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Πρόλογος 

 

Ο έλεγχος των νοσοκομειακών λοιμώξεων, που προκαλούνται από Gram 

αρνητικά βακτήρια, απασχολεί τα τελευταία χρόνια όλες τις ανεπτυγμένες χώρες. Μετά 

την εισαγωγή νέων, ευρέος φάσματος αντιβιοτικών για την αντιμετώπιση ανθεκτικών 

κλινικών στελεχών του γένους Enterobacteriacae κατά τη δεκαετία του ’70, καινούργια 

αερόβια Gram αρνητικά παθογόνα διαδραμάτισαν καίριο ρόλο στο προσκήνιο της 

ενδονοσοκομειακής μικροβιακής αντοχής. Ανάμεσα σε αυτά είναι και τα είδη 

Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia και Acinetobacter spp. 

Όσον αφορά το A. baumanii, είναι ένα ευκαιριακό νοσοκομειακό παθογόνο, 

υπεύθυνο για μια ποικιλία σοβαρών λοιμώξεων, κυρίως στις μονάδες Εντατικής 

Θεραπείας. (1). Οι περισσότερες περιπτώσεις νοσοκομειακής πνευμονίας, που 

εμφανίζονται κυρίως σε ασθενείς με μηχανική αναπνοή (2, 3), η βακτηριαιμία, η 

νοσοκομειακή μηνιγγίτιδα, (4) λοιμώξεις ανώτερου ουροποιητικού και σποραδικά 

περιστατικά ενδοκαρδίτιδας, αποτελούν τις πιο σοβαρές λοιμώξεις που προκαλούνται από 

το A. baumanii (5). Η δυνατότητα αυτών των βακτηρίων να επιβιώνουν σε ξηρές 

επιφάνειες και η ικανότητά τους να αναπτύσσουν αντοχή στα αντιβιοτικά, 

ανταλλάσοντας γενετικό υλικό, ευθύνονται για την εξάπλωση επιδημιών. (6) 

Όσον αφορά στις θεραπευτικές επιλογές, αυτές φαίνεται να περιορίζονται 

συνεχώς, λόγω της διασποράς ανθεκτικών στελεχών A. baumanii ακόμα και σε ευρέως 

φάσματος β-λακταμικά αντιβιοτικά όπως οι καρβαπενέμες (7,8). Σε περιπτώσεις αντοχής 

στις καρβαπενέμες, η σουλμπακτάμη μόνη της ή σε συνδυασμό με την αμπικιλλίνη 

φαίνεται να έχει καλύτερη δραστικότητα (9). Η κολιστίνη (παράγωγο πολυμυξίνης Ε) 

επίσης είναι φάρμακο εκλογής σε περιπτώσεις πολυανθεκτικών στελεχών, με συνοδά 

ωστόσο νεφροτοξικά αποτελέσματα (10). Η τιγεκυκλίνη (νέα γλυκυλκυκλίνη) εμφανίζει 
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αρκετές φορές ικανοποιητική δραστικότητα έναντι στελεχών A. baumanii, αν και έχουν 

υπάρξει αρκετές αναφορές αντοχής (11,12). Σε σοβαρές λοιμώξεις από A. baumanii 

χρησιμοποιούνται συνήθως μικτά θεραπευτικά σχήματα, τα οποία μπορεί να 

περιλαμβάνουν α) β-λακτάμες σε συνδυασμό με αμινογλυκοσίδες ή φλουοροκινολόνες, 

β) σουλμπακτάμη με κεφεπίμη ή καρβαπενέμη και γ) πολυμυξίνη Β, ιμιπενέμη και 

ριφαμπικίνη (13). Ωστόσο, η συνδυασμένη χορήγηση αντιμικροβιακών παραγόντων δεν 

έχει ευρέως μελετηθεί σε κλινικό επίπεδο και το πρόβλημα της αντιμετώπισης 

πολυανθεκτικών στελεχών A. baumanii παραμένει άλυτο και ιδιαίτερα σημαντικό. 

Η αντοχή στις καρβαπενέμες για το A. baumanii γίνεται τα τελευταία χρόνια όλο 

και συχνότερο φαινόμενο σε παγκόσμιο επίπεδο ενώ οι υποκείμενοι μοριακοί μηχανισμοί 

παραμένουν άγνωστοι, παρά τη συστηματική μελέτη τους. Οι περισσότερες σχετικές 

μελέτες αναφέρονται στη παραγωγή β-λακταμασών και τη περιγραφή τόσο ενδογενών 

ενζύμων (AmpC και OXA-51) όσο και εξωγενών, όπως οι τύπου VIM και IMP μεταλλο-

β-λακταμάσες και η ΟΧΑ-58 οξακιλλινάση (14). Το φάσμα υποστρωμάτων αυτών των 

ενζύμων ποικίλει και υπάρχουν αλληλόμορφα, όπως οι οξακιλλινάσες ΟΧΑ-23 και ΟΧΑ-

24 που υδρολύουν ισχυρά τις καραβαπενέμες. Άλλοι μηχανισμοί, όπως η κακή 

διαπερατότητα του κυτταρικού τοιχώματος, λόγω μειωμένης έκφρασης πορινών (π.χ. η 

CarO πορίνη), φαίνεται να δρουν συνεργικά με τις β-λακταμάσες και να προσδίδουν 

υψηλά επίπεδα αντοχής (15) . Η ύπαρξη επίσης αντλιών ενεργού εκροής διερευνάται 

συστηματικά σε σχέση με το πολυανθεκτικό φαινότυπο του είδους  αν και δεν έχουν 

ακόμα βρεθεί αντλίες που να επηρεάζουν σημαντικά τις καρβαπενέμες. Τέλος, η μελέτη 

της μειωμένης έκφρασης πενικιλλινο-δεσμευτικών πρωτεϊνών στο τοίχωμα της 

πεπτιδογλυκάνης, οι οποίες εκτός της σύνθεσης του στρώματος πεπτιδογλυκάνης 

προσδένουν και β-λακταμικά αντιβιοτικά, βρίσκεται σε πολύ πρώιμα στάδια. 
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Η εμφάνιση ετερογενούς φαινότυπου από στελέχη A. baumanii παρατηρήθηκε 

πρώτη φορά το 1997, από τους Pascual et al (16) αλλά δεν ακολούθησαν εκτενέστερες 

μελέτες. Το 2005, οι Pournaras et al (17) περιέγραψαν την ανάπτυξη αποκιών μέσα στη 

άλω αναστολής των e-test μεροπενέμης και ιμιπενέμης, στελεχών A. baumanii, που ήταν 

μετρίως ευαίσθητα ή ανθεκτικά στις καρβαπενέμες. Στην παρούσα εργασία, 

μελετήθηκαν, in vitro και in vivo, τα χαρακτηριστικά και η συμπεριφορά στελεχών A. 

baumanii, που εμφάνιζαν ετερογενή φαινότυπο, αλλά ήταν ευαίσθητα στις καρβαπενέμες. 

 

Ταξινόμηση –Διαχωρισμός των ειδών 

Παραδοσιακά, η έννοια «μικροβιακό είδος» καθορίζει το σύνολο των στελεχών 

ενός μικροοργανισμού με κοινά φαινοτυπικά χαρακτηριστικά. Ωστόσο σήμερα, η 

δυνατότητα χαρτογράφησης του γενετικού υλικού των μικροοργανισμών με μοριακές 

μεθόδους παρέχει πιο αξιόπιστα και αντικειμενικά δεδομένα ταξινόμησης των μικροβίων. 

Επισήμως, ως «μικροβιακό είδος» ορίζεται το σύνολο των στελεχών με τουλάχιστον 70% 

DNA-DNA ομολογία και με μέγιστη διαφορά 5ο C στη θερμοκρασία αποδιάταξης του 

DNA (Tm) (18). Τα γενωμικά είδη που προκύπτουν με βάση αυτά τα μοριακά δεδομένα 

και που έχουν διαφορετικές φαινοτυπικές ιδιότητες, πληρούν τις προϋποθέσεις ώστε να 

υιοθετηθούν διαφορετικές δοκιμασίες για την ταυτοποίησή τους. 

Η ιστορία του γένους Acinetobacter χρονολογείται από τις αρχές του 20ού αιώνα, 

όταν το 1911, ο Beijerinck, ένας Δανός μικροβιολόγος, περιέγραψε έναν οργανισμό που 

ονόμασε Micrococcus calcoaceticus, τον οποίο απομόνωσε από το χώμα, εμπλουτίζοντάς 

το με οξικό ασβέστιο (19). Τις επόμενες δεκαετίες περιγράφηκαν πολλοί παρόμοιοι 

μικροοργανισμοί και ταξινομήθηκαν σε τουλάχιστον 15 διαφορετικά γένη και είδη. Το 

σημερινό γένος Acinetobacter, η ονομασία του οποίου προέρχεται από την ελληνική λέξη 

«ακίνητος», προτάθηκε αρχικά από τους Brisou και Prevot το 1954, οι οποίοι θέλησαν με 
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τον τρόπο αυτό να διαχωρίσουν τους ακίνητους από τους κινητούς μικροργανισμούς τους 

γένους Achromobacter (20) και έγινε ευρύτερα αποδεκτό από το 1968 (21). Εκτενείς 

μελέτες επί των τροφικών τους απαιτήσεων έδειξαν ότι τα οξειδάση-αρνητικά στελέχη 

διέφεραν από τα οξειδάση-θετικά. Το 1971, η «Επιτροπή Ταξινόμησης των Moraxella και 

σχετικών με αυτές Βακτηρίων» (Subcomittee on the Taxonomy of Moraxella and Allied 

Bacteria) πρότεινε ότι το γένος Acinetobacter αποτελείται αποκλειστικά από οξειδάση-

αρνητικά στελέχη ( 22). Μερικά από τα Gram-αρνητικά, αζυμωτικά βακτήρια που τώρα 

ανήκουν στο γένος αυτό, είχαν παλαιότερες ονομασίες όπως Bacterium anitratum, 

Herellea vaginicola και  Mina polymorpha, Acchromobacter, Alcaligenes, Micrococcus 

calcoaceticus, Moraxella glucidolytica και  Moraxella lwoffii. 

Σήμερα, το γένος Acinetobacter περιλαμβάνει Gram-αρνητικά βακτήρια, αυστηρά 

αερόβια, αζυμωτικά, μη απαιτητικά, ακίνητα, καταλάση-θετικά και οξειδάση-αρνητικά, 

με περιεκτικότητα βάσεων G + C στο DNA από 39% έως 47% (23), που αναπτύσσονται 

κανονικά σε σύνθετα θρεπτικά υλικά και σε θερμοκρασία μεταξύ 20
ο
C και 30

ο
C, χωρίς 

την ανάγκη ειδικών αναπτυξιακών παραγόντων, ενώ ανάγουν σπάνια τα νιτρικά. Τα 

περισσότερα στελέχη Acinetobacter μπορούν να αναπτυχθούν σε θρεπτικό υλικό που 

περιέχει αμμώνιο ή νιτρικά άλατα ως πηγή αζώτου και οξικό ή γαλακτικό ή 

πυροσταφυλικό ως πηγή άνθρακα. 

Με βάση νεώτερα δεδομένα, προτάθηκε τα μέλη του γένους Acinetobacter να 

ταξινομηθούν στη νέα οικογένεια Moraxellaceae στη σειρά Gammaproteobacteria, που 

περιλαμβάνει τα γένη Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter και σχετιζόμενους 

μικροοργανισμούς (24). Μια σημαντική επανάσταση στη μεγάλη και περίπλοκη ιστορία 

του γένους επιτεύχθηκε το 1986 από τους Bouvet και Grimont, οι οποίοι διαχώρισαν 12 

ομάδες DNA ή γενωμικών ειδών, με βάση μελέτες υβριδισμού DNA-DNA. Σε κάποιες 

από αυτές τις ομάδες δόθηκαν επίσημα ονόματα ειδών, συμπεριλαμβανομένων των A. 
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baumanii, A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A. johnsonii, A. junii και A. lwoffii (25). 

Εργασίες των Bouvet και Jeanjean, Tjernberg και Ursing και Nishimura et al. (26, 27, 28) 

κατέληξαν στην περιγραφή περισσότερων γενομικών ειδών Acinetobacter, που 

συμπεριελάμβαναν και το είδος A. radioresistens, το οποίο αντιστοιχεί στο γενωμικό 

είδος Acinetobacter 12, που ήδη είχε περιγραφεί από τους Bouvet και Grimont (25). 

Επίσης, κάποια από τα περιγραφόμενα ως ανεξάρτητα γενομικά είδη κατέληξαν να είναι 

συνώνυμα, π.χ.  το A. lwoffii με το γενωμικό είδος Acinetobacter 9 ή το γενωμικό είδος 

Acinetobacter 14, που περιγράφηκε από τους Bouvet και Jeanjean (14BJ) και το γενωμικό 

είδος Acinetobacter 13, που περιγράφηκε από τους Tjernberg και Ursing (13ΤU). Πιο 

πρόσφατα, περιγράφηκαν 10 επιπλέον είδη Acinetobacter, που περιλαμβάνουν 3 είδη 

ανθρώπινης προέλευσης A. parvus, A. schindleri και A. ursingii ( 29,30 ) και 7 είδη που 

απομονώθηκαν από ενεργό λάσπη (από εργοστάσια λυμάτων), με τα ονόματα A. baylyi, 

A. bouvetii, A. grimontii, A. tjernbergiae, A, towneri, A. tandoii και A. generi ( 31 ), 

αυξάνοντας έτσι τον αριθμό των έγκυρα περιγραφόμενων (γενομικών) ειδών σε 32, από 

τα οποία στα 17 έχουν δοθεί έγκυρα ονόματα ειδών . 

Τέσσερα από τα παραπάνω περιγραφόμενα είδη, A. calcoaceticus, A. baumannii, 

το γενωμικό είδος 3 Acinetobacter και το γενωμικό είδος Acinetobacter 13TU 

σχετίζονται πολύ στενά και είναι πολύ δύσκολο να διαχωριστούν με φαινοτυπικές 

μεθόδους. Έτσι, έχει προταθεί να γίνεται αναφορά ως σύμπλεγμα A. calcoaceticus - A. 

baumanii ( 32,33 ). Ωστόσο, αυτή η ομάδα μικροοργανισμών περιλαμβάνει τρία από τα 

πιο σημαντικά κλινικά είδη, που σχετίζονται με τη μεγάλη πλειοψηφία των 

νοσοκομειακών και αποκτημένων στην κοινότητα λοιμώξεων , ( A. baumannii, το 

γενωμικό είδος 3 Acinetobacter και το γενωμικό είδος Acinetobacter 13TU) καθώς και 

ένα περιβαλλοντικό είδος που απομονώθηκε από το νερό και το χώμα ( A. calcoaceticus ) 

αλλά δεν έχει ενοχοποιηθεί για σοβαρές ασθένειες μέχρι αυτή τη στιγμή. Έτσι, μιας και 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
21/05/2024 12:56:36 EEST - 3.144.23.118



 

 

19 

το όνομα του συμπλέγματος δίνεται από το περιβαλλοντολογικό είδος, η αναφορά ως 

σύμπλεγμα A. calcoaceticus - A. baumanii μπορεί να είναι παραπλανητική και 

ακατάλληλη για χρήση στην κλινική πράξη. Πρόσφατα, στα γενωμικά είδη 3 και 13, που 

παρουσιάζουν τη μεγαλύτερη κλινική σημασία από τα υπόλοιπα του συμπλέγματος A. 

calcoaceticus - A. baumanii, έχουν δοθεί τα ονόματα Acinetobacter pitii και 

Acinetobacter nosocomialis αντίστοιχα (34). 

Τα μέλη της οικογένειας Acinetobacter μπορούν να θεωρηθούν πανταχού παρόντα 

στη φύση (36), μιας και μπορούν να ανακαλλιεργηθούν από όλα τα δείγματα που 

προέρχονται από το χώμα, από επιφανειακά νερά, φυτά, ζώα καθώς επίσης από τρόφιμα 

φυτικά και ζωικά (π.χ. ωμό κρέας). (35). 

Στον άνθρωπο αποικίζουν υγρά και ζεστά σημεία του σώματος, όπως τους 

βλεννογόνους του πεπτικού, ουροποιογεννητικού και αναπνευστικού (7% φάρυγγα), 

παροδικά ή μόνιμα. Η κυριότερη περιοχή μόνιμης αποικίσεως είναι το δέρμα (25%) όπου 

παραμένει ως μέλος της μόνιμης φυσιολογικής χλωρίδας και αποτελεί την κυριότερη 

πηγή μόλυνσης στον άνθρωπο (37). Στον χώρο του νοσοκομείου διαβιεί κυρίως σε 

περιοχές με υγρασία, όπως νεφελοποιητές, βρύσες, νεροχύτες και αναπνευστήρες, ενώ 

συχνά βρίσκεται στα χέρια γιατρών και νοσηλευτών, που γίνονται φορείς, μεταφέρουν 

και διασπείρουν το επιδημικό στέλεχος κατά τη διάρκεια νοσοκομειακών επιδημιών. Τα 

περισσότερα είδη Acinetobacter, που απομονώνονται από ανθρώπινα κλινικά δείγματα, 

έχουν κλινική σημασία ως παθογόνα (38,39). 

Τα είδη που απομονώνονται πιο συχνά, σε διάφορες εργασίες είναι τα A. lwoffii 

(58%), A. johnsonii (20%), A. junii (10%) και το γενωμικό είδος  Acinetobacter 3 (6%) 

(37,40). Το A. baumanii, αν και είναι το πιο σημαντικό νοσοκομειακό παθογόνο, 

βρίσκεται σπάνια στην ανθρώπινη επιδερμίδα ( 0.5%-3%) (37,40) και στα ανθρώπινα 
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κόπρανα (0.8%) (41).   Τα πιο συχνά είδη που συναντώνται στην κλινική πράξη είναι το 

A. baumanii  και το A. lwoffii . 

 

Πίνακας 1. Τα 32 είδη του γένους Acinetobacter. 

A. baumanii 

A. baylyi 

A. bereziniae 

A. beijerinckii, 

A. bouvetii, 

A. calcoaceticus, 

A. gerneri, 

A. guillouiae, 

A. gyllenbergii, 

A. haemolyticus, 

A. johnsonii, 

A. junii, 

A. lwoffii, 

A. parvus, 

A. radioresistens, 

A. schindleri, 

A. tjernbergiae, 

A. towneri, 

A. tandoii, 

A. ursingii 

A. venetianus 

Τα λοιπά είδη παραμένουν 

χωρίς όνομα και αναφέρο- 

νται με αριθμούς: 

είδος 3 (A. pitii) 

«μεταξύ 1 και 3» 

είδος 6 

είδος 13 TU (A. nosocomialis) 

«κοντά στο 13 TU» 

είδος 13 BJ/14TU 

είδος 14 BJ 

είδος 15 TU 

είδος 15 BJ 

είδος 16 

είδος 17 
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Εργαστηριακή Διάγνωση 

Τα είδη Acinetobacter ανθρώπινης προέλευσης αναπτύσσονται καλά σε στερεά 

θρεπτικά υλικά, που χρησιμοποιούνται στη ρουτίνα του μικροβιολογικού εργαστηρίου, 

όπως το αιματούχο άγαρ ή το tryptic soy άγαρ, με επώαση στους 37ο C. Σχηματίζουν 

λείες, μερικές φορές βλεννώδεις, γκριζωπές αποικίες. Οι αποικίες του συμπλέγματος A. 

calcoaceticus - A. baumanii μοιάζουν με αυτές των Enterobacteriaceae, με διάμετρο 

αποικίας από 1.5 έως 3 mm, μετά από ολονύχτια επώαση, ενώ τα περισσότερα από τα 

υπόλοιπα είδη Acinetobacter παράγουν μικρότερες και περισσότερο ημιδιαφανείς 

αποικίες. (19) Τα στελέχη του είδους A. haemolyticus και αρκετών, ακόμα μη 

προσδιορισμένων ειδών, όπως τα γενομικά είδη Acinetobacter 6, 13BJ, 14BJ, 16 και 17, 

μπορεί να εμφανίζουν αιμόλυση σε αιματούχο άγαρ, κάτι που δεν εμφανίζεται ποτέ στα 

στελέχη του συμπλέγματος  A. calcoaceticus - A. baumannii. 

