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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 
 

Θερµές ευχαριστίες οφείλω να εκφράσω σ τον κ  Σπύρο Πουρνάρα, Επίκουρο 

Καθηγητή Μικροβιολογίας του τµήµατος Ιατρικής του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας, ο 

οποίος µου εµπιστεύτηκε το θέµα της διατριβής αυτής και µου προσέφερε κάθε 

δυνατή στήριξη και ενθάρρυνση κατά την εκπόνηση της. Επίσης, θέλω να 

ευχαριστήσω τον επίκουρο καθηγητή κ. Σπύρο Πουρνάρα, τον κ. Αθανάσιο Τσακρή, 

Καθηγητή Μικροβιολογίας του τµήµατος Ιατρικής του Εθνικού Καποδιστριακού 

Πανεπιστηµίου Αθηνών και τον κ . Κωνσταντίνο Σταθόπουλο, Αναπληρωτή 

Καθηγητή Βιοχηµείας του τµήµατος Ιατρικής του Πανεπιστηµίου Πατρών, γ ια τη 

σηµαντική συµβολή τους στη διεξαγωγή της έρευνας αυτής και την υποµονή που 

έδειξαν στην καθοδήγηση των ερευνητικών µου δραστηριοτήτων. Ιδιαίτερα, θέλω να 

τους ευχαριστήσω για την στήριξη που µου παρείχαν για την εκπλήρωση της 

διατριβής µου µε συνεχείς παρενέσεις και την αµέριστη βοήθεια τους στην 

καλλιέργεια του ερευνητικού µου πνεύµατος, χωρίς να φείδονται χρόνο και κόπο. 

Ευχαριστώ, επίσης, τον κ . Αντώνιο Μανιάτη, αφυπηρετήσαντα Καθηγητή 

Μικροβιολογίας του τµήµατος Ιατρικής του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας και τον κ . 

Επαµεινώνδα Ζακυνθινό, Αναπληρωτή Καθηγητή Εντατικής Θεραπείας του 

τµήµατος Ιατρικής του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας για την πολύτιµη συµβολή τους 

στη διεκπαιρέωση αυτής της διατριβής. Ευχαριστώ, επίσης, τον κ . Γεώργιο 

Συρογιαννόπουλο, τον κ. Χρήστο Χατζηχριστοδούλου και την κ. Ευθυµία Πετεινάκη, 

Καθηγητή και Αναπληρωτές Καθηγητές αντίστοιχα του τµήµατος Ιατρικής του 

Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας και τον κ . Παναγιώτη Μαρκουλάτο, Καθηγητή του 

τµήµατος Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας π ου µε 

χαρά δέχθηκαν να συµµετέχουν στην επταµελή επιτροπή. Ευχαριστώ επίσης θερµά 

την κ.  Αικατερίνη Θέµελη-Διγαλάκη, Διευθύντρια και την κ. Ολυµπία Ζαρκωτού, 

Επιµελήτρια Α’ του Τζανείου Νοσοκοµείου για τη συµβολή τους στη διατριβή αυτή, 

µε την αποστολή σηµαντικού αριθµού στελεχών προς µελέτη. Τέλος, ευχαριστώ 

ιδιαίτερα όλους εκείνους που µε στήριξαν µε την υποµονή τους και την αγάπη τους 

κατά τη διάρκεια της εκπόνησης της διδακτορικής µου διατριβής. 

 

Λάρισα, 2012 
Ελένη Ν. Ντόκου 
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ΣΥΝΤΟΜΟ ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ 
 
Ονοµατεπώνυµο: Ελένη Ντόκου 

Επάγγελµα: Μοριακός Βιολόγος - Γενετίστρια 

Ηµεροµηνία Γέννησης: 10/05/1983 

Ιούνιος 2001: 1ο Ενιαίο Λύκειο Βόλου, Βαθµός Απολυτηρίου 18.5/20 

Ιούλιος 2007: Βασικός τίτλος Σπουδών, Δηµοκρίτειο Πανεπιστήµιο Θράκης, Τµήµα 

Μοριακής Βιολογίας και Γενετικής, Βαθµός Πτυχίου 6.8/10 

Νοέµβριος 2010: Κατοχύρωση Μεταπτυχιακού Τίτλου Σπουδών «Εφαρµογές 

Μοριακής Βιολογίας-Μοριακής Γενετικής και Διαγνωστικοί Δείκτες» του Τµήµατος 

Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας, Βαθµός Πτυχίου 

8.6/10 

Ξένες Γλώσσες: Αγγλική, Γερµανική, Ιταλική 

Δηµοσιεύσεις: 

• Ntokou E, Stathopoulos C, Kristo I, Dimitroulia E, Labrou M, Vasdeki A, 

Makris D, Zakynthinos E, Tsakris A, Pournaras S. Intensive care unit 

dissemination of multiple clones of linezolid-resistant Enterococcus faecalis 

and Enterococcus faecium. J Antimicrob Chemother 2012: 67: 1819-1823. 

• Amaral L, Martins A, Spengler G, Martins M, Rodrigues L, McCusker M, 

Ntokou E, Cerca P, Machado L, Viveiros M, Couto I, Fanning S, Kristiansen 

J, Molnar J. Structure, genetic regulation, physiology and function of the 

AcrAB–TolC efflux pump of Escherichia coli and Salmonella, p. 44-61. In 

Tegos G, Mylonakis E (ed.), Antimicrobial Drug Discovery: Emerging 

Strategies, 2012. Cabi, United Kingdom. 

• Tsikrikonis G, Maniatis AN, Labrou M, Ntokou E, Michail G, Daponte A, 

Stathopoulos C, Tsakris A, Pournaras S. Differences in biofilm formation and 

virulence factors between clinical and fecal enterococcal isolates of human 

and animal origin. Microbiol Pathol 2012: 52: 336-43. 

• Labrou M, Michail G, Ntokou E, Pittaras TE, Pournaras S, Tsakris A. 

Activity of oxacillin versus that of vancomycin against oxacillin-susceptible 

mecA-positive Staphylococcus aureus clinical isolates evaluated by 

population analyses, time-kill assays, and a murine thigh infection model. 

Antimicrob Agents Chemother 2012: 56: 3388-91. 
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• Spengler G, Rodrigues L, Martins A, Martins M, McCusker M, Cerca P, 

Machado L, Costa SS, Ntokou E, Couto I, Viveiros M, Fanning S, Molnar J, 

Amaral L. Genetic response of Salmonella enterica serotype Enteritidis to 

thioridazine rendering the organism resistant to the agent. Int J Antimicrob 

Agents. Int J Antimicrob Agents 2012: 39: 16-21. 

• Costa SS, Ntokou E, Martins A, Viveiros M, Pournaras S, Couto I, Amaral L. 

Identification of the plasmid-encoded qacA efflux pump gene in methicillin-

resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strain HPV107, a representative of 

the MRSA Iberian clone. Int J Antimicrob Agents 2010: 36: 557-61. 

• Vasilaki O, Ntokou E, Ikonomidis A, Nikolaidis P, Frantzidou F, Alexiou-

Daniel St, Maniatis An, Pournaras S. Prevalence of the plasmid-mediated 

quinolone resistance determinant QNRS among ciprofloxacin-resistant 

Escherichia coli genotypes in Greece. Antimicrob Agents Chemother 2008: 

52: 2996-7 

• Ikonomidis A, Ntokou E, Maniatis An, Tsakris A, Pournaras S. Hidden VIM-

1 Metallo-beta-lactamase phenotypes among Acinetobacter baumannii 

clinical isolates. J Clin Microbiol 2008: 46: 346-9. 

 

Ανακοινώσεις συνεδρίων: 

• 5ο Πανελλήνιο Eτήσιο συνέδριο Βιοπαθολογίας µε τίτλο «Plasmid genes 

conferring resistance to quinolones in Escherichia coli resistant clinical 

isolates», 9-12 Απριλίου 2008, Θεσσαλονίκη, Ελλάδα 

• 18ο Ευρωπαϊκό συνέδριο Μικροβιολογίας και Λοιµώξεων µε τίτλο 

«Prevalence of the plasmid-mediated quinolone resistance determinant qnrS 

among ciprofloxacin-resistant Escherichia coli genotypes in Greece», 19-22 

Απριλίου 2008, Βαρκελώνη, Ισπανία  

• 19ο Ευρωπαϊκό συνέδριο Μικροβιολογίας και Λοιµώξεων µε τίτλο «Outbreak 

of multiple clones of linezolid- and vancomycin- resistant enterococci in the 

intensive-care unit of a Greek University Hospital», 16-19 Μαΐου 2009, 

Ελσίνκι, Φιλανδία 

• 19ο Ευρωπαϊκό συνέδριο Μικροβιολογίας και Λοιµώξεων µε τίτλο 

«Mechanisms of fluoroquinolone resistance in Escherichia coli isolates», 16-

19 Μαΐου 2009, Ελσίνκι, Φιλανδία 
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• 4η Συνάντηση Επιτροπής Διαχείρισης του οργανισµού COST (ACTION 

0701) µε τίτλο «Evaluation of the expression of genes that regulate and code 

for the transporter of the AcrAB efflux pump in ramA and soxS deleted 

mutants exposed to thioridazine», 10-11 Δεκεµβρίου 2009, Δουβλίνο, 

Ιρλανδία 

• 4η Συνάντηση Επιτροπής Διαχείρισης του οργανισµού COST (ACTION 

0701) µε τίτλο «Characterization of the MDR strain Staphylococcus aureus 

HPV-107 for efflux pump activity and the presence of the QAC efflux pump 

containing plasmid», 10-11 Δεκεµβρίου 2009, Δουβλίνο, Ιρλανδία 

• 36ο Πανελλήνιο Ιατρικό συνέδριο µε τίτλο «Αντοχή στη λινεζολίδη σε 

στελέχη coagulase-αρνητικών σταφυλοκόκκων» 4-8 Μαΐου 2010, Αθήνα, 

Ελλάδα 

• 5η Συνάντηση Επιτροπής Διαχείρισης του οργανισµού COST (ACTION 0701) 

µε τίτλο «Investigation of the linezolid resistance mechanisms in clinical 

isolates of coagulase negative Staphylococci from Greece», 8-9 Ιουλίου 2010, 

Βρέµη, Γερµανία 

• 50ο Ετήσιο Διεπιστηµονικό συνέδριο Αντιµικροβιακών Παραγόντων και 

Χηµειοθεραπείας µε τίτλο «Outbreak of Linezolid-Resistant Coagulase-

Negative staphylococci in an Intensive Care Unit and Identification of Novel 

Resistance Mutations», 12-15 Σεπτεµβρίου 2010, Βοστώνη, ΗΠΑ 

• 51ο Ετήσιο Διεπιστηµονικό συνέδριο Αντιµικροβιακών Παραγόντων και 

Χηµειοθεραπείας µε τίτλο «Linezolid dependence among linezolid-resistant 

Staphylococcus epidermidis clinical isolate», 17-20 Σεπτεµβρίου 2011, 

Σικάγο, ΗΠΑ 

 

Reviewer: European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. 
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ΕΛΕΝΗ ΝΤΟΚΟΥ  

Πανεπιστήµιο Θεσσαλίας, Τµήµα Ιατρικής, 2012 

 

 

ΤΡΙΜΕΛΗΣ ΣΥΜΒΟΥΛΕΥΤΙΚΗ ΕΠΙΤΡΟΠΗ 

 
1. Δρ. Σπυρίδων Πουρνάρας, Επίκουρος Καθηγητής Μικροβιολογίας, Τµήµα Ιατρικής, 

Πανεπιστήµιο Θεσσαλίας- (Επιβλέπων), 

2. Δρ. Αθανάσιος Τσακρής, Καθηγητής Μικροβιολογίας, Τµήµα Ιατρικής, Εθνικό και 

Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών 

3. Δρ. Κωνσταντίνος Σταθόπουλος, Αναπληρωτής Καθηγητής Βιοχηµείας, Τµήµα 

Ιατρικής, Πανεπιστήµιο Πατρών 
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Στην µητέρα µου και στον πατέρα µου  

που µε τους κόπους και την υποµονή τους,  

στήριξαν την προσπάθεια αυτή. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Οι σταφυλόκοκκοι και οι εντερόκοκκοι είναι συχνοί αιτιολογικοί παράγοντες για 

ενδονοσοκοµειακές λοιµώξεις στην Ευρώπη και στις ΗΠΑ. Τα γένη αυτά, 

αναπτύσσουν γρήγορα µηχανισµούς αντοχής σε διάφορες κατηγορίες αντιβιοτικών 

όπως τα β-λακταµικά ή τα γλυκοπεπτίδια. Οι λοιµώξεις από πολυανθεκτικά στελέχη 

αυτών των γενών µπορεί να αποβούν κρίσιµες για την πορεία του ασθενή, ιδιαίτερα 

για τους ανοσοκατεσταλµένους νοσηλευόµενους της Μονάδας Εντατικής Θεραπείας. 

Αποτέλεσµα αυτού ήταν να αναπτυχθούν νέοι αντιµικροβιακοί παράγοντες, όπως οι 

οξαζολιδινόνες, σαν πιθανές εναλλακτικές λύσεις για τη θεραπεία λοιµώξεων από 

πολυανθεκτικούς Gram-θετικούς µικροοργανισµούς.  

 Σκοπός αυτής της µελέτης ήταν η διερεύνηση των µοριακών µηχανισµών 

αντοχής εντεροκόκκων και σταφυλοκόκκων, έναντι της λινεζολίδης, που ιδιαίτερα 

για τη Μονάδα Εντατικής Θεραπείας αποτελεί θεραπεία εκλογής για την 

αντιµετώπιση λοιµώξεων από τα γένη αυτά όταν άλλοι αντιµικροβιακοί παράγοντες 

έχουν ήδη αποτύχει. Την περίοδο έναρξης της έρευνας (2007) τα σχετικά 

επιδηµιολογικά και µοριακά ευρήµατα από τον ελλαδικό χώρο ήταν περιορισµένα, 

ενώ σε παγκόσµιο επίπεδο οι  αντίστοιχες βιβλιογραφικές αναφορές µελέτης των 

µοριακών µηχανισµών αντοχής ήταν σχετικά λίγες. Κύριος στόχος της διατριβής 

ήταν να µελετήσει τ ους µοριακούς µηχανισµούς και τους προκαλούµενους 

φαινοτύπους αντοχής στη λινεζολίδη.  

Στην παρούσα µελέτη αναλύθηκαν οι  µηχανισµοί αντοχής στη λινεζολίδη 

στελεχών εντεροκόκκων (Enterococcus faecalis και Enterococcus faecium) που 

προκάλεσαν µία µικρής έκτασης επιδηµική έξαρση το 2007-2008. Ο µόνος 

µηχανισµός αντοχής που ανιχνεύθηκε ήταν  η  µετάλλαξη G2576T σε διαφορετικό 

αριθµό αντιγράφων του γονιδίου του 23S rRNA ανά στέλεχος, ενώ τα στελέχη που 

προκάλεσαν την επιδηµία δεν ήταν κλωνικά. 

Αναλύθηκαν επίσης οι µηχανισµοί αντοχής στη λινεζολίδη στελεχών 

Staphylococcus epidermidis και Staphylococcus capitis) που αποµονώθηκαν από 

διαφορετικούς ασθενείς σε τριτοβάθµιο Νοσοκοµείο της Αθήνας το 2008-2010. Οι 

µηχανισµοί αντοχής που ανιχνεύθηκαν ήταν ποικίλες µεταλλάξεις στην περιοχή V 

του 23SrRNA σε διαφορετικό αριθµό αντιγράφων του 23SrRNA ανά στέλεχος και 

µεταλλάξεις στη ριβοσωµική πρωτεΐνη L3, ενώ τα στελέχη που προκάλεσαν την 

επιδηµία ήταν κυρίως κλωνικά. Παρατηρήθηκε επίσης, για πρώτη φορά µε τη 
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λινεζολίδη, ένας ενδιαφέρων φαινότυπος «εξάρτησης» των σταφυλοκόκκων, µε 

µεγάλη αύξηση του ρυθµού της ανάπτυξης τους σε παρουσία λινεζολίδης. Η 

εξάρτηση από τη λινεζολίδη πιθανώς συµβάλλει στη µεγάλη αύξηση της 

αποµόνωσης ανθεκτικών στη λινεζολίδη στελεχών Staphylococcus epidermidis στον 

Ελληνικό χώρο. 

 

 

ABSTRACT 

Staphylococci and enterococci are common causative agents of hospital-acquired 

infections in Europe and USA. These genera develop rapidly resistance mechanisms 

to multiple classes of antibiotics like beta-lactams or glycopeptides. Infections from 

multidrug-resistant strains of these genera may prove critical to the progress of the 

patient, especially for immunocompromised patients hospitalized in the Intensive 

Care Unit. The result was the development of new antimicrobial agents, like 

oxazolidinones, as possible alternatives for the treatment of infections caused by 

multidrug-resistant Gram-positive microorganisms.  

The purpose of this study was to investigate the molecular mechanisms of 

enterococci and staphylococci, against linezolid, that especially for the Intensive Care 

Unit is the treatment of choice for the treatment of infections caused by these genera 

when other antimicrobial agents have already failed. The period that this research 

began (2007) relevant epidemiological and moleculas findings from Greece were 

limited, while globally the corresponding reference studies for molecular mechanisms 

of resistance were relatively few. The main objective of this study was to study the 

molecular mechanisms of resistance and the induced resistance phenotypes to 

linezolid.  

In the present study the resistance mechanisms to linezolid of enterococci 

isolates (Enterococcus faecalis και Enterococcus faecium) were analysed that caused 

a minor outbreak in 2006-2007. The only resistance mechanism that was detected 

was the mutation G2576T in different copy numbers of 23S rRNA gene per isolate, 

while the isolates tha caused the outbreak were not clonal.  

The resistance mechanisms to linezolid were analyzed in isolates of 

Staphylococcus epidermidis και Staphylococcus capitis that were isolated from 

different patients in a tertiary hospital in Piraeus, Athens in 2008-2010. The 
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mechanisms that were detected were multiple mutations in domain V of the 23S 

rRNA gene in different copy numbers of 23S rRNA gene per isolate and mutations in 

ribosomal protein L3, while the isolates that caused the outbreak were mainly clonal. 

It was also observed for the first time, an interesting phenotype of “dependence” of 

staphylococci, with a large increase in the rate of growth in the presence of linezolid. 

The dependence to linezolid probably contributes to the large increase of isolation 

linezolid-resistant strains of Staphylococcus epidermidis in the Greek territory. 
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ΜΕΡΟΣ Ι 

ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑ – ΚΛΙΝΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ ENTEROCOCCUS 

I. ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ ΓΕΝΟΥΣ ENTEROCOCCUS 

I.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ-ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ 
 

Μικροοργανισµοί που πλέον συµπεριλαµβάνονται στο γένος των 

εντεροκόκκων αρχικά θεωρούνταν ότι συσχετίζονται µε τους στρεπτοκόκκους 

περιττωµατικής προελεύσεως. Για ένα µεγάλο χρονικό διάστηµα αποτελούσαν 

σηµαντικό τµήµα του γένους των στρεπτοκόκκων, που διαφοροποιούνταν λόγω της 

υψηλότερης αντοχής τους σε φυσικούς και χηµικούς παράγοντες και περικλείαν τους 

περισσότερους στρεπτοκόκκους της ορολογικής ο µάδας D. Τις τελευταίες όµως 

δεκαετίες οι εντερόκοκκοι έχουν υποστεί σηµαντικές αλλαγές στην ταξινόµηση τους 

που ξεκίνησε µε τον διαχωρισµό του γένους των στρεπτοκόκκων και την αναγνώριση 

της ύπαρξης του γένους των εντεροκόκκων (Schleifer et al, 1984A). Σαφή στοιχεία 

ότι ο  Enterococcus faecalis και ο Enterococcus faecium ήταν επαρκώς διαφορετικοί 

από τα υπόλοιπα µέλη του γένους ώστε να χρήζουν κατανοµή σε ένα ξεχωριστό 

γένος παρασχέθηκε από µελέτες που χρησιµοποιούσαν µοριακές προσεγγίσεις 

(Schleifer et al, 1984A). Τα υπόλοιπα εντεροκοκκικά είδη µετατοπίστηκαν τότε στο 

νέο γένος, και πολλά νέα είδη περιγράφηκαν και προτάθηκαν για να συµπεριληφθούν 

στο γένος των εντεροκόκκων (Collins MD et al, 1984, Collins MD et al, 1986, 

Collins MD et al, 1989, Collins MD et al, 1991, De Vaux A et al,  1998, Devriese 

LA et al,  1983, Devriese LA et al, 1990, Farrow JAE et al, 1985, Martinez-

Murcia AJ et al, 1991, Rodrigues U et al, 1990, Svec P et al, 2001, Teixeira LM et 

al, 2001, Tyrell GJ et al, 2002, Vancanneyt M et al, 2001, Williams AM et al, 

1989).  

Η φυλογενετική ανάλυση των γενών  των  καταλάση-αρνητικών Gram-θετικών 

κόκκων, βασισµένη στην σύγκριση της αλληλουχίας του γονιδίου του 16S rRNA, 

έχει αποκαλύψει ότι ο  εντερόκοκκος σχετίζεται πιο στενά µε το βαγγόκοκκο, τον 

τετραγενόκοκκο και το καρνοβακτήριο, από ότι µε το στρεπτόκοκκο και το 

λακτόκοκκο, γένη µε τα οποία είχε συσχετιστεί φαινοτυπικά στο παρελθόν (Devriese 

LA et al, 1992, Facklam RR et al, 2002).  
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Ισχύοντα κριτήρια για να συµπεριληφθεί ένα είδος στο γένος του 

εντεροκόκκου συµπεριλαµβάνουν ένα συνδυασµό τιµών επανασυσχέτισης DNA-

DNA, αλληλούχιση του γονιδίου 16S rRNA, πρωτεϊνική ανάλυση ολόκληρων 

κυττάρων, και συµβατικές φαινοτυπικές δοκιµασίες. Ενώ η επανασυσχέτιση DNA-

DNA θεωρείται η ‘χρυσή µέθοδος’  (gold standard) για τον προσδιορισµό των ειδών, 

η αλληλούχιση του γονιδίου 16S rRNA και η πρωτεϊνική ανάλυση ολόκληρων 

κυττάρων συσχετίζονται πολύ καλά µε αυτή τη ‘χρυσή µέθοδο’ (Merquior VLC et 

al, 1994, Patel R et al, 1998, Teixeira LM et al, 1995, Teixeira LM et al, 1997, 

Tyrell GJ et al, 2002). Η σύνθεση της µακράς αλυσίδας των λιπαρών οξέων των 

εντεροκοκκικών κυττάρων, όπως αποκαλύφθηκε από υγρή-αέρια χρωµατογραφία, 

έχει επίσης ταξονοµική σηµασία και χρησιµοποιήθηκε για τη διάκριση ειδών (Hsueh 

PR et al, 2000, Schleifer KH et al, 1984A, Tyrell GJ et al, 2002). 

To γένος των εντεροκόκκων παράγει βακτηριοσίνες και για αυτό έχει 

χρησιµοποιηθεί εκτενώς την τελευταία δεκαετία στη βιοµηχανία τροφίµων σαν 

προβιοτικό ή σαν εκκινητής καλλιεργειών (Foulquie-Moreno MR et al, 2006). 

Πλέον, οι εντερόκοκκοι έχουν γίνει ένα από τα πλέον κοινά νοσοκοµειακά παθογόνα, 

µε ασθενείς να αγγίζουν ποσοστό θνησιµότητας εώς και 61% (De Fátima Silva 

Lopes M et al,2005). 

To 2005 αναφέρθηκαν 7066 περιπτώσεις βακτηριαιµίας από εντεροκόκκους 

στο Ηνωµένο Βασίλειο, µια αύξηση κατά 8% από το 2004, µε το Health Protection 

Agency (2007) να δηλώνει ότι µία αύξηση στις βακτηριαιµίες από εντεροκόκκους 

δεν είχε παρατηρηθεί για αρκετό διάστηµα. Σε µελέτη των Bearman et al. βρέθηκε 

ότι ο  κίνδυνος θανάτου από εντεροκόκκους ανθεκτικούς στη βανκοµυκίνη 

(vancomycin-resistant enterococci, VRE) είναι 75%, συγκριτικά µε το 45% από 

εκείνους που έχουν µολυνθεί από ευαίσθητα στελέχη (Bearman GML et al, 2005). 

Αυτοί οι αριθµοί αντανακλώνται στις ΗΠΑ. Κατά τη διάρκεια µιας περιόδου 15 ετών 

έχει καταγραφεί µία 20-πλάσια αύξηση σε εµφάνιση VRE συσχετιζόµενη µε 

νοσοκοµειακές λοιµώξεις από την Εθνική Επιτήρηση Νοσοκοµειακών Λοιµώξεων 

του Κέντρου Ελέγχου Νοσηµάτων (CDC) των ΗΠΑ (National Nosocomial 

Infections Surveillance, 2004). 

Αυτή η δραµατική αύξηση στην µικροβιακή αντοχή στους εντεροκόκκους 

τονίζει παγκοσµίως την ανάγκη για µεγαλύτερη κατανόηση αυτού του γένους, 

συµπεριλαµβανοµένης της οικολογίας του, της επιδηµιολογίας του και της 

παθογένειας του. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/04/2024 20:26:01 EEST - 18.216.148.0



ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΩΝ ΜΟΡΙΑΚΩΝ ΚΑΙ ΦΑΙΝΟΤΥΠΙΚΩΝ ΜΗΧΑΝΙΣΜΩΝ ΑΝΤΟΧΗΣ ΣΤΗ ΛΙΝΕΖΟΛΙΔΗ ΣΕ ΚΛΙΝΙΚΑ 

Ελένη Ν. Ντόκου, Μοριακός Βιολόγος – Γενετίστρια, Διδακτορική Διατριβή 18 

 

I.2 ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ 

 

Το γένος των εντεροκόκκων αποτελείται από Gram-θετικά, καταλάση-αρνητικά, µη 

σπορογόνα, προαιρετικά αναερόβια βακτήρια που µπορούν να υφίστανται ως µονοί 

κόκκοι ή και αλυσίδες. Οι εντερόκοκκοι ανήκουν σε µία ο µάδα οργανισµών 

γνωστών και ως βακτήρια που παράγουν γαλακτικό οξύ (lactic acid bacteria, LAB) 

που παράγουν βακτηριοσίνες (Health Protection Agency, 2005). 

Τα γένη  των LAB µε τα οποία ο µαδοποιούνται οι  εντερόκοκκοι 

προσδιορίζονται από χαµηλό G+C περιεχόµενο της τάξεως του <50 mol% (Klein G 

et al, 1998). Δεν υπάρχουν φαινοτυπικά χαρακτηριστικά που να διαχωρίζουν τους 

εντεροκόκκους από τα υπόλοιπα Gram-θετικά, καταλάση-αρνητικά κοκκοβακτήρια, 

έτσι η αναγνώριση γίνεται συνήθως µε αντίστροφη µεθοδολογία (αποβολή 

γνωρισµάτων άλλων γενών πρώτα). Σαν γένος ο  εντερόκοκκος έχει αναγνωριστεί 

από το 1899, όταν ο Thiercelin το αναγνώρισε σαν εντερικό οργανισµό (Stiles ME et 

al, 1997), ενώ η πιο πρόσφατη ταξινόµηση και οικολογία του αποδίδονται στον 

Klein  (Klein G, 2003). Πολλές προσπάθειες είχαν γίνει παλιότερα για να 

διαχωριστεί το γένος των εντεροκόκκων από το γένος των στρεπτοκόκκων. Το 1937, 

ο Sherman ταξινόµησε τα είδη των σ τρεπτοκόκκων σε 4 υποκατηγορίες: 

περιττωµατικοί στρεπτόκοκκοι (εντερόκοκκοι), στρεπτόκοκκοι των 

γαλακτοκοµικών, ο µάδες των viridans και πυογενείς στρεπτόκοκκοι (Klein G, 

2003). Ο Sherman σηµείωσε ότι η υ ποκατηγορία των εντεροκόκκων 

συµπεριλάµβανε την ο µάδα Lancefield των D στρεπτοκόκκων και πρότεινε ότι η 

τελευταία µπορούσε να διαφοροποιηθεί λόγω αιµολυτικών και πρωτεολυτικών 

αντιδράσεων, αν και κάτι τέτοιο δεν θα ήταν πρέπον αφού η αιµόλυση 

προσδιορίζεται από ένα πλασµίδιο (Stiles ME et al, 1997). Κλασσικές µέθοδοι όπως 

η οροτυπία και τυποποίηση φάγων αφήνουν αναπάντητα ερωτήµατα για το ποιά είδη 

στρεπτοκόκκων ανήκουν στο γένος των εντεροκόκκων (Saeedi B et al, 2002). 

To 1984, µέσω της χρήσης του υβριδισµού του DNA και της αλληλούχισης του 

γονιδίου του 16S rRNA, εδραιώθηκε ότι τα είδη του Streptococcus faecium και 

Streptococcus faecalis ήταν αρκετά διαφορετικά από τους υπόλοιπους 

στρεπτοκόκκους και τους αποδόθηκε ένα διαφορετικό γένος: εντερόκοκκοι 

(Foulquie-Moreno MR et al, 2006). Εννέα είδη µεταφέρθηκαν από την οµάδα των 

στρεπτοκόκκων και τώρα ο  εντερόκοκκος περιέχει 28 είδη (Foulquie-Moreno MR 
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et al, 2006). Οι µοριακές πληροφορίες που συλλέχθηκαν από την χρήση της 

αλληλούχισης του 16S rRNA του στρεπτοκόκκου επέτρεψαν την κατασκευή ενός 

δενδρογράµµατος 16S rRNA που υποδεικνύει την σχέση µεταξύ των 

στρεπτοκοκκικών, εντεροκοκκικών και λακτοκοκκικών ειδών. 

Αυτή η µέθοδος επίσης επέτρεψε την ο µαδοποίηση των ειδών των 

εντεροκόκκων. Η ο µάδα ειδών Enterococcus faecalis περικλείει τα E. faecalis, 

Enterococcus haemoperoxidus και Enterococcus moraviensis ενώ στην ο µάδα των 

ειδών Enterococcus faecium περικλείονται τα E. faecium, Enterococcus durans, 

Enterococcus hirae, Enterococcus mundtii, Enterococcus porcinus και Enterococcus 

villorum (Klein G, 2003). O διαχωρισµός των εντεροκόκκων από τους 

στρεπτοκόκκους έχει καθιερωθεί κυρίως λόγω του Lancefield αντιγόνου D, µιας και 

µόνο οι Streptococcus bovis, Streptococcus alactolyticus και Streptococus equinus 

είναι ορότυπος D. Αυτές οι  ο µάδες µπορούν να διαχωριστούν από το γένος των 

εντεροκόκκων λόγω της ελλειπούς ανάπτυξης σε 6.5% (w/v) χλωριούχο νάτριο 

στους 10 ºC. Είναι δυσκολότερο να διαχωρίσεις το γένος των εντεροκόκκων από 

άλλους κόκκους που δεν ε κφράζουν το αντιγόνο D όπως οι  π εδιόκοκκοι, οι 

λακτόκοκκοι και οι τετραγονόκοκκοι γιατί δεν έχουν αναφερθεί άλλες φαινοτυπικές 

διαφορές που να επιτρέπουν τη διάκριση. Κατά συνέπεια, τα πρότυπα ζύµωσης, οι 

ενεργότητες ενζύµων όπως η πυρογλουταµιλική αµινοπεπτιδάση (pyroglutamyl 

aminopeptidase, PYRase) (Domig KJ et al, 2003), η ανάπτυξη σε καθορισµένες 

θερµοκρασίες και τα φυσιολογικά χαρακτηριστικά είναι απαραίτητα για τον 

προσδιορισµό του γένους του εντεροκόκκου. Οι διαφορές στα γονιδιώµατα των E. 

faecalis και E. faecium αξιολογήθηκαν σε µία µελέτη χρησιµοποιώντας 

ανταγωνιστικό DNA υβριδισµό (Shanks OC et al, 2006). Εξειδικευµένες 

αλληλουχίες για τον Ε. faecalis συγκρινόµενες µε εκείνες του E. faecium 

κωδικοποιούν κυρίως πρωτεΐνες της επιφάνειας. Συνολικά 6.4% του γονιδιώµατος 

του εντεροκόκκου συσχετίζεται µε πρωτεΐνες της κυτταρικής επιφάνειας και 22.6% 

των διαφορών ανάµεσα στα δύο γένη εντοπίζεται σε αυτά τα γονίδια. Αυτή η 

παραλλαγή θεωρείται ότι έχει επιπτώσεις στα είδη που αποφεύγουν διαφορετικές 

ανοσοαποκρίσεις ξενιστών (Shanks OC et al, 2006). 

I.3 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΟΥ ΓΕΝΟΥΣ – ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ  

 

Το είδος του εντεροκόκκου αναπτύσσεται σε ένα θερµοκρασιακό εύρος από 5 

εώς 50 ºC. Η βέλτιστη, ελάχιστη και µέγιστη θερµοκρασία, σύµφωνα µε το µοντέλο 
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του Rosso είναι 42.7, 6.5 και 47.8 ºC αντίστοιχα, σε brain heart infusion (BHI) άγαρ 

σε αερόβιες συνθήκες (Van den Berghe E et al, 2006), αν και ανάπτυξη θα 

εµφανιστεί και σε αναερόβιες συνθήκες (Domig KJ et al, 2003). Και οι Ε. faecalis 

αλλά και οι Ε. faecium µπορούν να επιβιώσουν σε θέρµανση στους 60 ºC για 30 

λεπτά, κάνοντας έτσι το γένος των εντεροκόκκων διακριτό από άλλα στενά 

σχετιζόµενα γένη όπως ο  στρεπτόκοκκος (Foulquie-Moreno MR et al, 2006). 

Trypticase soy άγαρ ή Columbia άγαρ µε 5% (v/v) αίµα προβάτου µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για να αξιολογηθεί η αιµόλυση που προκαλείται από τους 

εντεροκόκκους. Εάν χρησιµοποιηθεί αίµα ανθρώπου ή αλόγου, η αιµόλυση 

βασίζεται στην δραστικότητα της κυτολυσίνης και προκαλεί µία β-αιµολυτική 

αντίδραση (Domig KJ et al, 2003). Οι Ε. faecalis και Ε. faecium αναπτύσσονται σε 

ένα µεγάλο εύρος pH (4.6-9.9), µε το βέλτιστο να είναι 7.5 (Van den Berghe E et al, 

2006). Είναι επίσης ανθεκτικοί στην ανάπτυξη παρουσία 40% (w/v) χολικών 

αλάτων. O E. faecalis µπορεί να αναπτυχθεί σε 6.5% NaCl και έχει µία αιµόσταση 

κατιόντων που πιθανολογείται ότι συµβάλλει στην αντοχή στο pH, στα άλατα, στα 

µέταλλα και στην αποξήρανση. Όταν αξιολογείται η ανάπτυξη του γένους των 

εντεροκόκκων χρησιµοποιώντας οπτικές πυκνότητες, η πιο σηµαντική µεταβλητή 

των συνθηκών ανάπτυξης είναι το pH, µε την θερµοκρασία και την συγκέντρωση 

των αλάτων να έχουν µικρότερη επίδραση (Gardin F et al, 2001). Κατά τη διάρκεια 

της λογαριθµικής φάσης, η θερµοκρασία είναι ο  πιο σηµαντικός παράγοντας 

ανάπτυξης, ενώ κατά τη στατική φάση η θέρµανση (Gardin F et al, 2001, Martinez 

S et al, 2003). Η αντοχή του Ε. faecalis σε ένα εύρος τιµών pH θεωρείται ότι 

οφείλεται στην αντοχή και τη µη διαπερατότητα σε οξέα και αλκάλια, αν και 

ορισµένες έρευνες προτείνουν ότι µπορεί να σχετίζεται µε τη δράση µιας 

µεµβρανοσυνδεόµενης H+-ATPάσης (Nakajo K et al, 2005). Η αντοχή στη 

θερµοκρασία επίσης συσχετίζεται µε τη δοµή της µεµβράνης και το περιεχόµενο της 

σε λιπίδια και λιπαρά οξέα. Η µεµβράνη παρουσιάζεται πιο σταθερή κοντά στην 

ελάχιστη θερµοκρασία ανάπτυξης, που είναι ένας µηχανισµός που συσχετίζεται µε 

τους εντεροκόκκους (Ivanov IT et al, 1999). Σε υψηλότερες θερµοκρασίες οι 

εντερόκοκκοι είναι λιγότεροι ελαστικοί, µε το περιεχόµενο της µεµβράνης να 

αυξάνει σε λιπαρά οξέα και τα ελεύθερα λιπαρά οξέα να µειώνονται. Η αντοχή των 

εντεροκόκκων στη θέρµανση δεν εξαρτάται µόνο από την θερµοκρασία αλλά και από 

την φάση ανάπτυξης στην οποία βρίσκονται (Martinez S et al,2003). 

 Όταν ο E. faecalis αναπτύσσεται σε συνήθεις θερµοκρασίες τα 
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καλλιεργηµένα κύτταρα δεν έχουν την ικανότητα ανάπτυξης σε θερµά ή ψυχρά 

περιβάλλοντα που θα υπήρχαν αν η πρώτη γενιά είχε αναπτυχθεί σε ακραίες 

θερµοκρασίες (Ivanov IT et al, 1999). Τρεις ευδιάκριτες θερµοκρασιακές ο µάδες 

(10-13 ºC, 17-22 ºC και 42-47 ºC) έχουν καθιερωθεί για τον E. faecalis στις οποίες η 

διαπερατότητα της µεµβράνης σε 3% NaCl είναι διαφορετική. Αυτό έχει σηµαντικές 

επιπτώσεις στη βιοτεχνολογία και στην επιστήµη τροφίµων (Ivanov IT et al, 1999).  

Η παραγωγή αµινών είναι επίσης στενά σχετιζόµενη µε την θερµοκρασία 

ανάπτυξης και το pH. Η παραγωγή αποκαρβοξυλασών είναι βέλτιστη σε όξινο pH, 

ενώ η παραγωγή βιογενών αµινών στον E. faecalis ΕF37 µειώνεται σε χαµηλό pH.  

Η θερµοκρασία δεν έχει ιδιαίτερη επίδραση στην ίδια την παραγωγή αµινών, αλλά το 

φαινόµενο που έχει η θερµοκρασία στην κυτταρική παραγωγή τροποποιεί την 

ποσότητα των αµινών που παράγονται (Gardin F et al, 2001).  

 

I.4 ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ – ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΚΗ ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗ  

I.4.1 Ταυτοποίηση µε χρήση συµβατικών µεθόδων 

 

Εφόσον ταυτοποιείται ότι ένας άγνωστος καταλάση-αρνητικός, Gram-θετικός 

κόκκος είναι µέλος του γένους των εντεροκόκκων ή κάποιου στενού συγγενικά 

γένους, τα συµβατικά τεστ που παρουσιάζονται στον πίνακα 1 µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν για να ταυτοποιηθεί το είδος. Ο πίνακας αυτός περιέχει στοιχεία 

για την ταυτοποίηση είδους στελεχών που έχουν αποµονωθεί από κλινικά δείγµατα 

ανθρώπων, ενώ στελέχη που αποµονώνονται από δείγµατα µη ανθρώπινα µπορεί να 

διαφέρουν. Τα εντεροκοκκικά είδη χωρίζονται σε 5 ο µάδες βασισµένες στο 

σχηµατισµό οξέος από µαννιτόλη και σορβιτόλη και στην υδρόλυση της αργινίνης 

(Πίνακας 1). Τα είδη που ανήκουν σε κάθε ο µάδα ταυτοποιούνται περαιτέρω µε 

επιπλέον δοκιµασίες. Η ταυτοποίηση των εντεροκόκκων µε συµβατικές µεθόδους 

δεν είναι γρήγορη και µπορεί να χρειαστεί επώαση εώς και δέκα ηµέρες. Ωστόσο, οι 

περισσότερες ταυτοποιήσεις µπορούν να ολοκληρωθούν µε επώαση δύο ηµερών. 

