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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Το   Acinetobacter baumannii έχει  αναδειχθεί  ως  κυρίαρχη  αιτία  νοσοκομειακών  λοιμώξεων,

ιδιαίτερα μεταξύ των βαρέως πασχόντων ασθενών. Η αυξανόμενη αντοχή στις καρβαπενέμες, η

οποία έχει  συσχετιστεί  με  την παραγωγή της  καρβαπενεμάσης  τύπου OXA β-λακταμάσης έχει

αναφερθεί  σε  διεθνείς  αναφορές.  Ο στόχος  της  μελέτης  αυτής  ήταν  να  καθορίσει  τα  μοριακά

χαρακτηριστικά  των  καρβαπενέμη-ανθεκτικών  A.  baumannii στελεχών  και  να  περιγράψει  τα

επιδημιολογικά τους χαρακτηριστικά. 

     Συνολικά  μελετήθηκαν  120 στελέχη  A.  baumannii-καρβαπενέμη  ανθεκτικά  (τα  10  πρώτα

στελέχη  κάθε  μήνα)  που  απομονώθηκαν  το  2018  από  ασθενείς  που  νοσηλευτήκαν  στο

Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Λάρισας. Η ταυτοποίηση των στελεχών και ο έλεγχος ευαισθησίας

ενάντια  σε  διάφορους  αντιμικροβιακούς  παράγοντες  πραγματοποιήθηκε  με  την  χρήση  του

αυτοματοποιημένου συστήματος Vitek 2 (BioMerieux, France). Τα γονίδια που κωδικοποιούν για

τις  καρβαπενέμασες  ελέγθηκαν  με  την  μέθοδο  της  PCR.  Το  σύνολο  των  απομονωθέντων

A.baumanii τυποποιήθηκαν με την PFGE και την MLST. Το γενετικό περιβάλλον των γονιδιών που

κωδικοποιούν για τις καρβαπενεμάσες ενισχύθηκε με PCR και αλληλουχήθηκε. Τα απομονωθέντα

στελέχη  επίσης  ελέχθησαν  για  την  παρουσία  μεταλλάξεων  στα lpxC,lpxD,lpxA και  pmrCAB

γονίδια,  τα  οποία  σχετίζονται  με  την  εμφάνιση  αντοχής  στην κολιστίνη.  Επιπρόσθετα,  όλα τα

γονίδια ελέγθησαν για την παρουσία του πλασμιδιακά μεταφερόμενου γονιδίου  mcr, υπεύθυνου

επίσης για την αντοχή στην κολιστίνη.  

    Η πλειονότητα των A.baumannii που απομονώθηκαν ήταν ανθεκτικά στις καρβαπενέμες (n=118:

98%),  ενώ  παρατηρήθηκε  και  διαφοροποίηση  ως  προς  την  ευαισθησία  στα  μη  β-λακταμικά

αντιβιοτικά.  Όλα  τα  καρβαπενέμη-ανθεκτικά  A.baumannii στελέχη  έφεραν  το  blaOXA-23 γονίδιο.

Κανένα  άλλο γονίδιο που να κωδικοποιεί για καρβαπενεμάσες όπως τα blaOXA-24 blaOXA-58, blaOXA-48,

blaKPC, blaNDM και blaVIM δεν ανιχνεύθηκε. Ο πληθυσμός των καρβαπενέμη-ανθεκτικών A.baumannii

στελεχών που μελετήθηκε με την  MLST κατηγοριοποιήθηκε σε 2 κλώνους (STs). Ο κλώνος ST2

(Pasteur) που αντιστοιχεί στον διεθνή κλώνο II ήταν ο  επικρατέστερος,  αριθμώντας 108 στελέχη.

Τα εναπομείναντα 12 στελέχη ανήκαν στον κλώνο ST409. Σε συμφωνία με την MLST ανάλυση, η

τυποποιήση με την PFGE ανέδειξε την παρουσία δυο κλώνων. Σε όλες τις περιπτώσεις, το blaOXA-23

εμφανίστηκε  ως  μέρος  του  προηγούμενα  χαρακτηρισμένου  τρανσποζονίου  Tn2006,  με  δυο

αντίγραφα αλληλουχίας εισδοχής  ISAba1 σε αντίθετο προσανατολισμό. Η αλληλούχιση του  Ipx

αποκάλυψε την παρουσία τεσσάρων αμινοξικών αλλαγών σε όλα τα κολιστίνη-ευαίσθητα και στα

κολιστίνη-ανθεκτικά στελέχη, σε σύγκριση με τις αλληλουχίες  του  Α.baumannii ATCC 17987.

Eπιπλέον, η αλληλούχιση των γονιδίων  pmrCAB εντόπισε δύο διαφορετικά μοντέλα αμινοξικών

μεταλλαγών που δεν ανιχνεύονται στο ATCC 17987 στέλεχος. Ενδιαφέρον παρουσιάζει, ότι όλα τα
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στελέχη  που  ανήκουν  στον  κλώνο  ST 409  είναι  ευαίσθητα  στην  κολιστίνη. Παρόμοιες

αντικαταστάσεις  σε  γονίδια  lpxACD  και  pmrCAB,  έχουν  αναφερθεί  στο  παρελθόν  σε

απομονωθέντα  στελέχη A.baumanniι  κατά  την  περίοδο  2012-2014  στο  Πανεπιστημιακό

Νοσοκομείο  της  Λάρισας.  Επιπλέον  δεν  βρέθηκαν  γονιδία  mcr,  σε κανένα  από  τα  στελέχη

A.baumanniι που απομονώθηκαν. 

     Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν και υπογραμμίζουν την κλωνική διασπορά των ST2 A.

baumannii που  παράγουν  την  OXA-23  καρβαπενεμάση  στο  Πανεπιστημιακό  Νοσοκομείο  της

Λάρισας.  Τα  αποτελέσματα  αυτά  βρίσκονται  σε  συμφωνία  με  αντίστοιχα  αποτελέσματα

προηγούμενων μελετών απο το Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο της Λάρισας, που παρουσιάζουν την

διασπορά  στελεχών που παράγουν την OXA-23 καρβαπενεμάση και  ανήκαν σύμφωνα με την

3LST στον  ST 101  κλώνο,  που  αντιστοιχεί  στον  διεθνή  κλώνο  II.  H αυξημένη  αντοχή  στην

κολιστίνη  που παρουσιάζουν τα  στελέχη  που ανηκούν  στον  ST2 κλώνο  συνηγορούν  υπερ της

επικράτησής του, έναντι αυτών που ανήκουν στον ST409, γεγονός που πρέπει να μας κατευθύνει

για  την  ανεύρεση  νέων  θεραπευτικών  μέσων,  τα  οποία  θα  θεραπεύουν  αποτελεσματικά  τις

λοιμώξεις  από  τα  συγκεκριμένα  στελέχη,  και  επιπρόσθετα  θα  μειώσουν  την  διασπορά  τους,

περιορίζοντας την ενίσχυση των μηχανισμών αντοχής που αναπτύσσουν. Στοχεύοντας στην μείωση

της διαποράς αυτών των παθογόνων στελεχών υπάρχει  άμεση ανάγκη για βελτιστοποίηση των

συνθηκών  υγιεινής.  Περαιτέρω,  η  ανεύρεση  μερικών  σποραδικών  στελεχών  A.baumannii που

παράγουν OXA-23  και ανήκουν στο  ST409  υποδηλώνει την παρούσα πρόοδο.  
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ABSTRACT

Acinetobacter   baumannii   has   emerged   as   a   leading   cause of nosocomial infections,

particularly   among   critically ill patients. Increasing resistance to carbapenems associated with the

production  of  acquired  carbapenem-hydrolysing  OXA-type  class  D  beta-lactamases  has  been

reported worldwide. Therefore, the aim of this study was to determine the molecular characteristics

of the carbapenem-resistant A.   baumannii   isolates and to describe the epidemiological traits.

     A total of 120 A. baumannii exhibiting resistance to carbapenems (10 first isolates per month),

isolated  in  2018,  from patients  treated  in  University  Hospital  of  Larissa  (UHL) (Greece)  were

included  in  this  study.  Identification  to  species  level  and  susceptibility  testing  against  various

antimicrobial  agents  was  performed  by  the  automated  system  Vitek  2  (BioMerieux,  France).

Carbapenemase-encoding genes were identified by PCR. All A. baumannii isolates were typed by

PFGE and MLST. The genetic environment of carbapenemase-encoding genes was amplified and

sequenced. Τhe isolates were also examind for the presence of mutations in the lpxC,lpxD,lpxD and

pmrCAB genes,which have been associated with the emergence of colistin  resistance.The genes

were amplified by PCR.Additionaly, all isolates were screened for the precense of plasmidmediated

colistin resistance gene mcr,also by PCR.

    The majority  of  A.  baumannii isolates  was  resistant  to  carbapenems  (n=118;  98%),  while

variations  in  the  MICs of  non-β-lactam antibiotics  were  observed.  All  carbapenem-resistant  A.

baumannii isolates carried blaOXA-23 gene. No other carbapenemase-encoding genes, blaOXA-24 blaOXA-

58, blaOXA-48, blaKPC, blaNDM and blaVIM, were found. The population structure of carbapenem-resistant

isolates studied by MLST was classified into 2 sequence types (STs). The clone ST2 (Pasteur),

which corresponds to the international clonal lineage II, was the most prevalent, accounting for 106

isolates.  The remaining twelve isolates  belonged to ST409. In agreement  with MLST analysis,

PFGE typing showed the presence of two clones.  In all  cases,  blaOXA-23 occurred as part  of the

previously characterized Tn2006 transposon bracketed by two ISAba1 in opposite orientation. In

order to unravel the dynamics for the successful dissemination of ST409 A. baumannii  isolates in

UHL, selected isolates were characterized by whole genome sequencing (WGS). WGS data showed

that isolates belonging to ST409 exhibited. Of note was that 48.3% of carbapenem-resistant isolates

exhibited also resistance to colistin. Sequencing of  lpx  revealed the precence of four amino acid

mutations in all colistin- resistant and colistin-susceptible isolates, compared to the sequences of the

A.baumannii ATCC 17987.  Further  more,sequencing  of pmrCAB  genes  detected  two  different

patterns of amino acid substitutions that were not detected in the ATCC 17987 strain.Interestigly,all

isolates belonging to ST409 susceptible to colistin.Simiral substitutions, in  lpxACD and  pmrACB
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genes,  have  been  previously  reported  from  A.baumannii  isolate  during  2012-2014  in

UHL.Moreover, no mcr genes were found among out A.baumannii isolates.

    These findings underscore the clonal spread of ST2 A. baumannii isolates producing OXA-23, in

UHL.  The  increased  resistance  to  non-β-lactams,  like  colistin,  could  be  involved  in  the

predominance  of  ST2 isolatew against  other  clones  in  our  clinical  setting.  These results  are  in

agreement with the respective findings of previous studies from UHL, showing the dissemination of

the  OXA-23-producing  isolates  that  belonged  to  3LST  ST101,  which  corresponds  to  the

international clonal lineage II. Thus, in order to control the spread of this challenging pathogen,

there is an immediate need to improve the used hygiene practices.  Furthermore,  a few sporadic

OXA-23-producing A. baumannii isolates that belonged to ST409 were identified, underlining their

ongoing evolution.
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Τα  βακτήρια  του  γένους  Acinetobacter παρουσιάζουν  ευρεία  διασπορά  στη  φύση  και  συχνά

προκαλούν αποικισμό και λοιμώξεις  νοσοκομειακών ασθενών, ιδιαίτερα στις μονάδες εντατικής

θεραπείας. Το Acinetobacter baumannii είναι υπεύθυνο για μια ποικιλία σοβαρών λοιμώξεων, όπως

είναι  η  νοσοκομειακή  πνευμονία,  η  βακτηριαιμία,  η  νοσοκομειακή  μηνιγγίτιδα,  λοιμώξεις  του

ανώτερου ουροποιητικού καθώς και σποραδικά περιστατικά ενδοκαρδίτιδας. Η δυνατότητα αυτών

των  βακτηρίων  να  επιβιώνουν  σε  ξηρές  και  ανόργανες  επιφάνειες  και  η  ικανότητά  τους  να

αναπτύσσουν  αντοχή  στα  αντιβιοτικά,  ανταλλάσοντας  γενετικό  υλικό,  ευθύνονται  για  την

εξάπλωση επιδημιών. Η αντοχή στις καρβαπενέμες για τα A.baumannii γίνεται τα τελευταία χρόνια

όλο και συχνότερο φαινόμενο σε παγκόσμιο επίπεδο με την πλειονότητα των στελεχών στις ΜΕΘ

να είναι ανθεκτικά στην ιμιπενέμη και την μεροπενέμη και συχνά παν-ανθεκτικά, περιορίζοντας

συνεχώς  τις  θεραπευτικές  επιλογές.  Η  μεγάλη  αύξηση  της  συχνότητας  των  ανθεκτικών  στις

καρβαπενέμες στελεχών (carbapenem resistant)  A.baumannii (CRAB) μπορεί να οφείλεται σε μια

σειρά  παραγόντων,  όπως  είναι  η  υπερβολική  χορήγηση  καρβαπενεμασών,  η  παραμονή  των

ασθενών  στις  ΜΕΘ,  η  ανοσοκαταστολή  κ.τ.λ.  Ένα  μικροβιακό  στέλεχος  μπορεί  να  αναπτύξει

αντοχή στα αντιβιοτικά  είτε  λόγω της  εμφάνισης  μεταλλάξεων  σε ήδη υπάρχοντα  γονίδια του

οργανισμού, είτε λόγω της απόκτησης εξωγενών γονιδίων αντοχής. Αποτελούν µείζον πρόβληµα

δηµόσιας υγείας, λόγω των περιορισµένων θεραπευτικών επιλογών για την αντιµετώπισή του [1].

Η  διερεύνηση  της  πληθυσμιακής  σύστασης  των  ανθεκτικών  στις  καρβαπενέμες  στελεχών  A.

baumannii θα  διαφωτίσει  την  εξέλιξη  αυτού  του  ανησυχητικού  φαινομένου.  Επιπλέον,  οι

πληροφορίες  που  θα  συλλεχθούν  μπορεί  να  συμβάλουν  στον  περιορισμό  της  διασποράς  των

ανθεκτικών στελεχών  A. baumannii.   

12
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
04/06/2024 09:25:46 EEST - 18.119.114.102



ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
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1.1  ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΚΑΙ ΔΙΑΧΩΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ ΕΙΔΟΥΣ 

Η ιστορία του γένους  Acinetobacter ξεκινάει με την πρώτη απομόνωση του, στις αρχές του 20ου

αιώνα , όταν ο Δανός μικροβιολόγος,  Beijerink, το 1991 περιέγραψε έναν μικροοργανισμό που

απομόνωσε από χώμα με άλατα οξικού  Ca2+  [2] και το ονόμασε  Micrococcus calcoaceticus. Τα

βακτηρίδια που σήμερα ταξινομούνται ως μέλη του γένους  Acinetobacter, έχουν μακρά ιστορία

αλλαγών  στην  ταξινόμησή  τους.  Έτσι  στα  χρόνια  που  ακολούθησαν  παρατηρήθηκαν  πολλοί

παρόμοιοι μικροοργανισμοί που ταξινομήθηκαν σε τουλάχιστον 15 διαφορετικά γένη και είδη. Από

τα  πιο  γνωστά  είναι  τα  Bacterium aniratu [3],  Herellea  vaginicola και Mima  polymorpha,

Achromobacter  aniratus [4],  Alcaligenes haemolysans  [5],  Moraxella  glucitolitica,  Moraxella

Iwoffi [6].  Το γένος  Acinetobacter, το οποίο έχει ονομαστεί από την ελληνική λέξη «ακίνητος»,

προτάθηκε το 1954 από τους Brisou και  Prevot, οι οποίοι περιέγραψαν μια ετερογενή ομάδα από

Gram αρνητικά,  αζυμωτικά,  ακίνητα,  οξειδάση  θετικά  και  οξειδάση  αρνητικά  σαπρόφυτα  που

διακρίνονται από τα άλλα βακτηρίδια λόγω της έλλειψης χρωματισμού και με αυτόν τον τρόπο

θέλησαν να τα διαφοροποιήσουν από τους κινητούς  μικροοργανισμούς του Achromobacter [4],

κάτι που έγινε ευρύτερα αποδεκτό το 1968. Μετά απο εκτενείς  μελέτες επί των τροφικών τους

απαιτήσεων  [7]  παρατηρήθηκε  ότι  τα  οξειδάση  θετικά  στελέχη  διαφέρουν  από  τα  οξειδάση

αρνητικά. Έτσι, το 1971, πρότειναν στην «Επιτροπή Ταξινόμησης» των Moraxella και σχετικών με

αυτές βακτηρίων (Subcomittee of the Taxonomy of Moraxella and  Allied Bacteria), να προτείνει

ότι το γένος  Acinetobacter αποτελείται  αποκλειστικά από οξειδάση αρνητικά στελέχη [8]. Στην

έκδοση  του  1974  στο  Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology στο  γένος Acinetobacter

εντάσσεται το είδος  A.  calcoaceticus και μετά από λίγα χρόνια, το 1980, προστίθεται στη λίστα

«Approved list of Bacterial names» και δεύτερο είδος το A. Iwoffi.

Σήμερα το γένος Acinetobacter ορίζεται ως το σύνολο των Gram αρνητικών κοκκοβακτηριδίων

με  αναλογία  βάσεων  G-C στο  γένωμά  τους  39-47%  [9].  Είναι  αυστηρά  αερόβια,  ακίνητα,

καταλάση  θετικά  και  οξειδάση  αρνητικά  κοκκοβακτηρίδια.  Η  πλειονότητα  των  στελεχών

Acinetobacter  αναπτύσσεται µεταξύ 20°C και 37°C, ενώ η ευνοϊκότερη θερµοκρασία ανάπτυξης

είναι  33-35°C.  Tα  είδη  Acinetobacter  από  δείγµατα  ανθρώπινης  προέλευσης  αναπτύσσονται

εύκολα  στα  συνήθη  στερεά  θρεπτικά  υλικά  που  χρησιµοποιούνται  στη  ρουτίνα  των  κλινικών

µικροβιολογικών εργαστηρίων (όπως το αιµατούχο άγαρ ή το tryptic soy άγαρ), σε θερµοκρασία

επώασης 37°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 πυροσταφιλικό οξύ ως

πηγή άνθρακα.
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Το γένος  Acinetobacter αρχικά είχε ταξινομηθεί  στην οικογένεια  Neisseriaceae, με ένα μόνο

είδος  το  Acinetobacter calcoaceticus [10].  Νεώτερα δεδομένα  προτείνουν  την ταξινόμηση  των

μελών του γένους Acinetobacter στη νέα γενιά Moraxellacea στη σειρά Gammaproteobacteria, που

περιλαμβάνει  τα γένη  Moraxella, Acinetobacter Psychrobacter και συγγενείς  μικροοργανισμούς

[11] ενώ με βάση την μελέτη του 16S rRNA, καθώς και με δοκιμασίες υβριδισμού  rRNA-DNA

[12],  η  οικογένεια  Moraxellaceae αποτελεί  ένα  ξεχωριστό  φυλογενετικό  κλάδο  της

υπεροικογένειας  (super family)  II των  Proteobacteria,  και  συγκεκριμένα  στην γ-υποκλάση των

Proteobacteria [12] . 

Δύσκολη επίσης υπήρξε και η ταξινόμηση των στελεχών του γένους  Αcinetobacter σε επίπεδο

είδους. Ως «μικροβιακό είδος» ορίζουμε το σύνολο των στελεχών ενός μικροοργανισμού με κοινά

φαινοτυπικά χαρακτηριστικά. Οι μοριακές μέθοδοι σήμερα, με την δυνατότητα της χαρτογράφησης

του  γενετικού  υλικού  μας  παρέχουν  αξιόπιστα  και  αντικειμενικά  δεδομένα  ταξινόμησης  των

μικροβίων. Ως μικροβιακό είδος επισήμως ορίζεται το σύνολο των στελεχών με τουλάχιστον 70%

DNA→DNA ομολογία και μέγιστη διαφορά 5°C στην θερμοκρασία αποδιάταξης του DNA (Tm)

[13].  Ο υβριδισμός  των  νουκλεϊκών  οξέων  (DNA –  DNA  hybridization)  αποτελεί  τη  μέθοδο

διαχωρισμού που έγινε ευρύτερα γνωστή. Από τα πρώτα κιόλας πειράματα υβριδισμού που έγιναν

με φίλτρα νιτροκυτταρίνης (nitrocellulose filter)  διαπιστώθηκε η ετερογένεια  του  Acinetobacter

spp [14]  και  έτσι,  το  1980,  στον  εγκεκριμένο  κατάλογο  ονομάτων  των  βακτηριδίων

συμπεριλήφθησαν μόνο δύο είδη, τα  A.  calcoaceticus και  A.  lowffii (Approved List of bacterial

Names)  [15]. Στην πρώτη ταξινόμηση που έγινε από τους  Tjernberg και  Ursing (1989)  [16] και

παρά τις μικρές ασυμφωνίες μεταξύ διαφορετικών εργαστηρίων, ταυτοποιήθηκαν 19 DNA – DNA

ομόλογες  ομάδες  (genomic species),  εκ  τω οποίων 7 ονομάστηκαν με συμβατικά ονόματα (A.

calcoaceticus, A. baumannii, A. haemolyticus, A. junni, A. johnonii, A. lowffii και A. radioresistens),

ενώ  τα  υπόλοιπα  πήραν  μόνο  αριθμούς.  Αναπτύχθηκαν  έπειτα  και  άλλες,  νέες  μέθοδοι

διαχωρισμού και ταξινόμησης των ειδών του γένους  Acinetobacter. Αυτές είναι η ανάλυση του

ενισχυμένου  ριβοσωμικού  DNA με  περιοριστικά  ένζυμα  (restriction analyses of amplified

ribosomial DNA ή  ARDA)  [17], η ανάλυση του 16S-23S rRNA γονιδίου  [18],  η ανάλυση του

ριβοσωμικού οπερονίου [19], η ανίχνευση του γονιδίου recA [20], η ριβοτυπία [19], και η ανάλυση

χρωμοσωμικού αποτυπώματος με περιοριστικά ένζυμα  [21]. Όμως 4 είδη και συγκεκριμένα το A.

calcoaceticus,  το  A.  baumannii,  το  A.  genomic species 3 και το  A.  genomic species 13TU δεν

μπορούν να διαχωριστούν με φαινοτυπικές διαδικασίες, εξαιτίας της τεράστιας ομοιότητάς τους.

Έτσι  αναφερόμαστε  ομαδικά σε αυτά τα είδη  ως  A.  calcoaceticus-A.baumannii complex  [22].

Αξίζει τέλος να αναφερθεί ότι αυτή η ομάδα ευθύνεται για το μεγαλύτερο μέρος των κλινικών

εκδηλώσεων  που οφείλονται στον συγκεκριμένο μικροοργανισμό.
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Εικόνα 1.Φυλογενετικη  αναλυση 173 στελεχων (Diancourt et al,2010) 

Πιο συγκεκριμένα από αυτό το  group το  A.  baumannii έχει την μεγαλύτερη κλινική σημασία

μιας και είναι υπεύθυνο για τις νοσοκομείακες λοιμώξεις  [24]. Το 1993, μελέτη έδειξε ότι από τα

584 στελέχη Acinetobacter spp τα 426, δηλαδή ποσοστό 73%, ήταν A. baumannii  [25]. Επίσης, σε

μελέτη  που  διεξείχθει  στο  Ηνωμένο  Βασίλειο  κατά  τα  έτη  1998-2006,  παρατηρήθηκε  ότι  στο

σύνολο 399 περιστατικών βακτηριαιμίας  που προκλήθηκαν από  Acinetobacter,  το  A.baumannii

ήταν ο κυριότερος αιτιολογικός παράγοντας του γένους  [26].

Μέχρι  σήμερα,  το  γένος  Acinetobacter  αποτελείται  από  53  διαφορετικά  είδη  µε  έγκυρα

δηµοσιευµένα ονόµατα (http://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf),  τα οποία παρατίθενται στον

Πίνακα 1. Η  δημοσίευση ενός  προτεινόµενου νέου ονόµατος του είδους στην επικυρωµένη λίστα

του  περιοδικού  International  Journal  of  Systematic  and  Evolutionary  Microbiology  [IJSEM,

(http://ijs.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem)] το καθιστά δεκτό ως έγκυρο όνοµα του

είδους.  Το  γένος  Acinetobacter  επίσης  περιλαµβάνει  7  είδη  µε  προσωρινή  ονοµασία,  κυρίως

γενωµικά είδη (genomic species) που διαχωρίστηκαν µε τη βοήθεια υβριδισµού των νουκλεϊνικών

οξέων, και 9 είδη µε δηµοσιευµένα µη έγκυρα ονόµατα, δηλαδή ονόµατα ειδών που δεν έχουν

ακόµη επικυρωθεί από το IJSEΜ, όπως φαίνεται στον Πίνακα 1, το A. grimontii είναι ταξινοµικά

ταυτόσηµo µε συντοµογραφία BJ αναφέρεται στους Bouvet και Jeanjean, ενώ η TU στουTjernberg

και Ursing. Κατά τη διάρκεια των τελευταίων ετών, αρκετά είδη µε προσωρινές ονοµασίες έχουν
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λάβει  έγκυρα  ονόµατα.  Για  παράδειγµα,  οι  Tjernberg  &  Ursing  έδειξαν  ότι  το  Acinetobacter

genomic species 12 αντιστοιχεί στο  Α. radioresistens [16]. Επιπλέον, ο Nemec  et al. πρόσφατα

πρότειναν ονόµατα για τα  Acinetobacter  genomic species 3, 10, 11 και 13TU, που πλέον έχουν

επικυρωθεί ως Α. pittii, Α. bereziniae, Α. guillouiae και Α. nosocomialis, αντίστοιχα  [27, 28]. 