Δυστυχώς, δεν υπάρχει μία μόνο μεταβολική δοκιμασία που να διακρίνει τα 

Acinetobacter από τα υπόλοιπα όμοια μη αζυμωτικά gram-αρνητικά βακτήρια. Μία 

αξιόπιστη μέθοδος για σαφή αναγνώριση των Acinetobacter σε επίπεδο γένους, είναι η 

δοκιμασία μεταμόρφωσης του Juni, που βασίζεται στη μοναδική ικανότητα του 

μεταλλακτικού στελέχους Acinetobacter BD413 trpE27, ενός φυσικά αυξοτροφικού 

στελέχους ως προς την τρυπτοφάνη, πρόσφατα αναγνωρισμένου ως το A. baylyi, να 

μεταλλάσσεται μέσω ελεύθερου DNA οποιουδήποτε είδους Acinetobacter, σε (μη 

αυξοτροφικο) φαινότυπο «αγρίου τύπου» (42). 

Για την απομόνωση των Acinetobacter από δείγματα περιβαλλοντικά και κλινικά 

είναι απαραίτητη η επώαση της καλλιέργειας σε χαμηλό pH, σε έντονα αεριζόμενο υγρό 

υπόστρωμα με άλατα μετάλλων, εμπλουτισμένο με ακετόνη ή άλλη κατάλληλη πηγή 

άνθρακα καθώς και με νιτρικά, μιας και έχουν αποδειχθεί χρήσιμα (35). Για τον επιτυχή 

διαχωρισμό των Acinetobacter από πολλούς πληθυσμούς βακτηρίων έχουν αναπτυχθεί 
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κατά καιρούς διάφορα υποστρώματα. Ένα νέο θρεπτικό υπόστρωμα, το Leeds 

Acinetobacter Medium- LAM (43), επιτρέπει την ανάπτυξη περισσότερων στελεχών από 

τα προηγούμενα υλικά (π.χ. Herellea και Holton’s agar), ενώ η διάκριση των άλλων 

οξειδάση-αρνητικών μικροβίων που αναπτύσσονται στο μέσο αυτό γίνεται εύκολα από 

την αλλαγή του χρώματος του θρεπτικού υλικού και τη μορφολογία των αποικιών τους. 

Επίσης, κλινικά στελέχη  Acinetobacter αναπτύσσονται καλύτερα από περιβαλλοντικά, 

εκτός των A. johnsonii και  A. haemolyticus, τα οποία όμως σπάνια απομονώνονται από 

κλινικά δείγματα. 

Η φαινοτυπική μέθοδος απομόνωσης, που προτάθηκε από τους Bouvet και 

Grimont το 1986, βασίζεται σε 28 φαινοτυπικές δοκιμασίες (25), που περιλαμβάνουν 

ανάπτυξη στους 37οC, 41oC και 44oC, παραγωγή οξέως από γλυκόζη, υδρόλυση 

ζελατίνης και χρησιμοποίηση 14 πηγών άνθρακα (44). Αν και αυτή η μέθοδος επιτρέπει 

το διαχωρισμό ανάμεσα σε 11 από τα 12 γενομικά είδη που αρχικά περιγράφηκαν (25) 

και οδήγησε στη σωστή απομόνωση κατά 95,6% σε επίπεδο ειδών ανάμεσα σε 136 

στελέχη Acinetobacter που απομονώθηκαν από δείγματα ανθρώπινου δέρματος (40), δεν 

επιτρέπει την ταξινόμηση των πιο πρόσφατα περιγραφέντων (γενομικών) ειδών. Πιο 

συγκεκριμένα, τα περισσότερο συγγενικά και κλινικά σχετιζόμενα είδη A. baumanii και 

A. nosocomialis δε μπορούν να διαχωριστούν, ενώ τα A. calcoaceticus και A. pitii 

μπορούν να διαχωριστούν μόνο επειδή αναπτύσσονται σε διαφορετικές θερμοκρασίες 

(33). 

Τα περισσότερα εργαστήρια βασίζονται σε αυτοματοποιημένες ή 

ημιαυτοματοποιημένες φαινοτυπικές μεθόδους που χρησιμοποιούν τα διάφορα εμπορικά 

συστήματα για την ταυτοποίηση των βακτηριακών παθογόνων. Οι αλγόριθμοι και οι 

βάσεις δεδομένων που χρησιμοποιούνται για την ανάλυση των αποτελεσμάτων 

στηρίζονται σε πρότυπα μικροβιακά στελέχη με γνωστές βιοχημικές και φυσιολογικές 
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ιδιότητες, υπό βέλτιστες συνθήκες ανάπτυξης. Ένα τέτοιο αυτοματοποιημένο σύστημα 

ταυτοποίησης μικροοργανισμών είναι το VITEK 2 (bioMerieux, Inc., Βόρεια Καρολίνα, 

ΗΠΑ), το οποίο ταυτοποιεί τα στελέχη σε λιγότερο από 10 ώρες. Η ταυτοποίηση 

βασίζεται στις βιοχημικές ιδιότητες που έχουν συλλεχθεί από πρότυπα στελέχη. 

Συγκεκριμένα, για τα Gram αρνητικά βακτήρια εξετάζονται 47 βιοχημικές δοκιμασίες 

πάνω σε μία μήτρα μίας χρήσης. Εάν δεν υπάρξει μοναδική ταυτοποίηση, δίνεται μία 

λίστα πιθανών παθογόνων μικροοργανισμών ή κρίνεται πως το στέλεχος βρίσκεται εκτός 

του πεδίου της βάσης δεδομένων. Ένα από τα κυριότερα πλεονεκτήματα του συστήματος 

είναι ότι διαθέτει μήτρες μίας χρήσης για τον ταυτόχρονο προσδιορισμό του υπό μελέτη 

μικροοργανισμού στα αντιβιοτικά. Έχει διαπιστωθεί υψηλή επαναληψιμότητα τέτοιων 

αποτελεσμάτων σε μεγάλα δείγματα εντεροβακτηριακών και άλλων Gram αρνητικών 

στελεχών (45). Ο περιορισμός που αναφέρεται για το Vitek 2 είναι ότι δε μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί σε άμεσα κλινικά δείγματα ή άλλα δείγματα που περιέχουν μικτή 

χλωρίδα. Επίσης, είδη που είναι σπάνια ή πρόσφατα, ενδέχεται να μη 

συμπεριλαμβάνονται στη βάση δεδομένων του συστήματος. 

Ένα άλλο ημιαυτόματο και ευρέως χρησιμοποιούμενο σύστημα ταυτοποίησης για 

μη απαιτητικά, μη εντεροβακτηριακά Gram αρνητικά βακτήρια είναι το API 20NE 

(bioMerieux). Το σύστημα αυτό αποτελείται από μία ταινία με 20 βοθρία που περιέχουν 

αφυδατωμένα υποστρώματα μικροβιακών μεταβολικών ενζύμων. Το μικροβιακό 

εναιώρημα ενοφθαλμίζεται στα βοθρία και προκαλεί ανασύσταση των υποστρωμάτων, 

ενώ με επώαση στην κατάλληλη θερμοκρασία, τα υποστρώματα αυτά μεταβολίζονται με 

εμφανείς χρωματικές αλλαγές. Μετά το πέρας της επώασης, το χρωματικό προφίλ της 

ταινίας συγκρίνεται με μία βάση δεδομένων και το λογισμικό εξάγει τα αποτελέσματα. 

Η ταυτοποίηση ειδών που γίνεται με συμβατικά ή με ημιαυτοματοποιημένα 

συστήματα που χρησιμοποιούνται στις εξετάσεις ρουτίνας στα διαγνωστικά εργαστήρια, 
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όπως τα API 20NE, Vitek 2, Phoenix και το MicroScan WalkAway, παραμένει 

προβληματική (46,47,48). Αυτό μπορεί να εξηγηθεί εν μέρει από την περιορισμένη βάση 

δεδομένων που διαθέτουν, από το γεγονός πως το φαινοτυπικό προφίλ των υπό εξέταση 

βακτηρίων, που περιλαμβάνει τη Gram χρώση, τη μορφολογία των αποικιών, τις τροφικές 

απαιτήσεις και την ενζυμική και μεταβολική δραστηριότητα, μπορεί να είναι μεταβλητό 

υπό περιβαλλοντική πίεση ή για εξελιγκτικούς λόγους (49) αλλά και από το γεγονός πως 

δεν είναι προγραμματισμένα να ταυτοποιούν μόνο Acinetobacter. Πιο συγκεκριμένα, τα 

τρία κλινικά σχετιζόμενα μέλη του συμπλέγματος A. calcoaceticus - A. baumanii δε 

μπορούν να διαχωριστούν με τα παραπάνω συστήματα. Στην πραγματικότητα, τα A. 

baumanii, το A. pitii και A. nosocomialis ταυτοποιούνται όλα ως A. baumanii. Για το 

λόγο αυτό ίσως είναι πιο σωστό να αναφερόμαστε στα A. baumanii, A. pitii και το A. 

nosocomialis με τον όρο «ομάδα A. baumanii», επισημαίνοντας πως τα είδη αυτά 

μοιράζονται σημαντικά κλινικά και επιδημιολογικά χαρακτηριστικά (50,51,52). 

Με βάση τα παραπάνω, οι απλές φαινοτυπικές δοκιμασίες που χρησιμοποιούνται 

σε φάση ρουτίνας στα διαγνωστικά εργαστήρια, για το διαχωρισμό βακτηριακών γενών 

σε επίπεδο ειδών, είναι ακατάλληλες για τη σωστή ταξινόμηση ακόμα και των πιο 

συχνών ειδών Acinetobacter. Η μέθοδος εκλογής για την απομόνωση των Acinetobacter 

είναι ο υβριδισμός DNA-DNA (25). 

Μοριακές τεχνικές που είναι έγκυρες για την ταυτοποίηση των Acinetobacter 

περιλαμβάνουν την μελέτη πολλαπλασιασμένου ριβοσωμικού DNA με τη χρήση ενζύμων 

περιορισμού (Amplified rDNA Restriction Analysis – ARDRA) (53), την ανάλυση του 

αποτυπώματος του DNA που προκύπτει από πολλαπλασιασμό με ειδικούς εκκινητές, 

μετά από κατατεμαχισμό ολόκληρού του γονιδιώματος σε ειδικές θέσεις (amplified 

fragment length polymorphism – AFLP) (54,29), τη ριβοτυπία (32), (ανάλυση 

αποτυπώματος tRNA) (55), την περιοριστική ανάλυση των ενδογενών περιοχών 16S-23S 
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rRNA (56), την ανάλυση της αλληλουχίας του γονιδίου που κωδικοποιεί για την  16S-23S 

rRNA περιοχή (Intergenic Spacer -ITS) (57) και την ανάλυση της αλληλουχίας του 

γονιδίου rpoB, που κωδικοποιεί για τη β- υπομονάδα της RNA πολυμεράσης (58). 

Η τεχνική ARDRA περιλαμάνει περιοριστική πέψη του ειδικού προϊόντος PCR 

για γονίδιο που κωδικοποιεί το ριβοσωμικό RNA με περιοριστικά ένζυμα και σύγκριση 

των προϊόντων πέψης με ηλεκτροφόρηση. Στην τεχνική αυτή αρχικά χρησιμοποιήθηκαν 

δέκα διαφορετικά ένζυμα για την ταυτοποίηση 18 γενωμικών ειδών Acinetobacter και τη 

ομαδοποίησή τους σε 20 rDNA υποσύνολα (59). Η διάκριση των ειδών του 

συμπλέγματος A. calcoaceticus – A. baumanii ήταν άμεση και η όλη διαδικασία εμφάνισε 

υψηλή επαναληψιμότητα όταν χρησιμοποιήθηκαν διαφορετικές καλλιέργειες, 

βακτηριακά εναιωρήματα, προϊόντα PCR και αντιδράσεις πέψης στο ίδιο είδος. Η 

ειδικότητα της τεχνικής ήταν επίσης υψηλή, αφού το ίδιο ένζυμο έδινε επαναλήψιμο 

πρότυπο πέψης σε επιδημιολογικά άσχετα μετξύ τους στελέχη του ίδιου είδους, ωστόσο, 

για τη διάκριση των γενωμικών ειδών 4 ( A. haemolyticus ) και 7 ( A. johnsonii ), 5 (A. 

junii) και 17, 10 και 11 απαιτείται η τεχνική να συμπληρωθεί με τις φαινοτυπικές 

δοκιμασίες παραγωγής ζελατινάσης, αιμόλυσης, παραγωγής οξέως από γλυκόζη και 

ανάπτυξης στους 37οC. Το 1997 (60) η τεχνική αυτή βελτιώθηκε με τη χρήση του 

ενζύμου Sau3AI για την πέψη ενός προϊόντος περίπου 4.5kb , που περιελάμβανε τα 

γονίδια 16SrDNA και 23SrDNA καθώς και την περιοχή ITS. 

Η τεχνική της ανάλυσης της αλληλουχίας του γονιδίου που κωδικοποιεί για την  

16S-23S rRNA περιοχή (Intergenic Spacer -ITS) περιλαμβάνει τη διενέργεια PCR για τη 

διάμεση νουκλεοτιδική ακολουθία που χωρίζει τα γονίδια που κωδικοποιούν για 

16SrRNA και 23SrRNA με εκκινητές που είναι συντηρημένοι, η οποία ακολουθείται από 

Sequencing του προϊόντος της PCR. Στο τέλος, η αλληλουχία συγκρίνεται σε βάση 

δεδομένων. (61). Μοναδικό ίσως μειονέκτημα της τεχνικής αυτής είναι τα πολλαπλά 
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προϊόντα PCR που παράγονται σε κάποια είδη Αcinetobacter. Η μέθοδος αυτή είναι 

ιδιαίτερα κατάλληλη για τη διάκριση των ειδών του συμπλόκου A. calcoaceticus – A. 

baumannii, γιατί η ITS περιοχή είναι ιδιαίτερα συντηρημένη στα είδη του συμπλόκου A. 

calcoaceticus – A. baumanii αλλά και περισσότερο ποικιλόμορφη από την αλληλουχία 

του 16SrDNA ενώ το παραγόμενο προϊόν είναι μόλις 600-9000 bp περίπου σε αντίθεση 

με το μήκος του γονιδίου του 16SrDNA (περίπου 1.5kb), οπότε και  η αλληλουχοποίησή 

του είναι πιο αξιόπιστη. 

Η ριβοτυπία είναι μία τεχνική με ιδιαίτερη διακριτική ικανότητα, που 

περιλαμβάνει την πέψη του γενωμικού DNA με περιοριστικά ένζυμα και στη συνέχεια 

την αποτύπωση κατά Southern με ειδικούς ανιχνευτές για το ριβοσωμικό 16SrDNA και 

23SrDNA. Το προφίλ των ζωνών που προκύπτει θεωρείται αντιπροσωπευτικό κάθε 

είδους. Σε μία ανάλογη μελέτη (62) η μέθοδος έδειξε υψηλή επαναληψιμότητα και 

ειδικότητα για τη διάκριση των ειδών του συμπλέγματος A. calcoaceticus – A. baumanii 

με περιοριστικά ένζυμα EcoRI, ClaI και SalI. Η διαφοροποίηση των τεσσάρων ειδών ( A. 

calcoaceticus, A.baumannii, γενωμικά είδη 3 και 13 TU ) ήταν ιδιαίτερα ικανοποιητική 

και κάλυπτε το 97% των περιπτώσεων, μόνο με τη χρήση του EcoRI. 

Η μέθοδος AFLP περιλαμβάνει κατακερματισμό του χρωμοσωμικού DNA με δύο 

ένζυμα (όπως τα EcoRI και MseI), μη εκλεκτική PCR με αλληλουχίες ειδικές για τις 

θέσεις αναγνώρισης των δύο περιοριστικών ενζύμων και έπειτα δεύτερη εκλεκτική PCR 

με πρόσθετα εκλεκτικά νουκλεοτίδια [με υποτετραπλάσια μείωση του αριθμού των 

προϊόντων για κάθε νουκλεοτίδιο για ευκολότερη ανάλυση των ηλεκτροφορητικών 

προτύπων]. Στην παραλλαγή FAFLP, το ένα από τα εκλεκτικά PCR primers είναι 

σημασμένο με φθοριόχρωμα για ανίχνευση σε αυτόματο DNA sequencer. 

Η ARDRA και η ανάλυση AFLP είναι ευρέως αποδεκτές και αποτελούν μεθόδους 

αναφοράς για την ταυτοποίηση των ειδών Acinetobacter, με ύπαρξη και μεγάλης 
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βιβλιοθήκης από προφίλ στελεχών αναφοράς αλλά και κλινικών. Η tRNA fingerprint, αν 

και είναι επίσης κατάλληλη για την ταυτοποίηση των ειδών, δεν διαχωρίζει τα A. 

baumanii από το γενωμικό είδος Acinetobacter 13TU. Τόσο η ριβοτυπία και η  ανάλυση 

της αλληλουχίας του γονιδίου που κωδικοποιεί για την  16S-23S rRNA περιοχή, μπορούν 

να διαχωρίσουν τα μέλη του συμπλέγματος A. calcoaceticus- A. baumanii αλλά δεν έχουν 

εφαρμογή σε άλλα  είδη Acinetobacter, ενώ sequencing of the rpoB gene, αν και είναι 

πολλά υποσχόμενη, πρέπει να γίνει περισσότερο έγκυρη. 

Η μέθοδος MLST (Multilocus sequence typing, τυποποίηση με νουκλεοτιδική 

ανάλυση πολλαπλών γενετικών τόπων) παρουσιάζει υψηλή διακριτική ικανότητα για την 

επιδημιολογική τυποποίηση μικροοργανισμών. Έχει εφαρμοστεί με επιτυχία στον 

επιδημιολογικό χαρακτηρισμό πολλών κλινικά σημαντικών βακτηρίων, όπως τα N. 

meningitidis, S. pneumoniae, S. pyogenes, S. aureus, C. jejuni, E. faecium, V. cholerae, 

και H. influenzae. Η MLST στηρίζεται στην άμεση σύγκριση των αλληλουχιών DNA, 

γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες απαραίτητες για την επιβίωση του μικροβίου 

(housekeeping genes). Αυτά τα “housekeeping genes” έχουν επιλεγεί επειδή, ως ζωτικής 

σημασίας, υπάρχουν σε σχετικά συντηρημένη μορφή και εκφράζονται σε όλα τα στελέχη 

ενός συγκεκριμένου είδους και οι μεταλλάξεις στο εσωτερικό τους θεωρούνται 

“σιωπηλές”, επειδή σε αντίθετη περίπτωση το μικρόβιο πιθανόν δεν θα ήταν πια βιώσιμο. 