Η οµάδα Ι αποτελείται από τα είδη E. avium, E. malodoratus, E. pseudoavium, 

E. raffinosus, E. saccharolyticus, E. gilvus, και E. pallens. Αυτά τα είδη παράγουν 

οξύ από µαννιτόλη και σορβιτόλη, αλλά, δεν µπορούν να υδρολύσουν την αργινίνη. 

Διαχωρίζονται µέσω αντιδράσεων στις δοκιµασίες αραβινόζης και ραφινόζης, την 

ικανότητα τους να χρησιµοποιούν το πυροσταφυλικό και από το αν ή όχι τα στελέχη 
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χρωµατίζονται (Πίνακας 1). Η παραγωγή οξέος από µεθυλο-α-D-γλυκοπυρανοσίδη 

(methyl-α-D-glycopyranoside, MGP) βοηθάει, επίσης, για να διαχωριστούν ορισµένα 

από αυτά τα είδη µεταξύ τους. 

Η οµάδα ΙΙ  αποτελείται από τους E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. 

gallinarum και E. mundtii. Αυτά τα είδη παράγουν οξύ από µαννιτόλη υδρολύουν 

την αργινίνη, αλλά δεν έχουν τη δυνατότητα να σχηµατίζουν οξύ από σορβιτόλη. Τα 

άτυπα στελέχη δεν µπορούν να υδρολύσουν αργινίνη ή να σχηµατίσουν οξύ από 

σορβιτόλη. To γένος Lactococcus sp. έχει εισαχθεί σε αυτή την οµάδα γιατί, λόγω 

των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών ορισµένων στελεχών, µπορεί να οδηγήσει σε 

λανθασµένη ταυτοποίηση σαν εντερόκοκκος. Αν απαντηθούν µη κινητά στελέχη E. 

casseliflavus και E. gallinarum, η παραγωγή οξέος από MGP µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για να βοηθήσει στην αναγνώριση αυτών των ε ιδών. Οι E. 

casseliflavus και E. gallinarum σχηµατίζουν οξύ από MGP ενώ οι E. faecium  και E. 

mundtii δεν σχηµατίζουν.  

Η ο µάδα ΙΙΙ  των εντεροκόκκων υδρολύει αργινίνη αλλά δεν µπορεί να 

σχηµατίσει οξύ από µαννιτόλη και σορβιτόλη. Αυτή η ο µάδα αποτελείται α πό τα 

είδη E. dispar, E. durans, E. hirae, E. ratti και E. villorum (E. porcinus) (Teixeira 

LM et al, 2001, Vancanneyt MC et al, 2001). Τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά του 

E. porcinus είναι πανοµοιότυπα µε εκείνα του E. villorum, και υπάρχουν στοιχεία ότι 

αποτελούν ένα µοναδικό είδος. Δύο ανεξάρτητες ο µάδες ερευνητών εξέτασαν την 

ταξινόµηση αυτών των στελεχών και ονόµασαν τα είδη αυτά διαφορετικά. Τα νέα 

είδη σε αυτή την οµάδα είναι δύσκολο να ταυτοποιηθούν και να διαχωριστούν από 

τον E. durans. Οι E. durans, E. porcinus και E. ratti έχουν παρόµοια φαινοτυπικά 

προφίλ στα τεστ που αναφέρονται στον Πίνακα 1. Μπορούν να διαχωριστούν µε 

αντιδράσεις σε γάλα ηλιοτροπίου, υδρόλυση του ιππουρικού, και σχηµατισµό οξέος 

από τρεχαλόζη και ξυλόζη. Ο E. durans σχηµατίζει οξύ και προκαλεί πήξη στο γάλα 

του ηλιοτροπίου, ο E. porcinus σχηµατίζει οξύ αλλά δεν προκαλεί πήξη και ο E. ratti 

δεν σχηµατίζει οξύ αλλά ούτε προκαλεί πήξη. Ο E. durans υδρολύει το ιππουρικό, ο 

E. porcinus δεν το υδρολύει, ενώ ο E. ratti είναι µεταβλητός στη δοκιµασία 

υδρόλυσης του ιππουρικό. Ο E. durans σχηµατίζει οξύ από τρεχαλόζη αλλά όχι από 

ξυλόζη, ο E. porcinus σχηµατίζει οξύ από τρεχαλόζη και από ξυλόζη, ενώ ο E. ratti 

δεν σχηµατίζει οξύ ούτε από τρεχαλόζη ούτε από ξυλόζη. Τα υπόλοιπα µέλη της 

οµάδας αυτής ταυτοποιούνται εύκολα από τις αντιδράσεις στις δοκιµασίες 

πυροσταφυλικού, αραβινόζης, ραφινόζης και σακχαρόζης.  
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Η οµάδα ΙV αποτελείται από τρία είδη (E. asini, E. cecorum και E. sulfureus) 

που δεν σχηµατίζουν οξύ από µανιτόλλη ή σορβιτόλη και δεν µπορούν να 

υδρολύσουν την αργινίνη. Αυτά τα τρία είδη µπορούν να διαχωριστούν µε 

σχηµατισµό οξέος από ραφινόζη και σορβιτόλη και από τη δοκιµασία χρωµατισµού. 

Ο E. sulfureus είναι το µόνο µέλος αυτής της οµάδας που σχηµατίζει οξύ από MGP. 

Η οµάδα V απολείται από τον E. columbae και τον Vagococcus. Στελέχη των 

ειδών E. casseliflavus, E. gallinarum και E. faecalis που αδυνατούν να υδρολύσουν 

την αργινίνη οµοιάζουν µε τους µικροοργανισµούς που εµπεριέχονται στην οµάδα 

αυτή. Ωστόσο, τα στελέχη αυτά έχουν χαρακτηριστικά παρόµοια µε τα στελέχη που 

υδρολύουν αργινίνη και µπορούν να διαχωριστούν από αυτές τις ίδιες φαινοτυπικές 

δοκιµασίες. Το είδος Vagococcus spp. εµπεριέχεται σε αυτή την ο µάδα γιατί τα 

φαινοτυπικά χαρακτηριστικά του V. fluvialis είναι παρόµοια µε α υτά του γένους 

Enterococcus και µερικά στελέχη µπορούν να ταυτοποιηθούν ως εντερόκοκκοι 

(Teixeira LM et al, 1997).  
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Είδος Φαινοτυπικά Χαρακτηριστικάα 
MAN SOR ARG ARA SBL RAF TEL MOT PIG SUC PYU MGP 

Οµάδα Ι              
E. avium + + - - + - - - - + + Π 
E. gilvus + + - - + + - - + + + - 
E. malodoratus + + - - + + - - - + + Π 
E. pallens + + - - + + - - + + - + 
E. pseudoavium + + - - + - - - - + + + 
E. raffinosus + + - + + + - - - + + Π 
E. 
saccharolyticusβ 

+ + - - + + - - - + - + 

             
Οµάδα II             
E. faecalis +δ - +δ - + - + - - +δ + - 
Lactococcus sp. + - + - - - - - - Π - - 
E. faecium +δ - +δ + Π Π - - - +δ - - 
E. casseliflavus + - +δ + Π + - δ +δ +δ + Π + 
E. gallinarum + - + + - + - +δ - + - + 
E. mundtii + - + + Π + - - + + - - 
             
Οµάδα III             
E. dispar - - + - - + - - - + + + 
E. durans - - + - - - - - - - - - 
E. hirae - - + - - + - - - + - - 
E. porcinusγ - - + - - - - - - - - - 
E. ratti - - + - - - - - - - - - 
             
Οµάδα IV             
E. asiniβ - - - - - - - - - + - - 
E. cecorumβ - - - - + + - - - + + - 
E. sulfureus - - - - - + - - + + - + 
             
Οµάδα V             
E. columbaeβ + - - + + + - - - + + - 
Vagococcus sp. + - - - + - - + - + - + 
α Συντοµογραφίες και σύµβολα: ΜΑΝ, µαννιτόλη; SOR, σορβιτόλη; ARG, αργινίνη; ARA, αραβινόζη; SBL, 
σορβιτόλη; RAF,ραφινόζη; TEL, 0.04% tellurite; MOT, κινητικότητα; PIG, χρώµα; SUC, σουκρόζη; PYU, 
πυροσταφυλικό; MGP, µεθυλ-α-d-γλυκοπυρανοσίδη; +, 90% ή περισσότερα από τα στελέχη είναι θετικά; -, 
10% ή λιγότερα από τα στελέχη είναι θετικά; Π, ποικίλλουν (11 εώς 89% των στελεχών είναι θετικά). 
βΦαινοτυπικά χαρακτηριστικά βασισµένα σε πληροφορίες από τυποποιηµένα στελέχη. 
γΤα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά του E. porcinus είναι πανοµοιότυπα µε εκείνα του E. villorum. Αυτά τα 
δύο είδη που περιγράφηκαν πρόσφατα αντιστοιχούν σε µία τάξη. 
δΕµφανίζονται περιστασιακές εξαιρέσεις (<3% των στελεχών εµφανίζουν παρεκλίννουσες αντιδράσεις). 
 
Πίνακας 1 (Teixeira LM et al, 2003). Φαινοτυπικά χαρακτηριστικά που χρησιµοποιούνται για την 

ταυτοποίηση των ειδών εντεροκόκκου και ορισµένα συγγενικά είδη άλλων Gram-θετικών οργανισµών.

  

 

I.4.2 Ταυτοποίηση µε Εµπορικά Συστήµατα 

 

Υπάρχουν πολλά εµπορικά διαθέσιµα συστήµατα (µικρού µεγέθους, χειροκίνητα, 

ηµιαυτόµατα ή αυτόµατα) για την ταυτοποίηση των ειδών του εντεροκόκκου. Από 

την εποχή που παρουσιάστηκαν, αυτά τα συστήµατα έχουν ανανεωθεί έτσι ώστε να 

βελτιωθούν τα χαρακτηριστικά απόδοσης τους και να διευρυνθούν οι  ικανότητες 

ταυτοποίησης, αφού οι  ερευνητές έχουν εντοπίσει τυχόν ανακρίβειες (D’Azevedo 

PA et al, 2001, Garcia-Garrote F et al, 2001, Hamilton-Miller JMT et al, 1999, 

Wilke WW et al, 1997). Αυτά τα συστήµατα είναι αξιόπιστα για την ταυτοποίηση 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/04/2024 20:26:01 EEST - 18.216.148.0



ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΩΝ ΜΟΡΙΑΚΩΝ ΚΑΙ ΦΑΙΝΟΤΥΠΙΚΩΝ ΜΗΧΑΝΙΣΜΩΝ ΑΝΤΟΧΗΣ ΣΤΗ ΛΙΝΕΖΟΛΙΔΗ ΣΕ ΚΛΙΝΙΚΑ 

Ελένη Ν. Ντόκου, Μοριακός Βιολόγος – Γενετίστρια, Διδακτορική Διατριβή 25 

του E. faecalis και, σε µικρότερη έκταση, του E. faecium. Η ακριβής ταυτοποίηση 

των υπολοίπων ειδών από τα περισσότερα συστήµατα βασίζεται σε πρόσθετες 

δοκιµασίες, αν και βελτιώσεις έχουν παρατηρηθεί µε ανανεωµένες µορφές και 

τράπεζες δεδοµένων. Τα εµπορικά συστήµατα που είναι διαθέσιµα για ταυτοποίηση 

εντεροκοκκικών ειδών εµπερικλείουν τα συστήµατα API 20S και API Rapid ID32 

STREP (bioMerieux, Hazelwood, Mo.), τα Crystal Gram-Positive και Crystal Rapid 

Gram-Positive συστήµατα ταυτοποίησης (Beckton Dickinson Microbiology 

Systems), τη Gram-Positive κάρτα ταυτοποίησης του συστήµατος Vitek 

(bioMerieux) και τον Gram-Positive πίνακα ταυτοποίησης του συστήµατος 

MicroScan Walk Away (Dade MicroScan, West Sacramento, California). Η ακρίβεια 

της ταυτοποίησης από µερικά από αυτά τα συστήµατα σε σύγκριση µε την 

ταυτοποίηση µέσω µοριακών µεθόδων αξιολογήθηκε το 2001 (Angeletti S et al, 

2001).  

 

I.4.3 Τυποποίηση µε Μοριακές Μεθόδους 

 

Μοριακές µέθοδοι όπως υβριδισµός DNA-DNA και αλληλούχιση των γονιδίων 16S 

rRNA έχουν χρησιµοποιηθεί αρχικά για ταξινοµικούς σκοπούς σε συγκεκριµένα 

εργαστήρια. Τα τελευταία 20 χρόνια, όµως, η εφαρµογή µοριακών τεχνικών για την 

τυποποίηση των ειδών εντεροκόκκου έχει επεκταθεί. Το εύρος των µοριακών 

µεθόδων που έχουν προταθεί για την τυποποίηση των εντεροκοκκικών ειδών 

αναλύθηκε και συνοψίστηκε από τον Facklam το 2002 (Facklam RR et al, 2002).  

Στις µεθόδους αυτές ιδιαίτερη βοήθεια παρασχέθηκε από τη χρήση προγραµµάτων 

ηλεκτρονικών υπολογιστών για την ανάλυση και την ερµηνεία των αποτελεσµάτων. 

Η αλληλούχιση του γονιδιώµατος έχει τελεσθεί για τα περισσότερα είδη  

εντεροκόκκων και οι  αλληλουχίες είναι διαθέσιµες µέσω της GenBank για σκοπούς 

σύγκρισης. 

Η αυξανόµενη καταγραφή του εντεροκόκκου ως κύριο νοσοκοµειακό 

παθογόνο, όπως και στοιχεία που υποστηρίζουν την εξωγενή προέλευση των 

εντεροκοκκικών λοιµώξεων, έχει πυροδοτήσει µία επιπλέον ανάγκη για τυποποίηση 

των στελεχών  σαν  ένα  µέσο περιορισµού των λοιµώξεων και την εκτέλεση  

επιδηµιολογικών µελετών. Ως εκ τούτου, η διερεύνηση των νοσοκοµειακών 

επιδηµιών, µαζί µε την διάδοση των εντεροκοκκικών στελεχών που φέρουν δείκτες 

αντιµικροβιακής αντοχής, είναι αυξηµένου ενδιαφέροντος. Πρώιµες επιδηµιολογικές 
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µελέτες των εντεροκοκκικών λοιµώξεων βασίζονταν στα φαινοτυπικά 

χαρακτηριστικά και παρεµποδίζονταν από την έλλειψη απλών συστηµάτων 

τυποποίησης, µε υψηλή δυνατότητα επαναληψιµότητας και επαρκή ικανότητα 

διάκρισης στελεχών. Οι κλασσικές φαινοτυπικές µέθοδοι που χρησιµοποιούνταν για 

να εξετάσουν την ποικιλότητα ανάµεσα στα στελέχη ενός εντεροκοκκικού είδους 

έχουν συχνά αποτύχει να διαχωρίσουν επαρκώς τους κλώνους και έχουν 

περιορισµένη αξία στις επιδηµιολογικές µελέτες. Ωστόσο, η χρήση φαινοτυπικών 

µεθόδων τυποποίησης σε συνδυασµό µε πιο πρόσφατες µοριακές τεχνικές µπορεί να 

συνεισφέρει πολύτιµες πληροφορίες (Kuhn I et al, 1995, Morisson D et al, 1999, 

Willey BM et al, 1994). 

Η παρουσίαση π οικίλων µοριακών τεχνικών έχει ουσιωδώς βελτιώσει την 

ικανότητα µας να διαχωρίσουµε τα εντεροκοκκικά στελέχη και παρέχουν διακριτική 

ικανότητα στις επιδηµιολογικές πτυχές των λοιµώξεων από εντεροκόκκους. 

Αποτέλεσµα της χρήσης µεθόδων τυποποίησης µε µεγαλύτερη διαχωριστική 

ικανότητα, είναι ότι έχει γίνει πλέον εφικτό να αποδειχθεί ότι τα στελέχη µπορούν να 

αποκτηθούν εξωγενώς από άµεση ή έµµεση επαφή ανάµεσα σε ασθενείς (Livornese 

Jr LL et al, 1992, Pegues DA et al, 1997, Willey RJL et al, 2000, Woodford N et 

al, 1993, Zervos MJ et al, 1986).  

Οι πρώτες µοριακές τεχνικές που αναπτύχθηκαν για την τυποποίηση των 

εντεροκόκκων ήταν η ανάλυση του πλασµιδιακού προφίλ και η ανάλυση του 

γενωµικού DNA σε συµβατική gel ηλεκτροφόρηση µετά από πέψη µε περιοριστικά 

ένζυµα (Lacoux PA et al, 1992, Luginbuhl LM et al, 1987, Quednau M et al, 1999, 

Savor C et al, 1998). Αυτές οι  τεχνικές µπορεί να είναι χρήσιµες σε ορισµένες 

περιπτώσεις, αλλά µπορεί να αντιµετωπιστούν διάφορα προβλήµατα κατά τη χρήση 

τους. Αξιοσηµείωτη συνεισφορά στην ικανότητα µας να διαχωρίσουµε 

εντεροκοκκικά στελέχη παρείχε η χρήση τεχνικών που περιλαµβάνουν την ανάλυση 

του προφίλ χρωµοσωµικού DNA, µετά από πέψη µε ενδονουκλεάσες περιορισµού, 

µε ηλεκτροφόρηση σε gel παλλόµενου πεδίου (Pulsed-field gel electrophoresis, 

PFGE) είτε µε ηλεκτροφόρηση σε gel µε αναστροφή του ηλεκτρικού πεδίου (Field 

inversion gel electrophoresis, FIGE) (Green M et al, 1995), ή ιδανικά µε οµοιογενές 

ηλεκτρικό πεδίο ακινητοποιηµένου περιγράµµατος (Contour-clamped homogeneous 

electric field, CHEF) ( Green M et al, 1995, Gordillo ME et al, 1993, Murray BE 

et al, 1990A, Pegues DA et al, 1997, Perlada DE et al, 1997, Plessis P et al, 1995) 

που είναι µία από τις πιο κοινά χρησιµοποιούµενες τεχνικές στις µελέτες 
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τυποποίησης σήµερα. 

Η ηλεκτροφόρηση ενζύµων πολλαπλών τόπων (Carvahlo MGS et al, 1997, 

Tomayko JF et al, 1995), η τυποποίηση ριβοσωµάτων ή αλλιώς ριβοτυπία (Endtz 

HP et al, 1997, Gordillo ME et al, 1993, Kuhn I et al, 1995, Plessis P et al, 1995, 

Woodford N et al, 1993) και µέθοδοι τυποποίησης βασισµένες στην PCR, όπως η 

τυχαία ενίσχυση πολυµορφικού DNA µε PCR (Randomly amplified polymorphic 

DNA PCR, RAPD-PCR) και η PCR που ενισχύει αλληλουχίες επαναλαµβανόµενων 

στοιχείων (Repetitive extragenic palindromic sequence-PCR, REP-PCR), έχουν 

επίσης χρησιµοποιηθεί για την διερεύνηση της γενετικής συσχέτισης ανάµεσα σε 

εντεροκοκκικά είδη (Martín B et al, 2009, Descheemaeker P et al, 1997, Sherer 

CR et al, 2005). Αλληλούχιση προϊόντων PCR και ανάλυση πολυµορφισµών µήκους 

µετά από πέψη µε περιοριστικά ένζυµα των προϊόντων PCR έχουν επίσης 

χρησιµοποιηθεί για να εντοπιστούν και να προσδιοριστούν διαφορές ανάµεσα σε 

συγκεκριµένα γονίδια αντοχής στους εντεροκόκκους; ως εκ τούτου, 

αντιπροσωπεύουν πρόσθετα εργαλεία στην τυποποίηση ανθεκτικών στελεχών 

(Donabedian S et al, 2000, Kawalec M et al, 2000, Lee WG et al, 2001, Willems 

RJL et al, 2001). Η ανάλυση πέψεων περιορισµού µε το ένζυµο SmaI του γενωµικού 

DNA µε PFGE είναι ευρέως χρήσιµη για τη µελέτη εντεροκοκκικών στελεχών 

(Descheemaeker P et al, 1997, Gordillo ME et al, 1993, Tomayko JF et al, 1995, 

Turabelidze D et al, 2000). Η PFGE είναι µία από τις πιο χρήσιµες και αξιόπιστες 

µεθόδους τυποποίησης και θεωρείται η µέθοδος αναφοράς, ‘gold standard’, για την 

µοριακή επιδηµιολογική ανάλυση των εντεροκοκκικών λοιµώξεων. Το 1998 η 

τυποποίηση αλληλουχίας πολλαπλών τόπων (multi-locus sequence typing, MLST) 

προτάθηκε σαν προσέγγιση βασισµένη στη νουκλεοτιδική αλληλουχία που µπορεί να 

εφαρµοστεί σε πολλά βακτηριακά παθογόνα, ένα εκ των οποίων και το γένος του 

εντεροκόκκου (Urwin R et al, 2003). Συγκριτικές µελέτες που έχουν γίνει για τις δύο 

αυτές µεθόδους αποδεικνύουν ότι τα αποτελέσµατα που παράγονται από την τεχνική 

MLST φαίνεται να συµφωνούν µε αυτά που προκύπτουν από περιοριστική πέψη του 

µικροβιακού γενώµατος σε µεγάλα τµήµατα και ηλεκτροφόρηση σε µεταβαλλόµενο 

ηλεκτρικό πεδίο (Bourdon N et al, 2011A, Nallapareddy SR et al, 2002). 

 

I.5 ΛΟΙΜΩΞΕΙΣ  

  

Οι εντερόκοκκοι είναι συµβιωτικοί µικροοργανισµοί που δρουν σαν ευκαιριακά 
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παθογόνα, ειδικότερα σε ασθενείς µεγαλύτερης ηλικίας µε σοβαρές υποκείµενες 

νόσους και σε άλλους ανοσοκατεσταλµένους ασθενείς που έχουν νοσηλευθεί για 

παρατεταµένα χρονικά διαστήµατα, που χρησιµοποιούν επεµβατική τεχνολογία και/ή 

λαµβάνουν αντιµικροβιακή θεραπεία ευρέως φάσµατος. Πολλοί πιθανοί λοιµογόνοι 

παράγοντες έχουν ταυτοποιηθεί στους εντεροκόκκους, όπως αξιολογήθηκαν την 

τελευταία δεκαπενταετία (Eaton TJ et al, 2001, Hancock LE et al, 2000, Huycke 

MM et al, 1998, Jett BD et al, 1994, Mundy LM et al, 2000, Strausbaugh LJ et al, 

2000), αλλά κανένας δεν έχει αποδειχθεί ότι έχει τη µέγιστη συµβολή στην 

ανθρώπινη παθογένεια. Αν και οι  εντερόκοκκοι είναι αίτιο λοιµώξεων στους 

ανθρώπους στην κοινότητα και στο νοσοκοµείο, αυτοί οι  µικροοργανισµοί αρχικά 

εντοπίζονταν µε αυξηµένη συχνότητα σαν κοινές αιτίες ενδονοσοκοµειακών 

λοιµώξεων στα τέλη του 1970, αντικατοπτρίζοντας έτσι την αυξανόµενη αντοχή 

στους αντιµικροβιακούς παράγοντες που χρησιµοποιούνταν εκείνη την εποχή. 

Αποτέλεσµα αυτού είναι ότι οι εντερόκοκκοι έχουν εξελιχθεί σε µία από τις κύριες 

θεραπευτικές προκλήσεις όταν συνδέονται µε σοβαρές ή απειλητικές για τη ζωή 

λοιµώξεις. Αυτή η τάση πιθανότατα θα συνεχιστεί λόγω του ότι ο  συνολικός 

πληθυσµός γερνάει και έτσι περισσότεροι άνθρωποι γίνονται ευάλωτοι στις 

λοιµώξεις (Megran DW, 1992). Η παρουσία των εντεροκόκκων παντού, ωστόσο, 

απαιτεί προσοχή στην εδραίωση της κλινικής σηµασίας ενός συγκεκριµένου 

στελέχους. Αυτό είναι ιδιαιτέρως σηµαντικό όσον αφορά τις αποφάσεις για τις in 

vitro δοκιµές ευαισθησίας. 

Η ποικιλία των λοιµώξεων στις οποίες εµπλέκονται οι  εντερόκοκκοι έχει 

αξιολογηθεί πλήρως και συνοψιστεί (Murray BE, 1990B, Hancock LE et al, 2000, 

Strausbaugh LJ et al, 2000). Αν και το φάσµα των λοιµώξεων έχει παραµείνει 

αµετάβλητο από την εκτεταµένη αναφορά της Murray το 1990, η επικράτηση αυτών 

των οργανισµών σαν νοσοκοµειακά παθογόνα είναι εµφανώς αυξανόµενη. Οι 

εντεροκοκκικές λοιµώξεις περιλαµβάνουν λοιµώξεις της ουροποιητικής οδού, 

ενδοκαρδίτιδες, µολύνσεις χειρουργικών τραυµάτων, βακτηριαιµίες και νεογνική 

σήψη (Poh CH et al, 2006). Στην Ευρώπη, οι  µολύνσεις από εντεροκόκκους 

θεωρούνταν ακίνδυνες για τους ανθρώπους για ένα µεγάλο χρονικό διάστηµα. 

Ωστόσο, την τελευταία δεκαετία οι  ε ντερόκοκκοι αναφέρονται ως η δεύτερη πιο 

κοινή αιτία λοιµώξεων τραυµάτων και ουροποιητικής οδού (Urinary tract infections, 

UTIs) και η τρίτη πιο κοινή αιτία βακτηριαιµίας (De Fátima Silva Lopes M et al, 

2005, Hancock LE et al, 2000, Moellering Jr RC, 1992, Murray BE, 1990B, 
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Schaberg DR et al, 1991). Οι ουρολοιµώξεις (UTIs) είναι οι  πιο κοινές από τις 

εντεροκοκκικές λοιµώξεις (οι εντερόκοκκοι εµπλέκονται στο 10% περίπου όλων των 

UTIs, Felmingham D et al, 1992) και στο 16% των νοσοκοµειακών UTIs (Schaberg 

DR et al, 1991). Η εντεροκοκκική βακτηριουρία συνήθως προκύπτει σε ασθενείς µε 

υποκείµενες δοµικές ανωµαλίες και/ή σε αυτούς που έχουν υποβληθεί σε 

ουρολογικούς χειρισµούς (Moellering Jr RC, 1992).  Οι ενδοκοιλιακές και πυελικές 

λοιµώξεις είναι οι  δεύτερες πιο συχνές λοιµώξεις που συναντώνται. Ωστόσο, 

καλλιέργειες από ασθενείς µε περιτονίτιδα, ενδοκοιλιακά ή πυελικά αποστήµατα, 

λοίµωξη της ουροδόχου κύστης, λοιµώξεις χειρουργηθέντων σηµείων και 

ενδοµητρίτιδας είναι συχνά πολυµικροβιακές, και ο  ρόλος των εντεροκόκκων σε 

αυτές τις λοιµώξεις παραµένει αµφιλεγόµενος. Το 2005 στο Ηνωµένο Βασίλειο 

υπήρξαν 7066 αναφορές περιστατικών εντεροκοκκικής βακτηριαιµίας, το 63% των 

οποίων ήταν λόγω E. faecalis και το 28% λόγω E. faecium, όπου και οι  δύο έχουν 

αυξανόµενη αντοχή στα αντιβιοτικά (Health Protection Agency, 2007). Στις 

Ηνωµένες Πολιτείες Αµερικής περίπου το 12% των ενδονοσοκοµειακών λοιµώξεων 

οφείλονται σε εντεροκόκκους. O Ε. faecalis είναι το πιο κοινό είδος που 

συσχετίζεται µε κλινικές λοιµώξεις ενώ ο E. faecium θέτει την απειλή της µεγάλης 

αντιβιοτικής αντοχής (Giraffa G, 2002).  Οι εντερόκοκκοι θεωρούνται σηµαντική 

αιτία ενδοκαρδίτιδας και υπολογίζεται ότι ευθύνονται για το 20% των περιπτώσεων 

βακτηριακή ενδοκαρδίτιδας µητρικής βαλβίδας και για το 6-7% ενδοκαρδίτιδας 

προσθετικής βαλβίδας (Hancock LE et al, 2000, Megran DW, 1992). Ενώ η 

ενδοκαρδίτιδα είναι µία σοβαρή εντεροκοκκική λοίµωξη, είναι πιο σπάνια από τη 

βακτηριαιµία. Εντεροκοκκικές λοιµώξεις του αναπνευστικού ή του κεντρικού 

νευρικού συστήµατος, όπως επίσης και ωτίτιδα, ιγµορίτιδα, σηπτική αρθρίτιδα και 

ενδοφθαλµίτιδα µπορούν να προκύψουν αλλά είναι σπάνιες (Hancock LE et al, 

2000, Murray BE, 1990B, Strausbaugh LJ et al, 2000). Υπάρχουν στοιχεία για 

πιθανή συµµετοχή του εντεροκόκκου, επίσης, στις οδοντιατρικές λοιµώξεις 

(Sundqvist G et al, 1998). Η κλινική αξιολόγηση των στελεχών από ορισµένα από 

τα προαναφερθέντα σηµεία συλλογής θα πρέπει να αξιολογείται προσεκτικά πριν να 

παρθούν κλινικές αποφάσεις. 

Ο E. faecalis είναι το πιο συχνό είδος εντεροκόκκων που αποµονώνεται από 

ανθρώπινα κλινικά δείγµατα, αντιπροσωπεύοντας το 80 µε 90% των στελεχών, 

ακολουθούµενος από τον E. faecium που βρίσκεται στο 5 µε 10% των λοιµώξεων 

από εντερόκοκκο (Buschelman BJ et al, 1993, Facklam RR et al, 1989, Gordon S 
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et al, 1992, Stern CS et al, 1994). Σε µία πρόσφατη αναφορά, η αναλογία των E. 

faecalis προς τους E. faecium από κλινικά δείγµατα είναι 1.5:1 (Arias CA et al, 

2010). Ενώ τα υπόλοιπα είδη εντεροκόκκων συναντώνται λιγότερο συχνά εώς και 

σπάνια, στελέχη από πολλά από τα είδη αυτά όπως E. gallinarium, E. raffinosus, E. 

casseliflavus, E. avium, E. pseudoavium, E. malodoratus, E. mundtii, E. durans, or E. 

hirae έχουν αποµονωθεί από ανθρώπινα δείγµατα (Mundy LM et al, 2000, De 

Perio MA et al, 2006). Τα είδη E. columbae, E. haemoperoxidans, E. malodoratus, E 

moraviensis, E. porcinus, E. pseuvdoavium, E. ratti, E. saccharolyticus και E. 

sulfureus δεν έχουν αποµονωθεί ακόµα από ανθρώπινα δείγµατα. 

 

I.6 ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΑ  

 

Η προέλευση του γένους του εντεροκόκκου ποικίλει από περιβαλλοντικές σε ζωικές 

και ανθρώπινες πηγές. Εφόσον οι  εντερόκοκκοι είναι απαραίτητο τµήµα της 

µικροχλωρίδας τόσο των ανθρώπων όσο και των ζώων, η διασπορά τους είναι 

παρόµοια σε αυτές τις πηγές. Οι E. faecium και E. faecalis είναι κοινοί στη 

γαστρεντερική διαδροµή, ο E. faecium σε παραγωγικά ζώα και οι Ε. mundtii και E. 

casseliflavus σε φυτικές πηγές (Klein G, 2003). Ο αριθµός των E. faecalis σε 

ανθρώπινα κόπρανα κυµαίνεται από 105 εώς 107 ανά γραµµάριο και των E. faecium 

από 104 έως 105 ανά γραµµάριο. Η αποµόνωση των E. faecium και E. faecalis είναι 

λιγότερο επικρατής στα ζωικά από ότι στα ανθρώπινα κόπρανα (Franz CMAP et al, 

1999). 

Μελέτες της οικολογίας και της επιδηµιολογίας του εντεροκόκκου έχουν 

αναφέρει ότι οι E. faecalis και E. faecium αποµονώνονται συχνά από τ υρί, ψάρι, 

λουκάνικα, κοµµατιασµένο βόειο και χοιρινό κρέας (Foulquie-Moreno MR et al, 

2006, Klein G, 2003). Φαγητά όπως τα λουκάνικα και το τυρί που είναι ζωικής 

προέλευσης συσχετίζονται συχνά µε επιµολύνσεις από εντερόκοκκο, µιας και είναι 

δυνατόν να επιβιώσει στη διαδικασία θέρµανσης. Σε µία µελέτη στην Αγγλία, 

δείγµατα που είχαν συλλεχθεί από αστικούς υπονόµους και από καλλιεργήσιµο 

έδαφος στο οποίο χρησιµοποιείται κοπριά χοίρων και παράγονται σοδειές, βρέθηκαν 

να είναι 100% θετικά για εντερόκοκκο. Σε σοδειές που δεν χρησιµοποιούνται ζωικά 

λιπάσµατα, το ποσοστό των εντεροκόκκων µειώθηκε στο 33% (Kuhn I et al, 2003). 

Παρόµοια έρευνα στη Γερµανία αποµόνωσε 416 στελέχη εντεροκόκκου από 155 
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δείγµατα φαγητού ζωικής προέλευσης, 72% των οποίων ήταν E. faecalis και το 13% 

E. faecium (Peters J et al, 2003). 

H διασπορά των εντεροκόκκων ποικίλει κατά µήκος της Ευρώπης. Στην 

Ισπανία και την Αγγλία, E. faecalis και Ε. faecium είναι τα πιο συνήθη αποµονωµένα 

είδη και από κλινικά και περιβαλλοντικά δείγµατα. Η Σουηδία έ χει χαµηλότερο 

ποσοστό εµφάνισης E. faecium και µεγαλύτερο ποσοστό αποµόνωσης E. hirae, ενώ 

στη Δανία το E. hirae είναι το κυρίαρχο είδος και αποµονώνεται κυρίως από σφάγεια 

(Kuhn I et al, 2003). 

Τα κλινικά στελέχη εντεροκόκκου εµφανίζουν µικρότερη ποικιλοµορφία 

συγκριτικά µε εκείνα που λαµβάνονται από το περιβάλλον και από ανθρώπινες 

πηγές, µε τον E. faecalis να είναι το κυρίαρχο είδος (Kuhn I et al, 2003). Ο λόγος 

αυτής της έλλειψης ποικιλοµορφίας πιθανόν να συνδέεται µε τους παράγοντες της 

παθογονικότητας που σχετίζονται µε το είδος αυτό. Το γεγονός ότι ο  εντερόκοκκος 

είναι ένα καιροσκοπικό παθογόνο επισηµάνθηκε από µία µελέτη στη Δανία η οποία 

έδειξε ότι νοσοκοµειακοί ασθενείς έχουν 57% ρυθµό αποµόνωσης E. faecalis ενώ 

υγιή άτοµα εµφανίζουν µόνο 39-40% π εριστατικά (Mutnick AH et al, 2003). Οι 

νοσοκοµειακοί ασθενείς έχουν µεγαλύτερες πιθανότητες εµφάνισης εντεροκοκκικών 

λοιµώξεων όχι µόνο εξαιτίας της λοιµογονικότητας, αλλά και επειδή το ίδιο το 

νοσοκοµείο είναι εστία υψηλής συγκέντρωσης εντεροκόκκων. Αυτό διευκρινίζεται 

από µία αναφορά του HPA της Αγγλίας, που επισηµαίνει το γεγονός ότι οι 

εντερόκοκκοι µπορεί να µολύνουν και να επιβιώσουν γύρω από τον ασθενή για 

αρκετές ηµέρες (Brown DFJ et al, 2006). 
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ΜΕΡΟΣ ΙΙ 

ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑ – ΚΛΙΝΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ STAPHYLOCOCCUS 

 

II. ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ ΓΕΝΟΥΣ Staphylococcus 

II.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ – ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ  

 

Οι σταφυλόκκοι παρατηρήθηκαν και καλλιεργήθηκαν πρώτα από τους Pasteur και 

Koch αλλά οι  πρώτες εκτεταµένες µελέτες έγιναν από τον Ogston το 1881 (Ogston 

A, 1881) και τον Rosenbach το 1884 (Rosenbach FJ, 1884). Το γένος 

σταφυλόκοκκος ονοµάστηκε έτσι από τον Ogston το 1881 όταν παρατήρησε 

συσσωµατώµατα, που ο µοίαζαν µε σταφύλια, από βακτήρια που εδράζονταν σε 

ανθρώπινα αποστήµατα µε πύο (Ogston A, 1881). Τρία χρόνια αργότερα, ο 

Rosenbach κατόρθωσε να αποµονώσει και να µεγαλώσει αυτούς τους 

µικροοργανισµούς σε καθαρή καλλιέργεια. Τους έδωσε τ η συγεκριµένη ονοµασία, 

Staphylococcus aureus, λόγω των αποικιών τους των οποίων το χρώµα είναι κίτρινο, 

σχεδόν πορτοκαλί (Rosenbach FJ, 1884). Ο Rosenbach έδειξε ότι ο S. aureus είναι 

υπεύθυνος για µολύνσεις τραυµάτων και ότι ο S. epidermidis ήταν φυσικός 

αποικιστής του δέρµατος. Από τότε που ο Rosenbach περιέγραψε την ανάπτυξη 

αυτού του ‘χρυσού’ κόκκου, οι χειρουργοί φοβούνται τις µετεγχειρητικές µολύνσεις 

τραυµάτων (Hart D, 1937). Οι σταφυλόκοκκοι επίσης προκάλεσαν ασθένειες 

απειλητικές για τη ζωή µετά από τραυµατισµούς και θανατηφόρα πενυµονία κατά τη 

διάρκεια της επιδηµίας γρίπης, σκοτώνοντας έτσι νέους ανθρώπους (Bennet IL, 

1954). Έτσι στην εποχή πριν από τα αντιβιοτικά, ο S. aureus ήταν γνωστός σαν ένα 

ιδιαιτέρως επικίνδυνο παθογόνο. 

Λόγω της σηµαντικής συνεισφοράς της πενικιλλίνης στον αγώνα ενάντια στη 

λοίµωξη από S. aureus, η περίοδος ανάµεσα στο 1946 και το 1950 αναφερόταν σαν η 

‘χρυσή εποχή’ στην θεραπεία στης σταφυλοκοκκικής λοίµωξης. Ωστόσο, η ταχύτατη 

διασπορά των ανθεκτικών σταφυλοκόκκων οδήγησε στην επιστροφή αυτού του 

σηµαντικού παθογόνου. 

 

II.2 ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ 

 

Τα µέλη των γενών Staphylococcus και Micrococcus είναι καταλάση-θετικοί, Gram-

θετικοί κόκκοι και ταξινοµούνται µαζί µε τα γένη Stomatococcus και Planococcus 
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στην οικογένεια των Micrococcaceae (Schleifer KH, 1986A). Ωστόσο, τα 

αποτελέσµατα της σύνθεσης βάσεων του DNA (Seifert H et al, 1995), DNA-rRNA 

υβριδισµού (Kilpper R et al, 1980) και ολιγονουκλεοτιδική ανάλυση συσχέτισης 

αλληλουχιών του 16S rRNA (Ludwig W et al, 1981, Stackebrandt E et al, 1979, 

Kloos WE, 1997) υποδεικνύουν ότι τα δύο αυτά γένη δεν είναι στενά συνδεδεµένα. 

Το γένος, λοιπόν, του σταφυλοκόκκου συνδέεται πιο στενά µε το γένος Macrococcus 

(Kloos WE et al, 1998), αλλά έχει επίσης σχετικά στενή σχέση µε τα γένη Bacillus, 

Brocothrix, Gemella, Listeria και Planococcus. Αυτά τα είδη έχουν τοποθετηθεί, µε 

ορισµένες επιφυλάξεις, µαζί µε τους σταφυλοκόκκους και αρκετά άλλα γένη στην 

οικογένεια Bacillaceae και στην τάξη Bacilales (Cato EP et al, 1989).  

