzgblem linii posiewu
S. aureu5923
C- tréjkatna strefg3-hemolizy
Ryc.1. Pozytywny wynik testu CAMP

[.1.2.2.1 Chorobotworczé¢ bakterii na przyktadzie S. agalactiae oraz czynniki

wirulencji odpowiedzialne za przebieg tego procesu

Zjadliwos¢ (wirulencja) jest miar chorobotworczéci i jest zjawiskiem
zlozonym, zalenym od rozpatrywanego czynnika patogennego jakspgdarza. Sktadagsi
z nastpujacych etapéw: adherencji do komérek gospodarza, nkodaiji tkanek, inwazji
i wnikania bakterii do komérek nabtonka srédbtonka oraz ewazji (przeciwdziatanie

mechanizmom obronnym atakowanego organizmu gospadar
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Adherencja GBS do komorek nabtonkowych m. in. poch odbytu jest
inicjujacym etapem umidiwiajacym nasgpujaca kolonizacg tkanki. Przebiega w wyniku
interakcji pom¢dzy adhezynami bakterii oraz biatkami macierzy ponadrkowej
gospodarza (ang. extracellular matrix, ECM). Dddke&ECM zalicza si fibronektyre (Fn),
fibrynogen, laminig, kolagen oraz integryny. GBS posiada na swej paeiai adhezyny
wigzace poszczegOlne biatka macierzy pozakomorkowej EG@dMktorych mana zaliczy
m. in. biatka wizace fibrynogen (FbsA oraz FbsB), biatkoa#gce laminire (Lmb), biatka
Srr bogate w powtérzenia serynowe, peptydé&cpB), biatko BibA oraz fimbrie. Rownie
niektore z biatek Alp (Rib, Alfa C)agswaznymi czynniki umaliwiajgcymi adherowanie GBS
do nabtonka gospodarza poprzezazenie s¢ do glikozaminoglikanu, a tym samym
utatwienie inwazji bakterii GBS. Biatka Alpgséwniez silnymi antygenami indukagymi
odpowied immunologiczg modeli zwierzcych na zakzenie GBS (Baron i wsp. 2004;
Creti i wsp., 2008; Stalhammar-Carlemalm i wsp99)9

Adhezyny GBS petgi rowniez inne, istotne funkcje w przebiegu zakaia.
Przyktadowo czynnikiem, ktéry nie wigzat jedno z biatlek ECM, fibronektyn jest
peptydaza ScpB posiadap w swej czsteczce miejsce 0 niskim oraz o zgn
powinowactwie wzgjdem fibronektyny. Dodatkoyy istotry dla przebiegu procesu
kolonizacji GBS funkej ScpB jest dezaktywacja czynnika C5a, ktory wzmagamotaksj
neutrofili do miejsca zak&nia (Hull i wsp., 2008; Cheng i wsp., 2002). Batligzace
fiborynogen FbsA zakotwiczone $gianie komorkowej bakterii oraz N koniec biatka Bbs
przypuszczalnie wydzielanego do substancji pozakkowe] odpowiadaj za whzanie
fibrynogenu (Deviiwsp., 2010; Gutekunst i wspQ02). Inry, prawdopodobs funkcja
biatka FbsB jest utatwianie inwazji i wnikania bakt do komérek gospodarza. Istgtrole
w adherencji, a naginie tworzeniu biofilmu odgrywajfimbrie. § to biatka zbudowane
z trzech podjednostek PilA pedoej rok adhezyny, PilB, ktéra jest gtowrkomponeng
fimbrii oraz PilC. Podjednostkami odpowiedzialnyma tworzenie biofilmu a tym samym
nasilanie procesu adhezj BilA i PilB (Maisey i wsp., 2006; Konto-Ghiorghisp., 2009).

Przypuszczalnie adherencja szczepow GBS do nabtardey od pH
otaczagcego srodowiska. Bakterie adaptujsic do r@nych warunkow poprzez regulacj
ekspresji genow, ktérych produkty bioczynny udziat w reakcji drobnoustrdj-gospodarz.
Stad przypuszczenieze zmiana pH otoczenia m® wplywa na funkcjonowanie gendéw
kodujacych poszczegdélne adhezyny (Kubin i wsp., 1983;ateet i wsp. 1979; Santi i wsp.,
2009)
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Do czynnikow wirulencji GBS uszkadaaych komorki gospodarza poprzez
tworzenie poréw i umdiwienie wnikania bakterii do wgtirza komorek gospodarza, naje
czynnik CAMP oraz3-hemolizyna/cytolizyna {-H/C). B-hemolizyna/cytolizyna m. in.
utatwia bakteriom niszczenie nabtonka ofazdbtonka ptuc oraz przenikanie przez barier
krew-mdzg (ang. blood brain barier, BBB). Prawdogmle istnieje powszanie pomidzy
czynnikiem CAMP afp-hemolizyra/cytolizyng. W przypadku szczepdw pozbawionych
czynnika CAMP 3-H/C maze dziatd zastpczo, wypetiajc role CAMP. Natomiast CAMP
moze by niezlednym czynnikiem uszkadzggym komorki gospodarza w tych niszach
ekologicznych, gdzie dziatan{g-H/C jest zniesione. Przyktadowo CAMP meoodgrywa
kluczowg role jako czynnik uszkadzagy komorki gospodarza w ptucach, gdzie dochodzi do
wigzania 1 neutralizacji B-H/C przez gtowny skladnik surfaktantu ptucnego
dipalmatydylofosfatydynocholin (DPPC). Badania eksperymentalne wskazua to,
ze B-hemolizynal/cytolizyna jest tak wanym czynnikiem indukucym apoptoz
makrofagéw i monocytowS. agalactiaewykazuje rownie zdolnGé przezycia in vitro
wewmntrz makrofagéw (Cornacchione i wsp., 1998; Fettaigci wsp., 2000; Liu i wsp.,
2004). Z synteg -H/C jest zwgzana produkcja pomarezowego pigments. agalactiag
ktory chroni bakterie przed dziataniem aktywnychnfotlenu. Brak genwcelE kodugcego
B-hemolizyre/cytolizyre jest rownoznaczny z brakiem ekspresji pigmentamnedo szczepu,
natomiast szczepy GBS o silnych wdavosciach hemolitycznych wykazaj bardziej
intensywne zabarwienie (Rajagopal, 2009).

Wiele czynnikow GBS znosi dziatanie uktadu immuwgitznego lub eliminuje
wrazliwos¢ bakterii na mechanizmy obronne gospodarza. Do rékgw tych mana
niewatpliwie  zaliczy¢  polisacharydy powierzchniowe (CPS), peptydazC5a
oraz pomaréczowy pigment. Polisacharydy powierzchniowe stagogtéwny czynnik
wirulencji GBS. Ich funkcja polega na zapobiegawpsonizacji i fagocytozie bakterii
w wyniku hamowania drogi alternatywnej aktywacjpetniacza (modulacje w ggteczkach
czynnikéw H, | oraz C3b) (Marques i wsp., 1992).

Innymi, waznymi czynnikami wirulencji $ m. in. fimbrie oraz biatka wizace
penicylire znosace wraliwos¢ GBS na dzialanie peptydow antybakteryjnych

(ang. antimicrobial peptides, AMPS).
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1.1.2.2.1.1 Polisacharydy powierzchniowe

Na powierzchni komérek bakterii z gatunks. agalactiaeznajduj si¢
polisacharydy powierzchniowe (ang. sialic acid-ridapsular polysaccharide, CPS),
warunkupce przynalenos¢ szczepow GBS do oldlenych serotypoéw. Wyrinia sk dzieseé¢
serotypow S. agalactiae la, b, 1l, lll, 1V, V, VI, VII, VIl oraz serotyp IX opisany
w ostatnich latach (Harrison i wsp., 1998; Hilmamwsp., 1999; Slotved i wsp., 2007).
Polisacharydy powierzchniowe snodyfikowane w procesi®©-acetylacji, co mge mig
wptyw na zmiany odpowiedzi immunologicznej gospa@ar na inwazj GBS
(Chaffin i wsp.2005). Proces acetylacji dotyczy mdlo 55% catkowitej puli CPS. Enzym
katalizupcy reakcg O-acetylacji jest kodowany przez gemeuA Transkrypcja gendéw
polisacharydow powierzchniowycleps jest regulowana ujemnie przez biatko RogB
z rodziny RofA-podobnych (Gutekunst i wsp., 2008{t&lin i wsp., 2005).

1.1.2.2.1.2 Biatka powierzchnioweS. agalactiaez rodziny alfa-podobnych

Biatka z klasy Alp (ang. alpha-like proteins) a $ajlepiej poznanymi
i opisanymi biatkami powierzchniowymi GBS. W tepkie biatek wyrénia st biatka zwane
Alfa C, Epsilon (znane rowniepod nazw Alpl, Epsilon/Alpl), Rib, Alp2, Alp3 oraz Alp4.
Biatko Alfa C wraz z biatkiem Beta C, ktére nie eal do klasy biatek Alp,
sa komponentami antygenu C, pierwszego opisaneg@eantybiatkowego GBS ( Wilkinson
i wsp., 1971).

Biatka Alp posiadaj czsteczki o strukturze chimerycznej, ktéra po raz
pierwszy zostata opisana dla biatka Alp3. Gecharakterystycznbiatek z rodziny Alp jest
wystepowanie w ich cgsteczkach sekwencji tandemowo powtérzonych o idemym
sktadzie aminokwaséw (Creti i wsp., 2004; Gherardivsp., 2007). Powtarzsge sé
wielokrotnie sekwencje tandemowe biatek Alp takie same w obbie jednego biatka,
ale r&ne pome¢dzy poszczegdlnmi biatkami. H6 powtdrzé aminokwasowych w obbie
jednego biatka jest cegltharakterystyczndanego szczepu GBS. Oznaczazeopomedzy
izolatami GBS posiadagymi to samo biatko z rodziny Alp istnieje zrica w masie
czagsteczkowej tego samego biatka (Lachenauer i w§QR Przyktadowo masa biatka Rib
moze wynosé od ok. 65 kDa do ok. 125 kDa, co odpowiadd@diamd 8 do 15 powtorze

aminokwaséw (Stalhammar-Carlemalm i wsp., 1993)czha powtorzé fragmentow
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w obrebie biatka mae mi& zwigzek ze inwazyjn&cia szczepu. Mgliwe jest,ze zjadliwa¢
szczepu jest tym wksza, im weksza liczba sekwencji tandemowych powtdrzonych
w obrebie czsteczki biatka.

Biatka Alfa C, Epsilon, Rib, Alp2, Alp3 oraz Alpgh kodowane odpowiednio
przez alleliczne genlgca, epsilon rib, alp2, alp3i alp4 (Creti i wsp., 2004; Gherardi i wsp.,
2007; Persson i wsp., 2008). Ky z genéw biatlek Alp posiada w swej strukturze
tandemowy region powtérie(ang. tandem repeated region) oraz konserwatyvaheek
NiC. Budow genow biatek Alp okrda sk jako mozaikow, co oznaczaze geny
okreslonych biatek mog zawier& konserwatywne fragmenty gendw innych biatek. Taka
budowa gendéw oraz ich produktéw biatkowych ttumaegssiepowanie reakcji krzxowych
pomkdzy biatkami Alp, a surowicami diagnostycznymi stesnymi do typowania

serologicznego (Lachenauer et al., 2000).

1.1.2.2.1.3 Korelacja pomedzy wystgpowaniem biatek Alp oraz polisacharydow

powierzchniowych CPS

Nie istniejescista wspétzalenos¢ w wysepowaniu okrélonych biatek Alp
oraz polisacharydéw CPS, jednak wykazape, okrélone biatka Alp znacznie egciej
wystepuja u kilku, ale nie wszystkich serotypow. Istniejevroez maozliwosé, ze w danym
serotypie prawie nigdy nie ¢bzie wystpowa tylko jedno z biatlek z klasy Alp.
Przyktadowo, do ekspresji biatka C najéziej dochodzi u izolatow GBS z serotypow la, Ib
i Il oraz bardzo rzadko z serotypu V i lll. BialkRib przewanie wystpuje u GBS
z serotypow Il i Il oraz rzadziej z septypu V. Dl&i biatko Alp3 przewaznie jest obecne
u szczepow GBS z serotypdw V i VIII, a biatko AlpZzczepow GBS z srotypow la, i V
(Areschoug i wsp., 1999; Stalhammar-Carlemalm p.ws993; Tettelin i wsp., 2003).
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1.1.2.2.2 Mechanizmy lekoopornéci szczepdwsS. agalactiae

Opisano mechanizmy oporw S. agalactiaena antybiotyki: mechanizm typu
MLSB typu konstytutywnego (KMLSB) oraz mechanizmpuy indukcyjnego (iMLSB),
a take fenotyp M.

Mechanizm opornei GBS na makrolidy, linkozamidy oraz streptograynBizwany MLSB
jest warunkowany aktywroiag metylaz erm (ang. erythromycin ribosome methylasm).
Dziatanie enzymOw prowadzi do przgkenia jednej lub dwoch reszt metylowych
do konserwatywnej reszty adeninowej w V domenie 2B®NA wigzacej makrolidy.
Metylazy @ kodowane przez genyerm (ermA), erm(B), ermC)) zlokalizowane
w rybosomalnym DNA. Typ mechanizmu MLSB konstytutwgo oraz indukcyjnego nie
jest zaleny od klasyerm U szczepdéw GBS z najgzxie] wystpujagcym mechanizmem
opornaci typu KMLSB, znacznie c#ciej wykazuje si obecné¢ genu erm(B) niz
pozostatych genowerm(A) i erm(C) (Gherardi i wsp., 2007). Interegcy jest fakt,
ze u wszystkich izolatobw GBS z mechanizmem kMLSBenadych do serotypu V wykazano
obecnd¢ genuerm(B) (Brzychczy-Wioch iwsp., 2010).

Fenotyp M jest warunkowany przez obe@ngenu mefA lub mekE. Geny
te koduj pomp protonows odpowiadajca za transport antybiotykow poza komérk
bakteryjry. Fenotyp M jest awsty wérdd izolatow GBS z serotypu la (Brzychczy-Wioch
i wsp., 2010, Hsueh i wsp., 2001).

1.1.3 Epidemiologia zakaen Streptococcus agalactiae

GBS jest baktegi komensalg kolonizugca dolny odcinek przewodu
pokarmowego oraz pockw Grum w szczegllny sposOb naomg na zakaenia
spowodowane przez GBS soworodki, a w mniejszym stopniu rOwni&obiety cezarne.
Coraz czsciej notuje s} wzrost czstasci zakaen paciorkowcowych w grupie o0sob

dorostych cierpjcych na choroby przewlekie oraz u oséb po 65 tgkia.
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1.1.3.1 Nosicielstwo GBS #rod kobiet ciezarnych

Ciagza jest stanem predyspoacym do zwékszonego nammania s¢ GBS
w srodowisku pochwy. U skolonizowanych kobiet ¢z@rnych mae dochod#
do przedwczesnego ckniccia bton ptodowych, przedwczesnego porodu, acgki
srodpotogowej, zakeenia jamy owodni, zakenia drég moczowych, poporodowego
zapalenia jamy macicy, poporodowego zakda rany, a w niektorych przypadkach nawet
do posocznicy (Phares i wsp. 2008, Krohn i wsp99)9

Dane uzyskane przez pracownikow Katedry MikrolgoldJJ CM w latach
2004-2008 wskazywaly na 20% nosicielstwvo GBS0d kobiet z cizg powiktarg oraz
17,2% nosicielstwo GBS &dd kobiet z prawidlowym przebiegiemagy (Strus i wsp.,
2009). Dane zebrane kilka latzmdej w okresie od 2007 r. do 2009 r. przez naukiwe tej
samej placowki wykazgjna wzrost nosicielstwa GBSsmwd kobiet o¢zarnych do 30%
(Brzychczy-Wioch i wsp., 2009). Roice te mog by¢ spowodowane m. in. udoskonalaniem
metod diagnostycznych identyfikiglych paciorkowce z grupy B. W krajach europejskich
takich jak Czechy, Niemcy, Wiochy, Belgia, Grec@sitielstwo GBS u ezarnych wynosito
odpowiednio 29,3%, 16%, 18%, 24%, 6,6% (Motlovaspw 2004; Brimil i wsp., 2005;
Savoia i wsp., 2007; El Aila i wsp., 2009; Tsoliawsp., 2003). Podobne dane
epidemiologiczne uzyskano w Stanach Zjednoczonyglzie nosicielstwo GBS &od
ciezarnych wynosi 19,1%. Z kolei kolonizacja kobie¢zarnych przez GBS w patwach
azjatyckich takich jak Korea i Birma wynosita oagednio 8% i 7,1% (Lee i wsp., 2010;
Thinkhamrop, 2003).

Wystkpowanie poszczegoblnych serotypow GBS jest zade od regionu
geograficznego, zjadlivkoi szczepu oraz rasy ludzkiej. Gaupszczegollnie navang
na zakaenia GBS jest rasa czarna oraz Latynosi (Murraysp.w2007). W Europie
i w Stanach Zjednoczonych oraz Korei naftzej izolowanymi serotypami GBS $lI, la, V
i Il, z kolei w Japonii przewajaca liczba szczepdédw GBS najedo serotypow VI i VIII
(Hickman iwsp., 1999; Thinkhamrop, 2003; Lee i wsp010, Lachnauer i wsp., 1999).
W Zjednoczonych Emiratach Arabskich dominuje sgrdly (Amin i wsp., 2002). Istnigj
interesugce doniesienia amerykskie opisujce izolacg z jednorazowo pobranego wymazu
z pochwy od pacjentek nietlhcych w chzy dwoch lub nawet trzech szczepédw GBS,
z ktorych kady naleat do innego serotypu (Ferrieri i wsp., 2004).

-20-



WSTEP

[.1.3.2 Zakazenia GBS wrod noworodkow

W czasie porodu istnieje niebezpietzt®vo kolonizacji noworodka przez GBS
drogs wertykalrg od matki z mikroflory pochwy, kanatu szyjki macjekory lubsliny. GBS
kolonizuje jame ustry noworodka, a nagpnie drogi oddechowe i przewod pokarmowy.
Ryzyko transmisji GBS w czasie porodu wynosi 70Stteptococcus agalactiaenoze
wywota¢ u noworodkdéw wczegnpost& choroby (ang. Early Onset Disease, EOD),rpo
posta& choroby (ang. Late Onset Disease, LOD) orazojdg posta choroby.

Wczesna posta choroby mae rozwirgé sie juz od pierwszych godzin po
narodzinach do 7 dnizgycia dziecka. Jednak najgziej EOD notuje s w pierwszym dniu
po urodzeniu i dotyczy to ok. 60% przypadkéw zaokh@. W przyblizeniu 32% wczesnej
postaci choroby rozwija siw czasie 24-48 godz. po urodzeniu. Pozostale Skérea
wystepuje medzy 2, a 7 dnientycia howorodka. EOD najegciej przebiega pod postaci
choréb ukfadu oddechowego, zapalenia ptuc, zamal@pon mdzgowo-rdzeniowych,
posocznicy i rzadziej zakania kdéci i stawow. EOD charakteryzuje wysokmiertelng¢
wynoszca od 5 do 20%. Ryzyko rozwojuftej postaci choroby wysgbuje od 8 do 90 dnia
zycia dziecka. Przebieg LOD jest niespecyficzny,aelia s¢ gorczka, zapaleniem opon
mdbzgowo-rdzeniowych lub posoczgidSchrag i wsp., 2000; Zaleik i wsp., 2000).
Smiertelndg¢ z powodu LOD wynosi od 2 do 6%. Po trzecim mjesizycia dziecka mie
dojs¢ do rozwoju opénionej postaci choroby, ktéra charakteryzujee sagodnym
przebiegiemSmiertelndg¢ dzieci w wyniku opénionego zakzenia GBS wynosi okoto 1%
(Stomko i wsp., 2001).

Przypuszczalnie inwazyj8é szczepu GBS i zdoldé do wywotania choroby
u noworodkow jesicisle zwigzana z jego serotypem. Potwierdzi dane epidemiologiczne
wykazupce, ze serotyp Il GBS w 25% jest przyczymwczesnej postaci choroby EOD,
aw 90% przyczymnpdznej postaci choroby LOD (Lin i wsp., 1998).

W Stanach Zjednoczonych znacznie zredukowangstoZ zakaen noworodkéw
paciorkowcami z grupy serologicznej B poprzez wgpadeenie w latach 90-tych XX wieku
zalecéd CDC (Center for Disease Control and Preventionjzeprowadzanie bada
przesiewowych kobiet etarnych w kierunku nosicielstwva GBS oraz zastosowani
antybiotykoterapii okotoporodowej znacznie zmnigjediczbe zachorowa i zgonoéw vérod
amerykaskich noworodkéw. Przed wprowadzeniem zatlec€DC notowano 2-3
przypadkow zaksgen paciorkowcowych na 1008ywo narodzonych noworodkow. Liczba ta

zmniejszyta s do 1,8/1000 przypadkéw zachorawaa pocztku wprowadzenia zalete
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CDC gdy nie byly one jeszcze powszechnie stosowRoe. koniec lat 90-tych XX w.
obserwowano dalszy spadek zachomove 0,5 przypadkéw na 1008ywo urodzonych
dzieci ( spadek o 70%). Od roku 2008 w Polsce oy rekomendacje dotygeze badania
nosicielstwa GBS wod kobiet cgzarnych oraz zapobiegania zakaiom noworodkéw
wywotanym przez GBS przygotowane na wzor zalee@anerykaskich przez Polskie
Towarzystwo Ginekologiczne. Zgodnie z obemujacymi rekomendacjami kaej kobiecie
migdzy 35, a 37 tygodniem gy zleca s wykonanie bada przesiewowych w kierunku
nosicielstwa GBS wedtug oldlenych procedur. W przypadku stwierdzenia nositieds
GBS u kobiet gizarnych, w czasie porodu naje zastosowa antybiotykoterapi
okotoporodovd. Rekomendowanym lekiem jest penicylina G, ktthazna zastpic
ampicylim. W przypadku, gdy pacjentka zgtasza nadVimap$¢ na penicylig i nie
stwierdza si u niej szczepu GBS z mechanizmem MLSB, stosujeesitromycyr badz
klindamycyre. U pacjentek, u ktérych obecny jest szczep GBSeehanizmem MLSB
zaleca si stosowanie wankomycyny lub cefazoliny. W sytuagjly brak informacji na
temat nosicielstwa GBS ug¢garnej, naley postpowa: tak jak w obecngi szczepu GBS
z fenotypem MLSB. Podobna procedura powinna oboywat, gdy szczep GBS jest oporny
lub wykazujesredni wrazliwos¢ na erytromycya badz klindamycyre, cha dopuszcza si
zastosowanie jednego z tych antybiotykéw (Hecaksp., 2008).

Antybiotykprofilaktyka okotoporodowa skierowana ecwko GBS chroni
noworodki przed wysgpieniem wczesnej postaci choroby EOD, jak rownieaoze
zapobiegéa zakaeniom kobiet po porodzie (Zangwill i wsp., 1992;h&g i wsp., 2000).
Nie przeciwdziata jednak rozwigiu si paznej postaci choroby LOD. Dodatkowoeste
stosowanie antybiotykbw nie powodowda narastanie opordoi wsrdod szczepow GBS
na stosowane antybiotyki. O ile nie notuje siporndgci szczepow GBS na penicyin
i ampicylirg, coraz cgsciej analizowane szczepy wykazunechanizm oporrssi MLSB
(Andrews i wsp., 2000; Lin i wsp., 2000). Przyktagdpw Stanach Zjednoczonych w latach
osiemdziesgjtych XX wieku opornéc izolatbw GBS na erytromycyrnwynosita 1,2%, ale ju
w latach dziewj¢dziesptych zwkkszyta s¢ do 18% (De Mouy i wsp., 2001).
Panda i wsp. (2009) wykazale w Stanach Zjednoczonych 25% szczepdéw GBS jest
opornych na erytromycgnoraz 21% opornych na klindamyeyrOporng¢ szczepow GBS
na erytromycyn we Wioszech wynosi 16,5% i jest bliska danym zejna w Polsce.
Na 169 szczepdw wyizolowanych od kobiekzarnych z terenu Matopolski zgodnie
z zaleceniami CDC u 27 z nich (16%) wykazano obg&cmeechanizmu oporrgoi MLSB

lub fenotypu M. Najwikszy odsetek stanowity izolaty z fenotypem KMLSB3%6),
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nastpnie z fenotypem iMLSB (26%) oraz z fenotypem MYd1(Brzychczy-Witoch i wsp.,
2010). Grodek warszawski podajee oporné¢ na erytromycya wsroéd szczepébw GBS
izolowanych z zakeen oraz nosicielstwa GBS w Polsce wynosi 18,4% (8gdowsp.,
2010).

Skutecznym sposobem zapobiegania zeR@am paciorkowcowym, a zwilaszcza
LOD, wydaje s¢ by¢ zastosowanie szczepionki skierowanej przeciwko G88iep jednak
trudnaici ze skonstruowaniem skutecznej szczepionki wyadeaz rénic geograficznych
rozktadu serotypow, czy #e zrGznicowanego wzoru antygenowego szczepdw oraz
rozmieszczenia populacji ludzkiej. W Stanach Zjexhomych przeprowadzono badania
kliniczne 1-go i 2-go stopnia nad monowalentazczepionk pigciu poszczegolnych
serotypéw GBS skojarzonych z toksoidegacbwym (ang. tetanus toxoid, TT). U 93-100%
pacjentow, ktorzy otrzymali monowalegtnszczepionk przeciwko GBS, po dmiu
tygodniach od momentu immunizacji stwierdzono a#testny lub wekszy wzrost poziomu
przeciwciat klasy IgG. Jedynie w grupie pacjentieiére otrzymaty szczepiogkprzeciwko
szczepom z serotypu Ib-TT stwierdzono ob&émwzeciwciat po 8 tygodniach u 80% kobiet.
W innych badaniach nad skonstruowaniem szczepiaikerowanej przeciwko GBS
dokonuje s prob wykorzystania jako jej skladnikow biatek GBS8p. fimbrii,
rekombinowanego biatkg-C (BCP), rekombinowanych konserwatywnych fragmento
biatek ScaAB i peptydazy ScpB (Margarit i wsp., 208avorov i wsp., 2010; Yang i wsp.,
2007).