ΕΓΚΥΡΕΣ ΟΝΟΜΑΣΙΕΣ

(βάση της δημοσίευσής
τους)

ΑΝΕΠΙΣΗΜΕΣ
ΟΝΟΜΑΣΙΕΣ

ΠΗΓΕΣ
ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ

ΑΝΑΦΟΡΕΣ

A. albensis Taxon 31 Έδαφος, νερό [29]
A. apis Έντερο µέλισσών [30]

A. baumannii Genomic species 2 Άνθρωπος, θερµόαιµα
ζώα

[31]

A. baylyi Ενεργοποιηµένη ιλύς,
έδαφος

[32]

A. beijerinckii Phenon 7 Άνθρωπος, ζώα,
έδαφος, νερό

[33]

A. bereziniae Genomic species
10

Άνθρωπος   [27,31] 

A. bohemicus Taxon 26 Έδαφος, νερό [34]
A. boissieri Νέκταρ λουλουδιών [35]
A. bouvetii Ενεργοποιηµένη ιλύς [32]
A. brisouii Τύρφη [36]

A. calcoaceticus Genomic species 1 Έδαφος, νερό,
άνθρωπος

[31]

A. celticus Taxon 33 Έδαφος, νερό [37]
A. courvalinii Genomic

species14BJ
Άνθρωπος, ζώα   [38,39]

A. dijkshoorniae NB14 Άνθρωπος, νερό [40]
A. dispersus Genomic species 17 Έδαφος, νερό,

άνθρωπος
[38,39]

A. equi Άλογο [41]
A. gandensis Taxon 30 Άλογο, βοοειδή, νερό [42]

A. gerneri Ενεργοποιηµένη ιλύς [32]
A. grimontii (= A. junii) Ενεργοποιηµένη ιλύς      [43,31]

A. guangdongensis Μετάλλευµα Pb++/Zn+
+

[44]

A. guillouiae Genomic
species 11

Έδαφος, νερό, άνθρωπος [27, 31]

A. gyllenbergii Phenon 3 Άνθρωπος [33]
A. haemolyticus Genomic

species 4
Άνθρωπος [31]

A. harbinensis Νερό ποταµού [45]
A. indicus Έδαφος [46]

A. johnsonii Genomic
species 7

Έδαφος, νερό,
άνθρωπος, ζώα

         [31]

A. junii Genomic Άνθρωπος, ζώα, νερό, [31]
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species 5 έδαφος
A. kookii Έδαφος, νερό  [42]

A. lactucae Μαρούλι  [47]
A. lwoffii Genomic

species 9
Άνθρωπος, ζώα, έδαφος,

νερό
 [16 ,31] 

A. modestus Taxon 18 Άνθρωπος, νερό  [38, 48]
A. nectaris Νέκταρ λουλουδιών  [35]

A. nosocomialis Genomic
species 13TU

Άνθρωπος  [16 , 28]

A. pakistanensis (= A.
bohemicus)

Λύµατα  [42 ,  44]

A. parvus Phenon 4 Άνθρωπος, ζώα [52]
A. pittii Genomic

species 3
Άνθρωπος, έδαφος, νερό  [28 , 31]

A. populi Φλοιός λεύκας  [49]
A. pragensis Taxon 28 Έδαφος, νερό  [43]

A. proteolyticus Taxon 19 Άνθρωπος  [29 , 38]
A. puyangensis Φλοιός λεύκας  [44]

A. qingfengensis Φλοιός λεύκας  [45]
A. radioresistens Genomic

species 12
Άνθρωπος, έδαφος,

βαµπάκι
 [22,  46]

A. rudis Νωπό γάλα, λύµατα  [47]
A. schindleri Phenon 2 Άνθρωπος, ζώα  [48]
A. seifertii 'Close to 13TU' Άνθρωπος  [42,  44]

A. soli Έδαφος, άνθρωπος  [50]
A. tandoii Ενεργοποιηµένη ιλύς,

νερό, έδαφος
 [32]

A. tjernbergiae Ενεργοποιηµένη ιλύς  [32]
A. towneri Ενεργοποιηµένη ιλύς,

νερό, έδαφος
  [32]

A. ursingii Phenon 1 Άνθρωπος   [51]
A. variabilis Genomic

species 15TU
Άνθρωπος, ζώα, έδαφος   [52]

A. venetianus Θαλασσινό νερό   [53 , 54]
A. vinii Taxon 20 Άνθρωπος, έδαφος, νερό   [38 , 48] 

ΠΙΝΑΚΑΣ 1.Οι έγκυρες ονομασίες (βάση της δημοσίευσης) των ειδών του γένους Acinetobacter.
(http://szu.cz/anemec/Classification.pdf)
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1.2  ΓΕΝΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ

1

1.2.1  ΜΟΡΦΟΛΟΓΙΑ

Το  Acinetobacter είναι  Gram-αρνητικό  κοκκοβακτηρίδιο,  ακίνητο,  μη  σπορογόνο,  αζυμώτικο,

αυστηρά αερόβιο και δεν αναπτύσσεται σε συνθήκες μικροαερόφιλες ή αερόφιλες, το οποίο κατά

τη φάση του πολλαπλασιασμού και της διαίρεσης του εμφανίζεται κοντό και παχύ, ενώ κατά τη

φάση της στασιμότητας μας δίνει τη μορφή κόκκων, πολλές φορές διατεταγμένων σε ζευγή ή σε

μικρές αλυσίδες [9] . Το μήκος του κυμαίνεται από 1,5μm έως 2,5μm και το πλάτος του από 1μm

έως 1,5μm. Kατά την μικροσκόπηση η μορφολογία του, το μέγεθός του καθώς και η διάταξή του

σε  μικρές  αλυσίδες  μπορεί  να  μας  δώσουν  τη  λανθασμένη  εντύπωση  ότι  πρόκειται  για  Gram

θετικούς κόκκους και Gram αρνητικούς κόκκους, ιδιαίτερα αν η χρώση δεν είναι επιτυχής και από

εκεί προκύπτει και η παλαιότερη ονομασία τους (Mimae).

Εικόνα 2: A. baumannii (Gram χρώση)

Δεν φέρει βλεφαρίδες, φέρει όμως πολικά ινίδια που του προσδίδουν τρομώδη κίνηση. Τα ινίδια

είναι  λεπτότατα νημάτια,  πλάτους  από 0,1-1,5μm και  μήκους 4-8μm, χωρίς  κάμψεις,  τα οποία

χρησιμεύουν  στην προσκόλληση  του  μικροβίου  σε  επιφάνειες.  Επίσης,  πολλά  στελέχη  φέρουν

έλυτρο.  Το  έλυτρο  ή  η  κάψα  είναι  πολύ  λεπτο,  δεν  χρωματίζεται  με  τις  συνήθεις  χρωστικές,

περιβάλλει το κυτταρικό τοίχωμα και φαίνεται ως μια διαφανής ζώνη γύρω από το βακτηρίδιο.

Αποτελείται από αδρανή σάκχαρα και σε μερικά βακτηρίδια υπάρχει λεύκωμα και μουραμικό οξύ.

Λειτουργεί  σαν  ασπίδα,  προστατεύοντας  έτσι  το  βακτηρίδιο  από  τους  αντιμικροβιακούς

παράγοντες  του  περιβάλλοντος  (όπως  είναι  η  λυσοζύμη,  οι  βακτηριοφάγοι  κτλ.)  και  από  την

φαγοκυττάρωση [ 55,  56 , 54].

1.2.2  ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ

Τα είδη  Acinetobacter, αναπτύσσονται καλά σε συνήθη καλλιεργητικά μέσα, τόσο σε στερέα

(Αιματούχο  άγαρ)  όσο και  σε  υγρά (tryptic soy broth).  Τα κλινικά  στελέχη  που ανήκουν  στο

γενωμικό είδος 2 (A.baumannii), 3 και 13TU αναπτύσσονται σε θερμοκρασία 37ο C ή μεγαλύτερη,
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ενώ κάποια άλλα είδη αναπτύσσονται μόνο σε χαμηλότερες θερμοκρασίες. Γενικά προτείνεται ως

θερμοκρασία  καλλιέργειας  οι  30οC [57].  Τα  στελέχη  του  συμπλέγματος  A.calcoaceticus-

A.baumannii εμφανίζουν  αποικίες  λείες,  σπάνια  βλεννώδεις,  γυαλιστερές,  με  διάμετρο  μετάξυ

1,5mm έως  3,0mm.  Τα  υπόλοιπα  είδη  Acinetobacter σχηματίζουν  μικρότερες  αποικίες  και

περισσότερο ημιδιαφανείς  [58]. Το χρώμα τους κυμαίνεται από υποκίτρινο έως γκριζόλευκο. Στο

McConkey άγαρ έχουν μια αχνή ρόδινη χροιά  [56],  ενώ υπάρχουν και  κάποια περιβαλλοντικά

στελεχη που παράγουν μια διαχεόμενη καφέ χρωστική [59]. Tα στελέχη του είδους A. haemolyticus

και μερικών ακόμη μη προσδιορισμένων ειδών, όπως τα γενωμικά είδη  Acinetobacter 6, 13BJ,

14BJ, 16, 1 και 17 μπορεί να εμφανίζουν κάποιου βαθμού αιμόλυση σε αιματούχο άγαρ, ιδιότητα

που δε διαθέτουν ποτέ στελέχη του συμπλέγματος  A.calcoaceticus-A.baumannii. Όλα τα στελέχη

του  γένους  είναι  οξειδάση  αρνητικά  και  η  δοκιμασία  οξειδάσης  είναι  αυτή  που  μπορεί  να

διαχωρίζει τα είδη Acinetobacter από άλλα παρόμοια αζυμωτικά βακτήρια.

Eικόνα3: Αποικία σε Αιματόυχο άγαρ

                  

             Εικόνα 4. Αποκία σε McConkey άγαρ (αριστερά), Εικόνα 5. Αποικία σε Leeds 
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                                               Acinetobacter  Agar (LAM), (δεξιά)
Όταν πρόκειται να καλλιεργηθούν δείγματα με ποικίλη χλωρίδα για την άμεση απομόνωση του

γένους είναι σκόπιμη η χρήση εκλεκτικών υλικών που  αναστέλλουν την ανάπτυξη των άλλων

μικροοργανισμών,  όπως  το  Herellea αγαρ  που  περιέχει  χολικά  άλατα  και  ερυθρό  της

βρωμοκρεσόλης  [60]  ή  το  Leeds Acinetobacter Medium-LAM [61]  ,  που με  την σύστασή του

επιτρέπει  την  ανάπτυξη  στελεχών  Acinetobacter.  Η  διάκριση  των  άλλων  οξειδάση  αρνητικών

μικροβίων γίνεται εύκολα από την αλλάγη του χρώματος του θρεπτικού υλικού και την μορφολογία

των αποικιών τους.

1.3  ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ 

1.3.1   ΑΥΤΟΜΑΤΟΠΟΙΗΜΕΝΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗΣ

Τα  περισσότερα  εργαστήρια  βασίζονται  σε  αυτοματοποιημένες  ή  μη  αυτοματοποιημένες

φαινοτυπικές μεθόδους που χρησιμοποιούν τα διάφορα εμπορικά συστήματα, όπως τα συστήµατα

API  20NE, Vitek 2, Phoenix και MicroScan WalkAway. To αυτοματοποιημένο σύστημα VITEK 2

(bioMerieux,  Inc.), ευοδώνει την ταυτοποίηση σε λιγότερο από 10ώρες, εξετάζοντας βιοχημικές

δοκιμασίες  χρησιμοποιώντας  ειδικά  σχεδιασµένες  κάρτες  που  περιέχουν  κοιλότητες,  µε

αφυδατωµένα  υποστρώµατα  για  την  ταυτοποίηση  των  ειδών.  Το  κυριότερο  πλεονέκτημα  του

συστήματος είναι  ότι  διαθέτει  κάρτες με αφυδατωµένους  αντιµικροβιακούς παράγοντες για τον

ταυτόχρονο  έλεγχο  της  ευαισθησίας  στα  αντιβιοτικά  του  υπο  μελέτη  μικροοργανισμού.  Ένα

πρότυπο εναιώρηµα του στελέχους παρασκευάζεται και προστίθεται στις κοιλότητες της κάρτας,

και  ένα  ηλεκτρονικό  σύστημα  επωάζει,  διάβαζει  και  ερμηνεύει  την  κάρτα.  Το  API 20NE

(bioMerieux)  είναι  ένα  ημιαυτοματο  σύστημα  ταυτοποίησης  μη  απαιτητικών,  μη

εντεροβακτηριακών  Gram αρνητικών βακτηρίων το οποίο έχει  χρησιμοποιηθεί  κατά κόρον.  Το

σύστημα αυτό αποτελείται από 20 βοθρία που περιέχουν αφυδατωμένα υποστρώματα μικροβιακών

μεταβολικών  ενζύμων.  Το  μικροβιακό  εναιώρημα  ενοφθαλμίζεται  στα  βοθρία  προκαλώντας

ανασύσταση των υποστρωμάτων και με επώαση στην κατάλληλη θερμοκρασία, τα υποστρώματα

αυτά  μεταβολίζονται  με  εμφανείς  χρωματικές  αλλάγες.  Στο  τέλος  της  επώασης  το  χρωματικό

προφιλ της ταινίας συγκρίνεται με μια βάση δεδομένων και το λογισμικό εξάγει τα αποτελέσματα.

     Οι απλές φαινοτυπικές δοκιμασίες που χρησιμοποιούνται στα διαγνωστικά εργαστήρια για το

διαχωρισμό βακτηριακών γενών σε επίπεδο ειδών, είναι ακατάλληλες για τη σωστή ταξινόμηση

ακόμα και των πιο συχνών ειδών Acinetobacter και πιο συγκεκριμένα, τα τρια κλινικά σχετιζόμενα

μέλη  του  συμπλεγματος  Α.calcoaceticus-A.baumannii δεν  μπορούν  να  διαχωριστούν  με  τα

παραπάνω  συστήματα.  Γεγονος  που  µπορεί  να  οφείλεται,  εν  µέρει,  στην  περιορισµένη  βάση

δεδοµένων που διαθέτουν τα παραπάνω συστήµατα, αλλά και στο γεγονός ότι τα υποστρώµατα
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που χρησιµοποιούνται για την ταυτοποίηση των βακτηριακών ειδών δεν είναι ειδικά σχεδιασµένα

για την ταυτοποίηση των Αcinetobacter.

    Μια νέα και πολλά υποσχόμενη µέθοδος που χρησιµοποιείται, στα µικροβιολογικά εργαστήρια

είναι η µέθοδος MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight  mass

spectrometry) , και πρόκειται για φασµατοµετρία µάζας. Η µέθοδος βασίζεται στη µέτρηση µάζας

µορίων που έχουν µετατραπεί σε θετικά ή αρνητικά φορτισµένα ιόντα. Κάθε είδος αποκτά ένα

ειδικό φάσµα µάζας, το οποίο και  συγκρίνεται µε µια ηλεκτρονική βάση δεδοµένων. Η µέθοδος

είναι ταχύτατη, αφου χρειάζεται λιγότερο από µία ώρα για την ταυτοποήση των ειδών αλλά έχει

κόστος.  Σύµφωνα µε πρόσφατες µελέτες,  η MALDI-TOF MS είναι αξιόπιστη µέθοδος για την

ταυτοποίηση των ειδών του  A. baumannii  group  [62,63]. Ωστόσο, µία άλλη µελέτη έδειξε ότι η

MALDI- TOF MS απέτυχε να ταυτοποιήσει σωστά τα διάφορα είδη του γένους, εκτός από το A.

baumannii, για το οποίο έδωσε καλά αποτελέσµατα  [64]. Κρίνεται αναγκαία η βελτιστοποίηση της

βάσης  δεδοµένων,  όπως  και  νέες  µελέτες  για  την  συνεχή  αξιολόγηση  της  απόδοσης,  των

πλεονεκτηµάτων και των περιορισµών της µεθόδου.

    Εξαιτίας των ανωτέρω λόγων διερευνήθηκαν νεότερες μοριακές τεχνικές  εγκυρότερες για την

ταυτοποίηση των Acinetobacter, στις οποίες ανήκουν η μελέτη πολλαπλασιασμένου ριβοσωμικού

DNA με τη χρήση ενζύμων περιορισμού (Amplified rDNA Restriction Analysis – ARDRA) [65],

την ανάλυση του αποτυπώματος του DNA που προκύπτει από πολλαπλασιασμό με ειδικούς

εκκινητές  μετά από κατατεμαχισμό ολόκληρού του γονιδιώματος σε ειδικές θέσεις

(Αmplified fragment length polymorphism – AFLP)  [66],  [51],  τη ριβοτυπία   [67],

(ανάλυση αποτυπώματος tRNA) [68] , την περιοριστική ανάλυση των ενδογενών περιοχών 16S-

23S rRNA [69],  την  ανάλυση  της  αλληλουχίας  του  γονιδίου  που  κωδικοποιεί  για  την 16S-

23SrRNA περιοχή (Intergenic Spacer -ITS)  [70] .

1.3.2 ΜΟΡΙΑΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗΣ

Ο  υβριδισμός  των  νουκλεικών  οξέων  (DNA-DNA hybridization)  [13,24],  αποτελεί  μέθοδο

αναφοράς  για  την  ταυτοποίηση  των  ειδών  του  γένους  Acinetobacter και  βασίζεται  στον

προσδιορισµό της θερµοκρασίας τήξεως των υβριδοποιηµένων συµπληρωµατικών αλυσίδων DNA.

Για  την συνήθη ταυτοποίηση των ειδών σε  επίπεδο ρουτίνας  είναι  ακατάλληλη μιας  και  είναι

επίπονη και μη πρακτική.

1.3.2.1   ARDRA – (Amplified rDNA Restriction Analysis) 

Η μελέτη πολλαπλασιαζόμενου ριβοσωμικού DNA με την χρήση ενζύμων περιορισμού (Amplified

rDNA Restriction Analysis-ARDA)  [65], είναι τεχνική που περιλαμβάνει την περιοριστική πέψη

του ειδικού  προιόντος  PCR για γονίδιο που κωδικοποιεί  το ριβοσωμικό  RNA με περιοριστικά
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ένζυμα και σύγκριση των προιόντων της πέψης με ηλεκτροφόρηση. Η διάκριση των ειδών του

συμπλέγματος  A.calcoaceticus-A.baumannii ήταν άμεση και  η  όλη διαδικασία εμφάνισε  υψηλή

επαναληψιμότητα, καθώς επίσης και υψηλή ειδικότητα ως τεχνική. Το 1997  [19] χρησιμοποιήθηκε

το ένζυμο  Sau3 προκειμένου να επιτευχθεί  η πέψη ενός προιόντος 4,5kb που περιελάμβανε τα

γονίδια 16S rDNA και 23S rDNA καθώς και την περιοχή  ITS (Intergenic Spacer-ITS), η οποία

είναι η διάμεση νουκλεοτιδική αλληλουχία που διαχωρίζει τα γονίδια που κωδικοποιούν για 16S

rRNA και 23S rRNA ,το και οποίο βελτίωσε την τεχνική.

Μια  ιδιαίτερα  κατάλληλη  για  την  διάκριση  των  ειδών  του  συμπλόκου  A.calcoaceticus-

A.baumannii, είναι αυτή της ανάλυσης της αλληλουχίας του γονιδίου, που κωδικοποιεί για την 16S-

23S rRNA περιοχή, μιας και η ITS περιοχή είναι ιδιαίτερα συντηρημένη στα είδη του συμπλόκου

Α.calcoaceticus-A.baumannii,  αλλά  και  περισσότερο  ποικιλόμορφη  από  την  αλληλουχία  του

16SrDNA. Διενεργείται PCR για την διάμεση νουκλεοτιδική ακολουθία που χωρίζει τα γονίδια που

κωδικοποιούν για 16S rRNA και 23S rRNA, η οποία ακολουθείται από Sequencing του προιόντος

της PCR. Τέλος ,η αλληλουχία συγκρίνεται με βάση δεδομένων [70] .

1.3.2.2   AFLP (Amplified Fragment Length Polymorfism)

Η μέθοδος  AFLP (Amplified Fragment Length Polymorfism) αναπτύχθηκε τη δεκαετία του 1990

[51,66]. Αποτελεί  μια εξαιρετικά ευαίσθητη μέθοδο, η οποία περιλαμβάνει κατακερματισμό του

χρωμοσωμικού  DNA με ένζυμα (όπως τα  EcoR1 ή  Msel),  μη εκλεκτική  PCR με αλληλουχίες

ειδικές για τις θέσεις αναγνώρισης των δυο περιοριστικών ενζύμων και έπειτα δεύτερη εκλεκτική

PCR με  πρόσθετα  εκλεκτικά  νουκλεοτίδια.  Στην  παραλλαγή  της,  την  FAFLP,  το  ένα  απο  τα

εκλεκτικά  PCR primers είναι  σημασμένο  με  φθοριόχρωμα  για  ανίχνευση  σε  αυτόματο  DNA

sequencer.

1.3.2.3  ΡΙΒΟΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗ

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 16S rDNA και 23S rDNA. Το προφίλ των

ζωνών που προκύπτει θεωρείται αντιπροσωπευτικό κάθε  είδους. Μελέτη  [71] έδειξε  οτι η

μέθοδος  εμφανίζει 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.

     Επίσης  για  την  ταυτοποίηση των ειδών του  γένους  Acinetobacter έχει  γίνει  αλληλούχιση

αρκετών  αλληλουχιών  DNA,  μερικές  από  τις  οποίες  είναι  η  αλληλουχία  16S rDNA [72],  η

αλληλουχία του recA γονιδίου, το οποίο κωδικοποιεί για την ρεκομπινάση Α  [73], αυτή του gyrB
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γονιδιού που κωδικοποιεί  για τη β-υπομονάδα της  DNA γυράσης  [74], η αλληλουχία του  rpoB

γονιδίου που κωδικογραφεί τη β-υποµονάδα της RNA πολυµεράσης  [75] και η αλληλουχία του

γονιδίου blaOXA-51-like [76]. 

     Η πολυπλεκτική (multiplex) αλυσιδωτή αντίδραση πολύμεράσης (polymerase chain reaction)

[77,  78] για το γονίδιο gyrB, αποτελεί μέθοδο που βασίζεται στην ενίσχυση διακριτών τμημάτων

αυτού του γονιδίου με τη χρήση ειδικών εκκινητών, για τα συγκεκριμένα είδη, οπότε προκύπτουν

συγκεκριμένα μεγέθη θραυσμάτων για κάθε  είδος που επιτρέπουν τη διαφοροποίηση. Αποτελεί

απλή  μέθοδο  με  την  οποία  διακρίνονται  τα  A.baumannii,  A.calcoaceticus,  A.nosocomialis και

A.pittii.

     Επίσης αξιόπιστη και γρήγορη µέθοδο για την ταυτοποίηση των ειδών του γένους Acinetobacter

αποτελεί η ανάλυση ενός τµήµατος της αλληλουχίας του γονιδίου rpoB, λόγω του πολυµορφισµού

του.  Ο  προσδιόρισμός  δύο  µεταβλητών  περιοχών  οι  οποίες  πλαισιώνονται  από  συντηρηµένες

αλληλουχίες [78] εντός του γονιδίου και στη συνεχεία η αλληλούχηση τους χρησιμοποιείται για την

διάκριση των είδων του γένούς Acinetobacter.

1.4  ΜΟΡΙΑΚΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗΣ του A.baumannii

Ο κύριος σκοπός της τυποποίησης των μικροβίων είναι να αποδείξει τη γενετική σχέση μεταξύ

επιδημιολογικά σχετιζόμενων στελεχών. Με τα δεδομένα που παρέχουν οι τεχνικές τυποποίησης

γίνεται αντιληπτός ο τρόπος διασποράς ενός παθογόνου μικροοργανισμού και έτσι είναι δυνατός ο

περιορισμός του φαινομένου τόσο ενδό- όσο και έξω- νοσοκομειακά. Για τον σκοπό αυτό γίνονται

οι εξής παραδοχές: α) οι εκπρόσωποι ενός επιδημικού κλώνου έχουν κοινό πρόγονο και επομένως

έχουν τον ίδιο γονότυπο, και β) επιδημιολογικά μη σχετιζόμενα στελέχη θα διαφέρουν ως προς τον

γονότυπο. Τα στελέχη πρέπει να συλλέγονται από τους ασθενείς και το περιβάλλον που σχετίζονται

με α) τον χώρο και τον β)τον χρόνο εμφάνισης των κρουσμάτων των λοιμώξεων καθώς και από

οποιαδήποτε πηγή διασποράς. Οι µέθοδοι που χρησιµοποιούνται σήµερα για τη γονοτύπηση των

στελεχών  A. baumannii  είναι η ηλεκτροφόρηση σε παλλόµενο ηλεκτρικό πεδίο (Pulsed field gel

electrophoresis, PFGE), η AFLP, η µελέτη του πολυµορφισµού διαδοχικών επαναλαµβανόµενων

αλληλουχιών του γονιδιώµατος (Multilocus variable number tandem repeat analysis, MLVA), η

3LST, η τυποποίηση µε αλληλούχιση πολλαπλών γενετικών τόπων (Multilocus sequence typing,

MLST),  διάφορες άλλες  µέθοδοι  που βασίζονται  στην PCR και  την ανάλυση της αλληλουχίας

(PCR-based and sequence-based methods) και η ανάλυση ολόκληρου του γονιδιώµατος (Whole-

genome sequencing, WGS) [79].

24

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
04/06/2024 09:25:46 EEST - 18.119.114.102



1.4.1 PFGE (Pulse field gel electrophoresis)  

Παρά την εµφάνιση νέων µεθόδων που βασίζονται στην αλληλούχιση, η PFGE εξακολουθεί να

αποτελεί τον χρυσό κανόνα για τις επιδηµιολογικές έρευνες των στελεχών A.baumannii. Η µέθοδος

χρησιµοποιείται, κυρίως, για την ανάλυση των επιδηµιών και την επιδηµιολογική διερεύνηση σε

τοπικό επίπεδο (π.χ. νοσοκοµείο) και σε συγκεκριμένο χρονικό διάστηµα, ενώ αποτελεί σηµαντικό

συµπληρωµατικό εργαλείο για την επιδηµιολογική διερεύνηση σε ευρύτερη κλίµακα. Η διαδικασία

της PFGE χρησιμοποιεί ένα περιοριστικό ένζυμο, που για τη συγκεκριμένη μέθοδο ευρεία χρηση

έχουν τα Apa1 και Smal, ώστε να διασπαστεί το χρωμοσωμικό DNA [80] , [81] σε σπάνιες θέσεις

και  να  προκύψουν  μεγάλα  θραύσματα  έως  και  1000  kb.  Τα  χρωμοσωμικά  θραύσματα  που

προκύπτουν  διαχωρίζονται  με  ηλεκτροφόρηση ενός  μεταβαλλόμενου  ηλεκτρικού  πεδίου και  το

πρότυπο ζωνών που προκύπτει συγκρίνεται με τα υπόλοιπα στελέχη της μελέτης, ώστε να βρεθεί

πιθανή γενετική σχέση [82]. Το πρωτόκολλο PFGE για το Α.baumannii είναι αυτό που προτείνεται

από  τους  Seifert et al,  [83].  Είναι  απαραίτητη  η  χρήση  κοινών  κριτηρίων  ανάλυσης  των

αποτελεσμάτων προκειμένου να είναι δυνατή η αξιολόγησή τους από άλλα εργαστήρια. Αυτά είναι

τα κριτήρια των Tenover et al, [84] τα οποία αναφέρουν:

α)Το κοινό πρότυπο ζωνών που επιδεικνύουν τα περισσότερα στελέχη της συλλογής θεωρείται το

επιδημικό προφίλ.

β)Στελέχη που διαφέρουν σε 2 ή 3 ζώνες θεωρούνται στενά σχετιζόμενα με το επιδημικό προφίλ.

Οι  διαφορές  αυτές  μπορεί  να  οφείλονται  σε  σημειακή  μετάλλαξη,  προσθήκη  ή  έλλειψη

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας που δημιούργησαν  μια νέα ή κατέστρεψαν μια είδη υπάρχουσα θέση

αναγνώρισης από το αντίστοιχο περιοριστικό ένζυμο.

γ)Στελέχη που διαφέρουν σε 4-6 ζώνες θεωρούνται πιθανώς σχετιζόμενα με το επιδημικό προφίλ

και προκύπτουν από δυο ανεξάρτητα γενετικά συμβάντα. Τα στελέχη αυτά είναι λιγότερο πιθανό

να σχετίζονται επιδημιολογικά και συνήθως τέτοιες διαφορές παρατηρούνται σε μεγάλες συλλογές

δειγμάτων.Επίσης μπορούν να παρουσιάσουν διαφορετικό πρότυπο με άλλη τεχνική τυποποίησης.

δ)Στελέχη  που  διαφέρουν  σε  ποσοστό  50%  των  παρατηρούμενων  ζωνών  θεωρούνται  μη

σχετιζόμενα με το επιδημιολογικό προφίλ.

Η  PGFE είναι  κοπιαστική  μέθοδος  που  απαιτεί  αρκετές  μέρες  πριν  από  τη  δημιουργία  ενός

αποτελέσματος ταυτοποίησης. Το βασικό μειονέκτημα της PFGE είναι η δυσκολία στην επίτευξη

επαναληψιμότητας  μεταξύ  των  εργαστηρίων  κυρίως  λόγω  έλλειψης  προτυποποιημένων

πρωτοκόλλων.

1.4.2 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

H RFLP, πολυμορφισμός μήκους θραυσμάτων εκ περιορισμού είναι μέθοδος που βασίζεται στην

εξαγωγη του  DNA, το  οποίο  ακολούθως  επεξεργάζεται  με  ένζυμα περιορισμού.  Πρόκειται  για
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ενδονουκλεάσες οι οποίες αναγνωρίζοντας συγκεκριμένη αλληλουχία βάσεων, τέμνουν το  DNA

δημιουργώντας διαφόρου μεγέθους θραύσματα. Κατά συνέπεια διαφορετικά ένζυμα περιορισμού

τέμνουν  το  DNA σε  διαφορετικά  σημεία  δημιουργώντας  διαφορετικού  μεγέθους  και  αριθμού

θραύσματα,  τα  οποία  στη  συνέχεια  διαχωρίζονται  με  ηλεκτροφόρηση  σε  πηκτή  αγαρόζης  και

μεταφέρονται σε μεμβράνη (Southern blotting), όπου ταυτοποιούνται με υβριδισμό σημασμένων

ολιγονουκλεοτιδίων  [85].

1.4.3  3LST 

H 3LST είναι μια τεχνική τυποποίησης με τη χρήση αλληλούχισης, που προτάθηκε από τους Τurton

et al, [86], η οποία βασίζεται στην ανίχνευση και ταυτοποίηση τριών γονιδίων τα οποία βρίσκονται

υπό  εξελικτική  πίεση  επιλογής  (selective pressure).  H τεχνική  αυτή  παρουσιάζει  διευρυμένη

διακριτική  ικανότητα,  εφόσον  δίνει  τη  δυνατότητα  μελέτης  περισσότερων  πολυμορφισμών.

Ταυτόχρονα  έχει  το  πλεονέκτημα,  ότι  μπορεί  να  δώσει  πληροφορίες  σχετικές  με  την

παθογονικότητα  του  μικροβίου.  Το  συγκεκριμένο  σχήμα  μελετά  τα  εξής  γονίδια:  ompA

(κωδικοποιεί  την εξωτερική μεμβρανική  πρωτείνη Α),  csuE (κωδικοποιεί  βασικό ινίδιο για την

δημιουργία  βιοφιλμ)  και  το  blaΟΧΑ-51-like (κωδικοποιεί  την  ενδογενή  καρβαπενεμάση  του  Α.

baumannii). To σχήμα είναι πιο εύκολο να πραγματοποιηθεί, καθώς αφορά μόλις τρια (3) γονίδια,

ενώ είναι αισθητά μειωμένο το κόστος που απαιτείται για την υλοποίησή του.