Οι πλανόκοκκοι δεν βρίσκονται στους ανθρώπους, ενώ οι  στοµατόκοκκοι και  

οι µικρόκοκκοι µπορούν να αποικίσουν ανθρώπους αλλά σπάνια προκαλούν 

λοιµώξεις. Οι σταφυλόκοκκοι είναι Gram-θετικοί µη κινητοί κόκκοι που χωρίζονται 

χαρακτηριστικά σε διαφορετικά πρότυπα για να σχηµατίσουν ακανόνιστα 

συσσωµατώµατα που ο µοιάζουν µε σταφύλια. Συνήθως παράγουν καταλάση και 

είναι προαιρετικά αναερόβια αλλά µεγαλώνουν καλύτερα κάτω από αερόβιες 

συνθήκες από ότι σε αναερόβιες. Παραδοσιακά έχουν διαχωριστεί σε κοαγκουλάση-

θετικούς και κοαγκουλάση-αρνητικούς σταφυλοκόκκους. Οι κοαγκουλάση-

αρνητικοί σταφυλόκοκκοι µπορούν να υποκατηγοριοποιηθούν προς το παρόν σε 32 

διαφορετικά είδη. Από τον τεράστιο αυτό αριθµό σταφυλοκόκκων, µόνο τρείς 

συσχετίζονται συχνά µε ανθρώπινες λοιµώξεις: 

• S. aureus 

• S. epidermidis 

• Staphylococcus lugdunensis  

• Staphylococcus saprophyticus 

Επίσης, πρέπει να αναφερθεί και το είδος Staphylococcus schleiferi γιατί είναι 

σχετικά επιθετικό και µπορεί να προκαλέσει µία ποικιλία λοιµώξεων, όπως 

σωµατικές λοιµώξεις, βακτηριαιµία, ενδοκαρδίτιδα, λοιµώξεις των οστών και 

αποστήµατα σε διάφορα όργανα. 
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II.3 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΟΥ ΓΕΝΟΥΣ – ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ 

 

Τα µέλη του γένους Staphylococcus είναι Gram-θετικοί κόκκοι, διαµέτρου 0.5 εώς 

1.5 mm, που απαντώνται µοναδιαία, σε ζεύγη, σε τετράδες, σε κοντές αλύσους 

(τριών-τεσσάρων κυττάρων) και σε ακανόνιστα συµπλέγµατα που ο µοιάζουν µε 

σταφύλια. Δεν έχουν την ικανότητα της κίνησης, δεν δηµιουργούν σπόρια, είναι 

καταλάση θετικοί και τυπικά περιβάλλονται από µία χαλαρή κάψα πολυσακχαριτών. 

Η κάψα αυτή µπορεί να χρησιµοποιηθεί για να ταυτοποιηθούν οι  ορότυποι. Οι 

ορότυποι 5 και 8 είναι οι πιο κοινοί και πολλοί S. aureus ανθεκτικοί στην µεθικιλλίνη 

(Methicillin Resistant S. aureus, MRSA) ανήκουν σε αυτούς τους οροτύπους 

(Fournier JM, 1990). 

Όταν αποµονώνεται από λοιµώξεις, ο S. aureus εκφράζει υψηλά επίπεδα 

πολυσακχαριτών αλλά γρήγορα τα χάνει λόγω των ανακαλλιεργειών στο εργαστήριο. 

Η λειτουργία της κάψας δεν είναι ακόµη ξεκάθαρη. Μπορεί να εµποδίζει την 

φαγοκύττωση και έτσι να προσφέρει στον διεισδυτικό χαρακτήρα του S. aureus. 

Είναι προαιρετικά αναερόβιοι, εκτός από τον Staphylococcus saccharolyticus και τον 

S. aureus subsp. anaerobius, που είναι αναερόβιοι και καταλάση-αρνητικοί και δεν 

σχηµατίζουν αέρια από υδατάνθρακες. Μερικά σπάνια είδη σταφυλοκόκκων µπορεί 

να απαιτούν την παρουσία CO2 ή άλλων µεταβολιτών (αιµίνη, µεναδιόνη) (Slifkin M 

et al, 1971) ή υπέρτονο µέσο ανάπτυξης (Proctor RA et al, 1998). Η σύνθεση των 

κυτταρικών λιπαρών οξέων των σταφυλοκόκκων αποτελείται κυρίως από ισο- και 

αντιισο-C15:0, αντιισο-C17:0, C18:0 και C20:0 (Welch DF, 1991). Το µέγεθος του 

γενώµατος τους κυµαίνεται από 2000 εώς 3000 kb (George CG et al, 1994, Kloos 

WE et al, 1998, Prevost G et al, 1992). 

Ο Kohn παρουσίασε το γένος Micrococcus που αντιπροσωπεύει µικρά 

σφαιρικά βακτήρια όπως οι  σταφυλόκοκκοι, οι  µικρόκοκκοι και οι  στρεπτόκοκκοι 

όπως και κάποια άλλα γκρουπ (Cohn F, 1872). Οι µικρόκοκκοι και οι 

σταφυλόκοκκοι συγχέονται µεταξύ τους για περισσότερο από ένα αιώνα, µε βάση 

την παρόµοια σφαιρική µορφολογία τους, τα αποτελέσµατα της Gram-χρώσης και τις 

θετικές δ οκιµασίες καταλάσης. Και τα δύο αυτά γένη ζούνε πάνω στο δέρµα 

θηλαστικών ζώων και µπορεί να είναι παρόντα σε ποικίλα ανθρώπινα και 

κτηνιατρικά κλινικά δείγµατα, αν και οι  µικρόκοκκοι απαντώνται πιο σπάνια από 

τους σταφυλοκόκκους και γενικά θεωρούνται σαπροφυτικά παρά ευκαιριακά 

παθογόνα. Μέχρι τα µέσα της δεκαετίας του ’60, µπορούσε πλέον να γίνει σαφής  
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διάκριση ανάµεσα στους σταφυλοκόκκους και τους µικροκόκκους βασιζόµενη στη  

νουκλεοτιδική σύνθεση του DNA τους (Silvestri LG et al, 1965). Τα µέλη του 

γένους σταφυλόκοκκος έχουν G+C περιεκτικότητα από 30 εώς 39% ενώ τα µέλη του 

γένους µικρόκοκκος έχουν περιεκτικότητα που κυµαίνεται από 66 εώς 75%. Οι 

σταφυλόκοκκοι είναι οξειδάση-αρνητικοί µε εξαίρεση τους S. lentus, S. scuiri και S. 

vitulus (Welch DF, 1991). 

Το πεπτιδογλυκανικό στρώµα των σταφυλοκόκκων είναι το κύριο µακροµόριο 

που απαντάται σε διαδοχικές υποµονάδες N-ακετυλοµουραµικού οξέος και Ν-

ακετυλογλυκοζαµίνης. Πενταπεπτιδικές πλευρικές αλυσίδες προσδένονται στις 

υποµονάδες N-ακετυλοµουραµικού οξέος και οι  αλυσίδες γλυκάνης κατόπιν 

διασταυρώνονται µε πεπτιδικές γέφυρες ανάµεσα στις πλευρικές αλυσίδες. 

Η επιφάνεια όλων των στελεχών του S. aureus περιέχει πρωτεΐνες που 

προεξέχουν από το πεπτιδογλυκανικό στρώµα και αγκυροβολούν οµοιοπολικά. Μία 

από αυτές τις πρωτεΐνες, η πρωτεΐνη Α, έχει την ικανότητα να προσδένεται στο 

τµήµα Fc των ανοσοσφαιρινικών υποτάξεων IgG1, IgG2 και IgG4 (Karakawa WW, 

1992). Η πρωτεΐνη Α δεν παράγεται από κοαγκουλάση-αρνητικούς σταφυλοκόκκους. 

Τα τειχοϊκά οξέα των σταφυλοκόκκων είναι µακροµόρια πολυσακχαριτών που 

περιέχουν φώσφορο. Το τειχοϊκό οξύ είναι προσδεµένο και στο πεπτιδογλυκανικό 

τοίχωµα και στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη. Οι πολυσακχαρίτες είναι ειδικοί 

για κάθε είδος, δηλαδή τα τειχοϊκά οξέα ριβιτόλης είναι παρόντα στον S.aureus και 

τα τειχοϊκά οξέα γλυκερόλης στον S. epidermidis (Wilkinson BJ, 1997). 

Τα κυριότερα είδη που περιλαµβάνει το γένος του σταφυλοκόκκου και η 

ταυτοποίησή τους παρατίθενται στον Πίνακα 2. 
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D 
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D 

- 
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D 
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D 
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S. hominis ±κ ± - + - - + + ± + + + - + + + - + + - 
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S. saprophyticus, d d - - - - + + ± + + + - - + + - + + - 
   S.cohnii                     
   S. xylosus                     
S. kloosi, ± ± - - - - + + ± d + + - - + + - + + - 
   S. equorum,                     
   S. arlettae                     
S. intermedius - + - - - - + + + + + + - + + ± - + + - 
S. sciuri, ± ± - d - - + + d d + + + - + + - + + - 
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α Συντοµογραφίες και σύµβολα: +, 90% ή περισσότερα είδη ή στελέχη είναι θετικά;±, 90% ή περισσότερα 
είδη ή στελέχη είναι ασθενώς θετικά; -, 90% ή περισσότερα είδη ή στελέχη είναι αρνητικά; D, 11 εώς 89% 
των ειδών ή των στελεχών  θετικά; ND, µη προσδιορισµένα (Not Determined). 
βΗ ανάπτυξη σε P άγαρ είναι κάτω από αναερόβιες συνθήκες και από 35 εώς 37 ºC. Θετική ανάπτυξη 
θεωρείται όταν ανιχνεύεται σχηµατισµός αποικιών τουλάχιστον 1 mm σε διάµετρο; ±,υποδεικνύει 
σχηµατισµό αποικιών από 0.5 εώς 1 mm διάµετρο. Η ανάπτυξη σε άγαρ µε αίµα βοοειδών ή προβάτου είναι 
λίγο µεγαλύτερη αλλά λιγότερο διαχωριστική ανάµεσα στα είδη των σταφυλοκόκκων. 
γΜερικές φορές µία ασθενής αντίδραση καταλάσης ή αντίδραση ψευδοκαταλάσης µπορεί να εντοπιστεί σε 
στελέχη ειδών που έχουν χαρακτηριστεί ως καταλάση-αρνητικά. Σε µερικά είδη µπορεί η  ενεργότητα της 
καταλάσης να ενεργοποιηθεί από συµπληρωµατική αιµίνη. 
δΗ δοκιµασία βενζιδίνης ανιχνεύει την παρουσία κυτοχρωµάτων. Μερικά στελέχη ειδών που είναι 
αρνητικά στη δοκιµασία βενζιδίνης µπορούν να συνθέσουν κυτοχρώµατα σε αερόβια µέσα ανάπτυξης µε 
συµπληρωµατική αιµίνη (Faller A et al, 1981). 
ε(Schleifer KH, 1986B).  
ζΠρότυπη δοκιµασία οξείδωσης-ζύµωσης (Evans JB et al, 1955,Schleifer KH, 1986B). 
ηΗ ανάπτυξη γίνεται κάτω από αερόβιες συνθήκες και από 35 εώς 37 ºC για 24 εώς 48 h. Η θετική 
ανάπτυξη υποδεικνύεται από τον αριθµό των CFU σε εκλεκτικό καλλιεργητικό µέσο συγκρινόµενη µε 
εκείνη που λαµβάνεται από µέτρηση ανάπτυξης σε άγαρ και η διάµετρος της αποικίας είναι 0.5 
mm;±,υποδεικνύει σηµαντική µείωση στα CFU’s στο εκλεκτικό καλλιεργητικό µέσο συγκρινόµενη µε 
εκείνη που λαµβάνεται από µέτρηση ανάπτυξης σε άγαρ. 
θΧρησιµοποιείται δίσκος. Το θετικό υποδεικνύει αντοχή και δεν εµφανίζεται ζώνη αναστολής. 
ιΧρησιµοποιείται δίσκος. Το θετικό υποδεικνύει αντοχή µε ζώνη αναστολής από 0 µέχρι 9 mm. Τα 
ευαίσθητα είδη έχουν ζώνη αναστολής από 15 εώς 35 mm σε διάµετρο (Hebert GA,1990). 
 

Πίνακας 2 (Bannerman TL, 2003). Φαινοτυπικά χαρακτηριστικά που χρησιµοποιούνται για την 

ταυτοποίηση των ειδών Σταφυλοκόκκου και ορισµένα συγγενικά είδη άλλων Gram-θετικών 

οργανισµών.  
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II.4 ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ – ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΚΗ ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗ  

 

Τα σταφυλοκοκκικά είδη µπορούν να ταυτοποιηθούν βασιζόµενα σε µία ποικιλία 

συµβατικών φαινοτυπικών χαρακτήρων (Kloos WE, 1990, Kloos WE et al, 1995, 

Kloos WE et al, 1991). Τα πιο σηµαντικά κλινικά είδη µπορούν να αναγνωριστούν 

χρησιµοποιώντας ποικίλα β ασικά χαρακτηριστικά. Εξάλλου, τα είδη µπορούν να 

ταυτοποιηθούν βάση των µοριακών φαινοτυπικών τους ιδιοτήτων όπως τα κυτταρικά 

λιπαρά οξέα (Kotilainen P et al, 1991), την ηλεκτροφόρηση πολλαπλών ενζυµικών 

τόπων (Zimmerman RJ et al, 1976) και πολυπεπτιδίων ολικών-κυττάρων (Clink J 

et al, 1987) και γενοτυπικών ιδιοτήτων όπως τµήµατα περιορισµού χρωµοσωµάτων 

(Bialkowska-Hobrzanska H et al, 1990), πρότυπα µακροπεριορισµού (George CG 

et al, 1994), ριβοτυπίες (Webster JA et al, 1994), ενίσχυση περιοχών DNA 

(Mendoza M et al, 1998, Yugueros J et al, 2000) και αλληλούχιση του hsp60 

(Kwok AYC et al, 1999). 

 

II.4.1 Ταυτοποίηση µε χρήση συµβατικών µεθόδων 

 

Σε µη εκλεκτικό αιµατούχο άγαρ, θρεπτικό άγαρ, σε άγαρ πρωτοταγούς σόγιας, σε 

άγαρ έγχυσης εγκεφάλου-καρδιάς, ή σε P άγαρ οι  µεµονωµένες αποικίες των 

περισσοτέρων σταφυλοκόκκων είναι µεταξύ 1 εώς 3 χιλιοστά µέσα σε 24 ώρες και 3 

εώς 8 χιλιοστά σε διάµετρο σε 3 µέρες επώασης σε αερόβιες συνθήκες στους 34 εώς 

37 °C, εξαρτώµενο από το είδος (Kloos WE et al, 1991). Τα είδη S. aureus subsp. 

anaerobius, S. saccharolyticus, S. auricularis, S. equorum, S. vitulinus και S. lentus 

µεγαλώνουν πιο αργά από άλλους σταφυλοκόκκους και συνήθως απαιτούν 24 εώς 36 

ώρες για ανιχνεύσιµη ανάπτυξη αποικιών. Οι τυπικές αποικίες 24 ωρών του S. 

aureus είναι έγχρωµες, λείες, ολόκληρες, ελαφρώς κυρτές και προκαλούν αιµόλυση 

σε αιµατούχο άγαρ ρουτίνας. Οι τυπικές αποικίες 24 ωρών των CoNS είναι άχρωµες, 

λείες, ολόκληρες, γυαλιστερές, ελαφρώς κυρτές και αδιαφανής. Η µορφολογία των 

αποικιών µπορεί να αποτελέσει ένα συµπληρωµατικό χαρακτηριστικό στην 

ταυτοποίηση των ειδών. Για να γίνουν ορατές οι διαφορές, οι αποµονωµένες αποικίες 

πρέπει να αναπτυχθούν γ ια πολλές ηµέρες στους 34 εώς 37 ºC και κατόπιν να 

αναπτυχθούν για δύο επιπλέον ηµέρες σε θερµοκρασία δωµατίου.  

Οι αποικίες του S. aureus είναι συνήθως µεγάλες (6 εώς 8 χιλιοστά σε 

διάµετρο), λείες, ολόκληρες, ελαφρώς κυρτές και ηµιαδιαφανής. Σε P άγαρ, γίνονται 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/04/2024 20:26:01 EEST - 18.216.148.0



ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΩΝ ΜΟΡΙΑΚΩΝ ΚΑΙ ΦΑΙΝΟΤΥΠΙΚΩΝ ΜΗΧΑΝΙΣΜΩΝ ΑΝΤΟΧΗΣ ΣΤΗ ΛΙΝΕΖΟΛΙΔΗ ΣΕ ΚΛΙΝΙΚΑ 

Ελένη Ν. Ντόκου, Μοριακός Βιολόγος – Γενετίστρια, Διδακτορική Διατριβή 38 

σχεδόν διαφανείς µετά από 3 εώς 5 ηµέρες επώασης. Οι αποικίες των περισσοτέρων 

στελεχών έχουν χρώµα που κυµαίνεται από κρεµώδες κίτρινο µέχρι πορτοκαλί. 

Σπάνια στελέχη µε σχετικά µεγάλες κάψουλες παράγουν αποικίες που είναι 

µικρότερες και πιο κυρτές από στελέχη χωρίς κάψουλες και έχουν µία γυαλιστερή, 

υγρή εµφάνιση. Στελέχη S. aureus που παράγουν µικρές αποικίες (Small-colony 

variants, SCVs) µπορεί να αποµονωθούν από ασθενείς µε επίµονες ή 

επανεµφανιζόµενες λοιµώξεις όπως χρόνια οστεοµυελίτιδα και κ υστική ίνωση. 

Αυτές οι  αποικίες έχουν το µέγεθος της κεφαλής µίας καρφίτσας, και είναι µη 

αιµολυτικές και άχρωµες. Συνήθως, η φυσιολογική ανάπτυξη µπορεί να επανέλθει αν 

το στέλεχος επιτραπεί να µεγαλώσει παρουσία µενοδιόνης, αιµίνης ή/και 

συµπληρωµατικού CO2 (Proctor RA et al, 1995, Von Eiff C et al, 2000). Οι 

αποικίες του S. epidermidis είναι σχετικά µικρές και κυµαίνονται σε διάµετρο από 

2.5 εώς 6 χιλιοστά, ανάλογα µε το στέλεχος. Δεν ανιχνεύεται συνήθως χρώµα. 

Μερικά από τα στελέχη που παράγουν γλοιώδες υγρό είναι εξαιρετικά κολλώδη και 

προσκολλώνται στην επιφάνεια του άγαρ.  

Η ικανότητα να πήζει το πλάσµα συνεχίζει να είναι το πιο κοινά 

χρησιµοποιούµενο και γενικά αποδεκτό κριτήριο για την ταυτοποίηση των 

παθογονών σταφυλοκόκκων που συσχετίζονται µε οξείες λοιµώξεις όπως ο S. aureus 

στους ανθρώπους και τα ζώα και ο S. intermedius και ο S. hyicus στα ζώα. Δύο 

διαφορετικές δοκιµασίες κοαγκουλάσης µπορούν να εκτελεστούν: ένας δοκιµαστικός 

σωλήνας για ελεύθερη κοαγκουλάση και µία δοκιµασία σε αντικειµενοφόρο πλάκα 

για δεσµευµένη κοαγκουλάση ή παράγοντα πήξης (Kloos WE et al, 1995). Αν και η 

δοκιµασία στον δοκιµαστικό σωλήνα είναι οριστική, η δοκιµή µε την 

αντικειµενοφόρο πλάκα µπορεί να χρησιµοποιηθεί σαν γρήγορη τεχνική 

προσυµπτωµατικού ελέγχου για την ταυτοποίηση του S. aureus. Ωστόσο, ένα 10 εώς 

15% των στελεχών S. aureus  µπορεί να αποδώσουν ένα αρνητικό αποτέλεσµα. 

Θετικό αποτέλεσµα στην δοκίµασια κοαγκουλάσης µε αντικειµενοφόρο πλάκα 

µπορεί να παράσχει βοήθεια στην ταυτοποίηση των νέων ειδών S. lugdunensis και S. 

schleiferi. Ποικιλία πλασµάτων µπορεί να χρησιµοποιηθεί και στις δύο αυτές 

δοκιµασίες, ωστόσο, είναι εµπορικά διαθέσιµο και ιδιαίτερα ικανοποιητικό 

αφυδατωµένο πλάσµα κόνικλου που περιέχει EDTA, µε την εξαίρεση του 

ανθρώπινου πλάσµατος που είναι πιο ικανοποιητικό στην ταυτοποίηση των S. 

lugdunensis και S. schleiferi. Το ανθρώπινο πλάσµα δεν πρέπει να χρησιµοποιείται 

εκτός εάν έχει εξεταστεί για ικανότητα πήξης και µολυσµατικούς παράγοντες.  
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Η δοκιµασία κοαγκουλάσης σε δοκιµαστικό σωλήνα εκτελείται καλύτερα 

αναµιγνύοντας 0.1 ml µιας ολονύχτιας καλλιέργειας σε ζωµό έγχυσης εγκεφάλου-

καρδιάς µε 0.5 ml ανασυσταµένου πλάσµατος (κατα προτίµηση σε γυάλινο 

δοκιµαστικό σωλήνα), ακολουθούµενη από επώαση του µείγµατος στους 37 ºC σε 

ένα υδατόλουτρο για 4 ώρες και παρατήρηση του σχηµατισµού θρό µβων 

δηµιουργώντας µία κλίση 90º . Εναλλακτικά, µία µεγάλη και καλά αποµονωµένη 

αποικία σε µη ανασταλτικό άγαρ µπορεί να µεταφερθεί σε 0.5 ml ανασυσταµένου 

πλάσµατος και να επωαστεί, όπως περιγράφηκε παραπάνω. Οποιοσδήποτε βαθµός 

πήξης αποτελεί θετική δοκιµασία. Ωστόσο, ένα ιξώδες ή ινώδες ίζηµα δεν αποτελεί 

αληθινό θρό µβο και πρέπει να καταγραφεί ως αρνητικό αποτέλεσµα. Για τον S. 

aureus έχει προταθεί ολονύχτια επώαση της δοκιµασίας, γιατί ένας µικρός αριθµός 

στελεχών µπορεί να απαιτεί περισσότερο από 4 ώρες για να δηµιουργήσει θρόµβους.  

Η δοκιµασία αντικειµενοφόρου πλάκας εκτελείται κάνοντας ένα πυκνό 

οµοιογενές διάλυµα ανάπτυξης σε απεσταγµένο νερό, ανακινώντας το µείγµα να 

αποκτήσει ο µοιογενή σύνθεση έτσι ώστε να αποφευχθεί η σύγχυση της 

συσσώρευσης µε την αυτοσυγκόλληση, προσθέτοντας µία σταγόνα πλάσµατος και 

παρατηρώντας για ενδεχόµενη συσσώρευση µέσα σε 10 δευτερόλεπτα. Η δοκιµασία 

αντικειµενοφόρου πλάκας είναι πολύ γρήγορη και πιο οικονοµική σε σχέση µε το 

πλάσµα πο υ χρησιµοποιείται, από ότι η δοκιµασία δοκιµαστικού σωλήνα. Οι 

δοκιµασίες αντικειµενοφόρου πλάκας πρέπει να ερµηνεύονται όσο το δυνατόν 

γρηγορότερα γιατί µπορεί να εµφανιστούν ψευδώς θετικά αποτελέσµατα σε χρόνους 

αντίδρασης περισσότερο των 10 δευτερολέπτων. Επιπρόσθετα, οι  αποικίες που 

χρησιµοποιούνται δεν πρέπει να επιλέγονται από υπόστρωµα που περιέχει υψηλές 

συγκεντρώσεις αλάτων γιατί µπορεί να εµφανιστούν φαινόµενα αυτοσυγκόλλησης 

και ψευδώς θετικά δείγµατα. Μερικά σπάνια στελέχη S. intermedius µπορεί να 

προσφέρουν θετικό αποτέλεσµα στη δοκιµασία αντικειµενοφόρου πλάκας. 

Εναλλακτικές µέθοδοι για τη δοκιµασία αντικειµενοφόρου πλάκας 

συµπεριλαµβάνουν εµπορικές δοκιµασίες αντικειµενοφόρου πλάκας 

αιµοσυγκόλλησης για παράγοντα πήξης και δοκιµασίες συγκόλλησης λάτεξ που 

εντοπίζουν τον παράγοντα πήξης και την πρωτεΐνη Α και/ή αντιγόνα επιφανείας. Οι 

δοκιµασίες συγκόλλησης λάτεξ συχνά έχουν µεγαλύτερη ειδικότητα και ευαισθησία 

από ότι οι  συµβατικές δοκιµασίες αντικειµενοφόρου πλάκας για την ταυτοποίηση 

του S. aureus, αν και είναι λιγότερο αξιόπιστες για την ταυτοποίηση του S. 

lugdunensis. Λόγω των χαµηλών επιπέδων προσδεδεµένης κοαγκουλάσης και 
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πρωτεΐνης Α σε στελέχη MRSA, η ανίχνευση των MRSA µε δοκιµασία γρήγορης 

συγκόλλησης απαιτεί την ενσωµάτωση αντισωµάτων ενάντια σε σταφυλοκοκκικούς 

καψιδικούς πολυσακχαρίτες. Υπάρχουν διαθέσιµες δοκιµασίες συγκόλλησης λάτεξ 

που ανιχνεύουν τον ορότυπο 5 και ορότυπο 8 καψιδικών πολυσακχαριτών από S. 

aureus ευαίσθητους στη µεθικιλλίνη (Fournier JM et al, 1993), ωστόσο µπορεί να 

προκύψουν και ψευδώς θετικά αποτελέσµατα (Blake JE et al, 2001, Van 

Griethuysen A et al, 2001). 

Η θερµοσταθερή σταφυλοκοκκική νουκλεάση (thermonuclease [TNase]) που 

έχει ενδο- και εξωνουκλεολιτικές ιδιότητες και µπορεί να διασπάσει DNA ή RNA, 

παράγεται από τα περισσότερα στελέχη των S. aureus, S. schleiferi, S. intermedius 

και S. hyicus. Μερικά στελέχη των S. epidermidis, S. simulans και S. carnosus 

παρουσιάζουν ασθενή δράση της TNάσης. Η TNάση µπορεί να ανιχνευθεί 

χρησιµοποιώντας µία διαδικασία έγχυσης µεταχρωµατικού-άγαρ και µπλε άγαρ που 

περιέχει DNάση και τολουιδίνη (Lachica RVF et al, 1972). Μία δοκιµασία 

οροαναστολής έχει δηµιουργηθεί για να γίνεται διαχωρισµός ανάµεσα στην ΤΝάση 

του S. aureus και αυτή άλλων ειδών (Lachica RVF et al, 1979). Μία εµπορική 

δοκιµασία ΤΝάσης µε µπλε άγαρ τολουιδίνης είναι διαθέσιµη (Remel) και µπορεί να 

ερµηνευθεί σε 4 ώρες. 

Η δραστικότητα φωσφάτασης που βασίζεται στην υδρόλυση της p-

νιτροφαινυλφωσφατάσης σε Pi και p-νιτροφαινόλη µε αλκαλική φωσφατάση έχει 

ενσωµατωθεί σε πολλά από τα εµπορικά βιοχηµικά συστήµατα δοκιµασίας για την 

ταυτοποίηση σταφυλοκοκκικών ειδών. Η δραστικότητα φωσφατάσης υποδεικνύεται 

από την απελευθέρωση της κίτρινης p-νιτροφαινόλης από το άχρωµο υπόστρωµα. Η 

εταιρία Key Scientific Co. (Roundrock, Tex) π αράγει µία ταµπλέτα αλκαλικής 

φωσφατάσης που µπορεί να ανιχνεύσει δραστικότητα στους σταφυλοκόκκους. 

Στελέχη των S. aureus, S. schleiferi, S. intermedius και S. hyicus και τα περισσότερα 

στελέχη του S. epidermidis είναι θετικά στην αλκαλική φωσφατάση. Φωσφατάση-

αρνητικά στελέχη S. epidermidis µπορούν να διαχωριστούν από το συγγενικό είδος S. 

hominis  λόγω της αναερόβιας ανάπτυξης τους σε θειογλυκολικό µέσα σε 18 εώς 24 

ώρες ή στην αντοχή σε δισκίο 300 µονάδων πολυµυξίνης Β.  

Η δραστικότητα πυρρολιδονυλικής αρυλαµιδάσης µπορεί να προσδιοριστεί 

από την υδρόλυση της πυρογλουταµιλικής-β-ναφθυλαµίδης (L-pyrrolidonyl-β-

naphtylamide [PYR]) σε L-πυρρολιδόνη και β -ναφθυλαµίνη, που συνδέεται µε ένα 

παράγοντα PYR για να παραχθεί κόκκινο χρώµα. Ένα εµπορικό kit που περιέχει 
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ζωµό PYR και παράγοντα PYR, προτείνεται για την ταυτοποίηση των 

στρεπτοκόκκων και είναι χρήσιµο για να διαχωρίζει συγκεκριµένα σταφυλοκοκκικά 

είδη. Η παραγωγή κόκκινου χρώµατος µέσα σε 2 λεπτά είναι ενδεικτική της θετικής 

δραστικότητας ενώ κίτρινο, πορτοκαλί ή ροζ χρώµα θεωρείται αρνητικό αποτέλεσµα. 

Εναλλακτικά, τα βασικά χαρακτηριστικά της δοκιµασίας έχουν ενσωµατωθεί σε 

ποικίλα εµπορικά βιοχηµικά πάνελ δοκιµασίας για την ταυτοποίηση 

σταφυλοκοκκικών ειδών. Τα είδη S. haemolyticus, S. lugdunensis, S. schleiferi και S. 

intermedius είναι συνήθως πυρρολιδονάση-θετικά. 

Ένα θετικό αποτέλεσµα δραστικότητας της αποκαρβοξυλάσης της ορνιθίνης 

µπορεί να ταυτοποιήσει το είδος S. lugdunensis µε ιδιαίτερη ακρίβεια. H 

δραστικότητα της αποκαρβοξυλάσης της ορνιθίνης µπορεί να προσδιοριστεί µε µία 

µικρή µετατροπή της δοκιµασίας που έχει περιγραφεί από τον Moeller (Moeller V, 

1955). Τα αποτελέσµατα της δοκιµασίας αυτής µπορούν να ερµηνευθούν αρχικά στις 

8 ώρες που µπορεί να δωθεί θετική ταυτοποίηση του είδους S. lugdunensis, ενώ 

εκείνη την ώρα ο S. epidermidis παράγει ακόµα αρνητικά αποτελέσµατα. Η θετική 

αντίδραση υποδεικνύεται από αλκαλοποίηση του µέσου, µε αλλαγή στο αρχικό 

γκρίζο χρώµα ή ελαφρώς κίτρινο σε βιολετί. To κ ίτρινο χρώµα µετά από 24 ώρες 

υποδεικνύει το αρνητικό αποτέλεσµα. 

Συµβατικός ζωµός ουρίας ή άγαρ έχουν χρησιµοποιηθεί για να ανιχνευτεί η 

δραστικότητα ουρεάσης σε σταφυλοκοκκικά είδη. Η δοκιµασία ανιχνεύει την 

απελευθέρωση αµµωνίας από την ουρία, που οδηγεί σε αύξηση του pH η οποία 

εµφανίζεται µέσω του δείκτη κόκκινης φαινόλης που αλλάζει χρώµα από κίτρινο σε 

κόκκινο ή κερασόχρωµο. Μικρογραφίες των δοκιµασιών ουρεάσης σε ζωµό έχουν 

ενσωµατωθεί σε ποικίλα εµπορικά βιοχηµικά πάνελ δοκιµασίας για την ταυτοποίηση 

σταφυλοκοκκικών ειδών. Τα είδη S. epidermidis, S. inermedius και µερικά στελέχη 

του S. saprophyticus είναι συνήθως ουρεάση θετικά. 

Ανίχνευση υψηλών επιπέδων δραστικότητας β -γαλακτοσιδάσης για τη 

διαφοροποίηση συγκεκριµένων σταφυλοκοκκικών ειδών µπορεί να επιτευχθεί µε 

εµπορικά βιοχηµικά  πάνελ δοκιµασίας που χρησιµοποιούν 2-ναφθυλ-β-D-

γαλακτοπυρανοσίδη σαν υπόστρωµα. Γρήγορο µπλε BB άλας σε 2-µεθοξυαιθανόλη 

προστίθεται στη δοκιµασία αρκετή ώρα µετά από την περίοδο επώασης για να 

ανιχνευθεί ελεύθερη β -ναφθόλη που απελευθερώνεται από τη β -γαλακτοσιδάση. Η 

θετική δραστικότητα υποδεικνύεται από ένα δαµασκηνί µωβ χρώµα. Με αυτή τη 
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δοκιµασία ο S. intermedius και τα περισσότερα στελέχη του S. saprophyticus είναι β-

γαλακτοσιδάση θετικά και ο S. schleiferi είναι ασθενώς ή µε καθυστέρηση θετικός. 

Η παραγωγή ακετοΐνης από γλυκόζη ή πυροσταφυλικό είναι ένα χρήσιµο 

εναλλακτικό χαρακτηριστικό για το διαχωρισµό του S. aureus (θετική) από στελέχη 

των κοαγκουλάση-θετικών ειδών S. intermedius (αρνητική) και S. hyicus (αρνητική). 

Mία συµβατική µέθοδος µε τον δοκιµαστικό σωλήνα Voges-Proskauer ή η πιο ταχεία 

µέθοδος µε χάρτινους δίσκους των Davis και Hoyling (Davis GHG et al, 1973) 

προτείνονται για τη δοκιµασία αυτή. Η ακρίβεια της µεθόδου µε τους δίσκους είναι 

συγκρίσιµη µε αυτή της συµβατικής µεθόδου Voges-Proskauer που απαιτεί 

περισσότερο χρόνο επώασης. Εναλλακτικά, η παραγωγή ακετοΐνης µπορεί να 

προσδιοριστεί µε τη χρήση των ταµπλετών της Key Scientific Products ή µε µία 

µικρογραφία της δοκιµασίας Voges-Proskauer που βρίσκεται ενσωµατωµένη σε 

ποικίλα εµπορικά βιοχηµικά πάνελ δοκιµασίας για την ταυτοποίηση 

σταφυλοκοκκικών ειδών. 

Μία απλή δοκιµασία έγχυσης σε δίσκο για τον υπολογισµό της ευαισθησίας 

στη νοβοβιοκίνη και για τον διαχωρισµό του S. saprophyticus από άλλα κλινικά 

σηµαντικά είδη µπορεί να εκτελεστεί µε τη χρήση δίσκου νοβοβιοκίνης των 5 µg είτε 

πάνω σε P άγαρ (Kloos WE et al, 1975), είτε σε Mueller Hinton άγαρ (Almeida RJ 

et al, 1982), είτε σε αιµατούχο άγαρ προβάτου πρωτοταγούς σόγιας (Goldstein J et 

al, 1983). Με ένα µικροβιακό ενοφθάλµισµα ισοδύναµο σε θολερότητα µε 0.5 

McFarland πρότυπο αδιαφάνειας και επώαση στους 35 µε 37 ºC για 24 ώρες, η 

αντοχή στη νοβοβιοκίνη υποδεικνύεται από ζώνη αναστολής διαµέτρου ≤16 mm µε 

οποιοδήποτε από αυτά τα θρεπτικά µέσα. Η αντοχή στη νοβοβιοκίνη είναι εγγενής 

στον S. saprophyticus και σε πολλά άλλα είδη, αλλά σπάνια στα υπόλοιπα κλινικά 

σηµαντικά είδη. 

Μία απλή δοκιµασία έγχυσης σε δίσκο για τον υπολογισµό της ευαισθησίας 

στην πολυµυξίνη Β  για να διαχωριστούν πολλά από τα κλινικά σηµαντικά είδη 

µπορεί να γίνει µε την χρήση ενός δίσκου πολυµυξίνης Β των 300 µονάδων (Herbert 

GA et al, 1988). Η δοκιµασία αυτή µπορεί να εκτελεστεί σε οποιοδήποτε από τα 

µέσα που προαναφέρθηκαν και στο προσδιορισµό της αντοχής στη νοβοβιοκίνη. 

Ωστόσο, η µεγαλύτερη βάση δεδοµένων έχει εξασφαλιστεί µε τη χρήση του 

αιµατούχου άγαρ προβάτου πρωτοταγούς σόγιας. Οι συνθήκες δοκιµασίας θα έπρεπε 

να είναι παρόµοιες µε αυτές της αντοχής της νοβοβιοκίνης. Το δισκίο των 5 µg 

νοβοβιοκίνης και το δισκίο των 300 µονάδων πολυµυξίνης Β  µπορούν να 
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χρησιµοποιηθούν στο ίδιο ενοφθαλµισµένο τρυβλίο. Η αντοχή στην πολυµυξίνη Β 

ορίζεται από µία ζώνη αναστολής διαµέτρου  <10 mm. Τα είδη S. aureus, S. 

epidermidis, S. hyicus και S. chromogenes είναι συνήθως ανθεκτικά όπως επίσης 

µερικά στελέχη του S. lugdunensis (Herbert GA, 1990). 

Η παραγωγή οξέων από υδατάνθρακες µπορεί να ανιχνευθεί χρησιµοποιώντας 

τη µέθεδο σε τρυβλία άγαρ των Kloos και Schleifer (Kloos WE et al, 1975). Οι 

αντιδράσεις υδατανθράκων επίσης ενσωµατώνονται σε ποικίλα εµπορικά βιοχηµικά 

πάνελ δοκιµασίας για την ταυτοποίηση σταφυλοκοκκικών ειδών. Αυτά τα 

συστήµατα χρησιµοποιούν ένα, πιο ευαίσθητο στα οξέα, δείκτη από το µωβ της 

βρωµοκρεσόλης (pH ≤ 5.2) που χρησιµοποιείται στη µέθοδο µε τα τρυβλία µε άγαρ. 

Για αυτόν και άλλους λόγους, τα αποτελέσµατα των συµβατικών δοκιµασιών 

υδατανθράκων µπορεί να είναι ελαφρώς διαφορετικά από αυτά που λαµβάνονται από 

τα εµπορικά πάνελ δοκιµασίας.  

 Η παραγωγή οξέων από µαλτόζη και σουκρόζη και η απουσία παραγωγής 

οξέων από τρεχαλόζη και µαννιτόλη µπορούν να διαχωρίσουν τον S. epidermidis από 

άλλα είδη ευαίσθητα στη νοβοβιοκίνη. Μερικά ασυνήθη στελέχη αυτών των ειδών 

παράγουν οξέα από τρεχαλόζη. Αυτά τα στελέχη µπορούν να διαχωριστούν από άλλα 

είδη βασιζόµενα στην δραστικότητα φωσφατάσης, στην αναερόβια ανάπτυξη σε 

θειογλυκολικό, στην αντοχή στην πολυµυξίνη Β, στη µορφολογία των αποικιών και 

στην απουσία της δραστικότητας της αποκαρβξυλάσης της ορνιθίνης και της 

πυρρολιδονάσης.  

 Παραγωγή οξέων από τρεχαλόζη, µανόζη, µαλτόζη και σακχαρόζη και 

απουσία παραγωγής από µανιτόλλη βοηθάνε στην ταυτοποίηση του S. lugdunensis. 