Για κάθε γονίδιο, οι διαφορετικές αλληλουχίες καταχωρούνται ως διακριτά αλλήλια και 

κάθε μικροβιακό στέλεχος διακρίνεται από το ειδικό αλλήλιο που έχει σε καθένα από τα 

“housekeeping genes” [προφίλ αλληλίων ή τύπος αλληλουχιών (sequence type, ST)]. H 

MLST παρέχει τη δυνατότητα να μεταφερθούν τα δεδομένα της τυποποίησης από 

εργαστήριο σε εργαστήριο ή να συγκριθούν τα αποτελέσματα διαμέσου του διαδικτύου 

(http://mlst.zoo.ox.ac.uk). Έτσι, αποτελεί ένα σημαντικό εργαλείο για τη διενέργεια 

μελετών σε μεγάλη γεωγραφική ή παγκόσμια κλίμακα, όπως και για μελέτες της 
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πληθυσμιακής βιολογίας των μικροβιακών ειδών. Τα στάδια που περιλαμβάνει η MLST 

είναι τα ακόλουθα: 

1) εκτελείται PCR για συγκεκριμένα τμήματα των housekeeping γονιδίων 

2) προσδιορίζεται η αλληλουχία των νουκλεοτιδίων (sequencing) των προϊόντων της PCR 

– κάθε εξεταζόμενο στέλεχος αποκτά έναν κωδικό αριθμό ST που υποδηλώνει τον τύπο 

του αλληλόμορφου που διαθέτει για κάθε γονίδιο 

3) εκτελείται πολλαπλή αντιστοίχιση (Multiple alignment) των αλληλουχιών σε τράπεζες 

δεδομένων, οπότε διακρίνονται φυλογενετικά τα μικροβιακά στελέχη 

Όσον αφορά τα A.baumannii, τα τελευταία χρόνια προτάθηκαν και χρησιμοποιούνται δύο 

βασικά σχήματα MLST, με βάση τις νουκλεοτιδικές αλληλουχίες επτά ή τριών 

αντίστοιχα housekeeping γονιδιακών θέσεων: 

Ι. Σχήμα με πολλαπλασιασμό 7 γονιδίων (έχουν περιγραφεί 2 τέτοια σχήματα, στις 

μελέτες i) Bartual SG et al. (63) και ii) Diancourt L et al. (64). 

Στο πρώτο, μελετώνται γονιδιακές θέσεις που κωδικοποιούν συντηρημένες 

περιοχές από επτά «Housekeeping-genes»: 

1) recA -ρεκομπινάση Α 

2) gyrB -γυράση Β, 

3) rpoD - RNA πολυμεράσης σίγμα - παράγοντας rpoD 

4) gltA- κιτρική συνθάση 

5) gdhB- δευδρογονάση της γλυκόζης 

6) cpn60- 60-kDa chaperonin 

7) gpi- γλυκόζη- 6, φωσφατο-ισομεράση 

Στο δεύτερο, μελετώνται οι γονιδιακές θέσεις: 

1) fusA 

2) rplB 
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3) rpoB - RNA πολυμεράσης σίγμα - παράγοντας rpoB 

4) gltA- κιτρική συνθάση 

5) recA 

6) cpn60- 60-kDa chaperonin 

7) pyrG 

Η μελέτη στην οποία εφαρμόστηκε το πρώτο σχήμα περιέλαβε τον ενδελεχή 

έλεγχο με MLST (αλλά και PFGE, F-AFLP), 49 στελεχών (40 στελέχη A. baumannii, 2 

πρότυπα στελέχη Α. baumanni και 7 στελέχη του συμπλόκου A. calcoaceticus-A. 

baumannii) από διάφορες Ευρωπαϊκές χώρες και  έδωσε τα παρακάτω αποτελέσματα: 

Ο αριθμός διαφορετικών αλληλίων ανά γενετικό τόπο ποικίλει από 10 ως 12 και η 

MLST-τυποποίηση προσδιόρισε 20 ST ομάδες, με κάθε ST τύπο να αποτελείται από 7 

αριθμούς, καθένας από τους οποίους προσδιορίζει το αλλήλιο για το συγκεκριμένο 

γονίδιο.  Τα κλινικά στελέχη βρέθηκε να ανήκουν στους ευρωπαϊκούς κλώνους ΕU I και 

ΕU II, με τα αποτελέσματα της MLST να είναι σε συμφωνία με την τυποποίηση με PFGE 

και AFLP. Φάνηκε λοιπόν ότι το σήμα της MLST προσφέρει υψηλή διακριτική 

ικανότητα και αποτελεί εξαιρετικό εργαλείο μελέτης της πληθυσμιακης δομής και της 

μακροχρόνιας επιδημιολογίας των A. baumanii. Ας σημειωθεί πάντως ότι όπως φαίνεται 

μέχρι τώρα στην Ελλάδα αλλά και σε άλλες χώρες, δεν παράγεται σε όλα τα στελέχη 

προϊόν για κάποιο από τα αλλήλια, κάτι που σημαίνει ότι οι θέσεις στις οποίες υβριδίζουν 

οι εκκινητές του σχήματος αυτού δεν είναι συντηρημένες σε όλα τα A. baumanii 

παγκοσμίως. 

Η μελέτη στην οποία εφαρμόστηκε το δεύτερο σχήμα (64), περιέγραψε 154 

στελέχη A. baumanii  από όλους τους τύπους που έχουν χαρακτηριστεί διεθνώς, τα οποία 

συνέκρινε με τα είδη του συμπλέγματος A. calcoaceticus- A. baumanii και φυσικά με τα 

A. pitii και A. nosocomialis. Με βάση την αλληλουχία των 2.976 νουκλεοτιδίων από τα 
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οποία αποτελούνται τα επτά γονίδια που προαναφέρθηκαν, παρατηρήθηκαν 589 (19,8%) 

πολυμορφικές περιοχές, χωρίς να παρατηρηθούν σημεία εισδοχής ή διαγραφής. Το 

ποσοστό των διαφορετικών αλληλίων ανά γενετικό τόπο, που παρατηρήθηκε ανάμεσα 

στα 154 στελέχη A. baumanii, κυμάνθηκε από 2% (pyrG) έως 4.8% (recA). Η MLST-

τυποποίηση προσδιόρισε 59 ST ομάδες, 47 από τις οποίες αντιστοιχούσαν σε ένα 

στέλεχος, ενώ οι υπόλοιπες τρεις ομάδες ST αντιστοιχούσαν σε 15 ή και παραπάνω 

στελέχη (ST1, n =24, ST2, n= 33 and ST3, n= 15). Τα κλινικά στελέχη των τριών αυτών 

ομάδων ST, που αποτελούσαν το 47% του συνόλου των στελεχών, βρέθηκε να ανήκουν 

στους ευρωπαϊκούς κλώνους ΕU I και ΕU II και ΕU III, με τα αποτελέσματα της MLST 

να είναι σε συμφωνία με την τυποποίηση με PFGE και AFLP. 

ΙΙ. Σχήμα MLST με πολλαπλασιασμό 3 γονιδίων (65) 

Στη μελέτη αυτή διερευνήθηκε η πιθανή κλωνική συγγένεια 31 

αντιπροσωπευτικών επιδημικών στελεχών από πέντε Ευρωπαϊκές χώρες και μελετήθηκε 

η αλληλουχία τριών μόνο γονιδίων, τα οποία δεν είναι Housekeeping και βρίσκονται υπό 

πίεση επιλογής, οπότε μπορεί να εμφανίζουν μεταλλάξεις. Αυτά είναι: 

1) το γονίδιο της omp A πορίνης (εξωτερική μεμβρανική πρωτεΐνη που λαμβάνει μέρος 

στην απόπτωση των επιθηλιακών κυττάρων) 

2) το γονίδιο της csuE πρωτεΐνης (κωδικοποιεί γονίδιο που βοηθά στην παραγωγή 

πρωτεϊνικού σωληνίσκου και συμμετέχει στη δημιουργία biofilm) 

3) το γονίδιο blaOXA-51-like (εμπλέκεται στην παραγωγή της χρωμοσωμικής 

καρβαπανεμάσης του είδους). 

Τα πλεονεκτήματα του δεύτερου σχήματος MLST είναι αρκετά. Αρχικά, υπάρχει 

μεγαλύτερος αριθμός πολυμορφισμών των υπό μελέτη γονιδιακών τόπων, το οποίο 

προσφέρει μεγαλύτερη διακριτική ικανότητα. Μιας και τα γονίδια αυτά κωδικογραφούν 

πρωτεΐνες που προσδίδουν λοιμογόνες ιδιότητες, παρέχονται πληροφορίες σχετικά με την 
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παθογένεια του μικροβίου ενώ είναι πιο απλό στην εκτέλεση και πιο οικονομικό. Τέλος, 

όπως φαίνεται μέχρι τώρα, τουλάχιστον στον Ελληνικό χώρο, παράγεται προϊόν από όλα 

τα στελέχη A.baumannii. Όλες οι παραπάνω τεχνικές έχουν συνεισφέρει στην καλύτερη 

κατανόηση της επιδημιολογίας και της κλινικής σημασίας των ειδών Acinetobacter τα 

τελευταία χρόνια, αλλά η χρήση τους, ακόμα, περιορίζεται στα ερευνητικά κέντρα και όχι 

στην εργασία ρουτίνας των διαγνωστικών εργαστηρίων. 

Η ανάγκη για διαχωρισμό των ειδών Acinetobacter σε επίπεδο ρουτίνας σε ένα 

διαγνωστικό εργαστήριο έχει αμφισβητηθεί από αρκετούς ερευνητές (33). Ωστόσο, 

φαίνεται πως είναι απαραίτητη η διάκριση μεταξύ της ομάδας A. baumanii και των 

υπόλοιπων ειδών Acinetobacter, μιας και οι συγκεκριμένοι μικροοργανισμοί προκαλούν 

συνήθως σοβαρές λοιμώξεις και είναι ευαίσθητοι σε περιορισμένο αριθμό αντιβιοτικών. 

 

Μηχανισμοί ανάπτυξης αντοχής στα αντιβιοτικά 

Το μεγάλο εύρος μηχανισμών αντοχής στα αντιβιοτικά που έχει περιγραφεί για τα 

A. baumanii είναι εντυπωσιακό και διαφέρει απ’ ό,τι έχει περιγραφεί για άλλα αζυμωτικά 

gram- αρνητικά παθογόνα (66,67). Η ταχεία εξάπλωση παγκοσμίως στελεχών A. 

baumanii ανθεκτικών σε όλα τα β-λακταμικά αντιβιοτικά, συμπεριλαμβανομένων και των 

καρβαπενεμών, αντικατοπτρίζει την ικανότητα αυτού του μικροοργανισμού να αντιδρά 

ταχύτατα στις περιβαλλοντολογικές αλλαγές. Η ανάπτυξη εσωτερικών μηχανισμών αλλά 

και η απόκτηση ξένων παραγόντων αποτελούν τις βασικές ικανότητες των A. baumannii. 

Β-λακτάμες 

Η αντοχή του A. baumanii στα β-λακταμικά αντιβιοτικά, και κυρίως στις 

καρβαπενέμες, γίνεται όλο και συχνότερο φαινόμενο σε παγκόσμιο επίπεδο τα τελευταία 

χρόνια, ενώ οι υποκείμενοι μοριακοί μηχανισμοί δεν έχουν ακόμα γίνει πλήρως 

κατανοητοί, παρά τη συστηματική μελέτη τους. Οι περισσότερες μελέτες αναφέρονται 
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στην παραγωγή β-λακταμασών, ενδογενών (AmpC και OXA-51) και εξωγενών (IMP, 

VIM, OXA-58). Η ρύθμιση της έκφρασης των γονιδίων που κωδικοποιούν για τις 

λακταμάσες αυτές γίνεται πολλές φορές από στοιχεία εισδοχής (IS στοιχεία), τα οποία 

ενσωματώνονται κατά το ανάρρουν του γονιδίου και παρέχουν αλληλουχίες ισχυρού 

υποκινητή. Μη ενζυμικοί μηχανισμοί, φαίνεται επίσης πως δρουν συνεργικά με τις β-

λακταμάσες, προσδίδοντας υψηλά επίπεδα αντοχής. Η ελαττωμένη διαπερατότητα του 

κυτταρικού τοιχώματος, λόγω μειωμένης έκφρασης πορινών (π.χ. CarO πορίνη), η 

ύπαρξη αντλιών ενεργού εκροής και η μειωμένη έκφραση πενικιλλο-δεσμευτικών 

πρωτεϊνών στο τοίχωμα πεπτιδογλυκάνης, αποτελούν τους πιο σημαντικούς μη-

ενζυματικούς μηχανισμούς μελέτης, για την κατανόηση της εμφάνισης αντοχής του A. 

baumanii στις β-λακτάμες. 

Ενζυματικοί μηχανισμοί. Ο επικρατέστερος μηχανισμός αντοχής στα β-λακταμικά 

αντιβιοτικά είναι η ενζυματική αποδόμησή τους από τις β-λακταμάσες. Ωστόσο, 

σύμφωνα και με την πολύπλοκη φύση αυτού του μικροοργανισμού, πολλαπλοί 

μηχανισμοί εμπλέκονται στην παραγωγή του ίδιου φαινότυπου (68,69,70). 

Οι πρώτες προσπάθειες ταξινόμησης των β-λακταμασών, βάση της λειτουργίας 

τους, άρχισαν όταν οι κεφαλοσπορινάσες διαχωρίστηκαν από τις πενικιλλινάσες τη 

δεκαετία του 1970. Έκτοτε προτάθηκαν διάφορα ταξινομικά σχήματα. Τα επικρατέστερα 

σήμερα είναι η ταξινόμηση κατά Ambler και κατά η ταξινόμηση κατά Bush. 

Η ταξινόμηση κατά Ambler διαχωρίζει τις β-λακταμάσες βάση της αμινοξικής 

τους αλληλουχίας. Αρχικά προτάθηκαν οι μοριακές τάξεις Α και Β (71), οι οποίες 

περιελάμβαναν ένζυμα με κατάλοιπο σερίνης στο ενεργό κέντρο και ένζυμα που 

χρειάζονται δισθενή κατιόντα μετάλλων (συνήθως Zn2+) για να δράσουν, αντίστοιχα. 

Αργότερα, άλλες σερινο-β-λακταμάσες, που δεν είχαν αμινοξική ομοιότητα με την τάξη 

Α, καταχωρήθηκαν στις μοριακές τάξεις C ( 72) και  D ( 73). Πρόσφατα, προτάθηκε μία 
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αναθεώρηση του σχήματος κατά Ambler (74) , για να εξυπηρετήσει την πιο ορθή 

κατηγοριοποίηση των νέων μελών. Σύμφωνα με αυτή, οι β-λακταμάσες χωρίζονται σε 

σερινο- και μεταλλο- β λακταμάσες (ομάδες S και M αντίστοιχα). 

Στη λειτουργική ταξινόμηση κατά Bush προτείνονται τέσσερις κύριες ομάδες. Η 

ομάδα 1 περιλαμβάνει κεφαλοσπορινάσες που δεν αναστέλλονται επαρκώς από το 

κλαβουλανικό οξύ και τη σουλμπακτάμη, στην πλειοψηφεία τους είναι χρωμοσωμικές, 

συχνά η δράση τους είναι επαγώγιμη και ανήκουν στη μοριακή τάξη C κατά Ambler. Η 

ομάδα 2 υποδιαιρείται σε οκτώ ομάδες, λόγω της ποικιλομορφίας που παρουσιάζουν τα 

μέλη της ως προς τα υποστρώματα που υδρολύουν. Γενικά, τα ένζυμα αυτά 

αναστέλλονται περισσότερο από το κλαβουλανικό οξύ παρά από την αζτρεονάμη (75,76) 

και ανήκουν στη μοριακή τάξη Α κατά Ambler. Η ομάδα 3 περιλαμβάνει β-λακταμάσες 

που χρειάζονται δισθενή κατιόντα μετάλλων για να δράσουν και για το λόγο αυτό 

αναστέλλονται από το EDTA (EthyleneDiamineTetraacetic Acid) και το pCMB (p-

ChloroMercuriBenzoate) ενώ δεν αναστέλλονται από το κλαβουλανικό οξύ (76) και 

ανήκουν στη μοριακή τάξη Β κατά Ambler. Τέλος, η ομάδα 4 περιλαμβάνει ασυνήθηστες 

πενικιλλινάσες, που δεν αναστέλλονται από το κλαβουλανικό οξύ και δεν έχει οριστεί 

ακόμα σαφώς η αντιστοιχία τους στο σχήμα Ambler (76). 

Οι ευρέως φάσματος β-λακταμάσες (ESBLs) της ομάδας Α κατά Ambler, έχουν 

επίσης περιγραφεί για τα A. baumanii , αλλά οι δυσκολίες στην εργαστηριακή εντόπισή 

τους, κυρίως όταν υπάρχει AmpC, δυσχεραίνουν την εκτίμηση του ρόλου τους. Πιο 

πρόσφατα, ιδιαίτερο ενδιαφέρον υπάρχει για τη VEB-1 β-λακταμάση,η οποία υδρολύει 

σημαντικά την αμοξυκολλίνη, τιρκακιλίνη, πιπερακιλίη, κεφοταξίμη, κεφταζιδίμη και 

αζτρεονάμη (77). Η δράση της αυτή αναστρέφεται παρουσία κλαβουλανικού οξέως και 

για το λόγο αυτό η VEB-1 λακταμάση ανιχνεύεται φαινοτυπικά από την παρατηρούμενη 

συνέργεια αυτών των αντιβιοτικών με το κλαβουλανικό οξύ.  Κλωνική διασπορά 
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ανθεκτικών A. baumanii στελεχών, που έφεραν το blaVEB-1, σε νοσοκομεία της Γαλλίας 

και πρόσφατα στο Βέλγιο και στην Αργεντινή (VEB-1a) έχει αναφερθεί (78,79,80,81,82). 

Εξ’ίσου σημαντική είναι και η PER-1 β-λακταμάση, η οποία υδρολύει αποτελεσματικά 

τις αμοξυκιλίνη, τιρκακιλίνη, κεφαλοθίνη και τις ευρέως φάσματος κεφαλοσπορίνες, ενώ 

η δράση της αναστέλλεται από το κλαβουλανικό οξύ, τη σουλβακτάμη, την ιμιπενέμη και 

τις κεφαμυκίνες. Η φορεία του blaPER-1 έχει συσχετιστεί με ιδιαίτερα λοιμογόνους 

κλώνους A. baumanii (83). Η  PER-1 έχει ανιχνευθεί στη Γαλλία, Τουρκία, Βέλγιο, 

Ρουμανία, Κορέα και Ηνωμένες Πολιτείες (84,79,85, 86, 87, 88) και η PER-2 στην 

Αργεντινή (81). Έχει ενδιαφέρον το γεγονός πως το γονίδιο blaVEB-1 βρέθηκε σε 

χρωμοσωμικό ιντεγκρόνιο τάξης 1 (was found to be integron borne (class 1) yet encoded 

on the chromosome) (82).  Αυτό το ιντεγκρόνιο ήταν όμοιο με ιντεγκρόνιο που 

απομονώθηκε από στέλεχος Pseudomonas aeruginosa στην Ταϋλάνδη (89) και είχε 

αλληλουχία ανόδου IS (IS26) , η οποία έδειχνε την προέλευσή του και την πιθανή 

διάδοσή του στα A. baumannii. Το γονίδιο blaPER-1 είναι είτε πλασμιδιακό είτε 

χρωμοσωμικό και επίσης φέρει αλληλουχία IS (ISPa12), η οποία μπορεί να ενισχύσει την 

έκφρασή του (90). 