1.1.3.3 Zakazenia GBS w grupie 0séb dorostych

Streptococcus agalactiaeajczsciej wywotuje zakaenia noworodkow, jednak coraz
czesciej notuje s zakaenia paciorkowcami grupy B édmdd osdb dorostych. Do czynnikdw
zwickszapcych ryzyko wysipienia zakaenia nalea m. in. wiek powyej 65 rokuzycia,
cukrzyca, nowotwory oraz upledzenie funkcjonowania uktadu odpofnmwego. GBS jest
najczsciej izolowany z uktadu moczowo-piciowego (pochwsgzyjka macicy, cewka
moczowa) oraz odbytu, natomiast rzadziej z gardikory. Nosicielstwo GBS &wod osob
dorostych wynosi od 20% do 35%, przy czym jest amstsze u 0sOb aktywnych
seksualnie. Jak wskaaupmerykaskie badania epidemiologiczne, wysbwanie zakzen
o etiologii paciorkowcowej w grupie osOb dorostypbdwoito s¢ w okresie 1990-2007
z 3,6/100000 na 7,3/100000 przypadkow. GBS u astédbszych najezciej wywotuje
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posocznie¢, zakaenia skory bdz tkanek mgkkich, zapalenie ptuc, zapalenie wsierdzia
(Sendi i wsp., 2008; Phares i wsp., 2008). SzcZepy izolowane z zaken w grupie
dorostych nalgg do serotypu V oraz kolejno do serotypow la, Il ISzczepy GBS

z serotypu V 8 najczsciej izolowanymi w grupie pacjentow w wieku 18-3@t |
(Skoff i wsp., 2009).

|.2. Bakterie kwasu mlekowego LAB

Bakterie z rodzajuLactobacillus zaliczane & do bakterii kwasu mlekowego
(ang. Lactic Acid Bateria, LAB). Do tej grupy dradustrojow naleg sie bakterie
Gram-dodatnie, niesporge, wzgédnie beztlenowe, wytwarzgie kwas mlekowy jako
giébwny produkt procesu fermentacji cukrow. Baktekgasu mlekowego dzieli i
na homofermentygge, ktérych produktem fermentacji glukozy jest tylkwas mlekowy oraz
na heterofermentgge produkujce précz kwasu mlekowego taketanol, kwas octowy oraz
dwutlenek wgla. Do LAB zalicza s nastpujgce rodziny bakterii: Enterococcus
Lactococcus Streptococcus Vagococcus Aerococcus Pediococcus Tetragenococcys
LactobacillusorazCarnobacterium

Klasyfikaci mikroorganizmow uwzglniajgca pokrewigistwo ewolucyjne
oraz filogenegz umazliwia analiza sekwencji 16S rybosomalnego RNA (rRNokreslajgca
procentovy zawart@¢é par zasad guanina-cytozyna (mol% G-C). Bakteriantsdodatnie
dzieli sk na dwa gtowne typy ze wzglu na pochodzenie zawiegeg¢ mniej lub wgcej niz
50 mol% par G-C. Typ zwanglostridium (<50 mol% G-C) obejmuje bakterie z rodzajow
Lactobacillus Bacillus, Staphylococcyd.isteria, Clostridium PeptococcusRuminococcus
Typ drugi bakterii zwanyActinomycete$>50 mol% G-C) stanowirodzajeBifidobacterium
Arthrobacter  Micrococcus Propionibacterium  Microbacerium  Corynebacterium
Actinomycesoraz Streptomyces Poszczegoblne rodzaje LAB twarzspoéjne grupy pod
wzgledem filogenetycznym (Ryc.2). Przykladowo rodz&arnobacterium Enterococcus
oraz Vagococcusstanows rozgatzienie filogenetyczne igsze sol bardziej spokrewnione
niz inne bakterie kwasu mlekowego. Rodzaprctococcusoraz Streptococcusowniez 3
spokrewnione jednak w mniejszym stopniu w poréwaamhd LAB z typuEnterococcus
Rodzaje bakteriiLactobacillus oraz Pediococcusstanowsy podtyp, w obgbie ktérego

wyroznia sk typy L. delbrueckiiorazL. casei PediococcugSalminen i wsp., 1998).
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Lb.delbriickii group

Weissella
Lb.casei-
Pediococcus

group

Leuconostoc

Oenococcus

Tetragenococcus e

Vago- coccus

coccus

Entero-
COoccus

Strepto-

Carno- coceus

bacterium

Bacillus
Staphylococcus
Aero- Listeria

coccus

Ryc. 2. Drzewo filogenetyczne bakterii kwasu mlekge LAB uwzgtdniajgce bakterie tlenowe
oraz wzgtdnie beztlenowe bakterie Gram-dodatnie z tyfaostridium (zawarté¢ par G-C < 50

mol%) (Salminen i wsp., 1998).

[.2.1 Komensalna flora bakteryjna przewodu pokarmowego i pochwy oraz jej rola

Bakterie Streptococcus agalactiaekolonizugc dolny odcinek przewodu
pokarmowego lub pochwstanows czes¢ ztozonego ekosystemu, w ktérego skiad wchpdz
inne mikroorganizmy komensalne oraz bakterie z apdzactobacillusi Bifidobacterium

Na mikroflore przewodu pokarmowego sktadagic gtownie bakterie beztlenowe
(Clostridium, Eubacterium, Bacteroides; Bifidobaaten), bakterie tlenowe oraz wzginie
beztlenowe Enterobacteriaceae; Streptococcus; Staphylococcastobacillug (Hill i wsp.,
1975). Liczba komérek bakteryjnych zasiegtgich ludzkie jelito wynosi okoto 1
a w jednym mililitrze tréci jelitowej znajduje si okoto 13* komérek bakterii (Ley i wsp.,
2006). Przewzsjaca czesé flory pochwy, bo a 90% populacji (1610° cfu/ml; ang. colony-
forming units per mililiter) stanowi bakterie z rodzajuLactobacillus Do innych
mikroorganizméw bytujcych w pochwie w niskich populacjach (€1fu/ml) mazna précz

S. agalactiaezaliczy¢ m. in. E. faecalisE. coli, grzyby z rodzajiCandida
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Najczsciej izolowanymi bakteriami z rodzajuactobacillus od kobiet w wieku
rozrodczym g bakterie zaliczane do grupy acidofilnej obejgeej gatunkiL. acidophilus,
L. gasseri, L. crispatus, L. johnsani/ mniejszym stopniu pochwa jest kolonizowana prze
gatunki L. fermentumL. plantarum, L. rhamnosuy®ay i wsp., 1999; Strus i wsp., 2005).

Aktywnos¢ antybakteryjna LAB zarowno wrodowisku pochwy jak i dolnego
odcinka przewodu pokarmowego polega na wspétzawbali@ o receptory powierzchniowe
nabtonka, a tym samym zapobieganiu adherencji auigganizmoéw chorobotwdrczych,
konkurencji o sktadniki adywcze, produkcji zwizkdw o wiaciwosciach antybakteryjnych
m. in. substancji o charakterze bakteriocyn (angct&iocin Like Substances, BLIS),
nadtlenku wodoru, krétkolwuchowych kwasow tluszczowych zapewsigich kwane pH
pochwy w zakresie 4,0-4,5 (Martirosian i wsp., 200®zigki tym mechanizmom
komensalna flora bakteryjna chroni jelito oraz peehprzed inwazj mikroorganizmow
patogennych, urmiiwia tworzenie oporngci na kolonizagy i stymulacg ukfadu

immunologicznego organizmu gospodarza (Dicks i.wapl10).

1.2.2 Produkty metabolizmu bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz mechanizmy

dziatania antybakteryjnego tych substancji

1.2.2.1 Krétkotancuchowe kwasy tluszczowe, nadtlenek wodoru, dwutlek wegla

Powstagce w procesie fermentacji kwas mlekowy oraz kwatwg wnikag do
wnetrza komorek drobnoustrojéw, gdzie ulegdysocjacji. Uwolnienie protondw prowadzi
do zmian pH cytoplazmy, zaburzenia metabolizmu kd&mdéego oraz zahamowania
wzrostu. Inni badacze jako przyczyreahamowania wzrostu drobnoustrojéw padaj
nagromadzanie sireszt kwasowych we wirzu komoérek, co mae skutkowa zaburzeniami
procesOw syntezy oraz transportu substancji do spzni pozakomorkowe).
Krétkotancuchowe kwasy tluszczowe wykazugilng aktywnad¢ hamujca wobec bakteri
Gram-ujemnych oraz grzybéw ( Holzapfel i wsp., 1,9G88liland, 1989).

W obecndci tlenu niektére gatunkiactobacillusprodukug nadtlenek wodoru deki
zawierajcej flawoproteig oksydazie NADH. Giownym mechanizmem dziatania
antybakteryjnego nadtlenku wodoru jest utlenianimupg sulfhydrylowych enzymow
katalizupcych proces glikolizy (Carlson i wsp., 1983; Valiavsp.,2001). Nadtlenek wodoru

posiada réwniz silne wi&ciwosci utleniagce wobec komorek drobnoustrojow, grup
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sulfhydrylowych biatek komorkowych oraz lipidéw Iokp komdérkowej. Dodatkowo podczas
produkcji nadtlenku wodoru uwalnianeg saktywne formy tlenu zabdjcze dla
mikroorganizmow.

W wyniku przebiegu reakcji metabolicznych baktesigdzielag dwutlenek wgla,
ktéry powoduje nie tylko powstawanie warunkow beatwych, ale tate poprzez
nagromadzanie siw warstwie lipidowej btony komérkowej zaburza fepkcjonowanie oraz

przepuszczalng.

1.2.2.2 Bakteriocyny

Bakteriocyny nalgg do grupy peptydow o dziataniu hameym wobec
drobnoustrojow AMPs (ang. antymicrobial peptidedPs). Peptydy te gsprodukowane
i wydzielane przez bakterie, grzyby,sliay, owady oraz ksgowce. AMPs posiadaj
amfipatyczm struktue oraz zwykle zawiergj od 12 do 120 aminokwasOw w swoich
czgsteczkach. Znane jest dziatanie hagnej AMPs skierowane przeciwko wirusom
otoczkowym, bakteriom, grzybom, pagtom, a take komorkom nowotworowym. AMPs
pochodzenia ludzkiegop-defenzyny oraz katelicydyny m. in. aktywuj chemotaksy
monocytow, neutrofili, komérek dendrytycznych ortafocytow do miejsca zakania,
stymulup produkcg chemokin i cytokin oraz indukajproces angiogenezy i gojenia ran
(Palffy i wsp., 2009).

Bakteriocyny to mate, termostabilne peptydy kodosvprzez rybosomalne DNA lub
plazmidy (Heng i wsp., 2006) o dziataniu antybaiteym najcz:sciej wobec bakterii blisko
spokrewnionych filogenetycznie §skie spektrum dziatania), ale fak wobec innych
drobnoustrojow (szerokie spektrum aktywecip. Ich mechanizm dziatania polega
na perforacji btony komoérkowej mikroorganizméw. Bakocyny zostaty podzielone
na cztery klasy ze wzgllu na ich struktyr chemiczs, masg czsteczkovy, wrazliwosé
na dziatanie enzymow, zawaséomodyfikowanych aminokwasow oraz mechanizm dziatani
(Tabela 1). Procz przedstawionego p@enipodziatu bakteriocyn istnigjjeszcze inne
sposoby klasyfikacji sugerowane przezmych autoréw. Przyktadowo Zouhir i wsp. (2010)
proponuje podziat bakteriocyn na 12 grup w opamiuGznice w strukturze chemicznej
czgsteczek peptydéw oraz pokrewstwo filogenetyczne.
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Tab. 1. Klasyfikacja i ogdlna charakterystyka bakigyn.

Klasa Opis klasy Podklasa Masa Cechy Przyktad
bakteriocyn bakteriocyn | czasteczkowa | charakterysty- bakteriocyny
czne
klasy/podklasy
Klasa | modyfikowane w A bakteriocyny nizyna
obrébce B <5 kDa lantybiotykowe marsacydyna
potranslacyjnej alametycyna
Klasa Il lla bakteriocyny sakacyna A,
pediocyno- sakacyna P,
brak zmian podobne kurwatycyna A
potranslacyjnych 119] < 10 kDa bakteriocyny laktacyna F
czgsteczek dipeptydowe
lic bakteriocyny sec | carno-
zalezne bakteriocyna A
Klasa Ill kazda z
peptydy o diaych bakteriocyn
czgsteczkach >30 kDa posiada laktokocyna B
indywidualne
wiasciwosci
Klasa IV aktywnas¢
kompleksy bakteriocyny
biatkowo- peptydy o zalezna od leukocyna S,
lipidowe oraz duzych obecndci mesenterocyna
biatkowo- czgsteczkach | komponenty 52
weglowodanowe lipidowej lub
weglowodanowej

1.2.2.2.1 Klasa | bakteriocyn

Do klasy | bakteriocyn natg lantybiotyki, termostabilne peptydy o masie
czgsteczkowej poriiej 5 kDa zawierace w swych cgsteczkach lantonin aminokwas, ktory
powstaje w wyniku obrobki potranslacyjnej peptyModyfikacja potranslacyjna ggteczki
polega na dehydratacji seryny oraz treoniny i pawst odpowiednio dehydroalaniny
i dehydrobuteryny. Nagpnie do podwojnych wiean przeksztalconych aminokwasow

dodawane $ reszty siarkowe cysteiny. W procesie tym formowgest lantonina (Lan)
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i 3-metyllantonina (MeLan) oraz tworzoneg <ykliczne struktury cgsteczek peptydu
(Hechard i wsp., 2002; Xie i wsp., 2004).

Na podstawie rinic w strukturze cgsteczek bakteriocyn klasy |, przebiegu reakcji
ich syntezy oraz mechanizméw dziatania wybhiono dwie podklasy lantybiotykéw A i B.
Lantybiotyki naleace do typu A to bakteriocyny o liniowych, elastygeh molekutach
i pozytywnym tadunku. W tym typie lantybiotykbw Laoraz MelLan s formowane
w wyniku reakcji grup sulfhydrylowych cysteiny z gksymalnymi czsteczkami
dehydroaminokwasow. Przykiadem lantybiotyku A jestzyna. Lantybiotyki typu B
posiadaj czagsteczki globularne o tadunku negatywnym lub nengnal. Globularna struktura
peptydéw jest rezultatem powstawania Lan oraz MelLan wyniku reakcji reszt
sulfhydrylowych cysteiny z dystalnymi dehydroamin@sami. Do tego typu lantybiotykow
nalezg marsacydyna i alametycyna (Twomey i wsp., 2002).

Najlepiej poznas i opisam bakteriocys z klasy lantybiotykOw jest nizyna
syntezowana przedzactococcus lactislej dziatanie hamage w stosunku do drobnoustrojow
jest wielokierunkowe. Wedtug doniesielinnet i wsp. (1973) nizyna zaburza synrtez
peptydoglikanu poprzez wianie s¢ do jego blonowej formy prekursorowej zwanej
lipidem II, co pociga za sodp ostabieniesciany komorkowej. Dodatkowo zwdanie nizyny
z lipidem Il skutkuje permabilizagjbtony komérkowej drobnoustrojow. Ponadto nizyna
moze wplywa na aktywné¢ enzymoéw autolitycznych, zabukzgroces tworzenia spor
przez bakterie oraz zabutzayntez makromolekut takich jak DNA, RNA, biatka czyzte
polisacharydu (Hechard i wsp., 2002). Nizyna jestptpdem o wisciwosciach
antybakteryjnych skierowanych przeciwko bakterionar@-dodatnim. Aktywn& hamugca
czystej chemicznie nizyny wobec gatunkow baktaliczanych do Gram-ujemnych ujawnia
sic dopiero w obecri@i innych substancji (np. p-cymen). Prawdopodobaigigzki
0 dziataniu synergistycznym z nizynwywotuja zmiany w btonie komoérkowej bakterii
utatwiajgc w ten sposéb tworzenie poréw przez nizgRattanachaikunsopon i wsp., 2010).

Istnieje kilka hipotez modeli formowania poréw pzdantybiotyki. Przykladem nie
by¢ model beczutkowy (ang. barrel-stave model) oramokly (ang. wedge model)
permabilizacji btony komodrkowej (Oren i wsp., 1998oll i wsp., 1996). W modelu
klinowym, ktory jest najbardziej prawdopodobnym im&aizmem dziatania lantybiotykow,
czgsteczka peptydu przyjmuje amfipatygzkonformacg w kontakcie z btomn komdrkows
drobnoustroju, dzki czemu przyjmuje ona najbardziej korzystne i gtebutazenie. Jonowe
oddziatywania pomidzy dodatnio natladowanymi resztami aminokwasow wstexrzce

peptydu, a fosfolipidami btony komoérkowej o tadunkjemnym prowadg do réwnolegtego
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utozenia peptydu wzgblem btony komorkowej. Naginie peptydy wnikaj do wretrza
btony komorkowej i powodyj zmiare transmembranowego potencjatu elektrycznego oraz
zniszczenie uposazlkowanej dwuwarstwowej struktury btony. Poprzez arzone pory
dochodzi do utraty skfadnikdbw nieginych do prawidtowego funkcjonowania

i metabolizmu komérek mikroorganizmu (van den Hoovewnsp., 1996; Driessen i wsp.,
1995).

1.2.2.2.2 Klasa Il bakteriocyn

Klase Il bakteriocyn stanowi bakteriocyny nielantybiotykowe nieulegeg¢ obrébce
potranslacyjnej o masie gteczkowe] mniejszej ni10 kDa. Mechanizm permabilizaciji
btony komorkowej przez bakteriocyny klasy Il opsunodel beczutki (ang. barrel-stave
model) lub dywanu (ang. carpet model). W glilie klasy drugiej bakteriocyn wytbia sk
trzy podklasy: lla, llb oraz lic.

Bakteriocyny pediocynopodobne wykaztg podobiastwo do zwyzku peptydowego
pediocyny, nalzg do podklasy lla. Zawieraj konserwatywny motyw sekwencyjny
YGNGVXCXXXXCXV w N-terminalnej czsci czgsteczki oraz dwie gsteczki cysteiny
tworzace mostek disiarczkowy. Bakteriocyny z podklasy Wakazup dwa aktywnaé
hamupca wobec Listeria spp. Dziatanie permabilizage blorr komodrkows przez
bakteriocyny klasy lla najlepiej opisuje model hakpwy. W modelu tyma-helikalne,
amfipatyczne ogci czgsteczek peptydow w wyniku oddziatywalektrostatycznych wia
si¢ rownolegle z powierzchgibtony komoérkowej. Przypuszczalnie zagaanie peptydow
do btony mog by¢ odpowiedzialne elementy fosfotransferazy mannoroweinigcej
funkcje receptorow btonowych dla peptydéw. Ngstie dochodzi do oddziatywania
pomiedzy hydrofobowymi cgsciami peptydow w ich C-kitcowej czsci, a fosfolipidowymi
tancuchami btony. Bakteriocyny aby uni niekorzystnego uleenia wzgédem biony
uktadap si¢ w pakiety. Niepolarne ¢ci peptydow wnikaj do wretrza btony i w wyniku
hydrofobowego oddziatywania zneuchami lipidowymi dochodzi do perforacji i utraty
ciggtosci btony komorkowej oraz zaburzenia potencjalu meanbwego i gradientu pH.
Poprzez powstate pory tracong j@ny potasu co z kolei prowadzi do utraty potehcja
btonowego i zatrzymania transportu aminokwaséwa(ayk, 2007).

Do podklasy llb zalicza esi bakteriocyny dipeptydowe (ang. two-peptides).
Aktywnos¢ tych bakteriocyn zaky od komplementarnego dziatania obu peptydowes€z
bakteriocyn z tej klasy np. lactokocyna G wykazujpetny brak aktywriei pojedynczych
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podjednostek. Z kolei podjednostki peptydowe innyakteriocyn tej podklasy wykazuj
kazda z osobna niewiedk aktywna¢, a kombinacja obu tych podjednostek powoduje
synergistyczny efekt ich dziatania (np. laktacyif)a(Oppegard i wsp., 2007; Nissen-Meyer
i wsp., 2010).

Najbardziej prawdopodobny mechanizm permabilizbalteriocyn klasy Ilb opisuje
model dywanu. Amfipatycznea-helisy czsteczki peptydu uktadaj sie rownolegle
do powierzchni btony, co ufatwia wnikanie hydrofelb@h fragmentow a-helisy
do hydrofobowej wewgtrznej czsci btony. W wyniku zaburzenia ukladu fosfolipidow
w btonie dochodzi do jej permabilizacji. Powstateryp w zalenosci od dziatagcej
bakteriocyny g przepuszczalne dla kationéw sodu, potasu, liter) cribidu, czy tewodoru.
Ostateczniesmier¢ komorki jest powodowana utgatjonOw potasu z réwnoczesnym
rozktadem ATP przez enzymy ATP-azy.

Lactobacillus plantarunC 11 w wyniku stymulacji przez feromon plantaryeyi
(PInA) syntetyzuje oraz wydziela plantarycyny Jn@®li K (PInK) oraz E (PInE) i F (PInF)
zaklasyfikowane do kasy llb. Plantarycyny te twopory w btonie komorkowej prowade
do utraty przez nielektrycznego potencjatu transmembranowego oraarzen pH. Poprzez
pory powstate pod wptywem plantarycyny EF dochadiziutraty przez koméekgtéwnie
kationow. Z kolei plantarycyna JK powoduje ubytedpeez pory w btonie komérkowej
anionoéw i w matym stopniu kationow. W ten sposoiatdmie plantarycyn JK i EF dopetnia
sie powodugc skuteczne hamowanie wzrostu mikroorganizmow (kamsen i wsp., 2005;
Moll i wsp., 1999).

Podklasa bakteriocyn Illc zawiera wszystkie baktymy nielantybiotykowe
nienaleace do pozostatych podklas lla i llb. Bakteriocynyklasy llc wykazu duze
zroznicowanie. Poniewawydzielane § z komorki za pomag biatek sec, bakteriocyny te
zwane g sec zalenymi. Mechanizm dziatania tej klasy bakteriocyn fest ostatecznie
poznany. Do tej klasy bakteriocyn zaliczamsi. in. laktokocyr B (Pilarczyk, 2007).

1.2.2.2.3 Klasy Il i IV bakteriocyn

Peptydy o masie gsteczkowej powsej 30 kDa kdace enzymami litycznymi
uszkadzajcymi sciane komorkowy zaliczane & do klasy 1ll. § to bakteriocyny
termolabilne. W olibie tej klasy bakteriocyn wyetia st podklag bakteriolizyn (llla) oraz
peptydy pozbawione funkgciji litycznej (I1Ib).
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Do IV klasy bakteriocyn zaliczaneg speptydy, ktore do petnej aktywsm
antagonistycznej wobec drobnoujstojow wymagapecndci komponenty lipidowej lub
weglowodanowe] w cgsteczce. Do tej klasy bakteriocyn zalicza si. in. leukocyn S
i mesenterocyn 52 (Kawai i wsp., 2004; Gwiazdowska i wsp., 20Nissen-Meyer i wsp.,
2009; Maqueda i wsp., 2008).

1.2.2.2.4 Bakteriocyny wydzielane przez LAB, ich zstosowanie oraz nadzieje zwzane

z zastosowaniem tych peptyddéw jako substancji lecmzych

Bakteriocyny wydzielane przez bakterie z rodzagetobacillis przynalea do klasy
loraz Il i g aktywne ju w pikomolarnych i nanomolarnych egeniach powodugc
permabilizaci btony komoérkowej. Substancje te sajbardziej aktywne wobec bakterii
blisko spokrewnionych filogenetycznie.

Przeprowadzono wiele eksperymentow, w ktorych udbwano dziatanie
antagonistyczne bakteriocyn wydzielanych przez Lw&bec wielu gatunkow i szczepow
bakterii (Tabela 2). Przyktadowo w wyniku synergtginego oddziatywania dipeptydowych
plantarycyn JK i EF wydzielanych przéz plantarumC 11 dochodzi do zahamowania
wzrostu m. in. takich szczepow jak. plantarum 965, L. sake NCDO 2714,
L. viridescendNCDO 1655L. plantarumUI50 (Andersen i wsp., 1998). Jones i wsp. (2009)
wykazali aktywné¢ antybakteryjy sakacyny wobec gatunkuL. monocytogenes
orazC. jejuni

Szczepy LAB syntetyzgge oraz wydzielage bakteriocyny a take czyste
chemicznie bakteriocyny (nizyna, pediocyna, bawange piscikolina, jensenina,
kurwatycyna, laktycyna i sakacyna) znalazly zast@soe jako srodki konserwujce
zywnos¢. Szczepy LAB produkygpe bakteriocyny iywane do inicjacji procesu fermentacii
zywnosciowych produktow fermentowanych przeciwdzigtajozwojowi drobnoustrojéw
chorobotworczych dmlacych czstym zanieczyszczenientywnosci np. Listeria spp.
w fermentowanej kietbasie iserach lubz tbakterii z rodzajuClostridium produktach
mlecznych (Steinka i wsp., 2009; Leroy i wsp., 200%ako bezpieczne do stosowania
W zywnosci uznaje sj bakterie z rodzajowlLactobacillus Lactococcus Leuconostoc
PediococcusCarnobacteriun{de Vuyst i wsp., 2007).

Obiecugce @ badania nad zastosowaniem bakteriocyn jako sutjsthaedacych

alternatywy coraz mniej skutecznych w leczeniu zaia antybiotykOw. Badania
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przeprowadzone na modelach mysich przez Millettesp. (2008), w ktérych okgé&no
wptyw hamujcy ptyndw pohodowlanych. lactis MM 19 oraz P. acidilactici MM 33
produkupcych odpowiednio nizy i pediocyr na enterokoki wankomycynooporne
(ang. vancomycin-resistariinterococcud/RE) wykazaty redukej populacji enterokokow
w jelicie. Z kolei Kruszewska i wsp. (2004) wykézantagonistyczne dziatanie
marsacydyny syntezowanej prz&acillus sp. wobec szczepOvwtaphylococcus aureus
(ang. methicylin- resistantStaphylococcus aureusMRSA) prowadzace do eliminacji
kolonizacji bakterii zesluzowki nosa myszy. Wyniki autorow Fernandez i w&008 r.)
wskazywalty na skutecz&® nizyny w leczeniu zapalenia sutka u kobiet wywelgm przez
bakterie z rodzajstaphylococcusalezacych do bakterii Gram-dodatnich. Przeprowadzane
s3 takze badania nad skonstruowaniem formy podania nizyvigkszapcej jej skuteczn@
antybakteryjg (Colas i wsp., 2007). Nizyna oraz laktacyna znglazastosowanie
w weterynarii w leczeniu oraz profilaktyce zapatemvymion u bydta (Twomey i wsp.,
2002).