Ο S. schleiferi παράγει οξέα από µανόζη και ορισµένες φορές από τρεχαλόζη αλλά 

δεν παράγει οξέα από µανιτόλλη, µαλτόζη και σακχαρόζη. Η παραγωγή οξέων από 

σακχαρόζη και τυρανόζη και απουσία παραγωγής από µανόζη, ξυλόζη, σελοβιόζη, 

αραβινόζη  και ραφινόζη µπορούν να διαχωρίσουν τον S. saprophyticus από άλλα 

νοβοβιοκίνη-ανθεκτικά είδη. 
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II.4.2 Ταυτοποίηση µε Εµπορικά Συστήµατα 

 

Πολλοί κατασκευαστές εµπορικών συστηµάτων ταυτοποίησης και 

αυτοµατοποιηµένων µηχανηµάτων έχουν δηµιουργήσει προϊόντα που µπορούν να 

ταυτοποιήσουν ένα µεγάλο αριθµό σταφυλοκοκκικών ειδών µε ακρίβεια από 70 εώς 

> 90% µε σχετική ταχύτητα και απλοϊκότητα (Kloos WE et al, 1994, Pfaller MA et 

al, 1988). Από την εισαγωγή τους τα συστήµατα αυτά έχουν εξελιχθεί και πλέον 

ταυτοποιούν περισσότερα είδη. Η αξιοπιστία τους θα συνεχίσει να αυξάνει σαν 

αποτέλεσµα µιας συνεχώς αυξανόµενης βάσης δεδοµένων και ανάπτυξη πιο ικανών 

να διακρίνουν δοκιµασιών. Οι S. aureus, S. epidermidis, S. capitis, S. haemolyticus, S. 

saprophyticus, S. simulans και S. intermedius µπορούν να ταυτοποιηθούν αξιόπιστα 

από τα περισσότερα εµπορικά συστήµατα που είναι τώρα διαθέσιµα.  

Τα συστήµατα ταυτοποίησης που είναι τώρα διαθέσιµα είναι τα RAPIDEC 

Staph (ταυτοποίηση του S. aureus, S. epidermidis και S. saprophyticus) και API 

Staph (bioMérieux Vitek; Inc., Hazelwood, Mo.), το Vitek ένα εντελώς 

αυτοµατοποιηµένο µικροβιολογικό σύστηµα που χρησιµοποιεί µία κάρτα 

ταυτοποιήσης Gram-θετικών βακτηρίων (Gram Positive Identification Card, GPI 

Card) (bioMérieux Vitek; Inc., Hazelwood, Mo.), το πάνελ MicroScan ταυτοποίησης 

Gram-θετικών βακτηρίων (µπορεί να ερµηνευτεί χειροκίνητα ή µε τη βοήθεια του 

µηχανήµατος MicroScan) και το πάνελ MicroScan ταχείας ταυτοποίσης Gram-

θετικών βακτηρίων (που ερµηνεύεται µε τα συστήµατα WalkAway, επιπρόσθετα τα 

πάνελ ταυτοποίησης είναι διαθέσιµα µε αντιµικροβιακούς παράγοντες για δοκιµασίες 

ευαισθησίας) (Dade MicroScan, Inc., West Sacramento, Calif.), το σύστηµα 

ταυτοποίησης Gram-θετικών βακτηρίων Crystal,  το σύστηµα ταχείας ταυτοποίησης 

Gram-θετικών βακτηρίων Crystal,  το πάνελ Gram-θετικών βακτηρίων Pasco 

MIC/ID και το Phoenix ένα αυτοµατοποιηµένο σύστηµα ταυτοποίησης (Becton 

Dickinson Biosciences), το GP  MicroPlate πάνελ δοκιµασίας (ερµηνεύεται 

χειροκίνητα χρησιµοποιώντας το σύστηµα Biolog MicroLog ή αυτόµατα µε το 

σύστηµα Biolog MicroStation) (Biolog, Hayward, Calif.), το µικροβιακό σύστηµα 

ταυτοποίησης MIDI Sherlock (MIS), που αυτοµατοποιεί τη µικροβιακή ταυτοποίηση 

συνδυάζοντας ανάλυση των λιπαρών οξέων µε αέρια χρωµατογραφία υψηλής-

ανάλυσης µε χρήση ηλεκτρονικού υπολογιστή (MIDI, Newark, Del.) και το σύστηµα 

µικροβιακού χαρακτηρισµού RiboPrinter (Qualicon, Inc. Wilmington, Del.), που 

βασίζεται στην ανάλυση προτύπων ριβοτυπίας. Ταχεία ταυτοποίηση του είδους S. 
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aureus µπορεί να γίνει χρησιµοποιώντας το σύστηµα ταυτοποίησης καλλιεργειών 

AccuProbe για τον S. aureus (Gen-Probe, Inc., San Diego, Calif.). Η δοκιµασία αυτή 

είναι ένας ιχνηθέτης DNA που συνδέεται άµεσα µε το rRNA και είναι αυξηµένης 

ακρίβειας (≥95% ειδικότητα) (Allaouchiche B et al, 1996).  

  

II.4.3 Επιδηµιολογική Τυποποίηση µε Μοριακές Μεθόδους 

 

Η τυποποίηση στελεχών µπορεί να επιτευχθεί µε µία ποικιλία µεθόδων 

συµπεριλαµβανοµένης της εξέτασης των φαινοτυπικών και γενοτυπικών 

χαρακτηριστικών. Οι περισσότερες δοκιµασίες απαιτούν ειδικά θρεπτικά µέσα, 

τεχνικές και/ή εξοπλισµό και θα γίνοταν καλύτερα σε ένα εργαστήριο αναφοράς.  

Τα περισσότερα είδη σταφυλοκόκκων φέρουν ποικιλία διαφορετικών 

πλασµιδίων (Kloos WE et al, 1981). Συνεπώς, η πλασµιδιακή σύνθεση ενός 

στελέχους µπορεί να χρησιµεύσει ως πολύτιµο όργανο τυποποίησης στελεχών. Στα 

περισσότερα σταφυλοκοκκικά είδη υπάρχει συσχέτιση ανάµεσα στο πρότυπο 

αντιµικροβιακής αντοχής και στην παρουσία συγκεκριµένων πλασµιδίων που φέρουν 

γονιδία αντοχής. Εν προκειµένω, η πλασµιδιακή σύνθεση δεν είναι απολύτως 

ανεξάρτητη από το αντιβιόγραµµα. Για πλασµίδια µε ίδιο µέγεθος, η ανάλυση 

θραυσµάτων µε ενδονουκλεάσες περιορισµού µπορεί να µας παρέχει 

συµπληρωµατικές πληροφορίες για τον προσδιορισµό της ταυτότητας. Τέτοιου 

είδους πλασµίδια είναι διαφορετικά αν τα πρότυπα των θραυσµάτων τους είναι  

διαφορετικά σε µέγεθος. Δυστυχώς, ορισµένα κοινά πλασµίδια είναι υψηλά 

συντηρηµένα (για παράδειγµα µικρά πλασµίδια µε αντοχή στην τετρακυκλίνη [tetK] 

ή µικρά πλασµίδια µε αντοχή στην ερυθροµυκίνη [ermC]) και σ υχνά έχουν 

πανοµοιότυπα πρότυπα θραυσµάτων ανεξαρτήτως ποιο στέλεχος ή  ποιο είδος τα 

φέρει. Μερικά στελέχη, επίσης, παρουσιάζουν κλωνικές διαφορές στα πλασµιδιακά 

προφίλ τους. Η προσθήκη ή η διαγραφή ενός ολόκληρου πλασµιδίου ή ενός 

θραύσµατος περιορισµού µέσα σε ένα πλασµίδιο πολύ συχνά αντιπροσωπεύει αυτή 

την παραλλαγή, αν και παρατηρούνται ανασυνδυασµένα πλασµίδια.   

Η ανάλυση του προφίλ των κυτταρικών λιπαρών οξέων µπορεί να είναι 

χρήσιµη σαν εργαλείο προσυµπτωµατικού ελέγχου στις επιδηµιολογικές µελέτες, 

όπως επίσης και στην χρήση του στην τυποποίηση των σταφυλοκοκκικών ειδών και 

υποειδών. Η ηλεκτροφορητική ανάλυση ενζύµων πολλαπλών τόπων έχει αποδειχθεί 

να είναι χρήσιµη στη διάκριση στελεχών S. aureus που έχουν αποµονωθεί από 
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διαφορετικές πηγές. Οι µοριακές τεχνικές τυποποίησης που εξετάζουν το 

χρωµόσωµα, όπως η ηλεκτροφόρηση παλλόµενου πεδίου του γενωµικού DNA που 

έχει υποστεί πέψη µε SmaI (Bannerman TL et al, 1995, George CG et al, 1994) και 

η ριβοτυπία (Hadorn K et al, 1990, Thomson-Carter FM et al, 1989), έχουν 

επιτυχώς οριοθετήσει σταφυλοκοκκικά στελέχη. Η PFGE είναι µία από τις πιο 

χρήσιµες και αξιόπιστες µεθόδους τυποποίησης και θεωρείται το ‘gold standard’ για 

την επιδηµιολογική ανάλυση των εντεροκοκκικών λοιµώξεων. Λόγω της ανάγκης 

για εξειδικευµένο εξοπλισµό αλλά και λόγω της έλλειψης τυποποιηµένων συνθηκών 

ηλεκτροφόρησης και κριτήρια ερµηνείας των αποτελεσµάτων ακόµα περιορίζει την 

πιο εκτεταµένη εφαρµογή της τεχνικής αυτής, ειδικά για µελέτες µεγάλης χρονικής 

διάρκειας. Αν και θα αναµέναµε τα πρότυπα των θραυσµάτων περιορισµού να είναι 

σχετικά σταθερά και παρόµοια ανάµεσα στα µέλη του ίδιου κλώνου, µερική κλωνική 

διαφοροποίηση παρατηρείται σε συγκεκριµένα στελέχη σε σχέση µε τον αριθµό και 

µέγεθος των θραυσµάτων που είναι παρόντα. Η απόκτηση ή η απώλεια προφάγων, 

γεγονότα µετατόπισης και/ή γεγονότα ανασυνδυασµού µε εξω-χρωµοσωµικό DNA 

µπορεί να εξηγήσει τέτοιες διαφοροποιήσεις. Η PCR χρησιµοποιείται σαν µέθοδος 

γρήγορου ελέγχου για επιδηµιολογικές µελέτες σταφυλοκόκκων. Αλληλουχίες 

στόχους της α ποτελούν το γονίδιο της κοαγκουλάσης (Chiou CS et al, 2000), το 

γονίδιο της πρωτεΐνης Α (Oliveira DC et al, 2001), η διαγονιδιακή περιοχή των 

γονιδίων 16S και 23S rRNA (Villard L et al, 2000), το τυχαία ενισχυµένο 

πολυµορφικό DNA (Olmos A et al, 2000). Επίσης δύο µέθοδοι βασισµένες στη 

χρήση της PCR για την τυποποίηση στελεχών σταφυλοκόκκων είναι η  PCR που 

ενισχύει επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες (Repetitive sequence-based PCR, rep-

PCR) (Wieser M et al, 2000) και η ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive 

Intergenic Consensus-PCR) (Chaeib K et al, 2005). Το 1998 η τυποποίηση 

αλληλουχίας πολλαπλών τόπων (MLST) προτάθηκε σαν προσέγγιση βασισµένη στη 

νουκλεοτιδική αλληλουχία που µπορεί να εφαρµοστεί σε πολλά βακτηριακά 

παθογόνα, ένα εκ των οποίων και το γένος του σταφυλοκόκκου (Urwin R et al, 

2003). 
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II.5 ΛΟΙΜΩΞΕΙΣ  

 

Ο S. aureus είναι καλά τεκµηριωµένο ότι αποτελεί σηµαντικό ανθρώπινο παθογόνο. 

Σαν νοσοκοµειακό παθογόνο, ο S. aureus έχει αποτελέσει σηµαντική αιτία 

νοσηρότητας και θνητότητας. Οι πυογόνες λοιµώξεις από S. aureus συχνά, αν δεν 

αντιµετωπιστούν, µπορούν να εξαπλωθούν γρήγορα στους περιβάλλοντες ιστούς ή 

µέσω βακτηριαιµίας και µακρινές εστίες. Μερικές από τις λοιµώξεις που 

προκαλούνται από τον S. aureus περιλαµβάνουν το δέρµα όπως δοθιήνες, φλεγµονές, 

έκζεµατα προσώπου κ αι µετεγχειρητικές λοιµώξεις τραυµάτων σε διάφορες 

τοποθεσίες. Μερικές από τις πιο σοβαρές λοιµώξεις που παράγονται από τον S. 

aureus είναι η βακτηριαιµία, πνευµονία, οστεοµυελίτιδα, οξεία ενδοκαρδίτιδα, 

µυοκαρδίτιδα, περικαρδίτιδα, µηνιγγίτιδα, χοριοαµνιονίτιδα (Negishi H et al, 1998) 

και αποστήµατα των µυών, του ουρογεννητικού συστήµατος, του κεντρικού 

νευρικού συστήµατος και ποικίλων ενδοκοιλιακών οργάνων. Στελέχη του S. aureus 

που σχηµατίζουν µικρές αποικίες (SCVs) είναι ένας φυσικά εµφανιζόµενος 

υποπληθυσµός που µεγαλώνει αργά και παράγει µικρές αποικίες σε µέσα ρουτίνας. Ο 

πληθυσµός αυτός του S. aureus είναι πιο κοινός σε πληθυσµούς ασθενών που φέρουν 

ασυνήθιστα επίµονες λοιµώξεις, όπως η κυστική ίνωση ή η χρόνια οστυοµυελίτιδα 

και που είναι χρόνια εκτεθειµένοι σε αµινογλυκοσίδες και τριµεθοπρίµη-µεθοξαζόλη 

(Looney WJ, 2000, Proctor RA et al, 1998). Αν και οι λοιµώξεις από S. aureus σε 

παιδιά ή ενηλίκους µε κυστική ίνωση δεν επηρεάζουν σηµαντικά την αναπνευστική 

λειτουργία (Miall LS et al, 2001, Thomas SR et al, 1998), η συνεχής χρήση 

ανισταφυλοκοκκικής αντιµικροβιακής θεραπείας αυξάνει τον κίνδυνο αποικισµού µε 

Pseudomonas aeruginosa (Ratjen F et al, 2001). 

Η παρουσία του S. aureus στα τρόφιµα µπορεί να αποτελέσει πιθανό κίνδυνο 

για τη δηµόσια υγεία αφού πολλά στελέχη S. aureus παράγουν εντεροτοξίνες 

(Downes FP et al, 2001). Τα πιο κοινά συµπτώµατα της σταφυλοκοκκικής τροφικής 

δηλητηρίασης συµπεριλαµβάνουν έµετο και διάρροια, που λαµβάνουν χώρα 2 εώς 4 

ώρες µετά την πέψη της τοξίνης. Η ασθένεια µπορεί να είναι σχετικά ήπια (µε 

διάρκεια µόνο λίγες ώρες), αλλά µερικές περιπτώσεις µπορεί να χρήζουν 

νοσοκοµειακής περίθαλψης. Τροφές που συνήθως σχετίζονται µε σταφυλοκοκκική 

τροφική δηλητηρίαση είναι το κρέας, παράγωγα του κρέατος, σαλάτες, είδη 

αρτοποιίας µε γέµιση κρέµας και γαλακτοκοµικά προϊόντα. 
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Το σύνδροµο τοξικού σοκ (Toxic shock syndrome, TSS), µία εξωνοσοκοµειακή 

ασθένεια,  έχει επίσης αποδοθεί σε λοίµωξη ή αποικισµό από S. aureus. Ένας 

συγκεκριµένος κλώνος έχει αποδειχθεί ότι προκαλεί την πλειοψηφία των 

περιπτώσεων (Musser JM et al, 1990). Το TSS ήταν επικρατές σε νέες γυναίκες 

κατά τη διάρκεια της έµµηνου ρύσης που χρησιµοποιούσαν ένα συγκεκριµένο τύπο 

υψηλά απορροφητικών ταµπόν (Tierno Jr PM et al, 1989). To TSS συσχετίζεται µε 

στελέχη που παράγουν και εκκρίνουν την εξοτοξίνη 1 συνδρόµου τοξικού σοκ  

(TSST-1) (Schlievert PM et al, 1981). Η TSST-1 είναι µέλος της οικογένειας 

υπεραντιγόνων η οποία έχει την ικανότητα να διεγείρει τα Τ κύτταρα (Choi Y et al, 

1989) και επάγει τον παράγοντα νέκρωσης όγκων (Parsonnet J et al, 1988) και την 

κυτοκίνη ιντερλευκίνη-1 (Parsonnet J et al, 1985). Οι µέθοδοι για αναγνώριση 

παραγωγής της TSST-1 συµπεριλαµβάνουν τη ραδιοανοσολογική δοκιµασία, τη 

δοκιµασία ανοσοαπορρόφησης συνδεδεµένη µε ένζυµα (Miwa K et al, 2000), την 

ανεστραµµένη παθητική συγκόλληση σε λάτεξ (Espersen F et al, 1988, Wieneke 

AA, 1988) και την PCR (Becker K et al, 1998, Johnson WM et al, 1993, Mehrotra 

M et al, 2000). Επίσης προκαλούνται λοιµώξεις από στελέχη που παράγουν 

αποφολιδωτική τοξίνη (Exfoliative Toxin, ET), η οποία προκαλεί το σύνδροµο του 

«ζεµατισµένου δέρµατος» (Staphylococcal Scalded Skin Syndrome, SSSS), µία 

ασθένεια που προσβάλλει κυρίως βρέφη και χαρακτηρίζεται από την απώλεια των 

επιφανειακών στιβάδων του δέρµατος, αφυδάτωση, και δευτερογενείς µολύνσεις 

(Bukowski M et al, 2010). 

Ο µεθικιλλίνη ανθεκτικός S. aureus (MRSA) άρχισε να εµφανίζεται τη 

δεκαετία του 1980 σαν µείζων κλινικό και επιδηµιολογικό πρόβληµα στα 

νοσοκοµεία. Επί του παρόντος, νοσοκοµεία όλων των µεγεθών αντιµετωπίζουν 

πρόβληµα µε τους MRSA. Συστάσεις για τη διαχείριση και τον έλεγχο των MRSA 

έχουν γίνει διαθέσιµες από πολλαπλούς φορείς (Halcomb EJ et al, 2008, Gerber SI 

et al, 2006, Cooper BS et al, 2004). Η ρινική µεταφορά του MRSA έχει προταθεί ως 

παράγοντας επικινδυνότητας για την ανάπτυξη λοιµώξεων. Στρατηγικές για την 

εξάλειψη της κλινικής µεταφοράς των ειδών αυτών, µε επακόλουθο να µειωθούν τα 

ποσοστά λοίµωξης, έχει προτείνει ο Kluytmans (Kluytmans J et al, 1997). 

Τα είδη των κοαγκουλάση-αρνητικών σταφυλοκόκκων (Coagulase-negative 

Staphylococcus, CoNS) συνιστούν µείζων συστατικό της φυσιολογικής 

µικροχλωρίδας των ανθρώπων. Ο ρόλος των CoNS ειδών στο να προκαλούν 

νοσοκοµειακές λοιµώξεις έχει αναγνωριστεί και καταγραφεί τις τελευταίες τρεις 
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δεκαετίες, ειδικά για το είδος S. epidermidis. Τα ποσοστά µόλυνσης σχετίζονται µε 

την αύξηση στη χρήση προσθετικών και µόνιµων συσκευών και τον αυξανόµενο 

αριθµό των ανασοκατασταλµένων ασθενών στα νοσοκοµεία. Υφίσταται ανάγκη για 

ακριβή ταυτοποίηση των CoNS για να καταστεί δυνατή η ακριβής σκιαγράφηση της 

κλινικής ασθένειας που παράγεται από την βακτηριακή αυτή ο µάδα και ο 

προσδιορισµός του αιτιολογικού παράγοντα (Beekmann SE et al, 2005). Ο S. 

epidermidis έχει καταγραφεί ως παθογόνο σε ποικίλες περιπτώσεις όπως 

βακτηριαιµία, ενδοκαρδίτιδα έµφυτης και προσθετικής βαλβίδας, λοιµώξεις 

χειρουργικών τραυµάτων, ουροποιητικού συστήµατος, προσθετικών κλειδώσεων, 

εγκεφαλονωτιαίου υγρού, οφθαλµολογικές και σχετιζόµενες µε ενδοαγγειακούς 

καθετήρες (Crossley KB et al, 1997, Isaacs D, 2003). Ο S. saprophyticus είναι 

σηµαντικό ευκαιριακό παθογόνο στις ανθρώπινες λοιµώξεις του ουροποιητικού 

συστήµατος, ειδικά σε νέες, σεξουαλικά ενεργές γυναίκες. Έχει προταθεί ως αίτιο µη 

γονοκοκκικής ουριθρίτιδας σε άνδρες ή σαν αίτιο άλλων σεξουαλικώς 

µεταδιδόµενων ασθενειών, προστατίτιδας, λοιµώξεων τραυµάτων και σηψαιµίας. Ο 

S. haemolyticus, το δεύτερο πιο συχνά απαντούµενο είδος CoNS που σχετίζεται µε 

ανθρώπινες λοιµώξεις, έχει ενοχοποιηθεί για ενδοκαρδίτιδα έµφυτης και 

προσθετικής βαλβίδας, σηψαιµία, περιτονίτιδα, λοιµώξεις του ουροποιητικού 

συστήµατος, και λοιµώξεις τραυµάτων, οστών και κλειδώσεων (Kloos WE et al, 

1994, Rupp ME et al, 1994). Ο S. lugdunensis έχει αναφερθεί ότι αποτελεί κύρια 

αιτία ενδοκαρδίτιδας (Patel R et al, 2000). Η επιθετική φύση των λοιµώξεων αυτών, 

η ανάγκη για αντικατάσταση βαλβίδων και το υψηλό ποσοστό θνητότητας 

υποδηλώνουν ότι η γρήγορη αναγνώριση του S. lugdunensis είναι απαραίτητη έτσι 

ώστε να χορηγείται η απαραίτητη αντιµικροβιακή θεραπεία και να έχουν καλύτερη 

έκβαση οι  ασθενείς. Ο S. lugdunensis  έχει επίσης συσχετιστεί µε αρθρίτιδα, 

βακτηριαιµία, λοιµώξεις καθετήρων, λοιµώξεις προσθετικών αρθρώσεων και 

λοιµώξεις του ουροποιητικού συστήµατος. 

Άλλα είδη CoNS έχουν συσχετιστεί µε πληθώρα λοιµώξεων. Για παράδειγµα 

τα είδη S. capitis, S. caprae, S. saccharolyticus, S. simulans και S. warneri 

εµπλέκονται σε περιστατικά ενδοκαρδίτιδας, τα είδη S. capitis, S. hominis, S. 

Schleiferi, S. simulans και S. warneri εµπλέκονται σε περιστατικά σηψαιµίας, τα είδη 

S. warneri και S. simulans εµπλέκονται σε περιστατικά οστεοµυελίτιδας, το είδος S. 

cohnii εµπλέκεται σε περιστατικά ενδοκαρδίτιδας έµφυτης και προσθετικής βαλβίδας 

και πνευµονίες, τα είδη S. cohnii, S. xylosus, S. schleiferi, S. hominis και S. caprae 
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εµπλέκονται σε λοιµώξεις του ουροποιητικού συστήµατος, τα είδη S. caprae και S. 

cohnii εµπλέκονται µε περιστατικά αρθρίτιδας, τα είδη S. schleiferi και S. caprae 

εµπλέκονται µε λοιµώξεις τραυµάτων και αρθρώσεων και περιστατικά 

οστεοµυελίτιδας, και τα είδη S. capitis, S. schleiferi και S. Warneri  εµπλέκονται µε 

λοιµώξεις καθετήρων (Calvo J et al, 2000, Kloos WE et al, 1994, Rupp ME et al, 

1994). Σε πολλές περιπτώσεις ασθενείς µε λοιµώξεις που προκαλούνται από CoNS 

έχουν προδιάθεση για κάποια ασθένεια ή υποκείµενες νόσους που επηρεάζουν το 

ανοσοποιητικό τους σύστηµα και έχουν επίσης χειρουργηθεί ή είχαν δεχτεί 

ενδοαγγειακούς χειρισµούς.  

 

II.6 ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΑ  

 

Κάθε ανθρώπινος οργανισµός είναι αποικισµένος από S. epidermidis. Οι 

φυσιολογικοί βιότοποι αυτών των σταφυλοκόκκων είναι το δέρµα και οι βλεννώδεις 

µεµβράνες. Οι κύριοι βιότοποι των πιο παθογενών ειδών S. aureus, είναι η πρόσθια 

ρινική κοιλότητα και το περίνεο. 

Τα νεογνά είναι ήδη αποικισµένα από S. epidermidis και συχνά και από S. 

aureus. Τα νεογνά συνήθως προσλαµβάνουν πρώτα S. aureus στο δέρµα και κατόπιν 

στη µύτη (Mevissen-Verhage EAE et al, 1997, Kauffman CA et al, 1997). Λίγο 

µετά την νεογνική περίοδο µερικά άτοµα γίνονται µόνιµοι φορείς, συχνά µε το ίδιο 

στέλεχος. Αν και µερική διασπορά S. aureus µπορεί να εµφανιστεί µέσα σε µία 

οικογένεια, γενικά η φυσιολογική χλωρίδα της µύτης αποτρέπει την απόκτηση νέων 

στελεχών (Hollis RJ et al, 1995). Ωστόσο, αποικισµός µε άλλα στελέχη µπορεί να 

συµβεί όταν λαµβάνεται αντιβιοτική θεραπεία που οδηγεί στην αποβολή του 

ευαίσθητου στελέχους φορέα. Επειδή αυτή η περίπτωση συµβαίνει σε νοσοκοµεία, οι 

ασθενείς µπορεί να αποικιστούν από ανθεκτικούς σταφυλοκόκκους. Η συχνότητα 

φορείας του S. aureus σε µυκτήρες ατόµων εκτός νοσοκοµείου ποικίλει από 10% εώς 

40%. Οι ασθενείς νοσοκοµείων και το προσωπικό έχουν υψηλότερες συχνότητες 

φορείας. Οι συχνότητες φορείας των ασθενών µπορεί να αυξηθεί κατά τη διάρκεια 

της παραµονής τους στο νοσοκοµείο µέσω αποικισµού και νοσοκοµειακής 

µετάδοσης. Οι συχνότητες είναι ιδιαίτερα υψηλές σε ασθενείς που κάνουν 

αιµοδιάλυση και επίσης σε διαβητικούς, χρήστες ναρκωτικών και ασθενείς που 

έχουν µία ποικιλία από δερµατικές καταστάσεις (Frenay HME et al, 1992, Boyce 

JM, 1997). 
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Η κατάσταση φορείας είναι κλινικά σηµαντική γιατί οι φορείς έχουν 

περισσότερες λοιµώξεις µετεγχειρητικά από αυτούς που δεν είναι φορείς. Αυτό έχει 

οδηγήσει στην εφαρµογή µουπιροκίνης (τοπικού αντιβιοτικού) στο ανώτερο 

αναπνευστικό σε µερικά κέντρα πριν από τ ις εγχειρήσεις ανοιχτής καρδιάς για να 

µειωθούν οι  περιπτώσεις µετεγχειρητικών µολύνσεων των τραυµάτων (Kluytmans 

JA et al, 1995). Η διασπορά µέσω των φορέων είναι πολύ σηµαντική, γιατί αυτοί 

µεταδίδουν τους σταφυλοκόκκους όχι µόνο µε απευθείας επαφή αλλά και µε 

αεροµεταφορά. Σοβαροί περινεϊκοί µεταφορείς σχεδόν πάντοτε διασπείρουν µεγάλες 

ποσότητες σταφυλοκόκκων. Οι σταφυλόκοκκοι µπορεί να συσσωρευθούν στα ρούχα 

και στο κρεβάτι των διασπορέων και µπορεί να διασπαρθούν όταν αυτά 

µετακινηθούν. Μόρια σκόνης π ου φέρουν σταφυλοκόκκους µπορούν να 

µεταφερθούν για σηµαντικές αποστάσεις. 

 

II.6.1 Κοαγκουλάση-Αρνητικοί Σταφυλόκοκκοι 

 

Η υψηλή επικράτηση των κοαγκουλάση-αρνητικών σταφυλοκόκκων στο δέρµα και η 

συχνή εµφύτευση ξένων συσκευών κατά τη διάρκεια της νοσηλείας παρέχουν σε 

αυτά τα βακτήρια µία ιδανική ευκαιρία να προκαλέσουν µολύνσεις. Κοινά 

χαρακτηριστικά των µολύνσεων από κοαγκουλάση αρνητικούς σταφυλοκόκκους: 

• Είναι συνήθως νοσοκοµειακοί 

• O S. epidermidis είναι το πιο σύνηθες κλινικά είδος  

• Συσχετίζονται µε εµφυτευµένες ξένες συσκευές όπως ενδοαγγειακοί καθετήρες ή 

προσθετικές βαλβίδες καρδιάς. 

Η αξιολόγηση της νοσοκοµειακής δεξαµενής κοαγκουλάση-αρνητικών 

σταφυλοκόκκων παραµένει προβληµατική επειδή αυτά τα βακτήρια αποτελούν 

µέρος της φυσιολογικής χλωρίδας του δέρµατος. Αν και πολλά συστήµατα 

ταυτοποίησης έχουν βοηθήσει στη διαλεύκανση της επιδηµιολογίας τους (John JF et 

al, 1993), στην αξιολόγηση της µετάδοσης τους και τον προσδιορισµό των επιδηµιών 

νοσοκοµειακών λοιµώξεων, λίγα είναι γνωστά για τη νοσοκοµειακή δεξαµενή των 

κοαγκουλάση-αρνητικών σταφυλοκόκκων, περιλαµβάνοντας τ α µεθικιλλίνη 

ανθεκτικά στελέχη. Αυτά τα στελέχη λειτουργούν ως δεξαµενή γονιδίων 

αντιµικροβιακής αντοχής που µπορούν να µεταφερθούν σε άλλους Gram-θετικούς 

οργανισµούς, συµπεριλαµβανοµένων στελεχών S.aureus. H National Nosocomial 
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Infection Survey, NNIS των ΗΠΑ ανακάλυψε ότι, ανάµεσα στο 1980 και στο 1989, 

η εµφάνιση των κοαγκουλάση-αρνητικών σταφυλοκόκκων σαν αιτία των 

νοσοκοµειακών βακτηριαιµιών αυξήθηκε από 9% στο 27% και έγινε η πιο κοινή 

αιτία αυτών των λοιµώξεων. Επιπλέον, στοιχεία του NNIS αποκαλύπτουν ότι κατά 

τη διάρκεια εκείνης της περιόδου η αναλογία των MR κοαγκουλάση-αρνητικών 

σταφυλοκόκκων αυξήθηκε από 20% στο 60%. Στοιχεία από την παγκόσµια µελέτη 

SENTRY υποδεικνύουν ότι ανεξάρτητα α πό γεωγραφική προέλευση, 70-75% των 

κοαγκουλάση-αρνητικών σταφυλοκόκκων είναι ανθεκτικοί στη µεθικιλλίνη.  

Οι κοαγκουλάση-αρνητικοί σταφυλόκοκκοι (CoNS) είναι τα πιο σηµαντικά 

παθογόνα που προκαλούν µολυσµατικές ασθένειες. Οι CoNS έχουν αναφερθεί ως οι 

τρίτοι πιο διαδεδοµένοι αιτιολογικοί παράγοντες νοσοκοµειακών λοιµώξεων 

(Murray PR et al, 2003, Mayhall CG, 2004). Οι CoNS είναι σηµαντικά παθογόνα 

και εµφανίζονται συχνά σε νοσοκοµειακούς χώρους και αντιπροσωπεύουν την 

πλειοψηφία των νοσοκοµειακών λοιµώξεων (Von Eiff C et al, 2001). Η λοίµωξη 

είναι η κύρια επιπλοκή που σχετίζεται µε τη χρήση ξένων σωµάτων, όπως είναι οι 

καθετήρες. Βασιζόµενοι στον τύπο της συσκευής και στην περιοχή εισαγωγής της, 

δηµιουργούνται ποικίλα σύνδροµα λοιµώξεων σε συνδυασµό µε τους CoNS όπως για 

παράδειγµα: περιτονίτιδα, σηψαιµία, ενδοκαρδίτιδα (Heilman C et al, 2000). Αυτά 

τα βακτήρια συνήθως µολύνουν ανοσοκατεσταλµένους ασθενείς, όπως πρόωρα 

νεογνά και ασθενείς µε λευχαιµία ή επάγουν άλλες κακοήθεις ασθένειες που 

προκαλούν ουδετεροπενία µετά από λήψη κυτοτοξικών παραγόντων (Souvenir D et 

al, 1998). Μόνο 16 κοαγκουλάση-αρνητικά είδη έχουν εντοπιστεί σε δείγµατα 

ανθρώπινης προέλευσης. Ανάµεσα στoυς CoNS, ο Staphylococcus epidermidis 

αποτελεί κύρια αιτία λοιµώξεων κυρίως σε νοσοκοµειακούς ασθενείς µε µόνιµα ξένα 

σώµατα και σε ανοσοκατεσταλµένους ασθενείς (Piette A et al, 2009). O S. 

epidermidis έχει προκαλέσει σε ορισµένες περιπτώσεις βακτηριαιµίες, λοιµώξεις 

χειρουργικών τραυµάτων (Livermore DM, 2000), κερατίτιδες, οστεοµυελίτιδες, 

λοιµώξεις τραυµάτων, ωτίτιδες, ενοφθαλµίτιδες και λοιµώξεις ουροποιητικού 

συστήµατος (Heilman C et al, 2000). 

Πρόσφατα η χρήση αντιβιοτικών ευρέως φάσµατος για θεραπεία λοιµώξεων 

οδηγούν σε CoNS βακτήρια που αυξάνουν την ανάπτυξη της αντοχής στα 

αντιβιοτικά. Αποτέλεσµα αυτού ήταν η ανάπτυξη µεγάλων ποσοτήτων 

νοσοκοµειακών στελεχών CoNS που είναι ανθεκτικά σε ποικίλα αντιβιοτικά 

(Shubhra S et al, 2008) και αποδείχθηκε ότι 80 µε 90% των CoNS στελεχών που 
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αποµονώνονται από ανθρώπινα δείγµατα παράγουν β -λακταµάσες (Diekema et al, 

2001). Οι S. epidermidis, S. haemolyticus, S. warneri, S. hominis και S. saprophyticus 

ανάµεσα στα CoNS είδη έχει αποδειχθεί ότι εµφανίζουν ανεβασµένα επίπεδα 

αντοχής σε ποικιλία αντιβιοτικών (York MK et al, 1996). Τα περισσότερα από αυτά 

τα στελέχη ήταν ανθεκτικά και σε πολλούς άλλους αντιµικροβιακούς παράγοντες 

(Diekema DJ et al, 2001). Υπάρχει, λοιπόν, µία συσχέτιση ανάµεσα στη δραµατική 

αύξηση των κοαγκουλάση-αρνητικών σταφυλοκόκκων σαν αιτία των 

νοσοκοµειακών λοιµώξεων και στην αντοχή των παθογόνων αυτών σε 

αντιµικροβιακούς παράγοντες (Archer GL et al, 1994). 

 

III. ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΑΝΤΟΧΗΣ 

III.1 ΓΕΝΙΚΟΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΑΝΤΟΧΗΣ ΕΝΤΕΡΟΚΟΚΚΩΝ ΣΤΑ 

ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΑ 

 

Ένα ιδιαίτερο χαρακτηριστικό της επικράτησης των εντεροκόκκων σαν αιτία 

νοσοκοµειακών λοιµώξεων είναι η συνεχώς αυξανόµενη αντοχή τους σε µεγάλο 

εύρος αντιµικροβιακών παραγόντων. Παρουσιάζουν ενδογενή αλλά και επίκτητη 

αντοχή (Hunt CP, 1998).  

 

III.1.1 Ενδογενής Αντοχή 

 

Οι εντερόκοκκοι εµφανίζουν ενδογενή αντοχή στις κεφαλοσπορίνες, τις 

µονοβακτάµες, τις α µινογλυκοσίδες (χαµηλά επίπεδα), την κλινδαµυκίνη και την 

κοτριµοξαζόλη. Η αντοχή τους στις κεφαλοσπορίνες οφείλεται στη χαµηλή 

συγγένειά τους µε τις πενικιλλίνο-δεσµευτικές πρωτεΐνες (penicillin binding 

proteins,, PBPs), που τους επιτρέπει να συνθέσουν συστατικά του κυτταρικού 

τοιχώµατος ακόµα και παρουσία των εν λόγω αντιβιοτικών (Murray BE et al, 

1990B). Τα είδη E. gallinarum και E. casseliflavus έχουν ενδογενή αντοχή στη 

βανκοµυκίνη (Murray PR et al, 2003). 

Οι εντερόκοκκοι εµφανίζουν ενδογενώς χαµηλού ε πιπέδου αντοχή στις 

αµινογλυκοσίδες (Minimum Inhibitory Concentration, MIC 6.2 εώς 50 µg/ml) που 

σχετίζεται µε µειωµένη διαπερατότητα τ ου κυτταρικού τοιχώµατος για τις 

αµινογλυκοσίδες, η οποία µπορεί να αυξηθεί όταν οι  εντερόκοκκοι εκτεθούν σε µία 

β-λακτάµη (Isenberg HD, 1992). 
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III.1.2 Επίκτητη Αντοχή 

 

Η επίκτητη αντοχή στους εντεροκόκκους µπορεί να προκύψει είτε µέσω 

µεταλλάξεων που συµβαίνουν στο ήδη υπάρχον DNA είτε µέσω απόκτησης 

πλασµιδίων ή τρανσποζονίων. Έτσι, υψηλού επιπέδου αντοχή στις αµινογλυκοσίδες 

(MIC ≥2000 µg/ml) προκαλείται συνήθως από παραγωγή ενζύµων και οφείλεται σε 

µεταφερόµενα πλασµίδια. Η υψηλή αντοχή στη γενταµικίνη συσχετίζεται µε ένα 

διλειτουργικό ένζυµο που φέρει δράσεις ακετυλάσης (6’) και φωσφοτρανσφεράσης 

(2’) (Isenberg HD, 1992) και το οποίο προκαλεί αντοχή σε όλες τις αµινογλυκοσίδες 

εκτός από τη στρεπτοµυκίνη. Η υψηλού επιπέδου αντοχή στη στρεπτοµυκίνη µπορεί 

να είναι ριβοσωµικά φερόµενη ή λόγω της παραγωγής αδενυλοτρανσφεράσης της 

στρεπτοµυκίνης. Αυτά τα στελέχη παραµένουν ευαίσθητα στη γενταµικίνη. 

Υπό φυσιολογικές συνθήκες πεπτιδογλυκανικής σύνθεσης στους 

εντεροκόκκους, δύο µόρια D-Ala συνδέονται µέσω µίας λιγάσης για να σχηµατίσουν 

το D-Ala-D-Ala, που κατόπιν προστίθεται στο UDP-N-ακετυλοµουραµυλ-

τριπεπτίδιο για να σχηµατίσουν ένα UDP-N-ακετυλοµουραµυλ-πενταπεπτίδιο. Αυτό 

το πενταπεπτίδιο, όταν ενσωµατώνεται στη γέννεση της πεπτιδογλυκάνης 

(τρανσγλυκοζυλίωση), επιτρέπει τον σχηµατισµό γεφυρών (τρανσπεπτιδίωση) και 

συνισφέρει στην ενδυνάµωση του πεπτιδογλυκανικού στρώµατος (Eliopoulos GM, 

1997). Η βανκοµυκίνη προσδένεται µε µεγάλη συγγένεια στο άκρο του D-Ala-D-Ala 

των πενταπεπτιδικών πρόδροµων µονάδων, µπλοκάροντας την πρόσδεσή τους στο 

αυξανόµενο πεπτιδογλυκανικό στρώµα (Wu Z et al, 1995). Μέχρι σήµερα 6 γονίδια 

έχουν σχετιστεί µε την αντοχή στα γλυκοπεπτίδια στα εντεροκοκκικά είδη: vanA εώς 

vanG.  