Στις λακταμάσες τύπου Β κατά Ambler ανήκουν οι μεταλλο-β-λακταμάσες 

(MBL), οι οποίες απαιτούν κατιόντα μετάλλων ως συμπαράγοντες και ενώ δεν 

απαντώνται τόσο συχνά στα A. baumanii όσο οι καρβαπενεμάσες τύπου ΟΧΑ, η 

υδρολυτική τους ικανότητα ενάντια στις καρβαπενέμες είναι 100 με 1.000 φορές πιο 

ισχυρή (67). Αυτά τα ένζυμα έχουν την ικανότητα να υδρολύουν όλες τις β-λακτάμες, 

εκτός από την αζτρεονάμη. Με βάση την ιδιότητά τους να αναστέλλονται από χηλικούς 

παράγοντες, όπως το EDTA, έχουν αναπτυχθεί φαινοτυπικές δοκιμασίες ανίχνευσής τους, 

με πιο διαδεδομένη την Etest MBL (AB BIODISK, Solna, Sweden ). Η δοκιμασία αυτή 

αποτελείται από μία ταινία με βαθμίδωση συγκέντρωσης ιμιπενέμης, από τη μία πλευρά 
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και ιμιπενέμης με EDTA, από την άλλη. Διαφορά στην MIC από την πλευρά της 

ιμιπενέμης με το EDTA ≥ 8 φορές εκείνης από την πλευρά της ιμιπενέμης, θεωρείται 

ενδεικτική ύπαρξης μεταλλο-β-λακταμάσης. Η συγκεκριμένη δοκιμασία φαίνεται να έχει 

υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα όταν το βακτήριο καλλιεργείται σε Mueller Hinton agar 

(91).  Από τις πέντε ομάδες MBL που έχουν περιγραφεί μέχρι σήμερα, μόνο οι τρεις 

έχουν αναφερθεί για τα A. baumanii και περιλαμβάνουν τις IMP (92,93,94,95, 96), VIM 

(97,98,51,99) και SIM (100). Σε πολλές γεωγραφικές περιοχές, όπως η Ισπανία, Ελλάδα 

και Αυστραλία, έχει αναφερθεί η συνύπαρξη OXA και MBL ενζύμων στο ίδιο στέλεχος 

(101,102,103,97). Αντίθετα με τα ΟΧΑ ενζυμα, οι MBL εντοπίζονται συνύθως σε 

ιντεγκρόνια, τα οποία αποτελούν ειδικές γενετικές δομές που εξυπηρετούν την απόκτηση 

και έκφραση (μέσω ενός απλού εκκινητή) στοιχείων αντοχής. Τα περισσότερα γονίδια 

MBL, των A.baumannii, εντοπίζονται σε ιντεγκρόνια τάξης 1 και συχνά περιέχουν μία 

συστοιχία γονιδιακών κασετών (96, 100). Τα στελέχη A. baumannii, τα οποία φέρουν 

ιντεγρόνια παρουσιάζουν μεγαλύτερη αντοχή στα φάρμακα, απ’ ό,τι τα στελέχη που δε 

φέρουν τις δομές αυτές (104). Η κλινική σημασία των ιντεγκρονίων είναι πως η 

υπερδοσολογία  ενός αντιμικροβιακού φαρμάκου μπορεί να οδηγήσει σε υπερέκφραση 

πολλαπλών στοιχείων αντοχής, από έναν κοινό εκκινητή. Τέλος, τα ιντεγκρόνια δεν είναι 

κινητά και γι αυτό μεταφέρονται με πλασμίδια ή τρανσποζόνια (105). Πρόσφατες μελέτες 

και σε άλλα γένη μικροβίων (106) υποδεικνύουν πως οι μεταλλο-β-λακταμάσες δεν 

επαρκούν για να προσδώσουν υψηλά επίπεδα αντοχής στις καρβαπενέμες, κάτι που 

πιθανόν να επιτυγχάνεται με τη συνύπαρξη κι άλλων μηχανισμών αντοχής, όπως της 

διαπερατότητας του κυτταρικού τοιχώματος. 

Σε όλα τα στελέχη A. baumanii υπάρχουν χρωμοσωμικά κωδικοποιημένες 

κεφαλοσπορινάσες AmpC ( 107,84,108,109,110), γνωστές και ως κεφαλοσπορινάσες 

προερχόμενες από A. baumanii (108), οι οποίες ανήκουν στην τάξη C κατά Ambler. 
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Αντίθετα με ό,τι συμβαίνει με τις κεφαλοσπορινάσες που ανευρίσκονται σε άλλους gram-

αρνητικούς μικροοργανισμούς, η επαγόμενη έκφρασή τους δε συμβαίνει στα A. baumanii 

(109, 112). Ο καθοριστικός παράγοντας για την έκφραση των ενζύμων αυτών στα A. 

baumanii είναι ένα στοιχείο εισδοχής IS, που βρίσκεται στην αρχή της αλληλουχίας του 

γονιδίου , γνωστό ως ISAba1 (110, 111, 112,,113). Η παρουσία αυτού του στοιχείου 

σχετίζεται στενά με αυξημένη έκφραση του γονιδίου AmpC και με αντοχή στις ευρέως 

φάσματος κεφαλοσπορίνες (110, 112). Η κεφεπίμη και οι καρβαπενέμες δεν 

επηρεάζονται από τα ένζυμα αυτά (108). 

Στην τάξη D κατά Ambler ανήκουν οι οξακιλινάσες, οι οποίες προσδίδουν έστω 

και μερική αντοχή στις καρβαπενέμες. Το πρώτο ένζυμο τύπου OXA με ικανότητα 

υδρόλυσης των καρβαπενεμών απομονώθηκε το 1985 στο Εδιμβούργο από κλινικό 

στέλεχος A. baumanii (114). Το πλασμίδιο που το κωδικοποιούσε ήταν μεταβιβάσιμο και 

το γονίδιο αργότερα ονομάστηκε blaOXA-23 (116). Αυτό το ένζυμο ευθύνεται για αντοχή 

στις καρβαπενέμες παγκοσμίως (84, 102,117, 118). Τα OXA-27 και OXA-49 είναι ακόμα 

δύο ένζυμα της ομάδας blaOXA-23 στα A. baumanii (119,120). Έχουν περιγραφεί ακόμα 

δύο γονίδια που ευθύνονται για αντοχή στις καρβαπενέμες, τα blaOXA-24-like (που 

κωδικοποιεί για τις OXA- 24, -25, -26 και -40) και το blaOXA-58-like (121,122,123). Το 

τελευταίο αναγνωρίστηκε τα τελευταία χρόνια και είναι πλασμιδιακό (123), κάτι που 

εξηγεί εν μέρει την ευρεία διάδοσή του (124,125). Η ομάδα γονιδίων blaOXA-51-like (που 

κωδικοποιούν για τις ΟΧΑ- 51, -64, -65, -66, -68, -69, -70, -71, -78, -79, -80 και -82) 

είναι μοναδικό στο ότι έχει χρωμοσωμική εντόπιση στα  A. baumanii (66, 98, 231, 250, 

619) ενώ τα προϊόντα του έχουν μεγαλύτερη συγγένεια για την ιμιπενέμη απ’ ό,τι για τη 

μεροπενέμη (126, 127).  Ο ρόλος τους στην αντοχή στις καρβαπενεμάσες φαίνεται να 

σχετίζεται με την παρουσία της αλληλουχίας ISAba1 (128), μιας και όταν απουσιάζει, η 
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επίδραση στην ευαισθησία του μικροβίου στις καρβαπενεμάσες είναι ελάχιστη, ακόμα 

και όταν συνυπάρχει υπερέκφραση των αντλιών εκροής (AdeABC) (129). 

Από τις β-λακταμάσες των A. baumannii, οι πιο ανησυχητικές είναι οι 

καρβαπενεμάσες, οι οποίες περιλαμβάνουν τις σερινο-οξακιλλινάσες (τάξη D κατά 

Ambler) και τις μεταλλο-β-λακταμάσες (MBLs- τάξη B κατά Ambler) (67, 105,130). 

Μέχρι στιγμής, δεν έχει περιγραφεί η ύπαρξη καρβαπενεμασών τάξης Α κατά Ambler 

(KPC, GES, SME, NMC, IMI) στα A. baumanii (130). 

Η σημασία των στοιχείων IS στην έκφραση αντοχής στις καρβαπενέμες από τις 

οξακιλλινάσες των A. baumanii εκτιμήθηκε μόλις τα τελευταία χρόνια (128,130,131). 

Αυτά τα στοιχεία έχουν δύο βασικές λειτουργίες. Πρώτον, είναι κινητά και δεύτερον , 

περιέχουν εκκινητές, οι οποίοι οδηγούν σε υπερέκφραση των στοιχείων καθόδου. 

Περισσότερο συχνά σχετίζονται με τα γονίδια blaOXA-23 (84,131),  blaOXA-58 

(123,132,133) και blaOXA-51 (128). Έχει ενδιαφέρον το γεγονός πως ορισμένα στοιχεία IS, 

κυρίως το ISAba1, φαίνεται πως υπάρχουν μόνο στα A. baumanii (134). 

Μη-ενζυματικοί μηχανισμοί. Η αντοχή στις β-λακτάμες, συμπεριλαμβανομένων των 

καρβαπενεμών, έχει αποδοθεί επίσης σε μη-ενζυματικούς μηχανισμούς, όπως σε αλλαγές 

στις πρωτεΐνες εξωτερικής μεμβράνης (OMP) (68,69,135, 136,137), σε ύπαρξη των 

αντλιών εκροής (138,139,140) και σε αλλαγές στη συγγένεια ή στην έκφραση των 

πενικιλλο-δεσμευτικών πρωτεϊνών (69, 141, 142, 143). Όπως συμβαίνει και με τους 

υπόλοιπους gram-αρνητικούς μικροργανισμούς, πολύ λίγα είναι γνωστά για τις πορίνες 

της εξωτερικής μεμβράνης στα A. baumannii. Πρόσφατα, η απώλεια μιας πρωτεΐνης 29-

kDa, γνωστής ως CarO, σχετίστηκε με αντοχή στη μεροπενέμη και την ιμιπενέμη 

(144,145). Μία ακόμα πρωτεΐνη, γνωστή ως Omp25, σχετίζεται με την CarO, αλλά δε 

συμμετέχει στο σχηματισμό πορινών (146). Η απώλεια της πορίνης CarO, σε στελέχη A. 

baumanii ανθεκτικά στη ιμιπενέμη, σχετίζεται με παρεμπόδιση της έκφρασης του 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
21/05/2024 12:56:36 EEST - 3.144.23.118



 

 

38 

γονιδίου carO από διακριτά στοιχεία εισδοχής (147). Άλλες πρωτεΐνες εξωτερικής 

μεμβράνης, που σχετίζοντα με αντοχή στις β-λακτάμες, περιλαμβάνουν την πρωτεΐνη 

HMP-AB (137), η οποία είναι ομόλογη με την OmpA των Enterobactiriaceae και την 

OmpF  της P. aeruginosa (148), μία πρωτεΐνη 33-36kDa (136,149), μία πρωτεΐνη 43-kDa, 

ομόλογη με την OprD της P. aeruginosa (150) και την OmpW, η οποία είναι ομόλογη με 

τις OmpW πρωτεΐνες που βρίσκονται στα E. coli και P. aeruginosa (143,148). Έχει 

ενδιαφέρον το γεγονός πως σε συγκριτικές μελέτες πολυανθεκτικών στελεχών A. 

baumanii και στελεχών αναφοράς, δεν υπήρξε διαφορά στην έκφραση για τις Omp33/36 

ή την OprD, αλλά η έκφραση της CarO και της OmpW ήταν διαφορετική (143). 

Το γονιδίωμα, των πολυανθεκτικών A. baumanii στελεχών, κωδικοποιεί για ένα 

μεγάλο εύρος αντλιών εκροής (151). Η AdeABC αντλία, που ανήκει στην οικογένεια 

RND αντλιών, είναι η καλύτερα μελετημένη μέχρι τώρα και ευθύνεται για έκφραση 

αντοχής στις β-λακτάμες (138,139), αμινογλυκοσίδες, ερυθρομυκίνη, χλωραμφαινικόλη, 

τετρακυκλίνες, φλουοροκινολόνες, τριμεθοπρίμη και βρωμιούχο αιθίδιο (140, 152). Η 

δομή της AdeABC αντλίας αποτελείται από τρία στοιχεία: την AdeA, που σχηματίζει την 

εσωτερική πρωτεΐνη, την AdeB που είναι διαμεμβρανική πρωτεΐνη και την AdeC που 

είναι η πρωτεΐνη επιφανείας. Το γονίδιο που κωδικοποιεί για την αντλία AdeABC είναι 

χρωμοσωμικό και η έκφρασή του ρυθμίζεται από ένα σύστημα δύοθ στοιχείων, με μία 

κινάση (AdeS) και το ρυθμιστή της (AdeR) (152). Σημειακές μεταλλάξεις στο ρυθμιστικό 

σύστημα σχετίζονται με υπερέκφραση της αντλίας (152). Απενεργοποίηση της έκφρασης 

της διαμεμβρανικής πρωτεΐνης της αντλίας, που κωδικοποιείται από το γονίδιο adeB, 

οδηγεί σε απώλεια της λειτουργικότητας της αντλίας και σε πολυανθεκτικό φαινότυπο 

του μικροβίου (140). Για άλλα γενωμικά είδη Acinetobacter έχουν περιγραφεί άλλες 

αντλίες RND τύπου (153,154). 
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Οι πενικιλλοδεσμευτικές πρωτεΐνες (Penicillin Binding Proteins- PBPs) 

αποτελούν πρωτεΐνες του κυτταρικού τοιχώματος των Gram αρνητικών βακτηρίων, οι 

οποίες συμμετέχουν στον πολυμερισμό και τη διασύνδεση των πενταπεπτιδίων, που 

σχηματίζουν το στρώμα πεπτιδογλυκάνης του κυτταρικού τοιχώματος. Διακρίνονται σε 

αυτές που έχουν δράση γλυκοζυλτρανσφεράσης (GT) για τον πολυμερισμό του λιπιδίου 

II καιταυτόχρονη δράση τρανσπεπτιδάσης (TP) για τη σύνθεση των πενταπεπτιδίων 

(τάξης Α PBPs) και σε εκείνες που καταλύουν μόνο την τρανσπεπτιδίωση (τάξης Β 

PBPs). Αναστολή οποιασδήποτε από τις δύο δραστικότητς αυτών των ενζύμων προκαλεί 

εξασθένιση της πεπτιδογλυκάνης και κυτταρικό θάνατο. Τα β-λακταμικά αντιβιοτικά 

παρουσιάζουν συγγένεια για το ενεργό κέντρο σερίνης των PBPs, στο οποίο 

προσδένονται ομοιοπολικά. Το ακυλοένζυμο που παράγεται υδρολύεται με πολύ χαμηλό 

ρυθμό, παρεμποδίζοντας τη δράση των PBPs επί της πεπτιδογλυκάνης (155). Παρ’ όλο 

που υπάρχουν ενδείξεις για ενδεχόμενη συμμετοχή των PBPs στην εμφάνιση αντοχής των 

Acinetobacter στην ιμιπενέμη, οι σχετικές αναφορές παραμένουν ελάχιστες και 

αμφιλεγόμενες. Σε μια πρόσφατη μελέτη, έγινε ανάλυση του γονιδιώματος, που 

κωδικοποιεί για τις PBPs, σε 26 στελέχη A. baumanii (ευαίσθητα ή ανθεκτικά στις 

καρβαπενέμες) και σύγκρισή του με το αντίστοιχο γονιδίωμα του πρότυπου στελέχους A. 

baumanii 17978. Στα αποτελέσματα αναφέρεται πως η αντιστοιχία του γονιδιώματος των 

A. baumanii με την αμινοξική αλληλουχία των PBPs είχε διατηρηθεί σε μεγάλο βαθμό. 

Μικρές αλλαγές στην αμινοξική αλληλουχία δε σχετίζονταν άμεσα με την ευαισθησία ή 

την ανθεκτικότητα του αντίστοιχου στελέχους στις β-λακτάμες (156). 

Αμινογλυκοσίδες 

Η παρουσία γονιδίων, που κωδικοποιούν για ένζυμα που τροποποιούν τις 

αμινογλυκοσίδες και εντοπίζονται στα ιντεγκρόνια τάξης 1, έχουν μεγάλη επικράτηση 

στα πολυανθεκτικά στελέχη A. baumanii (157,158,159,160). Έχουν περιγραφεί όλες οι 
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σημαντικές τάξεις ενζύμων, συμπεριλαμβανομένων των ακετυλοτρανσφερασών, 

νουκλεοτρανσφερασών και φωσφοτρανσφερασών (161). Τελευταία, έχει περιγραφεί σε 

ορισμένα στελέχη A. baumannii, η δυνατότητα μεθυλίωσης του 16S RNA (armA) 

(162,163,164), η οποία απαγορεύει τη σύνδεση των αμινογλυκοσιδών στο σημείο 

σύνδεσής τους, προσφέροντας έτσι υψηλό επίπεδο αντοχής σε όλες τις αμινογλυκοσίδες 

(γενταμυκίνη, τομπραμυκίνη και αμοκασίνη) (165). Έχει ενδιαφέρον το γεγονός πως το 

γενετικό περιβάλλον του armA φαίνεται πως έχει ομοιότητες ανάμεσα στα διάφορα είδη 

gram-αρνητικών μικροοργανισμών  και πιθανόν να έχει μεταφερθεί μεταξύ τους, μιας και 

συνήθως φέρεται σε πλασμίδια εντός τρανσποζονίων (Tnl548) (162). 

Εκτός από την αντλία εκροής AdeABC, η οποία είναι λιγότερο αποτελεσματική 

στη μεταφορά αμικασίνης και καναμυκίνης, οι αμινογλυκοσίδες αποτελούν υποστρώματα 

της πιο πρόσφατα περιγραφείσας αντλίας AbeM, η οποία ανήκει στην ομάδα MATE 

(166). 

Κινολόνες 

Τροποποιήσεις στην DNA γυράση ή στην τοποϊσομεράση IV, μέσω μεταλλαγών 

στα γονίδια gyrA και parC, που έχουν περιγραφεί για τα A. baumanii (167,168,169,170), 

εμπλέκονται με τα σημεία σύνδεσης. Οι κινολόνες αποτελούν επίσης, υποστρώματα 

αντλιών εκροής, συμπεριλαμβανομένων της AdeABC (139) και της AdeM (166). 

Τετρακυκλίνες και Γλυκυλκυκλίνες 

Η αντοχή στις τετρακυκλίνες και τα παράγωγά τους προκαλείται από αντλίες 

εκροής και από προστασία από τα ριβοσώματα (171). Οι αντλίες εκροής των 

τετρακυκλινών περιλαμβάνουν αυτές που κωδικοποιούνται από την ομάδα γονιδίων 

tet(A) έως tet(E), που εντοπίζονται πιο συχνά στους gram-αρνητικούς μικροργανισμούς. 

Οι tet(A) και tet(B) έχουν περιγραφεί για τα A. baumanii (172,173,174). Η tet(A) 

προσφέρει αντοχή στην τετρακυκλίνη, αλλά όχι στη μινοκυκλίνη, η οποία είναι πιο 
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ισχυρή ενάντια στα A. baumanii. Η ριβοσωμική προστασία κωδικοποιείται από την 

ομάδα γονιδίων tet(M) και tet(O), από τους οποίους όμως έχει περιγραφεί στα A. 

baumanii, σπάνια, μόνο το γονίδιο tet(M) (174). 

Εκτός από τις αντλίες εκροής των τετρακυκλινών, τα αντιμικροβιακά αυτά και 

ειδικά η τιγκεκυκλίνη (175), είναι ευαίσθητα και στις αντλίες άλλων οικογενειών, όπως η 

AdeABC αντλία (140). Έχει βρεθεί αυξημένη έκφραση του γονιδίου adeB, με τη μέθοδο 

της real-time PCR, σε στελέχη με αυξημένη MIC στην τιγκεκυκλίνη. Είναι επίσης 

σημαντικό το γεγονός πως η έκφραση αυτής της αντλίας μπορεί να αυξηθεί όταν ασκηθεί 

εκλεκτική πίεση αντιβιοτικού. 

Πολυμυξίνες 

Αν και υπάρχουν αναφορές για όλο και αυξανόμενη αντοχή και εμφάνισης 

ετερογενούς αντοχής των A. baumanii στις πολυμυξίνες, δεν έχει βρεθεί ακόμα ο 

μηχανισμός. Έχουν περιγραφεί μελέτες ανάλυσης του γονιδιώματος στελεχών 

 

Επιδημιολογία του A. baumanii παγκοσμίως 

Πολυανθεκτικό ορίζεται το στέλεχος το οποίο παρουσιάζει αντοχή σε 

περισσότερες από δύο, από τις παρακάτω κατηγορίες αντιβιοτικών: αντιψευδομοναδικές 

κεφαλοσπορίνες (κεφταζιδίμη, κεφιπίμη), αντιψευδομαναδικές καρβαπενέμες (ιμιπενέμη, 

μεροπενέμη), αμπικιλλίνη-σουλβακτάμη, φλουοροκινιλόνες (σιπροφλοξασίνη ή 

λεβοφλοξασίνη) και αμινογλυκοσίδες (γενταμυκίνη, τομπραμυκίνη ή αμικασίνη). 