1.4.4  MLST   

Η µέθοδος MLST (Multilocus seguence typing, τυποποίηση με νουκλεοτιδική ανάλυση πολλαπλών

γενετικών  τόπων)  ανήκει  στις  πιο  επιτυχηµένες  και  πλέον  αποδεκτές  τεχνικές  τυποποίησης,

αποτελώντας  πρότυπο για  την  πληθυσµιακή  ανάλυση και  την επιδηµιολογική  διερεύνηση ενός

ευρέος  φάσµατος  βακτηρίων  σε  διεθνές  επίπεδο.  Με την µέθοδο  συγκρίνονται  οι  αλληλουχίες

εσωτερικών  τµηµάτων  επτά  γονιδίων  του  βασικού  µεταβολισµού  (housekeeping  genes)  που

βρίσκονται σε όλα τα στελέχη Acinetobacter. Τα γονίδια που παρουσιάζουν έστω και µία διαφορά

στην αλληλουχία τους θεωρούνται διαφορετικά αλλήλια. Κάθε στέλεχος διαθέτει ένα συνδυασµό

επτά αλληλίων (allelic profil, αλληλικό προφίλ) και κατατάσσεται σε ένα ST τύπο. Oι ST τύποι που

διαφέρουν σε ένα από τα επτά γονίδια θεωρούνται Single Locus Variants (SLV), ενώ οι τύποι που

διαφέρουν σε δύο γονίδια θεωρούνται Double Locus Variants (DLV). Τα στελέχη που έχουν όµοια

τουλάχιστον  πέντε  από τα επτά αλλήλια οµαδοποιούνται  στο ίδιο  κλωνικό σύµπλεγµα (Clonal

Complex, CC).  Για τα Acinetobacter υπάρχουν δύο σχήµατα MLST, τα οποία έχουν την ικανότητα

να τυποποιούν τόσο τα στελέχη A. baumannii όσο και τα non-A.baumannii: το  σχήµα Oxford και

το  σχήµα  του  Ινστιτούτου  Pasteur   που  µελετούν  τρεις  κοινούς  γενετικούς  τόπους.  Οι  βάσεις

δεδοµένων  MLST  και  των  δύο  σχηµάτων  διατίθενται  στον  ιστότοπο

http://pubmlst.org/abaumannii/  .   Το  σχήµα  Oxford  αρχικά  περιγράφηκε  από  τον  Bartual et al.
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(MLSTB) [87] το οποίο στη συνέχεια τροποποίησε ο Wisplinghoff et al.  [88].  Βασίζεται στον

πολλαπλασιασµό και  αλληλούχιση των γονιδίων  gltA,  gyrB,  gdhB,  recA,  cpn60,  gpi  και  rpoD.

Σήµερα, στη βάση δεδοµένων της MLSTB  περιλαµβάνονται 1475 διακριτοί ST τύποι στελεχών

Acinetobacter.  Πιο πρόσφατα, περιγράφηκε από τον Diancourt  et al. [23] το σχήµα MLST του

ινστιτούτου Pasteur (MLSTP), το οποίο βασίζεται στην αλληλούχιση των γονιδίων cpn60 (60-KDa

chaperonin),  fusA (elongation factor EF-G),  gltA  (citrate synthase),  pyrG  (CTP synthase),  recA

(homologous recombination factor),  rplB (50S ribosomal protein L2) και  rpoB (RNA polymerase

subunit B). Επί του παρόντος, η βάση δεδοµένων MLSTP  περιλαµβάνει 950 διαφορετικούς ST

τύπους Acinetobacter. Σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία, συνήθως υπάρχει συµφωνία µεταξύ των δύο

σχηµάτων, αν και γενικά οι δηµοσιεύσεις που µελετούν και τα δύο σχήµατα είναι περιορισµένες

[89,90,91]. Επιπλέον, µια δηµοσίευση έδειξε ότι το σχήµα Oxford αδυνατεί να τυποποιήσει µερικά

στελέχη, λόγω του ανασυνδυασµού που λαµβάνει χώρα στα γονίδια gyrB και gpi και εποµένως τα

γονίδια αυτά είναι ακατάλληλα για φυλογενετικές µελέτες  [92]. Από την άλλη πλευρά, µια πολύ

πρόσφατη µελέτη του 2016 έδειξε  την πολύτιμη συμβολή και  των δύο σχήµατων MLST  στις

πληθυσµιακές  µελέτες.  Όπως  αναφέρθηκε  από  τους  ερεύνητες  το  σχήµα  Oxford  εµφανίζει

υψηλότερη διακριτική ικανότητα που οφείλεται, κυρίως, στα γονίδια gyrB και gpi και συνεπώς θα

µπορούσε να βοηθήσει  στην ανάλυση επιδηµιών σε τοπικό επίπεδο, σε αντίθεση µε το σχήµα

Pasteur [93] .

1.5  

ΟΙΚΟΛΟΓΙΑ

Τα  βακτήρια  του  γένους  Αcinetobacter συναντώνται  ευρέως  στο  φυσικό  περιβάλλον.  Πιο

συγκεκριμένα έχουν απομονωθεί από το νερό, τα φυτά και από διάφορα φυτικά και ζωικά τρόφιμα

(π.χ. ωμό κρέας)  [94]. Χαρακτηριστικά αναφέρεται η απομόνωσή του από παστεριωμένο γάλα,

κατεψυγμένα  τρόφιμα,  πουλερικά  του  νοσοκομείου,  πόσιμο  νερό  του  δικτύου,  κλιματιστικά

συστήματα. Τα συναντάμε όμως και στο νοσοκομειακό περιβάλλον και μάλιστα εμφανίζεται ως το

δεύτερο  κατά  σειρά  αζυμωτικό  βακτηρίδιο  μετά  την  ψευδομονάδα  που  απομονώνεται  σε

νοσοκομεία [95,96,97]. Έχει απομονωθεί επίσης από διάφορα υγειονομικά υλικά και νοσηλευτικά

υγρά, ιατρικά εργαλεία και  συσκευές,  κυρίως αναπνευστήρες,  νεφελοποιητές,  δεδομένου ότι το

υγρό περιβάλλον ευνοεί την εγκατάσταση και την ανάπτυξή τους [60]. Συχνά βρίσκεται στα χέρια

γιατρών και  νοσηλευτών,  οι  οποίοι  γίνονται  φορείς,  μεταφέρουν και  διασπείρουν το επιδημικό

στέλεχος κατά τη διάρκεια νοσοκομειακών επιδημιών [94] .
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Στον άνθρωπο αποικίζουν υγρά και ζεστά σημεία του σώματος όπως τους βλεννογόνους  του

πεπτικού, ουροποιογεννητικού και αναπνευστικού (7%φάρυγγα), παροδικά ή μόνιμα. Η κυριότερη

πηγή απομόνωσης  είναι  το  δέρμα  (25%) οπού  παραμένει  ως  μέλος  της  μόνιμης  φυσιολογικής

χλωρίδας  και  αποτελεί  την  κυριότερη  πηγή  μόλυνσης  στον  άνθρωπο  [94].  Μεγάλη  σημασία

επομένως  για  την  εξάπλωση  των  λοιμώξεων  από  Acinetobacter αποτελεί  ο  αποικισμός  του

δέρματος των νοσηλευόμενων ασθενών κυρίως στις ΜΕΘ, όπως επίσης και το πεπτικό σύστημα

των ίδιων ασθενών μπορεί να αποτελέσει μια σημαντική δεξαμενή για λοιμώξεις πολυανθεκτικών

κυρίως στελεχών  A.baumannii  [98]. Έγιναν πολλές μελέτες για την παρουσία του Acinetobacter

στο περιβάλλον του νοσοκομείου, οι οποίες ανίχνευσαν σε πατώματα, σε σιφώνια και νεροχύτες

[99],  σε  δείγματα  αναπνευστήρων  και  σε  δείγματα  αέρος  από  περιοχές  που  γειτονεύουν  με

αποικισμένους ασθενείς ή ασθενείς με λοίμωξη  [100]. Ανιχνεύτηκε επίσης στον εξοπλισμό των

κρεβατιών των νοσοκομείων  [101,  102]. Μεγάλου βαθμού μόλυνση του περιβάλλοντος και του

αέρα  παρατηρείται  σε  περιόδους  επιδημίων  με  πολυανθεκτικά  στελέχη Acinetobacter η  οποία

παραμένει  έως 13 μέρες μετά την απομάκρυνση του ασθενούς φορέα   [103]. 

1.6  ΛΟΙΜΟΓΟΝΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ

 To Α.  baumannii είναι  ένα  ευκαιριακό  παθογόνο,  το  οποίο  τις  τελευταίες  δεκαετίες  αυξάνει

συνεχώς  το  ενδιαφέρον  της  ιατρικής  κοινότητας,  λόγω  του  όλο  και  αυξανόμενου  αριθμού

λοιμώξεων που προκαλεί, οι οποίες ως επι το πλείστον είναι ενδονοσοκομείακες, αλλά και επείδη ο

μικροοργανισμός αυτός παρουσιάζει αντοχή στα αντιβιοτικά κάνοντας έτσι την αντιμετώπισή του

δύσκολη.  Οι  λοιμώξεις  αυτές  είναι  συχνά πολύ  σοβαρές,  με  μεγάλο  χρόνο νοσηλείας,  μεγάλο

κόστος νοσηλείας ακόμη και θάνατο. Αναφορές επιδημιών υπάρχουν τόσο από νοσοκομεία της

Ελλάδας  [104,  105], όσο και από του εξωτερικού  [106]. Σημαντικό ρόλο στην εγκατάσταση της

λοίμωξης παίζουν το ανοσοποιητικό σύστημα, καθώς και τα υποκείμενα νοσήματα του ασθενούς,

όπως  κακοήθη  νοσήματα,  εγκαύματα,  μεγάλες  εγχειρήσεις,  η  μεγάλη  ηλικία  του  ασθενούς,  η

αντιμικροβιακή  θεραπεία  που  λαμβάνει  τις  τελευταίες  90  μέρες,  η  χρήση  συσκευών,  όπως

αιμοδιάλυσης,  μηχανικός  αερισμός,  καθετήρες  (κεντρικοί  φλεβικοί,ουρηθρικοί),  το  φαινοτυπικό

προφίλ της χλωρίδας του νοσοκομείου, η παρατεταμένη νοσηλεία του ασθενούς στο νοσοκομείο

(κυρίως στις ΜΕΘ) ή σε μονάδες αυξημένης φροντίδας.

Αναφέρονται επίσης και λοιμώξεις σε ασθενείς της κοινότητας. Προδιαθεσικοί παράγοντες για

την πρόκλησή τους θεωρούνται η ανοσοκατάστολή, η ηλικία, ο αλκοολισμός , το κάπνισμα, τα

χρόνια  αναπνευστικά  νοσήματα,  ο  σακχαρώδης  διαβήτης.  Οι  προδιαθεσικοί  παράγοντες  που

αναφέρονται σε συνδυασμό με τη λοιμογόνο ικανότητα του Acinetobacter baumannii οδηγούν στην
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εγκατάσταση  μιας  λοίμωξης  από  το  συγκεκριμένο  μικρόβιο.  Η  λοιμογόνος  ικανότητα  του  A.

baumannii χαρακτηρίζεται από:

1)Την  ικανότητα  προσκόλλησης  του  μικροβίου  στα  επιθηλιακά  κύτταρα  του  ξενιστή,  η  οποία

επιτυγχάνεται μέσω των ινιδίων ή και των καψιδιακών πολυσακχαριτών [107, 108].

2)Την  παρουσία  ενός  πολυσακχαριδικού  ελύτρου,  το  οποίο  αποτελείται  από  L-ραμνόζη,D-

γλυκόζη,D-γλυκουρονικό  οξύ  και  D-μαννόζη  και  καθιστά  την  επιφάνεια  του  μικροβίου

περισσότερο υδρόφιλη [109].

3)Ο λιποπολισακχαρίτης (LPS) της εξωτερικής μεμβράνης καθώς και παραγωγή του λιπιδίου Α

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη λοιμογόνο ικανότητα

4)Η ικανότητα του μικροβίου να  oργανώνεται με την μορφή βιομεμβρανών (biofilm), πάνω σε

ξένες επιφάνειες είναι εξίσου σημαντική, μιας και αποτελεί δομή που το προστατεύει από αντίξοες

συνθήκες, όπως η έλλειψη αυξητικών παραγόντων και η χημειοθεραπεία. [110] .

5)Η φωσφολιπάση D ευοδώνει τον αποικισμό του μικροβίου στα επιθηλιακά κύτταρα.

6)Καθοριστικός παράγοντας της λοιμογόνου ικανότητας του Acinetobacter είναι η ικανότητά του

να απορροφά σίδηρο από τον ανθρώπινο οργανισμό, στερώντας το από τα μακροφάγα, τα οποία

συμμετέχουν στην άμυνα του οργανισμού  [111].

1.7  ΛΟΙΜΩΞΕΙΣ ΑΠΟ Α.baumannii

To μεγαλύτερο  ποσοστό  των  Α.  baumannii απομονώνεται  από  το  αναπνευστικό  σύστημα

νοσηλευόμενων ασθενών. Η νοσοκομειακή πνευμονία από A.baumannii, που σχετίζεται μάλιστα με

αναπνευστήρα (VAP,ventilator associated pneumonia) προέρχεται στις περισσότερες περιπτώσεις

από ασθενείς οι οποίοι νοσηλεύονται σε μονάδες εντατικής θεραπείας.

Σε νοσηλευόμενους ασθενείς της ΜΕΘ με πνευμονία ή λοιμώξεις τραυμάτων εμφανίζεται πολύ

συχνά  δευτεροπαθής  βακτηριαιμία.  Συνήθως  απομονώνεται  στο  πλαίσιο  πολυμικροβιακής

λοίμωξης  [112],  αλλά  ενδέχεται  να  απομονωθεί  και  μόνο  του.  Αξίζει  να  σημειωθεί  ότι  η

βακτηριαιμία  από  A.baumannii αποτελεί  έναν  χρήσιμο  δείκτη  αληθινής  λοίμωξης,  ενώ  η

απομόνωσή του από πληγές ή από το αναπνευστικό μπορεί να δείχνει περισσότερο αποικισμό  [26].

     Ιδιαίτερα επιρρεπή ομάδα αποτελούν οι ανοσοκατεσταλμένοι ασθενείς και τα νεογνά [9], με

παράγοντες  κινδύνου  που  δεν  διαφέρουν  απο  τους  προαναφερθέντες  σχετιζόμενους  με  τη

νοσοκομειακή πνευμονία οφειλόμενη σε A.baumannii.

Συχνό φαινόμενο αποτελούν οι λοιμώξεις των μαλακών μορίων και του δέρματος, κυρίως σε

στρατιωτικούς  πληθυσμούς,  με  χειρότερη  πρόγνωση  να  έχουν  οι  λοιμώξεις  δέρματος  σε

εγκαυματικές επιφάνειες  [113].
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Μηνιγγίτιδα  που  οφείλεται  σε  A.baumannii εμφανίζεται  δευτερογενώς  μετά  από

νευροχειρουργικές επεμβάσεις και κρανιακά εγκαυματά [9]. Περιγράφονται ωστόσο και σποραδικά

κρούσματα πρωτοπαθούς μηνιγγίτιδας. Παράγοντες κινδύνου αποτελούν,  η μόνιμη επικοινωνία

των  κοιλιών  με  το  εξωτερικό  περιβάλλον,  η  κοιλιοστομία,  το  συρίγγιο  εκροής  του

εγκεφαλονωτιαίου υγρού και η παρουσία καθετήρων των κοιλιών για περισσότερες από 5 μέρες

αυξάνουν τον κίνδυνο εμφάνισης μηνιγγίτιδας οφειλόμενης σε Α.baumannii.

Άλλες  λιγότερο  συχνές  λοιμώξεις  που  σχετίζονται  με  το  είδος  είναι  αυτές  του  ανώτερου

ουροποιητικού, οι οποίες συμβαίνουν σε καθετηριασμένους ασθενείς και ως επι το πλείστον άντρες

[114]. Επίσης, σποραδικά έχουν αναφερθεί περιστατικά ενδοκαρδίτιδας που συνήθως σχετίζονται

με επεμβάσεις ανοιχτής καρδιάς  [115].

Γενικότερα, η λοίμωξη από A.baumannii υπόδηλώνει ότι στο ιστορικό του ασθενούς συνήθώς

προϋπάρχει  νοσηλεία  σε  μονάδα  εντατικής  θεραπείας  ή  γενικότερα  μακροχρόνια  νοσήλεια  σε

νοσοκομείο.

1.8  ΘΕΡΑΠΕΙΑ

Όσον αφορά τις θεραπευτικές επιλογές, αυτές φαίνεται να περιορίζονται, αφού πριν από το 1970 η

αντιμετώπιση του  A.baumannii περιελάμβανε ευρέως φάσματος β-λακταμικά, αμινογλυκοσίδες ή

τετρακυκλίνες, κάτι που πλέον δεν επιτυγχάνεται με τη συνεχή διασπορά ανθεκτικών στελεχών

A.baumannii,  ακόμα και σε ευρέως φάσματος β-λακταμικά αντιβιοτικά,  όπως οι καρβαπενέμες,

αφήνοντας ουσιαστικά τον κλινικό γιατρό χωρίς θεραπευτικές επιλογές. Η σουλμπακτάμη μόνη της

ή σε συνδυασμό με την αμπικιλλίνη δρα καλά απέναντι σε αυτούς τους μικροοργανισμούς [116].

Επίσης, η κολιστίνη (παράγωγο της πολυμιξίνης Ε) αποτελεί φάρμακο εκλογής, σε περιπτώσεις

πολυανθεκτικών  στελεχών,  με  συνοδά  ωστόσο  τοξικά  αποτελέσματα  (νεφροτοξικότητα)  [117].

Έχουν  αναφερθεί  ωστόσο  στη  βιβλιογραφία,  ανθεκτικά  στελέχη,  καθώς  και  στελέχη  με

ετεροαντοχή στην κολιστίνη [118]. Η τιγεκυκλίνη, ένα ημισυνθετικό παράγωγο της μινοκυκλίνης,

δεν  προσέφερε  την  αναμενόμενη  βοήθεια  στην καταπολέμηση των  MDR  (Multidrug resistant)

στελεχών παρά τις αρχικές προσδοκίες και έχουν ήδη εμφανιστεί στελέχη ανθεκτικά και σε αυτή

[2].  Multidrug  resistance  στα  A.  baumannii ονομάζουμε  την  αντοχή  σε  πάνω  από  2  από  τις

ακόλουθες  κατηγορίες  αντιβιοτικών:  αντι-ψευδομοναδικές  κεφαλοσπορίνες  (κεφταζιδίμη  ή

κεφεπίμη),  αντι-ψευδομοναδικές  καρβαπενέμες  (ιμιπενέμη,  μεροπενέμη),  αμπικιλλίνη-

σουλμπακτάμη,  φλουοροκινολόνες  (σιπροφλοξασίνη  ή  λεβοφλοξασίνη),  και  αμινογλυκοσίδες

(γενταμικίνη, τομπραμυκίνη, ή αμικασίνη).

Στην καταπολέμηση του A.baumannii  προτείνονται μικτά θεραπευτικά σχήματα γιατί δρουν

συνεργικά  και  έτσι  αυξάνεται  το  ποσοστό  εκρίζωσής  του,  και  μάλιστα  με  μικρότερες  δόσεις
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αντιβιοτικού  σε  σχέση  με  τις  απαιτούμενες  της  μονοθεραπείας.  Τέλος  είναι  πολύ  δύσκολό  να

αναπτυχθούν μηχανισμοί αντοχής. Τα συνηθέστερα σχήματα που χρησιμοποιούνται είναι τα εξής:

Α)  β-λακτάμες  με  αναστολείς  β-λακταμικών  ή  σε  συνδυασμό  με  αμινογλυκοσίδες  ή

φλουροκινολόνες,

Β)αμπικιλλίνη-σουλμπακτάμη ή σουλμπακτάμη με κεφεπίμη ή καρβαπενέμη, και 

Γ)πολυμιξίνη Β, ιμιπενέμη και ριφαμπικίνη [119,  120]

Τέλος, ο συνδυασμός κολιστίνης με ριφαμπικίνη είναι αποτελεσματικός στα MDR στελέχη, σε

αντίθεση με τα θεραπευτικά αποτελέσματα του συνδυασμού της ριφαμπικίνης με τις καρβαπενέμες.

Ωστόσο η  συνδυαστική  χορήγηση αντιμικροβιακών  παράγόντων  δεν  έχει  ευρέως  μελετηθεί  σε

κλινικό  επίπεδο και  τα  περισσότερα  στοιχεία  προκύπτουν  από  in vitro έρευνες  [111],  έτσι  το

πρόβλημα της αντιμετώπισης των πολυανθεκτικών στελεχών  A.baumannii παραμένει  άλυτο και

ιδιαίτερα σημαντικό. Συνεπώς όλα αυτά τα στοιχεία πρέπει να συνεκτιμηθούν καθώς πολλές φορές

τα  in vitro αποτελέσματα  αντοχής  δεν  συσχετίζονται  με  την  in vivo αποτελεσματικότητα  ενός

φαρμάκου  σε  έναν  ασθενη  [121].  Ένα  χαρακτηριστικό  πολλών  μικροοργανισμών

συμπεριλαμβανομένων  και  του  A.baumannii είναι  η  ετεροαντοχή  η  οποία  ορίζεται  ως  η

ανθεκτικότητα  ενός  υποσυνόλου  μικροβιακού  πληθυσμού  σε  ορισμένα  αντιβιοτικά,  όταν

γενικότερα με τις παραδοσιακές  in vitro δοκιμασίες  ευαισθησίας ο πληθυσμός αυτός θεωρείται

ευαίσθητος σε αυτά τα αντιβιοτικά [122]. Oι πρώτες αναφορές για ετεροαντοχή στο A. baumannii

έγιναν από τους Pournaras et al. το 2005 [123]. Αξίζει να σημειωθεί ότι πριν από την παρατήρηση

της  ετεροαντοχής  πολλά  θεραπευτικά  σχήματα  εμφάνιζαν  αποτυχία, μιας  και  δεν  λαμβανόταν

υπόψιν ο ο ανθεκτικός υποπληθυσμος, ο οποίος λανθασμένα θεωρούνταν ως ευαίσθητος.

Εικόνα 6. Etests ιμιπενέμης και μεροπενέμης σε A. baumannii. Φαίνονται οι ανθεκτικοί
υποπληθυσμοί (Pournaras et al. 2005) 
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1.9  ΑΝΤΟΧΗ ΣΤΑ ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΑ

Οι μηχανισμοί αντοχής του  A.baumannii στα αντιβιοτικά, διαθέτουν μεγάλο εύρος και διαφέρει

από περιγραφές  που υπάρχουν για  άλλα  gram (-)  αρνητικά  αζυμωτικά  παθογόνα  [124,125].  Η

ταχεία παγκόσμια διασπορά ανθεκτικών στελεχών A.baumannii σε όλα τα β-λακταμικά αντιβιοτικά

συμπεριλαμβανομένων  και  των  καρβαπενεμών,  αποδεικνύει  την  μοναδική  ικανότητα  του

συγκεκριμένου μικροοργανισμού να αντιδρά ταχύτατα και να προσαρμόζεται σε εναλλασσόμενες

και  δύσκολες  περιβαλλοντολογικές  συνθήκες.  Η  μακρόχρονη  επιβίωση  του,  του  δίνει  την

ικανότητα να προσλαμβάνει γονίδια αντοχής από άλλα μικρόβια, ενισχύοντας την επίκτητη αντοχή

του και σε συνδυασμό με την φυσική του αντοχή, η οποία είναι γενετικά καθορισμένη το καθιστά

ακόμα πιο ισχυρό στην βακτηριοκτόνο δράση των αντιβιοτικών. 

Οι  γενετικοί  μηχανισμοί  που  συμμετέχουν  στην  ανάπτυξη  αντοχής  στα  αντιβιοτικά,

περιλαμβάνουν, τη μεταβολή του γενετικού υλικού, η οποία γίνεται είτε μέσω α) μεταλλάξεων, είτε

με β) απόκτηση νέου γενετικού υλικού μέσω μηχανισμών οριζόντιας μεταφοράς.

Οι  μετάλλαξείς είναι κληρονομήσιμες αλλαγές στον γονότυπο οι οποίες μπορεί να εμφανιστούν

τυχαία, με λάθος κατά την αντιγραφή του DNA (mutation rate 10-6 -10-7  per base per generation),

είτε  με  την  επίδραση  μεταλλαξιογόνων  παραγόντων  του  περιβάλλοντος  (π.χ.  χρήση  χημικών

ουσιών,  ιονίζουσα  ακτινοβολία  κτλ.).  Οι  μεταλλάξεις  μπορεί  να  είναι  σημειακές,  με  τον

απλούστερο  εκπρόπωπό  τους  την  αντικατάσταση  μιας  βάσης,  η  οποία  επιτυγχάνεται  1)  με

μετάβαση-¨transition¨, μιας πουρίνης απο μια άλλη πουρίνη (π.χ.A→G), είτε με την αντικατάσταση

μιας πυριμιδίνης από από μια άλλη (π.χ.T→C), 2) με μεταστροφή-¨transvertion¨, κατά την οποία

μια  πουρίνη  αντικαθίσταται  από  μια  πυριμιδίνη  ή  το  αντίστροφο  (π.χ.A→T).  Τέλος,  αλλαγές

μπορεί  να  προκύψουν  ειτε  με  γ)  την  εξάλειψη,  ή  δ)  την  προσθήκη  μιας  βάσης.  Εκτός  των

σημειακών μεταλλάξεων υπάρχουν και οι πολυθεσιακές μεταλλάξεις στις οποίες λαμβάνει χώρα η

αντικατάσταση, η προσθήκη ή η εξάλειψη περισσοτέρων της μιας βάσεων. 

Ο κυριότερος μηχανισμός αποκτήσεως νέου γενετικού υλικού σχετίζεται με κινητές γενετικές

μονάδες (Mobile Genetic Elements,MGEs), όπως είναι :

1) τα μεταθετά στοιχεία, στα οποία ανήκουν, οι αλληλουχίες εισδοχής (IS) και τα τρανσποζόνια

(σύνθετα και πολύπλοκα),

2) τα ιντεγκρόνια (κινητά ή χρωμοσωμικά),

3) τα συζευτικά μεταθετά στοιχεία, και

4) τα πλασμίδια

Η  ανταλλαγή  των  γενετικών  πληροφόριων  μεταξύ  των  βακτηρίων  μπορεί  να  συμβεί  μέσω

διαφόρων μηχανισμών, όπως είναι:
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α)  Η  μεταμόρφωση  (transformation),  κατά  την  οποία  το  βακτήριο  δέκτης  προσλαμβάνει

εξωκυττάριο  DNA.  Για  να  λάβει  χώρα  ο μετασχηματισμός,  τα  βακτήρια  δέκτες  πρέπει  να

βρίσκονται σε κατάσταση ικανότητας  (competence),  η οποία μπορεί να συμβεί ως απόκριση σε

περιβαλλοντικές  συνθήκες,  όπως  η  πείνα  και  η  κυτταρική  πυκνότητα,  ή  να  προκληθεί  στο

εργαστήριο.

β)  Η μεταγωγή (transduction),  είναι η διαδικασία κατά την οποία εισάγεται ξένο  DNA σε ένα

κύτταρο από βακτηριοφάγο (ιοί που μολύνουν βακτήρια). Δεν απαιτεί φυσική επαφή μεταξύ του

κυττάρου που δίνει το DNA και του κυττάρου που το λαμβάνει και είναι ανθεκτική στη DNάση. Η

μεταγωγή συμβαίνει είτε με τον λυτικό, είτε με τον λυσογόνο κύκλο.

    Τόσο  στη  μεταγωγή, όσο  και  στη  γενετική  μεταμόρφωση,  η  ενσωμάτωση  των  DNA

αλληλουχιών  συνήθως  συμβαίνει  μέσω  του  ομόλογου  ανασυνδυασμού.  Ο  ομόλογος

ανασυνδυασμός απαιτεί την ύπαρξη παρόμοιων DNA αλληλουχιών και έχει ως αποτέλεσμα την

αντικατάσταση παρά την προσθήκη γενετικού υλικού. Η προσθήκη γενετικού υλικού επιτυγχάνεται

με το μηχανισμό της DNA μετάθεσης, που πραγματοποιείται από τα λεγόμενα μεταθετά γενετικά

στοιχεία (transposons).