Η αντοχή στη βανκοµυκίνη στον E. faecium έχει συσχετιστεί µε ταυτόχρονη 

αντοχή στην αµπικιλλίνη. Η αντοχή των στελεχών E. faecium στην αµπικιλλίνη 

εντοπίζεται συνήθως πριν ανιχνευθεί η αντοχή στη βανκοµυκίνη. H γενετική 

σύνδεση στον E. faecium ανάµεσα στην αµπικιλλίνη, την PBP-5 και τη βανκοµυκίνη 

(Suppola JP et al, 1999) µαζί µε κλινικές µελέτες που έχουν δείξει την πρότερη 

χρήση β -λακταµών σαν κύριο προδιαθεσικό παράγοντα, υποδεικνύουν ότι 

αντιµικροβιακοί παράγοντες όπως οι  κεφαλοσπορίνες συµβάλλουν στην εµφάνιση 

αντοχής στη βανκοµυκίνη στον E. faecium (Loeb M et al, 1999). 
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III.2 ΓΕΝΙΚΟΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΑΝΤΟΧΗΣ ΣΤΑΦΥΛΟΚΟΚΚΩΝ ΣΤΑ 

ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΑ 

 

Η αντοχή των σταφυλοκόκκων σε αντιµικροβιακούς παράγοντες είναι ένα συνεχώς 

αυξανόµενο πρόβληµα παγκοσµίως, ειδικά ανάµεσα στα νοσοκοµειακά παθογόνα. 

Οι σταφυλόκοκκοι έχουν γίνει µία από τις πιο σηµαντικές πηγές νοσοκοµειακών 

λοιµώξεων. Οι πολυανθεκτικοί σταφυλόκοκκοι αποτελούν ένα αυξανόµενο 

πρόβληµα για την ανθρώπινη υγεία. Η αύξηση λοιµογόνων S. aureus στελεχών 

ανθεκτικών, και ειδικά στη µεθικιλλίνη (MRSA), αποτελούν ένα σηµαντικό 

πρόβληµα στη θεραπεία και στον περιορισµό των σταφυλοκοκκικών λοιµώξεων 

(Livermore DM, 2000, M et al, 2008).  

Όταν η πενικιλλίνη παρουσιάστηκε στην κλινική πράξη το 1944, περισσότερα 

από το 94% των στελεχών S. aureus ήταν ευαίσθητα. Πολύ σύντοµα µετά την 

εισαγωγή της στην κλινική πράξη, µέχρι το 1950, το 50% των στελεχών S. aureus 

ήταν ανθεκτικά. Μέχρι το 1960 πολλά νοσοκοµεία είχαν επιδηµίες από πενικιλλίνη-

ανθεκτικούς S. aureus. Η εισαγωγή της µεθικιλλίνης προκάλεσε την ανάδυση ήδη 

από το 1960 στελεχών S. aureus ανθεκτικών στη µεθικιλλίνη (Livermore DM, 

2000).  

Η αντοχή στη µεθικιλλίνη στους σταφυλοκόκκους έχει αναφερθεί ότι 

συσχετίζεται µε την παρουσία µιας επιπρόσθετης πρωτεινης, της PBP2’ (PBP2a), 

που χαρακτηρίζεται από χαµηλή συγγένεια για τα β -λακταµικά και κωδικοποιείται 

από το γονίδιο mecA (Zapum M et al, 2008, Choi SM et al, 2003, Yadegar A et al, 

2009). Έχει παρατηρηθεί επίσης αυξανόµενη αντοχή στα γλυκοπεπτίδια, που σε λίγα 

στελέχη έχει συσχετιστεί µε το γονίδιο vanA (González-Zorn B et al, 2003), ενώ 

στα περισσότερα οφείλεται στην ποσοτική σύσταση του κυτταρικού τοιχώµατος 

(VISA/GISA) (Murray PR et al, 2003). 

Tα ένζυµα µετατροπής των αµινογλυκοσιδών (Aminoglycoside modifying 

enzymes, AMEs) αποτελούν βασικούς παράγοντες υπεύθυνους για την αντοχή στις 

αµινογλυκοσίδες στους σταφυλοκόκκους. Μέχρι τώρα, τρεις τάξεις των AMEs έχουν 

αναγνωριστεί: η ακετυλοτρανσφεράση (AAC), η αµινογλυκοσιδική 

φωσφοτρανσφεράση (APH) και η αµινογλυκοσιδική νουκλεοτιδυλτρανσφεράση 

(ANT) (Choi SM et al, 2003). Ο πιο σηµαντικός µηχανισµός αντοχής στις 

αµινογλυκοσίδες στους σταφυλοκόκκους είναι η απενεργοποίηση των φαρµάκων µε 

AMEs, όπως µε τις αµινογλυκοσιδικές νουκλεοτιδυλτρανσφεράσες (APHs). Οι 
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AMEs µπορούν να είναι είτε ενδογενείς είτε να φέρονται πλασµιδιακά. Στα 

σταφυλοκοκκικά στελέχη η πιο κοινή AME είναι η aac(6’)/aph(2’’). Το 

διλειτουργικό αυτό ένζυµο κωδικοποιείται από το γονίδιο aac(6’)/aph(2’’). Επίσης, 

το ένζυµο APH(3’)-III που κωδικοποιείται από το γονίδιο aph(3’)-IIIa και το ένζυµο 

ANT(4’)-I που κωδικοποιείται από το γονίδιο ant(4’)-Ia, εντοπίζονται σε 

σταφυλοκοκκικά στελέχη (Yadegar A et al, 2009, Sekiguchi J et al, 2004). 

Οι σταφυλόκοκκοι εµφανίζουν επίσης αυξηµένα ποσοστά αντοχής στις 

µακρολίδες. Οι µακρολίδες αναστέλλουν την πρωτεϊνική σύνθεση. Τα πρώτα κλινικά 

στελέχη σταφυλοκόκων µε αντοχή στις µακρολίδες περιγράφηκαν σε αναφορές στη 

Γαλλία, την Αγγλία, την Ιαπωνία και τις ΗΠΑ λίγο διάστηµα µετά την παρουσίαση 

της ερυθροµυκίνης στην κλινική πράξη το 1953. Με βάση τη βιοχηµική δράση της 

ερυθροµυκίνης, η αντοχή στα περισσότερα στελέχη που έχει περιγραφεί µπορεί να 

αποδοθεί σε µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις του 23S rRNA από µία αδενινο-

ειδική Ν-µεθυλοτρανσφεράση που καθορίζεται από µία ο µάδα γονιδίων που 

ονοµάζονται erm γονίδια (erythromycin ribosome methylation, erm) και προκαλούν 

διασταυρούµενη αντοχή στις λινκοσαµίδες και τη στρεπτογραµίνη Β. Την τελευταία 

δεκαετία έχουν αποµονωθεί και χαρακτηριστεί περίπου 30 γονίδια erm από διάφορες 

πηγές, που κυµαίνονται από κλινικά παθογόνα εώς ακτινοµύκητες που παράγουν 

αντιβιοτικά (Bernard Weisblum, 1995). Άλλος  µηχανισµός είναι η αντλία MsrA 

που επηρεάζει µόνο τις µακρολίδες (Murray PR et al 2007). 

 

III.3 ΟΞΑΖΟΛΙΔΙΝΟΝΕΣ – ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΚΑΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΔΡΑΣΗΣ  

 

Μετά την πρώτη αναφορά ανθεκτικών στην πενικιλλίνη στελεχών S. aureus (Spink 

WW et al, 1945), οι Gram-θετικοί οργανισµοί έχουν αναπτύξει µία πληθώρα 

µηχανισµών για να αποφεύγουν τους αντιµικροβιακούς παράγοντες. Ιδιαίτερη 

ανησυχία προκαλεί η εµφάνιση σταφυλοκόκκων ανθεκτικών στην οξακιλλίνη και 

στα γλυκοπεπτίδια (Panlilio AL et al, 1992, Schwalbe RS et al, 1987), 

εντεροκόκκων ανθεκτικών στα γλυκοπεπτίδια (Jones RN et al, 1995)  και 

στρεπτοκόκκων viridans (Pfaller MA et al, 1998) και Streptococcus pneumoniae 

ανθεκτικών στην πενικιλλίνη (Doern GV et al, 1998). Αυτή η αυξανόµενη αντοχή 

ανάµεσα στα Gram-θετικά είδη συνοδεύεται από την αυξανόµενη υπεροχή τους ως 

αιτίες νοσοκοµειακών λοιµώξεων. Ο S. aureus, οι κοαγκουλάση-αρνητικοί 

σταφυλόκοκκοι (CoNS) και ο Enterococcus spp. αντιπροσωπεύουν τις 3 από τις 5 
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βασικές αιτίες βακτηριαιµίας σε νοσηλευόµενους ασθενείς στις ΗΠΑ και τον 

Καναδά (Banerjee SN et al, 1991, Marshall SA et al, 1998). Η ευρεία εµφάνιση 

αντοχής στα γλυκοπεπτίδια µεταξύ των Enterococcus spp., και ειδικά στους E. 

faecium, είναι ιδιαίτερα επικίνδυνη, µιας και µερικά στελέχη είναι ανθεκτικά σε 

όλους σχεδόν τους διαθέσιµους αντιµικροβιακούς παράγοντες (Moellering RC, 

1998). Σαν αποτέλεσµα αυτού δηµιουργήθηκαν νέοι αντιµικροβιακοί παράγοντες, 

και ορισµένοι παλιοί επαναξιολογούνται, σαν πιθανές εναλλακτικές για τη διαχείριση 

των λοιµώξεων εξαιτίας πολυανθεκτικών Gram-θετικών µικροοργανισµών. 

Η σηµαντικότητα της µετάφρασης κάνει το ριβόσωµα έναν από τους κύριους 

στόχους των αντιβιοτικών µέσα στο κύτταρο. Επίσης, το ριβόσωµα ανήκει σε µία 

από τις πιο πολύπλοκες κυτταρικές µηχανές και έτσι προσφέρει πολλά σηµεία 

παρέµβασης. Τις τελευταίες τρεις δεκαετίες, µόνο µία νέα τάξη αντιβιοτικών 

παρουσιάστηκε στο χώρο τ ης ιατρικής θεραπείας, η τάξη οξαζολιδινών, µε τη 

λινεζολίδη σαν κύριο εκπρόσωπο. Παρά την πληθώρα των ριβοσωµικών δοµών στις 

οποίες επιδρούν τα αντιβιοτικά και έχουν λυθεί τα τελευταία 7 χρόνια, η τάξη των 

οξαζολιδινών έχει παραµείνει ανεξιχνίαστη (Franceschi F et al, 2006, Wilson DN, 

2004). Παρόλαυτα, χρησιµοποιώντας µια in vivo τεχνική crosslinking, ο Mankin και 

οι συνεργάτες του κατόρθωσαν να αποδείξουν πως οι  οξαζολιδινόνες προσδένονται 

στο ενεργό κέντρο δηµιουργίας των πεπτιδικών δεσµών στη µεγάλη ριβ οσωµική 

υποµονάδα, δηλαδή το κέντρο της πεπτιδυλοτρανσφεράσης (peptidyltransferase 

center, PTC). Επιπρόσθετα στα βακτηριακά ριβοσώµατα, οι  οξαζολιδινόνες 

προσδένονται και στα µιτοχονδριακά 70S, αλλά όχι στα κυτταροπλασµατικά 80S 

ριβοσώµατα, γεγονός που εξηγεί τις παρενέργειες που παρατηρούνται σε ασθενείς 

που υποβάλλονται σε παρατεταµένη θεραπεία µε το φάρµακο αυτό (Leach KL et al, 

2007). 
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Εικόνα 1 (Maniatis AN et al, 2006). Σχηµατική αναπαράσταση πρόσδεσης και δράσης αντιβιοτικών 

στο ριβόσωµα. 

 

Οι οξαζολιδινόνες έχουν προκαλέσει σηµαντικό ενδιαφέρον την τελευταία 

δεκαετία, ό µως οι  πληροφορίες που σχετίζονται µε το κέντρο πρόσδεσης και το 

πρότυπο αναστολής αυτής της τάξης φαρµάκων έχουν συχνά υπάρξει αντιφατικές. 

Για παράδειγµα, και η µικρή και η µεγάλη υποµονάδα έχουν συσχετιστεί µε την 

πρόσδεση φαρµάκων, µε δύο ξεχωριστές περιοχές, η L1 stalk/E περιοχή (Matassova 

NB et al, 1999) και το PTC (Lin AH et al, 1997), σαν στόχοι πάνω στη µεγάλη 

υποµονάδα. 
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Εικόνα 2 (Matassova NB et al, 1999). Εντοπισµός σηµείου πρόσδεσης οξαζολιδινονών µε πειράµατα 

cross linking µε πέψη µε RNάση H, Α. στο 16S, B. στο 23S. Τα ολιγοδεοξυριβονουκλεοτιδικά σηµεία 

πρόσδεσης παρουσιάζονται µε γκρι χρώµα, οι αναγνωρισµένες περιοχές πρόσδεση της οξαζολιδινόνης 

µε µαύρο χρώµα. Από τα δύο θραύσµατα που λήφθηκαν από πέψη µε RNάση H (γραµµές µε βέλη), τo 

ραδιενεργά σηµασµένo τµήµα υποδεικνύεται µε αστερίσκο.  

 

Παροµοίως, οι οξαζολιδινόνες έχει προταθεί ότι αναστέλλουν µία ποικιλία από 

λειτουργικά στάδια του ριβοσώµατος, εκτεινόµενα από την έναρξη και τη 

δηµιουργία του πρώτου πεπτιδικού δεσµού µέχρι και την EF-G εξαρτώµενη 

µετακίνηση και λήξη (Colca JR et al, 2003, Wilson DN, 2004). Πιο συνεπής εικόνα 

της δράσης των οξαζολιδινών λαµβάνεται όταν εξετάζονται µεταλλάξεις στο 

ριβοσωµικό RNA (ribosomal RNA, rRNA) που παρέχουν αντοχή ενάντια στις 

οξαζολιδινόνες: όλες τους εδράζονται στην περιοχή γύρω και µέσα στο PTC (Sander 

P et al, 2002, Xiong L et al, 2000), δηλαδή µακριά από την περιοχή E και τον µίσχο 

L1. Κατά συνέπεια, οι οξαζολιδινόνες έχει αποδειχτεί ότι ανταγωνίζονται in vitro µε 

τα αντιβιοτικά λινκοµυκίνη και χλωραµφενικόλη όπου προσδένονται στο PTC του 

ριβοσώµατος (Lin AH et al, 1997). Μια εντυπωσιακή παρουσίαση του πώς στην 

πραγµατικότητα προσδένονται οι  οξαζολιδινόνες στο PTC προέρχεται από in vivo 

πρόσδεση (crosslinking) της 125Ι-σηµασµένης οξαζολιδινόνης σε ριβοσώµατα 

κυττάρων Staphylococcus aureus (Colca JR et al, 2003). Παρατηρήθηκαν σηµεία 

πρόσδεσης (crosslinks) σε διάφορα συστατικά στο PTC: στο νουκλεοτίδιο Α2606 

του 23S rRNA, στο tRNA και στην Ν -τελική περιοχή της ριβοσωµικής πρωτεΐνης 

L27. Χαρακτηριστικά, ένα επιπλέον crosslink αναγνωρίστηκε στη LepΑ, µία 

πρωτεΐνη που πρόσφατα αποδείχτηκε ότι είναι ένας παγκόσµιος βακτηριακός 
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παράγοντας επιµήκυνσης που είναι παρόν και σε όλα τα µιτοχόνδρια (Qin Y et al, 

2006). H LepA µεταφέρει τα ριβοσώµατα από µία post-translocation (POST) 

κατάσταση, όπου tRNAs βρίσκονται στις θέσεις P και Ε, σε µία pre-translocation 

(PRE) κατάσταση, όπου τα tRNAs βρίσκονται στις θέσεις Α και P και έτσι 

αποτρέπει τ α µεταφραστικά λάθη. Εφόσον ο  παράγοντας αυτός προσδένεται κατά 

προτίµηση σε POST ριβοσώµατα (Wilson DN et al, 2007), το crosslink της LepA 

µπορεί να αντικατοπτρίζει ότι οι  οξαζολιδινόνες παγιδεύουν τα λειτουργικά 

ριβοσώµατα στην κατάσταση POST. 

Σε ένα πρόσφατο τεύχος του Molecular Cell, ο Mankin και οι συνεργάτες του 

έχουν για άλλη µία φορά εφαρµόσει την in vivo τεχνική crosslinking για να 

αποσαφηνίσουν καλύτερα το σηµείο πρόσδεσης των οξαζολιδινών, όχι µόνο στα 

βακτηριακά ριβοσώµατα του Staphylococcus aureus αλλά επίσης και σε 

ευκαρυωτικά µιτοχονδριακά ριβοσώµατα (Leach KL et al, 2007). Χρησιµοποιώντας 

φωτοδραστικές ο µάδες µηδενικού µήκους και στα δύο άκρα του οξαζολιδινικού 

παραγώγου, ήταν εφικτό να προσδιορίσουν τη θέση της λινεζολίδης στη θέση Α του 

PTC έτσι ώστε ο  τελικός C δακτύλιος να προσανατολίζεται προς το κατάλοιπο 

Α2606, ενώ ο δακτύλιος Β εδράζεται ανάµεσα στη βάση του καταλοίπου Α2451 και 

στη ριβόζη του καταλοίπου U2506 και ο δακτύλιος Α εδράζεται προς το ριβοσωµικό 

τούνελ (Εικόνα 3, Α). Η τοποθέτηση αυτή υποδεικνύει ότι το φάρµακο παρεµβαίνει 

µε την ορθή τοποθέτηση του αµινοακυλιωµένου (aa)-CCΑ άκρου του A-tRNA, αλλά 

όχι µε το υπόστρωµα της θέσης P  (Εικόνα 3, Β) και εξηγεί γιατί οι οξαζολιδινόνες 

ανταγωνίζονται µε τα PTC-συνδεόµενα φάρµακα λινκοµυκίνη και χλωραµφενικόλη 

(Εικόνα 3, C και D). Υποδεικνύει επίσης ότι µία συγκεκριµένη διαµόρφωση του 

PTC απαιτείται για την πρόσδεση των οξαζολιδινών και αυτό µπορεί να προκαλείται 

από την παρουσία του προσδέτη της θέσης P (P-tRNA). Όντως, το κατάλοιπο Α2606 

είναι πολύ ευέλικτο και υιοθετεί πολλαπλές διαµορφώσεις εξαρτώµενες από τους 

προσδέτες του PTC (Bashan A et al, 2003). 
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Εικόνα 3 (Wilson DN, 2007). Προσανατολισµός της λινεζολίδης στο κέντρο πεπτιδυλοτρανσφεράσης 
(PTC) του ριβοσώµατος.  

A. Μοντέλο για τη θέση πρόσδεσης της λινεζολίδης (Lnz, κόκκινο) σε σχέση µε τα νουκλεοτίδια (µπλε) στο PTC.  Οι 
δακτύλιοι Α, Β και C της λινεζολίδης και οι βάσεις Α2606, U2506 και Α2451 είναι επισηµασµένα.  

B. Σχετική θέση της λινεζολίδης (κόκκινο) στο CCA τέλος της Α (µπλε) και P περιοχής (κίτρινο) tRNA. Τα 
νουκλεοτίδια του PTC παρουσιάζονται σαν πράσινη επιφάνεια.  

C. Σχετική θέση της λινεζολίδης (κόκκινο) σχετικά µε την χλωραµφενικόλη (Cam, πράσινο). 
D. Υπέρθεση των θέσεων πρόσδεσης της λινεζολίδης (κόκκινο), χλωραµφενικόλης (πράσινο) και λινκοµυκίνης (Lin, 

cyan) στο PTC. 
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III.4 ΛΙΝΕΖΟΛΙΔΗ 

 

 
Εικόνα 4 (Xiong L et al, 2000). Δισδιάστατη δοµή µορίου λινεζολίδης. 

 

H λινεζολίδη αποτελεί τον κύριο εκπρόσωπο της τάξης των οξαζολιδινών, µίας νέας 

τάξης αντιβιοτικών που παρουσιάστηκε στον χώρο της ιατρικής θεραπείας τις τρεις 

τελευταίες δεκαετίες. Η λινεζολίδη είναι ενεργή έναντι σε Gram-θετικά βακτήρια. 

Συγκεκριµένα, είναι ενεργή ενάντια και στα ευαίσθητα στη µεθικιλλίνη στελέχη 

σταφυλοκόκκων αλλά και στα MRS στελέχη, αναστέλλοντας πρακτικά όλα τα 

στελέχη σε συγκεντρώσεις 4 µg/ml και λιγότερο (Noskin GA et al, 1999, Rybak MJ 

et al, 2000). O Rybak  και η οµάδα του ανακάλυψαν ότι η λινεζολίδη ήταν ενεργή in 

vitro (1-2 µg/ml) ενάντια σε τρία κλινικά στελέχη S. aureus ενδιάµεσης αντοχής στη 

βανκοµυκίνη. H λινεζολίδη επίσης έχει αποδειχθεί ότι αναστέλλει τους CoNS (µε 

εύρος ΜΙC 0.5-4 µg/ml), συµπεριλαµβανοµένων των µεθικιλλίνη ανθεκτικών 

στελεχών. Το προτεινόµενο όριο της MIC για τον χαρακτηρισµό της ευαισθησίας 

στη λινεζολίδη στους σταφυλοκόκκους είναι 4 µg/ml ή λιγότερο (Livermore DM et 

al, 2001, CLSI 2011). 

Η λινεζολίδη, επίσης, αναστέλλει στελέχη εντεροκόκκων ανεξάρτητα από το 

πρότυπο αντοχής τους στη βανκοµυκίνη σε MICs ανάµεσα στο 0.5-4 µg/ml. Τ o 

προτεινόµενo όριο στη λινεζολίδη για προσδιορισµό της ευαισθησίας στους 

εντεροκόκκους έχει οριστεί ως 2 µg/ml, ως ενδιάµεσης αντοχής ορίζονται τα 4 µg/ml 

και ανθεκτικά τα στελέχη µε MIC από 8 µg/ml και άνω σύµφωνα µε τα όρια 

ευαισθησίας που έχουν οριστεί από το Ινστιτούτο Κλινικών και Εργαστηριακών 

Προτύπων (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) (CLSI, 2011). Αν και 

έχουν εξεταστεί λιγότερα στελέχη, η λινεζολίδη στα 4 µg/ml και λιγότερο αναστέλλει 

επίσης την ανάπτυξη των Bacillus spp, Corynobacterium spp, Listeria 

monocytogenes, Erysipelohtrix rhusiopathiae, Leuconostoc spp, Pediococcus spp και 
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Rodococcus equi (Zurenko GE et al, 1996, Jones RN et al, 1996, Bowersock TL et 

al, 2000). Για τη Nocardia spp το όριο  της MIC90 είναι  2-8  µg/ml (Brown-Elliott 

BA et al, 2001).  

Η λινεζολίδη είναι λ ιγότερο ενεργή ενάντια σε Gram-αρνητικά αερόβια 

στελέχη. Αν και έχει κάποια in vitro δράση έναντι των ειδών Mycoplasma και 

Chlamydia spp (Moellering RC Jr, 1999), περισσότερες µελέτες είναι απαραίτητες 

για τον προσδιορισµό της δράσης της έναντι αυτών των κοινών άτυπων παθογόνων 

του αναπνευστικού. Τέτοιες πληροφορίες θα είναι απαραίτητες ώστε να εξεταστεί η 

δυνατότητα χρήσης της λινεζολίδης ή µελλοντικών οξαζολιδινών για τη θεραπεία 

πνευµονίας φερόµενης από την κοινότητα. Λίγα στοιχεία έχουν εκδοθεί που 

περιγράφουν τη δράση της λινεζολίδης ενάντια σε αναερόβια βακτηριακά στελέχη. Η 

λινεζολίδη είναι ενεργή ενάντια στο Mycobacterium tuberculosis (Zurenko GE et al, 

1996, Ashtekar DR et al, 1991), στο σύµπλεγµα Mycobacterium avium (Peters J et 

al, 1995, Wu M et al, 1998) και στα ταχέως αναπτυσσόµενα µυκοβακτηρίδια 

(Wallace RJ Jr et al, 2001).  

Όπως και µε τους περισσότερους αντιµικροβιακούς παράγοντες που 

αναστέλλουν τη βακτηριακή πρωτεϊνοσύνθεση, έτσι και η λινεζολίδη εµφανίζει 

βακτηριοστατική δράση (Slee AM et al, 1987, Zurenko GE et al, 1996, Jones RN et 

al, 1996, Mercier RC et al, 1997). Εξαιρέσεις βακτηριοκτόνου δράσης έχουν 

παρουσιαστεί σε αναφορές για τα είδη Bacteroides fragilis, Clostridium perfringens 

και µερικά στελέχη στρεπτοκόκκων, συµπεριλαµβανοµένου του είδους S. 

pneumoniae (Zurenko GE et al, 1996). Η προσθήκη µιας αµινογλυκοσίδης δεν 

επαυξάνει τη βακτηριοστατική δράση της λινεζολίδης (Jones RN et al, 1996). 

 

III.5 ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΑΝΤΟΧΗΣ ΣΤΗ ΛΙΝΕΖΟΛΙΔΗ ΣΕ 

ΕΝΤΕΡΟΚΟΚΚΟΥΣ - ΣΤΑΦΥΛΟΚΟΚΚΟΥΣ 

 

Ένα από τα πιο σηµαντικά προτερήµατα της λινεζολίδης συγκριτικά µε αντιβιοτικά 

που χρησιµοποιούνται σήµερα, είναι η πλήρως συνθετική φύση της. Αυτό σηµαίνει 

ότι δεν έχει ένα φυσικό πρωτότυπο, και, λόγω των χαρακτηριστικών της, υπήρχε η 

άποψη ότι δεν θα αναπτυσσόταν σύντοµα µικροβιακή αντοχή. Είναι ευρέως γνωστό, 

ότι όλοι οι  αναστολείς της πρωτεϊνοσύνθεσης προέρχονται από φυσικά αντιβιοτικά 

µικροβιακής προέλευσης, των οποίων οι  παραγωγοί δρουν σαν φυσικές δεξαµενές 
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γονιδίων αντοχής που µπορούν να µεταφερθούν µέσω οριζόντιας µεταβίβασης σε 

κλινικά παθογόνα (Toh SM et al, 2007).  

 

III.5.1 Αντοχή λόγω µεταλλάξεων στην περιοχή V του 23S rRNA  

 

Την τελευταία δεκαετία, ένας συνεχώς αυξανόµενος αριθµός στελεχών που είναι 

ανθεκτικά στις µακρολίδες, στις λινκοζαµίδες, στις στρεπτογραµµίνες, στις κετολίδες 

και στις οξαζολιδινόνες (Macrolides-Lincosamides-Ketolides-StreptoGramines-

Oxazolidinones, MLKSO) έχουν καταγραφεί που περιέχουν µεταλλάξεις στην 

περιοχή V των γονιδίων 23S rRNA και/ή σε γονίδια που κωδικοποιούν τις 

ριβοσωµικές πρωτεΐνες L3, L4 και L22 (Franceschi F et al, 2004). Η πλειοψηφία 

των ανθεκτικών στη λινεζολίδη βακτηρίων φέρουν µεταλλάξεις σε ένα από τα 

τέσσερα αυτά γονίδια. Αυτές οι  αλλαγές που λαµβάνουν χώρα λόγω αυτών των 

µεταλλάξεων, έχουν περιγραφεί σε Gram-θετικά και Gram-αρνητικά βακτήρια και 

µεταβάλλουν τη λειτουργία του 23S rRNA και/ή πρωτεϊνών καταλήγοντας έτσι σε 

µειωµένη ευαισθησία σε ένα ή περισσότερα από τα MLSKO αντιβιοτικά (Roberts 

MC, 2008). Η αντοχή έχει συσχετιστεί µε µεταλλάξεις στον κεντρικό βρόχο της 

περιοχής V. Σχεδόν όλα τα βακτήρια έχουν πολλαπλά αντίγραφα του γονιδίου 23S 

rRNA, που θεωρούταν ότι θα έκανε την ανάπτυξη αντοχής σε αυτούς τους 

παράγοντες λιγότερο πιθανή (Prystowsky J et al, 2001). Η G2576T αµφιµετατροπή 

(βασισµένη στην αρίθµηση του γονιδίου 23S rRNA του Escherichia coli), είναι 

υπεύθυνη για την αντοχή στη λινεζολίδη στους µικροοργανισµούς S. aureus, CoNS, 

στρεπτοκόκκους της ο µάδας viridans, Enterococcus faecium και E. faecalis 

(Vardakas KZ et al, 2009, Hill RL et al, 2010). Ο Tsiodras ανέφερε το 2001 το 

πρώτο κλινικό στέλεχος S. aureus µε αντοχή στη λινεζολίδη, που περιείχε µία 

µετάλλαξη G2576T στην περιοχή V του γονιδίου του 23S rRNA (Tsiodras S et al, 

2001). Σε µία επακόλουθη µελέτη, αυτό το στέλεχος βρέθηκε να έχει 5 αντίγραφα 

του γονιδίου αυτού, καθένα από τα οποία περιείχαν τη µετάλλαξη G2576T (Pillai 

SK et al, 2002). Ο αριθµός των µεταλλαγµένων rRNA γονιδίων εξαρτάται από τη 

διάρκεια έκθεσης στη λινεζολίδη και από τη δόση, και έχει αποδειχθεί ότι επηρεάζει 

το επίπεδο της αντοχής στη λινεζολίδη (Arias CA et al, 2008). O Pillai περιέγραψε 

µία σειρά από στελέχη MRSA αυξανόµενης αντοχής που περιείχαν αυξανόµενο 

αριθµό µεταλλαγµένων αντιγράφων (G2576T) του γονιδίου 23S rRNA. Σε αυτή τη 

µελέτη µε στελέχη S. aureus ανθεκτικά στη λινεζολίδη που έχουν προκύψει µε 
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εργαστηριακές τεχνικές, καταδείχθηκε ότι οι MICs αυξάνουν αναλογικά µε τον 

αριθµό των αντιγράφων του γονιδίου 23S rRNA που φέρουν µεταλλάξεις (Pillai SK 

et al, 2002). Αν και σε ορισµένες µελέτες έχει καταγραφεί η αντιστροφή της 

µετάλλαξης G2576T στην απουσία της επιλογής λόγω πίεσης λινεζολίδης (Meka VG 

et al, 2004, Swoboda S et al, 2005), µία πρόσφατη αναφορά δείχνει ότι η µετάλλαξη 

αυτή διατηρήθηκε σε ένα στέλεχος Staphylococcus haemolyticus ακόµα και ύστερα 

από τριάντα περάσµατα σε µέσο χωρίς αντιβιοτικό (Mazzariol A et al, 2012). 

Ο Meka ανέλυσε διαδοχικά κλινικά στελέχη S. aureus που µετατράπηκαν σε 

ανθεκτικά στη λινεζολίδη µετά από αρκετούς µήνες έκθεσης στο φάρµακο. 

Εντόπιστηκε για πρώτη φορά η µετάλλαξη T2500A στην περιοχή V του γονιδίου 23S 

rRNA, µαζί µε την απώλεια ενός αντιγράφου αυτού του γονιδίου στα πιο ανθεκτικά 

στελέχη (Arias CA et al, 2004, Meka VG et al, 2004). Παρά τα στοιχεία για το 

κόστος προσαρµογής που συσχετίζεται µε ορισµένες µεταλλάξεις στο 23S rRNA 

(Besier S et al, 2008), έχουν αποµονωθεί οµόλογα µεταλλαγµένα κλινικά στελέχη 

στο 23S rRNA µε υψηλή αντοχή στη λινεζολίδη των ειδών S. aureus, S. epidermidis, 

και E. faecalis.  Αν και µέχρι σήµερα οι  µεταλλάξεις G2576T και T2500A είναι οι 

πιο κοινές που εντοπίζονται σε κλινικά στελέχη, έχει αναγνωριστεί µία ποικιλία από 

µεταλλάξεις που προσδίδουν αντοχή στη λινεζολίδη και συµπεριλαµβάνει τις εξής 

µεταλλάξεις: C2192T (Howe RA et al, 2003), G2447T (Swaney SM et al, 1998), 

A2503G (Livermore DM et al, 2007), T2504A (Liakopoulos A et al, 2009), 

T2504C (Livermore DM et al, 2007), G2505A (North SE et al, 2005), G2766T 

(Livermore DM et al, 2009). Επίσης, έχουν εντοπιστεί πρόσθετες µεταλλάξεις στις 

θέσεις G2603T (Lincopan N et al, 2009) και C2534Τ (Wong A et al, 2010) σε 

κλινικά στελέχη µε µειωµενή ευαισθησία στη λινεζολίδη, αλλά µια άµεση σχέση 

µεταξύ αυτών των µεταλλάξεων και της αντοχής στη λινεζολίδη είναι ασαφής. 

 Mεταλλάξεις που σχετίζονται µε την περιοχή V του 23S rRNA γονιδίου 

έχουν αναφερθεί και για τους λινεζολίδη-ανθεκτικούς εντεροκόκκους (G2505A, 

G2512T, G2513T και C2610G), S. aureus (G2447T), Escherichia coli, 

Mycobacterium smegmatis και Halobacterium halobium (Kloss P et al, 1999, Xiong 

L et al, 2000, Sander P et al, 2002).  
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III.5.2 Μηχανισµός συσχετιζόµενος µε τις ριβοσωµικές πρωτεΐνες L3, L4 και 

L22 

 

Ένας πιο σπάνιος µηχανισµός αντοχής στη λινεζολίδη εµπλέκει µεταλλάξεις στις 

ριβοσωµικές πρωτεΐνες L4, που κωδικοποιείται από το γονίδιο rplD,  και την L3, που 

κωδικοποιείται από το γονίδιο rplC. Αυτοί οι  δύο µηχανισµοί, που προηγουµένως 

είχαν αναγνωριστεί στους στρεπτοκόκκους, συσχετίστηκαν πρόσφατα µε αντοχή στη 

λινεζολίδη σε σταφυλοκόκκους κλινικής προέλευσης (Locke JB et al, 2009A). O 

Locke και οι  συνεργάτες του πραγµατοποίησαν µία µελέτη επιλογής µε στελέχη 

MRSA και ευαίσθητα στη µεθικιλλίνη και τις οξαζολιδινόνες, λινεζολίδη και TR-700. 

Έλαβαν ποικίλες µεταλλάξεις του 23S rRNA όπως και µεταλλάξεις στις πρωτεΐνες 

L3 και L4. Όπως αναφέρουν οι  συγγραφείς, µελέτες κατευθυνόµενης 

µεταλλαξιγέννεσης και ετερόλογης έκφρασης είναι απαραίτητες για να συνδεθούν 

άρρηκτα οι  µεταλλάξεις αυτές µε την αντοχή στη λινεζολίδη. Παρ’όλα αυτά, οι 

θέσεις των µεταλλάξεων είναι συσχετισµένες µε το σηµείο πρόσδεσης της 

λινεζολίδης σε δοµή ακτίνων Χ και ένας πιθανός µηχανισµός δοµικών διαταραχών 

εξηγείται, που µαζί µε την έλλειψη µεταλλάξεων σε άλλες πεπτιδικές περιοχές και 

στην L22, υποδεικνύουν τον πιθανό ρ όλο τους στην ανάπτυξη αντοχής. Οι 

µεταλλάξεις που έχουν µέχρι στιγµής συσχετιστεί µε αντοχή στη λινεζολίδη στην 

πρωτεΐνη L3 είναι οι F147L, A157R (Locke JB et al, 2009A) και G152D (Locke JB 

et al, 2009Β) και µία απάλειψη αµινοξέος στη θέση Ser145 (Locke JB et al, 2009A). 

 Μέρος της ριβοσωµικής πρωτεΐνης L4 επίσης εδράζεται σχετικά κοντά στο 

PTC, αλλά στο τούνελ µέσω του οποίου αρτιγενή πεπτίδια εξέρχονται από το 

ριβόσωµα. Τέσσερις διαφορετικές µεταλλάξεις έχουν εντοπιστεί στην πρωτεΐνη αυτή 

σε µία µελέτη λινεζολίδη-ανθεκτικών στελεχών S. epidermidis, αλλά δύο από αυτές 

παρευρίσκονταν σε στελέχη που έφεραν µεταλλάξεις και στο 23s rRNA. Η 

µετάλλαξη Ν158S έχει βρεθεί και σε στελέχη λινεζολίδη-ευαίσθητα S. epidermidis 

οπότε θεωρείται ότι πιθανώς αποτελεί ένα κλωνικό δείκτη παρά µία µετάλλαξη 

αντοχής (Wong A et al, 2010).  Οι µεταλλάξεις που εντοπίζονται στις πρωτεΐνες L3 

και L4 συνοψίζονται στον πίνακα 3 που ακολουθεί. 
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III.5.3 Μηχανισµός Cfr 

 

Ένας νέος φαινότυπος αντοχής στη χλωραµφενικόλη και την κλινδαµυκίνη έχει 

πρόσφατα βρεθεί ότι προκαλείται από µία RNA µεθυλοτρανσφεράση που 

ονοµάζεται Cfr. Μία λεπτοµερής ανάλυση µε µελέτες footprinting του φαρµάκου και 

flight/tandem mass spectrometry, δείξανε ότι η Cfr προσθέτει µία επιπλέον µεθυλική 

οµάδα στη θέση Α2503 του 23S rRNA. Εφόσον η Α2503 εδράζεται κοντά στα 

επικαλυπτόµενα κέντρα πρόσδεσης τ ης χλωραµφενικόλης και την κλινδαµυκίνης, 

συνήχθει το συµπέρασµα ότι η Cfr-µεσολαβούµενη µεθυλίωση προσδίδει αντοχή σε 

αυτές τις δύο τάξεις των αντιµικροβιακών παραγόντων µε το να παρεµβαίνει στην 

τοποθέτηση των αντιβιοτικών (Kehrenberg C et al, 2005).  Αυτό το γονίδιο 

σχετίζεται µε αντοχή στη χλωραµφενικόλη, λινκοσαµίδες, οξαζολιδινόνες, 

πλευροµουτουλίνες και στρεπτογραµίνη Α αλλά όχι στις µακρολίδες (Roberts MC, 

2008). 

Η Cfr πρωτεινη που κωδικοποιείται από το γονίδιο cfr εντοπίστηκε σχετικά 

πρόσφατα σε στελέχη σταφυλοκόκκων που αποµονώθηκαν από άνθρωπο (Toh S et 

al, 2009, Mendes RE et al, 2008). Κατά τη διάρκεια του προγράµµατος LEADER 

2007 ένα στέλεχος S. aureus ανθεκτικό στη λινεζολίδη και ένα S. epidermidis 

στάλθηκαν στα εργαστήρια JMI (North Liberty, IA) για να εξεταστούν για 

ευαισθησία µε τη µέθοδο ζωµού µικροαραίωσης σύµφωνα µε τα κριτήρια του CLSI 

(CLSI, 2011). Και τα δύο στελέχη ήταν ανθεκτικά στη λινεζολίδη και δεν έφεραν 

µεταλλάξεις στα γονίδια του 23S rRNA αλλά έφεραν θετικό αποτέλεσµα στην PCR 

για το γονίδιο cfr (Mendes RE et al, 2008). Οι Bongiorno et al το 2010 εντόπισαν σε 

ανθεκτικά στη λινεζολίδη κλινικά στελέχη S. epidermidis το γονίδιο cfr σε ένα 

πλασµίδιο µεγέθους ~ 50kb (Bongiorno D et al, 2010). 
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Γενετικός Μηχανισµός Μεταλλάξεις Μικροοργανισµοί 

Μεταλλάξεις στην περιοχή V 
του γονιδίου 23S rRNA 

G2576T 

S. aureus 
CoNS 

Viridans streptococci 
Enterococci 

S. cohnii 

G2505A Enterococci 
S. aureus 

G2512T Enterococci 
G2513T Enterococci 
C2610G Enterococci 

G2447T S. aureus (µεταλλαγµένο 
εργαστηριακό στέλεχος) 

T2500A S. aureus 
C2192T S. aureus 
G2447T S. aureus 
A1743T S. pneumoniae 

A2503G 
S. aureus, S. pneumoniae 

(µεταλλαγµένο εργαστηριακό 
στέλεχος) 

C2534T S. epidermidis 
T2504Α S. epidermidis 
T2504C S. aureus, S. epidermidis 
G2766T S. aureus 
G2613T S. epidermidis 
C2543T S. epidermidis 
C2576T S. epidermidis 

Μεταλλάξεις στο rplD 
(πρωτεΐνη L4)* 

65WR66 και 68KG69 απαλειφή S. pneumoniae 

Α202C, K68Q S. aureus (µεταλλαγµένο 
εργαστηριακό στέλεχος) 

K68N, L108S, N158S 
αντικαταστάσεις 

71GR72 and 71GGR72 
εισαγωγές 

 

S. epidermidis, 
S. pneumoniae 

Μεταλλάξεις στο rplC 
(πρωτεΐνη L3)* 

G455A, G463C,  
A505T, Δser145 S. aureus 

F147L/A157R, A157R, 
S158F/D159Y S. epidermidis 

cfr µεθυλοτρανσφεράση A2503 
S. epidermidis, 

S. aureus,  
E. faecalis 

Πίνακας 3 (Stefania S et al, 2010, Long KS et al, 2012). Μηχανισµοί αντοχής στη λινεζολίδη σε 

Gram-θετικούς κόκκους.  