Ευρώπη 

Οι λοιμώξεις από A. baumanii αποτελούν σοβαρό κλινικό πρόβλημα σε πολλές 

περιοχές της Ευρώπης (176). Από τις αρχές τις δεκαετίας του 1980 είχαν ήδη να 

αναφέρονται νοσοκομειακές επιδημίες, κυρίως σε Αγγλία, Γαλλία, Γερμανία, Ιταλία, 

Ισπανία και Σκανδιναβικές χώρες (177,178,179). Έχει παρατηρηθεί επίσης, πως η 
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εξάπλωση των πολυανθεκτικών στελεχών A. baumanii δεν περιορίζεται μόνο σε ένα 

νοσοκομείο, αλλά συμβαίνει σε εθνική κλίμακα. Παραδείγματα αποτελούν η εξάπλωση 

του Southern κλώνου και των Oxa-23 κλώνων 1 και 2 στην Ανατολική Αγγλία (180,181) 

και η εξάπλωση στελέχους A. baumanii VEB-1, που παράγει ESBL, σε 55 νοσοκομεία 

στη βόρεια και ανατολική Γαλλία (80). Επιπλέον, έχει καταγραφεί η εξάπλωση διεθνών 

κλώνων A. baumanii , των λεγόμενων «Ευρωπαϊκών κλώνων I, II και III» σε νοσοκομεία 

στη Βόρεια Ερώπη ( Βέλγιο, Δανία, Γαλλία, Ισπανία, Σκανδιναβία και Ηνωμένο 

Βασίλειο), στην Ανατολική Ευρώπη (Ιταλία, Ισπανία, Ελλάδα και Τουρκία ) 

(182,183,184) και στη Δυτική Ευρώπη (99). Τέλος, η αντοχή των A. baumanii στις 

καρβαπενέμες αποτελεί σοβαρό πρόβλημα σε πολλές ευρωπαϊκές χώρες, ενώ τα 

μεγαλύτερα, αλλά και συνεχώς αυξανόμενα, ποσοστά αντοχής αναφέρονται στην 

Τουρκία, Ελλάδα, Ιταλία, Ισπανία και Αγγλία (99,185). 

Βόρεια Αμερική 

Λοιμώξεις από πολυανθεκτικά στελέχη A. baumanii αναφέρονται ήδη από το 

1990 στις Ηνωμένες Πολιτείες (186). Δεδομένα από το Εθνικό Σύστημα Επιτήρησης 

Λοιμώξεων (National Nosocomial Infection Surveillance system) από την περίοδο 1986-

2003 καταγράφουν σημαντική αύξηση των λοιμώξεων από ανθεκτικά στελέχη A. 

baumanii (187). Σημαντική συμβολή στην επιδημιολογία των λοιμώξεων από A. 

baumanii είχε η επιστροφή του στρατιωτικού προσωπικού από το Ιράκ και το 

Αφγανιστάν (188,189,190,191,192). 

Λατινική Αμερική 

Τα επίπεδα αντοχής των A. baumanii στη μεροπενέμη, ιμιπενέμη, κεφταζιδίμη, 

πιπερακιλλίνη-ταζοβακτάμη, σιπροφλοξασίνη και γενταμυκίνη στη Λατινική Αμερική, 

είναι μεταξύ των υψηλότερων παγκοσμίως (193). Για το γεγονός αυτό ευθύνεται ένα 

πλήθος καρβαπεμενασών, που έχει απομονωθεί από στελέχη A. baumannii, 
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συμπεριλαμβανομένων των IMP-1και IMP-6 στη Βραζιλία (95), OXA-23 στη Βραζιλία 

και Κολομβία (194,195) και OXA-58 στην Αργεντινή (196). 

Αφρική 

Τα δεδομένα για την επιδημιολογία της αντοχής των A. baumanii στα αντιβιοτικά, 

στην Αφρική, περιορίζονται προς το παρόν μόνο στη Νότια Αφρική. Το 30% των 

απομονωμένων από το αίμα A. baumanii είναι ανθεκτικά στις καρβαπενέμες, >40% είναι 

ανθεκτικά στις κεφεπίμη και πιπερακιλλίνη-ταζοβακτάμη και > 30% είναι ανθεκτικά σε 

σιπροφλοξασίνη και λεβοφλοξασίνη (197). 

Ασία και Μέση Ανατολή 

Μεγάλος αριθμός outbreaks από πολυανθεκτικά στελέχη A. baumanii έχει καταγραφεί σε 

νοσοκομεία της Ασίας και της Μέσης Ανατολής, όπως επίσης και ποικιλλία 

καρβαπενεμασών φαίνεται να ενδημεί στις περιοχές αυτές (198,199,200). 

Αυστραλία 

Οι αρχικές αναφορές για λοιμώξεις από A. baumanii στην Αυστραλία προήλθαν 

από τη Βόρεια περιοχή και αφορούσαν λοιμώξεις από στελέχη κοινότητας (201,202) ενώ 

ακολούθησε η πρώτη νοσοκομειακή εξάπλωση A. baumanii στην Ανατολική Αυστραλία 

(203). Έκτοτε, καταγράφεται διασπορά νοσοκομειακών στελεχών A. baumanii σε πολλές 

πόλεις και δυστυχώς, αυτές οι λοιμώξεις προκαλούνται από ανθεκτικά στις καρβαπενέμες 

στελέχη A. baumannii, που εκφράζουν την OXA-23 (204). Πιο πρόσφατα, έχει αναφερθεί 

μειωμένη ευαισθησία στην τιγκεκυκλίνη σε πολυανθεκτικά στελέχη A. baumanii (205). 

Ελλάδα 

Στην Ελλάδα, τα στελέχη A. baumanii που απομονώνονται, εμφανίζουν συχνά 

πολυανθεκτικό φαινότυπο, αν και μέχρι το 1990 ήταν ευαίσθητα στις καρβαπενέμες 

(206). Έκτοτε, η αντοχή στις καρβαπενέμες άρχισε να εμφανίζεται σταδιακά και στις 

αρχές του 2000 έγινε αρκετά συχνό φαινόμενο (207). Την τελευταία δεκαετία, τα στελέχη 
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A. baumanii που είναι ανθεκτικά στις καρβαπενέμες υπερισχύουν στα νοσοκομεία και 

συχνά προκαλούν επιδημίες (208,209). Σε πρόσφατη δεκαετή μελέτη που έγινε στην 

Ελλάδα και περιελάμβανε στελέχη A. baumanii από οκτώ τριτοβάθμια νοσοκομεία, 

αναφέρθηκε πως τα πολυανθεκτικά στελέχη A. baumanii σχετίζονταν με τους διεθνείς 

κλώνους CC1 και CC2 και συχνά έφεραν το γονίδιο blaOXA-58. (210) 

 

Λοιμώξεις οφειλόμενες σε A. baumanii 

Στα περισσότερα ιδρύματα, η πλειοψηφία των στελεχών A. baumanii 

απομονώνεται από το αναπνευστικό σύστημα των νοσηλευόμενων ασθενών. Σε πολλές 

περιπτώσεις είναι πολύ δύσκολο να γίνει διάκριση μεταξύ του αποικισμού του ανώτερου 

αεραγωγού από την πνευμονία. Ωστόσο δεν υπάρχει αμφιβολία πως η πνευμονία που 

σχετίζεται με τη χρήση αναπνευστήρα, οφείλεται πολύ συχνά σε A. baumannii. Σε 

μεγάλες μελέτες από τις Ηνωμένες Πολιτείες, το 5-10% των περιπτώσεων πνευμονίας σε 

Μονάδες Εντατικής Θεραπείας (ΜΕΘ) οφείλεται σε A. baumanii (187), ενώ είναι 

χαρακτηριστικό το γεγονός πως ασθενείς με λοιμώξεις από A. baumanii  είχαν 

παρατεταμένη νοσηλεία σε ΜΕΘ (211). 

Περιπτώσεις πνευμονίας της κοινότητας οφειλόμενης σε A. baumanii έχουν 

περιγραφεί στις τροπικές περιοχές της Αυστραλίας και της Ασίας (201,202,212). 

Εμφανίζονται κυρίως την περίοδο των βροχών, σε άτομα με ιστορικό κατάχρησης 

αλκοόλ, στα οποία ο αποικισμός του φάρυγγα από A. baumanii φτάνει το 10%, στις 

περιοχές αυτές (201). 

Σε μια μεγάλη μελέτη που έγινε στις Ηνωμένες Πολιτείες, την περίοδο 1995-

2002, το A. baumanii ήταν σε σειρά το δέκατο πιο συχνό αίτιο βακτηριαιμίας, υπεύθυνο 

για το 1,3% όλων των περιπτώσεων νοσοκομειακής βακτηριαιμίας, οφειλόμενης σε έναν 

μικροβιακό παράγοντα (213). Το A. baumanii αποτελεί συχνότερο αίτιο βακτηριαιμίας σε 
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ασθενείς των ΜΕΘ, απ’ότι των υπόλοιπων κλινικών, ενώ η θνητότητα στις ΜΕΘ ,στις 

περιπτώσεις αυτές, φτάνει το 34- 43,4%, σε αντίθεση με το 16,3% των υπόλοιπων 

κλινικών. Επίσης, η βακτηριαιμία από A. baumanii αποτελεί το τρίτο πιο συχνό αίτιο 

θνητότητας στις ΜΕΘ, μετά από τη βακτηριαιμία από P.aeruginosa και από Candida. 

Εστίες για αιματογενή διασπορά αποτελούν η υποκείμενη πνευμονία, οι ουρολοιμώξεις 

και τα τραύματα (214). 

Το A. baumanii προκαλεί λοιμώξεις δέρματος και μαλακών ιστών μόνο 

σποραδικά, σε μη στρατιωτικό πληθυσμό και οι περιπτώσεις αυτές αφορούν κυρίως 

ασθενείς νοσηλευόμενους σε Μονάδες Εγκαυμάτων (215). Όσον αφορά τις λοιμώξεις 

τραυμάτων σε στρατιωτικό πληθυσμό, το A. baumanii αποτελεί το συχνότερα 

απομονούμενο παθογόνο, σε ποσοστό που φθάνει το 32,5% , σύμφωνα με μελέτες που 

έγιναν στους στρατιώτες που επέστρεφαν από το Ιράκ και το Αφγανιστάν (216,217). 

Το A. baumanii αποτελεί ευκαιριακό παθογόνο του ουροποιητικού συστήματος 

και είναι υπεύθυνο για το 1,6% των ουρολοιμώξεων σε ΜΕΘ (187). Τυπικά, σχετίζεται 

με την παρουσία ουροκαθετήρων στους νοσηλευόμενους στις ΜΕΘ, ενώ πολύ σπάνια 

προκαλεί μη επιπλεγμένες ουρολοιμώξεις σε υγιή άτομα. 

Η μετεγχειρητική μηνιγγίτιδα, σε νευροχειρουργικούς ασθενείς, οφειλόμενη σε A. 

baumanii αποτελεί πολύ σοβαρό πρόβλημα (218,219,220,221). Συνήθως οι ασθενείς 

αυτοί φέρουν εξωτερικούς ενδοκοιλιακούς καθετήρες, οι οποίοι αποτελούν την εστία 

εισόδου του παθογόνου, ενώ η θνητότητα αγγίζει και το 70% (222). 

Τέλος, έχουν αναφερθεί μεμονωμένες περιπτώσεις ενδοκαρδίτιδας οφειλόμενης 

σε A. baumannii, κυρίως σε ασθενείς με προσθετικές βαλβίδες (223,224,225,226). Λίγες 

είναι και οι περιπτώσεις ενδοφθαλμίτιδας ή κερατίτιδας από A. baumannii, κυρίως μετά 

από χρήση φακών επαφής και οφθαλμολογικές χειρουργικές επεμβάσεις 

(227,228,229,230). 
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Θεραπευτικές επιλογές λοιμώξεων από A. baumanii 

Το μεγάλο εύρος των ενδογενών αλλά και αποκτηθέντων μηχανισμών αντοχής 

που έχει βρεθεί στο A. baumanii έχει εγείρει το επιστημονικό ενδιαφέρον, ενώ σύμφωνα 

με την Αμερικανική Εταιρεία Λοιμώξεων (Infectious Deseases Society of America) το A. 

baumanii αποτελεί ένα από τα πιο επικίνδυνα παθογόνα “red alert”, που απειλούν τις 

δυνατότητες του αντιβιοτικού οπλοστασίου (231). Πριν το 1970, ήταν δυνατή η 

αντιμετώπιση των λοιμώξεων από A. baumanii με διάφορα αντιβιοτικά, 

συμπεριλαμβανομένων των αμινογλυκοσιδών, β-λακταμών και τετρακυκλινών. Σήμερα, 

η εμφάνιση αντοχής σχεδόν σε όλα τα γνωστά αντιβιοτικά, δημιουργεί τεράστιο 

πρόβλημα. Μιας και η χορήγηση εμπειρικής θεραπείας σε σοβαρές λοιμώξεις από A. 

baumanii έχει συνδεθεί με αύξηση της νοσηρότητας και θνητότητας (232,233,234),  το 

αντιβιοτικό σχήμα που θα ακολουθείται πρέπει να αποφασίζεται με βάση τα 

αποτελέσματα των δοκιμασιών ευαισθησίας. 

Η σουλβακτάμη είναι ένας από τους τρεις διαθέσιμους αναστολείς β-λακταμασών, 

που, σε αντίθεση με το κλαβουλανικό οξύ και την ταζοβακτάμη, έχει ενδογενή 

αντιμικροβιακή δράση ενάντια σε συγκεκριμένους μικροργανισμούς, ιδιαίτερα στα 

Acinetobacter (235,236,237,238) και  Bacteroides spp (240), η οποία διαμεσολαβείται 

από τη σύνδεσή της στην πενικιλλοδεσμευτική πρωτεΐνη 2 (241). Η σουλβακτάμη 

χορηγείται σε συνδυασμό με αμπικιλλίνη ή κεφοπεραζόνη (236,237). Η ευαισθησία των 

A. baumanii στη σουλβακτάμη ποικίλλει στις διάφορες περιοχές (242), ενώ ορισμένες 

μελέτες time-kill δείχνουν βακτηριοκτόνο δράση ενάντια στα ευαίσθητα και όχι στα 

ενδιάμεσης ευαισθησίας στελέχη A. baumanii (243) όταν άλλες μελέτες καταγράφουν 

βακτηριοστατική δράση (236). Σε βακτηριαιμία από A. baumanii η σουλβακτάμη έχει 

αποδειχθεί εξ’ ίσου δραστική με την ιμιπενέμη (244,245,246), όταν το στέλεχος είναι 
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ευαίσθητο σ’ αυτή, ενώ υπάρχουν ενθαρρυντικά αποτελέσματα για τη χρήση 

αμπικιλλίνης- σουλβακτάμης στη θεραπεία νοσοκομειακής μηνιγγίτιδας από A. baumanii 

(238,247). Η συνδυασμένη θεραπεία σουλβακτάμης με κεφεπίμη (248), ιμιπενέμη 

(249,250), μεροπενέμη (251,252), αμικασίνη (253), ριφαμπικίνη (254) και τιρκακιλλλίνη-

κλαβουλανικό (255) φαίνεται πως είναι πιο δραστική σε σχέση με τη μονοθεραπεία με 

σουλβακτάμη. Δυστυχώς, η αντοχή στη σουλβακτάμη αυξάνεται τα τελευταία χρόνια, 

περιορίζοντας τη χρησιμοποίησή της. 

Οι πολυμυξίνες ( κολιστίνη ή πολυμυξίνη Ε και πολυμυξίνη Β) αποτελούν μια κατηγορία 

αντιβιοτικών, γνωστή από το 1947, που προέρχεται από το Bacillus polymyxa (256). 

Συνδέονται στα ανιονικά λιπίδια LPS της εξωτερικής μεμβράνης του κυττάρου των gram-

αρνητικών βακτηρίων, οδηγώντας σε διαταραχές ανταλλαγής λιπιδίων, ωσμωτική 

αστάθεια, καταστροφή της μεμβράνης και τελικά σε κυτταρικό θάνατο (257,258). 

Υπάρχουν δύο μορφές κολιστίνης στο εμπόριο, το colistin sulfate, για τοπική και χρήση 

από το στόμα και το sodium colistin methanesulfonate, για παρεντερική χρήση (259). Και 

οι δύο μορφές μπορούν να χορηγηθούν με νεφελοπόίηση. Σε in vitro πειράματα, η 

κολιστίνη επιδεικνύει βακτηριοκτόνο δράση, ανάλογα με τη συγκέντρωση, σε στελέχη A. 

baumanii (255,256,257,258). Σε αρκετές προοπτικές μελέτες, αναφέρεται πως οι ασθενείς 

που έλαβαν κολιστίνη ως μονοθεραπεία, για λοιμώξεις από πολυανθεκτικά στελέχη A. 

baumannii, ευαίσθητα μόνο στην κολιστίνη, είχαν το ίδιο θεραπευτικό αποτέλεσμα με 

ασθενείς που έλαβαν συνδυασμένη θεραπεία για λοιμώξεις από πιο ευαίσθητα στελέχη 

(259,260). 

Οι καρβαπενέμες (ιμιπενέμη, μεροπενέμη, δοριμενέμη), παρά την απουσία 

τυχαιοποιημένων μελετών, παραμένουν μία από τις σημαντικότερες θεραπευτικές 

επιλογές για τις σοβαρές λοιμώξεις που προκαλούνται από πολυανθεκτικά στελέχη  A. 

baumanii (261).  Έχουν εξαιρετική βακτηριοκτόνα δράση και σταθερότητα ενάντια σε 
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μεγάλο εύρος β-λακταμασών. Ωστόσο, η όλο και αυξανόμενη ανθεκτικότητα των A. 

baumanii σ’ αυτές, δημιουργεί θεραπευτικά προβλήματα, δεδομένου ότι τα περισσότερα 

στελέχη A. baumanii που είναι ανθεκτικά στις καρβαπενέμες είναι επίσης ανθεκτικά και 

στην πλειοψηφία των υπόλοιπων αντιβιοτικών (εξαιρουμένων των πολυμυξινών και της 

τετρακυκλίνης). Η ευαισθησία στις καρβαπενέμες ποικίλλει από >90% έως 32%, 

ανάλογα με τη γεωγραφική περιοχή (262,263). Σε μελέτη που έγινε στην Ελλάδα (264) 

παρατηρήθηκε πως το 59% των στελεχών ήταν ευαίσθητα στη μεροπενέμη ενώ μόλις το 

32% των στελεχών ήταν ευαίσθητα στην ιμιπενέμη, σε αντίθεση με ότι συμβαίνει στις 

περισσότερες χώρες (265). Πρόσφατα, έχει παρατηρηθεί πως πολυανθεκτικά στελέχη A. 

baumanii, που με κλασικές φαινοτυπικές δοκιμασίες εμφανίζονται ευαίσθητα στις 

καρβαπενέμες, αναπτύσσουν ετερογενή αντοχή σε αυτά τα αντιμικροβιακά (17). Αυτά τα 

στελέχη παράγουν υποπληθυσμούς που εκφράζουν ασταθή ετεροαντοχή στις 

καρβαπενέμες και που εμφανίζουν φαινότυπο όμοιο με το πατρικό στέλεχος. Επίσης, 

απομονώθηκαν στελέχη με σταθερά ετεροάντοχο φαινότυπο. Οι ακριβείς μηχανισμοί που 

είναι υπεύθυνοι για την  έκφραση αυτού του φαινοτύπου, δεν είναι ακόμα γνωστοί, όπως 

επίσης και ο ρόλος που παίζει στη δραστικότητα των καρβαπενεμών, κατά τη χορήγησή 

τους στις λοιμώξεις από A. baumanii. Τέλος, η δοριπενέμη είναι μια νέα καρβαπενέμη, η 

οποία όμως, δε φαίνεται να υπερέχει σε δράση ενάντια στις λοιμώξεις από A. baumanii, 

σε σχέση με την ιμιπενέμη και τη μεροπενέμη (267). 
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Σκοπός της μελέτης 

Την περίοδο της έρευνας, υπήρχαν κάποιες αναφορές σχετικές με την εμφάνιση 

ετερογένειας (Εκόνα 1) σε στελέχη A. baumanii, χωρίς ωστόσο να έχει μελετηθεί η 

συμπεριφορά των στελεχών αυτών μετά τη χορήγηση αντιβιοτικών, τόσο in vitro όσο και 

in vivo. Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η διερεύνηση της ετερογενούς αντοχής στα 

αντιβιοτικά και της επίπτωσης αυτής στην αντιμικροβιακή θεραπεία, σε νοσοκομειακά 

στελέχη A. baumanii, δίνοντας έμφαση στη χορήγηση καρβαπενεμών. 