γ)  Η σύζευξη (conjugation),  όπου το βακτήριο δότης μεταφέρει  DNA στο βακτήριο δέκτη και

αποτελεί τον πλέον σημαντικό τρόπο μεταβίβασης αντοχής σε κλινικά στελέχη. Με βακτηριακή

σύζευξη  μετακινούνται  τα  πλασμίδια και  τα  συζευκτικά  μεταθετά  στοιχεία (conjugative

transposons). Ο μηχανισμός της βακτηριακής σύζευξης αποτελεί διαδικασία αντιγραφής DNA, η

οποία έχει ως αποτέλεσμα την δημιουργία δύο αντιγράφων του πλασμιδίου, από τα οποία το ένα

μένει στο κύτταρο του δότη και το δεύτερο στο κύτταρο του δέκτη.

ΕΙΚΟΝΑ 7. Σχηματική αναπαράσταση της βακτηριακής σύζευξης
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Η  προσθήκη  γενετικού  υλικού  επιτυγχάνεται  με  το  μηχανισμό  της  DNA μετατόπισης

(μετάθεση), που πραγματοποιείται από τα αποκαλούμενα μεταθετά γενετικά στοιχεία. Η μεταφορά

των θραυσμάτων DNA διεξάγεται από τα μεταθετά στοιχεία, τα οποία είναι διακριτές γενετικές

δομές  με  καθορισμένες  άκρες.  Τα  μεταθετά  στοιχεία  μπορούν  να  κινούνται  ως  ανεξάρτητες

αλληλουχίες ή να δρουν ως μεσολαβητές για τη μεταφορά άλλων DNA αλληλουχιών.

Η σημασία των μεταθετών στοιχείων αντικατοπτρίζεται  από το γεγονός  ότι  τα περισσότερα

κλινικά σημαντικά γονίδια αντοχής σχετιζόνται με τέτοιες δομές.

ΕΙΚΟΝΑ 8. Απεικόνιση μεταθετού στοιχείου

Το τρανσποζόνιο αποτελείται από ένα ORF (open reading frame), ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης

που  κωδικοποιεί  για  μια  πρωτεΐνη  που  εκτελεί  τη  διαδικασία  μεταφοράς  και  ονομάζεται

τρανσπορτάση. Τα άκρα των μεταθετών στοιχείων αποτελούνται από ανεστραμμένες επαναλήψεις

(IR).  Αυτές οι αλληλουχίες είναι πανομοιότηπες,  εφόσον είναι ειδικές θέσεις  σύνδεσης για την

τρανσποζάση.

Τα  μεταθετά  στοιχεία  μπορούν  να  χωριστούν  σε  α)  αλληλουχίες  εισδοχής  (ISs),  και  β)

τρανσποζόνια. Οι αλληλουχίες εισδοχής είναι μικρά μεταθετά στοιχεία (1-2 kb) που κωδικοποιούν

μόνο τη λειτουργία της μεταφοράς [126], ενώ τα τρανσποζόνια φέρουν γονίδια που κωδικοποιούν

άλλες λειτουργίες, όπως π.χ. αντοχή στα αντιβιοτικά [127].

α) Οι αλληλουχίες εισδοχής (ISs) αποτελούν τον πιο απλό τύπο μεταθετών στοιχείων. Είναι δομές

μικρού μεγέθους (0,5-2 kb) που αποτελούνται  από μικρές  τερματικές IRs,  που οριοθετούν ένα

ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης (open reading frame:ORF) που κωδικοποιεί την τρανσποζάση. 

Οι αλληλουχίες εισδοχής ορίζονται από το ακρωνύμιο IS και έναν αριθμό που ακολουθεί (π.χ.

IS1, IS26). https://isfinder.biotoul.fr  /  . Έχει βρεθεί ότι συχνά υπάρχει συσχέτιση μεταξύ των ISs και

παθογόνου και λοιμογόνου δράσης.  Όσον αφορά το Acinetobacter αλληλουχίες εισδοχής έχουν

βρεθεί συνδεδεμένες με διάφορα γονίδια αντοχής, όπως η ISAba1, ανιχνευέται με το γονίδιο

blaAmpC προσδίδοντας αντοχή στην κεφταζιδίμη [128], καθώς και με τα γονίδια blaoxa-51  και blaoxa-58

[129]. Στο γονίδιο blaoxa-58, εκτός από ISAba1 έχει ανιχνευτεί και ISAba2, ISAba3 και ISAba18, που
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οδηγούν σε αυξημένη έκφραση του γονιδίου  [129].  Στην εικόνα που ακολουθεί φαίνεται η δομή

μιας τυπικής IS.

ΕΙΚΟΝΑ 9. Tυπική δομή αλληλουχίας εισδοχής IS.

β)  Με  τον  όρο  τρανσποζόνια  περιγράφονται  είτε  τα  σύνθετα  μεταθετά  στοιχεία  (composite

transposons),  είτε  τα  πολύπλοκα  μεταθετά  στοιχεία  (complex  transposons). Ο  όρος  «σύνθετα

τρανσποζόνια» αναφέρεται  σε πρότυπες  δομές  που περιλαμβάνουν μία κεντρική αλληλουχία,  η

οποία κωδικοποιεί για τις λειτουργίες που προσδιορίζουν φαινοτυπικά το μεταθετό στοιχείο, αλλά

στερείται λειτουργιών που αφορούν την μετάθεση [130]. Η κεντρική αλληλουχία αφορίζεται από

δύο  αντίγραφα  της  ίδιας  αλληλουχίας  εισδοχής.  Συνήθως,  τα  δύο  αντίγραφα  της  αλληλουχίας

εισδοχής σχηματίζουν εκτεταμένες τερματικές IRs, αν και σε ορισμένα σύνθετα τρανσποζόνια οι

αλληλουχίες  εισδοχής  σχηματίζουν  τερματικές  άμεσες  επαναλήψεις.  Οι  αλληλουχίες  εισδοχής

παρέχουν την τρανσποζάση για τον μηχανισμό της DNA μετάθεσης, ενώ οι IRs των αλληλουχιών

εισδοχής ορίζουν τα άκρα του σύνθετου μεταθετού στοιχείου. Όταν, ένα IS στοιχείο γίνεται μέρος

ενός  σύνθετου  τρανσποζονίου,  το  IS  στοιχείο  δεν  χάνει  την  ικανότητα  του  να  λειτουργεί

ανεξάρτητα.

  ΕΙΚΟΝΑ 10α. Απεικόνιση σύνθετου τρανσποζονίου

               
                                    ΕΙΚΟΝΑ 10β. Απεικόνιση πολύπλοκου τρανσποζονίου

35

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
04/06/2024 09:25:46 EEST - 18.119.114.102



Με τον όρο πολύπλοκα μεταθετά στοιχεία περιγράφονται τα τρανσποζόνια που δεν ανήκουν

στην  κατηγορία  των  σύνθετων  μεταθετών  στοιχείων.  Τα  πολύπλοκα  τρανσποζόνια  στερούνται

πρότυπης  δομής  και  παρουσιάζουν  πιο  πολύπλοκη  γενετική  δομή  από  τα  σύνθετα  μεταθετά

στοιχεία. Σε αντίθεση με τα σύνθετα, τα πολύπλοκα τρανσποζόνια αφορίζονται από βραχείες IRs,

μήκους  15-40  bp,  ανάλογα  με  το  τρανσποζόνιο.  Οι  IRs  αφορίζουν  γονίδια  που  κωδικοποιούν

λειτουργίες απαραίτητες για τη μετάθεση, καθώς και  γονίδια αντοχής  στα αντιβιοτικά.  Κανένα

τμήμα του πολύπλοκου τρανσποζονίου δεν μπορεί να μετατεθεί ανεξάρτητα.

Οι δομές αυτές αποτελούνται από τρία στοιχεία, κοινά σε όλα τα ιντεγκρόνια.  Το γονίδιο της

ιντεγκράσης (intI),  που κωδικοποιεί  μια ειδικής-θέσης ρεκομπινάση, η οποία ευθύνεται για την

ενσωμάτωση,  καθώς  και  για  την  αφαίρεση  των  εξωγενών  γονιδίων-κασετών, το  κύριο  σημείο

ανασυνδυασμού attI, και  μία περιοχή υποκινητών, Pc, που ευθύνεται για την μεταγραφή τους,  2)

Τα ιντεγκρόνια  είναι γενετικά στοιχεία τα οποία αναγνωρίζουν και ενσωματώνουν γονίδια υπο τη

μορφή κασετών λειτουργώντας ως φυσικά εργαλεία γενετικού ανασυνδυασμού. 

ΕΙΚΟΝΑ 11. Tυπική δομή ιντεγκρονίου, με τα τρια κοινά στοιχεία.

Τα ιντεγκρόνια διαιρούνται σε δυο υποομάδες  στα κινητά ιντεγκρόνια, και στα χρωμοσωμικά

ιντεγκρόνια.

Τα κινητά δεν μπορούν να κινηθούν ανεξάρτητα και  η  μετακίνησή τους  εξαρτάται  από την

παρουσία κινητών γενετικών στοιχείων. Μέχρι στιγμής, πέντε τάξεις κινητών ιντεγκρονίων έχουν

περιγραφεί  βάσει  της  κωδικής  αλληλουχίας  της  ιντεγκράσης  [131].  Οι  πρώτες  τρείς  τάξεις

ιντεγκρονίων έχουν εμπλακεί στην εξέλιξη φαινοτύπων πολλαπλής αντοχής [132]. 

    Τα ιντεγκρόνια τάξης 1 είναι τα πιο διαδεδομένα στα κλινικά βακτηριακά στελέχη. Η δομή τους

περιλαμβάνει δύο συντηρημένες περιοχές, την 5΄CS και την 3΄CS, και μία κεντρική μεταβλητή

περιοχή [133,  134].  Η 5΄CS περιοχή περιέχει  το γονίδιο της ιντεγκράσης (intI1)  και το κύριο

σημείο  ανασυνδυασμού  attI  [135].  Η  3΄CS  περιοχή,  στο  άλλο  άκρο,  είναι  συντηρημένη  σε
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μικρότερο βαθμό [145]. Συνήθως όμως, περιλαμβάνει μέρος του γονιδίου  qacΕΔ1 (αντοχή στα

άλατα τεταρτοταγούς αμμωνίου) και το γονίδιο  sul1 (αντοχή στις σουλφοναμίδες),  orf5 και  orf6

[136 ,  137]. Οι δύο αυτές συντηρημένες περιοχές περικλείουν μία μεταβλητή περιοχή, η οποία

περιλαμβάνει τα γονίδια-κασέτες (συνήθως γονίδια αντοχής). Η περιοχή αυτή παρουσιάζει μεγάλη

ετερογένεια, καθώς η ταυτότητα και ο αριθμός των γονιδίων-κασετών διαφέρει από ιντεγκρόνιο σε

ιντεγκρόνιο.

Τα γονίδια-κασέτες ποικίλουν σε μέγεθος από 262 έως 1549 bp. Παρά την ποικιλομορφία τους σε

μέγεθος και λειτουργία, οι κασέτες φέρουν κοινές περιοχές. Κάθε γονίδιο-κασέτα αποτελείται από

το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης (ORF), που καλύπτει το μεγαλύτερο μέρος της κασέτας, και την

περιοχή ανασυνδυασμού,  attC (59-base element), που βρίσκεται στο 3΄ άκρο της κασέτας  [138].

Έως σήμερα, έχουν χαρακτηριστεί περισσότερες από 60 διαφορετικές κασέτες  αντοχής, οι οποίες

καλύπτουν τα περισσότερα εν χρήσει αντιβιοτικά  [139]. Οι δύο πιο πρόσφατα χαρακτηρισμένες

κασέτες αντοχής κωδικοποιούν για τις μεταλλο-β-λακταμάσες IMP και VIM, οι οποίες παρέχουν

αντοχή έναντι των καρβαπενεμών [140,141,142,143]. Θεωρητικά, τα γονίδια-κασέτες μπορούν να

υπάρξουν και ως ελεύθερα κυκλικά μόρια (ενδιάμεσες μορφές) [144].

     Τα  γονίδια-κασέτες  στερούνται  δικού  τους  υποκινητή,  καθώς  στις  περισσότερες  κασέτες

λιγότερες από 10 βάσεις χωρίζουν το πρώτο κωδικόνιο έναρξης από το 5΄ άκρο της κασέτας. Οι

κασέτες ενσωματώνονται στο attI σημείο με συγκεκριμένη κατεύθυνση. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα

η έκφραση των γονιδίων-κασετών να ελέγχεται από έναν κοινό υποκινητή (Pc). Ο Pc εντοπίζεται

214 bp ανοδικά του εσωτερικού άκρου της 5΄CS περιοχής, εντός της κωδικής αλληλουχίας της

ιντεγκράσης. Ο Pc απαντάται σε τέσσερις διαφορετικούς τύπους (‘ασθενής’, ‘ισχυρός’, ‘υβριδικός

1’και  ‘υβριδικός  2’)  που διαφέρουν σε μία  ή δύο βάσεις  στις  περιοχές  -35 και  -10,  οι  οποίες

απέχουν μεταξύ τους 17 bp. Επιπλέον, σε ορισμένα ιντεγκρόνια, ένας δεύτερος υποκινητής (P2)

έχει δημιουργηθεί από την προσθήκη τριών G νουκλεοτιδίων μεταξύ των περιοχών -35 και -10,

βελτιστοποιώντας  την μεταξύ τους απόσταση σε 17 βάσεις  (P2 ενεργός).  Η σχετική ισχύς του

‘ασθενή’,  ‘ισχυρού’ και  ‘υβριδικού  1’ τύπων  Pc  υποκινητών,  καθώς  και  η  ισχύς  του ‘ασθενή’

συνδυασμένου με ενεργό P2 έχουν χαρακτηριστεί [145, 146].

      Τα  χρωμοσωματικά ιντεγκρόνια, γνωστά και ως ‘super-integrons’, εντοπίστηκαν για πρώτη

φορά στο γένωμα του  Vibrio cholerae   [147].  Τα χρωμοσωματικά ιντεγκρόνια αποτελούν έναν

ξεχωριστό τύπο ιντεγκρονίων που απαντούν σε χρωμοσώματα και άλλων βακτηριακών ειδών [148,

149, 150].

      Οι ιντεγκράσες αυτών των χρωμοσωματικών ιντεγκρονίων είναι συγγενικές με αυτές των

κινητών ιντεγκρονίων, αλλά τα χρωμοσωματικά ιντεγκρόνια παρουσιάζουν δύο χαρακτηριστικά

που τα διακρίνουν από τα κινητά ιντεγκρόνια:
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α) τα χρωμοσωματικά ιντεγκρόνια φέρουν μεγάλο αριθμό γονιδίων-κασετών (>20 κασέτες) και οι

attC (VCRs) περιοχές των ενδογενών κασετών παρουσιάζουν εκτεταμένη ομοιότητα μεταξύ τους,

β)  τα  χρωμοσωματικά  ιντεγκρόνια  έχουν  εντοπιστεί  μόνο  σε  χρωμοσώματα  και  ποτέ  δεν  έχει

βρεθεί να σχετίζονται με κινητά γενετικά στοιχεία [151].

     Τα πλασμίδια είναι οι πιο καλά μελετημένες γενετικές δομές, γεγονός που οφείλεται στο μικρό

τους μέγεθος (5 kbp έως 2Mbp). Τα χαρακτηρίζει η ιδιότητά τους να διατηρούν και να διασπείρουν

νέα γονίδια, όπως (π.χ.γονίδια αντοχής) μεταξύ των βακτηριακών πληθυσμών. Τα πλασμίδια είναι

ρεπλικόνια και εμφανίζονται μέσα στα βακτήρια ως εξω-χρωμοσωματικές δομές, που έχουν την

ικανότητα  πολλαπλασιασμού,  η  οποία  δεν  εξαρτάται  από  το  χρωμόσωμα.  Αυτές  οι

εξωχρωμοσωματικές  γενετικές  δομές  φέρουν  γονίδια,  που  εξασφαλίζουν  τον  αυτόνομο

πολλαπλασιασμό τους, τον έλεγχο του αριθμού των αντιγράφων τους, και την σταθερότητά τους,

κατά την κυτταρική  διαίρεση.  Επίσης  εμπεριέχουν γονίδια  που επιτρέπουν την μεταφορά τους

μεταξύ βακτηρίων, μέσω του μηχανισμου της βακτηριακής σύζευξης. Αξίζει επίσης να αναφερθεί

ότι τα πλασμίδια φέρουν μια ποικιλία γονιδίων, όπως γονίδια αντοχής στα αντιβιοτικά, σε τοξικές

συγκεντρώσεις  βαρέων  μετάλλων,  γονίδια  που  επεκτείνουν  τις  διατροφικές  ικανότητες  του

κυττάρου, γονίδια που ενισχύουν την ικανότητα επιδιόρθωσης των DNA βλαβών και τέλος γονίδια

που  ευθύνονται  για  την  μολυσματικότητα  του  βακτηριού  επιτρέποντας  την  εισβολή  και  την

επιβίωση σε ζωικούς οργανισμούς [152,153]. Τα πλασμίδια που μέχρι στιγμής έχουν χαρακτηριστεί

συνίστανται από δίκλωνο κυκλικό μόριο DNA ποικίλου μεγέθους.

ΕΙΚΟΝΑ 12.Τα περισσότερα πλασμίδια είναι κυκλικά, υπερελικόμενα, δίκλωνα μόρια DNA.

Τα πλασμίδια που φιλοξενούν γονίδια υπεύθυνα για αντοχή σε αντιβιοτικά λέγονται πλασμίδια

αντοχής.  Τα γονίδια αντοχής φέρονται  είτε από συζευκτικά,  αυτομετάφερόμενα πλασμίδια,  είτε

από, μη συζευκτικά πλασμίδια.  Ο διαχωρισμός της των πλασμιδίων αντοχής,  έγινε με βάση τη
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δυνατότητα μεταφοράς της. Έτσι, τα μεν συζευκτικά πλασμίδια φέρουν περιοχές που κωδικοποιούν

για τις λειτουργίες που είναι απαραίτητες για την διακυτταρική μεταφορά του DNA, σε αντίθεση με

τα  μη συζευκτικά  πλασμίδια των οποίων η  μεταφορά εξαρτάται  από αντίστοιχες  περιοχές  των

συζευκτικών πλασμιδίων που τυχόν συνυπάρχουν, και τα κινητοποιεί, μιας και το ίδιο δεν φέρει

δικές μου  [154]. Τα μη συσυζευκτικά πλασμίδια  είναι μικρά, της τάξεως ακόμη και κάτω των

10kb,  ενώ  αντίθετα  τα  συζυεκτικά  είναι  μεγάλα  30kb ή  και  μεγαλύτερα.  Απαραίτητη  για  τη

μεταφορά των μη συζευτκτικών πλασμιδίων είναι μόνο η αλληλουχία oriT, που περιέχει την αρχή

και το τέλος της μεταφερόμενης DNA αλυσίδας.

EΙΚΟΝΑ 13. Απεικόνιση συζευτικού πλασμιδίου.

ΕΙΚΟΝΑ 14. Απεικόνιση μη-συζευτικού πλασμιδίου.

Για την ανάλυση της διασποράς των πλασμιδίων στη φύση και την μελέτης της εξελικτικής της

πορείας, αναπτύχθηκε ένα σύστημα ταυτοποίησης και κατάταξής της σε ομάδες ανάλογα με τις

μεταξύ της φυλογενετικές σχέσεις [155]. Ένα σχήμα ταξινόμησης των πλασμιδίων βασίστηκε στην
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πλασμιδιακή ασυμβατότητα,  δηλαδή στην ικανότητα της  να  συνυπάρχουν ή όχι  μέσα στο ίδιο

βακτηριακό  κύτταρο  [156,157].  Τα  συζευκτικά  πλασμίδια  έχουν  ενταχθεί  σε  διάφορες  ομάδες

πλασμιδιακής ασυμβατότητας με πρωτη την  IncF-like, δεύτερη την ΙncP-like, τρίτη την  IncP και

τέταρτη την  IncI.  To 2005, για την  τυποποίηση των πλασμιδίων χρησιμοποιήθηκε μια νέα και

αξιόπιστη μέθοδος, η οποία βασίζεται στην τεχνολογία της  PCR, η  PCR based-replicon-typing,

(PRBT)  [158].  Mε την  μέθοδο  αυτή  στοχοποιούνται  τα  ρεπλικόνια  των  κύριων  πλασμιδιακών

ομάδων που έχουν βρεθεί σε εντεροβακτηριακά. 

1.9.1 ΑΝΤΟΧΗ ΣΤΙΣ  β-ΛΑΚΤΑΜΕΣ   

Όλο και συχνότερο φαινόμενο με παγκόσμιες διαστάσεις αποτελεί η αντοχή του A.baumannii στα

β-λακταμικά  αντιβιοτικά   και  κυρίως  στις  καρβαπενέμες.  Η  συστηματική  μελέτη  μοριακών

μηχανισμών αναφέρεται στην παραγωγή β-λακταμασών, τόσο ενδογενών (AmpC και  OXA-51),

όσο και εξωγενών (IMP, VIM, OXA-58) (οι οποίες οδηγούν στην ενζυμική  απενεργοποίηση των

β-λακταμικών αντιβιοτικών).

1.9.1.1 ΕΝΖΥΜΑΤΙΚΟΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ 

Ο κυριότερος μηχανισμός αντοχής στα β-λακταμικά αντιβιοτικά είναι η ενζυμική απενεργοποίηση

τους από τις β-λακταμάσες.  Εξαιτίας  όμως της πολύπλοκης φύσης αυτού του μικροοργανισμού

εμπλέκονται  πολλαπλοί  μηχανισμοί  στην  παραγωγή  του  ίδιου  φαινοτύπου  [159,160,161].  Οι

πρώτες  προσπάθειες  ταξινόμησης  των β-λακταμασών άρχισαν την δεκαετία  του  1970,  όταν οι

πενικιλλινάσες  διαχωρίστηκαν  από  τις  κεφαλοσπορινάσες  και  έκτοτε  προτάθηκαν  διάφορα

ταξινομικά σχήματα με επικρατέστερη σήμερα την ταξινόμηση κατά Ambler και την ταξινόμηση

κατά Bush. 

Στην  ταξινόμηση  κατά  Ambler οι  β-λακταμάσες  διαχωρίζονται  βάσει  της  αμινοξικής

αλληλουχίας.  Στην  αρχή  προτάθηκαν  η  μοριακή  τάξη  Α  [162],  που  περιελάμβανε  ένζυμα  με

κατάλοιπο σερίνης στο ενεργό κέντρο και η μοριακή τάξη Β  [115],  που περιελάμβανε ένζυμα που

χρειάζονται  δισθενή  κατιόντα  μετάλλων  (συνήθως  Zn 2+)  για  να  δράσουν.   Αργότερα,  άλλες

σερίνο-β-λακταμάσες καταχωρήθηκαν στις μοριακές τάξεις C [163] και D [164]. Σύμφωνα με την

τελευταία αναθεώρηση [165] οι β-λακταμάσες χωρίζονται σε σερίνο- και μεταλλο-β- λακταμάσες

(μοριακή τάξη Β).

Η ταξινόμηση κατά  Bush προτείνει  τέσσερις  ομάδες  βάσει  των λειτουργιών.  Στην ομάδα 1

ανήκουν  κεφαλοσπορινάσες,  στην  πλειοψηφία  τους   χρωμοσωμικές  και  επαγώγιμη  δράση,  οι

οποίες  δεν  αναστέλλονται  από  κλαβουλανικό  οξύ  και  την  σουλμπακτάμη  και  ανήκουν  στην

μοριακή  τάξη  C κατά  Ambler.  Η ομάδα 2  υποδιαιρείται  σε  8  ομάδες,  τα  ένζυμα  των  οποίων

αναστέλλονται περισσότερο από το κλαβουλανικό οξύ, παρά από την αζτρεονάμη  [166,167] και
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ανήκουν  στην  μοριακή  τάξη  Α  κατά  Ambler.  Η  ομάδα  3  περιλαμβάνει  ένζυμα  δηλαδή  β-

λακταμάσες  που  δεν  αναστέλλονται  από  το  κλαβουλανικό  οξύ  [167],  για  να  δράσουν  είναι

αναγκαία η παρουσία δισθενών κατιόντων μετάλλων και για αυτό το λόγο αναστέλλονται από το

EDTA (Ethylene Diamine Tetracetic Acia) και ανήκουν στην μοριακή τάξη Β κατά Ambler.

Τέλος, στην ομάδα 4 ανήκουν πενικιλλινάσες που δεν αναστέλλονται από το κλαβουλανικό οξύ

και δεν έχει οριστεί ακόμα σαφώς η αντιστοιχία τους στο σχήμα Ambler [167].

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

A.baumannii. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον υπάρχει για την  VEB-1 β-λακταμάση, η οποία υδρολύει την

αμοξικιλλίνη,  την  τικαρκιλλίνη,  την  πιπερακιλλίνη,  την  κεφοταξίμη,  την  κεφταζιδίμη  και  την

αζτρεονάμη [168].  Η δράση της αναστέλλεται από την παρουσία του κλαβουλανικού οξέως, έτσι η

παρατηρούμενη  συνέργεια  αυτών  των  αντιβιοτικών  με  το  κλαβουλανικό  οξύ  οδηγεί  στην

φαινοτυπική ανίχνευση αυτής της β-λακταμάσης. Το γονίδιο  που την κωδικοποιεί ανευρίσκεται σε

ιντεγκρόνια τάξης Ι. Η συγκεκριμένη β-λακταμάση ανιχνεύθηκε πρώτη φορά σε νοσοκομεία της

Γαλλίας  και υπάρχουν έκτοτε αναφορές στο Βέλγιο και την Αργεντινή [169, 170 ,171 ,172, 173].

Εξίσου σημαντική β-λακταμάση, η οποία υδρολύει  την αμοξικιλλίνη, τιρκακιλλίνη, κεφαλοθίνη

και τις ευρέως φάσματος κεφαλοσπορίνες και τη δράση τους αναστέλλουν το κλαβουλανικό οξύ, η

σουλμπακτάμη,  η  ιμιπενέμη  και  οι  κεφαμυκίνες  είναι  η  PER-1  β-λακταμάση.  Η  PER-1  έχει

ανιχνευθεί  στην Γαλλία,  Τουρκία,  Βέλγιο,  Ρουμανία,  Κορέα και Ηνωμένες  Πολιτείες  [174,175,

176,177,178,179] και η  PER-2 στην Αργεντινή  [172].  Η φορεία του  blαPER-1 έχει συσχετιστεί με

ιδιαίτερα λοιμογόνους κλώνους  A.banmannii  [180].

Οι μεταλλο-β-λακταμάσες (MBL), ανήκουν στην τάξη Β κατά  Ambler, δεν απαντώνται πολύ

συχνά στα A.banmannii, ως συμπαράγοντες απαιτούν κατιόντα μετάλλων και έχουν την ικανότητα

να  υδρολύουν  όλες  τις  β-λακτάμες  εκτός  από  την  μονοβακτάμη,  αζτρεονάμη.  Οι  MBLs

αναστέλλονται  από  την  παρουσία  EDTA (χηλικός  παράγοντας),  ιδιότητα  που  βοηθά  στην

φαινοτυπική ανίχνευση του στο εργαστήριο, με την χρήση διπλών E-test ιμιπενέμης τα οποία από

το ένα άκρο έχουν EDTA και από το άλλο όχι, έτσι ώστε να είναι δυνατός ο προσδιορισμός των

στελεχών τα οποία παράγουν MBLs. Έχουν ταυτοποιηθεί έξι ομάδες MBLs (IMP-liκe,  VIM-liκe,

NDM, SIM-1, SPM-1 και GIM-1 enzymes). Στο A. baumannii έχουν ανιχνευθεί οι IMP [179,181,

182, 183, 184] , VIM [185, 186,187, 188] και SIM [189]. H  NDM-1, εντοπίστηκε το 2010 σε ένα

στέλεχος  A.  baumannii στην Ινδία  [190]. Πρόσφατα µάλιστα, η  NDM-1 ανευρέθηκε για πρώτη

φορά  και  στη  χώρα  µας  σε  ένα  στέλεχος  Α.  baumannii που  αποµονώθηκε  από  ασθενή  που

µεταφέρθηκε  στην  Ελλάδα  από  τη  Λιβύη  το  2016  [191].  Τα  περισσότερα  γονίδια  που

κωδικοποιούν τα συγκεκριμένα ένζυμα,  στα στελέχη  A.  baumannii εντοπίζονται  σε ιντεγκρόνια

τάξης 1. Τα στελέχη A. baumannii που φέρουν ιντεγκρόνια παρουσιάζουν μεγαλύτερη αντοχή στα
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φάρμακα, από ότι τα στελέχη που δεν φέρουν αυτές τις δομές [192] . Η υδρολυτική ικανότητα των

MBLs απέναντι στις καρβαπενέμες είναι 100-1000 φορές μεγαλύτερη από αυτή των οξακιλινασών,

ωστόσο η ποσοτική υπεροχή των τελευταίων στο  A.  baumannii είναι αυτό που τις καθιστά τον

κύριο  μηχανισμό  αντοχής  στις  καρβαπενέμες.  Στην  ομάδα  D κατά  Ambler ανήκουν  οι

οξακιλινάσες  οι  οποίες  αποτελούν  έναν  από  τους  κυριότερους  μηχανισμούς  αντοχής  των  A.

baumannnii.  Ορισμένες  μεταλλαγές  των  OXΑ  β-λακταμασών  προσδίδουν  αντοχή  στις

καρβαπενέμες.  Το  πρώτο  ένζυμο  τύπου  OXA που  είχε  την  ικανότητα  να  υδρολύει  τις

καρβαπενέμες  ανιχνεύθηκε  για  πρώτη  φορά  από  κλινικό  στέλεχος  A.baumannii το  1985  στο

Εδιμβούργο [193]. Το πλασμίδιο που κωδικοποιούσε ήταν μεταβιβάσιμο και το γονίδιο αργότερα

ονομάστηκε  blaOXA-23  [194] και ευθύνεται για την αντοχή στις καρβαπενέμες παγκοσμίως  [174,

195 ,  196,  197]. Στην ομάδα  OXA-23 ανήκουν και τα ένζυμα  OXA-27 και  OXA-49  [198,  199].