*: αρίθµηση E. coli 

 

III.6 ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΤΗΣ ΔΙΑΣΠΟΡΑΣ ΤΗΣ ΑΝΤΟΧΗΣ  

Επίκτητη αντοχή στη λινεζολίδη τεκµηριώθηκε πρώτη φορά το 1999 και 

περιελάµβανε 2 στελέχη (1.2%) από 2/169 ασθενείς που είχαν λάβει λινεζολίδη για 

τη θεραπεία εντεροκοκκικής λοίµωξης. Είναι σηµαντικό να σηµειωθεί ότι και οι δύο 

ασθενείς είχαν λάβει παρατεταµένη θεραπεία λινεζολίδης για βακτηριαιµία από 

παρουσία µόνιµων ενδοαγγειακών συσκευών (Zurenko GE et al, 1999). Ακολούθως, 
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έχουν δηµοσιευθεί αρκετές αναφορές περιστατικών από σποραδικά κλινικά στελέχη 

E. faecium και E. faecalis  που εµφανίζουν αντοχή στη λινεζολίδη. Στις περισσότερες 

περιπτώσεις η αντοχή συσχτίστηκε µε τη χρήση λινεζολίδης (Gonzales RD et al, 

2001, Johnson AP et al, 2002, Auckland C et al, 2002, Bassetti M et al, 2003, 

Swoboda S et al, 2005), αν και έχουν γίνει αναφορές γρήγορης εµφάνισης της 

αντοχής µετά από θεραπεία µικρής διάρκειας (Seedat J et a, 2006), ή και αντοχής µη 

εξαρτώµενης σε θεραπεία µε λινεζολίδη (Jones RN et al, 2002, Rahim S et al, 2003). 

Αρκετά ανησυχητικές είναι αναφορές επιδηµιών από στελέχη που είναι ανθεκτικά 

ταυτόχρονα στη λινεζολίδη και τη βανκοµυκίνη (Jones RN et al, 2002, Rahim S et 

al, 2003). 

Παρά την ευρεία χρήση της λινεζολίδης για θεραπεία νοσοκοµειακών 

λοιµώξεων από VRE, στελέχη εντεροκόκκων ανθεκτικά στη λινεζολίδη (linezolid 

resistant enterococci, LRE) είναι σπάνια σε µεγάλης κλίµακας επιδηµιολογικές 

µελέτες (Ross JE et al, 2007, Sader HS et al, 2009) συµπεριλαµβανοµένων µεγάλων 

συλλογών VRE από την Ευρώπη (Bourdon N et al, 2011B).  Οµοίως και στα 

ελληνικά νοσοκοµεία, η αντοχή στη λινεζολίδη πρωτοεµφανίστηκε το 2003 (Bersos Z 

et al, 2004) και παραµένει ακόµη σπάνια σε κλινικά στελέχη E. faecalis and E. 

faecium (Pratti A et al, 2007, Protonotariou E et al, 2010).  

Περιορισµένες µελέτες υπάρχουν επίσης σε κλινικές επιδηµίες λοιµώξεων που 

οφείλονται σε LRE και οι  διαθέσιµες αναφορές διαπραγµατεύονται κλωνική 

διασπορά των στελεχών αυτών (Dobbs TE et al, 2006, Souli M et al, 2009). Από το 

Μάιο του 2004 εώς και τον Ιούλιο του 2005 µελετήθηκε στην Αλαµπάµα των ΗΠΑ η 

πρώτη κλωνική επιδηµία µεγάλης κλίµακας µε 21 λινεζολίδη- και βανκοµυκίνη- 

ανθεκτικά κλινικά στελέχη εντεροκόκκων (linezolid- and vancomycin- resistant 

enterococcal isolates, LRVRE), τα οποία και αποδείχθηκε ότι σχετίζονταν µε 

νοσοκοµειακή διασπορά (Dobbs TE et al, 2006) Είναι σηµαντικό να αναφερθεί ότι 

µόνο στο 15% των ασθενών αυτών είχε χορηγηθεί λινεζολίδη πριν την αποµόνωση 

των LRVRE. Επίσης το 2005 πέντε κλινικά στελέχη αναγνωρίστηκαν ως LRVR E. 

faecium (Souli M et al, 2009). Μοριακή τυποποίηση µε τη χρήση της PFGE έδειξε 

ότι τα τέσσερα από τα πέντε αυτά στελέχη είχαν κλωνική συγγένεια. Ανάµεσα στον 

Σεπτέµβριο του 2005 και τον Οκτώβριο του 2006 στην πρώτη αναφορά για κλωνική 

επιδηµία από λινεζολίδη-ανθεκτικούς E. faecalis στην Ισπανία, δώδεκα κλινικά 

στελέχη συλλέχθησαν και χαρακτηρίστηκαν ως LRE. Τα στελέχη αυτά ήταν, επίσης, 

σχεδόν πανοµοιότυπα µετά από σύγκριση µε PFGE και µε PCR επαναλαµβανόµενης 
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εξωγονιδιακής παλινδροµικής αλληλουχίας (repetitive extragenic palindromic 

sequence PCR, REP-PCR)  (Gomez-Gil R et al, 2009). Μόλις το 2011 στην 

Ελλάδα δηµοσιεύθηκε η πρώτη επιδηµιολογική µελέτη που αναφέρει 14 LRE 

στελέχη (6 E. faecium και 8 E. faecalis) που λήφθηκαν από τον Ιανουάριο ως τον 

Απρίλιο του 2009 από νοσοκοµειακούς ασθενείς σε 4 ΜΕΘ ελληνικών Νοσοκοµείων. 

Η εξάπλωση των κλωνικών αυτών στελεχών σε µονάδες εντατικής θεραπείας ανά 

την Ελλάδα τονίζει τη σηµασία της εφαρµογής µέτρων ελέγχου των λοιµώξεων για 

την πρόληψη της εξάπλωσης των εν λόγω στελεχών (Spiliopoulou I et al, 2011). 

Μελέτες επιτήρησης υποδεικύουν ότι η αντοχή στη λινεζολίδη είναι ιδιαίτερα 

σπάνια σε κλινικά MRSA και CoNS. Πρόσφατα επιδηµιολογικά στοιχεία 

υποδεικνύουν ότι η αντοχή στη λινεζολίδη εµφανίζεται σε  ≤1% των στελεχών  S. 

aureus και ≤0.1% των CoNS στις ΗΠΑ (Jones RN et al, 2007A, Farrell DJ et al, 

2009). Μία µελέτη που τελέστηκε για την παρακολούθηση της εµφάνισης αντοχής 

στη λινεζολίδη σε στελέχη από 16 χώρες εντόπισε µόνο λίγα στελέχη CoNS και όλα 

έφεραν τη µετάλλαξη G2576T (Jones RN et al, 2007B).  

Η εµφάνιση της αντοχής στη λινεζολίδη σε στελέχη S. epidermidis είναι 

ιδιαίτερα περιορισµένη σε παγκόσµιο επίπεδο. Σε µία πρόσφατη µελέτη από 22 

χώρες η αντοχή στη λινεζολίδη ανιχνεύτηκε σε πολύ µικρό αριθµό στελεχών S. 

epidermidis (Biedenbach DJ et al, 2010). Ωστόσο, έχουν καταγραφεί ορισµένες 

επιδηµίες από στελέχη λινεζολίδη-ανθεκτικά S. epidermidis (linezolid-resistant S. 

epidermidis isolates, LRSE) (Seral C et al, 2011, Bonilla H et al, 2010, Mulanovich 

VE et al, 2010, Kelly S et al, 2008) ενώ στην  Ελλάδα έχει παρατηρηθεί διασπορά 

κλώνων S. epidermidis σε διάφορα Ελληνικά Νοσοκοµεία (Liakopoulos A et al, 

2010). 

Το γονίδιο cfr έχει ταυτοποιηθεί σε δοµικά συγγενικά πολυανθεκτικά πλασµίδια 

από ζωικούς σταφυλοκόκκους και µπορεί πιθανώς να µεταφερθεί ανάµεσα στους 

σταφυλοκόκκους. Ωστόσο, µελέτες στη Γερµανία έχουν ταυτοποιήσει µόνο 6 

σταφυλοκοκκικούς κλώνους που φέρουν το γονίδιο cfr τα τελευταία 17 έτη  

(Kehrenberg C et al, 2006). Η αντοχή στη λινεζολίδη που προκαλείται από  την 

παρουσία της Cfr είναι ακόµα ιδιαίτερα σπάνια, αλλά ο φείλουν οι κλινικοί ιατροί να 

λάβουν υπόψιν τους την πιθανή διάδοση από τα ζώα στους ανθρώπους λόγω της 

ικανότητας της οριζόντιας µεταφοράς γονιδίων που συµβαίνει ανάµεσα σε 

σταφυλοκόκκους και εντεροκόκκους που αποµόνωσαν από  ζώα και ανθρώπους (Arias 

CA et al, 2008).  
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I. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

I.1 ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΑ ΣΤΕΛΕΧΗ  

 

Η συλλογή των βακτηριακών στελεχών διεξήχθηκε σε δύο νοσοκοµεία. Εικοσιπέντε 

στελέχη εντεροκόκκων προήλθαν από κλινικά δείγµατα ασθενών του 

Πανεπιστηµιακού Γενικού Νοσοκοµείου Λάρισας, το µεγαλύτερο νοσοκοµείο 

Κεντρικής Ελλάδας µε περισσότερες από 400 κλίνες (415) από τον Ιανουάριο του 

2007 έως και τη ΜΕΘ του Γενικού Νοσοκοµείου «Τζάνειο», Πειραιά, από το 

Νοέµβριο του 2008 εώς και τον Οκτώβριο του 2009. Στη µελέτη αυτή, επίσης, 

χρησιµοποιήθηκαν σαν στελέχη ελέγχου τα πρότυπα στελέχη E. faecalis ATCC 

29212 και S. aureus ATCC 29213. Τα στελέχη αποθηκεύτηκαν στους -80 ºC σε ζωµό 

brain heart infusion µε συµπλήρωµα 15% glycerol πριν από την περαιτέρω εξέταση 

τους. 

 

I.2 ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ – ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ 

 

Η αποµόνωση των στελεχών έγινε στα κοινά στερεά θρεπτικά υλικά, όπως: 

Αιµατούχο άγαρ και Mueller Hinton άγαρ µετά από επώαση των υλικών σε αερόβιες 

συνθήκες στους 37 ºC για 24 ώρες. 

 

I.3 ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ 

 

Η ταυτοποίηση των στελεχών στηρίχθηκε στη µορφολογία των αποικιών, στη χρώση 

κατά Gram και στον προσδιορισµό των βιοχηµικών ιδιοτήτων µε το 

αυτοµατοποιηµένο σύστηµα VITEK 2 (bioMerieux, Marcy l’Etoile, France), 

χρησιµοποιώντας την κάρτα GP και ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Επίσης, ο έλεγχος ευαισθησίας σε διάφορους αντιµικροβιακούς παράγοντες των 

στελεχών έγινε αρχικά µε το σύστηµα αυτό. 
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I.4 ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΕΛΑΧΙΣΤΗΣ ΑΝΑΣΤΑΛΤΙΚΗΣ ΠΥΚΝΟΤΗΤΑΣ 

(MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATION, MIC)  

I.4.1 Προσδιορισµός της MIC µε τη µέθοδο του E-test 

 

Κατά την εφαρµογή της µεθόδου E-test αποικίες καθαρού µικροβίου εναιωρήθηκαν 

σε θρεπτικό ζωµό και έγινε εναιώρηµα πυκνότητας ισοδύναµης µε 0.5 της πρότυπης 

κλίµακας McFarland. Το εναιώρηµα µε τη βοήθεια ενός βαµβακοφόρου στιλεού 

επιστρώθηκε σε θρεπτικό υλικό Mueller Hinton Agar σε τρεις διευθύνσεις και στην 

περιφέρεια του τρυβλίου ώστε να επιτευχθεί οµοιόµορφη σπορά του υλικού. Μετά 

την παραµονή 5-15 λεπτών σε θερµοκρασία δωµατίου τοποθετήθηκαν ταινίες 

εµποτισµένες µε αντιβιοτικό. Κάθε ταινία αποτελείται από µία λεπτή πλαστική 

λωρίδα χωρίς πόρους πλάτους 5 mm και µήκους 60 mm. Στη µία πλευρά της λωρίδας 

αναγράφονται οι  υποδιπλάσιες αραιώσεις του αντιβιοτικού σε µg/ml και µπορούµε 

να διαβάσουµε την MIC, ενώ στην άλλη πλευρά είναι προσροφηµένο το αντιβιοτικό 

µε την αντίστοιχη διαβάθµιση στις συγκεντρώσεις του. Τα τρυβλία επωάζονται σε 

αερόβιες συνθήκες σε θερµοκρασία 37 ºC και η ανάγνωση των αποτελεσµάτων 

γίνεται µετά από 18 εώς 24 ώρες. Η MIC του φαρµάκου, που ορίζεται ως η ελάχιστη 

συγκέντρωση αντιµικροβιακού παράγοντα που δεν επιτρέπει την ορατή ανάπτυξη 

του µικροοργανισµού στους 37 ºC µετά από 18-24 ώρες επώασης, διαβάζεται στο 

σηµείο που η αναστολή της ανάπτυξης του µικροβίου, υπό µορφή έλλειψης, 

συναντάει την ταινία.  

Για τα στελέχη των εντεροκόκκων και των σταφυλοκόκκωνν προσδιορίστηκε η 

MIC για τα αντιβιοτικά λινεζολίδη, τεϊκοπλανίνη και βανκοµυκίνη µε την χρήση E-

test (AB Biodisk, Solna, Sweden), όπως ορίζεται από τις οδηγίες του κατασκευαστή 

και τα ερµηνευτικά κριτήρια του Ινστιτούτου Κλινικών και Εργαστηριακών 

Προτύπων (CLSI, 2011). Τα στελέχη κατηγοριοποιήθηκαν ως ευαίσθητα και 

ανθεκτικά βάση των CLSI κριτηρίων. Το όριο ευαισθησίας για τους εντεροκόκκους 

ήταν για την βανκοµυκίνη ≤4 µg/ml, για την τεϊκοπλανίνη ≤8 µg/ml και για τη 

λινεζολίδη ήταν 2 µg/ml ενώ για τους κοαγκουλάση-αρνητικούς σταφυλοκόκκους το 

όριο ευαισθησίας για την βανκοµυκίνη ήταν ≤4 µg/ml, για την τεϊκοπλανίνη ≤8 

µg/ml και για τη λινεζολίδη ήταν ≤4 µg/ml, σύµφωνα µε τα κριτήρια του CLSI 

(CLSI, 2011). 
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I.4.2 Προσδιορισµός της MIC στη λινεζολίδη µε τη µέθοδο των αραιώσεων σε 

άγαρ 

 

Σε όλα τα στελέχη σταφυλοκόκκων και εντεροκόκκων προσδιορίστηκε η MΙC της 

λινεζολίδης µε τη µέθοδο των διαδοχικών αραιώσεων του αντιβιοτικού σε άγαρ 

σύµφωνα µε τις οδηγίες του CLSI (CLSI, 2011). Ως µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το 

πρότυπο στέλεχος S. aureus ATCC 29213 για τα στελέχη σταφυλοκόκκων και το E. 

faecalis ATCC 29212 για τα στελέχη εντεροκόκκων. Μετά την παρασκευή του 

µητρικού διαλύµατος λινεζολίδης 2 mg/ml µε προτυποποιηµένη καθαρή σκόνη 

λινεζολίδης, παρασκευάστηκαν µε κατάλληλες αραιώσεις τρυβλία Mueller Hinton 

άγαρ (Biolife) που περιείχαν υποδιπλάσιες συγκεντρώσεις λινεζολίδης από 0.25 έως 

512 µg/ml. Συγκεκριµένα οι  συγκεντρώσεις που µελετήθηκαν για τους 

σταφυλοκόκκους ήταν 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 και 512 µg/ml, ενώ 

για τους εντεροκόκκους µελετήθηκαν οι συγκεντρώσεις 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 

14, 16, 32, 64, 128 και 256 µg/ml. Οι συγκεντρώσεις αυτές επιλέχθηκαν, αντίστοιχα, 

βασιζόµενοι στα αποτελέσµατα από τον προσδιορισµό της MIC στη λινεζολίδη µε E-

test. Η ετοιµασία του ενοφθαλµίσµατος των στελεχών έγινε µε την εναιώρηση 

αποικιών από πρόσφατη καλλιέργεια 24 ωρών σε MH άγαρ, σε H2O εώς ότου 

επιτευχθεί πυκνότητα ισοδύναµη µε τ ης κλίµακας  McFarland 0.5 McF η οποία 

αντιστοιχεί σε περίπου 108 cfu/ml. Στα τρυβλία ενοφθαλµίστηκαν 10 µl (104 cfu/spot) 

από εναιώρηµα που περιείχε περίπου 106 cfu/ml µε τη βοήθεια ειδικού διανεµητή 

(Denley Instruments, Sussex, UK) που µεταφέρει το µικροβιακό εναιώρηµα. Τα 

τρυβλία επωάστηκαν στους 37 oC για 24 ώρες. Η µικρότερη συγκέντρωση του 

αντιβιοτικού που δεν επέτρεπε την ορατή ανάπτυξη του µικροοργανισµού καθόρισε 

την MIC στη λινεζολίδη.   

 

I.5 ΕΞΑΓΩΓΗ ΤΟΥ ΜΙΚΡΟΒΙΑΚΟΥ DNA 

 

Η αποµόνωση βακτηριακού DNA έγινε από τα στελέχη εντεροκόκκων και 

σταφυλόκοκκων ανθεκτικών στη λινεζολίδη. Μεµονωµένες αποικίες από 

ανακαλλιέργεια που έγιναν σε Mueller Hinton άγαρ για κάθε στέλεχος 

χρησιµοποιήθηκαν για την εξαγωγή του γενετικού υλικού, η οποία έγινε µε την 

χρήση του ε µπορικού kit της Qiagen που ονοµάζεται Qiamp DNA Mini Kit 

(QIAGEN, Valencia, CA). Αναλυτικά η διαδικασία που ακολουθείται είναι η εξής: 
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 Δύο εώς τρεις µεµονωµένες αποικίες εναιωρούνται σε 180 µl λυτικού 

διαλύµατος (ATL Buffer) µε ανάδευση για 15 λεπτά. Στη συνέχεια προστίθενται 20 

µl Proteinase K, γίνεται ανάδευση και επώαση στους 56  ºC για 2 ώρες και ενδιάµεση 

ανάδευση έτσι ώστε στο διάστηµα αυτό επιτυγχάνεται η λύση. Μετά το τέλος της 

επώασης προστίθενται 200 µl λυτικού διαλύµατος (AL Buffer) για να 

αποδεσµευτούν οι  πρωτεΐνες. Σηµαντική είναι η ο µογενοποίηση του µείγµατος µε 

ανάδευση. Ακολουθεί επώαση στους 70 ºC για 10 λεπτά. Στη συνέχεια προστίθενται 

200 µl απόλυτης αιθανόλης και αναδεύεται για 15 λεπτά. Το οµογενοποιηµένο νέο 

δείγµα µεταφέρεται σε ειδική στήλη εκχύλισης (QIAamp Spin column), η οποία έχει 

τοποθετηθεί σε ένα σωληνάριο των 2 ml. Η στήλη φυγοκεντρείται για 1 στις 8000 

rpm. Η στήλη µεταφέρεται σε νέο σωληνάριο και προστίθεται διάλυµα πλύσεως 

(AW1 και AW2, 500 µl έκαστο) και φυγοκεντρείται για 1 στις 8000 rpm και 3 στις 

13000 rpm αντίστοιχα. Με µία επιπλέον φυγοκέντρηση για 1 στις 14000 rpm 

αποµακρύνουµε τα υπολείµµατα των διαλυµάτων έκπλυσης. Στο τέλος της 

διαδικασίας στη στήλη προστίθενται 200 µl διαλύµατος εκπλύσεως (AE Buffer). 

Ακολουθεί ε πώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 λεπτά, φυγοκέντρηση για 1 

λεπτά στις 8000 rpm και µεταφορά σε σωληνάρια τύπου eppendorf και συντήρηση 

στους -20 ºC µέχρι τη χρήση τους. 

 

I.6 ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΣΥΣΧΕΤΙΣΗ ΤΩΝ ΣΤΕΛΕΧΩΝ ΜΕ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ 

ΠΑΛΛΟΜΕΝΟ ΗΛΕΚΤΡΙΚΟ ΠΕΔΙΟ (PULSED – FIELD GEL 

ELECTROPHORESIS, PFGE) 
 

Με την ηλεκτροφόρηση σε παλλόµενο πεδίο µελετήθηκε η γενετική συγγένεια των 

κλινικών στελεχών της µελέτης και η αναζήτηση της τυχόν κλωνικής διασποράς της 

αντοχής. Η µέθοδος εκτελέστηκε σε συσκευή ηλεκτροφόρησης, CHEF-DRIII 

(BioRad, Hemel Hempsyead, UK).  

Το πρωτοκόλλο που ακολουθήθηκε ξεκινάει αρχικά µε καλλιέργεια των 

στελεχών σε τρυβλία που περιέχουν Tryptic Soy άγαρ και επωάζονται στους 37 ºC 

για 20h. Ακολουθεί ανακαλλιέργεια από µία αποικία από τα τρυβλία σε 5 ml Tryptic 

Soy ζωµό (Biolife) και επωάζονται στους 37 ºC για 20h.  Κατόπιν το διάλυµα αυτό 

φυγοκεντρείται στις 3500 rpm για 5 λεπτά και απορρίπτεται το υπερκείµενο. Στο 

ίζηµα προστίθεται 1 ml ρυθµιστικού διαλύµατος PIV (0.01 mM Tris-HCl, 1 M NaCl, 

pH 8.0) και γίνεται ανασύσταση αυτού.  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/04/2024 20:26:01 EEST - 18.216.148.0



ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΩΝ ΜΟΡΙΑΚΩΝ ΚΑΙ ΦΑΙΝΟΤΥΠΙΚΩΝ ΜΗΧΑΝΙΣΜΩΝ ΑΝΤΟΧΗΣ ΣΤΗ ΛΙΝΕΖΟΛΙΔΗ ΣΕ ΚΛΙΝΙΚΑ 

Ελένη Ν. Ντόκου, Μοριακός Βιολόγος – Γενετίστρια, Διδακτορική Διατριβή 76 

Ακολουθεί η µέτρηση των McFarland. Σε 1 ml καθαρού διαλύµατος PIV 

προσθέτουµε ποσότητα από το προαναφερθέν διάλυµα τόση ώστε η θολερότητα του 

να είναι αντίστοιχη µε το βαθµό 5.0 της κλίµακας McFarland. Το διάλυµα αυτό 

φυγοκεντρείται στις 13000 rpm για 3 λεπτά, απορρίπτεται το υπερκείµενο και γίνεται 

ανασύσταση του ιζήµατος σε 200 µl PIV. Κατόπιν παρασκευάζεται διάλυµα 

αγαρόζης 2% χαµηλού σηµείου τήξεως (Low Melting Temperature Agarose, 

Cambrex Bio Science Rockland Inc., ME, USA) σε 10 ml ρυθµιστικό διάλυµα PIV 

και διατηρείται σε υδατόλουτρο στους 42 ºC µαζί µε τα εναιωρηµένα στελέχη για 

τουλάχιστον 10 λεπτά. Όγκος 100µl πηκτής αγαρόζης αναµειγνύεται µε 100 µl 

δείγµατος και τοποθετούνται 6-8 πλακίδια µείγµατος αγαρόζης-µικροβίου των 20 µl 

για κάθε στέλεχος, επάνω σε γυάλινο εκµαγείο (γυάλινη πλάκα) και καλύπτονται µε 

αντικειµενοφόρους πλάκες (Εικόνα 5).  

 
Εικόνα 5. Δηµιουργία πλακιδίων µείγµατος αγαρόζης-µικροβίου. 

 

Τοποθετείται το εκµαγείο µε τις κηλίδες στις οποίες έχει εγκλωβιστεί το 

µικροβιακό εναιώρηµα στους -20 ºC για αυστηρά 5 λεπτά και στη συνέχεια σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 5 λεπτά. Σε αποστειρωµένα σωληνάρια µε 1 ml 

διαλύµατος EC (6 mM Tris, 1 M NaCl, 100 mM EDTA, 0.2% sodium deoxycholate, 

0.5% sodium laurylsarcosine, pH 8.0) που περιέχει 100 µg/ml lysozyme (Sigma-

Aldrich), 50 µg/ml RNAseA (Sigma-Aldrich) και 50 µg/ml lysostaphin (Sigma-

Aldrich) τοποθετείται η πηκτή αγαρόζης µε τα µικροβιακά κύτταρα και επωάζεται 

στους 37 ºC για 20 ώρες έτσι ώστε να καταστραφεί το µικροβιακό τοίχωµα. 

Αφήνεται το υλικό στους 4 ºC για 10 λεπτά ώστε να στερεοποιηθεί και πάλι η 

αγαρόζη και στη συνέχεια αφαιρείται όλο το διάλυµα EC. Το διάλυµα EC 
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αντικαθίσταται από 1 ml διαλύµατος ESP (0.5 M EDTA, 1% sarcosyl, pH 9.0) το 

οποίο περιέχει 1 mg/ml πρωτεϊνάση Κ (Bioline), περιεκτικότητας 40 U/mg, και τα 

πλακίδια επωάζονται ολονύκτια στους 60 ºC ώστε να γίνει η πέψη όλων των 

κυτταρικών πρωτεϊνών. Αφαιρείται το διάλυµα ESP και ακολουθούν 5 διαδοχικές 

πλύσεις µε διάλυµα TE (10 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA, pH 8.0) ανά 20 λεπτά 

ώστε να αφαιρεθούν όλα τα υπολείµµατα της πρωτεϊνάσης Κ και των πρωτεϊνικών 

καταλοίπων. Η αγαρόζη (κηλίδα) που περιέχει τώρα µόνο το µικροβιακό DNA 

µπορεί να αποθηκευτεί στους 4 ºC σε διάλυµα ΤΕ.  

Γίνεται πέψη του DNA µε το περιοριστικό ένζυµο SmaI (10 U/µl). Για κάθε 

στέλεχος χρειαζόµαστε 80 µl ρυθµιστικού διαλύµατος Tango 1X, που περιέχει 40 

units SmaI. Για την πέψη του DNA απαιτείται επώαση ολονύχτια στους 30 ºC. 

Προστίθεται σε κάθε δείγµα 10 µl χρωστικής 10X Blue Juice Loading Buffer (65% 

w/v sucrose, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM EDTA, 0.3%w/v Bromophenol Blue) 

και τοποθετείται η αγαρόζη (κηλίδες) στους 4 ºC για 10 λεπτά ώστε να 

απενεργοποιηθεί η δράση του ενζύµου. Τα κοµµάτια της αγαρόζης µε το γενωµικό 

DNA τοποθετούνται και ηλεκτροφορούνται σε πηκτή αγαρόζης (1% agarose for 

pulsed field electrophoresis running gel σε 0.5X TBE). Το γενωµικό DNA κάθε 

στελέχους, κατά την ηλεκτροφόρηση, αναλύεται σε ηλεκτροφορητικές ταινίες 

ανάλογα µε το µέγεθος των κοµµατιών του που προκύπτει από τη δράση του 

περιοριστικού ενζύµου.  

Η ηλεκτροφόρηση γίνεται στην ειδική συσκευή ηλεκτροφόρησης στις 

παρακάτω συνθήκες: Τ=11.3 ºC, V= 6Volts/cm, 120° switch angle, initial switch 

time 5 δευτερόλεπτα, final switch time 35 δευτερόλεπτα. Οι συνθήκες αυτές είναι 

κοινές για τα στελέχη εντεροκόκκων και σταφυλοκόκκων. Όµως ο συνολικός χρόνος 

διαφέρει στα δύο είδη. Έτσι για τους εντεροκόκκους ο  συνολικός χρόνος ανέρχεται 

στις 18.5 ώρες ενώ στους σταφυλοκόκκους στις 20 ώρες. Ως µάρτυρας µοριακού 

βάρους χρησιµοποιήθηκε το εµπορικό σκεύασµα PULSE MARKERTM 50-1,000 kb 

(Sigma-Aldrich) που περιέχει τεµάχια γενώµατος λ φάγου γνωστών µεγεθών. Μετά 

το τέλος της ηλεκτροφόρησης, η πηκτή της αγαρόζης τοποθετείται σε κατάλληλο 

δοχείο και χρωµατίζεται σε διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου τελικής συγκέντρωσης 1 

µg/ml για 30 λεπτά. Η πηκτή αποπλένεται για 5 λεπτά µε απεσταγµένο νερό και 

εκτίθεται σε υπεριώδη ακτινοβολία. Το ηλεκτροφόρηµα παρατηρείται σε UV 

ακτινοβολία και τυπώνεται ψηφιακά.  
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Τα γενετικά αποτυπώµατα των στελεχών αναλύθηκαν δια γυµνού οφθαλµού 

σύµφωνα µε τα ερµηνευτικά κριτήρια των Tenover et al. (Tenover FC et al, 1995). 

Δύο στελέχη θεωρείται ότι ανήκουν στον ίδιο επιδηµικό κλώνο όταν η διαφορά τους 

περιορίζεται σε έξι ή λιγότερες διαφορές στις ταινίες του ηλεκτροφορητικού τους 

προτύπου. Τα στελέχη που ονοµάζονται διαφορετικά και δε σχετίζονται 

επιδηµιολογικά έχουν πάνω από έξι διαφορές στα ηλεκτροφορητικά τους πρότυπα. 

Στον πίνακα 4 αναγράφονται τα κριτήρια αξιολόγησης της PFGE κατά τον Tenover.  

 

Κατηγορία Στελεχών Αριθµός διαφορετικών ζωνών 
ηλεκτροφορητικών ταινιών Επιδηµιολογική ερµηνεία 

Αδιαφοροποίητα 0 Επιδηµικός κλώνος 
Στενή συγγένεια 2-3 Στελέχη που πιθανόν 

σχετίζονται επιδηµιολογικά µε 
τον επιδηµικό κλώνο 

Πιθανή συγγένεια 4-6 Στελέχη που είναι δυνατόν να 
σχετίζονται επιδηµιολογικά µε 
τον επιδηµικό κλώνο 

Διαφορετικά >6 Στελέχη που δεν σχετίζονται 
επιδηµιολογικά µε τον 
επιδηµικό κλώνο 

Πίνακας 4. Κριτήρια αξιολόγησης της PFGE κατά Tenover. 

 

 

I.7 ΜΕΘΟΔΟΙ PCR 

 

Μοριακές µέθοδοι εφαρµόσθηκαν για την ενίσχυση των αντιγράφων του γ ονιδίου 

23S rRNA των εντεροκόκκων και των σταφυλοκόκκων, αλλά ακολουθήθηκε 

διαφορετική προσέγγιση στα δύο διαφορετικά είδη. Το πρωτόκολλο της µοριακής 

µελέτης περιελάµβανε: 

Για τους εντεροκόκκους:  

• σχεδιασµός εκκινητών που να έχουν την δυνατότητα ενίσχυσης ολόκληρου 

του γονιδίου 23S rRNA σε 4 αλληλοεπικαλυπτόµενα ζεύγη 

• εφαρµογή της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) για την ενίσχυση 

όλων των αντιγράφων του γονιδίου 23S rRNA ταυτόχρονα. Kαθαρισµός των 

προϊόντων της PCR και αλληλούχιση τους. Aνεύρεση της αλληλουχίας 

βάσεων των προϊόντων της PCR (DNA sequencing) 

• σχεδιασµός εκκινητών που να έχουν την δυνατότητα ενίσχυσης µέρος της 

περιοχής V του γονιδίου 23S rRNA και περιοχές ανοδικά ή καθοδικά αυτού. 
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• εφαρµογή της PCR φωλιάς (semi-nested) για ενίσχυση µέρους της περιοχής 

V (909 bp) κάθε αντιγράφου του γονιδίου που κωδικοποιεί για το 23S rRNA 

ξεχωριστά, καθαρισµός των προϊόντων της PCR και αλληλούχιση τους. 

Aνεύρεση της αλληλουχίας βάσεων των προϊόντων της PCR (DNA 

sequencing).  

 

Για τους σταφυλοκόκκους 

• εφαρµογή της µακριάς (long) PCR για ενίσχυση τµήµατος από 4358 εώς 

7362 bp που εσωκλείει ολόκληρο το γονίδιο που κωδικοποιεί για το 23S 

rRNA 

• εφαρµογή της PCR φωλιάς (nested) για ενίσχυση µέρους της περιοχής V (419 

bp) κάθε αντιγράφου του γονιδίου που κωδικοποιεί για το 23S rRNA 

ξεχωριστά, καθαρισµός των προϊόντων της PCR και αλληλούχιση τους. 

Aνεύρεση της αλληλουχίας βάσεων των προϊόντων της PCR (DNA 

sequencing). 

• εφαρµογή της PCR για ανίχνευση του γονιδίου της µεθυλοτρανσφεράσης Cfr 

• εφαρµογή της PCR για ενίσχυση των γονιδίων rplC, rplD και rplV που 

κωδικοποιούν για τις πρωτΐνες L3, L4 και L22, καθαρισµός των προϊόντων 

της PCR και αλληλούχιση τους. Aνεύρεση της αλληλουχίας βάσεων των 

προϊόντων της PCR (DNA sequencing). 

 

I.7.1 ΕΝΤΕΡΟΚΟΚΚΟΙ  

I.7.1.1 Σχεδιασµός εκκινητών µε δυνατότητα ενίσχυσης ολόκληρου του 

γονιδίου 23S rRNA σε 4 αλληλοεπικαλυπτόµενα ζεύγη 

 

Για να ενισχύσουµε ολόκληρο το γονίδιο 23S rRNA σχεδιάσαµε 4 

αλληλοεπικαλυπτόµενα ζεύγη εκκινητών που συνολικά ενισχύουν µία περιοχή 3603 

bp που κωδικοποιεί για ολόκληρο το 23S rRNA. Οι εκκινητές σχεδιάστηκαν µε την 

χρήση του προγράµµατος Oligo Explorer 1.2 (Gene Link, 2004). Με την χρήση των 

εκκινητών αυτών ενισχύουµε διαδοχικά και αλληλοεπικαλυπτόµενα τµήµατα του 

γονιδίου. Ο σχεδιασµός έγινε βάση του γονιδιώµατος του στελέχους Enterococcus 

faecium LMG 11423 (Accession number: AJ295305) (Πίνακας 5) και του στελέχους 
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Enterococcus faecalis LMG 7937 (Accession number: AJ295306) που ελήφθησαν 

από την Τράπεζα Γονιδιακών πληροφοριών (GenBank) (Πίνακας 6). 

 
Enterococcus faecium 

23S rRNA genome strain LMG 11423 (accession number in core nucleotide AJ295305) 

ggttaagtgaataagggcgcacggtggatgccttggcactaggagccgatgaaggacgggactaacaccgatatgctttggggagctgtacgtaa
gctatgatccagagatttccgaatgggggaacccaacatctttaataggatgttacgattgtgtgaatacatagcacattcgaggtagacgcagagaa
ctgaaacatctaagtacctgcaggaagagaaagaaaattcgattccctgagtagcggcgagcgaaacgggaaaagcccaaaccagcaagcttgct
tgttggggttgtaggactccaatatggtagttctttcagatagtcgaatgacttggaaaagtcagtcaaagagggtaaaaaccccgtagacgaaatgtg
gaagacacctaggaggatcctgagtacggcggaacacgagaaattccgtcggaatccgggaggaccatctcccaaggctaaatactccctagtga
ccgatagtgaaccagtaccgtgagggaaaggtgaaaagcaccccggaaggggagtgaaatagaacctgaaaccgtgtgcctacaacaagtcaaa
gcccgttaatgggtgatggcgtgccttttgtagaatgaaccggcgagttacgattgcatgcgaggttaagttgaagagacggagccgcagcgaaag
cgagtctgaatagggcgtttgagtatgtagtcgtagacccgaaaccatgtgatctacccatgtccaggttgaaggtgcggtaaaacgcactggagga
ccgaacccacgtacgttgaaaagtgcggggatgaggtgtgggtagcggagaaattccaaacgaacttggagatagctggttctctccgaaatagctt
tagggctagcctcggaattgagaatgatggaggtagagcactgtttggactaggggcccatctcgggttaccgaattcagataaactccgaatgcca
ttcattcatatccgggagtcagactgtgagtgataagatccatagtcgaaagggaaacagcccagaccaccagctaaggtcccaaaatatatgttaag
tggaaaaggatgtggggttgcacagacaactaggatgttggcttagaagcagccaccatttaaagagtgcgtaatagctcactagtcgagtgaccct
gcgccgaaaatgtaccggggctaaacatattaccgaagctgtggagtacacctttaggtgtattggtaggagagcgttctaagggcgtcgaaggca
gatcgtgaggactgctggagcgcttagaagtgagaatgccggtatgagtagcgaaagacaggtgagaatcctgtccaccgaatgactaaggtttcc
tggggaaggctcgtccgcccagggttagtcgggacctaagccgaggccgacaggcgtaggcgatggataacaggttgatattcctgtacccgttgt
ttttgtttgagcaatggagggacgcaggaggctaaggaatgcagacgatcggaaatgtctgtccaagcagtaagtctgaagaggagtcaaatgcttc
ttttcttaaggacaagctgtgatggggagggaaataatagtaccgaagttcctgatgtcacactgccgagaaaagcttctagtgagaaaacagcggc
ccgtaccgcaaaccgacacaggtagtcgaggagagaatcctaaggtgagcgagagaactctcgttaaggaactcggcaaaatgaccccgtaactt
cgggagaaggggtgctgatcatacgatcagccgcagtgaataggcccaagcgactgtttatcaaaaacacaggtctctgcaaaatcgtaagatgaa
gtataggggctgacgcctgcccggtgctggaaggttaagaggagtgcttagcgcagcggaggtacgaattgaagccccagtaaacggcggccgt
aactataacggtcctaaggtagcgaaattccttgtcgggtaagttccgacccgcacgaaaggcgtaacgatttgggcactgtctcaacgagagactc
ggtgaaattttagtacctgtgaagatgcaggttacccgcgacaggacggaaagaccccatggagctttactgtagtttgatattgagtgtctgtaccgc
atgtacaggataggtaggagccgtagaaatcggaacgctagtttcgatggaggcgcgctggtgggatactacccctgcgttatggccactctaaccc
gcaccactaatcgtggtgggagacagtgtcagatgggcagtttgactggggcggtcgcctcctaaaaggtaacggaggcgcccaaaggttccctc
agaatggttggaaatcattcgaagagtgtaaaggcagaagggagcttgactgcgagaccaacaagtcgagcagggacgaaagtcgggcttagtg
atccggtggttccgcatggaagggccatcgctcaacggataaaagctaccctggggataacaggcttatctcccccaagagtccacatcgacggg
gaggtttggcacctcgatgtcggctcgtcgcatcctggggctgtagtcggtcccaagggttgggctgttcgcccattaaagcggcacgcgagctgg
gttcagaacgtcgtgagacagttcggtccctatccgtcgcgggcgttggaaatttgagaggagctgtccttagtacgagaggaccgggatggactta
ccgctggtgtaccagttgttctgccaaggtttttgctgggtagctatgtagggaagggataaacgctgaaagcatctaagtgtgaagcccacctcaag
atgagatttcccatttctttaagaaagtaagatccctgagagatgatcaggtagataggtcaggagtggaagtacagtgatgtatggagcggactgata
ctaatcgatcgaggacttaaccaa 
Πίνακας 5.  Γονιδιώµατος στελέχους Enterococcus faecium LMG 11423. 