 

Εικόνα 1. Ετερογενής φαινότυπος A. baumannii 

 

 

Υλικά και μέθοδοι 

Στελέχη και ταυτοποίηση. Κατά τη διάρκεια της μελέτης, απομονώθηκαν, από ασθενείς 

του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Λάρισας,  340 κλινικά στελέχη A. baumanii, την 

περίοδο Σεπτέμβριος 2007 – Μάρτιος 2009. Τα στελέχη προήλθαν από ασθενείς όλων 

σχεδόν των κλινικών του νοσοκομείου ( Ορθοπαιδική, Χειρουργική, Νευροχειρουργική, 

Μονάδα Εντατικής Θεραπείας, Παθολογικές Κλινικές, Μονάδα Στεφανιαίας Νόσου, 

Ογκολογική, Καρδιολογική, Αγγειοχειρουργική, Αιματολογική, Πνευμονολογική, 
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Νευρολογική, ΑΚΑ, Νεφρολογική), με τα περισσότερα να ανήκουν στη Μονάδα 

Εντατικής Θεραπείας (>25%) και την Πνευμονολογική Κλινική (>10%). Όλα τα στελέχη 

συντηρήθηκαν σε θρεπτικό ζωμό Mueller Hinton Broth (Biolife, Milano, Italy), με 

περιεκτικότητα γλυκερόλης 16% w/v στους -80οC. Η ταυτοποίηση των στελεχών έγινε 

αρχκά με το αυτοματοποιημένο σύστημα VITEK 2 (bioMérieux, Marcy l’ Étoile, France) 

και η ταυτοποίηση του είδους επιβεβαιώθηκε με PCR για το ενδογενές γονίδιο blaOXA-

51 (268). 

Από τα παραπάνω στελέχη επιλέχθηκαν 19 στελέχη, τα οποία παρουσίαζαν 

ευαισθησία στις καρβαπενέμες, ώστε να ερευνηθεί περαιτέρω η τυχόν εμφάνιση 

ετερογένειας. 

 

Μελέτη ευαισθησίας. Η ευαισθησία των στελεχών στα αντιβιοτικά (β-λακτάμες, 

αμινογλυκοσίδες, κινολόνες, κολιστίνη) καθορίστηκε αρχικά με το αυτοματοποιημένο 

σύστημα VITEK 2 (bioMérieux, Marcy l’ Étoile, France). Ειδικά για τις καρβαπενέμες, η 

MIC καθορίστηκε με τη μέθοδο αραίωσης του αντιβιοτικού σε άγαρ, ακολουθώντας 

διεθνή κριτήρια αξιολόγησης (269). Πιο συγκεκριμένα, παρασκευάστηκαν τριβλία 

Mueller Hinton Agar (Biolife), τα οποία περιείχαν υποδιπλάσιες συγκεντρώσεις 

καρβαπενεμών, από 512 έως 0,25 mg/L. Σε καθένα τρυβλίο ενοφθαλμίστηκε εναιώρημα, 

το οποίο περιείχε περίπου 10
4
 CFUs από κάθε στέλεχος ( 10μL από αραίωση 1:100 

αρχικού εναιωρήματος με πυκνότητα 0,5 της κλίμακας McFarland). Τα τρυβλία 

επωάστηκαν στους 37οC για 18 ώρες. Ως MIC καθορίστηκε η μικρότερη συγκέντρωση 

αντιβιοτικού, που δεν επέτρεψε την ορατή ανάπτυξη του κάθε στελέχους. Το στέλεχος 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας. 
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Τυποποίηση. Η τυποποίηση των στελεχών της μελέτης έγινε με μακροπεριοριστική πέψη 

του γενωμικού DNA, με το περιοριστικό ένζυμο Apa1 (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, 

Germany) και την ακόλουθη ανάλυση των νουκλεϊνικών τμημάτων με ηλεκτροφόρηση σε 

μεταβαλλόμενο ηλεκτρικό πεδίο. Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε είναι το παρακάτω: 

 Τα στελέχη επωάσθηκαν σε Tryptic Soy Broth (Biolife) στους 37οC για 18 ώρες 

και τα εναιωρήματα φωτομετρήθηκαν και αραιώθηκαν με τον κατάλληλο όγκο 

νερού (Water for Injection- WFI), ώστε να αποκτήσουν πυκνότητα ίση με 4.0 της 

κλίμακας McFarland. 

 Από το αραιωμένο διάλυμα, όγκος 1mL φυγοκεντρήθηκε στις 13000rpm για 2 

λεπτά και το ίζημα εναιωρήθηκε σε 200μl διαλύματος PIV (0.01 mM Tris-HCl pH 

8.0, 1 M NaCl). 

 Παρασκευάστηκε 2% αγαρόζη χαμηλού μοριακού σημείου τήξεως (LMT – Low 

Melting Temperature Agarose, Cambrex Bio Science Rockland Inc., ME, USA) 

σε 10 ml διαλύματος PIV και διατηρήθηκε μαζί με τα εναιωρημένα στελέχη στους 

42oC για 10 λεπτά. 

 Όγκος 200μl αγαρόζης αναμείχθηκε με το δείγμα και ετοιμάστηκαν 7 πλακίδια 

μείγματος αγαρόζης- μικροβίου (από 20 μl) για κάθε στέλεχος, ανάμεσα σε 

υάλινες επιφάνειες. Τα πλακίδια έμειναν στους -30οC για 5 λεπτά αυστηρά και 

στη συνέχεια σε θερμοκρασία δωματίου για 15 λεπτά. 

 Τα πλακίδια επωάσθηκαν μέσα σε 500μl διαλύματος EC (6 mM Tris pH 8.0, 1M 

NaCl, 100 mM EDTA pH 8.0, 0,2% Na deoxycholate, 0,5% Na laurylsarcosine) 

που περιείχαν 100 μg/ml λυσοζύμης (Sigma-Aldrich) και 50 μg/ml RNaseA 

(Sigma-Aldrich) στους 37 οC, για τουλάχιστον 6 ώρες. 
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 Το EC διάλυμα αντικαταστάθηκε από 1ml ES διαλύματος (0.5 M EDTA pH 9.0, 

1% sarcosyl), που περιείχε 1 mg/ml πρωτεϊνάση Κ (Sigma-Aldrich) και τα 

πλακίδια επωάσθηκαν ολονύχτια στους 50oC. 

 Ακολούθησε πλύσιμο των πλακιδίων 5 φορές για 30 λεπτά κάθε φορά, με 12ml 

διαλύματος ΤΕ (10mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA pH 8.0). 

 Έγινε ολονύχτια πέψη ενός πλακιδίου από κάθε στέλεχος μέσα σε 80 μl restriction 

buffer 1x με 40U Apa1 (Fermentas), στους 37οC. 

 Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε ειδική αγαρόζη  1%, για ηλεκτροφόρηση σε 

μεταβαλλόμενο ηλεκτρικό πεδίο (Agarose for Pulse Field Gel Electroforesis: 

Running Gel, Sigma-Aldrich), η οποία παρασκευάσθηκε σε διάλυμα 0.5x TBE 

(BioRad, Hercules, CA, USA). Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε συσκευή CHEF-DRIII 

με 2lt 0,5x TBE και τις εξής συνθήκες: initial switch time 5 sec, final switch time 

13 sec, total time 20 hors, volts/cm 6, angle 160o, temperature 11,3oC. Ως 

μάρτυρας μοριακού βάρους χρησιμοποιήθηκε το εμπορικό σκεύασμα PULSE 

MARKERTM 50-1.000 kb (Sigma-Aldrich), που περιέχει τεμάχια γενώματος λ 

φάγου, γνωστού μεγέθους. 

 Τα κριτήρια που εφαρμόστηκαν για την αξιολόγηση των αποτελεσμάτων είναι 

αυτά που πρότειναν οι Tenover et al (270). Η ψηφιακή ανάλυση και η εξαγωγή 

της φυλενετικής σχέσης των στελεχών έγινε με το λογισμικό Quantity One 

(BioRad). 

 

Δοκιμασίες PCR. Η ύπαρξη γονιδίων που κωδικοποιούν για γνωστές καρβαπενεμάσες 

των τάξεων B και D (blaIMP, blaVIM, blaSPM, blaSIM, blaGIM, blaOXA-23-like, blaOXA-24-like, 

blaOXA-58-like) διερευνήθηκε με δοκιμασίες PCR (208,271,272) Η ύπαρξη του ενδογενούς 

γονιδίου blaOXA-51 (268) η οποία επιβεβαιώνει το χαρακτηρισμό των στελεχών της 
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μελέτης ως A. baumanii, έγινε επίσης με PCR. Οι αλληλουχίες εισδοχής ISAbA1 and 

ISAbA3, οι οποίες σχετίζονται με β-λακταμάσες, μελετήθηκαν με PCR, ενώ έγινε και 

έλεγχος της θέσης τους σε σχέση με τα γονίδια blaOXA-51 and blaOXA-58. Ο έλεγχος αυτός 

πραγματοποιήθηκε με δοκιμασίες PCR, με εκκινητές τους ISAbA1 forward and OXA-51-

like reverse και ISAbA3 forward and OXA-58 reverse, αντίστοιχα (273) Η αλληλουχία 

των νουλεοτιδίων από τα προϊόντα των PCR καθορίστηκε στο Lark Technologies, Inc. 

και η ανάλυση του γονιδιώματος έγινε με χρήση του λογισμικού DNAStar software 

(version 5.07; Lasergene, Madison, WI). 

 

Πληθυσμιακή Ανάλυση και Διερεύνηση της σταθερότητας του ετερογενούς φαινότυπου. Οι 

πληθυσμιακές αναλύσεις με ιμιπενέμη και μεροπενέμη έγιναν με βάση δημοσιευμένο 

πρωτόκολλο για P. Aeruginosa (274), στο οποίο έγιναν κάποιες τροποποιήσεις. 

Συγκεκριμένα, ενοφθαλμίστηκαν 10
8
 αποικίες από κάθε στέλεχος (100 μl αρχικού 

διαλύματος που περιείχε 10
9 

CFU/ml) σε τρυβλία  με Mueller-Hinton άγαρ, τα οποία 

περιείχαν ιμιπενέμη ή μεροπενέμη σε υποδιπλάσιες αραιώσεις από 0.5 έως 32 mg/liter 

και επωάστηκαν για 48 ώρες. Η ανάλυση επαναλήφθηκε τρεις φορές για κάθε στέλεχος 

και τα αποτελέσματα αναλύθηκαν σε ημιλογαριθμικό πίνακα. Το πρότυπο στέλεχος P. 

aeruginosa ATCC 27853 χρησιμοποιήθηκε ως control. Η συχνότητα εμφάνισης 

ετερογενών πληθυσμών στη μεγαλύτερη συγκέντρωση αντιβιοτικού εκτιμήθηκε 

διαιρώντας τον αριθμό των αποκιών που αναπτύχθηκαν στο τρυβλίο με τη μεγαλύτερη 

συγκέντρωση αντιβιοτικού με τον αριθμό των αποικιών που αναπτύχθηκε σε τρυβλίο 

χωρίς αντιβιοτικό. Επίσης, από κάθε στέλεχος επιλέχθηκαν τρεις διακριτές αποικίες, οι 

οποίες αναπτύχθηκαν στο τρυβλίο με τη μεγαλύτερη συγκέντρωση αντιβιοτικού και 

ανακαλλιεργούνταν καθημερινά, για μία εβδομάδα, σε τρυβλία χωρίς αντιβιοτικό. 

Έπειτα, ελέχθηκε η MIC τους στις καρβαπενέμες με τη μέθοδο αραιώσεων του 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
21/05/2024 12:56:36 EEST - 3.144.23.118



 

 

55 

αντιβιοτικού σε άγαρ και με τη μέθοδο Kirby – Bauer, ώστε να ελεγχθεί η σταθερότητα 

του ετερογενούς φαινότυπου. 

 

Καμπύλες μικροβιοκτόνου δράσης μεροπενέμης. Καμπύλες μικροβιοκτόνου δράσης για τη 

μεροπενέμη έγιναν με όλα τα στελέχη, όπως επίσης και για το πρότυπο στέλεχος P. 

aeruginosa ATCC 27853, με βάση δημοσιευμένα πρωτόκολλα για A. baumanii 

(275,276,277,278). Συγκεκριμένα, από ένα αρχικό διάλυμα βακτηρίου, το οποίο περιείχε 

περίπου 1,5 x 10
8
 CFU/ml, ενοφθαλμίστηκαν 100μl σε 3ml ζωμού Mueller-Hinton, ώστε 

το τελικό διάλυμα να περιέχει περίπου 5 x 10
6
 CFU/ml. Το διάλυμα αυτό περιείχε 

μεροπενέμη σε συγκέντρωση 4 mg/liter. Η συγκέντρωση της μεροπενέμης επιλέχθηκε με 

βάση το ότι αποτελεί το χαμηλότερο σταθερό επίπεδο αντιβιοτικού που μπορεί να 

επιτευχθεί στον ορό υγιών εθελοντών, μετά από χορήγηση των συνηθισμένων δόσεων 

μεροπενέμης (279). Από το παραπάνω διάλυμα, γινόταν επινέμηση 50 μl 

υποπολλαπλάσιων 10
2
και 10

4
 διαλυμάτων σε τρυβλία με Mueller-Hinton άγαρ, τα οποία 

δεν περιείχαν αντιβιοτικό, τις ώρες 1, 3, 6, 9, 12, 24, 36, και 48, μετά την προσθήκη 

αντιβιοτικού, ώστε να γίνει καταμέτρηση των βιώσιμων κυττάρων. Η διαδικασία 

επαναλήφθηκε τρεις φορές για όλα τα στελέχη, υπολογίστηκαν οι ελάχιστες τιμές 

βιώσιμων αποικιών και αναλύθηκαν σε ημιλογαριθμικό πίνακα. 

 

Μελέτη των πρωτεϊνών εξωτερικής μεμβράνης. Η μελέτη των πρωτεϊνών εξωτερικής 

μεμβράνης έγινε ακολουθώντας δημοσιευμένα πρωτόκολλα (280) 

 Συγκεκριμένα, τα βακτήρια επωάσθηκαν σε ζωμό Mueller-Hinton (Biolife) στους 

37
o
C για 18 ώρες και ακολούθησε φυγοκέντρηση σε 3700g για 15 λεπτά, στους 

4
o
C. 
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 Το ίζημα των κυττάρων εναιωρήθηκε σε 2ml διαλύματος 10mM PB (7,2 mM 

K2HPO4, 2,8mM KH2PO4, pH 7,2) και το εναιώρημα εκτέθηκε σε υπερήχους 8 

φορές για 10 λεπτά, με ενδιάμεση παύση 0,7 λεπτών. Η όλη διαδικασία διεξήχθη 

σε πάγο. 

 Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 7000 rpm για 15 λεπτά, στους 4
o
C και το 

υπερκείμενο φυγοκεντρήθηκε στις 13000rpm για 45 λεπτά, στους 4
o
C, ώστε να 

απομακρυνθούν τα κύτταρα που δεν υπέστησαν λύση. 

 Το ίζημα εναιωρήθηκε σε 1 ml διαλύματος 2% sodium lauryl sarcosinate σε 10 

mM PB (pH 7,2) και επωάστηκε σε θερμοκρασία δωματίου για 45 λεπτά. 

 Το νέο διάλυμα φυγοκεντρήθηκε στις 11000 rpm για 60 λεπτά στους 4
o
C και το 

ίζημα εναιωρήθηκε σε 200 ml διαλύματος 6.25 mM Tris-HCl buffer, pH 6.8. 

 Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση 10 μl από το διάλυμα κάθε στελέχους, σε γέλη 

πολυακρυλαμίδης, με το εμπορικό kit NUPAGE
TM

 4% - 12% Bis-Tris Gel 1.0 mm 

Kit (Invitrogen). 

 Τέλος, έγινε χρώση της γέλης με το αντιδραστήριο SimplyBlue
TM

 SafeStain 

(Invitrogen). 

 

Πειραματικές λοιμώξεις. Η διενέργεια πειραματικών λοιμώξεων εγκρίθηκε από την 

Επιτροπή Δεοντολογίας της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας και ήταν 

σύμφωνη με τις κατευθυντήριες οδηγίες της Ευρωπαϊκής Ένωσης. Χρησιμοποιήθηκαν 

επίμυες, ηλικίας έξι εβδομάδων, βάρους 23 έως 27 g (281). Οι επίμυες φυλάχθηκαν σε 

ειδικά κλουβιά, με νερό και φαγητό ad libidum. Τέσσερις , καθώς και μία ημέρα πριν την 

έναρξη του πρωτοκόλλου, έγινε ενδοπεριτοναϊκή έγχυση κυκλοφωσφαμίδης, 150 mg/kg 

και 100 mg/kg, αντίστοιχα, ώστε να καθιστούν οι επίμυες ουδετεροπενικοί (282) . Η 

αναισθησία έγινε με ενδοπεριτοναϊκή έγχυση 30 μl διαλύματος κεταμίνης/συσαλαζίνης 
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(5:1). Στη συνέχεια, έγινε έγχυση σε κάθε μηρό, 0,1 ml εναιωρήματος μικροβίων, με 

συγκέντρωση 7 log10 CFU/ml (283). Έπειτα από 2 ώρες ξεκίνησε η χορήγηση 

μεροπενέμης σε τρία δοσολογικά σχήματα, 20 mg/kg/8h (284), 100 mg/kg/12h (285) και 

400 mg/kg/8h (286). Για κάθε στέλεχος έγιναν τρεις επαναλήψεις ενώ σε ισάριθμους 

επίμυες δε δόθηκε θεραπεία (controls). Μετά τη συμπλήρωση 24ωρης θεραπείας, όσοι 

επίμυες επέζησαν, θανατώθηκαν. Ακολούθησε ομογενοποίηση όλων των μηριαίων μυών 

και καλλιέργεια των μικροβιακών εναιωρημάτων, ώστε να γίνει καταμέτρηση των 

αποικιών που αναπτύχθηκαν από κάθε στέλεχος. Οι τιμές εκφράστηκαν ως log10 

CFU/μηρό. Το t-test χρησιμοποιήθηκε για στατιστική ανάλυση, ενώ σε όλα τα πειράματα 

τιμή P ≤0,05 θεωρήθηκε ενδεικτική στατιστικά σημαντικής διαφοράς. Όλες οι 

στατιστικές αναλύσεις έγιναν με το λογισμικό Minitab (version 13.31). 

 

Καμπύλες ανάπτυξης. Καμπύλες ανάπτυξης έγιναν μόνο για τα πέντε κλινικά στελέχη που 

χρησιμοποιήθηκαν στις πειραματικές λοιμώξεις καθώς για τους ετερογενενείς 

υποπληθυσμούς τους. Σε 15 mL ζωμού Mueller–Hinton, διαλύσαμε 0.1 mL υγρής 

καλλιέργειας, μετά από ολονύκτια επώαση, του κάθε στελέχους σε ζωμό Mueller–Hinton. 

Το τελικό διάλυμα επωάσθηκε στους 37
ο
C,με συνεχή ανάδευση και κάθε μία ώρα, 

γινόταν μέτρηση της οπτικής πυκνότητας του διαλύματος, για τις επόμενες 16 ώρες. 