Wozrasta zainteresowanie phigvoscia zastosowania bakteriocyn jako substancii
0 dziataniu przeciwnowotworowym. Istrdepadania nad wykorzystaniem plantarycyny A
syntetyzowanej przet. plantarum C11 do permabilizacji btony komorkowej komorek
nowotworowych przysadki u myszy oraz ludzkich zambébw niezmienionych jak

i zmienionych nowotworowo limfocytéw (Zhao i ws@0Q06).
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Tab. 2. Przyklady bakteriocyn z poszczegolnych ldesdukowane przez LAB, miejsce

szczepu LAB oraz zakres aktywswoprzeciwdrobnoustrojowej.

izolaciji

Producent

Szczep

Zrodto

Bakteriocyna

Klasa
bakteriocyn

Znana aktywnos¢
hamujaca bakteriocyn

E. faecium

H41B

ser

Enterocyna A

Enterocyna P

Aktywnos$¢ hamujca wobec
Listeria spp.

Brak dziatania min. wobec
E.coliO157:H7,S.sonei
S.epidremidigRenye i wsp.,
2009)

L. gasseri

LA 39

kat
niemowkcia

Gasserycyna A

Dziatanie hamujce wobec
L.monocytogenes$.ureus
B. cereugKawai i wsp.,
1994)

L.
acidophilus

M 46

kat
niemowkcia

Acydocyna B

Aktywnos$¢ hamujca wobec
min. L.monocytogenes,
C. sporogenes,

L. fermentum
oraz Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus.
Brak aktywndgci hamugcej
wobec innych gatunkéw z
rodzajuLactobacillus
(Leer et al., 1995)

L.plantarum

c1

kiszone
ogorki

Plantarycyna
JK
(PInJ, PInK)

Plantarycyna
EF
(PInE, PInF)

b

Aktywnos¢ hamugca wobec
szczepow wskanikowych
L. plantarum965,L. sake

NCDO 2714].. viridescens

NCDO 1655,
L. plantarumUli50
(Andersen i wsp., 1998)

Plantarycyna
A
(PInA)

feromon

Indukcja syntezy PIn J, PInK
PInE, PInF; aktywn@&
antybakteryjna (Kristiansen i
wsp., 2005);
cytotoksyczna wobec
komorek nowotworowych
(Zhao i wsp., 2006)

L.sakei

DSMZ
6333

prézniowo
pakowana
wieprzowina

Sakacyna A

Ila

Aktywnos¢ hamugca wobec
Listeria; orazL. sake
L. curvatus C.piscicola C.
jejuni, E. faecalis
(Jones i wsp., 2009)

L.lactis

ATCC
11454

Migso

Nizyna

| (typ A)

Szerokie spektrum dziatanig
antybakteryjnego; aywana
jako konserwangrodkow
spazywczych

(Steinka i wsp., 2009)
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Ogolnym celem niniejszej rozprawy byta szczegoOtakarakterystyka 99 izolatow
Streptococcus agalactiaezolowanych zaréwno od kobiet skolonizowanych, kabiet
z klinicznymi objawami stanu zapalnego pochwy, jakd kobiet c¢zarnych rutynowo
badanych w kierunku nosicielstwa GBS. Pozostatdaigopochodzity od noworodkow,
ktére z r@nych przyczyn zostaty przgte na oddziat noworodkowy, a takod noworodkow
skolonizowanych GBS bez objawow zakaia. Szczego6towe cele badawcze przedstawiono

poniej:

1. Charakterystyka fenotypowa i genotypowa izola@®BS w oparciu o:

- oznaczenie polisacharydow powierzchniowych szawep GBS reprezentggych
poszczegolne serotypy la, Ib, 11, I, IV, V, VLIV VIII,

- detekcja genow kodagych polisacharydy powierzchniowe,

- detekcja gendw biatek powierzchniowyepsilon bca, rib, alp2, alp3, alp4,

- wykazanie zalenosci pomkedzy wystpowaniem genow kodagych poszczegoélne biatka
powierzchniowe, a serotypami badanych izolatow wiesleniu do miejsca izolacji,

- okreslenie mechanizmu oporéa MLSB typu konstytutywnego lub indukcyjnego, dey
fenotypu M oraz poszukiwanie zygku pomedzy jego obecniwia, a serotypem GBS
i przynaleinasicig do badanej grupy.

2. Wykazanie wraiwosci wybranych izolatow Streptococcus agalactia@a dziatanie
szczepow bakteriiLactococcus lactisATCC 11454, Lactobacillus plantarum C11
Lactobacillus sakeDSMZ 6333produkupcych bakteriocyny o odmiennych mechanizmach
uszkadzania btony komodrkowej oraz aftomych gatunkowlLactobacillus stanowicych
podstawowy skitadnik flory fizjologicznej drég rodety Porownanie, ktory ze szczepdow
wzorcowych bakterii kwasu mlekowego wykazuje ze hag na klag produkowanej
bakteriocyny najsilniejsg aktywnad¢ hamujca wobec GBS. Dodatkowo poréwnanie
wrazliwosci szczepow GBS w zataosci od ich serotypow, genow biatek z klasy Alp
oraz pochodzenia izolatu, na dziatanie LAB.

3. Badanie adherenciji izolaté®8.agalactiaedo komorek linii nabtonka pochwy A-431 oraz
komorek linii jelita grubego HT-29. Ocena zaiesci zdolndci przylegania paciorkowcow
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z grupy B do komorek obu linii tkankowych od semty gendw biatek z klasy Alp oraz

miejsca pochodzenia szczepu.
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lll. MATERIALY | METODY

l11.1 Materiaty

111.1.1 Aparatura i sprz et

Cieplarka WS 140
Komora do hodowli organizméw beztlenowych

Cieplarka CLN ECO
Inkubator CO2 HERACELL
Zamraarka niskotemperaturowa

Ultra Low Temperature Freezer MDF-U5386S
Mikroskop optyczny

Mikroskop odwrdocony

Kuchenka mikrofalowa

Waga laboratoryjna

Spektrofotometr UV/VIS V-550

Wiréwka

Termoblok Thermo Stat plus
Termocykler DNA Engine

Komora laminarna UVT-S-AR

Zestaw do elektroforezy PowerPac Basic
Aparat GelDoc 2000

Program QuantityOne
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Bolarus, Bochnia, Polska
dw SéintiShipley, Wielka
Brytania
POL-ECO Aparatura,
WodzistawSlaski, Polska
Thermo  Scientific, Waltham,
USA
SANYO Electric Co., Ltd,

Japonia

Carl Zeiss, Warszawa, Palsk
Hund, Wetzlar, Niemcy
Technostar, Krakow, Polska
RADWAG, Radom, Polska
Jasco, Paczkowdska
Sigma, PozhaPolska
Eppendorf, KrakonisRa
BioRad, Warszawa, Polska
Biogenet, Warszawdska
BioRadis@éava, Polska
BioRad, Warszawa, Polska
BioRad, Warszawa, Polska
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Program SAS JMP 7.0.1
R-packet 8.01

Microsoft Excel 2007
Microsoft Word 2007

Program API LAB plus

Komputer Dell

111.1.2 Odczynniki i zestawy testowe

[11.1.2.1 Podtoza mikrobiologiczne

Podtaze Columbia (Columbia Blood Agar)

z dodatkiem krwi baraniej (5%)

SAS Campus Drive, Cary NC,
USA Nrlicencji GSE8SNJOJT
The R Foundation for Statistical
Computing, USA

Microsoft Corp

Microsoft Corp.

bioMerieux, Warszawa, Polska

Dell, Krakow Polska

Biocorp, Warsaawolska

Bulion Todd Hewitta z dodatkiem gentamycyny (8 piy/m

i kwasu nalidyksowego (15 pg/ml)

Podtaze wedtug Islama (GBS Agar Base, Islam)
Podtaze zz06tcia, eskuling i azydkiem sodu

(Bile Aesculin Agar)

Bulion TSB (Tryptic Soy Broth)

Bulion MRS (De Man, Rogosa i Sharpe)
Agar MRS (De Man, Rogosa i Sharpe)

Agar Mueller-Hintona

z dodatkiem krwi baraniej (5%)

Podtaze transportowe (Amies)

Podtaze do mraenia drobnoustrojow
tlenowych (Nutrient Broth) z glicerolem (15%)
Podtaze do mraenia drobnoustrojow

beztlenowych (Schaedler Broth) z glicerolem (10%)
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bioMerieux, \8fmwa, Polska
Oxoid, RbHzRolska

Oxoid, PoznaPolska
Difco, WarszawRglska
Oxoid, PaziRalska
Oxoid, PazRalska
Oxoid, PozfigPolska
bioMerieux, Warszawaskal

DafcwWarszawa, Polska

x0i0, Pozna, Polska



MATERIALY | METODY

[11.1.2.2 Antybiotyki

Krazki antybiotykowe - klindamycyna (29)
Krazki antybiotykowe - erytromycyna (1tg)

[11.1.2.3 Zestaw do izolacji DNA

Genomic mini DNA

l11.1.2.4 Reagenty reakcji PCR

Startery

Polimeraza Yellow Tag 2.0 U

DTP

Bufor dla polimerazy

Chlorek magnezu Mggl

Oxoid, Pozn&, Polska
Oxoid, Pozné&, Polska

DNA Gdask, Gdask, Polska

Genomed, Warszawa, Polska
EURx, Gad&, Polska
Roche Diagnostic, Warszawa,
Polska
DNA Gdak, Gdask, Polska
EURX, Gdask, Polska

[11.1.2.4.1 Stad mieszanin reakcyjnych poszczegéleih reakcji PCR

[11.1.2.4.1.1 Reakcja PCR z uayciem gatunkowo specyficznych starterow Sag59

oraz Sagl90 dl&5. agalactiae

Skfad mieszaniny reakcyjnej na jedorokb:

Mix 1x [ul]
Woda 11,25
Bufor do polimerazy 2,5
DTP 2,5
Sag59 2,5
Sagl90 2,5
MgCl, 15
Polimeraza 2U/ml 0,25
Matryca DNA 2,0
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[11.1.2.4.1.2. Reakcja multipleks PCR stiaca do detekcji genow polisacharydow
powierzchniowych GBS

W reakcji multipleks PCR zostatyzyte dwie mieszaniny primerow — pierwsza zawigraj
pary starteréw la-F, la-R, Ib-F, Ib-R, 1I-F, 1I-RJ-F, lI-R, IV-F, IV-R (mix 1), oraz druga

zlozona z par starteréw V-F, V-R, VI-F, VI-R, VII-F, ¥R, VIII-F, VIII-R (mix II).

Mieszaniny reakcyjne zawieraty:

mix 1x Mix | (Ia, 1b-1V) mix 1x Mix 11 (V-VII)
(] (]
Woda 3,0 Woda 9,0
Bufor (NH4)2S04 4,0 Bufor (NH4)2S04 4,0
dNTP 5,0 dNTP 5,0
la-F 1,0 V-F 2,0
la-R 1,0 V-R 2,0
Ib-F 2,0 VI-F 1,0
Ib-R 2,0 VI-R 1,0
l-F 1,0 VII-F 1,0
lI-R 1,0 VII-R 1,0
-F 2,0 VIII-F 1,0
l-R 2,0 VII-R 1,0
IV-F 2,0 MgCl, 7,0
IV-R 2,0 Polimeraza 1U/ pul 2,0
MgCl, 7,0 Matryca DNA 3,0
Polimeraza 1U/ pl 2,0
Matryca DNA 3,0
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111.1.2.4.1.3 Reakcja multipleks PCR sli#agca do detekcji genow biatek
powierzchniowych z klasy Alp

W reakcji wyto startery odwrotne Alpha-C, Epsilon, Rib, Alp2/RIp4 dla okrglonych

genow i jeden wspolny dla nich starter wjog Universal.

Mix 1x [ul]
Woda 1,75
Bufor 2,5
dNTP 2,5
Universal 1,0
Alpha 1,0
Rib 1,0
Epsilon 1,0
Alp 2/3 1,0
Alp 4 1,0
MgCl, 1,0
Polimraza 1 U/ pul 0,25
Matryca DNA 2,0

W reakcji uyto starter odwrotny Alp3 dla geralp3 oraz starter wiogty Universal.

Mix 1x [ul]
Woda 11,75
Bufor 2,5
dNTP 2,5
Universal 2,5
Alp 3 2,5
MgCl, 1,0
Polimraza 1 U/ pul 0,25
Matryca DNA 2,0
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[11.1.2.5 Odczynniki i drobny sprzet do prowadzenia hodowli linii komérkowych

Podtaze hodowlane Dulbecco (DMEM)

Podtoze hodowlane RPMI-1640

Surowica bydjca ptodowa

Bufor fosforanowy PBS (bez jonéw €d Mg*)
Roztwdr antybiotykow penicylina-streptomycyna
Trypsyna (roztwor 0,25% )

Btekit trypanu

Ptytka 24-dotkowa

Butelki hodowlane 25 ml

Szkietka nakrywkowe érednicy 12 mm

Szkietka podstawowe

Komora Buerkera

Formaldehyd

[11.1.2.6. Pozostate odczynniki

Zestaw lateksowy do oznaczania serotypéw GBS
(Group B Streptococcus GBS Serotyping Test)
Lateksowy test aglutynacyjny do identyfikacji
paciorkowcow grupy B (Slidex Strepto Plus B)
Test API 50 CHL

Test API Strep

Odczynnik VP1

Odczynnik VP2

Odczynnik ZYM A

Odczynnik ZYM B

Odczynnik NIN

Skala McFarlanda

Bromek etydyny
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[ITD PAN, Wroctaw, IBka
[ITD PAN, Wroctaw, Polska
Sigma, Pozn&olska
IITD PAN, Wroctaw, Polska
SgyrRoznAa, Polska
Sigma, PoanBolska
Sigma, PozfaPolska
TPP, Trasadingen, Szwajcaria
POLGEN, tadPolska

GREENPOL, Zielona Gora,
Polska
GREENPOL, Zielona Gora,
Polska
Carl Roth Gmbh, Karlsruhe,
Niemcy

POCH, Gliwice, Polska

EsaBmUmea, Szwecja

biaMax, Warszawa, Polska

bioMerieux, Warszawa, Polska
bioMerieux, Warszawa, Polska
bioMerieux, Warszawa, Polska
bioMerieux, Warszawa, Polska
bioMerieux, Warszawa, Polska
bioMerieux, Warszawa, Polska
bioMerieux, Warszawa, Polska

bioMerieux, Warszawa, Polska

BioRad, Warszawa, Polska
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Agaroza PLUS Prona, Gitkk, Polska
Bufor TRIS Borate-EDTA (TBE) Sigma, Pozn&olska
Marker DNA PerfectTM 100 bp DNA EURX, Gk, Polska
Bufor obcizajgcy Sigma, Pozma Polska

(btekit bromofenolowy 0,25g/ml, glicerol 20%)

Nizyna Sigma-Aldrich, PozhaPolska
Odczynniki do metody Grama:

Fiolet krystaliczny fenolowy ANALAB, WarszawBRplska
Ptyn Lugola ANALAB, Warszawa, Polska
Odbarwiacz ANALAB, Warszawa, Polska
Fuksyna karbolowa ANALAB, Warszawa, Polska
[11.1.3. Bakterie

[11.1.3.1 Szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillusoraz izolaty Streptococcus agalactiae
pochodzenia ludzkiego

Szczepy bakterii z rodzajuactobacillusizolowane z pochwy i izolat§. agalactiae
pochodzity z kolekcji wtasnej Pracowni Ekologii Dmwoustrojow Zaktadu Bakteriologii,
Ekologii Drobnoustrojow i Parazytologii Katedry Mabiologii UJCM. Izolaty
zgromadzono w ramach projektéw finansowanych z idtknstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego nr 3 PO5E 084 25, nr 2 PO5E 004 30 i nr NNO#2337 oraz badastatutowych
nr K/ZDS/000648, ktore realizowano zagody Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
Jagiellaskiego Collegium Medicum nr KBET/267/B/2002 oraz<BET/143/B/2007 .

Wybor izolatow Streptococcus agalactiag(n=99) zostat dokonany wedtug
nastpujacych kryteriow:

1. Szczepy GBS izolowane z wymazow z pochwy kahiedtedgcych w cizy:

a) pochodzce od kobiet z klinicznymi objawami stanu zapalngmhwy okrélonymi

w oparciu o kryteria Amsela oraz skallugenta (Thomas i wsp., 2005 r.; Nugent i wsp.,
1991r.) - grupa IA (badana)

b) izolowane od kobiet zdrowych - grupa 1B (kontra)
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2. Szczepy GBS izolowane z wymazow z pochwy lubyadbd kobiet gizarnych
a) pochodzce od kobiet z giza wysokiego ryzyka - grupa IlIA (badana),
b) uzyskane od kobiet z prawidtowym przebiegieazyt grupa 11B (kontrolna).
3. Szczepy GBS izolowane od noworodkow:
a) izolaty pochodce od noworodkéw urodzonych przez matki azgi patologicza,
przyjetych na oddziat neonatologiczny zznych wskaza; szczepy zostaly wyizolowane
z jamy ustnej, ucha zewtznego lub krwi noworodkow - grupa IllA (badana)
b) izolaty GBS pochodgze z kolonizacji wyizolowane z jamy ustnej lub udsavretrznego
noworodkow urodzonych przez matki z prawidiowym giiegiem cizy - grupa B
(kontrolna).
Szczepy bakterii z rodzajllactobacillus izolowane z pochwy (n=10) nalay

do nastepugcych gatunkow:

e L. plantarum(n=3),

* L. fermentun{n=2),

e L. gasseri(n=2),

e L. rhamnosugn=3)

[11.1.3.2 Szczepy wzorcowe

Streptococcus agalactideSMZ 2134 Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (DSM2),
Braunschweig, Niemcy
SzczepS. agalactiaeDSMZ 2134y-hemolizujcy, naley do serotypu Il. W teie CAMP
szczep ten daje wynik pozytywny. Szczep posiadaripe kodupcy biatko Rib z rodziny
alfa-podobnych.

Streptococcus agalactia®TCC 12403 American Type Culture Collection
(ATCC), Manassas, Stany Zjednoczone

SzczeS. agalactiaeATCC 12403 nalgcy do serotypu Il zostat wyizolowany z przypadku

posocznicy. Szczep posiada gip2, kodupcy biatko Alp2 z rodziny alfa-podobnych.
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Streptococcus agalactid@AA-611 American Type Culture CollectigATCC),
Manassas, Stany Zjednoczone

Szczep S. agalactiae BAA-611 naleagcy do serotypu V, wyizolowany z materiatu

klinicznego pochodzenia ludzkiego. Szczep posiagtari@p, kodupcy biatko Rib z rodziny

alfa-podobnych.

Lactobacillus rhamnosusG ATCC 53103 American Type Culture Collection
(ATCC), Manassas, Stany Zjednoczone
L. rhamnosusGG ATCC 53103 wyizolowano z katu ludzkiego. SzcZzep produkuje

Zwigzki o wiaciwosciach antybakteryjnych.

Lactobacillus plantarun€ 11 Department of Chemistry, Biotechnology
and Food Science, Norwegian University
of Life Sciences, As, Norwegia

SzczepL. plantarumC 11 uzyskano z kolekcji Department of ChemisBiptechnology and

Food Science, Norwegian University of Life SciencAs, Norwegia, dzki uprzejmdgci

Pana Prof. Bao Dzung Diep. plantarumC 11 zostat wyizolowany z kiszonych ogorkow.

SzczepL. plantarum C 11 wydziela plantarycgn A, ktéra petni funkgj aktywatora

produkcji przez ten szczep substancji o udowodrabmytasciwosciach antybakteryjnych

plantarycyny JK i plantarycyny EF.

Lactobacillus sakebSMZ 6333 Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (DSMZ)
Braunschweig, Niemcy

L. sakeiDSMZ 6333 zostat wyizolowany z wieprzowiny priowo pakowanejL. sakei

DSMZ 6333 wytwarza sakacyr.

Lactococcus lactidaTCC 11454 American Type Culture Collection
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(ATCC), Manassas, Stany Zjednoczone
L. lactisATCC 11454 produkygpy nizyre zostat wyizolowany z mga.

Staphylococcus aureusTCC 25923 American Type Culture Collection

(ATCC), Manassas, Stany Zjednoczone
SzczepS. aureusATCC 25923 zostat wyizolowany z materiatu kliniego. Jest tywany
m. in. do wykonania testu CAMP, wykorzystywanegadntyfikacji S. agalactiae.

[11.1.4 Linie komorkowe

Linia komorkowa raka nabtonkowego Deutsche Sammiurg
Mikroorganismen

pochwy A 431 (DSMZ nr ACC 91) und Zellkulturem®H (DSMZ)
Braunschweig, Niemcy

Komorki linii A 431 zostaly pozyskane z guza nowotawego nabtonka pochwy 85-letniegj

kobiety.

Linia komorkowa gluczolakoraka Deutsche Sammlung vo
Mikroorganismen

okreznicy HT-29 (DSMZ nr ACC 299) und Zellkulturen Gmi{BSMZ)
Braunschweig, Niemcy

Komorki linii HT-29 zostaly pozyskane z guza pietmego gruczolakoraka afanicy

44- kobiety rasy kaukaskiej w 1964 roku.
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111.2 Metody

[11.2.1 lzolaty Streptococcus agalactiae

[11.2.1.1 Diagnostyka materiatow klinicznych w kierunku S. agalactiae wraz

z obowigzujacymi zaleceniami CDC

Wymazowki z pobranym materialem klinicznym umiesauz w podiau
transportowym Amiesa (namiggaco-r&znicujace) i w jak najkrotszym czasie dostarczano
do laboratorium.

Wymazdéwki przenoszono z podho transportowego do podi bulionowego Todd
Hewitta z dodatkiem gentamycyny (8 pug/ml) i kwaslidyksowego (15 pg/ml). Wysiane
podiaza inkubowano od 18 godz. do 24 godz., w temperatB72C w warunkach tlenowych
(Cieplarka WS 140) lub w atmosferze wzbogaconej% 60, (Cieplarka CLN ECO).
Po czasie inkubacji 1l hodowli bakteryjnej przenoszono na padiostate wzbogacone
(podtaze Columbia z dodatkiem 5% krwi baraniej) i rozsiewametod redukcyjm.
Tak przygotowane ptytki inkubowano w temperaturzZ€G3 w warunkach tlenowych lub
w atmosferze wzbogaconej o 5% £@2l 18 godz. do 24 godz.

Po tym czasie na piytkach poszukiwano kolonii bakteo morfologii
charakterystycznej dla paciorkowcéw grupy B otogmbnwaska stref B-hemolizy. Biogc
pod uwag mazliwy wzrost na podtou kolonii paciorkowcoéw pozbawionych hemolizy,
inkubacg ptytek kontynuowano przez kolejne 24 godz.

W poszukiwaniu ziarenkowcow Gram-dodatnich z wylddn kolonii bakterii
wykonywano preparaty barwiony metodGrama, a nagpnie  posiewy rénicujgce
paciorkowce grupy B od enterokokéw. W tym celu bakt wysiewano na podta wedtug
Islama (GBS Agar Base, Islam) z dodatkiem inaktyao®] surowicy kaskiej oraz na
podtaze zz6kcig, eskulirg i azydkiem sodu (Bile Aesculin Agar). Plytki z pozem wedtug
Islama inkubowano siprzez 18-24 godz. w temperaturze 37°C w warunkecatienowych,
natomiast ptytki zz6tcia, eskulig i azydkiem sodu inkubowano 18-24 godz. w tempezatu
37°C w warunkach tlenowych. Kolonie bakterii podajre o przynalaos¢ do gatunku
S. agalactiaewzrastaty w postaci zabarwionych na pomarawo kolonii na podizu
wg. Islama oraz nie wytwarzaty zabarwienia lub migkazywaly wzrostu na podio

z z6kcig i eskuling i azydkiem sodu. Dodatkowo watpliwych przypadkach wykonano test
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CAMP, polegaicy na prostopaditym wysianiu wzglem badanego szczepu paciorkowca
szczepu wzorcowegdstaphylococcus aureudTCC 25923 na wzbogaconym pogdo

z dodatkiem krwi baraniej. depo czasie 18-24 godzinnej inkubacji ptytek w mamaturze
37°C w warunkach tlenowych stwierdzano na plytkachecnd¢ trojkatnej strefy
B-hemolizy, wsgpnie szczep identyfikowano jalk& agalactiaeJednoczanie przygotowano
hodowk wtérmg analizowanego szczepu poprzez przesianie go haozsodColumbia

z dodatkiem 5% krwi baraniej. Phglkz podizem inkubowano 18-24 godz. w temperaturze
37°C w warunkach tlenowych.

Przynalenos¢ zidentyfikowanego szczepu do gatun8u agalactiaepotwierdzano
poprzez wykonanie lateksowego testu aglutynacyjrimmznaczenia grup serologicznych
paciorkowcOw grupy B (Slidex Strepto Plus B). W tgelu zawieszono od 3 do 5 kolonii
S. agalactiae w 0,4 ml enzymu ekstrakcyjnego. Zawiesinnkubowano 10 min.
w temperaturze 37 °C. 0,1pl uzyskanego ekstraktu nakropiono obok umieszczonej
uprzednio na odpowiednie pole jednorazowej ptytkipgk lateksu. Krople ekstraktu i lateksu
zmieszano za pomgcpateczki, a nagpnie rozprowadzono po catej powierzchni pola
reakcyjnego. Po okoto dwdch minutach delikatnegdrzggania mieszaniny odczytano
wynik. O wyniku dodatnim, a tym samym przynaleici badanego szczepu bakterii do
paciorkowcOw grupy Bwiadczyta dobrze widoczna, powstata w czasie kgdbbsmiz 2 min.
aglutynacja w postaci agregatowgsteczek lateksu. Brak aglutynacji odczytano jakmiwy
ujemny. Dodatkowo dla kalej serii testu Slidex Strepto Plus B oznaczonoyvakosé
odczynnikéw lateksowych oraz specyficzdotestu aglutynacji. W obu przypadkach
postpowano podobnie jak przy oznaczaniu przyaadeci szczepow bakterii do grupy
serologicznej B, z tynmie w pierwszym przypadku zamiast ekstraktu baktegto kontrok
dodatng, a w drugim roztwor chlorku sodu o¢stniu 0,15 mol/l i pH=7. Za wynik
prawidiowy oznaczenia aktywio latekséw uznawano aglutynacpomiedzy kontroh
dodatnj a odczynnikiem lateksowym w czasie krotszym Bimin., natomiast za wynik
wiasciwy oznaczenia specyficzém testu uznawano brak aglutynacji w mieszaninieréil
sodu i lateksu.