 

 

 

Enterococcus faecalis 

23S rRNA genome strain LMG 7937 (accession number in core nucleotide AJ295306) 

ggttaagtgaataagggcgcacggtggatgccttggcactaggagccgatgaaggacgggactaacaccgatatgctttggggagctgtaagtaa
gctatgatccagagatttccgaatgggggaacccaatatcttttataggatattacttttcagtgaatacatagctgattagaggtagacgcagagaact
gaaacatcttagtacctgcaggaagagaaagaaaattcgattccctgagtagcggcgagcgaaacgggaagagcccaaaccaacaagcttgcttg
ttggggttgtaggactccaatatggtagtctgttagtatagttgaaggatttggaaaattccgctaaagagggtgaaagccccgtagacgaaatgctaa
caacacctaggaggatcctgagtacggcggaacacgagaaattccgtcggaatccgcggggaccatcccgcaaggctaaatactccctagtgacc
gatagtgaaccagtaccgtgagggaaaggtgaaaagcaccccggaaggggagtgaaatagatcctgaaaccgtgtgcctacaacaagtcaaagc
tcgttaatgagtgatggcgtgccttttgtagaatgaaccggcgagttacgattgcatgcgaggttaagtcgaagagacggagccgcagcgaaagcg
agtctgaatagggcgaatgagtatgtagtcgtagacccgaaaccatgtgatctacccatgtccaggttgaaggtgcggtaaaacgcactggaggac
cgaacccacgtacgttgaaaagtgcggggatgaggtgtgggtagcggagaaattccaaacgaacttggagatagctggttctctccgaaatagcttt
agggctagcctcggaattgagaatgatggaggtagagcactgtttggactaggggcccatctcgggttaccgaattcagataaactccgaatgccat
tcatttatatccgggagtcagactgcgagtgataagatccgtagtcgaaagggaaacagcccagaccaccagctaaggtcccaaaatatatgttaag
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tggaaaaggatgtggggttgcacagacaactaggatgttggcttagaagcagccaccatttaaagagtgcgtaatagctcactagtcgagtgaccct
gcgccgaaaatgtaccggggctaaacatattaccgaagctgtggactacaccattaggtgtagtggtaggagagcgttctaagggcgttgaaggtc
gatcgtgaggacggctggagcgcttagaagtgagaatgccggtatgagtagcgaaagacaggtgagaatcctgtccaccgtatgactaaggtttcc
tggggaaggctcgtccgcccagggttagtcgggacctaagccgaggccgataggcgtaggcgatggacaacaggttgatattcctgtaccagttgt
ttttgtttgagcaatggagggacgcagtaggctaaggaatgcatgcgattggaagtgcatgtccaagcaatgagtcttgagtagagttaaatgctttact
ctttaaggacaagttgtgacggggagcgaaataatagtagcgaagttcctgatgtcacactgccaagaaaagcttctagtgagaaaacaactgcccg
taccgtaaaccgacacaggtagtcgaggagagtatcctaaggtgagcgagcgaactctcgttaaggaactcggcaaaatgaccccgtaacttcgg
gagaaggggtgctgacttcggtcagccgcagtgaataggcccaagcgactgtttatcaaaaacacaggtctctgcaaaatcgtaagatgaagtatag
gggctgacgcctgcccggtgctggaaggttaagaggatgggttagcttcggcgaagctcagaattgaagccccagtaaacggcggccgtaactat
aacggtcctaaggtagcgaaattccttgtcgggtaagttccgacccgcacgaaaggcgtaacgatttgggcactgtctcaacgagagactcggtga
aattttagtacctgtgaagatgcaggttacccgcgacaggacggaaagaccccatggagctttactgtagtttgatattgagtgtttgtaccacatgtac
aggataggtaggagccgatgagaccggaacgctagtttcggaggaggcgctggtgggatactacccttgtgttatgaaccctctaacccgcaccac
taatcgtggtgggagacagtgtcagatgggcagtttgactggggcggtcgcctcctaaaaggtaacggaggcgcccaaaggttccctcagaatggt
tggaaatcattcgaagagtgtaaaggcagaagggagcttgactgcgagacctacaagtcgagcagggacgaaagtcgggcttagtgatccggtgg
ttccgcatggaagggccatcgctcaacggtaaaagctaccctggggataacaggcttatctcccccaagagtccacatcgacggggaggtttggca
cctcgatgtcggctcgtcgcatcctggggctgtagtcggtcccaagggttgggctgttcgcccattaaagcggcacgcgagctgggttcagaacgtc
gtgagacagttcggtccctatccgtcgcgggcgttggaaatttgagaggagctgtccttagtacgagaggaccgggatggacttaccgctggtgtac
cagttgttctgccaagggcattgctgggtagctatgtagggaagggataaacgctgaaagcatctaagtgtgaagcccacctcaagatgagatttccc
atttctttaagaaagtaagacccctgagagatgatcaggtagataggttggaagtggaaggctagtgatagttggagcggaccaatactaatcggtcg
aggacttaaccaa 
Πίνακας 6. Γονιδιώµατος στελέχους Enterococcus faecalis LMG 7937 

 

 

23S rRNA 
περιοχή 
ενίσχυσης 

Αλληλουχία εκκινητή 
Μέγεθος 
προϊόντος 
PCR (bp) 

Συνθήκες PCR 

12-731 

F 5΄…TAAGGGCGCACGGTGGATG….3΄ 
 

719bp 

94  ºC 2min, 
[94 ºC 45sec, 
62 ºC 30sec, 
68 ºC 60sec]  
x35, 
72 ºC 10min 

R 5΄…GGGTAGATCACATGGTTTCGGG….3΄ 

597-1486 

F 5΄…GTGCCTTTTGTAGAATGAACCG…3΄ 
 

889bp 

94 ºC 2min, 
[94 ºC 45sec, 
60 ºC 30sec, 
68 ºC 60sec]  
x35, 
72 ºC 10min 

R 5΄…ATTCCTTAGCCTACTGCGTC…3΄ 

1319-2143 

F 5΄…AGAATCCTGTCCACCGTATG…3΄ 
 

824bp 

94 ºC 2min, 
[94 ºC 45sec, 
58 ºC 30sec, 
68 ºC 60sec]  
x35, 
72 ºC 10min 

R 5΄…CGGCTCCTACCTATCCTG…3΄ 

1988-2896 

F 5΄…GTAACGATTTGGGCACTGTC…3΄ 
 

908bp 

94 ºC 2min, 
[94 ºC 45sec, 
58 ºC 30sec, 
68 ºC 60sec] 
 x35, 
72 ºC 10min 

R 5΄…CGATTAGTATTGGTCCGCTC….3΄ 

Πίνακας 7. Eκκινητές και συνθήκες PCR για ενίσχυση του γονιδίου 23S rRNA των εντεροκόκκων 
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I.7.1.2 Εφαρµογή της PCR για την ενίσχυση ολόκληρου του γονιδίου του 23S 

rRNA των εντεροκόκκων σε 4 αλληλοεπικαλυπτόµενα ζεύγη 

 

Σε κάθε στέλεχος εφαρµόστηκαν 4 διαφορετικές αντιδράσεις PCR για την µοριακή 

ενίσχυση ολόκληρου του γονιδίου 23S rRNA που κωδικοποιεί για την µικρή 

υποµονάδα του ριβοσώµατος για να ανιχνευθούν πιθανές µεταλλάξεις σε όλο το 

µήκος του γονιδίου αυτού. Επιλέξαµε να ελέγξουµε αρχικά ολόκληρο το 23S rRNA 

για πιθανές µεταλλάξεις πέρα από την περιοχή V και έπειτα προχωρήσαµε σε 

ενδελεχή έλεγχο της περιοχής V για κάθε αντίγραφο χωριστά.   

Η χρήση θετικών µαρτύρων δεν ήταν απαραίτητη εφόσον όλα τα βακτηριακά 

στελέχη φέρουν το γονίδιο που κωδικοποιεί για την µικρή υποµονάδα των 

ριβοσωµάτων τους. Ως αρνητικός µάρτυρας προς ανίχνευση πιθανής επιµόλυνσης 

της αντίδρασης µε εξωγενές DNA, χρησιµοποιήθηκε νερό ελεύθερο νουκλεασών. 

Ο τελικός όγκος της αντίδρασης για την ενίσχυση των 

αλληλεπικαλυπτόµενων τµηµάτων του 23S rRNA ήταν 50 µl που περιείχε 2 µl 

µικροβιακού DNA και 48 µl µείγµατος αντιδραστηρίων (master mix). Τα 

αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν του οίκου Invitrogen. Inc, Carsbad, CA, 

USA και αυτά ήταν: ένζυµο, DNA πολυµεράση (Platinum® Pfx DNA Polymerase), 

τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια dNTPs, 10X Pfx Amplification Buffer 

ρυθµιστικό διάλυµα, MgSO4 1 mM και τα ζεύγη των εκκινητών. Στον πίνακα 8 

φαίνονται οι συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων στο διάλυµα αντίδρασης της PCR, 

ενώ στον πίνακα 7 φαίνονται οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν, 

το µέγεθος των προϊόντων της PCR καθώς και τις συνθήκες της αντίδρασης.  

Η ενίσχυση του γενετικού υλικού έγινε στο θερµοκυκλοποιητή Mini Cycler 

της MJ Research στις κάτωθι συνθήκες: Αρχική αποδιάταξη του DNA στους 94 ºC 

για 2 λεπτά. Η PCR διεξαγόταν σε 35 κύκλους που ο  καθένας περιελάµβανε την 

αποδιάταξη (denaturation) στους 94 ºC για 45 δευτερόλεπτα, πρόσδεση (annealing) 

των εκκινητών σε κατάλληλη θέση του γονιδίου στους 58 εώς 62 ºC (ανάλογα µε το 

ζεύγος εκκινητών) για 30 δευτερόλεπτα και σύνθεση  (extension) νέων αλυσίδων 

DNA στους 68 ºC. H τελική φάση (elongation) µετά την ολοκλήρωση των 35 

κύκλων, στους 72 ºC διαρκούσε 10 λεπτά (Εικόνα 6). 

Κατόπιν ακολούθησε ανάλυση της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων και των δύο 

κλώνων των προϊόντων της PCR, που προέρχονται από ενίσχυση ολόκληρου το 

γονιδίου 23S rRNA σε 4 αλληλοεπικαλυπτόµενα ζεύγη για εντοπισµό µεταλλάξεων 
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που προσδίδουν στα στελέχη αυτά αντοχή στη λινεζολίδη. Η ανάλυση αυτή 

πραγµατοποιήθηκε µε συσκευή αλληλούχισης ABI Prism 377 DNA (Perkin-Elmer, 

Applied Biosystems Division, Foster City, CA), στις εταιρείες Lark ή Macrogen. 

 
Εικόνα 6. Σχηµατική απεικόνιση του κύκλου της PCR  

1) Αποδιάταξη στους 94-96 oC.  

2) Υβριδισµός στους (π.χ.) 68 oC.  

3) Επιµήκυνση στους 72 oC (P=Polymerase=Πολυµεράση).  

4) Ο πρώτος κύκλος έχει ολοκληρωθεί. Οι δύο νέοι κλώνοι θα αποτελέσουν το εκµαγείο για τον επόµενο κύκλο, 

διπλασιάζοντας έτσι την ποσότητα του DNA που αντιγράφεται σε κάθε νέο κύκλο. 

 

 

 

Σύσταση διαλύµατος PCR 
(Master Mix) Ποσότητα (µl) 

Η2Ο 38 
10X Pfx Amplification Buffer 5 

MgSO4 1 mM 1 
dNTPs 10 mM each 1.5 

Εκκινητής 1 (forward) 100 pmol/µl 1 
Εκκινητής 2 (reverse) 100 pmol/ µl 1 

Platinum Pfx DNA Polymerase 2.5 U/ µl 0.5 
Πίνακας 8. Σύσταση διαλύµατος PCR µε την χρήση της Platinum® Pfx DNA Polymerase. 
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I.7.1.3 Σχεδιασµός εκκινητών µε δυνατότητα ενίσχυσης της πιθανής περιοχής 

σύνδεσης της λινεζολίδης για κάθε αντίγραφο του 23S rRNA ξεχωριστά 

 

Για να ενισχύσουµε την πιθανή περιοχή σύνδεσης της λινεζολίδης για κάθε 

αντίγραφο του 23S rRNA ξεχωριστά, σχεδιάστηκαν εκκινητές µε δυνατότητα 

ενίσχυσης µέρους της περιοχής V του γονιδίου 23S rRNA και περιοχές ανοδικά ή 

καθοδικά αυτού (που διαφέρουν για κάθε αντίγραφο). Αφού παράξουµε το ειδικό 

προϊόν για κάθε αντίγραφο, σχεδιάσαµε ένα  δεύτερο, κοινό για όλα τα αντίγραφα, 

ζεύγος εκκινητών για την ενίσχυση µε δεύτερη PCR (µερικής φωλιάς) µέρους της 

περιοχής V (908 bp) κάθε αντιγράφου του γονιδίου 23S rRNA. Οι ανωτέρω 

εκκινητές σχεδιάστηκαν µε την χρήση του προγράµµατος Oligo Explorer 1.2 (Gene 

Link, 2004). Ο σχεδιασµός έγινε βάση του γονιδιώµατος του στελέχους 

Enterococcus faecium LMG 11423 (Accesion number: NC_017022.1) και του 

στελέχους Enterococcus faecalis V583 (Accesion number: AE016830.1) που 

ελήφθησαν από την Τράπεζα Γονιδιακών πληροφοριών (GenBank). 

 

I.7.1.4 Εφαρµογή της PCR για την ενίσχυση της πιθανής περιοχής σύνδεσης 

της λινεζολίδης για κάθε αντίγραφο του 23S rRNA ξεχωριστά 

 

Με τη µέθοδο αυτή ταυτοποιείται η ύπαρξη µεταλλάξεων σε κάθε αντίγραφο του 

23S rRNA γονιδίου ξεχωριστά. Έτσι, γ ια να εντοπίσουµε τις µεταλλάξεις που 

προκαλούν την αντοχή στη λινεζολίδη σε κάθε στέλεχος E. faecalis εφαρµόσαµε 8 

διαφορετικές αντιδράσεις PCR και σε κάθε στέλεχος E. faecium εφαρµόσαµε 12 

διαφορετικές αντιδράσεις PCR (µία εξωτερική και µία εσωτερική PCR για καθένα 

από τα 4 και 6 αντίγραφα του 23S rRNA στους E. faecalis και E. faecium αντίστοιχα).  

Η χρήση θετικών µαρτύρων δεν ήταν απαραίτητη εφόσον όλα τα βακτηριακά 

στελέχη φέρουν το γονίδιο που κωδικοποιεί για την µικρή υποµονάδα των 

ριβοσωµάτων τους. Ως αρνητικός µάρτυρας προς ανίχνευση πιθανής επιµόλυνσης 

της αντίδρασης µε εξωγενές DNA, χρησιµοποιήθηκε νερό ελεύθερο νουκλεασών. 

Αρχικά, µε την χρήση έξι ζευγών εκκινητών ενισχύσαµε τα διαφορετικά 

αντίγραφα του γονιδίου που κωδικοποιούν για το 23S rRNA των E. faecium και µε 

την χρήση 4 ζευγών εκκινητών τα διαφορετικά αντίγραφα του γονιδίου που 

κωδικοποιούν για το 23S rRNA των E. faecalis. Ο τελικός όγκος για κάθε αντίδραση 

ήταν 50 µl που περιείχε 5 µl µικροβιακού DNA και 45 µl µείγµατος αντιδραστηρίων. 
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Τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν του οίκου Agilent Technologies. Inc, 

Santa Clara, CA, USA και αυτά ήταν: η πολυµεράση Stratagene® Paq5000 DNA 

Polymerase, τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια dNTPs, 10X Paq5000 DNA 

Polymerase Buffer που περιέχει την κατάλληλη συγκέντρωση Mg+ και τα ζεύγη των 

εκκινητών. 

Κατόπιν, µε την χρήση ενός ζεύγους εκκινητών ενισχύσαµε σε κάθε αντίγραφο 

ξεχωριστά µία εσωτερική περιοχή της V περιοχής του 23S rRNA των εντεροκόκκων 

µήκους 908 bp. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης για την ενίσχυση του εσωτερικού 

τµήµατος του γονιδίου 23S rRNA ήταν 50 µl που περιείχε 1 µl PCR προϊόντος από 

την προηγούµενη PCR και 49 µl µείγµατος αντιδραστηρίων (master mix). Τα 

αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν του οίκου Agilent Technologies. Inc, 

Santa Clara, CA, USA και αυτά ήταν: η πολυµεράση Stratagene® Paq5000 DNA 

Polymerase, τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια  dNTPs, 10X Paq5000 DNA 

Polymerase Buffer που περιέχει την κατάλληλη συγκέντρωση Mg+ και τα ζεύγη των 

εκκινητών. 

 Στον πίνακα 9 φαίνονται οι συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων στο διάλυµα 

αντίδρασης της PCR που έγιναν για να ενισχυθεί αρχικά τµήµα της περιοχής V και 

αλληλουχίες ανοδικά ή καθοδικά αυτής ενώ στον πίνακα 10 φαίνονται οι 

συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων στο διάλυµα αντίδρασης της PCR που έγιναν για 

να ενισχυθεί το τµήµα 908 bp της περιοχής V για κάθε αντίγραφο του γονδίου 23S 

rRNA ξεχωριστά. Στον πίνακα 11 παρουσιάζονται οι αλληλουχίες των εκκινητών 

που χρησιµοποιήθηκαν για τα στελέχη E. faecalis ενώ στον πίνακα 12 

παρουσιάζονται οι  αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για τα 

στελέχη E. faecium, µαζί το µέγεθος των προϊόντων των PCR και τις συνθήκες των 

αντιδράσεων. 

 

 

Σύσταση διαλύµατος PCR 
(Master Mix) Ποσότητα (µl) 

H2O 38.7 
10X Paq5000 DNA Polymerase Buffer 5 

dNTPs 25 mM each 0.4 
Εκκινητής 1 (forward) 100 pmol/µl 0.2 
Εκκινητής 2 (reverse) 100 pmol/ µl 0.2 

Paq5000 DNA Polymerase 0.5 
 Πίνακας 9. Σύσταση διαλύµατος PCR µε την χρήση του Stratagene® Paq5000 DNA Polymerase. 
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Σύσταση διαλύµατος PCR 
(Master Mix) Ποσότητα (µl) 

H2O 42.7 
10X Paq5000 DNA Polymerase Buffer 5 

dNTPs 25 mM each 0.4 
Εκκινητής 1 (forward) 100 pmol/µl 0.2 
Εκκινητής 2 (reverse) 100 pmol/ µl 0.2 

Paq5000 DNA Polymerase 0.5 
Πίνακας 10. Σύσταση διαλύµατος PCR µε την χρήση του Stratagene® Paq5000 DNA Polymerase. 

 

 

 

 

Γονίδιο Αλληλουχία εκκινητή 
Μέγεθος 
Προϊόντος 
PCR (bp) 

Συνθήκες 
PCR 

E. faecalis 
A 

Fw 5’…GTAACGATTTGGGCACTGTC…3’ 
1177 

95 ºC 2 min, 
[95 ºC 20 sec, 
54 ºC 20 sec, 
72 ºC 45 sec] 

x35, 
72 ºC 5 min 

Rev 5’…GCTCTCCCAGCTGAGCTAAA…3’ 

E. faecalis 
B 

Fw 5’…GTAACGATTTGGGCACTGTC…3’ 
1167 

Rev 5’…ACTACCAACTGAGCTATGCCG…3’ 

E. faecalis 
C 

Fw 5’…TCCGGCAGTAGGACTCGAA…3’ 
1218 

Rev 5’…CGTAACGATTTGGGCACTG…3’ 

E. faecalis 
D 

Fw 5’…TTGTAAGGCAGGTGCTCTCC…3’ 

1191 
Rev 5’…CGTAACGATTTGGGCACTG…3’ 

 

Πιθανή 
περιοχή 
σύνδεσης 
της 

λινεζολίδης 

Fw 
5΄…GTAACGATTTGGGCACTGTC…3΄ 

 908 bp 

95 ºC 2 min, 
[95 ºC 20 sec, 
53 ºC 20 sec, 
72 ºC 30 sec] 

x35, 
72 ºC 5 min 

Rev 5΄…CGATTAGTATTGGTCCGCTC….3΄ 

Πίνακας 11. Eκκινητές και συνθήκες PCR για ενίσχυση τµήµατος της περιοχής V όλων των 
αντιγράφων του γονιδίου 23S rRNA των E. faecalis.  
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Γονίδιο Αλληλουχία εκκινητή 
Μέγεθος 
Προϊόντος 
PCR (bp) 

Συνθήκες 
PCR 

E. faecium 
A 

Fw 5’…GTAACGATTTGGGCACTGTC…3’ 
1569 95 ºC 2 min, 

[95 ºC 20 sec, 
54 ºC 20 sec, 
72 ºC 55 sec] 

x35, 
72 ºC 5 min 

Rev 5’…ACTGCAACAAAATGCGGTCT...3’ 

E. faecium 
B 

Fw 5’…ACCCTTGAGACAGTTTGGCA…3’ 
 1167 

Rev 5’…CGTAACGATTTGGGCACTG…3’ 

 E. faecium 
C 

Fw 5’…TCCGGCAGTAGGACTCGAA…3’ 
 1219 95 ºC 2 min, 

[95 ºC 20 sec, 
54 ºC 20 sec, 
72 ºC 50 sec] 

x35, 
72 ºC 5 min 

Rev 5’…CGTAACGATTTGGGCACTG…3’ 

E. faecium 
D 

Fw 5’…CATCCATGTCTCCTATACGTTGA
…3’ 1474 

Rev 5’…CGTAACGATTTGGGCACTG…3’ 
 

E. faecium 
E 

Fw 5’…CTTATCAGGCGTGCGCTCTA…3’ 
 1192 95 ºC 2 min, 

[95 ºC 20 sec, 
54 ºC 20 sec, 
72 ºC 45 sec] 

x35, 
72 ºC 5 min 

Rev 5’…CGTAACGATTTGGGCACTG…3’ 
 

E. faecium 
F 

Fw 5’…TGACCCTCTGCTTGTAAGGC…3’ 
1199 

Rev 5’…CGTAACGATTTGGGCACTG…3’ 

Πιθανή 
περιοχή 
σύνδεσης 
της 

λινεζολίδης 

Fw 
5΄…GTAACGATTTGGGCACTGTC…3΄ 

 908 bp 

95 ºC 2 min, 
[95 ºC 20 sec, 
53 ºC 20 sec, 
72 ºC 30 sec] 

x35, 
72 ºC 5 min 

Rev 5΄…CGATTAGTATTGGTCCGCTC….3΄ 

Πίνακας 12. Eκκινητές και συνθήκες PCR για ενίσχυση τµήµατος της περιοχής V όλων των 

αντιγράφων του γονιδίου 23S rRNA των E. faecium. 

 

Κατόπιν ακολούθησε ανάλυση της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων και των δύο 

κλώνων των προϊόντων της PCR που προέρχονται από ενίσχυση κάθε αντίγραφο του 

γονίδιο 23S rRNA ξεχωριστά για εντοπισµό µεταλλάξεων που προσδίδουν στα 

στελέχη αυτά αντοχή στη λινεζολίδη. Η ανάλυση αυτή πραγµατοποιήθηκε µε συσκευή 

αλληλούχισης ABI Prism 377 DNA (Perkin-Elmer, Applied Biosystems Division, 

Foster City, CA).  
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I.7.2 ΣΤΑΦΥΛΟΚΟΚΚΟΙ  

I.7.2.1 Εφαρµογή της PCR για κάθε αντίγραφο του 23S rRNA των 

σταφυλοκόκκων ξεχωριστά  

 

Για να εντοπίσουµε τις µεταλλάξεις που προκαλούν την αντοχή στη λινεζολίδη 

σε κάθε στέλεχος εφαρµόσαµε 12 διαφορετικές αντιδράσεις PCR (µία εξωτερική και 

µία εσωτερική PCR για καθένα από τα 6 αντίγραφα του 23S rRNA). Οι δεύτερες 

(εσωτερικές) PCR για κάθε αντίγραφο, είχαν σαν αποτέλεσµα τον πολλαπλασιασµό 

µέρους (419 bp) του 23S rRNA που είναι πιθανώς η περιοχή πρόσδεσης της 

λινεζολίδης και ανίχνευση µε αλληλούχιση των µεταλλάξεων σε κάθε αντίγραφο του 

γονιδίου ξεχωριστά. Η ανάλυση της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων και των δύο 

κλώνων των προϊόντων της PCR, πραγµατοποιήθηκε µε συσκευή αλληλούχισης ABI 

Prism 377 DNA (Perkin-Elmer, Applied Biosystems Division, Foster City, CA). 

Η χρήση θετικών µαρτύρων δεν ήταν απαραίτητη, εφόσον όλα τα βακτηριακά 

στελέχη φέρουν το γονίδιο που κωδικοποιεί για την µικρή υποµονάδα των 

ριβοσωµάτων τους. Ως αρνητικός µάρτυρας προς ανίχνευση πιθανής επιµόλυνσης 

της αντίδρασης µε εξωγενές DNA χρησιµοποιήθηκε νερό ελεύθερο νουκλεασών. 

Πιο αναλυτικά, µε την χρήση έξι ζευγών εκκινητών ενισχύσαµε τα διαφορετικά 

αντίγραφα του γονιδίου που κωδικοποιούν για το 23S rRNA των σταφυλοκόκκων. Ο 

τελικός όγκος γ ια κάθε αντίδραση ήταν 50 µl που περιείχε 2 µl µικροβιακού DNA 

και 48 µl µείγµατος αντιδραστηρίων. Τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν 

του οίκου Invitrogen. Inc, Carsbad, CA, USA και αυτά ήταν: µείγµα ενζύµων 

ελονγκάσης (Elongase® Enzyme Mix, µείγµα Taq πολυµεράσης και GB-D 

θερµοσταθερών πολυµερασών του είδους Pyrococcus), τριφωσφορικά 

δεοξυριβονουκλεοτίδια  dNTPs, 5X Buffer A και 5X Buffer B  που συνδυαζόµενα 

δίνουν την επιθυµητή συγκέντρωση Mg+ 1.6 mM και τα ζεύγη των εκκινητών. 

Κατόπιν, µε την χρήση ενός ζεύγους εκκινητών ενισχύσαµε σε κάθε αντίγραφο 

ξεχωριστά µία εσωτερική περιοχή της V περιοχής του 23S rRNA των 

σταφυλοκόκκων µήκους 419 bp. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης για την ενίσχυση 

των αλληλεπικαλυπτόµενων τµηµάτων του 23S rRNA ήταν 50 µl που περιείχε 1 µl 

µικροβιακού DNA και 49 µl µείγµατος αντιδραστηρίων (master mix). Τα 

αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν του οίκου Invitrogen. Inc, Carsbad, CA, 

USA και αυτά ήταν: ένζυµο, DNA πολυµεράση (Platinum® Pfx DNA Polymerase), 
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τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια dNTPs, 10X Pfx Amplification Buffer 

ρυθµιστικό διάλυµα, MgSO4 1 mM και τα ζεύγη των εκκινητών. 

 Στον πίνακα 13 φαίνονται οι συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων στο διάλυµα 

αντίδρασης της PCR που έγιναν µε την χρήση του µείγµατος ελονγκάσης, σ τον 

πίνακα 14 µε την Platinum® Pfx DNA Polymerase, ενώ στον πίνακα 15 οι 

αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν, το µέγεθος των προϊόντων των 

PCR καθώς και οι συνθήκες των αντιδράσεων. 

 

 

Σύσταση διαλύµατος 
PCR 

(Master Mix) 
Ποσότητα (µl) 

H2O 33 
5X Buffer A [300 mM Tris-SO4, (pH 9.1 στους 

25°C), 90 mM (NH4)2SO4 και 5 mM MgSO4] 
4 

5X Buffer B [300 mM Tris-SO4, (pH 9.1 στους 
25°C), 90 mM (NH4)2SO4 και 10 mM MgSO4] 

6 

dNTPs 10 mM each 1 
Εκκινητής 1 (forward) 100 pmol/µl 1 
Εκκινητής 2 (reverse) 100 pmol/ µl 1 

Elongase enzyme mix 2 
 Πίνακας 13. Σύσταση διαλύµατος PCR µε την χρήση του Elongase® Enzyme Mix 

 

 

 

Σύσταση διαλύµατος PCR 
(Master Mix) Ποσότητα (µl) 

Η2Ο 39 
10X Pfx Amplification Buffer 5 

MgSO4 1 mM 1 
dNTPs 10 mM each 1.5 

Εκκινητής 1 (forward) 100 pmol/µl 1 
Εκκινητής 2 (reverse) 100 pmol/ µl 1 

Platinum Pfx DNA Polymerase 2.5 U/ µl 0.5 
Πίνακας 14. Σύσταση διαλύµατος PCR µε την χρήση της Platinum® Pfx DNA Polymerase 
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Γονίδιο Αλληλουχία εκκινητή  
Μέγεθος 
Προϊόντος 
PCR (bp) 

Συνθήκες 
PCR Αναφορά 

rrlA 
F 5΄...AAACCAATTGGGATTAAAGT...3΄ 

5548 

94 ºC 30 sec, 
[94 ºC 30 sec, 
50 ºC 30 sec, 
68 ºC 6 min] 

x35, 

Liakopoulos 
et al, 2009 

R 5΄...TTCGAGGGATCTTATAACCG...3΄ 

rrlB 
F 5΄...CCTCCAACTGGTGGTCTAGG...3΄ 

6371 

94 ºC 30 sec, 
[94 ºC 30 sec, 
48 ºC 30 sec, 
68 ºC 6 min] 

x35, R 5΄...TCCTTGCCATTGTCACCAGA...3΄ 

rrlC 
F 5΄...GAGTCCACTTAGGCCCACCA...3΄ 

5999 

94 ºC 30 sec, 
[94 ºC 30 sec, 
50 ºC 30 sec, 
68 ºC 6 min] 

x35, R 5΄...CTACTCTTTTTATAGCAATG...3΄ 

rrlD 
F 5΄...GCCTGGCAACGTCCTACTCT...3΄ 

7362 

94 ºC 30 sec, 
[94 ºC 30 sec, 
56 ºC 30 sec, 
68 ºC 6 min] 

x35, 
R 5΄...AACATTTATTCTCGATGAAA...3΄ 

rrlE 
F 5΄...TGTTGATGGAGCTTCAGTAG...3΄ 

4358 

94 ºC 30 sec, 
[94 ºC 30 sec, 
57 ºC 30 sec, 
68 ºC 6 min] 

x35, 
R 5΄...TAACCATTTGGAGCTAGCCG...3΄ 

rrlF 
F 5΄...TCTTGTATCTCTTCCTACTA...3΄ 

6058 

94 ºC 30 sec, 
[94 ºC 30 sec, 
55 ºC 30 sec, 
68 ºC 6 min] 

x35, R 5΄...TAACCATTTGGAGCTAGCCG...3΄ 

Εσωτερικό 
τµήµα της 
περιοχής 

V 

L1 5΄...GCGGTCGCCTCCTAAAAG...3΄ 

419 bp 

94 ºC 2 min, 
[94 ºC 45 sec, 
58 ºC 30 sec, 
68 ºC 35 sec] 

x35, 
72 ºC 10 min 

L2 5΄...ATCCCGGTCCTCTCGTACTA...3΄ 

Πίνακας 15. Eκκινητές και συνθήκες PCR για ενίσχυση των αντιγράφων του γονιδίου 23S rRNA των 
σταφυλοκόκκων 

 

I.7.2.2 Εφαρµογή της PCR για ανίχνευση του γονιδίου της 

µεθυλοτρανσφεράσης Cfr 

 

Όλα τα στελέχη σταφυλοκόκκων εξετάστηκαν για την πιθανή παρουσία του γονιδίου 

cfr που κωδικοποιεί για τη Cfr µεθυλοτρανσφράση και η οποία προσδίδει στα 

στελέχη CoNS αντοχή στη λινεζολίδη. Σε κάθε στέλεχος εφαρµόσαµε PCR µε τους 

κατάλληλους εκκινητές, η οποία είχε σαν στόχο τη µοριακή ενίσχυση του γονιδίου 

cfr µεγέθους 740 bp (Kehrenberg C et al, 2005).  

Ο τελικός όγκος της αντίδρασης για την ενίσχυση του γονιδίου cfr ήταν 50 µl 

που περιείχε 5 µl µικροβιακού DNA και 45 µl µείγµατος αντιδραστηρίων (master 
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mix). Τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν του οίκου Invitrogen. Inc, 

Carsbad, CA, USA και αυτά ήταν: ένζυµο, DNA πολυµεράση (Platinum® DNA 

Polymerase), τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια dNTPs, 10X Amplification 

Buffer ρυθµιστικό διάλυµα, MgCl2 50 mM και τα ζεύγη των εκκινητών. Ως 

αρνητικός µάρτυρας προς ανίχνευση πιθανής επιµόλυνσης της αντίδρασης µε 

εξωγενές DNA, χρησιµοποιήθηκε νερό ελεύθερο νουκλεασών. 

 Στον πίνακα 16 φαίνονται οι συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων στο διάλυµα 

αντίδρασης της PCR που έγιναν µε την χρήση του µείγµατος Platinum® DNA 

Polymerase, ενώ στον πίνακα 17 οι αλληλουχίες των εκκινητών που 

χρησιµοποιήθηκαν, το µέγεθος των προϊόντων των PCR καθώς και οι συνθήκες των 

αντιδράσεων. 
 

Σύσταση διαλύµατος PCR 
(Master Mix) Ποσότητα (µl) 

Η2Ο 36.35 
10X Amplification Buffer 5 

MgCl2 50 mM 1.5 
dNTPs 10 mM each 1.25 

Εκκινητής 1 (forward) 100 pmol/µl 0.2 
Εκκινητής 2 (reverse) 100 pmol/ µl 0.2 
Platinum DNA Polymerase 5 U/ µl 0.5 

Πίνακας 16. Σύσταση διαλύµατος PCR µε την χρήση της Platinum® DNA Polymerase 

 

 

Γονίδιο Αλληλουχία εκκινητή 
Μέγεθος 
Προϊόντος 
PCR (bp) 

Συνθήκες 
PCR Αναφορά 

cfr 
Fw 5΄...TGAAGTATAAAGCAGGTTGGGAGT

CA...3΄ 
740 

94 ºC 2 min, 
[94 ºC 1 min, 
48 ºC 1 min, 
72 ºC 1 min] 

x35, 
72 ºC 10 min 

Kehrenberg 
C et al, 2005 

 
Rv 5΄...ACCATATAATTGACCACAAGCAGC.

..3΄ 

Πίνακας 17. Eκκινητές και συνθήκες PCR για ενίσχυση του γονιδίου cfr των σταφυλοκόκκων 

 

I.7.2.3 Eφαρµογή της PCR για ενίσχυση των γονιδίων rplC, rplD και rplV που 

κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες L3, L4 και L22. 

  

Σε 8 στελέχη LRSE που αντιπροσώπευαν όλους του τύπους PFGE, που 

επιλέχθηκαν για να µελετηθεί η κινητική της ανάπτυξής τους ενισχύθηκαν τα γονίδια 

rplC, rplD και rplD που κωδικοποιούν για τις ριβοσωµικές πρωτεΐνες L3, L4 και L22 
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σε κάθε στέλεχος εφαρµόζοντας PCR µε τους κατάλληλους εκκινητές. Οι PCR αυτές 

είχαν σαν στόχο τη µοριακή ενίσχυση των γονιδίων rplC, rplD και rplD που 

κωδικοποιούν για τις ριβοσωµικές πρωτεΐνες L3, L4 και L22 µε επακόλουθη 

αλληλούχιση και ανάλυση των αλληλουχιών τους για τον εντοπισµό τυχόν 

µεταλλάξεων (Mendes RE et al, 2010). Η ανά λυση αυτή πραγµατοποιήθηκε µε 

συσκευή αλληλούχισης ABI Prism 377 DNA (Perkin-Elmer, Applied Biosystems 

Division, Foster City, CA). 

Η χρήση θετικών µαρτύρων δεν ήταν απαραίτητη εφόσον όλα τα βακτηριακά 

στελέχη φέρουν τα γονίδια που κωδικοποιούν για τις απαραίτητες αυτές ριβοσωµικές 

πρωτεΐνες. Ως αρνητικός µάρτυρας προς ανίχνευση πιθανής επιµόλυνσης της 

αντίδρασης µε εξωγενές DNA χρησιµοποιήθηκε νερό ελεύθερο νουκλεασών. 

Ο τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 50 µl που περιείχε 5 µl µικροβιακού 

DNA και 45 µl µείγµατος αντιδραστηρίων (master mix). Τα αντιδραστήρια που 

χρησιµοποιήθηκαν ήταν του οίκου Invitrogen. Inc, Carsbad, CA, USA και αυτά 

ήταν: ένζυµο, DNA πολυµεράση (Platinum® DNA Polymerase), τριφωσφορικά 

δεοξυριβονουκλεοτίδια dNTPs, 10X Amplification Buffer ρυθµιστικό διάλυµα, 

MgCl2 50 mM και τα ζεύγη των εκκινητών. 