Επίσης, στο Α. baumannii έχουν βρεθεί κι άλλες καρβαπενεµάσες τύπου-OXA, παρόµοιες µε την

OXA-23, που σχηµατίζουν µε αυτήν κοινή οµάδα γονιδίων, την οµάδα OXA-23-like. Πρόκειται

για την OXA-27 που έχει  εντοπιστεί  στη Σιγκαπούρη  [198]  και  τις  OXA-49 και  OXA-73 που

ανιχνεύθηκαν  στην  Κίνα  [200,  199].  Ακόµη,  έχει  παρατηρηθεί  ότι  τα  επιδηµικά  στελέχη  A.

baumannii  που παράγουν το ένζυµο OXA-23 ανήκουν στους διεθνείς κλώνους Ι ή ΙΙ  [201]. Το

γονίδιο  blaOXA-23 βρίσκεται  είτε  στο  χρωµόσωµα,  είτε  σε  πλασµίδια και  συνδέεται  µε  τέσσερις

διαφορετικές  γενετικές  δοµές,  εκ  των  οποίων  πιο  συχνό  είναι  το  τρανσποζόνιο  Tn2006 [201].

Περιγράφονται  επίσης  τα  blaOXA-51-liκe και  τα  blaOXA-58-liκe [202,  203,  204].  Τέλος,  τα  ένζυµα  της

οµάδας OXA-51-like (OXA-51, -64, -65, -66, -68, -69, -70, -71,-78, -79, -80 και -82) διαφέρουν

από  τις  άλλες  καρβαπενεµάσες  τύπου-OXA  στο  γεγονός  ότι  ανευρίσκονται  ενδογενώς  στο

χρωµόσωµα  όλων  των  A.  baumannii [205].  Όταν,  όµως,  τα  ένζυµα  αυτά  συνδυαστούν  µε

αλληλουχίες  εισδοχής  προκαλείται  η  υπερέκφρασή  τους,  µε  αποτέλεσµα  να  αποκτούν

δραστικότητα καρβαπενεµάσης [206]. Ο ρόλος τους στην αντοχή στις καρβαπενέμες φαίνεται να

σχετίζεται με την παρουσία της αλληλουχίας ISΑba1  [206], μιας και όταν απουσιάζει, η επίδραση

στην  ευαισθησία  του  μικροβίου  στις  καρβaπενέμες  είναι  ελάχιστη,  ακόμα  και  όταν  υπάρχει

υπερέκφραση των αντλιών εκροής (AdeABC) [207]. Η παρουσία στοιχείων IS με τις δύο βασικές

τους  λειτουργίες  παίζει  σημαντικό  ρόλο  στην  έκφραση  αντοχής  στις  καρβαπενέμες  από  τις

οξακιλλινάσες των  A.baumannii [206, 208, 128]. Είναι κινητά κατά πρώτον, ενώ κατά δεύτερον,

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

σχετίζονται με τα γονίδια blaOXA-23  [174, 128], blaOXA-58 [204, 209, 210] και blaOXA-51 [206]. Αξίζει

να σημειωθεί ότι ορισμένα IS κυρίως το ISAbaΙ, ανευρίσκονται μόνο στα A. baumannii [211] .

Οι  AmpC  κεφαλοσπορινάσες (ADC) είναι β-λακταμάσες τάξης  C σύμφωνα με την μοριακή

ταξινόμηση κατά Ambler, τις συναντάμε σε όλα τα στελέχη A.baumannii [212, 174, 213, 214, 215]
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καθώς το γονίδιο που τις εκφράζει είναι χρωμοσωμικό και σχετίζεται άμεσα με την αλληλουχία

ISAbaI.  Η παρουσία τους  εξασφαλίζει  ανθεκτικότητα των στελεχών  στις  κεφαλοσπορίνες,  ενώ

αφήνει ανεπηρέαστη τη δράση της κεφεπίμης και των καρβαπενεμών [215, 216 , 213].

1.9.1.2  ΜΗ – ΕΝΖΥΜΑΤΙΚΟΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ

Στην  ανάπτυξη  αντοχής  στα  β-λακταμικά  αντιβιοτικά  παίζει  ρόλο  και  η  διαπερατότητα  των

βακτηριακών  μεμβρανών,  γεγονός  που  οφείλεται  στην  παρουσία  των  πορινών,  οι  οποίες  είναι

πρωτείνες με τριμερη ή μονομερή δομή ανάλογα με τον τρόπο που συγκροτούνται στη μεμβράνη,

ενώ παρουσιαζούν διαφορετικό βαθμό ελευθερίας για την εισροή των β-λακταμών, ανάλογα με το

φορτίο  και  το  μοριακό  τους  βάρος  [217].  Οι  πορίνες  σχηματίζουν  κανάλια  στην  εξωτερική

μεμβράνη των  Gram αρνητικών βακτηρίων διασφαλίζοντας έτσι την διακυτταρική προσκόλληση

και την πρόσδεση βακτηριοκτόνων ουσιών. Μέχρι σήμερα για το A.baumannii έχει αναφερθεί ένας

μικρός αριθμός πορινών [218], παρόλα αυτά, τόσο ο μικρός τους αριθμός, όσο και το μικρό τους

μέγεθος προσδίδουν μειωμένη διαπερατότητα στην κυτταρική του μεμβράνη σε σχέση με τα άλλα

Gram αρνητικά βακτηρίδια και επομένως και αντιμικροβιακή αντοχή  [219]. Οι  OMPs πρωτείνες

της εξωτερικής μεμβράνης του  A.baumannii είναι οι περισσότερο μελετημένες και αλλαγές τους

έχουν  σχετιστεί  με  την  αντοχή  τους  στα  β-λακταμικά  αντιβιοτικά.  Κύριοι  εκπρόσωποί  τους

αναφέρονται οι OmpA (γνωστή και ως Omp38), Omp33-36 και Οmp22 [220].

Το γονιδίωμα των πολυανθεκτικών στελεχών A. Banmannii κωδικοποιεί για ένα μεγάλο εύρος

αντλιών εκροής [221], οι  οποίες αποτελούν έναν ακόμη μη ενζυμικό μηχανισμό, με περισσότερο

μελετημένη την αντλία  AdeABC, που ανήκει  στην οικογένεια  RND αντλιών και ευθύνεται  για

έκφραση αντοχής στις β-λακτάμες  [222,223], αμινογλυκοσίδες , ερυθρομυκίνη, χλωρομφαινικόλη,

τετρακυκλίνες,  φλουοροκινολόνες,  τριμεθοπρίμη  και  βρωμιούχο  αιθίδιο [224,225].  Οι  αντλίες

εκροής είναι διαμεμβρανικές και η κύρια λειτουργία τους είναι η ενεργής αποβολή τοξικών ουσιών

και  μεταβολικών  προϊόντων  από  το  κύτταρο.  Τα  τρία  δομικά  στοιχεία  της  AdeABC είναι  η

μεμβρανική πρωτεΐνη που βρίσκεται στην κυτταρική μεμβράνη, μια πορίνη που βρίσκεται στην

εξωτερική  μεμβράνη  και  μια  πρωτεΐνη  που ενώνει  τις  δύο προηγούμενες  και  εντοπίζεται  στον

περιπλασματικό χώρο.  Έτσι  ο  μικροβιακός  παράγοντας  εκτοπίζεται  από το  βακτήριο  χωρίς  να

συσσωρεύεται στον περιπλασμικό χώρο. Υπερέκφραση της αντλίας AdeABC προκαλεί αντοχή σε

αμινογλυκοσίδες, β-λακτάμες, χλωραμφαινικόλη, ερυθρομυκίνη και τετρακυκλίνες  [226, 224]. 

Ο  τελευταίος  μη  ενζυματικός  μηχανισμός  αντοχής  αποτελεί  μειωμένη  έκφραση

πενικιλλινοδεσμευτικών πρωτεϊνών (PBPs). Αυτές είναι πρωτεΐνες του κυτταρικού τοιχώματος των

Gram (-) αρνητικών βακτηρίων οι οποίες συμμετέχουν στον πολυμερισμό και την διασύνδεση των

πενταπεπτιδίων, μέσω των οποίων συνδέονται οι αλυσίδες της πεπτιδογλυκανης, η οποία είναι ένα

λεπτό στρώμα, το οποίο καθορίζει τη μορφολογία του κυττάρου, του παρέχει ωσμωτική προστασία
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και  συμμετέχει  στον  κυτταρικό  μεταβολισμό.  Διακρίνονται  σε  αυτές  που  έχουν  δράση

γλυκοζυλτρασφεράσης  (GT)  για  τον  πολυμερισμό  του  λιπιδίου  ΙΙ  και  ταυτόχρονη  δράση

τρανσπεπτιδάσης (TP)  για την σύνθεση  των πενταπεπτιδίων  (τάξης A PBPs) και σε εκείνες με

μόνη δράση αυτή της τρανσπεπτιδάσης. Αναστολή οποιασδήποτε από τις δύο δραστικότητες αυτών

των ενζύμων προκαλεί εξασθένιση της πεπτιδογλυκάνης και εν συνεχεία κυτταρικό θάνατο  [227].

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

των  στελεχών  Acinetobacter στην  ιμιπενέμη,  οι  σχετικές  αναφορές  παραμένουν  ελάχιστες  και

αμφιλεγόμενες.

1.9.2  ΑΜΙΝΟΓΛΥΚΟΣΙΔΕΣ

Στα  πολυανθεκτικά  στελέχη  A.  baumannii έχουν  ταυτοποιηθεί  γονίδια  που  κωδικοποιούν  για

ένζυμα  όπως  ακετυλτρανσφεράσες,  νουκλεοτιδυλτρανφεράσες  και  φωσφοτρανσφεράσες  που

τροποποιούν  τις  αμινογλυκοσίδες  προσδίδοντας  αντοχή  στα  συγκεκριμένα  αντιβιοτικά  και

εντοπίζονται σε ιντεγκρόνια τάξης Ι του  A.baumannii [228, 143, 229 , 230]. 

Επιπλέον, σε στελέχη από την Ιαπωνία, την Κορέα και τις Η.Π.Α (231)  περιγράφηκε το γονίδιο

armA (aminoglycocide resistance methylase) το οποίο φέρεται σε πλασμίδια εντός τρασποζoνίου

(Tn1548), το οποίο είναι υπεύθυνο για την μεθυλίωση του 16S rRNA συμβάλλοντας στην υψηλού

βαθμού  αντοχή  των  μικροβίων  σε  κλινικά  σημαντικές  αμινογλυκοσίδες  όπως  η  γενταμικίνη,

τομπραμυκίνη και η αμικασίνη. Συμμετέχει στον μηχανισμό και η αντλία εκροής AdeM [232].   

1.9.3 ΚΙΝΟΛΟΝΕΣ

Στις κινολόνες ως κύριοι μηχανισμοί αντοχής, περιγράφονται οι μεταλλάξεις στην DNA γυράση ή

τοποϊσομεράση ΙV που αφορούν τα γονίδια gyrA και parC  [233]. Επίσης συμμετέχουν και εδώ οι

αντλίες  εκροής  ΑdeABC και  AdeM. Οι  μηχανισμοί  αντοχής  στις  κινολόνες  στο  A.  baumannii

οφείλονται σε χρωμοσωμικά επαγόμενα ένζυμα.

1.9.4  ΤΕΤΡΑΚΥΚΛΙΝΕΣ ΚΑΙ ΓΛΥΚΥΛΚΥΚΛΙΝΕΣ

Ως  κύριος  μηχανισμός  αντοχής  του  A.  baumannii για  τις  τετρακυκλίνες  αναφέρονται  ειδικές

αντλίες εκροής.  Οι αντλίες εκροής κωδικοποιούνται  από τα γονίδια  tet(A) και  tet(B) για τα  A.

baumannii [234,  235,  236].  Πιο  συγκεκριμένα  το  tet(A)  είναι  υπεύθυνο  για  την  αντοχή  του

μικροβίου στην τετρακυκλίνη, όχι όμως στην μινοκυκλίνη, αντιβιοτικό πολύ πιο ισχυρό ενάντια

στα στελέχη A. baumannii.

Εκτός από τις αντλίες εκροής των τετρακυκλινών, συμμετέχει και η αντλία εκροής AdeABC, η

οποία  αποτελεί  και  τον  κύριο  μηχανισμό  αντοχής  που  έχει  αναπτύξει  τα  A.  baumannii στις

γλυκυλκυκλίνες και ειδικά στην τιγεκυκλίνη  [237]. Έχει βρεθεί αυξημένη έκφραση του γονιδίου

adeB υπεύθυνου  για  την  αντλία  AdeABC,  με  την  μέθοδο  της  real-time RCR,  σε  στελέχη  με

αυξημένη MIC στην τιγεκυκλίνη [238]. Η μεγάλη σημασία της συγκεκριμένης αντλίας εκροής στην
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τιγεκυκλίνη επιβεβαιώθηκε με πειράματα απενεργοποίησης του ενζύμου ΑdeB το οποίο οδήγησε

σε αξιοσημείωτη πτώση της MIC της [237]. Μία άλλη αντλία εκροής που θεωρείται ενδογενής στο

A. baumannii, η αντλία AdeIJK, έχει επίσης αναφερθεί ότι επιδρά στην αποτελεσµατικότητα της

τιγεκυκλίνης,  ενεργώντας  συνεργιστικά  µε  την  αντλία  AdeABC  [239].  Παρά  το  γεγονός  ότι

σύµφωνα µε παρατηρήσεις η τιγεκυκλίνη είναι, επίσης, υπόστρωµα της αντλίας εκροής AdeFGH

[240],  τελικά  φαίνεται  ότι  µόνο οι  αντλίες  AdeABC και  AdeIJK εµπλέκονται  στην αντοχή σε

κλινικά στελέχη A. baumannii [241]. Επίσης, πρόσφατα αναφέρθηκε ότι µια µετάλλαξη στο γονίδιο

trm,  το οποίο κωδικογραφεί  µία µεθυλτρανσφεράση,  συνδέθηκε µε µειωµένη ευαισθησία στην

τιγεκυκλίνη  σε  ένα  στέλεχος  Α.  baumannii.  Ωστόσο,  απαιτούνται  περαιτέρω  µελέτες  για  να

διευκρινιστεί  ο  πιθανός  ρόλος  αυτής  της  µεθυλτρανσφεράσης  στη  µειωµένη  ευαισθησία  της

τιγεκυκλίνης [242].

1.9.5  ΠΟΛΥΜΥΞΙΝΕΣ

Καθώς τα πολυανθεκτικά στελέχη A. baumannii αυξάνονται παγκοσµίως, οι θεραπευτικές επιλογές

για  την  αντιµετώπιση  σοβαρών  λοιµώξεων  είναι  περιορισµένες,  µε  την  κολιστίνη  συχνά  να

αποτελεί τη µοναδική θεραπεία [243]. Στην κλινική πράξη, η κολιστίνη χρησιµοποιείται κυρίως για

τη θεραπεία των λοιµώξεων που οφείλονται σε ανθεκτικά στις καρβαπενέµες A. baumannii, όπου

καµία άλλη αξιόπιστη θεραπευτική επιλογή δεν είναι διαθέσιµη. Μετά την αποµόνωση του πρώτου

ανθεκτικού  στην  κολιστίνη  στελέχους  Acinetobacter  spp.  το  1999  στην  Τσεχία   [244]

παρατηρήθηκε  αύξηση των δηµοσιεύσεων  που ανέφεραν αντοχή στην κολιστίνη σε διάφορες

περιοχές σε όλο τον κόσµο  [218],  η  οποία  εµφανίζεται  συχνότερα  µεταξύ  ανθεκτικών  στις

καρβαπενέµες  στελεχών.  Σύµφωνα  µε  τα  δεδοµένα  της  ετήσιας  έκθεσης  επιτήρησης  της

µικροβιακής αντοχής στην Ευρώπη για το 2014 (EARS-Net), µεταξύ 2238 στελεχών Acinetobacter

spp. που συλλέχθηκαν από 20 Ευρωπαϊκές χώρες η συνολική αντοχή στις πολυµυξίνες ήταν 4%, εκ

των οποίων ποσοστό 80,1% προήλθε από την Ελλάδα και την Ιταλία  [245]. Οι µηχανισµοί που

συµβάλλουν στην αντοχή της κολιστίνης δεν είναι ακόµα απολύτως γνωστοί. Έχουν προταθεί δυο

ανεξάρτητοι µεταξύ τους µηχανισµοί. 

Ο πιο συνηθισµένος µηχανισµός είναι οι µεταλλάξεις και η υπερέκφραση των πρωτεϊνών του

ρυθµιστικού συστήµατος PmrAB, οι  οποίες οδηγούν σε τροποποιήσεις  του λιποπολυσακχαρίτη

µέσω της προσθήκης φωσφοαιθανολαµίνης στο λιπίδιο Α  [246]. Ο δεύτερος µηχανισµός είναι η

πλήρης  απώλεια  της  παραγωγής  του  λιποπολυσακχαρίτη,  ως  αποτέλεσµα  µεταλλάξεων

(αντικατάσταση, έλλειψη ή αδρανοποίηση µέσω εισδοχής της αλληλουχίας ISAba11) στα γονίδια

lpxA, lpxC και lpxD, τα οποία σχετίζονται µε τη βιοσύνθεση του λιπιδίου Α [247, 248]. Η ανάπτυξη

αντοχής  στην  κολιστίνη  έχει  συσχετιστεί  µε  την  πίεση  επιλογής  που  ασκείται  λόγω  της

παρατεταµένης  χορήγησης  του  αντιβιοτικού  [249,  250].  Σε  μελέτη  που  διεξείχθει  στο
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Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο της Λάρισας το 2015, απομονώθηκαν 86 κλινικά και ένα από το

περιβάλλον  στελέχη  A.  baumannii ανθεκτικά  στις  καρβαπενέμες  με  ταυτόχρονη  αντοχή  στην

κολιστίνη.  Η  μοριακή  τους  τυποποίηση  έδειξε  οτι  ανήκουν  στον  ST101  τύπο  του  3LST

συστήματος, συμβαδίζοντας με τον διεθνη κλώνο CC2 και μετέφερε το γονίδιο blaΟΧΑ-23, το οποίο

είναι υπευθύνο για την υψηλή αντόχη στις καρβαπενέμες ( με  MIC>256mg/L). Προκείμενου  να

ανιχνευθούν οι  μηχανισμοί  που οδηγούν στην υψηλού βαθμού αντοχή στην κολιστίνη,  όλα τα

απομονωθέντα στελέχη  ανθεκτικά στην κολιστίνη ελέχθηκαν για μεταλλάξεις  στα   lpxACD και

pmrCAB γονιδίων.  Tα ευρήματα υπογράμμισαν την συμμετοχη των μεταλλαγών στα   PmrA και

PmrC στην ανάπτυξη της αντοχής στην κολιστίνη σε στελέχη  A.  baumannii που ανηκούν στον

τύπο ST101. Αλλάγη που δεν είχε αναφερθεί ποτέ ξανά κατά το παρελθόν. 

Άλλος ένας μηχανισμός αντοχής στην κολιστίνη που αξίζει να αναφερθεί είναι το γονίδιο mcr.

H πρώτη αναφορά για την παρουσία του έγινε το 2016, όπου και ανιχνεύθηκε το πλασμιδιακό

mcr-1  γονίδιο σε εντεροβακτηριακα στελέχη στην Κίνα  [251].  Έκτοτε πολλές αναφορές έχουν

γίνει για την παρουσία του mcr σε διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές και σε διάφορους ξενιστές.

Σε μελέτη, που έγινε στην Τσεχία ανάφερθηκαν δυο πλασμίδια που έφεραν το mcr-4.3 γονίδιο σε

στελέχη A.baumannii, τα οποία απομονώθηκαν το ένα από κρέας που είχε εισαχθεί στη χώρα από

την Βραζιλία και το δεύτερο ανήκε σε κλινικό δείγμα τραχειακής αναρρόφησης [252].

1.10  ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ A. baumannii

Οι λοιμώξεις από A. baumannii αποτελούν σημαντικό πρόβλημα σε πολλές περιοχές της Ευρώπης

[253].  Αναφέρονται  νοσοκομειακές  επιδημίες  ήδη από την αρχή της  δεκαετίας  του 1980 στην

Αγγλία, Γαλλία, Γερμανία, Ιταλία, Ισπανία και Σκανδιναβία [227, 9, 254] και μάλιστα η εξάπλωση

τους  παρατηρήθηκε  σε  εθνική  κλίμακα.  Έχει  γίνει  καταγραφή  της  εξάπλωσης  των  λεγόμενων

«Ευρωπαϊκών κλώνων Ι, ΙΙ και ΙΙΙ,  τόσο σε νοσοκομεία της Βόρειας Ευρώπης (Βέλγιο,  Δανία,

Γαλλία, Ισπανία, Σκανδιναβία και Ηνωμένο Βασίλειο), όσο και στην Ανατολική Ευρώπη (Ιταλία,

Ισπανία, Ελλάδα και Τουρκία) [255, 256 , 257], αλλά και στην Δυτική Ευρώπη [188].

Πολύ σημαντικό πρόβλημα με παγκόσμιες διαστάσεις αποτελούν τα στελέχη  A.  baumannii με

αντοχή  στις  καρβαπενέμες.  Σε  Ευρωπαϊκό  επίπεδο,  η  Ελλάδα,  η  Ισπανία  και  η  Ιταλία

παρουσιάζουν τα υψηλότερα ποσοστά απομόνωσης στελεχών με αντοχή στις καρβαπενέμες, ενώ

χαμηλά ποσοστά κατέχουν η Γερμανία και η Ολλανδία. Στην Σκανδιναβία τα ποσοστά αντοχής

παραμένουν  χαμηλά,  σε  αντίθεση  με  την  Ανατολική  Ευρώπη  που  παρουσιάζει  αύξηση  των

ανθεκτικών  στελεχών.  Τα  υψηλότερα  ποσοστά απομονώσης  ανθεκτικών  στις  καρβαπενέμες  A.

baumannii εντοπίζονται σε χώρες της Λατινικής Αμερικής, ενώ η περιορισμένη χρήση μοριακών

τεχνικών  καθώς  και  η  έλλειψη  συγκροτημένου  προγράμματος  επιδημιολογικής  επιτήρησης
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παρουσιάζει ελλειπή δεδομένα από την Αφρικανική Ήπειρο. Νοσοκομεία της Ασίας και της Μέσης

Ανατολής  καταγράφουν  μεγάλο  αριθμό  πολυανθεκτικών  στελεχών  A.baumannii  με  ποικιλία

καρβαπενεμασών να ενδημεί στις περιοχές αυτές [198, 258,259].  Στις Ηνωμένες Πολιτείες ακόμα

και από το 1990 καταγράφονται πολυανθεκτικά στελέχη  A.baumannii. Σημαντική συμβολή στην

αύξηση των λοιμώξεων από  A.baumannii αποτέλεσε η επιστροφή του στρατιωτικού προσωπικού

από το Ιράκ και το Αφγανιστάν [260, 198, 261 , 262 , 263].

Αναφορικά µε την εξέλιξη της αντοχής των A. baumannii στις καρβαπενέµες στην Ελλάδα, το

2000 άρχισαν να εµφανίζονται στελέχη µε χαµηλού επιπέδου αντοχή στις καρβαπενέµες  [264].

Από το 2002 και µεταγενέστερα, τα ανθεκτικά στις καρβαπενέµες στελέχη επικράτησαν σταδιακά

στα Ελληνικά νοσοκοµεία [265, 104]. Απο τότε τα στελέχη A.baumannii που αποµονώθηκαν από

αιµοκαλλιέργειες από όλες τις Eλληνικές ΜΕΘ, το ποσοστό των µη ευαίσθητων στελεχών στην

ιµιπενέµη αυξήθηκε σταδιακά από 90,4 το 2007 σε >99% το 2014 και διατηρείται σε σταθερά

επίπεδα έως το 2016. Αντίστοιχη τάση παρατηρήθηκε και για τη µεροπενέµη, για την οποία το

ποσοστό των µη ευαίσθητων στελεχών το 2016 είναι επίσης >99%. Η παράγωγη καρβαπενεμασών

αποτελεί τον κυρίαρχο μηχανισμό αντοχής. Μέχρι το 2009 κυριαρχούσαν στη χώρα μας τα CRAB

(carbapenem-resistant A.baumannii),  που παρήγαγαν τις καρβαπενεμάσες OXA-51-like και ΟΧΑ-

58-like [104, 209 , 266 , 267] , οι οποίες ανήκαν στον ST1 τύπο. Απο το 2010 αυτά τα επιδημικά

στελέχη  αντικαταστάθηκαν  από  στελέχη  που  παράγουν  την  καραβαπενεμάση  OXA-23.  O

επιπολασμός των  CRAB στελεχών  που παράγουν  OXA-23 καρβαπενεμάση κερδίζουν συνεχώς

έδαφος εξαιτίας της υψηλότερης υδρολυτικής τους ικανότητας έναντι αυτών που παράγουν OXA-

58. Οι υψηλότερες  MICs στις καρβαπενέμες πιθανώς έχουν δώσει συγκριτικό πλεονέκτημα στην

επιβίωση και στην επικράτηση  τους στο νοσοκομειακό περιβάλλον. Αντίθετα, οι αναφορές για την

παραγωγή του ενζύμου VIM από ανθεκτικά σε καρβαπενέμες A.baumannii ήταν λίγες, στις οποίες

ανιχνεύθηκαν το blaVIM-1 και blaVIM-2. Μέχρι το 2010 τα στελέχη CRAB παρουσίαζαν αντοχή στην

τιγεκυκλίνη, είτε στην κολιστίνη  [268,  269 ,270 , 271]. Παρόλ`αυτά στο διάστημα από το 2011-

2013 τα στελέχη που μετέφεραν το blaOXA-23 γονίδιο, επιπλέον, εμφάνιζαν αντοχή στη τιγεκυκλίνη

και  ανήκαν  στον  διεθνη  κλώνο  CC2  [272].  Η  αντοχή  στην  κολιστίνη  εμφανίστηκε  εξαιτίας

αλλάγων ή μεταλλάξεων στα γονίδια  pmrB, pmrA και  pmrC [272,  273].  H ταυτόχρονη αντοχή

των OXA-23-παραγωγών στελεχών στην τιγεκυκλίνη και την κολιστίνη, υπέδειξε ότι τα  CRAB

στελέχη  παρουσιάζουν  ολοένα  αυξανόμενη  αντοχή  έναντι  των  χρησιμοποιούμενων

αντιμικροβιακών παραγόντων. Τέλος αξίζει να σημείωθει ότι και η αλλάγη απο τον τύπο ST1 στον

ST2, συμβαδίζει με τη αλλαγή από τον  CC1 στον  CC2  [274].  H υπεροχή του  CC2 κλώνου στη

Ελλάδα βρίσκεται σε συμφωνία με τα παγκόσμια επιδημιολογικά δεδομένα.
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ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1  ΥΛΙΚΟ

Στην  μελέτη  μας  χρησιμοποιήθηκαν  120  κλινικά  στελέχη  Acinetobacter baumannii,  τα  οποία

απομονώθηκαν  από  ισάριθμους  ασθενείς,  οι  οποίοι  νοσηλεύτηκαν  σε  διάφορες  κλινικές  του

Περιφεριακού  Πανεπιστημιακού  Νοσοκομείου  Λάρισας,  το  οποίο  εξυπηρετεί  την  ευρύτερη

περιοχή  της  Θεσσαλίας,  κατά  το  έτος  2018.  Πιο  συγκεκριμένα,  στην  πειραματική  μελέτη

συμπεριλήφθησαν τα πρώτα δέκα απομονωθέντα στελέχη A.baumannii ανά μήνα , του έτους 2018.