W  watpliwych przypadkach wykonano dla wyizolowanego zepu dosfpny
komercyjnie test biochemiczny identyfilgoy paciorkowce (test APl Strep). W celu
wykonania testu przygotowywano pasek testowy APISXEp zawieracy odwodnione
substraty (pasek testowy zawiera kolejno testyMIP, ESC, PYRApGAL, BGUR, BGAL,
PAL, LAP, ADH, RIB, ARA, MAN, SOR, LAC, TRE, INU, RF, AMD, GLYG) oraz
komor inkubacyjra, ktéra napetniano 5 ml wody destylowanej. Za pomegymazowki
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zbierano kolonie bakteryjne z hodowli wtdrnej, atganie przenoszono je do amputki API
(API Suspension Medium) w celu wykonania zawiesmakteryjnej o gstasci 4 w skali
McFarlanda. Przygotowanzawiesin napetniano mikroprobéwki testow od VP do ADH.
Pozostat cze$¢ zawiesiny bakterii przenoszono do amputki APl (ABPP Medium) i tak
uzyskam zawiesin napetniano mikroprobdéwki testow od RIB do GLYG. pgétienie
mikroproboéwek zawiesin bakterii powodowato rozpuszczenie substratow. e
wgtebienia mikroprobowek testowych od ADH do GLYG napaho olejem mineralnym,
tak aby utworzyt si menisk wypukty. Pasek testowy umieszczano w komankubacyjnej

i inkubowano przez 4 godz. Po okresie inkubacjingi&roprobéwki VP dodano po kropli
odczynnikbw VP1 i VP2, do mikroprobéwki HIP dwie dgple odczynnika NIN,
a do mikroprobéwek testowychGAL, BGUR, BGAL, PAL i LAP dodano po kropli
odczynnikbw ZYMA oraz ZYMB. Naspnie pasek testowy inkubowano przez 10 min.
Kolor zawiesiny w mikrostudzienkach po okresie ib&gji stanowit podstayv odczytu
reakcji poprzez poréwnanie z TapeDdczytéw. Do identyfikacji gatunku bakteriizyto
programu API LAB plus.

Przeprowadzano rownieeakcg PCR z @yciem gatunkowo specyficznych starterow
Sag59 i Sagl90 (sktad mieszaniny reakcyjnej zagietany w punkcie 111.1.2.4.1.1). DNA
szczepow bakterii izolowano za pomaestawu do izolacji DNA Genomic mini DNA.
Reakcja PCR przebiegata wedtug programu (TermocyXdA Engine):

1. 94°C- 3 min
2. 95°C- 1s

3. 55°C- 30s
4. 72°C- 2 min
5. 72°C- 5 min

40x

Wynikiem pozytywnym badania molekularnego, potwesigcym wynik podstawowej
diagnostyki mikrobiologicznej, byla obeditona zelu agarozowym pgka o masie 153 pz.
Kontrola ujemna ( jatowa woda) wykazywata barkzBa. Kontrok dodatng stanowito DNA
wyizolowane ze szczepu wzorcowegoagalactiaddSMZ 2134.

Wyizolowane szczepyS. agalactiaeprzechowywano w podim Nutrient Broth
z dodatkiem glicerolu (15%) w temperaturze -70 Z@nirazarka niskotemperaturowa -85 °C

Ultra Low Temperature Freezer).
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[11.2.1.2 Badanie opornaici izolatdw S. agalactiaena antybiotyki z uwzglednieniem

mechanizmu MLSB oraz fenotypu M

Ocena mechanizmu oposod MLSB oraz fenotypu M izolatbw GBS zostata
wykonana metag dyfuzyjno-kizkows. Z 24-godzinnej hodowli GBS na podto Columbia
z krwig barany 5% zostata zebrana i zawieszona w roztworze jgt@aeb fizjologicznej
jedna kolonia bakteryjna w celu otrzymaniesigéci 0,5 w skali McFarlanda (uzyskan
zawiesirg bakterii poréwnano z zawiegirwzorcowg o gestasci 0,5 w skali McFarlanda).
Sporzdzory zawiesig bakterii wysiewano na podie Mueller-Hintona z krvwg
barany (5%). Nastpnie na piytk nakiadano za pomec jalowe] psety kgzki
antybiotykowe: erytromycyn (krazek 15upg) i klindamycyg (krazek 2 pg) w odleghi
1,5 cm od krawdzi kragzkow. Plytki inkubowano od 18 do 24 godz. w tempanrzg 37°C,
w warunkach tlenowych. Strefy zahamowania wzrostierzono (w mm), a wyniki
interpretowano zgodnie z wytycznymi National Contaatfor Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) dotycacymi szczepovstreptococcugnnych niz S. pneumonie

111.2.1.2.1 Interpretacja uzyskanych wynikéw oznacenia lekooporngci

Mechanizm oporngei typu konstytutywnego (KMLSB) stwierdzano wtedy,
gdy badany szczep wykazywat opas@idub srednig wrazliwos¢ na klindamycyn (2 ug),
przy czymsrednica strefy zahamowania wzrostu wynost& mm oraz oporrg lub sredni
wrazliwosé¢ na erytromycya (15ug), gdysrednica zahamowania wzrostu wynosi#al mm.

W przypadku gdy badany szcz8p agalactiaevykazywat opornéc lub srednig wrazliwosé
na erytromycyn, wrazliwos¢ na klindamycyn oraz dodatkowo wokot keka
z klindamycyna obserwowano charakterystyeznscigta strek zahamowania wzrostu,
stwierdzono obecré mechanizmu indukcyjnego MLSB (iMLSB).

W sytuacji, gdy obserwowano opo#do czy tex srednpg wrazliwosé tylko
na erytromycya lub tylko na klindamycyg, przy zachowaniu petnej wiavosci na drugi

z antybiotykéw, stwierdzano fenotyp M (Heczko i w3008 r.).
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l1l.2.2 Szczepy Streptococcus agalactiagzolowane z drég rodnych kobiet oraz

od noworodkoéw
[11.2.2.1 SzczepyStreptococcus agalactiaeolowane od kobiet nielgdacych w chzy

Wymazy z tylnego sklepienia pochwy w celu izolaGBS pobierano od kobiet
niebedacych w chzy. W czasie badania wykonywano pomiar pH pochwy aladatkowy
wymaz z pochwy w celu wykonania preparatu barwionegetod Grama. Hodowla
i identyfikacja GBS zostata wykonana zgodnie z eatéami Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) opisanymi w punkcie 111.2.1.1.

Zgromadzone na potrzeby pracy doktorskiej izolatSG(n=40) pochodge
od kobiet niebdacych w chzy podzielono na dwie grupy uwzglniajgc obecné¢ lub brak
objawéw klinicznych zapalenia pochwy, wyniki rutymego badania ginekologicznego
oraz wyniki diagnostyki mikrobiologiczney:

- grupa IA - szczepy GBS pochogize od kobiet z klinicznymi objawami stanu zapalnego
pochwy (n=20) okrdonymi w oparciu o kryteria Amsela oraz sk&ugenta. U pacjentek
stwierdzono obecrio S. agalactiaew liczbie wyzszej ni 1x1@ cfu/ml, a w niektérych
przypadkach rownie obecné¢ innych bakterii lub grzybéw dénlzopodobnych w liczbie
mniejszej nt 1x1¢ cfu/ml. Liczba bakterii z rodzajiLactobacillus wynosita mniej ni
1x10 cfu/ml  lub nie odnotowano wzrostu tych bakterii ppds diagnostyki
mikrobiologicznej,

- grupa IB - szczepy GBS izolowane od kobiet zdrowych (n=R0t6rych nie stwierdzono
objawéw Klinicznych zakaenia pochwy na podstawie kryteriow Amsela orazidkabenta,

a liczba GBS wynosita mniej hilx1® cfu/ml. W przypadku stwierdzenia flory mieszanej
pochwy liczba innych bakterii lub grzybéw ddrzopodobnych wynosita réwniemniej niz

1x1C cfu/ml. Liczba bakterii z rodzajuactobacilluswynosita powyej 1x10 cfu/ml.

[11.2.2.2 SzczepyStreptococcus agalactiaeolowane od kobiet ag¢zarnych

Wymazy z pochwy lub odbytu od kobiekzarnych w celu okrdenia nosicielstwa
GBS byly pobierane porulzy 35, a 37 tygodniem gy, a nasipnie poddane diagnostyce
mikrobiologicznej zgodnie z zaleceniami CDC (puhk®.1.1). Szczepy GBS pochogte

od kobiet cgzarnych podzielono na dwie grupy:
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- grupa llA - szczepy GBS izolowane z pochwy i/lub odbytuikbl tzw. cyza wysokiego
ryzyka (n=14). U kobiet tych notowano we wgziejszych cizach epizody poronienia lub
porody przedwczesne, lub w czasigzgi niejednokrotnie dochodzito u nich do ogdlnych
infekcji, co wigzalo s¢ z koniecznécig zastosowania antybiotykoterapii. W przypadkach,
gdy podawano erarnym antybiotyki, leczenie zostalo zakaone na miesc przed
planowanym porodem,

- grupa lIB - izolaty uzyskane od kobietggiarnych (n=15) z prawidiowym przebiegiem
cigzy, u ktorych stwierdzono nosicielstwo GBS w pochwitub odbycie. Kobiety

te nie stosowaty antybiotykOw w czasigzg.

[11.2.2.3 1zolaty GBS pochodzenia noworodkowego

SzczepyS. agalactiaeizolowane od noworodkéw urodzonych przez mathiarych
stwierdzono nosicielstwo GBS w badaniu przesiewowaatecanym przez CDC, zostaly
podzielone na dwie grupy:

- grupa IlIA - szczepy GBS izolowane od noworodkéw (n=16) uoogzh przez matki
z Cigzg zagraong. Od dzieci przytych na oddzial neonatologiczny zznych wskaza
pobierano wymaz z jamy ustnej lub ucha. Diagnostykikrobiologiczna materiatéw
klinicznych uzyskanych od noworodkow przebiegtadige z zaleceniami CDC (procedura
opisana w punkcie 111.2.1.1). Dwa szczepy GBS wipn@ne z krwi noworodkéw
z objawami zakzenia otrzymano z Zakiadu Bakteriologii Szpitala Weisyteckiego
w Krakowie,

- grupa llIB —izolaty GBS pochodze od noworodkéw skolonizowanych (n=14), u ktorych
nie zanotowano objawéw zatenia. Miejscem izolacji szczepoéw GBS od dzieci byéio
zewretrzne i jama ustna. Diagnostyka mikrobiologicznaematow klinicznych uzyskanych
od noworodkow przebiegta zgodnie z zaleceniami @pRiSanymi w punkcie 11.2.1.1.

[11.2.3 Oznaczenie serotypow szczep0®. agalactiae

[11.2.3.1 Oznaczenie serotypow GBS metagserologiczm

Serotypy izolatowStreptococcus agalactiagostaly oznaczone za pomotestu

lateksowego Group B Streprococcus GBS Serotypingt. T2asada testu zostata oparta
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na reakcji aglutynacji. Gatki lateksu zostaty optaszczone kroliczymi przexalami klasy
IgG, specyficznymi dla poszczeg6lnych polisachawdibwierzchniowych: la, b, II, Il
IV, V, VI, VII, VIII.

Kazdy ze 99 skolekcjonowanych izolatow GBS zostat gnzadéizowany za pomac
dwoch zestawOw odczynnikéw, pierwszego, zawieego odczynniki do oznaczenia
serotypéw od la, Ib, Il do V oraz drugiego zestasiwacego do oznaczenia serotypow
od VI do VIII.

Kilka kolonii szczepu GBS zbierano za pomdatowej ezy i mieszano z krapl
odczynnika o olgjosci ok. 40ul. J&i po czasie ok. 1 min. mieszanina pozostawata
homogenna, nie stwierdzano przyraleci badanego szczepu do serotypu
odpowiadajcemu uytemu odczynnikowi. ObecK6 striatow powstatych w wyniku reakciji
przeciwciat optaszczagych casteczki lateksu z polisacharydami  bakteryjnymi
interpretowano jako przynaleos¢ do okrélonego serotypu. Kontrel dodatny testu
stanowit antygen kontrolny (serotyp Ill). Krgatawiesiny antygenu kontrolnego oraz kgopl
odczynnika testowego serotypu Il hanoszono na pf&ki i mieszano. O prawidtowym
wykonaniu testuswiadczyta obecn@ stmtOw w mieszaninie odczynnika kontrolnego

i testowego po czasie ok. 1 min.

[11.2.3.2 Oznaczenie serotypow GBS metagmolekularna

Detekcja gendw polisacharydéw powierzchniowych aastwykonana zgodnie
ze zmodyfikowan procedus Poyart i wsp. (2007) oraz Brzychczy-Wioch i wspO@9).
Chromosomalne DNA izolowano przyzyciu kolumienkowego zestawu Genomic Mini.
Préky negatywia stanowita jatowa woda, a konteopozytywry mieszanina DNA szczepow
wzorcowych GBS. W reakcji multipleks PCR zostalyyte dwie mieszaniny primerow —
pierwsza zawiergga pary starterow la-F, l1a-R, Ib-F, 1b-R, II-F RI-IlI-F, IlI-R, IV-F, IV-R
(mix ), oraz druga zimona z par starterow V-F, V-R, VI-F, VI-R, VII-F, ¥R, VIII-F,
VIII-R (mix 1) (Tabela 3).
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Tabela 3. Startery specyficzne dla poszczegoélnyotisacharydow powierzchniowych GBS
oraz wielkaé¢ produktow reakcji multipleks PCR (pz) (Poyart ipns2007)

Nazwa Sekwencja (5’1 3) Gen Wielkd¢
stearteru produktu
(pz)
la-F GGTCAGACTGGATTAATGGTATGC cpslaH 521 oraz
la-R GTAGAAATAGCCTATATACGTTGAATGC cpslaH 1826
Ib-F TAAACGAGAATGGAATATCACAAACC cpslbJ 770
Ib-R GAATTAACTTCAATCCCTAAACAATATCG cpslbK
l-F GCTTCAGTAAGTATTGTAAGACGATAG cps2K 397
lI-R TTCTCTAGGAAATCAAATAATTCTATAGGG cps2K
[-F TCCGTACTACAACAGACTCATCC cpsla/2/3l 1826
ll-R AGTAACCGTCCATACATTCTATAAGC cpsla/2/3J
IV-F GGTGGTAATCCTAAGAGTGAACTGT cps4N 578
IV-R CCTCCCCAATTTCGTCCATAATGGT cps4N
V-F GAGGCCAATCAGTTGCACGTAA cps50 701
V-R AACCTTCTCCTTCACACTAATCCT cps50
VI-F GGACTTGAGATGGCAGAAGGTGAA cps6l 487
VI-R CGTTCGGACTATCCTGATGAATCTC cps6l
VII-F CCTGGAGAGAACAATGTCCAGAT cps7M 371
VII-R GCTGGTCGTGATTTCTACACA cps7M
VIII-F AGGTCAACCACTATATAGCGA cps8J 287
VIII-R TCTTCAAATTCCGCTGACTT cps8J

Prébki (sktad mieszaniny pojedynczej proby opisangunkcie 111.1.2.4.1.2) poddawano
amplifikacji w termocyklerze (Termocykler DNA En@) zgodnie z nagbujacym

programem:

95°C - 5 min
. 95°C - 60 sek
. 0,5°C/s do 66C

1.
2

3 > 50X
4. 60°C - 60 sek

5

6

. 72°C - 3 min )
. 72°C - 5 min

Otrzymane produkty amplifikacji analizowano w 1,5%lu agarozowym (PLUS agaroza,
bufor TRIS Borate-EDTA) w obecto bromku etydyny (zestaw do elektroforezy PowerPac
Basic). Uzyskany obraz poddano obrébce przy ponpoogramu QuantityOne oraz aparatu
GelDoc 2000.
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I11.2.4 Detekcja gendéw kodujcych biatka powierzchniowe GBS

Metode multipleks PCR w oparciu o metpdreti i wsp. (2004) iyto do detekciji
genow bca, epsilon rib, alp2, alp3 oraz alp4 kodupcych antygenowe biatka
powierzchniowe, odpowiednio biatko Alpha-C, EpsiloRib, Alp2, Alp3, Alp4.
Chromosomalne DNA izolowano przyzyciu kolumienkowego zestawu Genomic Mini.
W reakcji wyto startery odwrotne Alpha-C, Epsilon, Rib, Alp2/8Ip4 dla okrélonych
genow i jeden wspolny dla nich starter wjog Universal. Prob negatywia stanowita
jatowa woda, a kontrel pozytywry mieszanina DNA szczepow wzorcowych GBS. Dla
rozr@nienia genéwalp2 i alp3 przeprowadzono dodatkgweakcg PCR z zastosowaniem

odwrotnego starteru dla geaip3 (oraz starteru wicgtego Universal (Tabela 4).

Tabela 4. Startery specyficzne dla poszczegolnyatelb powierzchniowych GBS z klasy Alp oraz
wielkos¢ produktow reakcji multipleks PCR (pz).

Nazwa Sekwencja (5’1 3) Gen Wielkd¢
stearteru produktu
(p2)
Universal TGATACTTCACAGACGAAACAACG
forward
Alpha-C TACATGTGGTAGTCCATCTTCACC bca 398
reverse
Rib reverse | CATACTGAGCTTTTAAATCAGGTGA rib 295
Epsilon/Alpl | CCAGATACATTTTTTACTAAAGCGG epsilon 200
reverse
Alp2/3 CACTCGGATTACTATAATATTTAGCAC alp2/3 334
reverse
Alp4 TTAATTTGCACCGGATTAACACCAC alp4 110
reverse
Alp3 TTTTGGTTCGTTGCTATCCTTAAGC alp3 1243
reverse
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Probki ( sktad pojedynczych mieszanin reakcyjnyobtat opisany w punkcie 111.1.2.4.1.3)
poddawano amplifikacji w termocyklerze (TermocykleDNA Engine) zgodnie

Z nastpujagcym programem:

1. 96°C - 3 min

2. 95°C - 60 sek

3. 58°C- 45sek 30x
4. 72C - 45 sek

5. 72C - 10 min

Otrzymane produkty amplifikacji analizowano w 2,02élu agarozowym (PLUS
agaroza, bufor TRIS Borate-EDTA) w obeéociobromku etydyny (zestaw do elektroforezy

PowerPac Basic).

[11.2.5 Izolacja bakterii z rodzaju Lactobacillusz pochwy

Wymazy z tylnego sklepienia pochwy w celu izoldgkterii z rodzaju.actobacillus
byly pobierane od kobiet w wieku rozrodczym. Patkjenie zgtaszaty klinicznych objawow
zakaenia pochwy, pH pochwy wynosito < 4,5, a ocena nskopowa wymazu z pochwy
barwionego metad Grama w oparciu o kryteria Nugenta wynosita 1-3ikiaw. W celu
wyhodowania i izolacji bakterii z rodzajuactobacillus zostatlo uyte podiaze Columbia
z dodatkiem 5% krwi baraniej oraz pozkoMRS.Przynalenos¢ gatunkowa poszczegolnych
szczepowlLactobacillus zostata okrdona za pomag testow APl 50 CHL (Strus i wsp.,
2006). W przypadku truddoi w ocenie fenotypowej szczepow, zostata wykonaeakcja
PCR z uyciem specyficznych gatunkowo starterow (Walter spw 2000). Szczepy
Lactobacillussktadowano w temperaturze -70 °C (Zakbar@a niskotemperaturowa -85°C
ULTRA FREEZER) po wczaiejszym umieszczeniu bakterii w ptynnym padidSchaedler
Broth z glicerolem (10%).
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[11.2.6 Poskgpowanie ze szczepami wzorcowymi bakterii kwasu mlekvego

Dosepne komercyjnie szczepy wzorcowe bakterii kwasu kowego w postaci
liofilizatu zostaty przeniesione do ptynnego po@ddVRS zgodnie z zatzory instrukcp.
Ozywione szczepy pagawano kilkakrotnie na podio stalym MRS, a nagbnie
umieszczano je w ptynnym podio Schaedler Broth z glicerolem (10%) i sktadowano
w temperaturze -70°C (Zanmnarka niskotemperaturowa -85°C Ultralow Freezer).

[11.2.7 Ocena antagonizmu bakterii z rodzajuLactobacilluswobec wybranych szczepéw
S. agalactiaemetoda hodowli w zawiesinie

[11.2.7.1 Przygotowanie hodowli GBS

Do eksperymentu zostatlo wybranych 26 izolatow GBS ezentujcych najczscie]
izolowane serotypy la (n=8), Ib (n=3), Il (n=4)] (h=9), V (n=2). Jako szczep kontrolny
wybrano szczep wzorcowd. agalactiaddSMZ 2134.

Bakterie GBS wysiewano i pagavano na podiu Columbia Blood Agar Broth
z dodatkiem krwi baraniej (5%). Jedno oczko ezybgtosci 1 pl hodowli bakterii GBS na
podiazu statym przenoszono do 5 ml ptynnego padtd@SB. Tak przygotowanhodowk
bakterii GBS inkubowano w warunkach tlenowych pr2dzgodz. w temperaturze 37 °C
(Cieplarka WS 140) do uzyskanigsioi¢ hodowli GBS redu ok. 1x16 cfu/ml (OD przy
dtugcéci fali 600 nm w zakresie 0,3-0,4).

[11.2.7.2 Przygotowanie hodowli LAB

Bakterie kwasu mlekowego nana@mo i paszowano na podiau statym MRS
i inkubowano przez 24 godz. w temperaturze 37°Camunkach beztlenowych (Komora do
hodowli organizmow beztlenowych). Neghie bakterie (w iléci oczka ezy o objosci 1 ul)
wysiewano do 5 ml plynnego podep MRS. Bakterie inkubowano w warunkach
beztlenowych przez 24 godz. w olenych dla danego szczepu temperaturach (Tabela 5)
(Buchman i wsp., 1988, Aasen i wsp., 2000). W cghwzygotowania hodowli

L. plantarumC 11 wytwarzajcego plantarycyny, pogikowo bakterie byly inkubowane
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przez 8 godz., a ngginie do hodowli dodawano plantaryeyA (PInA), substanej ktéra

indukuje produkg plantarycyny JK i plantarycyny EF przez ten szcaémcowe s¢zenie

plantarycyny A w hodowliL. plantarum C 11 wynosito 1ul/ml. Hodowl szczepu

prowadzono przez kolejne 6 godz., do momentu, kipdydukcja plantarycyn JK i EF

osiggneta poziom maksymalny (Hauge i wsp., 1998 r.).

Przed rozpocxiem eksperymentu antagonizmu zostata zmierzgatsg optyczna

24 godzinnych ptynnych hodowli szczepow LAB.¢SB¥¢ optyczna hodowli gytych

w eksperymencie przy dtuga fali 600 nm wynosita 0,6-0,7.

Tabela 5. Warunki hodowli poszczegolnych szczepakdyii kwasu mlekowego.

Warunki wzrostu

S bakterii Podtoze
ZCzepy bakteri hodowlane Czas Temperatura
. Atmosfera
(godziny) (°C)
LAB izolowane z o4 37
pochwy
L. rhamnosusGG on 37
ATCC 53103 MRS beztlenowa
L.plantarum C 11 8 + 6 po dodaniu 30
+ PInA PInA
L.lactis ATCC 11454 24 32
L.sakeiDSMZ 6333 24 20

[11.2.7.3 Przeprowadzenie eksperymentu ocenigcego wigciwosci antybakteryjne LAB

wobec GBS

[11.2.7.3.1 Ocena aktywndci przeciwdrobnoustrojowej bakterii z rodzaju Lactobacillus

pochodzenia pochwowego wobec wybranych szczepow GBS

Badanie antagonizmu bakterii z rodzajactobacillusizolowanych z drég rodnych

kobiet wobec wybranych szczepdW. agalactiae przeprowadzono metgd hodowli

w zawiesinie. Zawiesiny LAB i GBSa¢zono w proporcjach 9:1 iinkubowano w 37 °C

w warunkach  mikroaerofilnych

(cieplarka CLN ECO). r6BR kontrolp GBS

przygotowywano poprzez zawieszenie w ptynnym padiRS hodowli GBS w stosunku
9:1. Jako szczep kontrolny dla LAB zostatyty L. rhamnosusGG ATCC 53103.
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Mieszaniny hodowli LAB-GBS wysiewano na ptytki krwa w rozciéczeniach (0, -2, -4,
-6) w czasie 10 min., 2 godz., 4 godz. i 6 godznmmentu ich patzenia. Wysiane ptytki
inkubowano 48 godz. w warunkach mikroaerofiinych 3¥v °C. Nasfpnie zliczano
wyrosniete kolonie GBS oraz LAB, ktorych liczba zostata pod w jednostkach cfu/ml.
Przebieg badania antagonizn®u agalactiaewobec bakterii z rodzajlactobacillus byt
zgodny z powyszy procedus, z tym ze stosunek objosci zawiesin bakteryjnych GBS
do LAB wynosit odpowiednio 9:1.

111.2.7.3.2. Wstepna ocena aktywndci przeciwdrobnoustrojowej szczepow wzorcowych
LAB wobec GBS

Eksperyment wgpny przeprowadzono w celu wybrania optymalnych ponvk
czasowych oceny aktywsa antybakteryjnej szczepdwl. lactis ATCC 11454,
L. sakeiDSMZ 6333 iL. plantarum C 11 wobec GBS oraz sprawdzenia aktyyano
antybakteryjnej hodowlL. plantarumC 11 wobec GBS po dodaniu plantarycyny A (PInA).
Zastosowane warianty zawiesin szczepOw  wzorcowpebdukupcych bakteriocyny
przedstawia rycina 3. Zawiesiny hodowli szczepowomawych LAB oraz zawiesiny
wybranych kilku szczepéw GBSydzono w proporcjach 9:1 iinkubowano w warunkach
mikroaerofilnych (cieplarka CLN ECO) w temperaturampowiednich dla poszczegolnych
szczepow wzorcowych LAB (Tabela 5). Mieszaniny hslioLAB-GBS wysiewano na
podiaza Columbia z dodatkiem 5% krwi baraniej w roAceeniach (0, -2, -4, -6 ) w czasie
10 min., 1 godz., 2godz., 3 godz., 4 godz., 5 godlzyodz. od momentu ich pokenia.
Wysiane ptytki z podigami inkubowano 48 godz. w warunkach mikroaerofimye 37 °C.
Nastpnie zliczano wyrénicte kolonie GBS oraz LAB, ktorych liczba zostatla aod

w jednostkach cfu/ml.
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kontrola negatywna
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24 godzinna hodowla I.zakei
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<+ 24 godzinna
hodowla
sZczepu GBS

, S

Ryc. 3. Warianty hodowli szczepow wzorcowych LABesowane we wgbnej ocenie ich wkiwosci antagonistycznych wobec szczepow GBS.
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111.2.7.3.3 Badania wiasciwe nad aktywndcia szczepow wzorcowych LAB

produkuj acych peptydy antybakteryjne wobec GBS

Badanie antagonizmu szczepow wzorcowych LAB proghdych bakteriocyny
wobec GBS przebiegato podobnie do procedury zagjsanpodpunkcie 111.2.7.3.Z tg
réznica, ze na podstawie  wynikbw wginych badaA zdecydowano wykonywa
rozcienczenia mieszanin LAB-GBS w qumiu wybranych punktach czasowych: 10 min.,
1 godz., 2 godz., 3godz.,, 4 godz. od momentu rzp® eksperymentu oraz do
eksperymentu wybrano hodawlL. plantarum C 11 po 6 godzinnej aktywacii
plantarycyn A.