 

Αποτελέσματα 

 

Ταυτοποίηση στελεχών και μελέτη ευαισθησίας. Από τα 340 στελέχη A. baumanii που 

απομονώθηκαν κατά τη διάρκεια της μελέτης, τα 19 επιλέχθηκαν να χρησιμοποιηθούν 

για περαιτέρω έρευνα. Τα στελέχη αυτά επιλέχθηκαν αρχικά με βάση την ευαισθησία 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
21/05/2024 12:56:36 EEST - 3.144.23.118



 

 

58 

τους στις καρβαπενέμες, σύμφωνα με το αυτοματοποιημένο σύστημα Vitek 2. Το 

αντιμικροβιακό τους προφίλ φαίνεται στον Πίνακα 2. 

Στη συνέχεια ακολούθησε μελέτη της ευαισθησίας των κλινικών στελεχών στις 

καρβαπενέμες με τη μέθοδο αραίωσης του αντιβιοτικού σε άγαρ. Οι MICs των κλινικών 

στελεχών στην ιμιπενέμη και τη μεροπενέμη κυμάνθηκαν από 0.25 έως 4 mg/lt (Πίνακας 

2). 

 

Τυποποίηση. Η τυποποίηση των στελεχών της μελέτης έγινε με μακροπεριοριστική πέψη 

του γενωμικού DNA, με το περιοριστικό ένζυμο Apa1 (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, 

Germany) και την ακόλουθη ανάλυση των νουκλεϊνικών τμημάτων με ηλεκτροφόρηση σε 

μεταβαλλόμενο ηλεκτρικό πεδίο (PFGE). Μεταξύ των 19 στελεχών, αναγνωρίστηκαν 

εννέα διαφορετικοί γονότυποι. Τα κλινικά στελέχη και οι αντίστοιχοι υποπληθυσμοί τους 

είχαν πάντα τον ίδιο γονότυπο, κάτι που δείχνει ότι δεν υπάρχει επιμόλυνση και ότι οι 

αλλαγές που οδηγούν στην ετερογενή αντοχή δεν μεταβάλλουν δραστικά τη γενετική 

σύσταση των μικροβίων (Πίνακας 2). 

 

Πίνακας 2. Χαρακτηριστικά στελεχών μελέτης. 

Isolate 

 

blaoxa51-

like 

alleles 

Susceptibility 

status to 

antimicrobials 

other than 

IMP, MEM, 

COL 

 

 

PFGE 

Agar MIC 

(mg/L) Highest 

conc. in PA 

(mg/L) 

Agar MIC 

(mg/L) of 

heterogenous 

subpopulations 

in IMP 

Agar MIC 

(mg/L) of 

heterogenous 

subpopulations 

in MEM 

IMP MEM IMP MEM IMP MEM IMP MEM 

5 66 SAM I 3 3 8 8 8 1.5 3 32 

13 66 AMK, GEM, VI 3 0.375 4 2 3 0.5 6 3 
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PTZ, SAM 

27 91 

PTZ, GEM, 

LVX, CIP, 

TOB, SAM 

VII 0.375 1 2 8 1 1 1 >32 

32 66 PTZ, SAM I 1.5 2 2 8 4 1 2 12 

49 66 SAM I 6 4 16 24 8 1.5 2 32 

68 66 AMK, SAM I 3 2 16 32 3 6 4 >32 

71 66 

PTZ, GEM, 

LVX, MOX, 

SAM 

I 0.375 <0.25 12 8 2 1 2 24 

72 94 

NET, TOB, 

MOX, SAM 

II 1.5 1.5 6 8 1 1 2 24 

78 94 

AMK, TOB, 

LVX, MOX, 

SAM 

II 2 2 6 12 3 0.75 3 32 

79 69 AMK III 1 1 6 8 1 1 2 8 

119 66 

AMK, GEM, 

TOB, CIP, 

LVX, MOX, 

PTZ, SAM 

VIII <0.25 0.75 2 8 1 0.75 1 8 

129 69 - III 3 1 24 16 1.5 1 3 >32 

133 66 

AMK, PTZ, 

SAM 

IX 3 1.5 8 32 3 1 1.5 >32 

135 69 

NET, OFX, 

TOB, SAM 

IV 1.5 0.75 8 16 1.5 1 2 16 

142 66 
SAM, CIP, COL, 

MEM 
I 3 4 8 16 8 1.5 2 32 

156 66 

GEN, TOB, CIP, 

SAM, 

MEM, COL 

II 0.375 1 2 8 2 2 1 1 
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158 91 
GEN, TOB, SAM, 

MEM, COL 
I 1.5 2 2 8 4 2 1 1 

174 66 
GEN, SAM, 

MEM, COL 
I 6 4 16 16 4 2 1 2 

188 66 
GEN, TOB, SAM, 

MEM, COL 
III 3 2 8 32 3 1 2 >32 

 

Δοκιμασίες PCR. Οι δοκιμασίες PCR για γονίδια που κωδικοποιούν για τις γνωστές 

καρβαπενεμάσες των τάξεων B και D (blaIMP, blaVIM, blaSPM, blaSIM, blaGIM, blaOXA-23-like, 

blaOXA-24-like, blaOXA-58-like) ήταν αρνητικές σε όλα τα στελέχη. Θετική ήταν μόνο η 

ύπαρξη του ενδογενούς γονιδίου για τα A. baumanii, blaOXA-51-like. Στην αλληλουχία των 

νουλεοτιδίων από τα προϊόντα των PCR ήταν πιο συχνά απαντώμενα τα αλλήλια blaOXA-

66 και blaOXA-69, όπως ήταν αναμενόμενο, σύμφωνα με προηγούμενη μελέτη (287). 

Επίσης, δεν ανιχνεύθηκαν στοιχεία εισδοχής ISAba1 στην άνοδο του γονιδίου blaOXA-51-

like τα οποία συμβάλλουν στην αντοχή στις καρβαπενέμες. 

 

Πληθυσμιακή ανάλυση και διερεύνηση της σταθερότητας του ετερογενούς φαινότυπου. Οι 

πληθυσμιακές αναλύσεις με ιμιπενέμη ανέδειξαν αποικίες που αναπτύχθηκαν σε 

συγκέντρωση αντιβιοτικού 8 mg/lt για 3 στελέχη, ενώ για τα υπόλοιπα 16 στελέχη η 

ανάπτυξη των αποικιών κυμάνθηκε σε συγκεντρώσεις μέσα στα όρια ευαισθησίας. Από 

τις αποικίες που αναπτύχθηκαν στις υψηλότερες συγκεντρώσεις ιμιπενέμης επιλέχθηκαν 

τρεις από κάθε στέλεχος και ανακαλλιεργήθηκαν σε ζωμό Muller-Hinton χωρίς 

αντιβιοτικό για μία εβδομάδα. Ο έλεγχος της MIC στην ιμιπενέμη και στη μεροπενέμη, 

που ακολούθησε, για τις συγκεκριμένες αποικίες, έδειξε πως η MIC τους ήταν ίση με 

αυτή των αντίστοιχων κλινικών στελεχών και στα δύο αντιβιοτικά (Πίνακας 2.). 

Οι πληθυσμιακές αναλύσεις με μεροπενέμη, που έγιναν στα 19 στελέχη A. 

baumanii της μελέτης, ανεδειξαν την ανάπτυξη αποικιών σε συγκεντρώσεις από 8 έως 32 
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mg/L για τα 18 στελέχη. Μόνο το στέλεχος Ab13 αναπτύχθηκε μέχρι τη συγκέντρωση 

των 2 mg/L μεροπενέμης. Από τις αποικίες που αναπτύχθηκαν στις υψηλότερες 

συγκεντρώσεις μεροπενέμης επιλέχθηκαν τρεις από κάθε στέλεχος και 

ανακαλλιεργήθηκαν σε ζωμό Muller-Hinton χωρίς αντιβιοτικό για μία εβδομάδα. Οι 

MICs των αποικιών αυτών, που ελέγχθηκαν με τη μέθοδο αραίωσης της μεροπενέμης σε 

άγαρ και με e-test μεροπενέμης και ιμιπενέμης (Εικόνα 2), αποκάλυψαν τα εξής: οι 

υποπληθυσμοί από τέσσερα κλινικά στελέχη είχαν MIC ίση με αυτή των κλινικών 

στελεχών (Ab13, Ab156, Ab158, Ab174), ενώ οι υποπληθυσμοί από τα υπόλοιπα 15 

κλινικά στελέχη (Ab5, Ab27, Ab32, Ab49, Ab68, Ab 71, Ab72, Ab78, Ab79, Ab119, 

Ab129, Ab133, Ab135, Ab142,  Ab188) είχαν σταθερά αυξημένη MIC, που ήταν στα 

όρια της αντοχής στη μεροπενέμη (Πίνακας 2.). Οι MICs όλων των υποπληθυσμών 

αυτών στην ιμιπενέμη ήταν μέσα στα όρια ευαισθησίας. 

 

Εικόνα 2. e-test ετερογενούς υποπλυθησμού, από τη μέγιστη συγκέντρωση μεροπενέμης 

στην πληθυσμιακή ανάλυση 
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Μελέτες μικροβιοκτόνου δράσης. Στις μελέτες μικροβιοκτόνου δράσης με μεροπενέμη, 

τέσσερα κλινικά στελέχη θανατώθηκαν σε συνάρτηση με το χρόνο (Ab5, Ab13, Ab79, 

Ab135). Στα υπόλοιπα στελέχη, η αρχική μείωση του βακτηριακού φορτίου 

ακολουθήθηκε από εκ νέου ανάπτυξη, μετά από 9 έως 12 ώρες επώασης για έξι στελέχη 

(Ab27, Ab49, Ab68, Ab156, Ab158, Ab174) και μετά από 24 ώρες επώασης για εννέα 

στελέχη (Ab32, Ab71, Ab72, Ab78, Ab119, Ab129, Ab133, Ab142, Ab188). Οι 

καμπύλες ανάπτυξης από τις μελέτες μικροβιοκτόνου δράσης της μεροπενέμης φαίνονται 

στο Σχήμα 1. Το πρότυπο στέλεχος  P. aeruginosa ATCC 27853 παρουσίασε ελάττωση 

του βακτηριακού φορτίου, ανάλογη με το χρόνο. 

 

Σχήμα 1. μελέτες μικροβιοκτόνου δράσης μεροπενέμης 
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Μελέτη των πρωτεϊνών εξωτερικής μεμβράνης. Στις μελέτες ανάλυσης των πρωτεϊνών 

εξωτερικής μεμβράνης δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές  μεταξύ των κλινικών 

στελεχών και των αντίστοιχων υποπλυθυσμών, που αναπτύχθηκαν στις υψηλότερες 

συγκεντρώσεις τόσο ιμιπενέμης όσο και μεροπενέμης (Εικόνα 3). 
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Πειραματικές λοιμώξεις. Για τη διενέργεια των πειραματικών λοιμώξεων 

χρησιμοποιήθηκαν πέντε κλινικά στελέχη, τα Ab142, Ab156, Ab158, Ab174 και Ab188. 

Η κάθε λοίμωξη έγινε σε τρεις επαναλήψεις. 

 

 

Εικόνα 3. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών εξωτερικής μεμβράνης 

 

 

Ποντίκια που δεν έλαβαν θεραπεία. Όλα τα ποντίκια (15/15) που επιμολύνθηκαν 

με τα κλινικά στελέχη και που δεν έλαβαν θεραπεία, πεθάνανε σε λιγότερες από 24 ώρες. 

Από τα δεκαπέντε ποντίκια που επιμολύνθηκαν από τους υποπληθυσμούς (που 

αναπτύχθηκαν στη μεγαλύτερη συγκέντρωση στις πληθυσμιακές αναλύσεις 

μεροπενέμης), τα έξι που επιμολύνθηκαν με τους υποπληθυσμούς Ab158h και Ab174h 

πεθάνανε το πρώτο 24ωρο, ενώ τα υπόλοιπα εννέα, που επιμολύνθηκαν από τους 

υποπληθυσμούς Ab142h, Ab156h και Ab188h, έζησαν για 24 ώρες. Τα αποτελέσματα 

αυτά υποδεικνύουν υψηλότερη μολυσματικότητα των κλινικών στελεχών σε σχέση με 

τους αντίστοιχους υποπλυθησμούς. 

Ποντίκια που έλαβαν θεραπεία με 20 mg/kg μεροπενέμης. Συνολικά, τα εικοσιένα 

από τα τριάντα ποντίκια (21/30), που επιμολύνθηκαν με τα κλινικά στελέχη και τους 
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υποπλυθησμούς έζησαν για 24 ώρες. Πιο συγκεκριμένα, τα οκτώ από τα δεκαπέντε (8/15) 

ποντίκια, που επιμολύνθηκαν από τα κλινικά στελέχη και μόλις το ένα από τα δεκαπέντε 

ποντίκια, που επιμολύνθηκαν από τους υποπλυθησμούς, πεθάνανε το πρώτο 24ωρο, 

γεγονός που επίσης υποδεικνύει υψηλότερη μολυσματικότητα των κλινικών στελεχών. 

Δεν παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά στην ελάττωση του αριθμού των 

αποικιών ανάμεσα σε όλα τα ποντίκια (30/30) που έλαβαν τη συγκεκριμένη θεραπεία και 

στα ποντίκια που δεν έλαβαν καθόλου θεραπεία (Ρ>0,05). 

Ποντίκια που έλαβαν θεραπεία με 100 mg/kg μεροπενέμης. Συνολικά, τα 

εικοσιεπτά από τα τριάντα ποντίκια (27/30), που επιμολύνθηκαν με τα κλινικά στελέχη 

και τους υποπλυθησμούς έζησαν για 24 ώρες. Τα 13 εξ’αυτών είχαν επιμολυνθεί με τα 

κλινικά στελέχη και τα 14 ποντίκια είχαν επιμολυνθεί με τους υποπλυθησμούς. Δεν 

παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά στην ελάττωση του αριθμού των αποικιών 

ανάμεσα σε όλα τα ποντίκια (30/30) που έλαβαν τη συγκεκριμένη θεραπεία και στα 

ποντίκια που δεν έλαβαν καθόλου θεραπεία (Ρ>0,05). 

Ποντίκια που έλαβαν θεραπεία με 400 mg/kg μεροπενέμης. Όλα τα ποντίκια 

(30/30) που επιμολύνθηκαν τόσο από τα κλινικά στελέχη όσο και από τους 

υποπλυθησμούς επέζησαν για 24 ώρες, με το συγκεκριμένο δοσολογικό σχήμα. Επιπλέον, 

παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μείωση (P<0.05) στον αριθμό των αποικιών που 

αναπτύχθηκαν από τα εναιωρήματα των ομογενοποιημένων μηρών, των δώδεκα (12/15) 

ποντικών που είχαν επιμολυνθεί με τα κλινικά στελέχη Ab156, Ab158, Ab174 και 

Ab188, καθώς και όλων των ποντικών (15/15) που είχαν επιμολυνθεί με τους ετερογενείς 

υποπλυθησμούς, σε σχέση με των αντίστοιχων ποντικών που δεν έλαβαν καθόλου 

θεραπεία. Ο αριθμός των αποικιών που αναπτύχθηκε από τα εναιωρήματα των τριών 

ποντικών που επιμολύνθηκαν από το κλινικό στέλεχος Ab142 δεν παρουσίασε σημαντική 
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στατιστικά διαφορά (P>0.05) σε σχέση με τις αποικίες που προήλθαν από τα αντίστοιχα 

ποντίκια που δεν έλαβαν θεραπεία. 

Τα ποντίκια που επιμολύνθηκαν από το πρότυπο στέλεχος E. coli ATCC 25922 έζησαν 

για 24 ώρες όλα, (12/12), ανεξάρτητα από το δοσολογικό σχήμα της θεραπείας (20, 100 

and 400 mg/kg μεροπενέμης.) 

 

Καμπύλες ανάπτυξης. Οι καμπύλες ανάπτυξης των κλινικών στελεχών και των 

υποπληθυσμών τους, δε διέφεραν σημαντικά (Σχήμα 2). 

 

Σχήμα 2. Καμπύλες ανάπτυξης 

growth curve 142

0

1

2

3

4

0h 8h 10
h

12
h

14
h

Hours (h)

T
u

rb
id

it
y 

o
f 

b
ac

te
ri

al
 

su
sp

en
si

o
n

s 
(M

F
)

142p

142h

                     

Growth curve 156
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Growth curve 158
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Growth curve 174
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Growth curve 188
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Συμπεράσματα 

Τα τελευταία χρόνια, απομονώνονται όλο και περισσότερα στελέχη A. baumannii 

που παρουσιάζουν αντίσταση στις καρβαπνέμες, προκαλώντας προβλήματα στην 

αντιμετώπιση των λοιμώξεων, σε πολλές χώρες (187). Επιπλέον, η παρατήρηση πως 

φαινομενικά ευαίσθητα στις καρβαπενέμες στελέχη A. baumannii, μπορεί να περιέχουν 

υποπλυθησμούς φαινομενικά ανθεκτικούς σ’αυτές (17, 289), θέτει πολλά ερωτήματα 

σχετικά με τη δυνατότητα αντιμετώπισης των λοιμώξεων που προκαλούν. Αυτοί οι 

υποπλυθησμοί μπορεί να έχουν σταθερά  αυξημένες τιμές MIC στη μεροπενέμη, είτε 

εξαιτίας μόνιμων αλλαγών στο γονιδίωμα, οπότε και θεωρούνται ετερογενείς είτε 

παραμένουν σε λανθάνουσα φάση παρουσία αντιβιοτικού, παρουσιάζοντας MIC στα όρια 

της ευαισθησίας όταν αναπτύσσονται σε υλικό χωρίς αντιβιοτικό (290). 

Η αντίσταση των βακτηρίων στα αντιβιοτικά μπορεί επίσης να συσχετισθεί με 

βιολογικό κόστος ανάπτυξής τους (291). Έχει προταθεί πως το μέγεθος του κόστους 

αυτού είναι ο πρωταρχικός παράγοντας που επηρεάζει το ρυθμό ανάπτυξης αντίστασης, 

τη σταθερότητα της αντίστασης των βακτηρίων στα αντιβιοτικά καθώς και το ρυθμό με 

τον οποίο η αντίσταση μπορεί να μειωθεί, εάν η χρήση αντιβιοτικών ελαττωθεί (292). 

Τα υπό μελέτη στελέχη ανήκαν σε διάφορους τύπους PFGE, κάποιοι από τους 

οποίους σχετίζονται με τους Ευρωπαϊκούς κλώνους I και II και που έχουν ανιχνευθεί και 

παλαιότερα σε στελέχη A. baumanii στον ελλαδικό χώρο (288). Όλα τα κλινικά στελέχη 

ήταν ευαίσθητα και στην ιμιπενέμη και στη μεροπενέμη, σύμφωνα με τη μέθοδο 

αραίωσης του αντιβιοτικού σε άγαρ  (MICs≤ 4mg/liter). Στις πληθυσμιακές αναλύσεις 

αναπτύσσονταν υποπληθυσμοί σε συγκεντρώσεις αντιβιοτικού διπλάσιες έως 

δεκαπλάσιες από τις αντίστοιχες MIC των κλινικών στελεχών, που στις περισσότερες 

περιπτώσεις ξεπερνούσαν και τα όρια ευαισθησίας του CLSI. Ωστόσο, έπειτα από 

επαναλαμβανόμενες καλλιέργειες σε θρεπτικό υλικό χωρίς αντιβιοτικό, οι υποπληθυσμοί 
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που αναπτύχθηκαν στις υψηλότερες συγκεντρώσεις ιμιπενέμης, στις πληθυσμιακές 

αναλύσεις, εμφάνιζαν MIC ίση με αυτή των αντίστοιχων κλινικών στελεχών. Αντίθετα, οι 

υποπληθυσμοί που αναπτύχθηκαν στις υψηλότερες συγκεντρώσεις μεροπενέμης, στις 

πληθυσμιακές αναλύσεις, από τέσσερα κλινικά στελέχη είχαν MIC ίση με αυτή των 

κλινικών στελεχών (Ab13, Ab156, Ab158, Ab174), ενώ οι υποπληθυσμοί από τα 

υπόλοιπα δεκαπέντε κλινικά στελέχη (Ab5, Ab27, Ab32, Ab49, Ab68, Ab71, Ab72, 

Ab78, Ab79, Ab119, Ab129, Ab133, Ab135, Ab142, Ab188) είχαν σταθερά αυξημένη 

MIC, που ήταν στα όρια της αντοχής στη μεροπενέμη (Πίνακας 2). μετά από 

επαναλαμβανόμενες καλλιέργειες μίας εβδομάδας. Επίσης, τα δεκατρία στελέχη (Ab27, 

Ab32, Ab49, Ab68, Ab71, Ab72, Ab78, Ab79, Ab119, Ab133, Ab158, Ab174, Ab188 ) 

στις μελέτες time-kill παρουσίασαν εκ νέου ανάπτυξη. Αντίθετα, τα υπόλοιπα στελέχη 

(Ab5, Ab129, Ab135, Ab142, Ab156), καθώς και το Ab13, το οποίο δεν εμφάνιζε 

ετερογένεια, παρουσίασαν ελάττωση σε συνάρτηση με το χρόνο. 