Ακολουθούν οι πίνακες με τη διασπορά των κλινικών στελεχών στις διάφορες κλινικές, καθώς και

με τη διασπορά των απομονωθέντων στελεχών ανα κλινικό δείγμα.

ΚΛΙΝΙΚΗ
ΑΡΙΘΜΟΣ

ΣΤΕΛΕΧΩΝ

ΜΕΘ 51(42,5%)

ΠΑΘΟΛΟΓΙΚΕΣ 46 (38,33 %)

ΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΕΣ 10(8,33%)

ΤΕΠ 4(3,33%)

ΛΟΙΠΕΣ 9(7,5%)

ΣΥΝΟΛΟ 120

ΠΙΝΑΚΑΣ 2.Διασπορά των απομονωθέντων στελεχών Acinetobacter baumannii ανα κλινική του
Περιφερειακού Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Λάρισας.

ΚΛΙΝΙΚΟ
ΔΕΙΓΜΑ

ΑΡΙΘΜΟΣ
ΣΤΕΛΕΧΩΝ

ΑΙΜΑ 34(28,33%)
ΒΡΟΓΧΙΚΕΣ
ΕΚΚΡΙΣΕΙΣ 29(24,16%)

ΟΥΡΑ 14(11,66%)
ΠΤΥΕΛΑ 12(9,99%)
ΤΡΑΥΜΑ 6(4,99%)

ΕΝΥ 5(4,16%)
ΚΑΘΕΤΗΡΑΣ 3(2,49%)

ΚΦ.Γ. 3(2,49%)
ΔΙΑΦΟΡΑ (2,66%)

ΠΙΝΑΚΑΣ  3.Διασπορά  των  απομονωθέντων  στελεχών  Αcinetobacter baumannii ανα  είδος
κλινικού δείγματος.

2.2   ΜΕΘΟΔΟΙ
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2.2.1  ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΚΛΙΝΙΚΩΝ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ ΑΠΟ ΤΑ ΟΠΟΙΑ ΑΠΟΜΟΝΩΘΗΚΑΝ

ΣΤΕΛΕΧΗ ACINETOBACTER  BAUMANNII

Τα  κλινικά  δείγματα  καλλιεργήθηκαν  σε  στερεά  θρεπτικά  υποστρώματα  και  συγκεκριμένα  σε

MacConkey άγαρ και Αιματούχο άγαρ. Kατόπιν του εμβολιασμού, οι καλλιέργειες επωάστηκαν σε

επωαστικό κλίβανο για 18-24h και σε θερμοκρασία 37ο C σε αερόβιες συνθήκες. Όλα τα στελέχη

συντηρήθηκαν  σε  θρεπτικό  ζωμό  (tryptic soy broth)  με  περιεκτικότητα  γλυκερόλης  20%  και

διατηρήθηκαν στους -80ο C.

2.2.2    ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΣΤΕΛΕΧΩΝ ΚΑΙ ΜΕΛEΤΗ ΕΥΑΙΣΘΗΣΙΑΣ

Όλα τα  στελέχη  της  μελέτης  ελέχθησαν  βάσει  του  αυτοματοποιημένου  συστήματος  VITEK 2

(bioΜerieux,Inc).  Το σύστημα περιλαμβάνει  μία  εκτεταμένη βάση δεδομένων αναγνώρισης,  με

διαθέσιμη την πιο αυτοματοποιημένη πλατφόρμα για γρήγορα αποτελέσματα, καθώς και βελτίωση

της  αξιοπιστίας  των  αποτελεσμάτων.  Ο  έλεγχος  ευαισθησίας  των  υπό  μελέτη  στελεχών  στις

καρβαπενέμες  πραγματοποιήθηκε  επίσης  με  το  αυτοματοποιημένο  σύστημα  VITEK  2

(bioΜerieux,Inc). Ενώ ο έλεγχος ευαισθησίας των στελεχών στην κολιστίνη πραγματοποιήθηκε με

τη μέθοδο των μικροαραιώσεων σε εμπορικό ζωμό ComASPTM Colistin (Liofilchem®).

2.3  ΜΟΡΙΑΚΟΣ  ΕΛΕΓΧΟΣ  ΓΙΑ  ΤΗΝ  ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ  ΤΟΥ

ΑCINETOBACTER BAUMANNII

Για  την  επιβεβαίωση  της  ταυτοποίησης  του  είδους  ως  A.baumannii έγινε  ανίχνευση  της

χρωµοσωµικά  επαγώγιµης  οξακιλλινάσης  blaΟXA51-like µε  PCR [275].  Για  την  διεξαγωγή  της

διαδικασίας της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης  PCR, αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση η

απομόνωση του DNA, η οποία μας προσφέρει αμιγές γενετικό υλικό χωρίς την πρόσμιξη ουσιών,

οι οποίες αναστέλλουν τη δράση της  DNA πολυμεράσης και καταλήγουν σε μερική ή μη ενίσχυση

του προϊόντος που μας ενδιαφέρει για την μελέτη μας. 

2.3.1  ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΟΥ DNA (DNA EXTRACTION)

Πρόκειται για τη διαδικασία απομόνωσης του γενωμικού υλικού ενός βιολογικού δείγματος, της

οποίας τα βασικά βήματα είναι τα εξής ακόλουθα:

1.Η λύση των κυττάρων,

2.Η απομάκρυνση πρωτεϊνών και άλλων μακρομορίων, και

3.Η απομόνωση του DNA.

ΥΛΙΚΑ

1)Αιματούχο άγαρ ή ΜΗ άγαρ

2)Λυτικό ρυθμισικό διάλυμα (Lysis Buffer)

3)Πρωτεϊνάση Κ
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ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ

Η διαδικασία που ακολουθήθηκε στην μελέτη μας ήταν η εξής ακόλουθη:

1.Καλλιέργεια  του  βακτηριακού  στελέχους  σε  τρυβλία  MH  ή  Blood  (ΟΧΙ  MacConkey),  και

επώαση στους 37ο C για 16-18 h.

2.Με βαμβακοφόρο  στυλεό  λαμβάνω ποσότητα  κυττάρων  και  επαναιωρώ σε  1ml Φ.Ο.  (0,9%

ΝaCl2)

3.Κάνουμε vortex τα σωληνάρια, και φυγοκεντρούμε στις 6,000rpm για10min

4.Αφαιρούμε (με  πιπέτα)  το υπερκείμενο και  επαναδιαλύουμε το ίζημα σε 100μl  Lysis Buffer.

Προσθέτουμε 2μl πρωτεϊνάσης Κ (20mg/ml).

5.Kάνουμε vortex τα σωληνάρια, και τα τοποθετούμε σε υδατόλουτρο, για 1h στους 56ο C.

6.Στη συνέχεια κάνουμε vortex τα σωληνάρια, και τα τοποθετούμε για 10min στους 100ο C.

7.Τέλος  φυγόκεντρούμε  στις  12,000  rpm για  5  min,  και  μεταφέρουμε  το  υπερκείμενο  σε  νέα

σωληνάρια.

2.3.2  ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (Polymarase Chaine Reaction,PCR)

H PCR είναι  μια  in  vitro τεχνική που ανακαλύφθηκε από τον Kary Mullis,  το 1983, ο οποίος

τιμήθηκε με Νόμπελ Χημείας  δέκα χρόνια μετά, το 1993, με την οποία ενισχύεται ο αριθμός των

αντιγράφων μιας συγκεκριμένης περιοχής DNA και μας δίνει έναν τεράστιο αριθμό αντιγράφων

ενός γονιδίου, γεγονός που καθιστά δυνατή την ανάλυση DNA που υπάρχει σε απειροελάχιστες

ποσότητες. Το 1989 κρίθηκε ως  «η επιστημονική ανακάλυψη της χρονιάς», ενώ μέσα σε λίγα

χρόνια  και  μετά  από  σημαντικές  βελτιώσεις,  κυρίως  από  τον  Saiki  RK,  κατέστη  η  πλέον

χρησιμοποιούμενη μέθοδος για την ενίσχυση-πολλαπλασιασμό των νουκλεϊκών οξέων, κυρίως του

DNA  [276]. Με την τεχνική της PCR επιτυγχάνεται ενίσχυση ειδικών τμημάτων του DNA ενός

δείγματος, μέσα στο οποίο βρίσκονται διάφορα μόρια DNA εκτός του DNA που μας ενδιαφέρει

(DNA στόχος). Η μέθοδος εξελίσσεται  σε συγκεκριμένους κύκλους αντιδράσεων. Κάθε κύκλος

περιλαμβάνει τρία στάδια:

1.Στάδιο  αποδιάταξης  (denaturation)  του  DNA,  κατά  το  οποίο  θερμαίνεται  το  μίγμα  μέχρι

περίπου τους 95οC, για την αποδιάταξη τόσο του DNA στόχου, όσο και των εκκινητών, επειδή

πρέπει να βρίσκονται σε μονόκλωνη μορφή.

2.Στάδιο αναδιάταξης ή υβριδισμού των εκκινητών (primer annealing)  κατά τη διάρκεια του

οποίου μειώνεται η θερμοκρασία σε ένα εύρος από 40ο C έως 70ο C, για να πραγματοποιηθεί η

πρόσδεση των εκκινητών στο μονόκλωνο DNA εκμαγείο,  στο 3` άκρο κάθε αλυσίδας.

3.Στάδιο επιμήκυνσης (extension), κατά το οποίο αυξάνεται η θερμοκρασία στους 72ο C. Αυτό το

στάδιο πραγματοποιείται από μια DNA πολυμεράση με την συνεχή επιμήκυνση των εκκινητών με

προσθήκη των ελεύθερων 5`τριφωσφορικων δεοξυνουκλεοτιδίων (dNTPs)  συμπληρωματικών με
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την αλληλουχία στόχο. Με την ολοκλήρωση του πρώτου κύκλου το DNA-στόχος διπλασιάζεται

και  ο  πολλαπλασιασμός  εξελίσσεται  εκθετικά  κατά  την  διάρκεια  των  επαναλαμβανόμενων

θερμικών κύκλων, ο αριθμός των οποίων σε μια τυπική αντίδραση PCR κυμαίνεται μεταξύ των 30

με 40.

ds DNA

ss DNA primer

cycle 1

cycle 2

cycles (n) => 
2n copies

denaturation annealing elongation

72 °C50-65 °C95°C

EIKONA 15. Απεικόνιση της θεμελιώδους αρχής της PCR.

Στην  μελέτη  μας  τα  υλικά  που  χρησιμοποιήθηκαν  για  την  διεξαγωγή  της  PCR,  ήταν  τα  εξής

ακόλουθα:

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ

1)DNA βακτηρίου,

2)WFI ( Water for injection-στείρο απυρετογόνο νερό)

3)Τaq DNA πολυμεράση 5U/μl (πρόκειται για το ένζυμο που θα επιτελέσει τα επαναλαμβανόμενα

στάδια του πολλαπλασιασμού)

4)10xTaq Buffer με KCL (ρυθμιστικό δ/μα ενίσχυσης)

5)MgCl2:50mM

6)Primer 1:100pmol/μl

7)Primer  2:100pmol/μl  (ειδικά  ολιγονουκλεοτίδια  που  συνδέονται  με  τις  συμπληρωματικές

αλληλουχίες πριν και μετά τον DNA στόχο και λειτουργούν ως σημείο εκκίνησης της σύνθεσης

των αναγραφόμενων κλώνων του DNA.)

8)Μείγμα dNTPs:100 mM , απαραίτητα για τη σύνθεση νέων κλώνων από την DNΑπολυμεράση

9)DNA Engine Peltier Thermal Cycler

10)Συσκευή καθέτου νηματικής ροής κλάσης ΙΙ

11)Αυτόματος αναδευτήρας vortex

12)Σωληνάρια eppenrdorf για PCR
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13)Aυτόματες πιπέτες (1000μl, 200μl, 20μl)

14)Aποστειρωμένα ρύγχη.

ΕΚΤΕΛΕΣΗ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑΣ

Σε  eppendorf  αναμιγνύονται  πολλαπλάσιες  ποσότητες  του  αριθμού  των  δειγμάτων

(συμπεριλαμβανομένων  του  θετικού  και  του  αρνητικού  μάρτυρα  της  αντίδρασης),  ώστε  να

παρασκευάσουμε  το  μείγμα,  master  mix,  της  αντίδρασης.  Στη  συνέχεια  μοιράζουμε  σε  κάθε

eppendorf 23,5 μl του master mix και 1,5 μl από κάθε μικροβιακό DNA. Τέλος τοποθετούμε τα

μικροσωληνάρια (eppendorf) στον θερμικό κυκλοποιητή ορίζοντας τις συνθήκες της αντίδρασης.

Οι ποσότητες των αντιδραστηρίων που χρησιμοποιήθηκαν για τη σύνθεση του μείγματος, ώστε ο

τελικός του όγκος για τη διεξαγωγή της αντίδρασης να είναι 25μl, αναφέρονται στον πίνακα που

ακολουθεί:

ΠΙΝΑΚΑΣ  4.  Απαιτούμενα  αντιδραστήρια  και  οι  συγκεντρώσεις  τους  για  την
διεξαγωγη της PCR .

2.4  ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ  ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ  ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ,  PCR  ΓΙΑ  ΤΗΝ

ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΑΝΤΟΧΗΣ ΣΤΑ ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΑ

Η PCR στη μελέτη μας χρησιμοποιήθηκε και για την ανίχνευση των γονιδίων που σχετίζονται με

αντοχή του A.baumannii στις καρβαπενέμες. Τα γονίδια που ελέγθηκαν στην παρούσα μελέτη ήταν

τα ακόλουθα:blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaOXA-24, blaOXA-58, blaOXA-48, blaOXA-23 και bla OXA-51-like Ακολουθούν

οι πίνακες με τις αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν, καθώς και οι συνθήκες υπο

τις οποίες έλαβε χώρα η PCR, για κάθε γονίδιο χωριστά.

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ ΠΟΣΟΤΗΤΑ(μl)
10xTaq Buffer με KCl 2,5

MgCl(50mM) 0,75
Μείγμα  dNTPs(20mM) 0.5

Primer 1(25pmol/μl) 0.25
Primer 2(25pmol/μl) 0.25

Taq DNA πολυμεράση(5U/μl) 0.2
dH2O 18.05

DNA βακτηρίου 1.5
Τελικός όγκος 25
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ΠΙΝΑΚΑΣ 5.

Εκκινητές για

την

ανίχνευση

καρβαπενεμασών.

Συνθήκες

Γονίδια

Αρχική
αποδιάταξη

Αποδιάταξη Αναδιάταξη Επιμήκυνση Κύκλοι
Τελική

επιμήκυνση

 blaKPC  95ο C►5m  95ο C►30s  55οC►30s 72ο C ►60s 35 72ο C ►10m

 blaNDM  95ο C►5m  95ο C►30s  50οC►30s 72ο C ►60s 35 72ο C ►10m

 blaOXA-24  95ο C►5m  95ο C►30s  52οC►30s 72ο C ►60s 35 72ο C ►10m

 blaOXA-58  95ο C►5m  95ο C►30s  52οC►30s 72ο C ►60s 35 72ο C ►10m

 blaOXA-48  95ο C►5m  95ο C►30s  58οC►30s 72ο C ►60s 35 72ο C ►10m

 blaOXA-23  95ο C►5m  95ο C►30s  52οC►30s 72ο C ►60s 35 72ο C ►10m

 blaVIM  95ο C►5m  95ο C►30s  52οC►40s 72ο C ►50s 35 72ο C ►10m

bla OXA-51-like 95ο C►5m 95ο C►30s 58οC►30s 72ο C ►30s 35 72ο C ►10m
ΠΙΝΑΚΑΣ ΣΥΝΘΗΚΩΝ 6. Συνθήκες διεξαγωγής PCR.

2.4.1.  ΜΟΡΙΑΚΗ  ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ   ΚΑΡΒΑΠΕΝΕΜΑΣΩΝ  ΚΑΙ  ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ

ΕΙΣΔΟΧΗΣ

Η μελέτη  των  αλληλουχιών  εισδοχής  που  σχετίζονται  με  τις  οξακιλλινάσες  στο  A.baumannii,

μελετήθηκαν  με  PCR.  Πιο  συγκεκριμένα  η  παρουσία  του  ISAba1 στην  ανωφέρεια  των

οξακιλλινασών ελέγθηκε με τη χρήση του forward εκκινητή (5`-CAC GAA TGC AGA AGT TG-

3`) [206,211] για το στοιχείο εισδοχής  ISAba1-F, με τον  reverse εκκινητή που κωδικογραφεί για

ΕΚΚΙΝΗΤΕΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΩΝ
5΄→ 3΄

blaKPCF  TCGCTAAACTCGAACAGG 
blaKPCR TTAGTGCCCGTTGACGCCCAATCC 
blaNDMF  TGGCAGGACACTTCCTATC 
blaNDMR AGATTGCCGAGCGAGCGACTTG 

blaOXA-24F GTACTAATCAAAGTTGTGAA
blaOXA-24R TTCCCCTAACATGAATTTGT
blaOXA-58F TTATCAAAATCCAATCGGC
blaOXA-58R TAACCTCAAACTTCTAATTC
bla OXA-48F  TTGGTGGCATCGATTATCGG 
bla OXA-48R GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 
bla OXA-23F AAGCATGATGAGCGCAAAG
bla OXA-23R AAAAGGCCCATTTATCTCAAA

blaVIMF AGT GGT GAG TAT CCG ACA
blaVIMR ATG AAA GTG CGT GGA GAC

bla OXA-51-likeF TAATGCTTTGATCGGCCTTG
bla OXA-51-likeR TGGATTGCACTTCATCTTGG
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κάθε  μια  από  τις  καρβαπενεμάσες.  Αναλυτικότερα,  ο  εκκινητής  OXA-51-like R(5`-CTA TAA

AAT ACC TAA TTG TTC-3`) και ο  ΟΧΑ-23Rnew (5`-ΑTTCA TTACG TATA GATGCC -3`).

Ελέγθηκε επίσης η παρουσία του ISAba1 στην κατωφέρεια του blaOXA-23 με τον  forward εκκινητή

OXA-23Fnew (TTTA CTTGCTA TGTGGTTG)  που  κωδικοποιεί  για  την  OXA-23

καρβαπενεμάση.  Oι  συνθήκες  των  PCRs,  που έλαβαν χώρα με  τους  συνδυασμούς των  reverse

εκκινητών των γονιδίων blaOXA-23 και blaOXA-51-like με τον ISAba1-F, παρουσιάζονται στον ακόλουθο

πίνακα:

Συνθήκες 

Εκκινητές

Αρχική
αποδιάταξη

Αποδιάταξη Αναδιάταξη Επιμήκυνση
Αριθμός
κύκλων

Τελική
επιμήκυνση

  ISAba1-F 95ο C►2m  95ο C►20s  58οC►30s 72ο C ►30s 30 72ο C ►10m

ΟΧΑ-23 F 95ο C►2m 95ο C►20s 56οC►30s 72ο C ►30s 30 72ο C ►10m

ISAba1-F 95ο C►2m 95ο C►20s 58οC►30s 72ο C ►30s 30 72ο C ►10m
OXA-51-
like R 95ο C►2m  95ο C►20s  58οC►30s 72ο C ►30s 30 72ο C ►10m

ISAba1-F 95ο C►2m 95ο C►20s 58οC►30s 72ο C ►30s 30 72ο C ►10m

ΟΧΑ-23 R 95ο C►2m  95ο C►20s  56οC►30s 72ο C ►30s 30 72ο C ►10m
ΠΙΝΑΚΑΣ 7. Συνθήκες των PCRs  με τους συνδυασμους των εκκινητών.

2.4.2 ΜΟΡΙΑΚΟΣ ΕΛΕΓΧΟΣ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΠΟΥ ΣΧΕΤΙΖΟΝΤΑΙ ΜΕ ΤΗΝ ΑΝΤΟΧΗ ΣΤΗΝ

ΚΟΛΙΣΤΙΝΗ

Τα στελέχη ελέγχθηκαν για την ύπαρξη μεταλλάξεων στα lpxA, lpxC, lpxD και pmrCAB γονίδια, τα

οποία έχουν συσχετιστεί με την ανάπτυξη αντοχής στη κολιστίνη. Μετά την απομόνωση του DNA,

τα γονίδια ενισχύθηκαν μέσω της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (PCR). Στη συνέχεια,

ακολούθησε αλληλούχιση των  PCR προϊόντων. Οι νουκλεοτιδικές αλλληλουχίες των  lpxA, lpxC,

lpxD και pmrCAB γονιδίων από τα ανθεκτικά στελέχη συγκρίθηκαν με τις αντίστοιχες αλληλουχίες

που αποκτήθηκαν από τρία κολιστίνη-εύαισθητα στελέχη, τα οποία ανήκουν στον ίδιο κλώνο με τα

ανθεκτικά  στελέχη,  και  με  την  αλληλουχία  του  ATCC17978  στελέχους  αναφοράς  (GenBank

Accession Number CP000521). Άλλο ένα γονίδιο που έχει συσχετιστεί  με την ανάπτυξη  αντοχής

στην κολιστίνη, είναι το mcr,  για το οποίο ελέγθησαν τα υπό μελέτη στελέχη. Οι συνθήκες που

έλαβαν  χώρα οι  εκάστοτε  αντιδράσεις  καθώς  και  οι  εκκινητές  που  χρησιμοποιήθηκαν  για  την

διεξαγωγή τους φαίνονται στους παρακάτω πίνακες:
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ΕΚΚΙΝΗΤΕΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΩΝ ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΗ
ΑΝΑΦΟΡΑ

lpxAF TGAAGCATTAGCTCAAGTTT [277]
lpxAR GTCAGCGCAAATCAATACAAGA [277]
lpxCF TGAAGATGACGTTCCGCAA [277]
lpxCR TGGTGAAAATCAGGCAATGA [277]
lpxDF CAAAGTATGAATACAACTTTTGAG [277]
lpxDR GTCAATGGCACATCTGCTAAT [277]

ΠΙΝΑΚΑΣ 8.  Παρουσίαση των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στον έλεγχο των
μεταλλάξεων των γονιδίων lpxA,lpxC,lpxD

Συνθήκες 

Γονίδια

Αρχική
αποδιάταξη

Αποδιάταξη Αναδιάταξη Επιμήκυνση Κύκλοι
Τελική

επιμήκυνση

lpxA 95ο C►5m 95ο C►30s 54οC►30s 72ο C ►120s 35 72ο C ►10m

lpxD 95ο C►5m 95ο C►30s 60οC►30s 72ο C ►120s 35 72ο C ►10m

     lpxC 95ο C►5m 95ο C►30s 56οC►30s 72ο C ►120s 35 72ο C ►10m
 ΠΙΝΑΚΑΣ 9.  Παρουσίαση των απαιτούμενων  συνθηκών  για την διαξαγωγή κάθε  
αντιδρασης PCR,για κάθε γονίδιο.

ΕΚΚΙΝΗΤΕΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΩΝ ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΗ
ΑΝΑΦΟΡΑ

mcrF ACG GCG TAT TCT GTG CCG TGT AT [278]
mcrR GCT GTT CTTTTG GTG CAA AGG CAT TT [278]

pmrAF ATG ACA AAA ATC TTG ATG ATT GAA GAT [279] ,[246]
pmrAR TTA TGA TTG CCC CAA ACG GTA G [279] ,[246]
pmrBF GTG CAT TAT TCA TTA AAA AAA C [279] ,[246]
pmrBR TCA CGC TCT TGT TCA TGT TA [279] ,[246]
pmrCF ATG TTT AAT CTC ATT ATA GCC A [279] ,[246]
pmrCR TTA GTT TAC ATG GGC ACA A [279] ,[246]

ΠΙΝΑΚΑΣ 10. Αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν.

Συνθήκες 

Γονίδια

Αρχική
αποδιάταξη

Αποδιάταξη Αναδιάταξη Επιμήκυνση
Αριθμός
κύκλων

Τελική
επιμήκυνση

mcr  95ο C►5m  95ο C►30s  60οC►30s 72ο C ►120s 35 72ο C ►10m
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pmrA  95ο C►5m  95ο C►30s  60οC►30s 72ο C ►120s 35 72ο C ►10m

pmrB  95ο C►5m  95ο C►30s  54οC►30s 72ο C ►120s 35 72ο C ►10m

pmrC  95ο C►5m  95ο C►30s  52οC►30s 72ο C ►120s 35 72ο C ►10m
ΠΙΝΑΚΑΣ 11. Συνθήκες διεξαγωγής PCR

2.5  ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΠΗΚΤΩΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗΣ

Τα PCR προϊόντα πάντα αναλύονται σε πήκτωμα αγαρόζης με ηλεκτοφόρηση. Η ηλεκτροφόρηση

είναι μια ευρέως διαδεδομένη τεχνική για την ανάλυση των νουκλεϊκών οξέων και των πρωτεϊνών.

Βασίζεται  στον  διαχωρισμό  των  φορτισμένων  μορίων  (π.χ.DNA)  ενός  στερεού  πορώδους

υποστρώματος στα άκρα του οποίου εφαρμόζεται ηλεκτρική τάση. Τα φορτισμένα μόρια κινούνται

μέσα στο υπόστρωμα και διαχωρίζονται ανάλογα με το μοριακό τους βάρος, τη στερεοδομή τους,

την ένταση του ρεύματος και τη συγκέντρωση του πηκτώματος.

Η  αγαρόζη,  το  υλικό  για  το  πήκτωμα  που  χρησιμοποιούμε  στην  ηλεκτροφόρηση,

χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά στην βιολογία από τον Robert Koch, το 1882, ως καλλιεργητικό

μέσο για τα βακτήρια της φυματίωσης. Είναι ένας πολυσακχαρίτης που προέρχεται από φύκη (red

algae)  και  χρησιμοποιείται  συχνά  στη  ζαχαροπλαστική,  σε  καλλιεργητικά  μέσα  και  στην

παρασκευή πηκτωμάτων ηλεκτροφόρησης. Είναι πολυσακχαρίτης υψηλού  μοριακού βάρους, που

αποτελείται από D-γαλακτόζη και από ομάδες της 3-6-ανυδρο-L-γαλακτόζης. Πολυμερίζεται στους

100ο C δημιουργώντας ένα κολλώδες διάλυμα το οποίο πήζει στους 45 ο C σχηματίζοντας πόρους

στο εσωτερικό του. Ανάλογα με την συγκέντρωση της αγαρόζης στο πήκτωμα σχηματίζονται πόροι

που επιτρέπουν το διαχωρισμό μορίων μεγέθους από 50 ζεύγη βάσεων (bp) μέχρι και 60 κιλοβάσεις

(kp). Η θέση των μορίων του DNA πάνω στο πήκτωμα προσδιορίζεται με υπεριώδες φώς και με τη

χρήση μικρής ποσότητας βρωμιούχου αιθιδίου, μιας φθορίζουσας χρωστικής που παρεμβάλλεται

μετάξυ των αζωτούχων βάσεων του DNA. Στην μελέτη μας χρησιμοποιήσαμε πήκτωμα αγαρόζης

2%  για  την  ηλεκτροφόρηση  όλων  των  PCR προιόντων.  Η  μεθοδολογία  που  ακολουθήθηκε

περιγράφεται αναλυτικά παρακάτω:

ΥΛΙΚΑ

WFI (Water For Injection-στείρο απυρετογόνο H2Ο για τις αραιώσεις)

10 x ΤΒΕ Βuffer (Tris-Boric Acid-EDTA)

Agarose Sea Kem LE

Ethidium bromide (EtBr)  solution 1mg/ml

6 x DNA Loading Dye Solution-κυανό της βρωμοφαινόλης 

Gene Ruler 100bp DNA Ladder

Λάμπα UV
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Συσκευή ηλεκτροφόρησης

Τροφοδοτικό τάσης

Φούρνος μικροκυμάτων

Κωνική φιάλη 250ml

Eκμαγείο και «χτενάκια», στερεοποιητής πηκτώματος

Αυτόματες πιπέτες, αποστειρωμένα ρύγχη και parafilm

ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ

Αρχικά πραγματοποιείται αραίωση του 10x TBE buffer σε συγκέντρωση 1x, με ανάμειξη 100ml

10x TBE και 900ml H2O (WFI). Σε κωνική φιάλη των 250ml αναμειγνύονται 100ml 1x TBE Buffer

και 2g αγαρόζης, ώστε να προκύψει διάλυμα αγαρόζης 2% w/v. Το διάλυμα αναμειγνύεται ζωηρά

με  κυκλική  ανακίνηση  της  κωνικής  φιάλης  και  στη  συνέχεια  θερμαίνεται  στο  φούρνο

μικροκυμάτων  μέχρι  να  διαλυθεί  η  αγαρόζη  και  να  γίνει  το  διάλυμα  διαυγές.  Στη  συνέχεια,

αφήνουμε  να  πέσει  η  θερμοκρασία  έως  τους  55οC.  Ακολούθως  προσθέτουμε  2μl  βρωμιούχου

αιθιδίου (ΕtBr), ώστε να έχει τελική συγκέντρωση 0,5μg/ml στο διάλυμα. Το διάλυμα αγαρόζης

τοποθετείται στο εκμαγείο και είναι έτοιμο όταν σταθεροποιηθεί για την ηλεκτροφόρηση του DNA,

αφού βυθιστεί εντός της ηλεκτροφορητικής συσκευής σε διάλυμα 1x TBE Buffer. Στη συνέχεια,

από κάθε δείγμα αναμειγνύουμε 5μl με 1μl από τη χρωστική Loading Dye Solution (6x) (κυανό της

βρωμοφαινόλης), όπως προαναφέραμε και ακολουθεί η προσθήκη των μείγματων, DNA-χρωστική

στα  βυθίσματα  του  πηκτώματος.  Για  τον  προσδιορισμό  του  μήκους  των  προϊόντων  της  PCR

χρησιμοποιήσαμε, σε μια θέση στο πήκτωμα τον μάρτυρα μοριακών βαρών 100bp DNA Ladder. Η

ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε σε σταθερή τάση 120Volts και ένταση 400mA για 30 λεπτά.