[11.2.8 Poréwnanie dziatania antybakteryjnego chemeznie czystej nizyny oraz szczepu
L. lactis ATCC 11454 wobec GBS

Sporzdzono roztwor nizyny w PBS oggeniu 100 pg/ml. Roztwor nizyny pmizono
w takim stosunku objosci z poszczegolnymi zawiesinami szczepdw GBS, abyske
ostatecznie skenie nizyny 1lpg/ml 10,5 pg/ml w powstatych miesmach. Zawiesia
L. lactisATCC 11454 zmieszano z zawiegsrczepow GBS w stosunku etasciowym 9:1.
Opis przygotowania hodowli GBS orak. lactis ATCC 11454 do eksperymentu
przedstawiono odpowiednio w podpunktach II1.2.7tdzolll.2.7.2. Mieszaniny inkubowano
w 37 °C w warunkach mikroaerofilnych (cieplarka CLRCO). Mieszaniny hodowli
LAB-GBS oraz nizyna-GBS wysiewano na ptytki krwaweaozcieaczeniach (0, -2, -4, -6 )
w czasie 10 min., 1 godz., 3 godz. i 4 godz. od ewon ich pajczenia. Wysiane ptlytki
inkubowano 48 godz. w warunkach mikroaerofilinych 3¥ °C. Nasipnie zliczano

wyroshicte kolonie GBS oraz LAB, ktérych liczba zostata apd w jednostkach cfu/ml.
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[11.2.9 Ocena adherencji szczepovistreptococcus agalactiago komaorek linii pochwowej

A-431 oraz komorek linii raka jelita grubego HT-29
[11.2.9.1 Hodowla tkanki HT-29

Hodowlk komoérek linii HT-29 prowadzono w podito DMEM z dodatkiem 10%
inaktywowanej  surowicy bydtej (30 min, 56°C) oraz  antybiotykdw
(Penicylina-Streptomycyna), w temperaturze 37°Gtwosferze o zwkszonej wilgotnéci
i 5% stzeniu CQ (Inkubator CQ HERACELL). W celu wykonania eksperymentu
zawiesig komorek o gstaici 4x10" wysiewano na plytki 24 dotkowe, na ktérych dnie
umieszczono wczaiej szkietka nakrywkowe d&rednicy 12 mm. Aby uzyskahodowk
jednowarstwow komoérek, byta ona prowadzona na ptytkach przezd@l) a podige

hodowlane wymieniano codziennie.

[11.2.9.2 Hodowla tkanki A-431

Hodowk komoérek linii A-431 prowadzono w podio RPMI 1640 z dodatkiem 10%
inaktywowanej  surowicy bydtej (30 min, 56°C) oraz antybiotykow
(Penicylina-Streptomycyna), w temperaturze 37°Gtwosferze o zwkszonej wilgotnéci
i 5% stzeniu CQ (Inkubator CQ HERACELL). W celu wykonania eksperymentu
zawiesi komorek o gstaici 5x10 wysiewano do plytek 24 dotkowych z umieszczonym
na dnie szkietkiem nakrywkowym érednicy 12 mm. Hodowl komérek na ptytkach

prowadzono przez 48 godz.
111.2.9.3 Okreslenie liczby komdérek w hodowli tkankowej

W celu sprawdzenia liczby komorek poszczegolnydindk, ktdre przygotowano
do przeprowadzenia eksperymentu,zda tkanka w dwoch dotkach zostata poddana
trawieniu trypsyg przez 10 min. w temperaturze pokojowej. Npete zawiesin komaérek
przenoszono do probowek i wirowano 10 min. przy BaPm. Komorki zawieszano
w podiazu hodowlanym. W celu barwienia komérek mieszanoiesive z bkkitem trypanu
w stosunku ofgtosci 1:10, a nagpnie komorki zliczano w komorze Buerkeragstsé

tkanek wynosita 1x10cfu/ml.
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111.2.9.4 Przygotowanie szczepow GBS

Szczepy GBS hodowano w bulionie TSB przez 24 gedavarunkach tlenowych.
24 godzinna hodowla GBS zostata zwirowana (10 n3@Q0 rpm) przeptukana trzykrotnie
PBS i zawieszona w podio DMEM Ilub RPMI 1640, w zalsmosci od wymaga
hodowlanych tkanki, z ktgrprzeprowadzano eksperymentes&s¢ uzyskanej zawiesiny
bakteryjnej zostata sprawdzona poprzez pomiar spiekbmetryczny. @stasé optyczna
zawiesiny GBS przy diugoi fali 600 nm w zakresie 0,6-0,7 wynosita 1%dfo/ml.

111.2.9.5 Wykonanie badania adherencji izolatbw GBSdo linii komérkowych HT-29
i A-431

Po okresie inkubacji do hodowli komérkowych eswyci 1x1& cfu/ml zostaly
dodane bakterie GBS agdici 1x1G cfu/ml zawieszone w podta hodowlanym DMEM
lub RPMI 1640 w olgtosci 1 ml. Kontrok dodatni stanowity szczep$. agalactiaedDSMZ
2134,S. agalactiaeATCC 12403,S. agalactiaeBAA-611, a kontra$ ujemry PBS. Po 30
minutach inkubacji w temperaturze 37°C, w atmosfenzzwekszonej wilgotnéci i 5%
stezeniu CQ (Inkubator CQ HERACELL), hodowla z zaadherowanymi komoérki GBS
zostata przemyta PBS, utrwalona formaldehydem beawiona metogl Grama. Nasgpnie
szkietka nakrywkowe po wggiu z dotkdw w ptytce, w ktdrej przeprowadzano hada
mocowano na szkietku podstawowym i oceniano podashkopem optycznym. Adherencja
zostata okrdona potilgsciowo, poprzez zliczenie komoérek GBS w 20 losowdbraynych

polach widzenia. Wynik kiccowy bytsredng z 20 pél.
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[11.3 Analiza statystyczna uzyskanych wynikow

Dane do analiz przechowywano w bazie danychzoale] w programie MS Excel,
zas procedury statystyczne wykonywano przy zastosowpakietu SAS JMP 7.01. Wygk

stanowity analizy testem Steela wykonywane w pakigR”.

[11.3.1 Metody zastosowane do analizy statystycznejzyskanych wynikéw

Metody stosowane do statystycznego opisu oraz zanadbranego materiatu
uzaleznione byly od testowanych hipotez oraz charakteozktadu uzyskanych zmiennych.
W przypadku zmiennych o charakterze interwatowymziowym), do opisu materiatu
wykorzystywano srednig arytmetyczg oraz odchylenie standardowe SD (ang. standard
deviation). Poniewa jednak pomiary te w przypadku rozktadow danychotrse
odbiegagcych od rozkladu normalnego byly podatne na aktgfv badanym materiale jako
miare tendencji centralnej wykorzystywano mediaw przypadku zmiennych o charakterze
kategorycznym (nominalnym) postugiwang sizestascia wyskpowania danych kategorii
w probie.

Do testowania hipotez stosowano gpgaface techniki z zakresu statystyki
indukcyjnej. Zalenosci pomidzy zmiennymi kategorycznymi (np. grupa), a zmienny
o charakterze liczbowym w przypadku dychotomiczmejiennej grupujcej badano przy
pomocy testu  t-studenta. z& zmienna grupuca posiadata wcej wariantow,
wykorzystywano analiz wariancji (ANOVA). Poniewa technika ta nie pozwala okfe,
ktére r&nice pomédzy grupami danych odpowiadaga istotné¢ statystycza calego
modelu, uzupetniangjo analiz post-hoc (a’posteriori). Do tego celu wykorzystywatest
Tuckeya—Kramera pozwalgyy na okrélenie istndci réznic pomedzy poszczegolnymi
kategoriami zmiennych grupigych, a naspnie przypisanie ich do homogennych grup.
(Sokal, 1995; Ferguson, 2009).

Stosowanie powaszych technik  bylo nieuprawnione zg rozktad zmiennej
liczbowej istotnie odbiegat od krzywej Gaussa. Wkida wypadkach stosowano
nieparametryczne alternatywy opisanychzejytestéw: test Wilcoxona w miejsce testu
t-Studenta, test Kruscalla-Wallisa jako alternaty®WNOVA oraz test Steela zamiast testu

Tuckeya Krammera (Stevens, 1989).
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Badanie zalenosci pomigdzy zmiennymi o charakterze nominalnym — np. w pazku
antagonizmu — polegato na wykorzystaniu testow jaaglah istotné¢ roznic frakcji
w poszczegolnych grupach. Jako podstawowegdare statystyczne wykorzystywano w tym
przypadku tesk? (ang.chi square) W sytuacjach kiedy uktad danych nie spetniat zato
testu — np. obecrsoi zerowych wartéci frekwencji — stosowano jego stabszy, ale mniej
wymagajcy odpowiednik: test G (antickelihood ratio).

Wiekszai¢ analiz statystycznych prowadzono z wykorzystangeogramu SAS JMP
7.0. Wyjtek stanowit nieparametryczny test Steela, ktorycabno przy pomocy programu

R-packet 8.01.
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V. WYNIKI

IV.1 Szczegdtowa charakterystyka izolatévstreptococcus agalactiae

Badania i eksperymenty zostaly przeprowadzone nk $&1 szczepow GBS,

podzielonych na sé grup w oparciu o miejsce ich izolacji:
|. Szczepy GBS izolowane z wymazéw z pochwy kobiebedacych w chzy:
a) pochodzce od kobiet z klinicznymi objawami stanu zapalnpgohwy okrélonymi
w oparciu o kryteria Amsela oraz skdlugenta - grupa IA (badana),
b) izolowane od kobiet zdrowych - grupa 1B (kontra).
Il. Szczepy GBS izolowane z wymazdéw z pochwy lubydd od kobiet cizarnych
a) pochodzce od kobiet z giza wysokiego ryzyka - grupa IlIA (badana),
b) uzyskane od kobiet z prawidtowym przebiegienatyt grupa 1B (kontrolna).
lll. Szczepy GBS izolowane od noworodkow:
a) izolaty pochodge od noworodkéw urodzonych przez matki azgi patologicza,
przyjetych na oddziat neonatologiczny z znych wskaza; szczepy GBS zostaly
wyizolowane z jamy ustnej, ucha zepnznego lub krwi noworodkow - grupa IlIA (badana),
b) izolaty GBS pochodze z kolonizacji wyizolowane z jamy ustnej lub udeavretrznego
noworodkow urodzonych przez matki z prawidiowym giiegiem cizy - grupa IIIB
(kontrolna).

Ze wzgkdu na ma} liczebnad¢ wyzej wymienionych grup, a tym samym trudob
w interpretacji uzyskanych wynikéw, zdecydowanoragprowadzeniu dodatkowej analizy
opartej na podziale izolatbw GBS na dwie grupy:pgrezczepow izolowanych od kobiet
(grupa K), do ktérej zaliczaty sigrupy 1A, 1B, IIA, IIB oraz grug szczep6w pozyskanych
od noworodkéw (grupa N) zkong z grup 1A i [1IB.

Ponizej, w tabeli 6 przedstawiono cechy szczegotowo lmadanych izolatow
S. agalactiagich liczke w poszczegdlinych grupach oraz wyniki przeprowadezbnyada
z zastosowaniem nggujacych metod: posiewu mikrobiologicznego, testu latekego

do oznaczenia polisacharydow powierzchniowych, ggakultipleks PCR iytej do detekcji
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genow polisacharydow powierzchniowych oraz detegenéw biatek powierzchniowych

z klasy Alp, a take metody dyfuzyjno-kizkowej do oznaczenia lekoopoKon

Tabela 6. Tabela zbiorcza izolatow GBS (n=99) ovamikoOw oznaczenia serotypoéw metod

lateksove, detekcji genow polisacharydéw powierzchniowyclbidtek z klasy Alp oraz oceny

lekooporndci szczepéw GBS.

Serotyp Lekoopornos¢é
Symbol Oznaczenie Oznaczenie Geny bialek
Lp. | szczepu | przeprowadzone | przeprowadzone | powierzchniowych | Klindamycyna | Erytromycyna | Mechanizm
metoda metoda z klasy Alp (2 ug) (15pg) opornosci
lateksowg multipleks PCR [mm] [mm]
GRUPA IA

1 K-Al \% \% epsilon 27 28 -

2 K-A2 1] Il rib 23 24 -

3 K-A3 1] Il alp2 24 27 -

4 K-A4 Ib Ib bca 27 30 -

5 K-A5 Ib Ib bca 24 27 -

6 K-A6 la la epsilon 24 25 -

7 K-A7 la la bca 24 26 -

8 K-A8 1] 1l rib 26 29 -

9 K-A9 \Y \Y, bca 25 28 -
10 | K-A10 1] 1l alp2 27 30 -
11 | K-Al11 1] 1l alp2 25 28 -
12 | K-A12 I Il bca 22 5 iMLSb
13 | K-A13 Vv \% alp2 23 26 -
14 | K-Al4 Vv \% alp2 22 13 iMLSb
15 | K-Al15 Ib Ib bca 26 28 -
16 | K-Al6 1] la epsilon 25 27 -
17 | K-Al17 Vv \% alp2 24 15 iMLSB
18 | K-A18 la la epsilon 27 28 -
19 | K-A19 I Il rib 32 32 -
20 | K-A20 Ib v epsilon 22 26 -

GRUPA IB

21 K-B1 1] Il rib 26 28 -
22 K-B2 1] 1l rib 26 29 -
23 K-B3 I Il bca 24 26 -
24 K-B4 1] 1l rib 25 28 -
25 K-B4 1] 1l Alp2 27 29 -
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26 | K-B6 1] I bca 28 32 -
27 K-B7 la la epsilon 23 26 -
28 | K-B8 1] Ib bca 24 26 -
29 | K-B9 \Y \Y Alp3 24 26 -
30 | K-B10 Ib Ib epsilon 20 24 -
31 | K-B11 Il Il rib 27 29 -
32 | K-B12 1] I rib 26 29 -
33 | K-B13 Il Il rib 29 32 -
34 | K-B14 la la epsilon 26 12 fenotyp M
35 | K-B15 la la bca 25 27 -
36 | K-B16 la la epsilon 24 28 -
37 | K-B17 Ib Ib epsilon 25 27 -
38 | K-B18 la la epsilon 29 32 -
39 | K-B19 la v epsilon 26 28 -
40 | K-B20 1] I alp2 26 28 -
GRUPA II1A
41 | KC-Al 1] v epsilon 27 29 -
42 | KC-A2 la \% epsilon 26 30 -
43 | KC-A3 Il Il bca 28 30 -
44 | KC-A4 NT I rib 20 15 iMLSB
45 | KC-A5 la la epsilon 25 29 -
46 | KC-A6 la la alp2 27 29 -
47 | KC-A7 Ib Ib bca 23 26 -
48 | KC-A8 1] I alp2 25 23 -
49 | KC-A9 la la bca 23 24 -
50 KC- la la epsilon 24 25 -
Al10
51 KC- 1] I alp2 25 28 -
All
52 KC- 1] I rib 24 26 -
Al12
53 KC- la la epsilon 20 25 -
Al13
54 KC- 1] I rib 24 17 iMLSB
Al4
GRUPA 11B
55 | KC-B1 1] Il bca 29 31 -
56 | KC-B2 1] I alp2 26 30 -
57 | KC-B3 1] I alp2 27 29 -
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58 | KC-B4 1] Il alp2 27 30 -
59 | KC-B5 Vv \% rib 29 31 -
60 | KC-B6 la la epsilon 26 29 -
61 | KC-B7 1] 1l rib 29 33 -
62 | KC-B8 1] \Y epsilon 28 30 -
63 | KC-B9 1] I bca 30 36 -
64 KC- \% \% epsilon 31 35 -
B10
65 KC- 1] Il rib 28 30 -
B11
66 KC- *NT Il bca 27 30 -
B12
67 KC- 1] 1l alp2 29 34 -
B13
68 KC- Il Il bca 28 29 -
B14
69 KC- Vv \% alp2 24 27 -
B15
GRUPA 1lIA
70 N-Al 1] 1l rib 28 35 -
71 N-A2 Il Il rib 24 26 -
72 N-A3 Il Il rib 25 27 -
73 N-A4 Il 1l alp2 23 26 -
74 N-A5 1] Il alp2 25 26 -
75 | N-A6 Ib Ib epsilon 23 28 -
76 N-A7 I Il rib 25 27 -
77 | N-A8 la la bca 26 29 -
78 N-A9 1] 1l bca 5 5 kMLSb
79 | N-A10 1] 1l rib 25 28 -
80 | N-Al11 I Il bca 5 5 kMLSb
81 | N-A12 Ib Ib bca 25 30 -
82 | N-A13 1] Il alp2 21 22 -
83 | N-Al14 1] Il rib 26 23 -
84 | N-A15 Vv \% alp3 21 23 -
85 | N-A16 1] Il alp2 23 20 -
GRUPA 1IIB
86 N-B1 1] 1l alp2 23 25 -
87 N-B2 Il Il bca 25 26 -
88 N-B3 la la epsilon 28 31 -
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89 N-B4 1] Il rib 25 29
20 N-B5 1] Il alp2 5 24 fenotyp M
91 N-B6 1] 1l alp2 25 28
92 N-B7 1] 1l alp2 27 31
93 N-B8 1] 1l alp2 25 26
94 N-B9 la la epsilon 28 29
95 | N-B10 la la epsilon 28 31
96 | N-B11 v Vv bca 29 31
97 | N-B12 la la epsilon 27 29
98 | N-B13 1] Il alp2 26 31
99 | N-B14 la 1] alp2 26 29

*NT — nie uzyskano wyniku oznaczenia serotypu darezczepu GBS za pompwybranej metody

IV.1.1 Wyniki oznaczenia serotypow badanych szczepdStreptococcus agalactiae

Serotypy zgromadzonych 99 izolatbw GBS o0znaczonotode serologiczn
i molekularny. Wykazano,ze szczepy GBS przynalgy do serotypow la, Ib, II, 1, IV
lub V. W kilku przypadkach, stosyg metod@ serologiczn, nie byto maliwosci oznaczenia
serotypoéw oraz zaklasyfikowania szczepdéw GBS zddnego serotypu za ponzodej
metody. W przypadku jednego szczepu dochodzito ekkaji z dwoma odczynnikami
lateksowymi z zestawu la, Ib-V, a tym samym otrzgiaa wynikébw trudnych
do interpretacji. Dla sprawdzenia wynikOow testu olmgicznego oraz préby oldlenia
przynalenosci do serotypow izolatow GBS, ktére nie zostaty laalfikowane za pomac
testu lateksowego, przeprowadzono reakepltipleks PCR, umidiwiajaca detekcg gendw
kodugcych poszczegolne polisacharydy powierzchniowe mnlasjgce przynalenosé
szczepow do danego serotypu (Ryc. 4). Na 99 prastyati szczepow GBS, wyniki reakcji
PCR potwierdzity wyniki uzyskane za pomotestu lateksowego dla 85 izolatow GBS.
Okreslenie przynalenosci szczepdw GBS do serotypu IV byto ative jedynie dzgki
zastosowaniu metody molekularnej, poniewest lateksowy nie wykazat obedobizolatéw
GBS z tego serotypu. Nie zanotowananié istotnych statystycznie pogoizy wynikami
oznaczé uzyskanych za pomecmetody lateksowej i multipleks PCR. Staogujmetod
serologiczyg i molekularm oznaczenia serotypow GBS nie stwierdzono ob&xnesrod
badanych izolatow serotypéw VI, VII, czyz&/Ill. Wykazano istotg statystycznie rinice
w prawdopodobigstwie wystpowania poszczegolnych serotypow (p=0,0022). Wyniki
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oceny serotypdéw uzyskane za pomosbu metod oraz phice oznaczeé wynikajace

z zastosowania tych metod przedstawiono w tabeli 7.

I nm m v v vi vi vil IX X Xl Xl M.

serotyp llI serotyp Il serotyp llI
1826 pz 1826 pz 1826 pz

- — Ll
serotyp la 1500 pz
521 pz
1826 pz serotyp la

521 pz 1000 pz

serlztyp 1826 pz 900 pz

800 pz

700 pz

600 pz

serotyp Il . e
397y§z - serotyp IV - 500 pz

578 pz
p— ! 400 pz

300 pz

2500 pz
2000 pz

serotyp IV 770 pz
578 pz n—

200 pz

100 pz

Ryc. 4. Produkty amplifikacji PCR otrzymane z wykystaniem starteréw dla poszczegélnych
serotypéw GBS ( laF, 1aR, IbF, bR, IIF, IR, IAJR, IVF, IVR). Sciezki od lewej: I-X szczepy
GBS z poszczegélnych serotypéw la, Ib-IV, XI-praiegatywna, Xll-proba pozytywna, M- marker
wielkosci 100-2500 pz).

Wykazano,ze najwtksza liczba szczepdéw z przebadanej kolekcji GBSzakd
do serotypow Il (n=39) oraz kolejno do serotypda(n=20), Il (n=15), V (n=11), Ib (n=9)
i IV (n=5). W grupie szczepéw GBS izolowanych ocblat oraz w grupie szczepéw GBS
uzyskanych od noworodkéw serotyp Il wyggbwat najczsciej, nasgpnie serotyp la i |,

przy czym w grupie noworodkOw oznaczonogtakma liczh szczepdw z serotypem lai Il
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(Tabela 8). Stwierdzonage prawdopodobiestwa wys¢powania poszczegolnych serotypow
GBS r&nig si¢ od siebie, a rnice te g statystycznie istotne ( p=0,0022).

W grupach szczepéw GBS wyetinionych na podstawie miejsca izolacji ( grupy IA,
IB, A, 1B, 1A, 1lIB) dominuj gcym serotypem byt typ Illl, natomiast ¢stas¢

wystepowania pozostatych serotypow bytamé w zalenosci od grupy (Tabela 9).

Tabela 7. Poréwnanie wynikobw oznaczenia serotypOBSGa pomog metody serologicznej

i multipleks PCR (n=99).

Liczba oznacze Liczba oznacze
Wyniki testu metod, reakcp multipleks | Wyniki uzyskane
Serotyp lateksowego serologiczn PCR nie za pomog reakcji
potwierdzona potwierdzona multipleks PCR
przez reakej metod
multipleks PCR serologiczg
la 22 19 1 20
Ib 9 8 1 9
[l 13 12 3 15
11l 42 36 3 39
vV 1 - 5 5
\% 10 10 1 11
NT* 2* - - -
Suma 99 85 14 99
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Tabela 8. Wysipowanie serotypow badanych izolatow GBS w grupaairdg N.

GRUPY BADANE GBS (n=99)
SEROTYPY Grupa K Grupa N

la 15 5

Ib 7 2

I 10 5

1] 23 16

v -

\Y 2
Suma 69 30

Grupa K- szczepy GBS izolowane od kobiet

Grupa N- szczepy GBS izolowane od noworodkéw

Tabela 9. Wyspowanie serotypOéw badanych izolatbw GBS w grupagfodrebnionych na

podstawie miejsca izolacji szczepow.

GRUPY BADANE (n=99)
Grupa Grupa Grupa Grupa Grupa Grupa
SEROTYPY 1A IB IHA 1B A B
(n=20) (n=20) (n=14) (n=15) (n=16) (n=14)
la 4 5 5 1 1 4
Ib 3 3 1 - 2 -
Il 2 4 1 3 4 1
1 5 6 5 7 8 8
v 1 1 2 1 - -
\Y 5 1 - 3 1 1
Suma 20 20 14 15 16 14

Grupa IA - szczepy GBS izolowane od kobiet ze stwierdzontanesm zapalnym pochwy

Grupa IB - szczepy GBS izolowane z pochwy od kobiet zdrowych

Grupa llA - szczepy izolowane z pochwy od kobiet wzgi zagraonej

Grupa IIB - szczepy izolowane z pochwy od kobiet z prawidiowyrzebiegiem gizy

Grupa IllA - szczepy GBS izolowane z ucha zewenego, jamy ustnej lub krwi noworodkow
przyjetych na oddzial neonatologiczny zznych wskaza, urodzonych przez matki z a¢h
wysokiego ryzyka

Grupa IlIB - szczepy GBS izolowane z jamy ustnej oraz uchangemnego noworodkow

urodzonych przez matki z prawidtowym przebiegienzyi
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IV.1.2 Wyniki oznaczenia gendéw biatek z klasy Alp ratoda multipleks PCR

W kolekcji badanych 99 szczepéw GBS oznaczono dealek z klasy Alpbca
epsilon rib, alp2 oraz alp3 stosugc metod multipleks PCR (Ryc. 5; Tabela 6).
Nie stwierdzono obecroi genualp4 w analizowanej kolekcji szczepow. Poniewaybrana
reakcja multipleks PCR unilwiata jedynie stwierdzenie obecfw u danego szczepu
gendw alp2/alp3 konieczne bylo przeprowadzenie dodatkowej reaRiR pozwalajce]
na rozr@nienie tych genow wwéd badanych szczepow. Domigcymi genami w zebranej
kolekcji izolatow GBS okazaly siby¢ genyalp2 (n=27) iepsilon(n=25) oraz kolejndca
(n=23), rib (n=22) orazalp3 (n=2). Stwierdzonoze prawdopodobiestwa wysgpowania
poszczegdlnych gendw biatek z klasy Algnmiy sie od siebie, a rinice te g statystycznie
istotne (p=0,0087). Analizag kazdy z genow biatek pod wzglem prawdopodobistwa
wystgpienia w grupie szczepéw GBS izolowanych kobietiggrK) i noworodkow (grupa N)
nie wykazano istotrii statystycznej. W grupie 69 szczepow GBS izoloyeanod kobiet
najwiecej izolatbw (n=20) posiadato gepsilon 17 szczepow gehca 16 szczepdw gen
alp2, 15 szczepow genb oraz jeden szczep getp3. W grupie 30 szczepdw izolowanych
od noworodkow dominowaly izolaty z geneap2 (n=11), 7 szczepbw posiadato geb,

6 szczepOw gerbca 5 szczepdw gempsilon oraz jeden szczep geamp3 (Tabela 10).
Genami biatek z klasy Alp najegciej wysepujacymi w grupach GBS wyodbnionych na
podstawie miejsca izolacji szczepow byty gexig2 i bcaw grupie IA ( n=6 odpowiednio
dla kazdego genu), gealp2 w grupach IIB (n=5) oraz IlIB (n=7), gegpsilonw grupie 1B

(n=7) oraz IlA (n=5) oraz genb w grupie IlIA (n=6) (Tabela 11).
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M. N K |

I V VI VI

AlphaC
398 pz
-

Epsilon
200 pz

Ryc. 5. Produkty amplifikacji PCR otrzymane z wykgstaniem starteréw dla poszczegoélnych biatek

powierzchniowych GBS z klasy Alp (Universal forwalpha C reverse, Rib reverse, Epsilon/Alpl

reverse, Alp2/3 reverse, Alp4 reversériez

ki od lewej: M- marker 100-2500 pz., N- prdba

negatywna, K-préba pozytywna, pozostéiezki przedstawiaj produkty amplifikacji genéwrib,

bca alp2/3, epsilon

Tabela 10. Wyspowanie gendw biatek z rodziny alfa-podobnych wpaiech K i N.