Όσον αφορά τους μοριακούς μηχανισμούς στους οποίους μπορεί να οφείλεται η 

εμφάνιση ετερογενούς φαινότυπου, αυτοί παραμένουν  ακόμα αδιευκρίνιστοι. Στις 

δοκιμασίες PCR που έγιναν, δε βρέθηκαν γονίδια που να εκφράζουν γνωστές 

καρβαπενεμάσες (εκτός της ενδογενούς blaOXA-51-like καρβαπενεμάσης), ούτε και στοιχεία 

εισδοχής που να προκαλλούν υπερέκφραση του γονιδίου blaOXA-51-like. Στη μελέτη 

πρωτεϊνών εξωτερικής μεμβράνης δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές στη 

σύσταση της μεμβράνης μεταξύ των κλινικών στελεχών και των αντίστοιχων 

υποπληθυσμών, που αναπτύχθηκαν τόσο παρουσία ιμιπενέμης όσο και παρουσία 

μεροπενέμης. Επίσης, δεν παρατηρήθηκε απώλεια καμίας εκ των πρωτεϊνών που φαίνεται 

να σχετίζονται με εμφάνιση αντίστασης στις καρβαπενέμες, τόσο στα κλινικά στελέχη, 

όσο και στους ετερογενείς υποπληθυσμούς (15,146) 
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Τέλος, στις πειραματικές λοιμώξεις παρατηρήθηκε πως οι ετερογενείς 

υποπληθυσμοί είχαν μικρότερη λοιμογόνο δύναμη, σε σύγκριση με τα κλινικά στελέχη, 

μιας και 9/15 ποντίκια που επιμολύνθηκαν από ετερογενείς (ή «εμμένοντες») 

υποπληθυσμούς επέζησαν, σε αντίθεση με τα ποντίκια που μολύνθηκαν από τα κλινικά 

στελέχη και πέθανα όλα το πρώτο 24ωρο. Αυτά τα αποτελέσματα πιθανόν να 

αντανακλούν το βιολογικό κόστος που προκαλείται από τις μεταλλάξεις που σχετίζονται 

με την έκφραση του ετερογενούς φαινότυπου, στη μεροπενέμη. Η μικρότερη λοιμογόνος 

δύναμη των φαινοτυπικά ετερογενών υποπληθυσμών αποδυκνύεται και από την 

παρατήρηση πως όταν δόθηκε η ελάχιστη θεραπευτική δόση των 20mg/kg/8h 

μεροπενέμης, επέζησαν τα 14 από τα 15 ποντίκια που επιμολύνθηκαν από αυτούς τους 

υποπληθυσμούς, σε αντίθεση με τα 7 από τα 15 ποντίκια που επέζησαν και που ήταν 

επιμολυσμένα από τα κλινικά στελέχη. Η έκβαση των λοιμώξεων που προκλήθηκαν, δε 

φάνηκε να σχετίζεται με τη δόση της μεροπενέμης που δόθηκε ως θεραπεία, ακόμα και σε 

όσες οφείλονταν στους υποπληθυσμούς με σταθερή ετερογένεια, υποδηλώνοντας των 

επηρεασμένη λοιμογόνο δύναμη. 

Συμπερασματικά, η εμφάνιση ετερογένειας σε ευαίσθητα στις καρβαπενέμες, A. 

baumannii, αποτελεί ένα φαινόμενο που μπορεί να είναι αντιστρεπτό σε ορισμένα 

στελέχη ή και μόνιμο, όταν πιθανώς να σχετίζεται με μεταλλάξεις στο γονιδίωμά τους. 

Ωστόσο, η κλινική σημασία του φαινομένου αυτού παραμένει άγνωστη. Τα 

αποτελέσματα της παρούσας έρευνας, υποδεικνύουν πως η ετερογενενής ανάπτυξη των 

A. baumannii, παρουσία καρβαπενεμών, παίζει αμφιλεγόμενο ρόλο στην εξέλιξη της 

λοίμωξης. Η λοιμογόνος δύναμη των φαινομενικά ετερογενών υποπληθυσμών είναι 

μικρότερη από αυτή των κλινικών στελεχών, ενώ το αποτέλεσμα της θεραπείας με 

μεροπενέμη δε φαίνεται να επηρεάζεται από τις αυξημένες MIC των υποπλυθησμών, στη 

μεροπενέμη. 
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Ο έλεγχος των νοσοκομειακών λοιμώξεων, που προκαλούνται από Gram 

αρνητικά βακτήρια, με κυριότερα τα είδη Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas 

maltophilia και Acinetobacter απασχολεί όλες τις ανεπτυγμένες χώρες, τα τελευταία 

χρόνια. 

Τα μέλη της οικογένειας Acinetobacter μπορούν να θεωρηθούν πανταχού παρόντα 

στη φύση , ενώ στον άνθρωπο αποικίζουν υγρά και ζεστά σημεία του σώματος, καθώς 

και το δέρμα, που αποτελεί την κυριότερη πηγή μόλυνσης. Στον χώρο του νοσοκομείου 

διαβιούν κυρίως σε περιοχές με υγρασία, ενώ συχνά βρίσκονται στα χέρια γιατρών και 

νοσηλευτών. Η δυνατότητα αυτών των βακτηρίων να επιβιώνουν σε ξηρές επιφάνειες και 

η ικανότητά τους να αναπτύσσουν αντοχή στα αντιβιοτικά, ανταλλάσοντας γενετικό 

υλικό, ευθύνονται για την εξάπλωση επιδημιών. Τα πιο συχνά είδη που συναντώνται στην 

κλινική πράξη είναι το A. baumanii  και το A. lwoffii . 

Οι λοιμώξεις από A. baumanii αποτελούν σοβαρό κλινικό πρόβλημα σε πολλές 

περιοχές της Ευρώπης από τις αρχές τις δεκαετίας του 1980, οπότε και άρχισαν να 

αναφέρονται οι πρώτες νοσοκομειακές επιδημίες. Οι περισσότερες περιπτώσεις 

νοσοκομειακής πνευμονίας, που εμφανίζονται κυρίως σε ασθενείς με μηχανική αναπνοή, 

η βακτηριαιμία, η νοσοκομειακή μηνιγγίτιδα, λοιμώξεις ανώτερου ουροποιητικού και 

σποραδικά περιστατικά ενδοκαρδίτιδας, αποτελούν τις πιο σοβαρές λοιμώξεις που 

προκαλούνται από το A. baumanii. 

Θεραπεία εκλογής για λοιμώξεις από A. baumanii αποτελούν ακόμα οι 

καρβαπενέμες. Σε περιπτώσεις αντοχής στις καρβαπενέμες, χρησιμοποιούνται η 

σουλμπακτάμη μόνη της ή σε συνδυασμό με την αμπικιλλίνη, η κολιστίνη και η 

τιγεκυκλίνη. Σε σοβαρές λοιμώξεις από A. baumanii χρησιμοποιούνται συνήθως μικτά 

θεραπευτικά σχήματα. Σύμφωνα με την Αμερικανική Εταιρεία Λοιμώξεων (Infectious 
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Deseases Society of America) το A. baumanii αποτελεί ένα από τα πιο επικίνδυνα 

παθογόνα “red alert”, που απειλούν τις δυνατότητες του αντιβιοτικού οπλοστασίου. 

Η εμφάνιση ετερογενούς φαινότυπου από στελέχη A. baumanii παρατηρήθηκε 

πρώτη φορά το 1997, από τους Pascual et al αλλά δεν ακολούθησαν εκτενέστερες 

μελέτες. Την περίοδο της έρευνας, υπήρχαν κάποιες αναφορές σχετικές με την εμφάνιση 

ετερογένειας σε στελέχη A. baumanii, χωρίς ωστόσο να έχει μελετηθεί η συμπεριφορά 

των στελεχών αυτών μετά τη χορήγηση αντιβιοτικών, τόσο in vitro όσο και in vivo. 

Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η διερεύνηση της ετερογενούς αντοχής στα 

αντιβιοτικά και της επίπτωσης αυτής στην αντιμικροβιακή θεραπεία, σε νοσοκομειακά 

στελέχη A. baumanii, δίνοντας έμφαση στη χορήγηση καρβαπενεμών. 

Στα στελέχη της μελέτης, έγινε διερεύνηση της ευαισθησίας στις καρβαπενέμες με 

πρότυπες μεθόδους, τυποποίηση με τη μέθοδο PFGE και αναζήτηση γονιδίων που 

κωδικοποιούν για γνωστές καρβαπενεμάσες, με δοκιμασίες PCR. Ακολούθησε η 

διενέργεια πληθυσμιακών αναλύσεων με ιμιπενέμη και μεροπενέμη, καμπυλών 

μικροβιοκτόνου δράσης για τη μεροπενέμη, μελέτη των πρωτεϊνών εξωτερικής 

μεμβράνης των στελεχών και τέλος πειραματικών λοιμώξεων. 

Τα υπό μελέτη στελέχη ανήκαν σε διάφορους τύπους PFGE, κάποιοι από τους 

οποίους σχετίζονται με τους Ευρωπαϊκούς κλώνους I και II και που έχουν ανιχνευθεί και 

παλαιότερα σε στελέχη A. baumanii στον ελλαδικό χώρο. Όλα τα κλινικά στελέχη ήταν 

ευαίσθητα και στην ιμιπενέμη και στη μεροπενέμη, σύμφωνα με τη μέθοδο αραίωσης του 

αντιβιοτικού σε άγαρ  (MICs≤ 4mg/liter). Στις πληθυσμιακές αναλύσεις αναπτύσσονταν 

υποπληθυσμοί σε συγκεντρώσεις αντιβιοτικού διπλάσιες έως δεκαπλάσιες από τις 

αντίστοιχες MIC των κλινικών στελεχών, που στις περισσότερες περιπτώσεις 

ξεπερνούσαν και τα όρια ευαισθησίας του CLSI. Ωστόσο, έπειτα από 

επαναλαμβανόμενες καλλιέργειες σε θρεπτικό υλικό χωρίς αντιβιοτικό, οι υποπληθυσμοί 
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που αναπτύχθηκαν στις υψηλότερες συγκεντρώσεις ιμιπενέμης, στις πληθυσμιακές 

αναλύσεις, εμφάνιζαν MIC ίση με αυτή των αντίστοιχων κλινικών στελεχών. Αντίθετα, οι 

υποπληθυσμοί που αναπτύχθηκαν στις υψηλότερες συγκεντρώσεις μεροπενέμης, στις 

πληθυσμιακές αναλύσεις, από τέσσερα κλινικά στελέχη είχαν MIC ίση με αυτή των 

κλινικών στελεχών ενώ οι υποπληθυσμοί από τα υπόλοιπα δεκαπέντε κλινικά στελέχη 

είχαν σταθερά αυξημένη MIC, που ήταν στα όρια της αντοχής στη μεροπενέμη, μετά από 

επαναλαμβανόμενες καλλιέργειες μίας εβδομάδας. Επίσης, τα δεκατρία στελέχη στις 

μελέτες time-kill παρουσίασαν εκ νέου ανάπτυξη, ενώ τα υπόλοιπα στελέχη παρουσίασαν 

ελάττωση σε συνάρτηση με το χρόνο. 

Όσον αφορά τους μοριακούς μηχανισμούς στους οποίους μπορεί να οφείλεται η 

εμφάνιση ετερογενούς φαινότυπου, αυτοί παραμένουν  ακόμα αδιευκρίνιστοι. Στις 

δοκιμασίες PCR που έγιναν, δε βρέθηκαν γονίδια που να εκφράζουν γνωστές 

καρβαπενεμάσες (εκτός της ενδογενούς blaOXA-51-like καρβαπενεμάσης), ούτε και στοιχεία 

εισδοχής που να προκαλλούν υπερέκφραση του γονιδίου blaOXA-51-like. Στη μελέτη 

πρωτεϊνών εξωτερικής μεμβράνης δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές στη 

σύσταση της μεμβράνης μεταξύ των κλινικών στελεχών και των αντίστοιχων 

υποπληθυσμών, που αναπτύχθηκαν τόσο παρουσία ιμιπενέμης όσο και παρουσία 

μεροπενέμης. Επίσης, δεν παρατηρήθηκε απώλεια καμίας εκ των πρωτεϊνών που φαίνεται 

να σχετίζονται με εμφάνιση αντίστασης στις καρβαπενέμες, τόσο στα κλινικά στελέχη, 

όσο και στους ετερογενείς υποπληθυσμούς. 

Τέλος, στις πειραματικές λοιμώξεις παρατηρήθηκε πως οι ετερογενείς 

υποπληθυσμοί είχαν μικρότερη λοιμογόνο δύναμη, σε σύγκριση με τα κλινικά στελέχη. 

Αυτά τα αποτελέσματα πιθανόν να αντανακλούν το βιολογικό κόστος που προκαλείται 

από τις μεταλλάξεις που σχετίζονται με την έκφραση του ετερογενούς φαινότυπου, στη 

μεροπενέμη. Η έκβαση των λοιμώξεων που προκλήθηκαν, δε φάνηκε να σχετίζεται με τη 
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δόση της μεροπενέμης που δόθηκε ως θεραπεία, ακόμα και σε όσες οφείλονταν στους 

υποπληθυσμούς με σταθερή ετερογένεια, υποδηλώνοντας των επηρεασμένη λοιμογόνο 

δύναμη. 

Συμπερασματικά, η εμφάνιση ετερογένειας σε ευαίσθητα στις καρβαπενέμες, A. 

baumannii, αποτελεί ένα φαινόμενο που μπορεί να είναι αντιστρεπτό σε ορισμένα 

στελέχη ή και μόνιμο, όταν πιθανώς να σχετίζεται με μεταλλάξεις στο γονιδίωμά τους. 

Ωστόσο, η κλινική σημασία του φαινομένου αυτού παραμένει άγνωστη. Τα 

αποτελέσματα της παρούσας έρευνας, υποδεικνύουν πως η ετερογενενής ανάπτυξη των 

A. baumannii, παρουσία καρβαπενεμών, παίζει αμφιλεγόμενο ρόλο στην εξέλιξη της 

λοίμωξης. Η λοιμογόνος δύναμη των φαινομενικά ετερογενών υποπληθυσμών είναι 

μικρότερη από αυτή των κλινικών στελεχών, ενώ το αποτέλεσμα της θεραπείας με 

μεροπενέμη δε φαίνεται να επηρεάζεται από τις αυξημένες MIC των υποπλυθησμών, στη 

μεροπενέμη. 
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Surveillance and control of hospital infections caused by Gram- negative bacteria, 

such as Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia and Acinetobacter spp, 

has been a major concern over the last few years, for the developed countries. 

The members of the Acinetobacter spp. are ubiquitous in nature and they colonize not 

only warm and moist surfaces on the human body, such as the mucosa, but also the skin, 

which is the main contamination source. In hospitals, they colonize areas with moisture 

and the hands of the staff. The members of the Acinetobacter family can exchange genetic 

material, developing antibiotic resistance and can also live on dry surfaces for a long time, 

being responsible for the spread of epidemics. The species most frequently encountered in 

clinical practice are A. baumanii  and A. lwoffii. 

Infections caused by A. baumannii are a major clinical problem in many European 

countries since 1980, when it began reporting the first hospital epidemics. A. baumannii, 

besides causing bacteremia, urinary track infections, endocarditis and meningitis, is 

highly associated with nosocomial pneumonia, in patients with mechanical ventilation. 

Carbapenems are the most effective antibiotics for infections caused by A. baumannii. In 

case of carbapenem resistance, alternative treatments are sulbactam alone or in 

combination with ampicillin, colistin, tigecycline or drug combinations. According to the 

Infectious Deseases Society of America, A. baumannii is one of the most dangerous 

pathogens (“red alert pathogen”) threatening the capabilities of the antibiotic arsenal.  

Heteroresistant phenotype of A. baumannii strains was first noticed in 1997, by Pascual et 

al. So far, there are scarce reports of the in vitro and in vivo characteristics of the A. 

baumannii isolates that exhibit heteroresistant phenotype. Herein, are presented the 

characteristics of A. baumannii clinical isolates with phenotypic heterogeneous growth 

against meropenem and imipenem as well as their infectivity and the meropenem 

therapeutic efficacy evaluated in neutropenic murine thigh infections. 
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The MICs of the study isolates for carbapenems were determined by agar dilution 

method, and the isolates were genotyped by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). 

Population analysis, testing of the stability of the heteroresistant subpopulations, and 

time-killing assays were performed. PCR assays for genes coding for known class B and 

D carbapenemases, study of outer membrane protein  and experimental infections were 

also performed. 

PFGE analysis discriminated several distinct genotypes among the A. baumannii clinical 

isolates and some of them related with the European clones I and II. All clinical isolates 

were initially classified as meropenem susceptible to meropenem and imipenem, by agar 

dilution method (MICs≤ 4mg/liter). However, population analysis assays yielded colonies 

that grew in the presence of carbapenems at 8 to 32 mg/L for all clinical isolates. After 

seven daily subcultures, colonies grown in the highest imipenem concentration reversed 

to low imipenem MICs that were similar to those of the respective clinical isolates 

(persistence). On the contrary, colonies grown in the highest meropenem concentration 

exhibited stable meropenem resistance (heteroresistance). In time-kill studies with 

meropenem, thirteen isolates exhibited substantial regrowth, while the remaining isolates 

dyed in a time depending manner. 

PCR was positive only for the intrinsic blaOXA-51-like carbapenemase, while was 

negative for ISAba1 elements upstream of the blaOXA-51-like carbapenemase gene and also 

for genes encoding acquired carbapenemases. The study of the outer membrane proteins 

revealed no defferences between the clinical isolates and the heteroresistant 

subpopulations. 

The results of the experimental infections suggested that heterogeneously grown 

A. baumannii subpopulations have lower virulence compared with the clinical isolates. 

These results probably reflect a fitness cost conferred by mutations related to the 
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expression of the heterogeneous mode of growth against meropenem. Finally, the 

infection outcome under meropenem treatment was not correlated with the meropenem 

MICs, even in stably resistant heterogeneous populations, further suggesting their 

impaired virulence. 

In conclusion, in vitro meropenem exposure may induce phenotypic expression of 

heteroresistance tο A. baumannii. This phenomenon is reversible for some isolates 

(persisters), but could also be permanent when associated with stable changes in genome 

of A. baumannii (heteroresistance). However, the clinical importance of this phenomenon 

remains unknown. Our results indicate that the effect of the meropenem heterogeneous 

growth to the infectious process seems to be equivocal, as the virulence of the 

heterogeneous isolates is lower than that of the clinical isolates, while the meropenem 

treatment outcome seems not to be affected due to the elevated meropenem MICs. 
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