Τέλος  το  προϊόν  της  ηλεκτροφόρησης  τοποθετήθηκε  σε  συσκευή  υπεριώδους  φωτός  και

φωτογραφήθηκε με ειδική κάμερα που είναι ενσωματωμένη στη συσκευή.

2.6   ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΠΡΟΙΟΝΤΩΝ PCR

Ο καθαρισμός των PCR προϊόντων, είναι μια απαραίτητη διαδικασία προκειμένου να μπορέσουν τα

προϊόντα να αλληλουχηθούν με επιτυχία. Με την διαδικασία αυτή από το DNA απομακρύνονται οι

εκκινητές, τα dNTPs, τα ένζυμα και τα άλατα, απομακρύνονται δηλαδή, όλα τα συστατικά και οι

προσμίξεις της αντίδρασης. Ο καθαρισμός πραγματοποιήθηκε σε όλα τα υπό μελέτη δείγματα DNA

(PCR amplicons) των στελεχών  A. baumannii σύμφωνα με το πρωτόκολλο του Pure Link PCR

purification kit (Invitrogen) που χρησιμοποιήσαμε:

ΥΛΙΚΑ

1)Πιπέτες

2)Aποστειρωνένα ρύγχη
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3)Στήλες (PureLink Spin Column)

4)Σωληνάρια συλλογής (Collection tubes)

5)Σωληνάρια έκλουσης (1.7ml) (Elution tube)

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ

1)Βinding buffer (B2/B3)

2)Wash buffer (W1)

4)Ισοπροπανόλη 100%

5)Αιθανόλη96%-100%

6)Φυγόκεντρος Mini Spin (για σωληνάρια τύπου eppendorf)

ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ

Ο καθαρισμός του DNA επιτελείται σε τρία στάδια:

1ο Στάδιο:Δέσμευση  του  DNA:Σε  κάθε  προϊόν  PCR  (20μl)  προσθέσαμε  τετραπλάσιο  όγκο

αραιωμένου Binding Buffer (B2) 80μl. Mε τη βοήθεια της πιπέτας αναδεύουμε καλά το μίγμα και

το μεταφέρουμε στην στήλη (Pure Link Spin Column),  που έχουμε τοποθετήσει πρώτα σε ένα

σωληνάριο συλλογής (Collection Tube). Φυγοκεντρούμε για ένα λεπτό στις 10,000rpm. Πετάμε το

διήθημα και τοποθετούμε εκ νέου την στήλη στο σωληνάριο.

2ο Στάδιο:Καθαρισμός  του  DNA:Προσθέτουμε  σε  κάθε  στήλη  650μl  του  αραιωμένου  με

αιθανόλη  Wash  buffer  (W1)  και  το  μίγμα  φυγοκεντρείται  σε  >10,000rpm  για  1  λεπτό  και

απορρίπτεται εκ νέου το διήθημα, και επαναφυγοκεντρούμε κάθε στήλη για 3 λεπτά στις μέγιστες

στροφές  (13,400rpm),  απομακρύνοντας  με  αυτόν τον τρόπο τυχόν υπολείμματα αιθανόλης  που

περιεχόταν στο  Wash buffer. Κάθε στήλη τοποθετείται σε καθαρό σωλήνα έκλουσης Pure Link

(1.7ml), και απορρίπτουμε τους παλιούς σωλήνες συλλογής του διηθήματος.

3ο Στάδιο:Έκλουση DNA:Στη συνέχεια προσθέτουμε 50μl Εlution buffer (E1) στο κέντρο κάθε

στήλης, ώστε η στήλη να διαβραχεί και έτσι να αποδεσμευτεί όλη η ποσότητα DNA, επωάζοντας

όλες  τις  στήλες  σε θερμοκρασία  δωματίου  για  2 λεπτά.  Τέλος  φυγοκεντρούμε  τις  στήλες  στις

μέγιστές στροφές (13,400rpm) για ένα λεπτό. Όλες οι στήλες απορρίπτονται και το διήθημα που

έχει  απομείνει  περιέχει  καθαρισμένο προϊόν PCR, το οποίο μπορεί να ελεγθεί  με το πέρας της

διαδικασίας με την ηλεκτροφόρηση, τεχνική που αναλύθηκε παραπάνω. Το καθαρισμένο προϊόν

μπορεί να φυλαχθεί στους 4οC όταν πρόκειται για άμεση χρήση ή στους -20ο C για μακροπρόθεσμη

φύλαξη έως ότου πραγματοποιηθεί η αλληλούχιση του DNA τους (Sequencing).

2.7 ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗ (Sequencing)

Η αλληλούχιση του DNA είναι μια από τις πλέον θεμελιώδεις τεχνολογίες που μας επιτρέπει την

αποκρυπτογράφηση της αλληλουχίας ενός τμήματος DNA. Όλες οι σύγχρονες τεχνικές βασίζονται

59

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
04/06/2024 09:25:46 EEST - 18.119.114.102



στη μέθοδο Sanger, την ενζυμική μέθοδο που επινοήθηκε το 1977 απο τον Frederick Sanger, o

οποίος  μαζί  τον  Walter  Gilbert  τιμήθηκε  με  το  βραβείο  Νόμπελ  Χημείας  [23].  Η  τελευταία

βασίζεται  στη  χρήση  διδεόξυ-τριφωσφορικών  νουκλεοτιδίων  (ddNTPs)  κατά  την  αντίδραση

επέκτασης εκκινητή, τα οποία μόλις εισαχθούν σταματούν την επέκταση, σε διαφορετικό σημείο,

καθώς δεν περιέχουν την υδροξυλ-ομάδα που είναι απαραίτητη για την προσθήκη του επόμενου

dNTP. Η μέθοδος Sanger που είναι γνωστή και ως μέθοδος τερματισμού της αλυσίδας η μέθοδος

διδεόξυνουκλεοτιδίου (ddNTP), απαιτεί μονόκλωνο DNA, που χρησιμοποιείται σαν μήτρα για την

σύνθεση ραδιοσημασμένης συμπληρωματικής αλυσίδας in vitro. Η αντίδραση επιτυγχάνεται με την

χρήση DNA πολυμεράσης στην παρουσία 4 δεόξυνουκλεοτιδίων (dATP,dTTP,dGTP,dCTP), ένα

από  τα  οποία  είναι  ραδιοσημασμένο  και  ενός  συνθετικού  ολιγονουκλεοτιδίου  που  είναι

συμπληρωματικό στο DNA μήτρα και χρησιμεύει ως εκκινητής. Τέσσερις κατά τα άλλα όμοιες

αντιδράσεις  σύνθεσης  αναμιγνύονται  με  προσθήκη  στην  κάθεμία  μικρής  ποσότητας  ενός

διαφορετικού  2΄,3΄-διδεόξυ  νουκλεοτιδίου.  Η  ενσωμάτωση  ενός  ddNMP  στο  3΄άκρο  μιας

αντιγραφόμενης  αλυσίδας  σταματάει  την  περαιτέρω σύνθεση  γιατί  δεν  υπάρχει  πια  3`-ΟΗ για

επέκταση της αλυσίδας. Ο λόγος πχ. ddATP προς την dATP είναι ρυθμισμένος έτσι ώστε να μην

γίνεται περάτωση της σύνθεσης σε κάθε σημείο που συναντάται Α. Έτσι κάθε αντίδραση καταλήγει

να  περιέχει  μίγμα  περατωμένων  αλυσίδων,  όλες  σε  διαφορετική  περίσταση  που  συναντάται

A,G,C,T ανάλογα με  το  ddNTP που  συμπεριλήφθηκε.  Μετά την ηλεκτροφόρηση  σε  πήκτωμα

πολυακρυλαμίδης  και  αυτοραδιογραφία,  μπορούμε  να  διαβάσουμε  την  αλληλούχια  του  DNA.

Σήμερα η  μέθοδος  Sanger  είναι  πλήρως αυτοματοποιημένη.  Γίνεται  χρήση ddNTPs που έχουν

επισημανθεί με φθορίζουσες χρωστικές διαφορετικού χρώματος το καθένα, έτσι ώστε να μπορούν

να εντοπιστούν εύκολα από έναν ανιχνευτή φθορισμού. Η μέθοδος δεν χρειάζεται ραδιενέργεια, και

μετά  την  ηλεκτροφόρηση  ένας  ανιχνευτής  φθορισμού  περνά  πάνω  από  το  πήκτωμα

πολυακριλαμίδης και καταγράφει  ποιο διδεόξυνουκλεοτίδιο υπάρχει.  Με αυτόν τον τρόπο είναι

δυνατόν να προσδιοριστούν και αλληλουχίες που περιέχουν και 500 bp. Ωστόσο η κατασκευή νέων

αυτοματοποιημένων συσκευών που χρησιμοποιούν ένα σύνολο από τριχοειδή κανάλια (τριχοειδής

ηλεκτροφόρηση),  αντί  του  πηκτώματος  ακριλαμιδίου,  δίνει  τη  δυνατότητα  προσδιορισμού

αλληλουχιών μέχρι και 1000bp. [280].

2.8  ΜΟΡΙΑΚΗ  ΤΥΠΟΠΟΗΣΗ  ΣΤΕΛΕΧΩΝ  ΜΕ  ΤΗ  ΜΕΘΟΔΟ  MULTI

LOCUS SEQUENCE TYPING(MLST)

Η πολυεστιακή τυποποίηση αλληλουχιών (Μulti locus sequence typing-MLST), είναι μια τεχνική

που βασίζεται στην ανάλυση μιας μεταβλητής αλληλουχίας σε μια ομάδα επτα “housekeeping”

γονιδίων,  που  βρίσκονται  σε  όλα  τα  στελέχη  ενός  βακτηριακού  είδους.  Τα  επιλεγόμενα  προς

ανάλυση  γονίδια  πρέπει  να  έχουν  ικανή  απόσταση  μεταξύ  τους  στο  χρωμόσωμα,  και  να  μην
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βρίσκονται κοντά σε γονίδια που βρίσκονται υπό  πίεση επιλογής, και κωδικοποιούν πρωτεΐνες οι

οποίες  συμμετέχουν  σε  απαραίτητες  μεταβολικές  αντιδράσεις.  Συγκεκριμένοι  εκκινητές  έχουν

σχεδιαστεί  προκειμένου  να  ενισχύσουν  τμήματα (~500bp αυτών  των  γονιδίων)  και  κατόπιν

αναλύεται  η  αλληλουχία  τους  προκειμένου  να  προσδιοριστεί  η  μεταβλητότητά  τους.  Οι

αλληλουχίες  μπορούν  να  συγκριθούν  με  αυτές  που  ήδη  βρίσκονται  σε  παγκόσμιες  βάσεις

δεδομένων και να αναλυθούν επιδημιολογικά τόσο σε τοπικό, όσο και σε παγκόσμιο επίπεδο. Η

διαδικασία που ακολουθείται και ακολουθήθηκε και στην παρούσα μελέτη για το  A. baumannii,

περιλαμβάνει την απομόνωση του μικροοργανισμού, την ταυτοποίησή του σε επίπεδο είδους, την

απομόνωση  του  DNA  απο  τα  βακτηριακά  κύτταρα  και  την  ενίσχυση,  μέσω  της PCR,  ενός

εσωτερικού  τμήματος,  του  επιλεγμένου  γονιδίου.  Για  κάθε  γονίδιο  βασικού  μεταβολισμού  οι

διάφορες αλληλουχίες σημαίνονται με έναν αριθμό, οι οποίες προσδιορίζουν χωριστά αλλήλια. Τα

αλλήλια που παρουσιάζουν έστω και μια διαφορά στην αλληλουχία τους θεωρούνται διαφορετικά.

Κάθε βακτηριακό στέλεχος χαρακτηρίζεται από τον συνδυασμό των αλληλίων (allelic profile) επτά

housekeeping  γονιδίων  που  έχουν  χρησιμοποιηθεί,  και  κατατάσσεται  σε  έναν  συγκεκριμένο

μοναδικό τύπο αλληλουχιών (Sequence Type,ST). Ο ST αποτελεί έναν κατάλληλο, αξιόπιστο και

ακριβή τρόπο χαρακτηρισμού ενός στελέχους ή ενός βακτηριακού κλώνου. Τα στελέχη του ίδιου

είδους με τον ίδιο ST αποτελούν μέλη του ίδιου κλώνου. Οι πληροφορίες που σχετίζονται με την

μοριακή  μέθοδο  MLST καθώς  και  τα  επιδημιολογικά  δεδομένα  είναι  καταχωρημένα  στις  δυο

επίσημές διαδικτυακές βάσεις δεδομένων, www.mlst.net και  www.pubmlst.org,  που προέρχονται

από το Imperial College, London και το Oxford University αντίστοιχα.

2.8.1  ΓΟΝΙΔΙΑ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ MLST ΓΙΑ ΤΟ ACINETOBACTER BAUMANNII

Στην  μελέτη  μας  καθορίσαμε  τον  MLST (ST)  τύπο,  σύμφωνα  με  το  σχήμα  τυποποίησης  του

Ινστιτούτου Pasteur [281] χρησιμοποιώντας τα εξής παρακάτω επτά απαραίτητα για την επιβίωση

γενετικά σταθερών γονιδίων για το A.baumannii:

1)cpn60(60-KDa chaperonin)

2)fusA (elongation factor, EF-G)

3)gltA (citrate synthase)

4)pyrG (CTP synthase)

5)recA (homologous recombination factor)

6)rplB (50 S ribosomal protein L2)

7)rpoB (RNA polymerase subunit B)

Για την διεξαγωγή της MLST παρασκευάστηκαν για κάθε γονίδιο χωριστά, ξεχωριστά μείγματα

αντίδρασης με εκκινητές ειδικούς για το κάθε υπό διερεύνηση γονίδιο. Για όλα τα γονίδια που

ανιχνεύθηκαν  οι  συνθήκες  αποδιάταξης,  αναδιάταξης  και  επιμήκυνσης  ήταν  κοινές.  Όλες  οι

61

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
04/06/2024 09:25:46 EEST - 18.119.114.102



αντιδράσεις  PCR  προγραμματίστηκαν  και  εκτελέστηκαν  σε  θερμικό  κυκλοποιητή  και

χρησιμοποιήθηκε η Taq πολυμεράση. Οι αλληλουχίες των εκκινητών καθώς και οι συνθήκες της

PCR που χρησιμοποιήθηκαν για την τυποποίηση στελεχών  A. baumannii  με την μέθοδο MLST

αναφέρονται στους παρακάτω πίνακες.

ΕΚΚΙΝΗΤΕΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΩΝ ΜΕΓΕΘΟΣ 
ΠΡΟΙΟΝΤΟΣ

ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΗ
ΑΝΑΦΟΡΑ

cpn60:F
ACTGTACTTGCTCAAGC

405bp
[5], [280]

cpn60:R
TTCAGCGATGATAAGAAGTGG

405bp
[5], [280]

fusA:F
ATCGGTATTTCTGCKCACATYGAT

633bp
[5], [280]

fusA:R
CCAACATACKYTGWACACCTTTGTT

633bp
[5], [280]

gltA:F
AATTTACAGTGGCACATTAGGTCCC

483bp
[5], [280]

gltA:R
GCAGAGATACCAGCAGAGATACACG

483bp
[5], [280]

pyrG:F
GGTGTTGTTTCATCACTAGGWAAAGG

297bp
[5], [280]

pyrG:R ATAAATGGTAAAGAYTCGATRTCACCMA 297bp [5], [280]
recA:F

CCTGAATCTTCYGGTAAAAC
372bp

[5], [280]
recA:R

GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC
372bp

[5], [280]
rplB:F

GTAGAGCGTATTGAATACGATCCTAACC
330bp

[5], [280]
rplB:R

CACCACCACCRTGYGGGTGATC
330bp

[5], [280]
rpoB:F

GGCGAAATGGC(AGT)GA(AG)AACCA
456bp

[5], [280]
rpoB:R

GA(AG)TC(CT)TCGAAGTTGTAACC
456bp

[5], [280]

ΠΙΝΑΚΑΣ 12. Αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την διεξαγωγή 
της MLST

       Συνθήκες 

Γονίδια

Αρχική
αποδιάταξη

Αποδιάταξη Αναδιάταξη Επιμήκυνση
Αριθμός
κύκλων

Τελική
επιμήκυνση

 MLST
A.baumannnii  95ο C►5m  95ο C►30s  50ο C►30s  72ο C►30s 35 72ο C►10m
 ΠΙΝΑΚΑΣ 13. Συνθήκες διεξαγωγής των PCR  των housekeeping γονιδίων

2.9 ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΠΑΛΛΟΜΕΝΟ ΗΛΕΚΤΡΙΚΟ ΠΕΔΙΟ (PFGE)

Για την μελέτη της κλωνικής συγγένειας των στελεχών της παρούσας μελέτης έγινε τυποποίηση με

ηλεκτροφόρηση σε παλλομενο ηλεκτρικο πεδίο Pulse field (PFGE) του χρωμοσωμικού DNA όλων
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των στελεχών που απομονώθηκαν κατά τη διάρκεια της μελέτης μετά από πέψη τους με το ένζυμο

ΑpaI [282].  Ακολούθησε  ανάλυση  των  γενετικών  αποτυπωμάτων  των  στελεχών  οπτικά,

εφαρμόζωντας διεθνώς αποδεκτά κριτήρια  [283]. Την PFGE (Pulse field-gel electrophoresis) [84]

την  χρησιμοποιούμε  όταν τα  ηλεκτροφορούμενα  τμήματα  DNA δεν  μπορούν  να  διαχωριστούν

λόγω του πολύ μεγάλου μεγέθους  τους. Πρόκειται  για περιπτώσεις  ολόκληρων χρωμοσωμάτων

αλλά και των θραυσμάτων που έχουν παραχθεί μετά από πέψεις με περιοριστικές ενδονουκλεάσες

σε ολικό  DNA (συνήθως βακτηρίων, αλλά και μυκήτων).  Η  PFGE είναι δυσκολότερη από την

απλή ηλεκτροφόρηση, μιας και χρειάζεται ιδιαίτερη τεχνική ώστε τα βακτήρια να ενσωματωθούν

μέσα σε βύσματα αγαρόζης, προκειμένου να ελαχιστοποιηθεί η μηχανική ρήξη του  DNA και τα

κύτταρα πέπτονται με πρωτεϊνάση Κ, πριν την πέψη του DNA από το περιοριστικό ένζυμο. Με την

εισαγωγή παλμού ή μεταβολής της κατεύθυνσης του ηλεκτρικού πεδίου,  μπορούν να διαχωριστούν

τμήματα  DNA μεγέθους  έως  και  10Μb.  Είναι  δυσκολότερη  μέθοδος  σε  σχέση  με  την  απλή

ηλεκτροφόρηση, παρέχει όμως συνολικά γονιδιωματικά πρότυπα αποτελούμενα από 5-20 διακριτές

ζώνες-θραύσματα που κυμαίνονται περίπου σε 10-800 χιλιάδες ζευγών βάσεων [84]. O χρόνος που

απαιτείται  για  τον  επαναπροσανατολισμό  των  τμημάτων  DNA  στο  μεταβαλλόμενο  ηλεκτρικό

πεδίο,  είναι  ανάλογος  του  μοριακού  τους  βάρους.  Η  συχνότερα  χρησιμοποιούμενη  συσκευή

βασίζεται σε ομοιογενές περιμετρικό ηλεκτρικό πεδίο (contour-clamped homogenous electric field)

(CHEF) που διαθέτει 24 ηλεκτρόδια που είναι διαταγμένα σε εξάγωνο. Η διάρκεια της διαδικασίας

είναι της τάξεως των 30-40 ωρών. Περιγράφονται όμως και πρωτόκολλα βραχύτερα και ταχύτερα.

Η ποιότητα των αποτελεσμάτων επηρεάζεται  από διάφορους παράγοντες μεταξύ των οποίων η

ποιότητα και η συγκέντρωση του DNA, η συγκέντρωση της αγαρόζης, η διαφορά δυναμικού και η

διάρκεια των παλμών, καθώς και η συγκέντρωση και η θερμοκρασία του ρυθμιστικού διαλύματος.

Η μέθοδος  χρησιμοποιείται  εκτενώς  για  την  επιδημιολογική  διερεύνηση  και  την  συσχέτιση  με

πρότυπα αντοχής σε αντιβιοτικά.  [284]

2.9.1 PFGE ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΣΤΕΛΕΧΩΝ

Από  την  ανάλυση  όλων  των  στελεχών,  παραθέτονται  12  αντιπροσωπευτικά  στελέχη   που

επιλέχθηκαν  καλύπτοντας  το  χρονικό  εύρος  του  έτους  2018.  Τα  επιλεγμένα  στελέχη

τυποποιήθηκαν με μακροπεριοριστική πέψη του γενωμικού DNA με το περιοριστικό ένζυμο ApaI

και  την  ακόλουθη  ανάλυση  των  νουκλεϊκών  τμημάτων  με  ηλεκτροφόρηση  σε  μεταβαλλόμενο

ηλεκτρικό πεδίο. Το πρωτόκολλο που ακολουθήσαμε είναι το εξής παρακάτω:

1)Tα στελέχη επωάστηκαν σε Muller Ηiton (MHagar) στους 37ο C για 18 ώρες και τα εναιωρήματα

φωτομετρήθηκαν,  για  να  αραιωθούν  με  τον  αντίστοιχο  όγκο  νερού,  ώστε  να  αποκτήσουν

πυκνότητα ≥6ΜcFarland.
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2)Φυγοκεντρήθηκε όγκος ίσος με 1ml για 5min στις 6.000 rpm και το ίζημα εναιωρήθηκε σε 1ml

SE διαλύματος (75mM Tris,100mM  EDTA ,150mM NaCl,pH:7,5) και φυγοκεντρήθηκε για άλλα 5

min στις 6.000rpm.

3)To ίζημα εναιωρήθηκε  σε 300μl EC διαλύματος (6mM Tris,1M NaCl,100mM EDTA,0,5% Brij

58 (Sigma), 0,2% sodium deoxycholate, 0,5% N-lauroyl sarcosin (sarcosyl), pH 7,5.

4)Παρασκευάστηκε  1.6%  αγαρόζη  χαμηλού  σημείου  τήξεως  (LMT-Low  Melting  Temperature

Agarose) σε 50 ml H2O και διατηρήθηκε στους 55ο C για 30 λεπτά.

5)150μl όγκου αγαρόζης αναμείχθηκε με ίδιο όγκο δείγματος και παρασκευάστηκαν 13 πλακίδια

μείγματος  αγαρόζης-μικροβίου  (από  100μl),  ανάμεσα  σε  πλαστικές  επιφάνειες.  Τα  πλακίδια

έμειναν στους 4ο C για 20 λεπτά, ώστε να στερεοποιηθεί το μίγμα.

6)Τα πλακίδια επωάστηκαν σε 500μl EC διαλύματος, που περιείχαν 2.5 μl λυσοζύμη, για μια ώρα

στους 37ο C, και μετά για άλλα 10 λεπτά στους 4ο C.

7) To EC διάλυμα αντικαταστάθηκε, (πλύθηκε), με 850μl 0.5M EDTA pH  9.0 για 30 λεπτά στους

4οC και στη συνέχεια αντικαταστάθηκε από 500 μl ESP (0.5M EDTA,1%sarkosyl, pH 9.0-9.5 με

την προσθήκη 2μl πρωτεϊνάσης Κ και τα πλακίδια επωάστηκαν ολονύκτια στους 55ο C.

8)Στη συνέχεια τοποθετήθηκαν ξανά στους 4ο C για 10 λεπτά. Αφαιρέθηκε το διάλυμα ESP/PrK

και ακολούθησε πλύσιμο των πλακιδίων συνολικά 6 φορές για 20 λεπτά την κάθε φορά, με 850μl

TE (10 mM Tris,1 mM EDTA. pH 7.6 προκειμένου να απομακρυνθεί κάθε ίχνος PrK.

9)Έγινε  πέψη  μισού  πλακιδίου  από  κάθε  στέλεχος  σε  20  μl  10x  digestion  buffer  με  10Units

περιοριστικού ενζύμου Apa Ι , στους 37ο C σε ολονύκτια επώαση.

10)Εν συνεχεία τοποθετήθηκαν για 10 λεπτά στους 4οC και επωάστηκαν για 15 λεπτά σε 200ml ΤΕ

διαλύματος σε RT (θερμοκρασία δωματίου).

11)Στη συνέχεια αντικαταστάθηκε το διάλυμα ΤΕ με 200μl 0,5x TBE για 20 λεπτά.

12)Τα πλακίδια ηλεκτροφορήθηκαν σε αγαρόζη ειδική για παλλόμενο ηλεκτρικό πεδίο  (Agarose

for  PFGE) που παρασκευάστηκε σε διάλυμα 0,5 x TBE και  σε συσκευή CHEF-DRIII  System

(Biorad) με 2,5 lt 0,5TBE και στις εξής συνθήκες:

Block I

Initial time:5sec, Final time :25sec, Run time :6 hours

Block II

Initial time :12sec, Final time:65sec, Run time :14hours

2.10 ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΛΑΣΜΙΔΙΩΝ

Για τον καθορισμό των γενετικών μονάδων των γονιδίων  blaOXA- 23,  τα πλασμιδιακά περιεχόμενα

των  12  αντιπροσωπευτικών  κλινικών  στελεχών  που  παράγουν  OXA-23  αναλύθηκαν  με
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ηλεκτροφόρηση  παλλόμενου  πεδίου  (PFGE)  του  συνολικού  DNA του  οποίου  η  πέψη

πραγματοποιήθηκε με  S1  nuclease (Promega,  Madison,  WI,  USA). Η  PFGE S1, χρησιμοποιείται

ευρέως  στην  ανάλυση  των  πλασμιδίων,  προκειμένου  να  προσδιοριστεί  το  μέγεθός  τους.  Στο

συγκεκριμένο πρωτόκολλο γίνεται η χρήση της γραμμικής απεικόνισης του πλασμιδιακού DNA σε

κύτταρα ενσωματωμένα σε βύσματα αγαρόζης, επιτρέποντας την ανίχνευση μεγάλων πλασμιδίων

μέχρι  600kb.  Μόνο  οι  γραμμικές  μορφές  κινούνται  με  ρυθμούς  που  επιτρέπουν  τον  ακριβή

προσδιορισμό  του  μεγέθους.  Κατά  τη  διαδικασία,  τα  βακτηριακά  κύτταρα  αναμειγνύονται  με

αγαρόζη, διοχετεύονται σε πηγάδια και μετά την σταθεροποίησή τους, μετατρέπονται σε βύσματα,

όπου και υποβάλλονται σε διαδικασία λύσης, σε λυτικά διαλύματα με προσθήκη επιπλέον ενζύμων,

και τέλος η  S1 νουκλεάση οδηγεί στην  γραμμική απεικόνιση των πλασμιδίων, μιας και μόνο οι

γραμμικές μορφές κινούνται με ρυθμούς που επιτρέπουν τον ακριβή προσδιορισμό του μεγέθους

τους, μιας και η κλειστή κυκλική τους μορφή κινείται πολύ αργά, με αποτέλεσμα συχνά να μην

ανιχνεύεται. Τα βύσματα ενσωματώνονται σε φρεάτια μεσα σε πηκτή αγαρόζης και στη συνέχεια

ηλεκτροφορούνται σε παλλόμενο ηλεκτρικό πεδίο, κατά την οποία η τάση δεν κινείται συνέχως

προς  μια  κατεύθυνση,  αλλά αλλάζει  περιοδικά μεταξύ  τριών  κατευθύνσεων.  Το  DNA κινείται

αλλάζοντας συνεχώς διαδρομή και ο διαχωρισμός των τμημάτων του απαιτεί από 15 εως 30 ώρες.