GRUPY BADANE (n=99)
Geny biatek GrupaK GrupaN
bca 17 6
alp2 16 11
alp3 1 1
epsilon 20 5
rib 15 7
Suma 69 30

Grupa K- szczepy GBS izolowane od kobiet

Grupa N- szczepy GBS izolowane od nowor

odkow
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Tabela 11. Wyspowanie gendw biatek z rodziny alfa-podobnych w dmah grupach GBS

wyodrebnionych na podstawie miejsca ich izolacji.

GRUPY BADANE (n=99)

Geny Grupa Grupa Grupa Grupa Grupa Grupa
biatek IA IB A 1B A B

alfa- (n=20) (n=20) (n=14) (n=15) (n=16) (n=14)

podobnych

bca 6 4 3 4 4 2
alp2 6 2 3 5 4 7
alp3 - 1 0 0 1 0
epsilon 5 7 5 3 1 4
rib 3 6 3 3 6 1

Suma 20 20 14 15 16 14

Grupa IA - szczepy GBS izolowane od kobiet ze stwierdzontanesm zapalnym pochwy

Grupa IB- szczepy GBS izolowane z pochwy od kobiet zdrowych

Grupa llA - szczepy izolowane z pochwy od kobiet wzgi zagraonej

Grupa IIB - szczepy izolowane z pochwy od kobiet z prawidiowyrzebiegiem gizy

Grupa lllA - szczepy GBS izolowane z ucha zewenego, jamy ustnej lub krwi noworodkow
przyjetych na oddziat neonatologiczny zznych wskaza, urodzonych przez matki w azy
wysokiego ryzyka

Grupa llIB - szczepy GBS izolowane z jamy ustnej oraz uchangemnego noworodkow

urodzonych przez matki z prawidtowym przebiegiegryi

IV.1.2 Zaleznos¢ wystepowania polisacharydow powierzchniowych, ich genéworaz
genow biatek powierzchniowych alfa-podobnych GBS

Zaobserwowano zateos¢ w  wyskpowaniu okrélonych gendow biatek
powierzchniowych z klasy Alp i polisacharydow powiehniowych CPS oraz ich genow.
15 izolatéw z serotypu la na 20 oznaczonych pokiadgn biatkaepsilon natomiast
pozostate szczepy z tego serotypu gea(n=4)i alp2 (n=1). Gernbcaznacznie cgciej byt
oznaczany u szczepow z serotypdw Ib (n=6) orazn4B). Przewzajaca liczba izolatow
GBS z serotypu Il (n=39) wykazywata obeéa@enowalp2 (n=22)rib (n=15). Gen biatka

epsilonbyt obecny u wszystkich izolatow naleych do serotypu IV (Tabela 12). Rice
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w prawdopodobigstwie wystpowania genow biatek z klasy Alp pagdzy poszczegolnymi

serotypami GBS wykazywaly istotfiostatystycza (p<0,0001).

Tabela 12. Wyspowanie serotypow badanych szczepow GBS wraz z ngienbiatek

powierzchniowych GBS z klasy Alp.

GENY BIALEK Z RODZINY ALFA-PODOBNYCH
SEROTYPY SUMA
bca alp2 alp3 epsilon rib
la
4 1 - 15 - 20
Ib
6 - - 3 - 9
I
9 - - - 6 15
1]
2 22 - - 15 39
\Y;
- - - 5 - 5
\Y
2 4 2 2 1 11
23 27 2 25 22 99
SUMA

IV.1.3 Wyniki oznaczenia mechanizmu opornéci MLSB i fenotypu M

Oznaczono wrdiwos¢ 99 izolatbw GBS na klindamycgn (2 pg)
i erytromycyre (15ug). 90 izolatow GBS bylo wediwych na zastosowane antybiotyki.
Sredni wrazliwosé zaréwno na erytromycynjak i na klindamycya wykazywaty dwa
szczepy GBS. Z calej puli zebranych izolatéw siedigto opornych na erytromycygna trzy
na klindamycyrn (Ryc.6, Ryc. 7). Mechanizm oporw MLSB wykazano u 7 szczepow
GBS. Mechanizm opordoi MLSB typu konstytutywnego byt obecny u 2 szcaepd
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natomiast mechanizm opow MLSB typu indukcyjnego odnotowano u 5 izolatéw.

Fenotyp M byt obecny w przypadku dwoch szczepdw.

M brak opornosci na
klindamycyne

M srednia wrazliwosc na
klindamycyne

M opornosc na klindamycyne

Ryc.6. Podziat procentowy badanych izolatow GBpodstawie lekooporrai na klindamycya.

B brak opornosci na
erytromycyne

W srecnia wrazliwosc na
erytromycyne

W opornosc na erytromycyne

Ryc. 7. Podziat procentowy badanych izolatow GBPadstawie lekooporrioi na erytromycya.
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V.2 Badanie hamujgcego dziatania bakterii kwasu mlekowego LAB wobec ybranych

izolatéw Streptococcus agalactiae

Do eksperymentu unibwiajagcego ocee wrazliwosci S. agalactiaena hamujce
dziatanie bakterii kwasu mlekowego zostatlo wybrdmy@6 szczepdéw GBS oraz szczep
wzorcowy S. agalactiaeDSMZ 2134. Szczepy GBS zostaly wybrane po kilk&azdej
z badanych grup (n=6) izolatow GBS (IA, 1B, 1IA,BIl llIA, [lIB) z uwzglednieniem
serotypow oraz obecko gendw biatek powierzchniowych z klasy Alp (TabéB).

Tabela 13. Charakterystyka wybranych izolatow GBSoparciu o serotypy i geny biatek
powierzchniowych z klasy Alp.

Lp. Symbol szczepu Serotyp Gen biatka Alp Grupa
1 K-A5 Ib bca
2 K-A2 1] rib
3 K-A6 la epsilon
4 K-A15 Il bca IA
5 K-Al18 la epsilon
6 K-Al7 Y alp2
7 K-Al14 Vv alp3
8 K-B10 Ib epsilon
9 K-B18 la epsilon
10 K-B14 1 eib B
11 K-B15 la bca
12 K-B11 Il rib
13 KC-A5 la epsilon
14 KC-All 1] alp2 A
15 KC-A13 la epsilon
16 KC-B6 la epsilon
17 KC-B11 1] rib 1B
18 KC-B13 1 alp2
19 N-A2 Il rib
20 N-A3 Il rib
21 N-A9 1] bca A
22 N-A13 Ib bca
23 N-A10 1 rib
24 N-B3 la epsilon
25 N-B4 1] rib B
26 N-B13 1] alp2
27 DSMZ 2134 1 rib SzCczep Wzorcowy
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IV.2.1 Ocena dziatania antybakteryjnego szczepow LB izolowanych z pochwy wobec
GBS

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu wykazanalzwarsilg aktywnacé
antagonistyczan szczepow LAB wobec izolatow GBS.zJpo czasie 2 godz. od rozpgca
eksperymentu wsrodowisku kilku szczepdw.actobacilluszaobserwowano spadek liczby
S. agalactiae 1 do 5 logarytmow lub catkowiredukcg populacji GBS. Po 4 godz. trwania
eksperymentu zanotowano dalszy spadek liczabnpopulacji GBS, a w wkszaci
przypadkow catkowity brak wzrostu. Po czasie 6 gotzko nieliczne szczepy GBS
przezywaty w obecnéci LAB. W przebiegu badanie stwierdzono wptywu szczepow GBS
na obnkenie populacji LAB. Liczba koloniLactobacillus w czasie 10 min. od rozpagza
eksperymentu utrzymywataesna statym poziomie przez caly czas jego trwanic(R).

Ze wzgkdu na znaczne zmniejszenie populacji GBS w 2 godz. odrozpogeia
eksperymentu, a tak zaznaczenie giréznic w liczebndci pomidzy szczepami GBS,
do analizy statystycznej wybrano wyniki uzyskanetymn czasie inkubacji i odniesiono
je do liczby pocatkowej GBS.

Ryc. 8. Wzrost szczepu GBS o0 symbolu N-A9 dragasserina podtau Columbia z dodatkiem 5%

krwi baraniej.
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IV.2.1.1 R&nice migdzy wybranymi gatunkami LAB w dziataniu hamujacym wzrost
GBS

Wykazano istotne statystycznieznice pom¢dzy gatunkami bakterii z rodzaju
Lactobacillus w dziataniu hamucym wobec wybranych izolatbw GBS (p=0,0039).
Najmniejszy wptyw na redukejpopulacji GBS wykazywaly szczepy bakterii z gatunk
L. fermentum natomiast najwkszy szczepy bakterii z gatunku plantarum Rdé&nica
w dziataniu hamucym pomedzy szczepami bakterii nawcymi do gatunkow
L. fermentumi L. plantarum wobec badanych szczepow GBS byla istotha staysigc
(p<0,05) (Ryc. 9).

>

p<0,05

w

L

Liczba GBS [cfu/m]
g = O N EI:'IJ w o1~ O

o

o
]

L. fermentum L. rhamnosus L.gasseri L.plantarum

Gatunki bakterii z rodzaju Lactobacillus

Ryc 9. Porownanie dziatania harpeggo gatunkow LAB wobec GBS jako spadek liczby GBS
(cfu/ml) w czasie 2 godz. od rozpecm eksperymentu.

IV.2.1.2 Zaleznosé¢ wrazliwosci S. agalactiae na dziatanie przeciwbakteryjne LAB
izolowanych z pochwy od serotypu GBS
Szczegotowa analiza wynikdw eksperymentu, z ugdrgeniem przynalienosci GBS

do poszczegolnych serotypow la, Ib, I, Il oraz Wskazata istotne pdice pomé¢dzy

badanymi serotypami GBS we wliavosci na oddziatywanie bakterii z rodzaju
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Lactobacillus (p=0,0052). Najwikszy spadek populacji GBS zaobserwowano u szczepow
nalezacych do serotypow Il oraz V (spadek liczby GBS o. &k rzdow wielkaci),

a najmniejszy Wwréd izolatow nalggcych do serotypow Il i la (spadek liczelob GBS

o ok. 3 rzdy wielkadsci). Potwierdzita to dalsza analiza, ktGra wykazatatne statystycznie
réznice pomé¢dzy serotypami Il i 1l (p<0,05), Il i V (p<0,05praz serotypami la i Il
(p<0,05) (Ryc. 10). Aktywn& antybakteryjna szczepow bakterii z gaturikuplantarum
wobec izolatbw GBS z poszczegllnych serotypdw Oimifa si istotnie od aktywngri
antybakteryjnej pozostatych gatunkow bakterii z zajd Lactobacillus (L. fermentum,

L. gasseri, L. rhamnosys

GBS [log cfu/ml]
|
|
1

la Ib [l 1] \
— $rednia | | SE SD

Znaczenie symboli:

srednia— srednia dla préby

SE- blad standardowy (ang. standard estimation, SE)

SD- odchylenie standardowe dla préby (ang. standevéhton, SD)

Ryc 10. Poréwnanie zmian liczb GBS z poszczegdlrsarotypdw (log cfu/ml) po 2 godz. trwania

eksperymentu. Ten sam kolor grupy serotypéw oznbcak rénic statystycznych porgilzy nimi.
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IV.2.1.2 Zaleznosé¢ wrazliwosci S. agalactiae na dziatanie przeciwbakteryjne LAB

od gendw biatek powierzchniowych z klasy Alp

Najwickszy spadek liczebdoi GBS (cfu/ml) zanotowano w przypadku szczepow
z genamibca i alp3, natomiast najmniejszy dn0d szczepdw z genemlp2 (p=0,0078).
Po dwoéch godzinach od momentu rozpm@a eksperymentu liczba GBS z genexip2
spadta o ok. 2 logarytmy, a szczepdéw z genamilbiadai alp3 o ok. 5 logarytmow.
Dalsza analiza wykazatae wraliwos¢ izolatow GBS z genem biatkalp2 na dziatanie
antybakteryjne LAB rénita sk istotnie statystycznie od wilawvosci szczepdw GBS
z genambcai alp3 (p<0,05). Wraliwos¢ szczepow GBS posiadajych genyepsiloni alp3
byta r&na i istotna statystycznie (p<0,05).

IV.2.1.3 Wrazliwosé szczepow GBS na antagonistyczne dziatanie LAB imvlanych

z pochwy zalgna od serotypu oraz gendéw biatek z rodziny alfa-pazbnych

Zaobserwowano podobrzaleznos¢é we wraliwosci na dziatanie LAB porgdzy
izolatami GBS przynalacymi do okrélonego serotypu i posiadaymi odpowiadajce
temu serotypowi biatko powierzchniowe. Szczepy otypu Il z genemalp2 wykazywaty
mniejsz wrazliwos¢ na oddziatywanie bakterii z rodzajuactobacillus w poréwnaniu

do szczepow z serotypow iV z gendnea i alp3.

IV.2.2 Porownanie wrazliwosci szczepow GBS izolowanych od kobiet i noworodkéw

na dziatanie antagonistyczne LAB

Szczepy GBS z grupy K oraz N nieznity sie pod wzgédem wrealiwosci
na dziatanie hamage LAB. Wyniki dalsze] analizy wykazaty najsilnigjs aktywna¢
szczepOw bakterii z gatunkl. plantarum spagrod wybranych gatunkéw LAB wobec
szczepow GBS (p=0,019). Znacznie mniej dlivee na dziatanie hamgge L. plantarum
byly szczepy GBS z grupy K (spadek liczby GBS pog@lz. trwania eksperymentu
0 ok. 2 logarytmy). Liczba GBS z grupy N spadtako ®logarytmy. Najstabsze wéewosci
antybakteryjne wobec izolatow GBS z grup K i N wykaat gatunelk.. fermentum(Ryc.
11).
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B Grupa K

B GrupaN

Liczba GBS [cfu/ml]

L. plantarum L. fermentum L. gasseri L. rhamnosus

Gatunki bakterii z rodzaju Lactobacillus

Ryc. 11. Poréwnanie hamygego dziatania poszczegoélnych gatunkéw LAB na sacz€BS

izolowanych od kobiet (grupa K) oraz od noworodk@mwpa N) po 2 godz. trwania eksperymentu.

Analizujagc  wiasciwosci  antybakteryjne  poszczegolnych — gatunkéw  LAB
zaobserwowano istotneadice w ich dziataniu wobec szczepdéw GBS izolowanygdtkobiet
(p=0,0123). Najsilniejsze dziatanie hamug wzrost szczepéw GBS z tej grupy wykazywat
gatunekL. plantarum natomiast najstabsze gatunekfermentum Rd&nica w aktywnéci
antybakteryjnej porgdzy L. plantarum a L. fermentumoraz L. rhamnosusbyfa istotna
statystycznie (p<0,05). Dziatanie antagonistycknéermentum, L. rhamnosud.. gasseri
byto poréwnywalne podobnie jak w przypadkiplantarumi L. gasser{p>0,05).

Nie zanotowano podobnych zateici oceniagc wptyw LAB na szczepy GBS wyizolowane
od noworodkéw.

IV.2.3 Wrazliwosé izolatbw GBS z grup IA, IB, lIA, 1IB, llIA, IlIB na dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe LAB

Szczepy GBS z grup wyaghinionych na podstawie miejsca izolacji (grupy I8, |
lIA, 1IB, IIA oraz IlIB) wykazywaty rézng wrazliwos¢ na dziatanie hamage bakterii
z rodzaju Lactobacillus przy czym ranice te byly istotne statystycznie (p<0,0001).
Najdtuzej w srodowisku LAB przeywaty szczepy GBS izolowane od kobietzarnych
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z prawidtowym przebiegiem giy (grupa IIB), natomiast najkrécej szczepy GBS dngdne
od kobiet, u ktérych stwierdzono nosicielstwo GB®achwie. Ranice istotne statystycznie
zanotowano pomdzy grum IIB i grupami IIA, IA, 1B i IlIA (p<0,05) oraz poredzy grup
I1IB, a grupami IA, IB i llIA (p<0,05) (Ryc. 12). \Wzliwos¢ szczepow GBS z grup 1A i IB
na dziatanie antybakteryjne LAB byla podobna (p68%). Rénice we wraliwosci
na dziatanie hamage LAB pomedzy szczepami GBS z grup IIA i 1IB oraz pgauizy
izolatami GBS z grup IlIA i llIB byly istotne stadyycznie, a wart® p wynosita
odpowiednio p<0,001 oraz p<0,001.

6 -
5
= 4
S
~
=
2, |
n 3
o0
O
8 2
N
Q
-
1
0
IA 1B A I8 A ns
Grupy GBS

Ryc. 12. Poréwnanie liczb GBS (cfu/ml) pawhty grupami izolatbw wyodbnionych w oparciu
0 miejsce ich izolacji po 2 godz. wrodowisku LAB. Strzatki czarne oznaczajoznice istotne
statystycznie pomdzy grum IIB oraz grupami llIA, 1A, IB i IlIA (p<0,05); stratki zielone oznaczgj
roznice istotne statystycznie pogdizy grum IlIB oraz grupami IA, 1B i llIA (p<0,05).
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IV.3 Ocena dziatania antybakteryjnego szczepéw wzoowych LAB wobec wybranych

izolatéw GBS

IV.3.1 PorOéwnanie wiaciwosci antybakteryjnych szczepow wzorcowych LAB wobec
GBS

Wrazliwo$¢ na dziatanie bakterii kwasu mlekowego prodgkygh bakteriocyny
zostata oceniona dla 26 szczepow GBS oraz szczepicowegdS. agalactiaddDSMZ 2134.
Do analizy statystycznej wybrano wyniki uzyskane pogodz. trwania eksperymentu
i odniesiono je do liczby pogikowej GBS

Szczep L. plantarumC 11 wykazywat najsilniejsze wdeiwosci hamugce wzrost
GBS w poréwnaniu do pozostatych dwoch szczepéw emoych L. sakeiDSMZ 6333
orazL. lactisATCC 11454 (Ryc. 13; Tabela 14).

~
I

»
|

(6)]
!

W GBS (1 godz.)

SN
|

| GBS (2 godz.)
O GBS (3 godz.)

w
!

O GBS (4 godz.)

Liczba GBS [cfu/ml]

N
|

(=Y
I

o
|

L. sakei DSMZ 6333 L. lactis ATCC 11454 L. planta@rihl

Szczepy wzorcowe LAB

Ryc. 13. Zalenos¢ liczby GBS (cfu/ml) w okréonych czterech punktach czasowych eksperymentu
(1 godz., 2 godz., 3 godz., 4 godz.) od dziatanigbakteryjnego szczepow wzorcowych LAB.
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Tab. 14. Poréwnanie wdaiwosci

hamupcych bakterii

kwasu mlekowego produkeych

bakteriocyny jako liczba GBS (cfu/ml) po 1 godso, 2 godz., po 3 godz. oraz po 4 godz. trwania

eksperymentu (warfai p).

Czas LAB L. sakei L. plantarum C 11
1 godz. L. lactis p=0,0013 p=0,1051
L. sakei - p= 0,0001
2 godz. L. lactis p< 0,0001 p= 0,0003
L. sakei - p< 0,0001
3 godz. L. lactis p< 0,0001 p< 0,0001
L. sakei - p< 0,0001
4 godz. L. lactis p< 0,0001 p< 0,0001
L. sakei - p< 0,0001

Przebadano wegdiwosé

wybranych szczepéw GBS na dzialanie szczepu

L. plantarumC 11 w trzech wariantach jego hodowli ( 1. hodowlkez dodatku PInA;

2. hodowla z dodatkiem PInA do hodowli plantarum C11 w momencie rozpoezia

eksperymentu; 3. hodowla plantarumC 11 zawierajca wyprodukowane plantarycyny pod

wptywem dodanej w 8 godz. hodowli PInA). Liczba GB#zalenie od zastosowanego

wariantu hodowli szczepl.. plantarum C 11 zmieniata gi podobnie w miar trwania

eksperymentu. Liczba GBS po czasie 2 godz. od mameepoczcia badania spadta

o ok. 2-3 logarytmy. Wkxiwosci antybakteryjne szczepu plantarumC 11 oraz szczepow

L. plantarum izolowanych z drdg

rodnych kobiet byly poréwnywaln(p>0,05).

Nie zanotowano spadku liczby GBS pod wptywem dniatazawiesin bakteryjnych

L. sakeiDSMZ 6333 orad.. lactis ATCC 11454 przez caty czas przebiegu eksperymentu.

Jedynie w obecrigi L. lactis ATCC 11454 liczba GBS zmniejszytae © 1 logarytm przez

caty okres trwania eksperymentu.
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IV.3.2 Zaleznos¢ wrazliwosci S. agalactiae na dziatanie przeciwbakteryjne szczepow

wzorcowych LAB od serotypu GBS

Po dwoch godzinach trwania eksperymentu izolaty GR®szczegodlnych serotypow
roznity sie we wraliwosci na aktywné¢ antybakteryjn szczepow LAB produkggych
bakteriocyny (p=0,0155). Najmniej wilawe na dziatanie antagonistyczne LAB okazaky si
by¢ szczepy z serotypow b oraz lll, a najbardziejalwee szczepy z serotypu Il. Rdica
we wraliwosci na dziatanie antybakteryjne LAB pogdizy tymi serotypami byta istotna

statystycznie (p<0,05) (Ryc. 14).

E
E e
(&] _3 — -
m PR B
8 .
b 5 L
Q)
_6 —
7
-8

la Ib I I Vv
—— $rednia | | sE sSD

Znaczenie symboli:

srednia — srednia dla préby

SE- blad standardowy (ang. standard estimation, SE)

SD- odchylenie standardowe dla préby (ang. standevéhtdon, SD)

Ryc. 14. Poréwnanie zmian liczb GBS z poszczegdirsarotypdw (log cfu/ml) po 2 godz. trwania

eksperymentu. Ten sam kolor grupy serotypéw oznbcak ranic statystycznych porgilzy nimi.
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IV.3.3 Zaleznos¢ wrazliwosci S. agalactiae na dziatanie przeciwbakteryjne szczepow

wzorcowych LAB od genow biatek z klasy Alp

Po 2 godzinach od momentu rozpgma eksperymentu ghica we wraliwosci
szczepow GBS z poszczegolnymi genami biatlek z kkpyna dziatanie antagonistyczne
LAB byta bliska istotnéci statystycznej (p=0,0683). Najmniejgswrazliwos¢ na dziatanie
hamupce LAB wykazaty szczepy GBS z genaip2 (spadek liczby GBS o 1 logarytm),
a najweksz izolaty GBS z genenalp3 (spadek liczby GBS o 3 logarytmy).

IV.3.4 Wrazliwos¢ izolatbw GBS na antagonistyczne dziatanie szczepomzorcowych

LAB zalezna od serotypu oraz gendw biatek z rodziny alfa-pazbnych

Szczepy GBS z serotypu lll oraz Ib z genami bigdekvierzchniowych alp2, bca
oraz epsilon wykazywaty mniejsz wrazliwos¢ na oddziatywanie bakterii z rodzaju
Lactobacillusw porownaniu do szczepow z serotypu |l z genaaii rib.

IV.3.5 Poréwnanie wrazliwosci szczepdédw GBS z grup K i N oraz IA, 1B, lIA, 1IB, llIA

i I11B na oddziatywanie szczepdéw wzorcowych LAB

Nie wykazano rénic we wraliwosci szczepdw GBS izolowanych od kobiet
i noworodkéw na dziatanie hamge LAB po 2 godz. trwania eksperymentu (p=0,6764).

Analiza statystyczna uzyskanych wynikow wykazatatise ré@nice we wraliwosci
na dzialanie antagonistyczne LAB pauay grupami IA, 1B, lIA, 1IB, IlIA oraz 1lIB
(p=0,0029). Najmniejszy spadek liczeboo GBS zaobserwowano éwd szczepow
izolowanych z pochwy od kobiet w agly zagraonej (grupa IlIA) w przeciwigstwie
do szczepow GBS izolowanych z nosicielstwa (gruBa déraz szczepdw izolowanych
z zakaen inwazyjnych noworodkow z grupy llIA (#édica istotna statystycznie pogdiy

grupg lIA oraz grupami IB i lllA dla p<0,05) (Ryc. 15).
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Liczba GBS [cfu/ml]

5
p<0,05
4
3
2
1
0 T T T T T 1
1A IB A 1B

A 1B

Grupy GBS

Ryc. 15. Poréwnanie liczby GBS (log cfu/ml) w paszgolnych grupach wyogbnionych na
podstawie miejsca izolacji szczepdw dnodowisku LAB po 2 godz. od momentu rozpeua
eksperymentu.

Po porownaniu grup IA i 1B, 1A i IIB oraz llIA i lIB pod wzgkdem wraliwosci
na oddziatywanie LAB po 2 godz. od rozpeca eksperymentu nie stwierdzonozméc
pomigdzy grupami IA oraz IB (p=0,1109). Zanotowano natsh r&nice istotrg
statystycznie midzy grupami IIA i 1IB (p=0,005), przy czym wksz wrazliwosé
na dziatanie antybakteryjne LAB wykazywaty szczépylowane od kobiet z prawidtowym
przebiegiem aizy (grupa IIB). Izolaty GBS z grupy IlIA krécej przgvaty w srodowisku
LAB niz szczepy GBS zaklasyfikowane do grupy I1IB (p=0,038

Najsilniejsze witéciwosci antybakteryjne spodd szczepéw wzorcowych LAB
(L. plantarum C 11, L. sakei DSMZ 6333, L. lactis ATCC 11454) wykazywat
L. plantarumC11. Nie odnotowano #dic istotnych statystycznie w dziataniu hagoym
zadnego ze szczepbw wzorcowych LAB na szczepy GBS&owane od kobiet

i noworodkow.
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IV.4 Poréwnanie dziatania antybakteryjnego nizyny eaz szczepuL. lactis ATCC 11454

Nizyna w sgzeniach 1pg/ml i 0,5 pg/ml w hodowli GBS nie wykaza
wiasciwosci antybakteryjnych wobec tego drobnoustroju. Jezlgaczep wzorcowl. lactis

11454 hamowat wzrost kilku badanych szczepéw GBSagarytm.

IV.5 Wyniki adherencji wybranych izolatow GBS do kamérek linii tkankowych A-431
oraz HT-29

Przebadano adherencjwybranych 26 izolatow GBS, przeanalizowanych pod
wzgledem wraliwosci na oddziatywanie antagonistyczne bakterii z epdz actobacillus
oraz szczepow wzorcowycls. agalactiaeDSMZ 2134, S. agalactiae ATCC 12403,
S. agalactiadBAA-611 do linii tkankowych A-431 oraz HT-29.

Wykazano silniejsg adherengj paciorkowcow grupy B do linii tkankowej HT-29:ni
do A-431 (p=0,0005) (Ryc. 16-21).
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Ryc. 16. Adherencja szczefu agalactiaeo symbolu K-A17 (serotyp V, gen alp2) do komorieki |
tkankowej A-431.

Ryc. 17. Adherencja szczefu agalactiaeo symbolu K-A17 (serotyp V, gen alp2) do komérieki |
tkankowej HT-29.
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Ryc. 18. Adherencja szczej®u agalactiaeo symbolu K-A6 (serotyp la, gespsilor) do komérek
linii tkankowej A-431.

Ryc. 19. Adherencja szcze@i agalactiaeo symbolu K-A6 (serotyp la, gegpsilor) do komérek
linii tkankowej HT-29.
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Ryc. 20. Adherencja szczepu wzorcowemgalactiaeBAA-611 (serotyp V, gemib) do komérek
linii tkankowej A-431.

. b . .
Ryc. 21. Adherencja szczepu wzorcow&yamgalactiadBAA-611 (serotyp V, gemib) do komorek
linii tkankowej HT-29.




WYNIKI

IV.5.1 Zaleznos¢ adherencji GBS do komorek linii tkankowych A-431 i HT-29

od serotypu

Wykazano istotne statystycznieznmice w adherencji porailzy szczepami GBS
z serotypow Il (p=0,0462) oraz Il (p=0,0270) doiilitkankowych A-431 oraz HT-29.

Adherencja szczepéw GBS do komoérek linii A-431 dbytalena od serotypu
(p=0,0355). Najsilniej do komorek tej linii tkankeyvadherowaly szczepy GBS z serotypu
Il w przeciwienstwie do izolatdbw GBS natgcych do serotypu la, ktore adherowaty
najstabiej. Raénica w adherencji pomilzy szczepami z tych serotypéw byta istotna
statystycznie (p<0,05) (Rycina 22).
Przyleganie bakterii z gatunk8. agalactiaedo linii tkankowej HT-29 nie bylo zalme

od serotypu szczepow GBS.
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la Ib I 1] %
Serotypy GBS

Ryc. 22. Porownanie adherencji GBS z poszczegolrsariotypow do komorek linii tkankowej
A-431.
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IV.5.2 Zalezno$¢ adherencji GBS do komoérek linii tkankowych A-431 oaz HT-29
od genow biatek z klasy Alp

Szczepy GBS z genemib roznity sie pod wzgédem zdolnéci przylegania
do komorek linii tkankowych A-431 i HT-29 od szcpep GBS z genamialp2, alp3, bca
i epsilon(p=0,0102) (Ryc. 23; Ryc. 24)

Adherencja bakterii z gatunks. agalactiaedo linii komorkowej A-431 byta zaima
od gendw biatek z klasy Alp (p=0,0013). GBS z genaip2 orazrib w wickszej liczbie
adherowaty do linii A-431, w przeciwistwie do szczepéw GBS z genaip3.

Istotne statystycznie #éice zaobserwowano rowiiew adherencji porgdzy
szczepami GBS z #dymi genami biatek z klasy Alp do linii tkankowejTF29 (p=0,0373).
Bakterie GBS z genanailp2 i rib w wickszej liczbieprzylegaty do komarek linii tkankowej

HT-29 niz izolaty GBS z genangpsilonorazbca (p<0,05) (Ryc. 25).

Ryc. 23. Adherencja szczepu GBS o symbolu K-AZgtye 111, genrib) do komorek linii tkankowej
HT-29.
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Ryc. 24. Adherencja szczepu GBS o symbolu N-B4dtgp Ill, genrib) do komorek linii tkankowej
HT-29.
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Liczba komorek GBS
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alp2 rib epsilon bca alp3

Geny biatek z rodziny alfa-podobnych

Ryc. 25. Poréwnanie GBS pod wgdém adherencji do komérek linii komorkowej HT-29ezaej
od obecnéci genu biatek powierzchniowych z klasy Alp.
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IV.5.3 Porownanie adherencji szczepow GBS powtdzy grupami K i N oraz pomiedzy
grupami IA, 1B, lIA, 1IB, llIA, 11IB

GBS z grupy Kw wigkszej liczbie adherowaty do komoérek linii tkankowdj-29
niz do komorek linii tkankowej A-431 (p=0,0171). Niaabserwowano podobnej zah@sci
wsrod szczepow GBS zaliczanych do grupy N.

Adherencja szczepdéw GBS izolowanych od kobiet dio komoérkowej A-431 oraz
HT-29 byta zalena od genow biatek powierzchniowych GBS z klasy @lartas¢ p dla linii
tkankowych wynosita odpowiednio 0,0060 oraz 0,0068} nie zalgata od serotypu GBS.
Izolaty GBS z genemrib adherowaty silniej do komérek obu linii w poréwman
do pozostatych szczepOw. Rice istotry statystycznie zanotowano pamiy szczepami
Z genentib oraz szczepami z genaspsiloni bca(p<0,05).

Liczba komorek bakteryjnych GBS izolowanych od opowdkow adheragcych
do linii tkankowej A-431 zaleata od genu bialek z klasy Alp (p=0,0188), natomias
nie zaleata od ich serotypu. Zupetnie odwretrsytuacg zaobserwowano w przypadku
adherencji GBS do linii HT-29. Przyleganie GBS zgy N do linii HT-29 byto zalene
od serotypu szczepow (p=0,0348) natomiast niezakleod gendw biatek z klasy Alp.
Spardéd izolatdbw GBS najsilniej do komérek linii A-43dherowaty szczepy z geneib,
natomiast do komorek linii HT-29 szczepy z serotipu
Nie odnotowano rinic w adherencji do linii komérkowych A-431 i HT-2Pomkdzy
szczepami GBS z grup IA, IB, lIA, 1IB, llIA, 1lIB.

-98-



DYSKUSJA

V. DYSKUSJA

Paciorkowce grupy B z gatunkbtreptococcus agalactiagy izolowane od kobiet
z pochwy oraz odbytu, a ¢#as¢ kolonizacji mae wynosé nawet 40% w zalaosci
od badanej populacji, liczby pobieranych wymazéwviejseca ich pobrania, a taé& metod
hodowli drobnoustroju (Meyn i wsp., 2009). Danedepniologiczne wskazgj ze u 10-30%
zdrowych kobiet w @izy stwierdza si kolonizacg GBS. S. agalactiaestanowi zagrzenie
przede wszystkim dla ptodu i noworodka. Do koloojzdziecka mae dochodzi gtéwnie
podczas porodu. Dane epidemiologiczne uzyskanez pespdt Katedry Mikrobiologii UJ
CM wskazuj na znaczny odsetek kolonizacjisndd noworodkow urodzonych zarowno
przez kobiety zdrowe jak i kobiety zae wysokiego ryzyka wynogzy odpowiednio 26,7%

i 36% (Brzychczy-Wtoch i wsp., 2008). Ze wgdu na day problem jaki stanowi narastanie
nosicielstwa GBS wdd kobiet cgzarnych, zwazane z tym ryzyko kolonizacji noworodkow
i wystgpienia u nich zakeen paciorkowcowych oraz dodatkowo narastanie lekoogsor
wsrod szczepow GBS na stosowane antybiotyki, zasadihy#o scharakteryzowanie
wybranych izolatobw GBS. W niniejszej pracy pgidj prolke fenotypowej oraz genotypowej
charakterystyki izolatbw GBS pod wzdem wysgpowania polisacharydow
powierzchniowych, ich genow oraz gendw biatek pergbniowych z klasy Alp. Oceniono
takze wraliwo$¢ wybranych izolatdw GBS na dziatanie antagonistgcgmczepow bakterii
kwasu mlekowego izolowanych z pochwy oraz szczew@arcowych LAB syntetyzuagych

I wydzielagcych bakteriocyny. Ostatni cel pracy stanowita @ceadherencji badanych
szczepow GBS do komorek linii A-431 i HT-29 .

Wystepowanie serotypow GBS jest zate od czasu, regionu geograficznego,
od badanej populacji itd. Serotypem nafze] wysepujacym, odpowiedzialnym
za zakaenia noworodkow jest serotyp Il a ngstie Vi la (Lin i wsp., 1998).

Przynalenos¢ badanych szczepow GBS do serotypow la, Ib, [I-\BKreslono
pocztkowo za pomog metody lateksowej. Uzyskane wyniki zweryfikowarmsfugupc sk
metody multipleks PCR. Metoda multipleks PCR potwierdzitgniki oznaczenie serotypow
metod, lateksows dla 85 szczepdéw GBS na 99 badanych orazzliwita klasyfikacje
wszystkich zebranych szczepdéw do serotypéw. Trémine oznaczeniu serotypéw GBS

metod, serologiczg oraz ich sprawdzanie metpdultipleks PCR zostaly rownieopisane
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przez Poyart i wsp. (2007). W tej pracy 397 szcref@®BS na 426 badanych pod weadgm
przynalenosci do poszczegdlnych serotypow zaklasyfikowano zam@z metody
lateksowej. Metoda multipleks PCR potwierdzita kayze metog lateksovg wyniki

w przypadku 394 szczepdéw GBS oraz utivata klasyfikacje 425 szczepow GBS na 426
badanych. Innymi metodami rownie skutecznymi w ggrmwaniu GBS g zmodyfikowane
metody serologiczne oraz metody molekularne (MPCB/PFGE, MLST) zaproponowane
przez Benson i wsp. (2002), Ramaswamy i wsp. (2006) Kong i wsp. (2008).

Wsréd badanych 99 izolatéw GBS nie stwierdzono obg&trszczepdw z serotypow
IV, VII oraz VIIl. Réwniez w pracy Brzychczy-Wioch i wsp. (2009) nie opisano
wystepowania szczepow paciorkowcow z gaturkuagalactiaez serotypéw od IV do VIII.
Prawdopodobnie jest to spowodowane charakterysyyezamystpowaniem izolatbw GBS
zaleznym od regionu geograficznego (Lachenauer i w991 Z kolei Poyart i wsp. (2007)
w kolekcji 426 szczepdw zebranych na terenie Frastyierdzili obecnéc tylko trzech
szczepodw GBS z serotypow VI, VII oraz VIII. Me to wynik& ze znacznie liczniejszej
grupy badanej szczepoéw GBS (n=426) w porOéwnanilclirakteryzowanej w niniejszej
rozprawie doktorskiej (n=99). Mma rownie spekulowd, ze te szczepy zostaly
wyizolowane od pacjentdw z innych ras, czy tesob przybylych do Francji z innych
obszaréw geograficznych.

Slotved i wsp. (2007) opisali istnienie serotypu GBS. Ten fakt mize wyjaniac
brak maliwosci oznaczenia serotypow GBS we waziej przeprowadzanych przez zespoty
naukowcow badaniach rowniegprzy zastosowaniu metod molekularnych. Imperi pws
(2010) zaproponowali udoskonatpmeakcg multipleks PCR w poréwnaniu do wybranej
w pracy doktorskiej, dzki ktorej mazliwa jest detekcja gendweps wszystkich obecnie
opisywanych polisacharydow powierzchniowych (pmezzy od la do IX).

Biatka GBS z klasy Alp pelgiznacaca role m. in. w adherencji bakterii do nabtonka
gospodarza, inwazji, dodatkowo charakteryzi silng immunogenngcia. Dlatego podjto
préby detekcji gendw biatek z klasy Algrdd badanych izolatéw GBS.

Geny biatek powierzchniowych 99 zebranych szcze@BS z klasy Alp zostaty
oznaczone za pomganetody multipleks PCR. Nie napotkano na trugnaov uzyskaniu
wynikéw oraz ich interpretacji stosij wybram metod. W pracy nie zaplanowano
oznaczenia biatek powierzchniowych z klasy Alp. {2%& o rezygnacji z tego typu badania
byta zwhzana z opisywanymi w literaturze problemami napatwkni przy zastosowaniu
serologicznych metod oznaczenia tych biatek. Trédine wynikaty z reagowania szczepow

GBS posiadacych r&ne biatka z klasy Alp z at samy surowig diagnostycza,
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a tym samym wysakczestas¢ reakcji krzgowych (Maeland i wsp., 2004). Przyktad mog
stanow€ opisywane przez Peerson i wsp. (2007) zackmelzeakcje krzsowe pome¢dzy
szczepami GBS z biatkami Rib i Alp3, ktére wynikatyobecnéci u obu tych biatek tej
samej determinanty antygenowej.

Podobnie jak Peerson i wsp. (2007) w niniejszecprzaobserwowano poyzianie
pomiedzy wystpowaniem okréonych serotypow GBS oraz biatkami z klasy Alp livlich
genow. Wspotzalnosé ta nie jest ostateczna, co oznacaaw poszczegoélnych serotypach
GBS dane biatka i ich geny wygluja znacznie ogciej niz w innych serotypach, ale ich
wystepowanie nie jest charakterystyczne tylko i yeoginie dla jednego serotypu.
Zaobserwowane zaleosci dotyczyly wspotwysipowania serotypu la oraz gemypsilon
serotypow la, Ib i Il oraz genbca serotypu Il i genéwalp2 i rib, serotypu IV i genu
epsilon Poza tym jest maiwa wspoizalenos¢ pomedzy biatkiem Alp2 (geralp2) oraz
serotypem VIII oraz Alp3 (gealp3) z serotypem VIl i VIII (Creti i wsp., 2004).

Metoda multipleks PCR shgca zaréwno do detekcji gendéw polisacharydow
powierzchniowychcpsoraz gendw biatek powierzchniowych z klasy Alp relkéeryzuje si
wysoka specyficznécig i czutcscig. Poza tym umidiwia uzyskanie informacji, ktore
mogtyby mi€ niebagatelne znaczenie m. in. w dochodzeniu epalegicznym.

W przypadku kolonizacji pochwy przel. agalactiaeu kobiet cg¢zarnych istnieje
ryzyko transmisji drobnoustroju na noworodka wyrazsz 70%. Kolonizacja nowo
narodzonych dzieci przez GBS g# st z maliwoscig wysgpienia u nich wczesnych
lub p&nych zakaen paciorkowcowych, nierzadko zakzonych zgonem (Stomko i wsp.,
2001). Istnieje wiele kontrowersji dotygz/ch eradykacji nosicielstw@.agalactiaeu kobiet
ciezarnych, gdy proby jego eliminacji mag wigzat sie z ponown kolonizacj pochwy
przez GBS po zaprzestaniu podawania antybiotykategb zgodnie z rekomendacjami CDC
(Centres of Disease Control and Prevention) i Redgk Towarzystwa Ginekologicznego
w ramach okotoporodowej profilaktyki zalecg podawanie przed i w czasie trwania porodu
penicyliny G, a w przypadku nadwaavosci pacjentek na ten lek erytromycyny
i klindamycyny (Heczko i wsp., 2008). Jedrz przyczyn niepowodze stosowanej
antybiotykoterapii jest fakt,zi w ostatnich latach coraz griej obserwuje si wzrost
czestasci oporndgci szczepow GBS na makrolidy, linkozamidy i streptoniny B w wyniku
nabycia przez nie mechanizmu opawidVILSB oraz fenotypu M (Gherardi i wsp., 2007).
Dlatego te istotrg cze$cia zaproponowanych baflabyto oznaczenie mechanizmow
opornaci zebranych izolatbw GBS oraz okienia, czy istnieje zammos¢ pomidzy

wystepowaniem mechanizmu opolod na antybiotyki, a serotypem.
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W  niniejszej pracy oznaczono  wiavos¢ 99  izolatow GBS
na klindamycyr (2 ug) i erytromycyg (15ug). Przewaajaca liczba szczepdédw GBS byta
wrazliwa na wybrane antybiotyki (90 izolatbw GBS). Medizm opornéci MLSB
wykazano u 7 szczepow GBS, w tym mechanizm opeindLSB u 2 szczepéw GBS,
natomiast mechanizm opogud iIMLSB typu indukcyjnego u 5 izolatbw GBS. Fenpti
oznaczono u dwoch szczepow. Ze wdgl na niewielg liczbe szczepow GBS
z mechanizmem opordéa MLSB ifenotypem M oraz brak danych dotgcych
wystepowania gendéw oporgoi, ktérych uzyskanie przekraczato zadoe cele pracy, nie
bylo mazliwosci poszukiwania powjzan pomicdzy serotypem, a oporfgia na antybiotyki
oraz warunkujcymi ja genamierm orazmef A/E(Brzychczy-Wioch i wsp., Uh i wsp. 2004).
Warto jednak zauwg¢, ze szczepy GBS z mechanizmem kMLSB nalg do serotypow |l
i 1. Wgérdéd szczepdw z mechanizmem iIMLSB znalazhe stolaty przynaleace
do serotypow I, 11l oraz V. Fenotyp M zostat ozmany u izolatow z serotypu la i lll.

Do oceny wihaciwosci antagonistycznych bakterii z rodzdjactobacilluswobec
S. agalactiaezostaty wybrane szczepy LAB z gatunkow nejceej izolowanych z pochwy
(Strus i wsp., 2005; Strus i wsp., 2006). W grutee znalazto si 10 szczepéw LAB
reprezentujcych cztery gatunki takie jak gasseri(n=2),L. plantarum(n=3),L. fermentum
(n=2) orazL. rhamnosugn=3). W celu kontynuacji badaprzeprowadzono proby oceny
wrazliwosci GBS na dziatanie hamyge wybranych szczepow wzorcowych LAB
produkupcych znane i scharakteryzowane bakteriocyingc{obacillus sakeDSMZ 6333,
Lactococcus lactidATCC 11454 orazactobacillus plantarunC 11). Dodatkowo dokonano
zestawienia i porownania otrzymanych wynikow ocanyagonistycznej LAB izolowanych
Z pochwy oraz wzorcowych szczepow LAB wydzigtgch bakteriocyny wobec GBS.

Szczepy LAB izolowane z pochwy wykazywaty silne alanie antagonistyczne
wobec GBS, wiksze ni to jakie posiadaly szczepy wzorcowe LAB produke)
bakteriocyny. Spodd szczepow  wzorcowych LAB  produlgaych  peptydy
o wiaciwosciach antybakteryjnych silne wi@wosci hamujce wobec GBS wykazywat
szczeplL. plantarumC11 wyizolowany z kiszonych ogoérkéw. Nie wykazawoazliwosci
badanych szczepow GBS na dziatanie antybakteryjoeepul. sakeiDSMZ 6333 oraz
nieznaczg wrazliwos¢ na dziatanie hamage L. lactis ATCC 11454 réwnig izolowanych
z zywnosci. Potwierdzaj to wyniki bada Awaisheh i wsp. (2009). Autorzy poréwnaj
wiasciwosci antybakteryjne szczepdw bakterii z rodzbactobacillusizolowanych zaréwno
od cziowieka, zzywnosci oraz fermentowanych warzyw, zaobserwowali zd@indo

hamowania wzrostu bakterii wskakowych przez wszystkie analizowane szczepy LAB.
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Najsilniejsze wiaciwosci antagonistyczne posiadaty jednak szczepy baktenasu
mlekowego izolowane od ludzi.

W eksperymencie ocenigym dziatanie antagonistyczne LAB wobec GBS
nie zanotowano spadku liczby LAB izolowanych z peglani szczepow wzorcowych LAB
pod wptywem GBS przez caly czas trwania eksperymepbdobnie Ocana i wsp. (1999)
nie zaobserwowali wptywu hamigego E. faecaliswobecL. salivarius subsp.salivarius
CRL 1328. Istnigj jednak doniesienia o hamowaniu wzrostu bakteridzajuLactobacillus
przez paciorkowce czy zeenterokoki, a substancjami o aktywoob bakteriobojczej
syntetyzowanymi przez te bakterig grzypuszczalnie peptydy o charakterze bakteriocyn
(Kelly i wsp., 2003; Wescombe i wsp., 2003; Nigutowwsp., 2005; Nes i wsp., 2007,
Renye i wsp., 2009).

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu wykazanalZwarsily aktywnaé
antagonistycznszczepow LAB wobec izolatbw GBS.zJpo czasie 2 godz. od rozpeca
eksperymentu wsrodowisku kilku szczepdwlactobacillus wyizolowanych z pochwy
zaobserwowano spadek liczl8, agalactiaeo kilka logarytméw lub catkowit redukcg
populacji GBS. Wybrane szczepy LAB izolowane z pwghnalezace do gatunkow
L. plantarum L. gasseri L. rhamnosusoraz L. fermentumwykazywaly zrgnicowary
aktywna¢ antagonistyczn wobec GBS.S. agalactiaeokazuje s by¢ gatunkiem bakterii
wrazliwym réwniez na dziatlanie antagonistyczne szczepOw innych #atunLAB niz
wytypowane w niniejszej pracy, a rownigzolowanych z pochwy m. inL. brevis
L. acidophilus L. salivarius L. crispatus(Juarez Tomas i wsp., 2003; Ocana i wsp., 1999;
Ruiz i wsp., 2009) . Atassi i wsp. (2006) ocegtapziatanie hamygpe szczepéw LAB
pochodzenia pochwowego m. in. najeych do gatunkéwL. acidophilus L. gasser
L. crispatus L. jensenii oraz L. delbrueckii wobec szczepow Prevotella bivia
i Gardnerella vaginaliswvykazali zr@nicowary aktywna¢ poszczegoélnych szczepow LAB
pochodzenia pochwowego. Dziatanie t@niéo sie nie tylko pom¢dzy gatunkami LAB,
ale rownie pomidzy szczepami z tego samego gatunku. Wynika z tegoaktywnd¢
przeciwdrobnoustrojowa bakterii z rodzajuactobacillus nie jest cech gatunkow,
ale zaleng od szczepu.

Aktywnos¢ antybakteryjna poszczegoélnych szczepow LAB bytaniéz zalezna
od szczepu wskaikowego. W niniejszej pracy sfrod bakterii z rodzaju_actobacillus
izolowanych z pochwy ocenianych pod wagm widciwosci antagonistycznych wobec
GBS najsilniejsze dziatanie hamog wykazywaty szczepy z gatunkuplantarum Wyniki

bada Heng-Yiiwsp. (2008) orazHuett i wsp. (2006) potwierdzaj dziatanie gatunku
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L. plantarum jako silnego inhibitora wzrostuC. albicans E. coli, S. aureusoraz
P. aeruginosa

Szczepy wzorcowe LAB dilagce producentami bakteriocyn, takie jak
L. sakeiDSMZ 6333, L. lactis ATCC 11454 w odrénieniu od bakterii z rodzaju
Lactobacillis pochodzenia pochwowego nie wykazywaty akty$enantybakteryjnej wobec
GBS Ilub byta ona niewielka. Brak witawosci hamugce]j L. sakei DSMZ 6333
produkupcego sakacyn mogt by niewatpliwie spowodowany bardzo gskim spektrum
dziatania wydzielanego przez ten szczep peptyduanbgzonym giéwnie do LAB.
Przyktadowo badania Schillinger i wsp. (1989) oeg@ee wiaciwosci antagonistyczne
szczepuL. sakelLb 706 wydzielggcego sakacynhwykazaty hamowanie przez ten szczep
wzrostu m. in.L. sake L. curvatus L. paramesenteroidesk. faecalis oraz Listeria
monocytogenesSzczefl. sakeLb 706 jednak nie byt aktywny wobec innych bakt&iam-
dodatnich i Gram-ujemnych np. wobe8taphylococcus aureugzy tez Salmonella
typhimurium

Z kolei szczep wzorcowl. lactis 11454 wydzielajcy nizyre redukowat populagj
kilku badanych szczepéw GBS o0 1 logarytm przez calys trwania eksperymentu, przy
czym roztwor chemicznie czystej nizyny nie posiatédich wi&ciwosci. Mogto to mi€
zwigzek z obecnixia w hodowli L. lactis ATCC 11454 czynnikbw o dziataniu
antybakteryjnym wobec GBS innychzmizyna lub dziatajcych synergistycznie w stosunku
do nizyny.

Sparod  wybranych  szczepow wzorcowych LAB najsilniejszdziatanie
antagonistyczne wobec GBS, poréwnywalne z dzialanszczepdw bakterii z gatunku
L. plantarumizolowanych z pochwy wykazywdt plantarumC 11.Anderssen wsp. (1998)
wykazali zdolné¢ plantarycyn J i K oraz E i F wydzielanych przeezepL. plantarumC11
do hamowania wzrostu szczepow wskBowych m. in. L. plantarum
Pediococcus pentosaceusactobacillus viridescensRowniez whasciwosci antagonistyczne
wobec drobnoustrojow wykazuje plantarycyna A. Ddatearowno oddziatywanie pogizy
plantarycynami J i K oraz E i F, ale rowhipomidzy plantarycynami J, K i plantarycym
oraz plantarycynami E, F i plantaryegy®® ma charakter synergistyczny pgtijacy ich
dziatanie antybakteryjne (Anderssen i wsp., 1998stkansen i wsp., 2005; Moll i wsp.,
1999). Uzyskane wyniki wlasne podobnie jak wynikhych autorow sugeraj ze silne
wiasciwosci szczepOwL. plantarum izolowanych z pochwy poleggie na hamowaniu
wzrostu drobnoustrojowgswypadkowym efektem dziataniaadych mechanizméw, $wod

ktérych decydujce znaczenie me mi& zdolnag¢ produkcji bakteriocyn lub substanciji
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o charakterze bakteriocyn (BLIS).