Η ακριβής διαδικασία καθώς και τα διαλύματα και τα ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν, αναφέρονται

παρακάτω στην λεπτομερή ανάλυση του πρωτοκόλλου που χρησιμοποιήθηκε. 

2.10.1 ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ PFGE S1 

1. Τα στελέχη επωάστηκαν  σε   MH  άγαρ και, την επόμενη ημέρα, τα βακτηριακά εναιωρήματα

φωτομετρήθηκαν για να   αραιωθούν  σε 5 ml PET IV, (Tris/HCl 1M pH 7.6,  NaCl 1M), ώστε να

αποκτήσουν πυκνότητα [6 McFarnald] .

2. Επαναδιαλύεται το βακτηριακό εναιώρημα με 5ml PET IV, και φυγοκεντρείται στις 5000 rpm

για 15 λεπτά.

3. Απορρίπτεται το υπερκείμενο  και επαναδιαλύεται το ίζημα  σε 1 ml PET IV.

4.Για τα βύσματα παρασκευάζεται πηκτή αγαρόζης 1.6% σε H2O, η οποία ψύχεται στους 55ο C.

5. Αναμειχθηκαν150 μl βακτηριακού εναιωρήματος με 150 μl πηκτής αγαρόζης, και διοχετεύθηκαν 

σε πηγάδια σχηματίζοντας  πλακίδια,  τα  οποία  αφέθηκαν  στους 4οC για 1 ώρα,  ώστε  να

σταθεροποιηθεί το μίγμα.

6.Τα βύσματα επωάστηκαν σε 1ml Lysis Solution, που περιείχε 5μl λυσοζύμης 100mg/ml και 2μl

RΝΑase 10mg/ml και επωάστηκαν στους 37ο C για 18 ώρες χωρίς ανακίνηση. 

7. Το  Lysis Solusion αντικαταστάθηκε  με  1ml ESP με  την  προσθήκη  20μl πρωτεϊνάση  Κ

(50mg/ml). Τα πλακίδια επωάστηκαν στους 50οC χωρίς ανακίνηση.
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8.Αφαιρέθηκε το ESP/PrK διάλυμα και ακολούθησε το πλύσιμο των πλακιδίων με 1ml ρυθμιστικού

διαλύματος ΤΕ σε RT (θερμοκρασία δωματίου), ολονύκτια, χωρίς ανακίνηση.

9. Την επόμενη μέρα οι πλύσεις με 1ml ρυθμιστικού διαλύματος TE συνεχίστηκαν, κάθε 2 ώρες για

τουλάχιστον 5 φορές.

10. Την επόμενη μέρα έγινε η πέψη μισού πλακιδίου με 2  Units της  S1 νουκλεάσης σε 200 μl

nuclease buffer 1x, και ακολούθησε επώαση στους 37οC για 45 λεπτά.

11.Στη συνέχεια τοποθετήθηκαν στους 4οC για 10 λεπτά και επωάστηκαν σε 200μl ρυθμιστικού

διαλύματος ΤΕ σε θερμοκρασία δωματίου RT για 15 λεπτά.

12.Αμέσως μετά απομακρύνθηκε το ΤΕ διάλυμα και κάθε πλακίδιο καλύφθηκε από 150μl  0.5x

TBE, ώστε να εξισορροπηθεί πριν από την ηλεκτροφόρηση.

13.Ακολούθησε  ηλεκτροφόρηση  των  πλακιδίων  σε  1%  κανονική  αγαρόζη,  η  οποία

παρασκευάστηκε σε διάλυμα 0.5 x TBE και σε συσκευή CHEF-DRIII System (Biorad) με 2.5 lt 0.5

x TBE και στις εξής συνθήκες:

Συνθήκη     εκτέλεσης:  

6 V/cm (200 V)

Χρόνος μεταγωγής 5s-25s για 6 ώρες

Χρόνος μεταγωγής 30s-45s για 18 ώρες

Χρόνος εκτέλεσης 24 ώρες

14.Mετά  την  ηλεκτροφόρηση  ακολούθησε  βαφή  με  0.5  μg/ml βρωμιούχο  αιθίδιο  (EtBr)   σε

απεσταγμένο νερό για τουλάχιστον 45 λεπτά και η παρατήρηση έγινε κάτω από υπεριώδες φώς.

3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Από το σύνολο των 120 στελεχών που ερευνήθηκαν κατά την διάρκεια της μελέτης, τα (n= 51)

(42,5%),  προήλθαν  από  τη  ΜΕΘ,  το  39,16% (n=47)  από  τις  Παθολογικές  κλινικές,  οι  οποίες

περιλαμβάνουν  (Παθολογικές,  Ογκολογικές,  Αιματολογική,  Νεφρολογική,  Πνευμονολογική).

Επίσης  προήλθαν από τον Χειρουργικό Τομέα (Χειρουργική,Ορθοπεδική,Νευροχειρουργική)  σε

ποσοστό 8,33% (n=10). Aπο το Τμήμα Επειγόντων Περιστατικών (ΤΕΠ), προήλθε το 3,33% (n=4)

και από διάφορες κλινικές π.χ. Παιδιατρική, Μαιευτική το 7,9% (n=9). Τα περισσότερα στελέχη

απομονώθηκαν από αιμοκαλλιέργειες, βρογκικές εκκρίσεις και ακολούθησε η απομόνωσή τους από

ούρα,  πτύελα,  τραυμα,  ΕΝΥ,  καθετήρες.  K.Φ.Γ.  και  από  διαφορα  άλλα  κλινικά  δείγματα.
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Ακολουθούν οι πίνακες με τη διασπορά των κλινικών στελεχών  στις διάφορες κλινικές, καθώς και

με την διασπορά των απομονωθέντων στελεχών ανά κλινικό δείγμα

ΚΛΙΝΙΚΗ
ΑΡΙΘΜΟΣ

ΣΤΕΛΕΧΩΝ

ΜΕΘ 51(42,5%)

ΠΑΘΟΛΟΓΙΚΕΣ 46 (38,33 %)

ΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΕΣ 10(8,33%)

ΤΕΠ 4(3,33%)

ΛΟΙΠΕΣ 9(7,5%)

ΣΥΝΟΛΟ 120

ΠΙΝΑΚΑΣ  14.  Διασπορά  των  απομονωθέντων στελεχών  A.baumannii ανα  κλινική  του
Περιφερειακού Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Λάρισας.

ΚΛΙΝΙΚΟ ΔΕΙΓΜΑ ΑΡΙΘΜΟΣ ΣΤΕΛΕΧΩΝ
ΑΙΜΑ 34(28,33%)

ΒΡΟΓΧΙΚΕΣ
ΕΚΚΡΙΣΕΙΣ 29(24,16%)

ΟΥΡΑ 14(11,66%)
ΠΤΥΕΛΑ 12(9,99%)
ΤΡΑΥΜΑ 6(4,99%)

ΕΝΥ 5(4,16%)
ΚΑΘΕΤΗΡΑΣ 3(2,49%)

ΚΦ.Γ. 3(2,49%)
ΔΙΑΦΟΡΑ 14(11,66%)

ΠΙΝΑΚΑΣ  15.  Διασπορά  των  απομονωθέντων  στελεχών  A.baumannii ανα  είδος  κλινικού
δείγματος.

3.1. ΕΛΕΓΧΟΣ ΕΥΑΙΣΘΗΣΙΑΣ ΣΤΙΣ ΚΑΡΒΑΠΕΝΕΜΕΣ

Τα υπό μελέτη  στελέχη  επιλέχθηκαν  με  βάση την αντοχή τους  στις  καρβαπενέμες  (ιμιπενέμη,

μεροπενέμη),  σύμφωνα  με  το  αυτοματοποιημένο  σύστημα  VITEK 2  (bioMerieux,Inc.).  Τα

ποσοστά αντοχής στους συγκεκριμένους αντιμικροβιακούς παράγοντες  κατά το χρονικό διάστημα

της  διεξαγωγής  της  μελέτης  στην πλειοψηφία  τους  ήταν  πολύ  υψηλα.  Συγκεκριμένα,  οι  MICs

κυμάνθηκαν από >8mg/l έως ≥16 mg/l, όπως φαίνεται πιο αναλυτικά στον πίνακα που ακολουθεί: 

MICs ΙΜΙΠΕΝΕΜΗΣ ΚΑΙ
ΜΕΡΟΠΕΝΕΜΗΣ

ΑΡΙΘΜΟΣ ΣΤΕΛΕΧΩΝ

≥16mg/l 109 (90,83%)
>8mg/l 11 (9,16,83%)

ΠΙΝΑΚΑΣ 16. Εύρος των MICs σε σχέση με τον αριθμό των ανθεκτικών στελεχών.
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3.2. ΔΟΚΙΜΑΣΙΑ PCR ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΟΥ blaOXA-51

Με τη δοκιμασία της  PCR ανιχνεύθηκε η παρουσία του ενδογενούς γονιδίου για τα A.baumannii

blaOXA-51 , σε όλα τα υπό μελέτη στελέχη, επισφραγίζοντας την ταυτοποίησή του.

3.3. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΚΑΡΒΑΠΕΝΕΜΑΣΩΝ

Η  OXA-23 ήταν η μοναδική  καρβαπενεμάση που ανιχνεύθηκε  στα στελέχη  της  μελέτης,  και

μάλίστα  το  γονίδιο  blaOXA-23 το  έφερε  το  σύνολο  των 120 στελεχών,  τα  οποία  απομονώθηκαν.

Κανένα άλλο από τα γονίδια που κωδικοποιούν για άλλες καρβαπενεμάσες όπως τα blaVIM , bla OXA-

48, blaKPC ,bla NDM,,blaOXA-58, bla OXA-24 δεν έφεραν τα απομονωθέντα στελέχη. O χαρακτηρισμός των

περιοχών που συνδέουν τα γονίδια που κωδικοποιούν για καρβαπενεμάσες με χαρτογράφηση και

προσδιορισμό  της  αλληλουχίας  με  PCR,  έδειξε  ότι  το  blaOXA-23,  παρουσιάζεται  ως  μέρος  του

προηγούμενα  χαρακτηρισμένου  τρανσποζονίου  Τn2006,  με  δυο  αντίγραφα  της  αλληλουχίας

εισδοχής ISAba1 σε  αντίθετο  προσανατολισμο,  (Eικόνα  16.)  Ωστόσο,  η  ISAba1,  δεν  βρέθηκε

γειτονικά του γονιδίου  bla OXA-51-like .

ΕΙΚΟΝΑ 16.Τρανσποζόνιο Τn 2006, στο οποίο φαίνενται τα δυο αντιγραφα εισδοχής  ISAba1σε
αντίθετο προασανατολισμό.

3.4. ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗ ΣΤΕΛΕΧΩΝ ΜΕ MLST

H τυποποίηση των απομονωθέντων στελεχών έγινε με τη μέθοδο MLST σύμφωνα με το σχήμα του

Ινστιτούτου Pasteur (MLSTP), η οποία ανέδειξε ότι τα υπό μελέτη στελέχη ανήκαν σε δυο τύπους

αλληλούχισης (STs). Ο κλώνος  ST2, ο οποίος συμβαδίζει και με το διεθνές κλωνικό σύμπλεγμα

CC2, ήταν ο επικρατέστερος αφού σε αυτόν ανήκαν τα 108 από τα 120 στελέχη που μελετήθηκαν.

Τα υπόλοιπα 12 στελέχη ανήκαν στον ST409.

3.5.  ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗ ΣΤΕΛΕΧΩΝ ΜΕ PGFE

Tην  MLST ακολούθησε  η  τυποποίηση  των  στελεχών  με  την  PGFE χρησιμοποιώντας  το

περιοριστικό ένζυμο Apa 1 για την μακροπεριοριστική πέψη του γενωμικού DNA και ακολούθησε

ο  διαχωρισμός  των  θραυσµάτων  που  προέκυψαν,  µε  ηλεκτροφόρηση  σε  πηκτή  αγορόζης  µε
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περιοδική  εναλλαγή  της  γωνίας  της  κατεύθυνσης  του  ηλεκτρικού  πεδίου.  Ενδεικτικά

παρουσιάζονται  τα  αποτελέσματα  11  στελεχών  από  τα  120  που  ερευνήθηκαν.  Tα  ευρήματα

επιβεβαιώνουν τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την  MLST, με την παρουσία δύο κλώνων.

Όπως φαίνεται και στην παρακάτω εικόνα, συγκεκριμένα τα στελέχη από την θέση 2 έως και την

θεση 10 ανήκουν στον κλώνο I, ενώ τα υπόλοιπα στελέχη ανήκουν στον κλώνο II.

                 EIKONA 17. Aντιπροσωπευτικά στελέχη από τους κλώνους που τυποποιήθηκαν

3.6. ΕΛΕΓΧΟΣ ΕΥΑΙΣΘΗΣΙΑΣ ΣΤΗΝ ΚΟΛΙΣΤΙΝΗ

Για όλα τα στελέχη οι MICs στην κολιστίνη, προσδιορίστηκαν με τη μέθοδο των μικροαραιώσεων

σε  εμπορικό  ζωμό  ComASPTM Colistin (Liofilchem®).  Στον  παρακάτω  πίνακα  φαίνονται

αναλυτικά τα ποσοστά των στελεχών που αντιστοιχούν στις MICs.

MIC ΑΡΙΘΜΟΣ ΣΤΕΛΕΧΩΝ

16 mg/l (R) 45 (37,5%)

8 mg/l (R) 11 (9,16%)

4 mg/l (R) 13 (10,83%)

2mg/l (S) 11 (9,16%)

1mg/l (S) 27 (22,5%)
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0,5mg/l (S) 11 (9,16%)

0,25mg/l (S) 2 (1.66%)

              

                   ΠΙΚΑΚΑΣ 17.Εύρος MICs της κολιστίνης σε σχέση με τον αριθμό στελεχών

Φαίνεται ότι από το σύνολο των 120 στέλεχων τα 69 στελέχη παρουσίασαν αντοχή στην κολιστίνη

με την πλειονότητα τους να έχουν  MIC >16  mg/l,  και τα υπόλοιπα 51 βρέθηκαν ευαίσθητα με

MICs που κυμαίνονται από 0,25mg/l έως 2mg/l.

Για να διερευνηθούν οι μηχανισμοί, στους οποίους οφείλονται τα  υψηλά ποσοστά αντοχής στην

κολιστίνη, όλα τα στελέχη, εξετάστηκαν για την παρουσία μεταλλάξεων στα γονίδια lpxACD και

pmrCAB. Η αλληλούχιση των lpx γονιδίων αποκάλυψε την ύπαρξη τεσσάρων αμινοξικών αλλαγών

(LpxA:  Y131H;  LpxC:C120R  +  N287D;  LpxD:E117K)  σε  όλα  τα  κολιστίνη-ανθεκτικά  και

κολιστίνη-ευαίσθητα στελέχη, σε σύγκριση με τις αλληλουχίες του στελέχους A. baumannii ATCC

17978.  Ενώ,  η  αλληλούχιση  των  pmrCAB γονιδίων  ανίχνευσε  δύο  διαφορετικά  πρότυπα

αμινοξικών  μεταλλάγων,  τα  οποία  δεν  υπήρχαν  στο  ATCC  17978  στέλεχος.PmrB:P360Q;

PmrC:I42V + I115V + I212V + R332K + H483R, βρέθηκαν σε απομονωμένα στελέχη που ανήκαν

στον ST 409 τύπο. Περιέργως όλα τα στελέχη που ανήκαν στον ST 409 τύπο ήταν ευαίσθητα στην

κολιστίνη. Η παρουσία των  PmrB:A138T + A226V + A444V; PmrC: R109P + F150L + I212V +

R332K + A354S + K515T; παρατηρήθηκε μεταξυ των ανθεκτικών στην κολιστίνη ST τύπων του

A.baumannii. Ωστόσο η αντικατάσταση  PmrA:  A226V και  PmrC:  R109P, δεν βρέθηκαν μεταξύ

των  ευαίσθητων  στην  κολιστίνη  A.baumannii. του  τύπου  ST2.  H διαπίστωση  αυτή  προφανώς

υπογραμμίζει την συμμετοχή της PmrA: A226V και PmrC: R109P αντικατάστασης στην ανάπτυξη

της αντοχής στην κολιστίνη σε στελέχη  A.  baumannii που ανήκουν στον  ST2 τύπο. Παρόμοιες

αντικαταστάσεις  σε  γονίδια  lpxACD  και  pmrCAB,  έχουν  αναφερθεί  στο  παρελθόν  σε

απομονωθέντα  στελέχη A.baumanniι  κατά  την  περίοδο  2012-2014  στο  Πανεπιστημιακό

Νοσοκομείο  της  Λάρισας.  Επιπλέον  δεν  βρέθηκαν  γονιδία  mcr,  σε κανένα  από  τα  στελέχη

A.baumanniι που απομονώθηκαν.

3.7. AΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΠΛΑΣΜΙΔΙΩΝ 

Ο προσδιορισμός της  γενετικής  θέσης  των  γονιδίων  blaOXA-23, πραγματοποιήθηκε  με  την  πέψη

ολικού  DNA, χρησιμοποιώντας την  S1 νουκλεάση και ακολουθώντας το πρωτόκολλο  PFGE S1,

για  12  αντιπροσωπευτικά  στελέχη  που  έφεραν  το  συγκεκριμένο  γονίδιο.  DNA ζώνες  που  θα

μπορούσαν να αποδοθούν σε πλασμιδιακά μόρια δεν βρέθηκαν. (Εικόνα 18)
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EIKONA 18. Aπεικόνιση της πλασμιδιακής ανάλυσης με PFGE S1, αντιπροσωπευτικών στελεχών.

4.  ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ - ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Συμπερασματικά τα επιλεγμένα στελέχη της  συγκεκριμένης  μελέτης,  το μεγαλυτερο μέρος  των

οποίων προήλθε από την ΜΕΘ, κατέδειξαν την ίδια αντοχή, τόσο στην ιμιπενέμη, όσο και στην

μεροπενέμη  και  μάλιστα  το 90,83% εμφάνισε  MICs>16mg/l.  Όλα τα στελέχη  αποδείχθηκε ότι

παρήγαγαν την ΟΧΑ-23 ως μοναδική καρβαπενεμάση και ο προσδιορισμός της γενετικής θέσης

των  γονιδίων  blaOXA-23 που  την  κωδικοποιεί  υπέδειξε  την  χρωμοσωμική  του  θέση.  Επιπλέον  η

τυποποίηση των καρβαπενέμη-ανθεκτικών στελεχών  A.baumannii ανέδειξε τον  ST2 τύπο ως τον

επικρατέστερο, ο οποίος μάλιστα συμβαδίζει και με τον διεθνή κλώνο CC2. Τυποποιήθηκε και ένας

δεύτερος  κλώνος, ο  ST 409, που μάλιστα μέχρι σήμερα δεν είχε εμφανιστεί στο νοσοκομειακό

περιβάλλον του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου της Λάρισας. Στην μελέτης μας διερευνήθηκε και
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η αντοχή των καρβαπενέμη-ανθεκτικών στελεχών  A.  baumannii στην κολιστίνη.  Η αυξανόμενη

χρήση της κολιστίνης έχει οδηγήσει στην αυξητική τάση της αντοχης σε εθνικό και παγκόσμιο

επίπεδο  [245,  285]. Έτσι το 58% των στελεχών περίπου παρουσίασε αντοχή στην κολιστίνη, με

εύρος στις  MICs από 4-16  mg/l, με την πλειονότητα να έχει  MIC> 16mg/l. Στον έλεγχο για την

παρουσία μεταλλάξεων στα γονίδια lpxACD και pmrCAB, παρατηρήθηκαν αμινοξικές μεταλλάξεις.

Παρόμοιες  μεταλλαγές  έχουν  αναφερθεί  σε  στελέχη  A.baumannii που  απομονώθηκαν  στο

Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο της Λάρισας, το χρονικό διάστημα από το 2012 εως το 2014, ενώ τα

στελέχη δεν έφεραν το mcr γονίδιο.

Τα τελευταία χρόνια στα ελληνικά νοσοκομεία επικράτουν τα A.baumannii στελέχη ανθεκτικά

στις  καρβαπενέμες  [245],  αποτελώντας  τα  πιο  συχνά  παθογόνα  στις  ΜΕΘ

(http  ://  www  .  mednet  .  gr  /  whonet  ).    Αξιοσημείωτο είναι ότι σε πολυκεντρική μελέτη που έλαβε χώρα

το 2015, με την συμμετοχη πολλών ελληνικών νοσοκομείων απομονώθηκαν σχεδόν αποκλειστικά

(>95%) CRAB στελέχη .

Η  παραγωγή  κυρίως  των  οξακιλλινασών  παίζει  τον  κυριότερο  ρόλο  στην  αντοχή  του

A.baumannii, με πιο συχνή την ΟΧΑ-23, ΟΧΑ-40 και  OXA-58  [286]. Μέχρι το 2009 η ΟΧΑ-58,

ανιχνεύεται ως η μοναδική καρβαπενέμαση στα στελέχη A.baumannii. Σήμερα τα ένζυμα OXA-23

παρουσιάζουν  συνεχώς  μεγαλύτερη  εξάπλωση  και  τείνουν  να  κυριαρχούν  μεταξύ  των  CRAB

στελεχών με βαθμιαία αντικατάσταση των  OXA-58 ενζύμων. Παρόμοια είναι και η παρατήρηση

που προέκυψε στην παρούσα μελέτη, όπου η OXA-23 καρβαπενεμάση ανιχνεύτηκε αποκλειστικά

και ήταν και η μοναδική στα υπο μελέτη στελέχη. Η παρατήρηση αυτή επιβεβαιώνει και ενισχύει

την στροφή προς την εξάπλωση των  OXA-23 ενζύμων η οποία πρώτη φορά παρατηρήθηκε, σε

μελέτη  που  διεξείχθει  το  διάστημα  2010-2011  στο  Πανεπιστημιακό  Νοσοκομείο  της  Λάρισας

[287]. Έχει θεωρηθεί ότι οι υψηλότερες καρβαπενέμη MICs των blaOXA-23-θετικών στελεχών μπορεί

να παρέχουν ένα επιλεκτικό αποτέλεσμα στο νοσοκομειακό περιβάλλον.  
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EIKONA 19. (Liakopoulos et al.,2012), μεταστροφή blaOXA-58   σε   blaOXA-23

Η επέκταση των στελεχών που ανήκουν στον κλώνο CC2 είναι μεγάλη και σήμερα αποτελούν την

πλειοψηφία των CRAB στελεχών παγκοσμίως [286,288]. Η μελέτη μας έδειξε να συμβαδίζει με τα

δεδομένα από την υπόλοιπη Ελλάδα, τα οποία παρουσιάζουν τον CC2 κλώνο, ως τον συχνότερο,

γεγονός που αποδείχθηκε από εθνική μελέτη, η οποία παρουσίασε οτι από το 2005 ο συγκεριμένος

κλώνος CC2  είναι ο πλέον διαδεδομένος στην Ελλάδα συγκριτικά με τον CC1 κλώνο [274]. Όσον

αφορά την κολιστίνη, αποτελεί θεραπεία εκλογής των σοβαρών λοιμώξεων  ιδιαίτερα στην ΜΕΘ,

μιας και η διασπορά των ανθεκτικών στελεχών A.baumannii στις καρβαπενέμες είναι τόσο μεγάλη

που περιορίζει σημαντικά τις θεραπευτικές επιλογές. Αξίζει να σημειωθεί ότι στην τετραετία από

το 2011 έως το 2015, η Ελλάδα κατέχει την πρώτη θέση σε νοσοκομειακή κατανάλωση κολιστίνης

σε  σχέση  με  άλλες  Ευρωπαικές  χώρες  [289],  εξαιτίας  του  επιπολασμού  των  ανθεκτικών  στις

καρβαπενέμες  νοσοκομειακών παθογόνων στη χώρα μας. Ως αποτέλεσμα της αυξημένης  αυτής

χρήσης εμφανίζεται αυξητική τάση στην αντοχή έναντι της κολιστίνης, τόσο σε εθνικό, όσο και σε

παγκόσμιο επίπεδο [245,285].

Συγκεκριμένα η πρώτη μελέτη που υπογράμμισε την ταυτόχρονη εμφάνιση στελεχών CRCRAB,

τα οποία έφεραν το γονίδιο  blaOXA-23, συνδυαστικά μάλιστα με αντοχή στην τιγεκυκλίνη, έγινε σε

ελληνικό  νοσοκομείο  την  περίοδο  2011-2013.  Η  συγκεκριμένη  μελέτη  κατέδειξε  ότι  όλα  τα
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CRCRAB στελέχη αντιστοιχούν στον ST101 τύπο σύμφωνα με την 3LST και ανήκουν στον διεθνή

κλώνο CC2, εκφράζοντας ότι η αντοχή στην κολιστίνη σχετίζεται με αμινοξικές αντικαταστάσεις

στο pmrB γονίδιο οδηγώντας σε πιθανή υπερέκφρασή του [272]. Μελέτη επίσης που έλαβε χώρα

κατά την διετία από το 2012 έως το 2014 στο Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο της Λάρισας, η οποία

περιελάμβανε  επίσης  CRCRAB στελέχη,  παρείχε  λεπτομερείς  πληροφοριές  σχετικά  με  τους

μοριακούς μηχανισμούς που οδηγόυν σε αντοχή στην κολιστίνη. Η μελέτη, επιβεβαίωσε ότι όλα τα

CRCRAB στελέχη έφεραν το  blaOXA-23   γονίδιο,  το οποίο επισής κατανέμεται  στον  ST101 τύπο

σύμφωνα με την 3LST τεχνική,  ο οποίος αντιστοιχεί  στον διεθνή κλώνο  CC2.  H αντοχή στην

κολιστίνη έδειξε μεταλλάγες στα γονίδια pmrA και pmrC [273]. Στοιχεία που συμφωνούν και με τα

ευρήματα της μελέτη μας. Συγκεκριμένα τα αποτελέσματα έδειξαν ότι όλα τα κολιστίνη-ανθεκτικά

στελέχη A.baumannii, ανήκαν στον κλώνο  ST2 και έφεραν παρόμοιες μεταλλάγες στα  pmrA και

pmrC γονίδια. Ενώ, όλα τα στελέχη που ανήκαν στον κλώνο ST409 παρουσίαζαν ευαισθησία στην

κολιστίνη. Η αυξημένη αντοχή στην κολιστίνη των ST2 στελεχών μπορεί να εξηγεί την επικράτηση

του  συγκεκριμένου  κλώνου  έναντι  των  στελεχών  που  ανήκουν  στον  ST409.  Επιπλέον,  η

επικράτηση του ST2 κλώνου θα μπορούσε να οφείλεται σε χαρακτηριστικά που σχετίζονται με τον

σχηματισμό βιομεμβρανών και την παθογονικότητα των στελεχών. Ωστόσο, περαιτέρω μελέτες για

να αποδειχθεί η συμμετόχη των παραπάνω χαρακτηριστικών στην επικράτηση του  ST2 κλώνου,

κρίνονται απαραίτητες.

Συνοψίζοντας  μπορούμε  να  πούμε  ότι  η  μελέτη  μας,  επιβεβαίωσε  τα  αποτελέσματα

προηγούμενων μελετών που διεξείχθησαν στο Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο της Λάρισας, ότι τα

CRAB στελέχη  που  προκαλόυν  λοιμώξεις  τόσο  στο  νοσοκομείο  μας,  όσο  και  άλλα  ελληνικά

νοσοκομεία, παράγουν σχεδόν αποκλειστικά την OXA-23 οξακιλλινάση και ανήκουν στον διεθνή

κλώνο CC2. Επιπρόσθετα  η εμφάνιση  του νέου ST 409, αποτελεί φαινόμενο το οποίο πρέπει να

μας κρατά συνεχώς σε επαγρύπνιση μιας και αυτός ο μικρός υποπληθυσμός περιλαμβάνει στελέχη

που  είναι  ανθεκτικά  στις  καρβαπενέμες,  κάτι  που  είναι  ιδιαίτερα  ανησυχητικό.  Ιδιαίτερα  στην

περίπτωση που στο μέλλον ενδέχεται να παρουσιάσει αυξητική τάση, δημιουργώντας ένα επιπλέον

πρόβλημα στις ήδη προβληματικές πλέον θεραπευτικές επιλογές συνδυαστικά πάντα με την όλο

ένα και μειωμένη ευαισθησία στην κολιστινή. 
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