Silna aktywndé¢ antybakteryjna szczepoéhactobacillusprzypisywana jest rownie
innym substancjom np. nadtlenkowi wodoru, kwasowekowemu, kwasowi octowemu,
czy tez niskiemu pH srodowiska (Niku-Paavola i wsp., 1999; Kaushik i wsg009).
Matu i wsp. (2009) oceniali dziatanie antagonishyeszczepow LAB izolowanych z pochwy
wobec bakterii bdacych czynnikami etiologicznymi bakteryjnej waginozZga aktywnéé¢
LAB w przeprowadzonych eksperymentach odpowiedeiddpty kwas mlekowy, nadtlenek
wodoru, a take bakteriocyny. Atassi i wsp. (2010) wykazali ®isiz aktywnaé czystego
chemicznie kwasu mlekowego wobec patogenow przewsakarmowego oraz uktadu
moczowo-ptciowego w steniach wyszych nk te, ktore § oznaczane w 24 godzinnych
ptynnych hodowlach LAB. Za najbardziej znace metabolity LAB o aktywnii bojczej
w eksperymencie  uznano nadtlenek  wodoru oraz tdabise  peptydy.
Kaewsrichan i wsp. (2006) dziatanie antagonistyczseczepow bakterii z rodzaju
Lactobacilluswobec szczepows. vaginalis E. coli oraz C. albicansprzypisali zwjzkom
o charakterze bakteriocyn oraz nadtlenkowi wod@ray czym nadtlenek wodoru nie byt
aktywny wobecC. albicans Z kolei w eksperymentach przeprowadzonych w Kaied
Mikrobiologii UJ CM przez Strus i wsp. (2005), wokych poréwnywano zdolsé
zahamowania wzrostu grzybdéw z rodzafQandida przez wybrane gatunki LAB
(m. in.L. plantarun) oraz roztwory czystych chemicznie produktow metiinu tych
bakterii (nadtlenek wodoru, kwas mlekowy), wykazataty aktywna¢ kwasu mlekowego
i nadtlenku wodoru wobec grzybéw w stosunku doegilmktywndci hamugcej ptynnych
hodowli LAB.

W opisanym w niniejszej pracy doktorskiej ekspeeyicie w 24-godzinnych
hodowlach wybranych szczepow LAB byly nagromadzpriez okres inkubacji produkty
metabolizmu bakterii. Dodatkowo przez caly czasatnia eksperymentu syntezowane
i wydzielanie byly zwizki o charakterze antybakteryjnym. Obegrig metabolitow, w tym
réwniez bakteriocyn oraz zwekéw bakteriocyno-podobnych w hodowlach 24-godzaimy
szczepow LAB izolowanych z pochwy (gtownie plantarun) oraz L. plantarumC 11
mozna tlumaczy silne wiaciwosci hamugce wzrost GBS ju po 2 godz. trwania
eksperymentu. Zachowanie beztlenowych warunkow whdeptywato niewgtpliwie na
ograniczenie produkcji przez szczepy LAB nadtlenkadoru oraz kwasu mlekowego
(Schillinger i wsp., 1989).

Wrazliwo$¢ GBS z poszczegolnych serotypdéw na dziatanie h@eulAB byta

niewatpliwie zwigzana z rénicami  w budowie sciany komorkowej GBS
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charakterystycznymi dla danego serotypu. Szczepys GBleace do serotypu Il $
najczsciej izolowanymi oraz wywotacymi zakaenia noworodkéw. Mee to whzat Sie
takze z istnieniem specyficznych mechanizméw ewazjz ardpornécia na oddziatywanie
antybakteryjne szczepow m. in. LAB kolonigcych te same nisze ekologiczne organizmu
cztowieka. Z kolei obiecgre g wyniki wskazujce na znacznwrazliwosé szczepow GBS

z serotypu V opisywanego coraze¢fae] jako czynnik zaksen zwilaszcza w grupie
dorostych pacjentoéw na dziatanie antagonistycznB pAchodzenia pochwowego.

Przebadano adherenayybranych 26 izolatow GBS do linii tkankowych A¥8raz
HT-29, ktore przeanalizowano pod weadgm wraliwosci na dziatanie hamage wzrost
bakterii z rodzajuLactobacillus Do badania wdczono rownie szczepy wzorcowe
S. agalactiaddDSMZ 2134 ,S. agalactiaeATCC 12403 oras. agalactiadBAA-611.

Wiegksza zdolné¢ adherencji badanych szczep®&w agalactiaedo linii tkankowe;j
HT-29 w poréwnaniu do A-431, me wynik& z r&nic w budowie oraz w obecka
adhezyn pomdzy tymi dwoma liniami tkankowymi. Silniejgzadherengj GBS do linii
tkankowej HT-29 ména rownie ttumaczy tym, ze GBS kolonizuje gtéwnie dolny odcinek
przewodu pokarmowego, a kolonizacja pochwy jestepasvem tego procesu.

Réznice w przyleganiu GBS do linii tkankowych A-431HT-29 byly réwnie
zalezne od serotypu. Najsilniej do komoérek linii tkankgsk przylegaty szczepy GBS
z serotypow Il oraz Il. Szczepy GBS z serotypu, lHwlaszcza naigce do RDP
(ang. restriction digested pattern, RDP) typu |Ik®ry jest najcgiciej izolowany z zaksen
noworodkow mae posiada dodatkowe glikozylowane biatka o funkcji adhezyn,
co ttumaczytoby wikszy zdolnag¢ do adherencji tego serotypu GBS (Seifert i wspQ&).
Mikamo i wsp. (2001) porowngg izolaty GBS serotypow IIl i VIII pochodzenia
pochwowego oraz z zaken noworodkéw, wykazali rinice zalene od serotypu
w zdolngci do adherowania do komorek linii raka ptuca A-5&rczepy GBS naigce
do serotypu VIII adherowaty silniej do ludzkich kérek linii raka ptuca A 549 niizolaty
GBS z serotypu lll. Zawaneh i wsp. (1979) badadherengj izolatow GBS nal&cych
do serotypow la, Ib, II, 1l do komodrek nabtonka cbavy uzyskanego od pacjentek,
od ktorych wyizolowano szczepy GBS, nie uzyskaktystycznie znamiennych adic
w przyleganiu GBS z poszczegolnych serotypow. Wazki z tym za adhererciGBS do
komoérek nabtonka odpowiaday pewndcia receptory biatkowe, a nie polisacharydy CPS.
Duze znaczenie wtym procesie momi& roéwniez znaczenie miejsce izolacji szczepu.
Mikamo i wsp. (2004) wykazali istotne mdice w przyleganiu do linii tkankowej A 549

pomidzy szczepami GBS  z serotypu VIII izolowanymi zclpay, a szczepami
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izolowanymi z zakaen noworodkow. Nie zanotowano takiej zatesci pomkdzy szczepami

GBS z serotypu Il izolowanymi zaréwno z pochwy jakzakaenh noworodkow.
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VI. WNIOSKI

. W analizowanej kolekcji 99 izolatbw GBS dominowaratyp Ill. W kolejndgci
malepcej oznaczono obecfbnastpujacych serotypdw: la, 11, V, Ib i IV.

. Najczsciej oznaczanym genem spad genow biatek z klasy Alp byt gealp2,

a nasgpnie genyepsilon bca rib orazalp3.

. Zaobserwowano zateos¢ pomidzy serotypem GBS, a genami biatek z klasy Alp.
Zaleznos¢ ta wystpowata pomgdzy serotypem la, a geneepsilon serotypami Ib
oraz Il i genembca, serotypem lll, a genanalp2 i rib oraz serotypem IV i genem
epsilon

. Wszystkie szczepy LAB natgece do gatunkéwL. plantarum L. rhamnosus
L. gasserioraz L. fermentumizolowane z pochwy wykazywaty dziatanie hagog
wzrost GBS, a najsilniejsze wfawosci antagonistyczne wykazywaty szczepy LAB
z gatunku L. plantarum Spdrod trzech szczepow wzorcowych wyizolowanych
z zywnaosci, produkugcych bakteriocyny wybranych do eksperymentu, jeglyni
L. plantarum C 11 hamowat wzrost GBS, przy czym bytlo to stabszeatanie
hamupce w poréwnaniu do szczepdw plantarumizolowanych z pochwy.

. Wrazliwos¢ paciorkowcow z grupy B na dziatanie antagonistgctiAB zalezata
od serotypu. Najmniej wesiwe na dziatanie antagonistyczne LAB izolowanych
z pochwy byty szczepy GBS z serotypow la i lll. dléi najmniejsgz wrazliwosé

na dziatanie antybakteryjne szczepow wzorcowych LAgkazywaly izolaty GBS

z serotypu Ib oraz Ill.

. Wrazliwos¢ szczepow GBS na dziatanie antagonistyczne LAB owahych

z pochwy zalgata od genéw biatek z klasy Alp, natomiast #iv@os¢ GBS
na dziatanie antagonistyczne szczepdéw wzorcowycB b byta zalena od genow
tych bialek. Najmniejszy spadek liczeBopb GBS pod wpltywem dziatania
antagonistycznego szczepow LAB zostat zaobserwowainplatow GBS z genem
alp2.

. Nie stwierdzono rénic we wraliwosci na dziatanie hamage LAB pomedzy
szczepami GBS izolowanymi od kobiet (grupa K) ilameanymi od noworodkéw
(grupa N). Ranice we wraliwosci GBS na dziatanie antagonistyczne zanotowano
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8.

pomiedzy mniejszymi liczebnie grupami GBS wyelnionymi na podstawie miejsca
ich izolacji (grupy IA, 1B, IIA, 1B, llIA, 1IB).
Wsréd przebadanych izolatéw GBS nie bylo szczepowroprh na dziatanie LAB.

9. Szczepy GBS silniej adherowaty do komoérek liniintkawej HT-29 ni do komérek

linii tkankowej A-431. Adherencja szczepow GBS dniorek linii tkankowej A-431
byla zalena zaréwno od serotypu GBS jak i genéw biatek z¥IAlp. Najsilniej
do linii komorkowej A-431 przylegaly szczepy GBSerotypu lll. Adherencja GBS
do komoérek linii tkankowej HT-29 zatata jedynie od gendw biatek z klasy Alp.
Najsilniej do komorek obu linii tkankowych przyldgaszczepy GBS z genamib

i alp2. Adherencja szczepow GBS z geneiln roznita sk istotnie statystycznie
od przylegania szczepow GBS z innymi genami biatglasy Alp.
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VIl. STRESZCZENIE

Na pocatku lat szé¢dziesatych XX w. zaczto notowd narastanie liczby zaken
noworodkow spowodowanych prz&treptococcus agalactigang. Group B Streptococcus
GBS). Liczne dziatania zapobiegawcze polegaj m. in. na wprowadzeniu w latach
dziewkcdziesptych XX w. zalecé CDC (Center for Disease Control and Prevention)
w Stanach Zjednoczonych, a ngwstie w innych krajach, rowniew Polsce, znacznie
obnizyty czestas¢ zakaen noworodkéw o etiologilS. agalactiae W zwigzku ze stosowan
antybiotykoprofilaktyls zgodnie z obowizujacymi rekomendacjami CDC pojawit ¢si
problem narastagej oporndci szczepdw GBS na stosowane antybiotyki. Niniejseca
miata na celu szczegotawcharakterystyk szczepdw GBS, dgki ktérej zostaly zebrane
informacje o budowie antygenowd}. agalactiag a take o interakcjach z komaorkami
organizmu gospodarza oraz z bakteriami kwasu mlegow z ktorymi GBS wchodzi
w skiad flory pochwy.

Charakterystyce poddano szczepy GBS (n=99) izolewaarowno od kobiet
skolonizowanych, od kobiet z klinicznymi objawartarsu zapalnego pochwy, jak i od kobiet
cigzarnych rutynowo badanych w kierunku nosicielstwaSGBozostate izolaty pochodzity
od noworodkéw, ktore z emych przyczyn zostaty przyge na oddziat noworodkowy,
a take od noworodkoéw skolonizowanych GBS bez objawovazeria.

Charakterystyka fenotypowa oraz genotypdsvaagalactiagpolegata na oznaczeniu
serotypow GBS metad serologiczn, detekcji gendw kodagych poszczegdlne
polisacharydy powierzchniowecg oraz detekcji gendw kodigych biatka z klasy Alp
(geny bca, epsilon alp2, alp3, alp4, oraz rib) przy wyciu reakcji multipleks PCR.
Przeprowadzono réwnie ocerr lekoopornéci szczepow GBS na erytromyayn
i klindamycyre w celu okrélenia mechanizméw oporéc MLSB typu konstytutywnego lub
indukcyjnego, czy te fenotypu M. Kolejna oxé pracy doktorskiej dotyczyta oceny
wrazliwosci badanych izolatbw GBS na dziatanie wybranychzepéw bakterii kwasu
mlekowego (ang. lactic acid bacteria, LAB) produkych bakteriocynyl(actococcus lactis
ATCC 11454, Lactobacillus plantarum C11 Lactobacillus sakei DSMZ 6333)
oraz stanowjcych podstawowy skfadnik flory fizjologicznej drégdnych (. plantarum
L. gasserj L. fermentumL. rhamnosus Eksperyment zostat wykonany w mieszaninach

ptynnych, 24-godzinnych hodowli LAB oraz GBS i ozmany ilgciowg metod, seryjnych
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rozcienczen. Dodatkowo w ramach niniejszej pracy zostata amemiadherencja wybranych
izolatbw GBS do komorek linii raka nabtonkowego lpogy A-431 oraz komorek linii
gruczolakoraka okgnicy HT-29.

W zebranej kolekcji izolatbw GBS wksza¢ szczepow nalata do serotypu Il
oraz posiadata gealp2. W obkbie badanych 99 szczepow GBS, 90 byto ang/ch
na zastosowane antybiotyki. Stwierdzono 7 szczep®8 z mechanizmem MLSB oraz dwa
szczepy z fenotypem M.

Uzyskane wyniki oceny antagonizmu LAB wobec GBS awmlgg na silne
antagonistyczne oddziatlywanie bakterii z rodzdjactobacillus Wykazano istotne
statystycznie rinice pomédzy gatunkami bakterii z rodzajuactobacillus w dziataniu
hamupcym wobec wybranych izolatbw GBS. Najsilniejsze dstaosci hamujce wobec
GBS wykazywaly szczepy bakterii z gatunkuplantarum Sparéd szczepow wzorcowych
LAB produkugcych bakteriocyny najsilniejsze wfawosci hamugce wzrost GBS
wykazywat szczefd.. plantarumC 11. Z kolei szczepy wzorcowe sakeiDSMZ 6333
orazL. lactis ATCC 11454 nie wykazywaly zdolda do redukcji populacji GBS,
lub byta ona niewielka. Analiza wynikow eksperymemrykazata zalenos¢ wrazliwosci
GBS nadziatanie antagonistyczne LAB od serotypovBSGoraz genow biatek
powierzchniowych z klasy Alp.

Adherencja izolatow GBS do linii komorkowej HT-29do linii A-431 r&nita sk
istotnie statystycznie. Adherencja GBS do komoréki dinii tkankowych bytla zalena
od gendw biatek z klasy Alp, ale tylko w przypadknii komorkowej A-431 rownie
od serotypu. Szczepy GBS z serotypu Il adherowafgilniej do komoérek linii tkankowej
A-431. Najsilniej do komorek obu linii tkankowychzylegaty szczepy GBS z genanib
ialp2  Adherencja szczepéw GBS z genetb réznita sk istotnie statystycznie
od przylegania szczepow GBS z innymi genami biatklasy Alp.

Podsumowujc, uzyskane wyniki w przyszoi moglyby by pomocne
w poszukiwaniu alternatywnych sposobow eliminaogicielstwa GBS u kobietgiarnych.
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Vill. SUMMARY

Since the early 1960s, infections caused Sigeptococcus agalactia€Group B
Streptococcus, GBS) are recorded more often. Nounseprecautions are undertaken
to prevent infections caused by GBS in newborns.e Timtroduction of CDC
recommendations in the United States in the 199G% then in other countries, also
in Poland, successfully decreased infections inboems. Unfortunately, the prevalence
of GBS resistance to erythromycin and clindamycisedu in intrapartum antibiotic
prophylaxis is still increasing. The aim of the gget Ph.D. dissertation was to characterize
GBS isolates. The information about GBS capsuléigans, interactions with host cells and
interactions with LAB (Lactic Acid Bacteria) thatas gathered may be useful in the future
to research alternative methods of eliminating vnabGBS colonization in pregnant women.

Tested GBS strains (n=99) from colonized women, @mwith clinical symptoms
of vaginitis, pregnant women screened accordinthéoCDC recommendations as well as
infected and colonized newborns were isolated.

The phenotypic and genotypic characteristic of GB®lved marking serotypes
with the use of GBS serotyping kit, and also détgctapsular polysaccharides gemngs
and alpha-like protein genebcg, alpl, alp2, alp3, alp4 andrib) by employing multiplex
PCR reactions. The disc diffusion method was useantlyze incidences of erythromycin
and clindamycin resistance among GBS strains. Elxeaim of the doctoral dissertation was
to assess the sensitivity of GBS strains to thegumtistic activity of chosen LAB strains
originating from the vagina of healthy womeh. fplantarum (n=3), L. fermentum(n=2),

L. gasseri(n=2),L. rhamnosugn=2)) and producing bacteriocins such_aplantarumC11,

L. sakeiDSMZ 6333 L. lactisATCC 11454. Antagonism between LAB and GBS watetks
in a mixture of fluid 24h cultures and the resultere determined quantitatively
by the method of serial dilutions. An assessmenthef adhesion of chosen GBS strains
to the human colon adenocarcinoma cell line (HT-&% human epidermoid vulvo-vaginal
cells (A-431) in relation to capsular polysacchasidbf GBS and alpha-like protein genes
in the conventional adherence assay was determined.

In the collection of GBS isolates, the majoritystfains belonged to serotype IIl and
possessedlp2 gene. Most of GBS strains (n=90) were susceptiblthé antibiotics used.

7 GBS strains possessed MLSB mechanism and 2 Gifids possessed M phenotype.
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Most of the investigated LAB strains had an abitibyinhibit the growth of GBS.
Statistically significant relationship was confircthdor LAB strains originating from
the vaginaL. plantarumstrains were the most effective LAB strains isedafrom vagina
inhibiting GBS.L. plantarumC 11 standard strain showed the strongest antstgoproperty
against GBS out of the other standard strains oB.LAhe standard strains isolated from
food, such ak. sakeiDSMZ 6333 and.. lactisATCC 11454 did not show any antimicrobial
activity against GBS strains. Statistically sigeéfint dependence was confirmed
for sensitivity of GBS serotypes and GBS alpha-fiketein genes to the antagonistic activity
of LAB.

The adherence of GBS strains to HT-29 cell line wagificantly higher than
to A-431 cell line. The adherence of GBS strain®\1431 depended on both their serotype
and alpha-like protein genes. Serotype Il adhéoed-431 cells the strongest, especially
the strains containingib and alp2 genes. Adhesion of GBS strains to HT-29 depended
on alpha-like protein genes only. The GBS straioataining rib and alp2 genes were
the most adhesive. GBS strains containingrthegene adhered to HT-29 and A-431 cell

lines more strongly than GBS strains possessingr atipha-like protein genes.
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IX. WYKAZ ZAt. ACZNIKOW

IX.1 Wykaz rycin

Rycina 1

Rycina 2

Rycina 3

Rycina 4

Rycina 5

Rycina 6

Rycina 7

Rycina 8

Rycina 9

Rycina 10

Pozytywny wynik testu CAMP.

Drzewo filogenetyczne bakterii kwasu mlekowego LABvzgkdniajgce
bakterie tlenowe oraz wzglnie beztlenowe bakterie Gram-dodatnie z typu
Clostridium(zawartd¢ par G-C < 50 mol%) ( Salminen i wsp., 1998).
Warianty hodowli szczepow wzorcowych LAB zastosowame wsgpnej
ocenie ich whéciwosci antagonistycznych wobec szczepow GBS.

Produkty amplifikacji PCR otrzymane z wykorzystaniestarterow dla
poszczegolnych serotypdéw GBS ( laF, 1aR, IbF, IBR, IR, IlIIF, IR, IVF,
IVR). Sciezki od lewej: I-X szczepy GBS z poszczegolnych sgréw la, Ib-
IV, Xl-préba negatywna, Xll-proba pozytywna, M- rkar wielkasci 100-
2500 pz).

Produkty amplifikacji PCR otrzymane z wykorzystaniestarterow dla
poszczegolnych biatek powierzchniowych GBS z kla&kp (Universal
forward, Alpha C reverse, Rib reverse, Epsilon/Atpterse, Alp2/3 reverse,
Alp4 reverse). Sciezki od lewej: M- marker 100-2500 pz., N- proba
negatywna, K-préba pozytywna, pozostatgezki przedstawiaj produkty
amplifikacji genéwrib, bca alp2/3, epsilon

Podziat procentowy badanych izolatbw GBS na podstaekoopornéci
na klindamycyas.

Podziat procentowy badanych izolatbw GBS na podstaekoopornéci
na erytromycya.

Wozrost szczepu GBS o0 symbolu N-A9 otazgasserina podtau Columbia

z dodatkiem 5% krwi baraniej.

Poréwnanie dziatania hamgpgo gatunkow LAB wobec GBS jako spadek
liczby GBS (cfu/ml) w czasie 2 godz. od rozpegma eksperymentu.
Poréwnanie zmian liczb GBS z poszczegolnych settylog cfu/ml)
po 2 godz. trwania eksperymentu. Ten sam kolopyserotypow oznacza
brak r@nic statystycznych porailzy nimi.
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Rycina 11

Rycina 12

Rycina 13

Rycina 14

Rycina 15

Rycina 16

Rycina 17

Rycina 18

Rycina 19

Rycina 20

Rycina 21

Rycina 22

Rycina 23

Poréwnanie hamag¢ego dziatania poszczegolnych gatunkow LAB na gagze
GBS izolowanych od kobiet (grupa K) oraz od nowdms (grupa N)
po 2 godz. trwania eksperymentu.

Poréwnanie liczb GBS (cfu/ml) pogdzy grupami izolatow wyogbnionych
w oparciu o0 miejsce ich izolacji po 2 godz. swodowisku LAB. Strzafki
czarne oznaczgj réznice istotne statystycznie pogdzy grum 1B
oraz grupami llA, IA, IB i IlIA (p<0,05); strzalkzielone oznaczajroznice
istotne statystycznie pogadzy grup IlIB oraz grupami IA, IB i llIA (p<0,05).
Zaleznos¢ liczby GBS (cfu/ml) w okrdonych czterech punktach czasowych
eksperymentu (1 godz., 2 godz.,, 3 godz., 4 goda) drziatania
antybakteryjnego szczepow wzorcowych LAB.

Poréwnanie zmian liczb GBS z poszczegolnych settylog cfu/ml)
po 2 godz. trwania eksperymentu. Ten sam kolopygmeerotypdéw oznacza
brak r@nic statystycznych porailzy nimi.

Poréwnanie liczby GBS (log cfu/ml) w poszczegolnychrupach
wyodrebnionych na podstawie miejsca izolacji szczepévéradowisku LAB
po 2 godz. od momentu rozpecia eksperymentu.

Adherencja szczep6. agalactiaeo symbolu K-Al7 (serotyp V, gealp2)
do komorek linii tkankowej A-431.

Adherencja szczep®. agalactiaeo symbolu K-Al7 (serotyp V, gealp2)
do komorek linii tkankowej HT-29.

Adherencja szczep8. agalactiaeo symbolu K-A6 (serotyp la, gespsilon
do komorek linii tkankowej A-431.

Adherencja szczep8. agalactiaeo symbolu K-A6 (serotyp la, gespsilor)
do komorek linii tkankowej HT-29.

Adherencja szczepu wzorcowe§o agalactiaecBAA-611 (serotyp V, gemib)
do komorek linii tkankowej A-431.

Adherencja szczepu wzorcowe§o agalactiaeBAA-611 (serotyp V, gemib)
do komorek linii tkankowej HT-29.

Poréwnanie adherencji GBS z poszczegoélnych seratygd komorek linii
tkankowej A-431.

Adherencja szczepu GBS o symbolu K-A2 ( serotypddénrib) do komorek
linii tkankowej HT-29.
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Rycina 24  Adherencja szczepu GBS o symbolu N-B4 ( serotypgihrib) do komorek
linii tkankowej HT-29.
Rycina 25 Poréwnanie GBS pod wzaglem adherencji do komorek linii komorkowej

HT-29 zalenej od obecnii genu biatek powierzchniowych z klasy Alp.

IX.2 Wykaz tabel

Tabela 1 Klasyfikacja i ogolna charakterystyka bakteriocyn.

Tabela 2 Przykiady bakteriocyn z poszczegollnych klas prosvewme przez LAB,
miejsce izolacji szczepu LAB oraz zakres aktygai@robnoustrojowe;.

Tabela 3 Startery specyficzne dla poszczegolnych polisadtwypowierzchniowych
GBS oraz wielké¢ produktow reakcji multipleks PCR (pz) (Poyart ipus
2007).

Tabela 4 Startery specyficzne dla poszczegolnych biatlek pmehniowych GBS
z klasy Alp oraz wielké& produktow reakcji multipleks PCR (pz).

Tabela 5 Warunki hodowli poszczegolnych szczepdw bakteriagwmlekowego.

Tabela 6 Tabela zbiorcza izolatdw GBS (n=99) oraz wynikOwnazzenia serotypow
metod, lateksow, detekcji gendw polisacharydow powierzchniowydiiatek
z klasy Alp oraz oceny lekooporstd szczepow GBS.

Tabela 7 Poréwnanie wynikbw oznaczenia serotypow GBS za mammetody
serologicznej i multipleks PCR (n=99).

Tabela 8 Wystepowanie serotypow badanych izolatbw GBS w grupadudg N.

Tabela 9 Wystepowanie  serotypow badanych izolatbw GBS w grupach
wyodrebnionych na podstawie miejsca izolacji szczepow.

Tabela 10 Wystepowanie genow biatek z rodziny alfa-podobnych wpgieh K i N

Tabela1ll Wystcpowanie gendw biatek z rodziny alfa-podobnych wargah grupach
GBS wyodebnionych na podstawie miejsca ich izolaciji.

Tabela 12 Wystepowanie serotypdéw badanych szczepdéw GBS wraz zngebatek
powierzchniowych GBS z klasy Alp.

Tabela 13  Charakterystyka wybranych izolatbw GBS w oparciseootypy i geny biatek

powierzchniowych z klasy Alp.
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Tabela 14 Poréwnanie wisciwosci  hamugcych  bakterii  kwasu  mlekowego
produkupcych bakteriocyny jako liczba GBS (cfu/ml) po 1 godpo 2 godz.,
po 3 godz. oraz po 4 godz. trwania eksperymentut@sa p).
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