 

Σύσταση διαλύµατος PCR 
(Master Mix) Ποσότητα (µl) 

Η2Ο 36.35 
10X Amplification Buffer 5 

MgCl2 50 mM 1.5 
dNTPs 10 mM each 1.25 

Εκκινητής 1 (forward) 100 pmol/µl 0.2 
Εκκινητής 2 (reverse) 100 pmol/ µl 0.2 
Platinum DNA Polymerase 5 U/ µl 0.5 

Πίνακας 18. Σύσταση διαλύµατος PCR µε την χρήση της Platinum® DNA Polymerase 

 

 Στον πίνακα 18 φαίνονται οι συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων στο διάλυµα 

αντίδρασης της PCR που έγιναν µε την χρήση του µείγµατος Platinum® DNA 

Polymerase, ενώ στον πίνακα 19 οι αλληλουχίες των εκκινητών που 

χρησιµοποιήθηκαν, το µέγεθος των προϊόντων των PCR καθώς και οι συνθήκες των 

αντιδράσεων. 
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Γονίδιο Αλληλουχία εκκινητή 
Μέγεθος 
Προϊόντος 
PCR (bp) 

Συνθήκες 
PCR Αναφορά 

rplC 

rplC-
F 

5΄...ACC CTG ATT TAG TTC CGT 
CTA...3΄ 

822 

94 ºC 2 min, 
[94 ºC 1 min, 
52 ºC 1 min, 
72 ºC 1 min] 
x35, 
72 ºC 10 min 

Mendes RE 
et al, 2010 

rplC-
R 

5΄...GTT GAC GCT TTA ATG GGC 
TTA...3΄ 

rplD 

rplD-
F 5΄...TCG CTT ACC TCC TTA ATG...3΄ 

1200 

94 ºC 2 min, 
[94 ºC 1 min, 
52 ºC 1 min, 
72 ºC 1 min] 
x35, 
72 ºC 10 min 

rplD-
R 5΄...GGT AAC ACT GTA ACT G...3΄ 

rplV 

rplV-
F 

5΄... CAA CAC GAA GTC CGA TTG 
GA...3΄ 

350 

94 ºC 2 min, 
[94 ºC 1 min, 
50 ºC 1 min, 
72 ºC 1 min] 
x35, 
72 ºC 10 min 

rplV-
R 

5΄... GCA GAC GAC AAG AAA ACA 
AG...3΄ 

 
Πίνακας 19. Eκκινητές και συνθήκες PCR για ενίσχυση των γονιδίων rplC, rplD και rplD των 
σταφυλοκόκκων 

 

I.8 KΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ PCR ΚΑΙ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗ  

 

Στα PCR προϊόντα που επρόκειτο να υποβληθούν στη διαδικασία ανεύρεσης 

αλληλουχίας βάσεων εφαρµόστηκε καθαρισµός µε το σύστηµα του εµπορικού kit 

Purelink® PCR Purification Kit (Invitrogen. Inc, Carlsbad, CA, USA) για την 

αποµάκρυνση αλάτων, εκκινητών, dNTPs και άλλων µη νουκλεϊκών 

αντιδραστηρίων. Εφαρµόστηκε το προτεινόµενο από τον κατασκευαστή 

πρωτόκολλο. Συγκεκριµένα: 

Σε 40 µl προϊόντος PCR προσθέτουµε 160 µl ρυθµιστικού διαλύµατος 

καθαρισµού PureLink Binding Buffer µε ισοπροπανόλη και αναδεύουµε ελαφρά 

µέχρι να οµογενοποιηθεί το διάλυµα. Μεταφέρουµε το δείγµα σε µία στήλη PureLink 

Spin Column. Φυγοκεντρούµε τη στήλη στα 10,000 x g για 1 λεπτό σε θερµοκρασία 

δωµατίου ώστε να προσδεθεί το δίκλωνο DNA στη στήλη. Απορρίπτουµε τo υγρό 

που έχει εισρεύσει από τη στήλη. Προσθέτουµε στη στήλη 650 µl ρυθµιστικό 

διάλυµα πλύσεως Wash Buffer µε αιθανόλη. Φυγοκεντρούµε τη στήλη στα 10,000 x 

g για 1 λεπτό σε θερµοκρασία δωµατίου. Απορρίπτουµε τo υγρό που έχει εισρεύσει 

από τη στήλη. Φυγοκεντρούµε τη στήλη στη µέγιστη ταχύτητα για 2-3 λεπτά για να 

αποµακρυνθούν τυχόν υπολλείµατα του ρυθµιστικού διαλύµατος πλύσης. 

Τοποθετούµε τη στήλη σε ένα σωληνάριο eppendorf του 1.5 ml. Προσθέτουµε στο 
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κέντρο της στήλης 50 µl διαλύµατος έκλουσης Elution Buffer (10 mM Tris-HCl,pH 

8.5). Επωάζουµε σε θερµοκρασία δωµατίου για 1 λεπτό.  Φυγοκεντρούµε τη στήλη 

στη µέγιστη ταχύτητα για 2 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Το διάλυµα έκλουσης 

περιέχει το καθαρό PCR προϊόν (Εικόνα 7) που αποθηκεύεται στους -20 ºC για 

περαιτέρω χρήση.  

 

 
Εικόνα 7. Διαδικασία καθαρισµού προϊόντων PCR µε το εµπορικό kit Purelink® PCR Purification Kit 

 

Η µέθοδος της ανεύρεσης αλληλουχίας βάσεων εφαρµόστηκε για τον ακριβή 

εντοπισµό των µεταλλάξεων που εδράζονται σε ποικίλα γονίδια των στελεχών 

εντεροκόκκου και σταφυλοκόκκου. Η ανάλυση αυτή πραγµατοποιήθηκε µε ένα 

µηχάνηµα αλληλούχισης ABI Prism 377 DNA (Perkin-Elmer, Applied Biosystems 

Division, Foster City, CA).  

Ο προσδιορισµός της αλληλουχίας των βάσεων των προϊόντων της PCR έγινε µε 

την εφαρµογή της µεθόδου Sanger. Η µέθοδος αυτή στηρίζεται στη χρήση 

σηµασµένων διδεοξυνουκλεοτιδίων (ddNTPs). Αυτά ε ίναι σηµασµένα µε τέσσερις 

διαφορετικές χρωστικές µία για κάθε βάση και στερούνται της 3-OH οµάδας, µε 

αποτέλεσµα να ενσωµατώνονται στη νουκλεοτιδική αλληλουχία και να εµποδίζουν 

την προσθήκη άλλων νουκλεοτιδίων. Έτσι προκύπτουν αλληλουχίες DNA µε ποικίλο 
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µήκος που αντιστοιχούν σε διαφορετικές θέσεις ενσωµάτωσης των ddNTPs και 

ανιχνεύονται µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης. Η αρχική φάση γίνεται 

όπως και η PCR σε θερµοκυκλοποιητή, µε τη διαφορά ότι στην ανάλυση αλληλουχίας 

των βάσεων χρησιµοποιείται ένας εκκινητής που οδηγεί σε γραµµικό πολλαπλασιασµό 

των προϊόντων επέκτασης. Για κάθε δείγµα γίνονται 4 ξεχωριστές αντιδράσεις σε 

αντίστοιχα σωληνάρια που το καθένα περιέχει όλα τα απαραίτητα αντιδραστήρια για 

την in vitro σύνθεση του DNA, τα σηµασµένα διδεοξυνουκλεοτίδια (ddATP ή ddCTP 

ή ddGTP ή ddTTP) και έναν εκκινητή. Με τον τρόπο αυτό δηµιουργούνται 4 

σηµασµένα DNA θραύσµατα διαφορετικού µήκους. Για την τελική ανίχνευση των 

θραυσµάτων του γίνεται ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης. Η ανάλυση του 

ηλεκτροφορήµατος και η αλληλουχία των νουκλεοτιδίων των βάσεων γίνεται µε 

αυτόµατο αναλυτή (DNA sequencer). Οι αλληλουχίες βάσεων που ανευρέθηκαν 

συγκρίθηκαν µε τις καταχωρηµένες αλληλουχίες πρότυπων στελεχών στην Τράπεζα 

Γονιδιακών Πληροφοριών, (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Genbank που 

διατίθεται από το NCBI, National Center for Biological Information. 
 

I.9 ΚΑΜΠΥΛΕΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ  

 

Για τη µελέτη της ανάπτυξης και της βιωσιµότητας των σταφυλοκοκκικών στελεχών 

εκτελέστηκαν καµπύλες ανάπτυξης απουσία και παρουσία λινεζολίδης 

εφαρµόζοντας ένα πρωτόκολλο που περιγράφηκε παλαιότερα (Moubareck et al, 

2009), µε τροποποιήσεις. Επιλέχθηκαν για το σκοπό αυτό 8 στελέχη LRSE µε 

ποικίλες MIC στη λινεζολίδη που αντιπροσώπευαν όλους του τύπους PFGE και ένα 

στέλεχος ευαίσθητο στη λινεζολίδη (MIC 2 µg/ml) (Linezolid Susceptible 

Staphylococcus epidermidis, LSSE) που χρησιµοποιήθηκε σαν στέλεχος ελέγχου. 

Επίσης σαν στέλεχος ελέγχου χρησιµοποιήθηκε και το πρότυπο στέλεχος ATCC 

29213 S. aureus (MIC στη λινεζολίδη 0.5 µg/ml). 

Όλα τα δείγµατα δοκιµάστηκαν εις τριπλούν, για να διασφαλιστεί η 

επαναληψιµότητα της µεθόδου, παρουσία και απουσία λινεζολίδης. Οι 

συγκεντρώσεις λινεζολίδης που χρησιµοποιήθηκαν ήταν 0, 8, 16, 32, 64 και 128 

µg/ml για τα 5 στελέχη µε MIC >256 µg/mL και για τρία στελέχη µε χαµηλού 

επιπέδου αντοχή στη λινεζολίδη και τα στελέχη ελέγχου ήταν το µισό της MIC και 0 

µg/ml.  
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Το πρωτοκόλλο που ακολουθήθηκε ξεκινάει αρχικά µε καλλιέργεια των 

στελεχών σε τρυβλία που περιέχουν Mueller Hinton άγαρ και επωάζονται στους 37 

ºC για 24h. Κατόπιν ακολουθεί υγρή ανακαλλιέργεια των ίδιων στελεχών (µία 

αποικία ενοφθαλµίζεται σε 5 ml Mueller Hinton ζωµό και επωάζεται στους 37 ºC για 

18h). Aκολουθεί και δεύτερη υγρή ανακαλλιέργεια (σε 2 ml MH ζωµού µε την 

κατάλληλη συγκέντρωση λινεζολίδης, ενοφθαλµίζονται 20 µl από την πρώτη υγρή 

καλλιέργεια και επωάζονται στους 37 ºC για 36 ώρες µε συνεχή ήπια ανάδευση).  

Λαµβάνονται µετρήσεις σε µετρητή κλίµακας ΜcFarland µετά από ήπια 

ανάδευση των σωληναρίων για 15 s µε vortex από κάθε δείγµα στις 0, 6, 12, 18, 24, 

30 και 36 h.  

Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε µε τη χρήση της δοκιµασίας 

t-test. Για όλα τα πειράµατα, τιµή P ≤ 0.05 θεωρήθηκε ενδεικτική της στατιστικής 

σηµαντικότητας. Όλες οι στατιστικές αναλύσεις έγιναν µε τη χρήση του λογισµικού 

Minitab software (version 13.31).   
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II. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  

II.1 ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ΚΑΙ ΕΙΔΟΣ ΤΩΝ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ  

 

Κατά το χρονικό διάστηµα Ιανουάριος 2007 έως Δεκέµβριος 2008 αποµονώθηκαν 25 

ανθεκτικά στη λινεζολίδη (Linezolid Resistant, LR) κλινικά στελέχη εντεροκόκκων 

από 19 ασθενείς του Πανεπιστηµιακού Γενικού Νοσοκοµείου Λάρισας.  

Από τα στελέχη αυτά 19 άνηκαν στο είδος E. faecium και 6 στο είδος E. 

faecalis. LR E. faecium αποµονώθηκαν από 13 ασθενείς και LR E. faecalis από 5 

ασθενείς. Είναι αξιοσηµείωτο το γεγονός ότι ένας ασθενής έφερε ένα στέλεχος E. 

faecium και ένα στέλεχος E. faecalis ταυτόχρονα που είχαν αντοχή στη λινεζολίδη.  

Ένα LR στέλεχος αποµονώθηκε από 14 ασθενείς, 2 LR στελέχη από 4 ασθενείς και 3 

LR στελέχη από έναν ασθενή. Εικοσιδύο στελέχη αποµονώθηκαν από την µονάδα 

εντατικής θεραπείας (ΜΕΘ) και 3 από την παθολογική κλινική. Τα κλινικά δείγµατα, 

από τα οποία αποµονώθηκαν τα LR στελέχη, ήταν: 8 αίµα, 11 ορθικό, 3 πύο, 1 

ενδοαγγειακός καθετήρας, 1 ούρα και 1 τραύµα.   

 

Περιοχή αποµόνωσης Στελέχη (n) 
Αίµα 8  
Ορθικό 11 
Πύο 3 

Ενδοαγγειακός Καθετήρας 1 
Ούρα 1 
Τραύµα 1 

Πίνακας 20. Περιοχή αποµόνωσης εντεροκόκκων 

 

Είδος Στελέχη (n)  
E. faecium 19 
E. faecalis 6 

Πίνακας 21. Διάταξη ειδών εντεροκόκκου 

Περιλήφθηκαν ακόµη στη µελέτη 72 ανθεκτικά στη λινεζολίδη (Linezolid 

Resistant, LR) κλινικά στελέχη κοαγκουλάση-αρνητικών σταφυλοκόκκων, που  

αποµονώθηκαν από 41 ασθενείς του Τζάνειου Γενικού Νοσοκοµείου Πειραιά κατά 

το χρονικό διάστηµα Νοέµβριος 2008 εώς Απρίλιος 2010.  

Από τα στελέχη αυτά  σύµφωνα µε το αυτοµατοποιηµένο σύστηµα VITEK2, 

55 άνηκαν στο είδος S. epidermidis, 8 στο είδος S. capitis, 4 στο είδος S. hominis, 3 

στο είδος S. lentus και τέλος 2 στο είδος S. warneri. Όλα τα στελέχη αποµονώθηκαν 

από ασθενείς που νοσηλεύονταν στην µονάδα εντατικής θεραπείας (ΜΕΘ). Τα 
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κλινικά δείγµατα, από τα οποία αποµονώθηκαν τα LR στελέχη, ήταν: αίµα 63, 

κεντρική φλεβική γραµµή 7 και πλευριτικό υγρό 2. Από τον συνολικό αριθµό των 72 

στελεχών σταφυλοκόκκων περαιτέρω µελετήθηκαν τα 30 που ελήφθησαν πρώτα.  
 

Περιοχή αποµόνωσης Στελέχη (n)  
Αίµα 63  

Κεντρική Φλεβική Γραµµή 7  
Πλευριτικό Υγρό 2  

Πίνακας 22. Περιοχή αποµόνωσης σταφυλοκόκκων 

 

Είδος Στελέχη (n)  
S. epidermidis 55  

S. capitis 8  
S. hominis 4  
S. lentus 3  

S. warneri 2  
Πίνακας 23. Διάταξη ειδών σταφυλόκοκκου 

 

II.2 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΤΗΣ (MIC) ΣΤΗ ΛΙΝΕΖΟΛΙΔΗ, 

ΒΑΝΚΟΜΥΚΙΝΗ ΚΑΙ ΤΕΙΚΟΠΛΑΝΙΝΗ ΜΕ ΤΗ ΜΕΘΟΔΟ ΤΟΥ E-TEST  

 

Η εφαρµογή των ταινιών E-test που χρησιµοποιήσαµε προσδιορίζει την MIC µέχρι 

και την συγκέντρωση των 256 µg/ml για τη λινεζολίδη, τη βανκοµυκίνη και την 

τεϊκοπλανίνη. Τα αποτελέσµατα παρατίθενται συγκεντρωτικά στους ακόλουθους 

πίνακες. Στον πίνακα 24 παρατίθενται τα αποτελέσµατα προσδιορισµού των MIC 

των εντεροκόκκων µε E-test για τη βανκοµυκίνη και την τεϊκοπλανίνη. Στον πίνακα 

25 παρατίθενται τα αποτελέσµατα προσδιορισµού των MIC των σταφυλοκόκκων µε 

E-test για τη βανκοµυκίνη και την τεϊκοπλανίνη. Τα αποτελέσµατα για την MIC 

όλων των στελεχών στη λινεζολίδη παρουσιάζονται µε την πρότυπη µέθοδο 

αραίωσεων σε άγαρ. 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/04/2024 20:26:01 EEST - 18.216.148.0



ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΩΝ ΜΟΡΙΑΚΩΝ ΚΑΙ ΦΑΙΝΟΤΥΠΙΚΩΝ ΜΗΧΑΝΙΣΜΩΝ ΑΝΤΟΧΗΣ ΣΤΗ ΛΙΝΕΖΟΛΙΔΗ ΣΕ ΚΛΙΝΙΚΑ 

Ελένη Ν. Ντόκου, Μοριακός Βιολόγος – Γενετίστρια, Διδακτορική Διατριβή 99 

α/α στελέχους 
εντεροκόκκου 

Είδος Βανκοµυκίνη 
MIC (µg/ml) 

Τεϊκοπλανίνη 
MIC (µg/ml) 

1 Ε. faecium >256 16 
2A Ε. faecium >256 16 
2B Ε. faecium >256 32 
3 Ε. faecium >256 16 

4A Ε. faecium 1.5 1 
4B Ε. faecium 1 0.75 
4C Ε. faecium 1 0.75 
5 Ε. faecium >256 16 

6A Ε. faecium >256 24 
7 Ε. faecium 0.75 0.38 
8 Ε. faecium 8 1 

9A Ε. faecium >256 16 
9B Ε. faecium >256 24 
10 Ε. faecium 1.5 0.25 

11A Ε. faecium 1 1 
11B Ε. faecium 1 1 
12 Ε. faecium >256 24 
13 Ε. faecium 2 1 
14 Ε. faecium 4 0.75 
15 E. faecalis >256 >256 
6B E. faecalis 1 0.38 
16 E. faecalis >256 12 
17 E. faecalis 1.5 0.25 
18 E. faecalis >256 24 
19 E. faecalis >256 48 

Πίνακας 24. Προσδιορισµός των MIC των εντεροκόκκων µε E-test για τη βανκοµυκίνη και την 

τεϊκοπλανίνη. 

 

 

 

 
Εικόνα 8. Προσδιορισµός MIC λινεζολίδης µε Etest σε στέλεχος σταφυλοκόκκου.  
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α/α στελέχους 
σταφυλοκόκκου 

Είδος  Βανκοµυκίνη 
MIC (µg/ml) 

Τεϊκοπλανίνη 
MIC (µg/ml) 

 A2548 S. epidermidis  3 8 
 A2490 S. epidermidis  1 1.5 
A2453 S. epidermidis  2 6 
A2519 S. epidermidis  2 8 

A2561 (1) S. epidermidis  1.5 12 
A2561 (2) S. epidermidis  2 8 
A2562 (1) S. epidermidis  2 8 
A2562 (2) S. epidermidis  2 8 

A2570 S. epidermidis  2 8 
A2549 S. epidermidis  3 12 
E371 S. epidermidis  2 8 

A2544 S. epidermidis  2 6 
A2545 S. epidermidis  2 6 

A41 S. epidermidis  1.5 8 
A55 S. epidermidis  3 8 

A2864 S. epidermidis  2 8 
217 S. epidermidis  1 3 

6119 S. epidermidis  1 4 
651 S. epidermidis  0.5 4 

605-2 S. epidermidis  0.75 4 
A1521 S. epidermidis  1 3 
A1702 S. epidermidis  1 16 
Y209 S. epidermidis 1 6 
158 S. capitis  0.75 0.5 
560 S. epidermidis 1.5 2 
71 S. capitis  1 0.75 
65 S. epidermidis 1.5 8 

200 S. epidermidis 1 4 
160-2 S. capitis  0.75 0.5 
A1929 S. epidermidis 1 8 

Πίνακας 25. Προσδιορισµός των MIC των σταφυλοκόκκων µε E-test για τη βανκοµυκίνη και την 

τεϊκοπλανίνη 

 
II.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΤΗΣ MIC ΣΤΗ ΛΙΝΕΖΟΛΙΔΗ ΜΕ 

ΤΗ ΜΕΘΟΔΟ ΤΩΝ ΔΙΑΔΟΧΙΚΩΝ ΑΡΑΙΩΣΕΩΝ 

 
Ο προσδιορισµός της MIC στη λινεζολίδη έγινε σε όλα τα στελέχη σταφυλοκόκκων 

για να εξεταστεί η ακεραιότητα των αποτελεσµάτων του E-test αλλά και του Vitek, 

όπως επίσης να προσδιοριστεί το ύψος της MIC που στα περισσότερα στελέχη 

ξεπερνάει το όριο των 256 µg/ml του E-test. Τα αποτελέσµατα αλληλεπικαλύπτονταν 

µε ελάχιστες διαφορές εώς µία τάξη µεγέθους (η οποία µπορεί να έγκειται στην 

απόδοση της µεθόδου). Στον πίνακα 26 εµφανίζονται τα αποτελέσµατα 

προσδιορισµού της MIC στη λινεζολίδη µε τη µέθοδο των διαδοχικών αραιώσεων 

για τα στελέχη εντεροκόκκου και στον πίνακα 27 εµφανίζονται τα αποτελέσµατα 

προσδιορισµού της MIC στη λινεζολίδη µε τη µέθοδο των δ ιαδοχικών αραιώσεων 

για τα στελέχη σταφυκολοκόκκου. Λόγω της ιδιαίτερα υψηλής αντοχής των 
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περισσοτέρων στελεχών σταφυλοκόκκου στη λινεζολίδη ήταν αδύνατος ο  ακριβής 

προσδιορισµός της MIC αυτών.  

 

 

 

 

 

 
α/α στελέχους 
εντεροκόκκου 

Είδος Λινεζολίδη 
MIC (µg/ml) 

1 E. faecium   16 
2A E. faecium   12 
2B E. faecium   8 
3 E. faecium   12 

4A E. faecium   12 
4B E. faecium   12 
4C E. faecium   8 
5 E. faecium   16 

6A E. faecium   16 
7 E. faecium   16 
8 E. faecium   8 

9A E. faecium   8 
9B E. faecium   8 
10 E. faecium   8 

11Α E. faecium   8 
11B E. faecium   8 
12 E. faecium   8 
13 E. faecium   8 
14 E. faecium   8 
15 E. faecalis 6 
6B E. faecalis 12 
16 E. faecalis 12 
17 E. faecalis 8 
18 E. faecalis 16 
19 E. faecalis 12 

Πίνακας 26. Προσδιορισµός της MIC στη λινεζολίδη µε τη µέθοδο των διαδοχικών αραιώσεων για τα 

στελέχη εντεροκόκκου. 
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α/α στελέχους 
σταφυλοκόκκου 

Είδος Λινεζολίδη 
MIC (µg/ml) 

 A2548 S. epidermidis  >512 
A2490 S. epidermidis  32 
A2453 S. epidermidis  32 
A2519 S. epidermidis  >512 

A2561 (1) S. epidermidis  >512 
A2561 (2) S. epidermidis  >512 
A2562 (1) S. epidermidis  >512 
A2562 (2) S. epidermidis  >512 

A2570 S. epidermidis  64 
A2549 S. epidermidis  >512 
E371 S. epidermidis  >512 

A2544 S. epidermidis  >512 
A2545 S. epidermidis  >512 

A41 S. epidermidis  >512 
A55 S. epidermidis  >512 

A2864 S. epidermidis  >512 
217 S. epidermidis  >512 

6119 S. epidermidis  >512 
651 S. epidermidis  >512 

605-2 S. epidermidis  >512 
A1521 S. epidermidis  >512 
A1702 S. epidermidis  64 
Y209 S. epidermidis >512 
158 S. capitis  64 
560 S. epidermidis >512 
71 S. capitis  64 
65 S. epidermidis >512 

200 S. epidermidis 512 
160-2 S. capitis  64 
A1929 S. epidermidis >512 

Πίνακας 27. Προσδιορισµός της MIC στη λινεζολίδη µε τη µέθοδο των διαδοχικών αραιώσεων για τα 

στελέχη σταφυλοκόκκου. 

 

 

 

II.4 ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΓΕΝΕΤΙΚΗΣ ΣΥΣΧΕΤΙΣΗΣ ΤΩΝ ΣΤΕΛΕΧΩΝ 

ΣΤΑΦΥΛΟΚΟΚΚΟΥ ΚΑΙ ΕΝΤΕΡΟΚΟΚΚΟΥ ΑΝΘΕΚΤΙΚΩΝ ΣΤΗ 

ΛΙΝΕΖΟΛΙΔΗ ΜΕ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΠΑΛΛΟΜΕΝΟ ΗΛΕΚΤΡΙΚΟ 

ΠΕΔΙΟ (PFGE) 

 

Στα πλαίσια του ελέγχου της µοριακής επιδηµιολογικής συσχέτισης των ανθεκτικών 

στη λινεζολίδη στελεχών σταφυλοκόκκων και εντεροκόκκων, έγινε ανάλυση του 

γενωµικού τους DNA µε ηλεκτροφόρηση σε παλλόµενο ηλεκτρικό πεδίο. Αρχικά 

έγινε PFGE στα στελέχη Enterococcus faecium, κατόπιν στα στελέχη Enterococcus 
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faecalis και τέλος στα στελέχη Staphylococcys epidermidis και Staphylococcus 

capitis. Τα γενετικά αποτυπώµατα των στελεχών αναλύθηκαν δια γυµνού οφθαλµού 

σύµφωνα µε τα ερµηνευτικά κριτήρια των Tenover et al.  

Τα αποτελέσµατα των εντεροκόκκων ήταν: τα 19 στελέχη E. faecium 

ανήκουν σε επτά διαφορετικούς κλώνους, ενώ τα 6 στελέχη E. faecalis ανήκουν σε 4 

διαφορετικούς κλώνους. Στις εικόνες 9 και 10 εµφανίζονται τα αποτελέσµατα των 

ηλεκτροφορήσεων σε παλλόµενο ηλεκτρικό πεδίο των στελεχών E. faecium και των 

στελεχών E. faecalis αντίστοιχα. Επίσης στον Πίνακα 28 παρατίθενται τα κύρια 

κλινικά χαρακτηριστικά των εντεροκοκκικών στελεχών σε συνδυασµό µε τα PFGE 

αποτυπώµατα τους. 

 Ασθενής 
 

Στέλεχος 
 

Μήνας 
Αποµόνωσης 

(µ/χ) 

Υποκείµενες 
Νόσοι 

Κλινικό 
Δείγµα 

VAN 
MIC 

(µg/mL) 

LZD 
MIC 

(µg/mL) 

έκθεση στη 
LZD(ηµέρες) 

 

PFGE 
Τύπος 

E. faecium 
 1 1 01/07 Ασθένεια 

Wegener /  
Νεφρική 
Ανεπάρκεια 

Αίµα >256 16 Ναι (25) Ia 

2 2A 01/07 Σηπτικό Σοκ Αίµα >256 12 Ναι (16) Ia 
2B 02/07 Πύο >256 8 Ia 

3 3 02/07 COPD/  
Λοίµωξη 

Αναπνευστικού  

Κόπρανα >256 12 Όχι Ia 

4 4A 02/07  Αίµα 1.5 12 Όχι 
  

Ib 
4B 03/07 Αίµα 1 12 Ib 
4C 03/07 Πύο 1 8 Ib 

5 5 05/07 Ηπατίτιδα B/ 
Πυελονεφρίτιδα 

Αίµα >256 16 Όχι II 

     6 6A 12/07 Χειρουργείο 
εγκεφαλικού 

Κόπρανα >256 16 Ναι (15) III 

7 7 01/08 Τραύµα Ενδοαγ. 
Καθετήρας 

1 16 Όχι IV 

8 8 02/08  Κόπρανα 8 8 Ναι (22) V 
9 9A 05/08 Τραύµα Κόπρανα >256 8 Ναι (3) II 

9B 06/08 Τραύµα >256 8 II 
10 10 05/08 Όγκος εγκεφάλου Κόπρανα 1.5 8 Ναι (4) II 
11 11A 08/08 Τραύµα Αίµα 1 8 Όχι VIa 

 11B 09/08 Κόπρανα 1 8 VIa 
12 12 09/08 Τραύµα Κόπρανα >256 8 Ναι (7) VII 

 13 13 12/08  Ούρα 2 8 Όχι VIb 
 14 14 12/08  Αίµα 4 8 Όχι VIb 
E. faecalis 

 6 6B 12/07 Εγκεφαλικό 
ανεύρυσµα 

Αίµα 1 12 Ναι (15) VIIIa 

 15 15 04/07 Υπαραχνοειδής 
αιµορραγία 

Πύο >256 8 Ναι (13) IX 

 16 16 05/08 Καρδιακή 
Ανεπάρκεια 

Κόπρανα >256 12 Όχι VIIIb 

 17 17 06/08  Κόπρανα 1.5 8 Όχι VIIIb 
 18 18 06/07  Κόπρανα >256 16 Όχι ΧΙ 
 19 19 10/08 Τραύµα Κόπρανα >256 12 Ναι (4) X  

 
Πίνακας 28. PFGE αποτυπώµατα στελεχών E. faecium και E. faecalis 

  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/04/2024 20:26:01 EEST - 18.216.148.0



ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΩΝ ΜΟΡΙΑΚΩΝ ΚΑΙ ΦΑΙΝΟΤΥΠΙΚΩΝ ΜΗΧΑΝΙΣΜΩΝ ΑΝΤΟΧΗΣ ΣΤΗ ΛΙΝΕΖΟΛΙΔΗ ΣΕ ΚΛΙΝΙΚΑ 

Ελένη Ν. Ντόκου, Μοριακός Βιολόγος – Γενετίστρια, Διδακτορική Διατριβή 104 

 

 

 
 

Εικόνα 9. Ηλεκτροφορητικά πρότυπα στελεχών E. faecium. L = ladder, 1-14 = αριθµοί ασθενών 
 

 
 

 

 
Εικόνα 10. Ηλεκτροφορητικά πρότυπα στελεχών E. faecalis. L = ladder, 6,15-19 = αριθµοί ασθενών 

 

 

Τα στελέχη S. epidermidis ανήκουν σε 5 διαφορετικούς κλώνους και τα 3 

στελέχη S. capitis (158, 71, 160-2) ήταν γενετικά πανοµοιότυπα και ανήκουν σε ένα 

κλών. Εικοσιτρία από τ α 27 στελέχη S. epidermidis ήταν κλωνικά συσχετιζόµενα 

ενώ τέσσερα S. epidermidis (A2570, A2490, Α2453, Α1702) στελέχη ήταν κλωνικά 

µοναδικά. Στις εικόνες 11 και 12 εµφανίζονται τα αποτελέσµατα των 

    L   1    2    3    4    5   6   7   L   8    9  10  11  12  13 14 

   L   19   16  15  18   6  17   L 
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ηλεκτροφορήσεων σε παλλόµενο ηλεκτρικό πεδίο των 27 στελεχών S. epidermidis 

και των 3 στελεχών S. capitis. 

 

 
Εικόνα 11. Ηλεκτροφορητικά πρότυπα στελεχών S. epidermidis και S. capitis. L = Ladder 

 
Εικόνα 12. Ηλεκτροφορητικά πρότυπα στελεχών S. epidermidis και S. capitis. L = Ladder 

   L        A41   A2453  A2519  E371 A2561-1 A2561-2 A2562-1 A2562-2    L     A2864     A55   A2570  A2548   A2549  A2490    A2544  A2545    L  

    65     Y209    651    6119    560      71    160-2      L     control A1521  217   A1929  A1702  605-2  200    158       L  
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II.5 ΕΝΤΕΡΟΚΟΚΚΟΙ – ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ PCR 

II.5.1 Αποτελέσµατα ενίσχυσης του γονιδίου 23S rRNA των εντεροκόκκων σε 4 

αλληλοεπικαλυπτόµενα ζεύγη  

 

Τα PCR προϊόντα των στελεχών αναλύθηκαν µε τη µέθοδο αλληλούχισης του 

γενετικού υλικού για την ανίχνευση πιθανών µεταλλάξεων που αλλάζουν την 

τριτοταγή δοµή του 23S rRNA µε αποτέλεσµα να επηρεάζουν την πρόσδεση της 

λινεζολίδης και την επακόλουθη λειτουργία της. Οι αλληλουχίες βάσεων που 

ανευρέθηκαν στα υπό εξέταση στελέχη συγκρίθηκαν µε τις αλληλουχίες 

Enterococcus faecium strain ATCC 27273 (Accesion number: EU547788.1) και 

Enterococcus faecalis strain IJ-12 (Accesion number: EU547785.1) που ελήφθησαν 

από την Τράπεζα Γονιδιακών πληροφοριών (GenBank), ώστε να προσδιοριστούν οι 

ακριβείς θέσεις των µεταλλάξεων. 

Σε κάθε στέλεχος εφαρµόστηκαν 4 διαφορετικές διαδοχικές αντιδράσεις PCR 

για την µοριακή ενίσχυση (σε αλληλοεπικαλυπτόµενα τµήµατα) ολόκληρου του 

γονιδίου 23S rRNA που κωδικοποιεί για την µικρή υποµονάδα του ριβοσώµατος 

(Εικόνες 13-16).  

 

 
Εικόνα 13. Ενδεικτικά αποτελέσµατα ενίσχυσης µε την πρώτη PCR για το τµήµα που αντιστοιχεί στις 

βάσεις 12-731 της περιοχής V του 23S rRNA των εντεροκόκκων. Στα άκρα της εικόνας φαίνεται 

δείκτης GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas) του µοριακού µεγέθους των 100-1000 bp. 
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Εικόνα 14. Ενδεικτικά αποτελέσµατα ενίσχυσης µε την δεύτερη PCR για το τµήµα που αντιστοιχεί 

στις βάσεις 597-1486 της περιοχής V του 23S rRNA των εντεροκόκκων. Στα άκρα της εικόνας 

φαίνεται δείκτης GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas) του µοριακού µεγέθους των 100-1000 

bp. 

 

 
Εικόνα 15. Ενδεικτικά αποτελέσµατα ενίσχυσης µε την τρίτη PCR για το τµήµα που αντιστοιχεί στις 

βάσεις 1319-2140 της περιοχής V του 23S rRNA των εντεροκόκκων. Στα άκρα της εικόνας φαίνεται 

δείκτης GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas) του µοριακού µεγέθους των 100-1000 bp. 

 

 
Εικόνα 16. Ενδεικτικά αποτελέσµατα ενίσχυσης µε την τέταρτη PCR για το τµήµα που αντιστοιχεί 

στις βάσεις 1988-2896 της περιοχής V του 23S rRNA των εντεροκόκκων. Στα άκρα της εικόνας 

φαίνεται δείκτης GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas) του µοριακού µεγέθους των 100-1000 

bp. 

 

Η σύγκριση των αλληλουχιών των υπό εξέταση στελεχών µε την αλληλουχία 

αυτή έδωσε µόνο µία νουκλεοτιδική διαφορά, που αντιστοιχεί σ τη βιβλιογραφικά 

κατατεθηµένη µετάλλαξη G2576T σε όλα τα υπό εξέταση στελέχη εντεροκόκκων. 
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Λόγω της ταυτόχρονης ενίσχυσης όλων των αντιγράφων του 23S rRNA των 

εντεροκόκκων δεν ήταν εφικτός ο  προσδιορισµός του αριθµού των µεταλλαγµένων 

αντιγράφων του κάθε στελέχους. Ο µοναδικός διαχωρισµός που µπορούσε να 

εκτελεστεί µε την µέθοδο αυτή ήταν σε µεταλλαγµένα ή µη στελέχη. Όλα τα υπό 

εξέταση στελέχη εντεροκόκκου έφεραν τη µετάλλαξη G2576T. Στους πίνακες 29 και 

30 παρατίθενται παραδείγµατα στοίχισης αλληλουχιών Enterococcus faecium και 

Enterococcus faecalis µε τις αλληλουχίες Enterococcus faecium strain ATCC 27273 

(Accesion number: EU547788.1) και Enterococcus faecalis strain IJ-12 (Accesion 

number: gEU547785.1) αντίστοιχα που ελήφθησαν από την Τράπεζα Γονιδιακών 

πληροφοριών (GenBank). Με µπλε έχει επισηµανθεί η µετάλλαξη G2576T 

(σύµφωνα µε την αρίθµηση του 23SrRNA σε E. coli). 

>gi|183673673|gb|EU547788.1|  Enterococcus faecium strain ATCC 27273 23S ribosomal 
RNA gene,  

partial sequence 
 
Query  300   TGGTTGGAAATCATTCGAAGAGTGTAAAGGCAGAAGGGAGCTTGACTGCGAGACCAACAA  359 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2303  TGGTTGGAAATCATTCGAAGAGTGTAAAGGCAGAAGGGAGCTTGACTGCGAGACCAACAA  2362 
 
Query  360   GTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTTAGTGATCCGGTGGTTCCGCATGGAAGGGCCATCG  419 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2363  GTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTTAGTGATCCGGTGGTTCCGCATGGAAGGGCCATCG  2422 
 
Query  420   CTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGGCTTATCTCCCCCAAGAGTCCACATCG  479 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2423  CTCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGGCTTATCTCCCCCAAGAGTCCACATCG  2482 
 
Query  480   ACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCGTCGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCA  539 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2483  ACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCGTCGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCA  2542 
 
Query  540   AGGGTTGGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGCACGCTAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGAC  599 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2543  AGGGTTGGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGCACGCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGAC  2602 
 
Query  600   AGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGGCGTTGGAAATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAG  659 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2603  AGTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGGCGTTGGAAATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAG  2662 
 
Query  660   AGGACCGGGATGGACTTACCGCTGGTGTACCAGTTGTTCTGCCAAGGGCATTGCTGGGTA  719 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2663  AGGACCGGGATGGACTTACCGCTGGTGTACCAGTTGTTCTGCCAAGGGCATTGCTGGGTA  2722 
 
Query  720   GCTATGTAGGGAAGGGATAAACGCTGAAAGCATCTAAGTGTGAAGCCCACCTCAAGATGA  779 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2723  GCTATGTAGGGAAGGGATAAACGCTGAAAGCATCTAAGTGTGAAGCCCACCTCAAGATGA  2782 
 
Query  780   GATTTCCCATTTCTTTAAGAAAGTAAGATCCCTGAGAGATGATCAGGTAGATAGGTCAGG  839 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2783  GATTTCCCATTTCTTTAAGAAAGTAAGATCCCTGAGAGATGATCAGGTAGATAGGTCAGG  2842 
 
Query  840   AGTGGAAGTACAGTGATGTATGGAGCGGAC  869 
             |||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2843  AGTGGAAGTACAGTGATGTATGGAGCGGAC  2872 
 

Πίνακας 29. Παράθεση παραδείγµατος σύγκρισης αλληλουχίας ενός στελέχους Enterococcus faecium 

µε αλληλουχία κατατεθηµένη στην GenBank. 
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>gi|183673632|gb|EU547785.1|  Enterococcus faecalis strain IJ-12 23S ribosomal RNA gene, 
partial  
sequence 
Query  361   TCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTTAGTGATCCGGTGGTTCCGCATGGAAGGGCCATCGC  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2372  TCGAGCAGGGACGAAAGTCGGGCTTAGTGATCCGGTGGTTCCGCATGGAAGGGCCATCGC  2431 
 
Query  421   TCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGGCTTATCTCCCCCAAGAGTCCACATCGA  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2432  TCAACGGATAAAAGCTACCCTGGGGATAACAGGCTTATCTCCCCCAAGAGTCCACATCGA  2491 
 
Query  481   CGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCGTCGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAA  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2492  CGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCGTCGCATCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAA  2551 
 
Query  541   GGGTTGGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGCACGCTAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACA  600 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2552  GGGTTGGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGCACGCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACA  2611 
 
Query  601   GTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGGCGTTGGAAATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGA  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2612  GTTCGGTCCCTATCCGTCGCGGGCGTTGGAAATTTGAGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGA  2671 
 
Query  661   GGACCGGGATGGACTTACCGCTGGTGTACCAGTTGTTCTGCCAAGGGCATTGCTGGGTAG  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2672  GGACCGGGATGGACTTACCGCTGGTGTACCAGTTGTTCTGCCAAGGGCATTGCTGGGTAG  2731 
 
Query  721   CTATGTAGGGAAGGGATAAACGCTGAAAGCATCTAAGTGTGAAGCCCACCTCAAGATGAG  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2732  CTATGTAGGGAAGGGATAAACGCTGAAAGCATCTAAGTGTGAAGCCCACCTCAAGATGAG  2791 
 
 

Πίνακας 30. Παράθεση παραδείγµατος σύγκρισης αλληλουχίας ενός στελέχους Enterococcus faecalis 

µε αλληλουχία κατατεθηµένη στην GenBank. 

 

II.5.2 Αποτελέσµατα ενίσχυσης κάθε αντιγράφου του γονιδίου 23S rRNA των 

εντεροκόκκων ξεχωριστά 

 

Η ενίσχυση των 6 αντιγράφων του γονιδίου 23S rRNA των στελεχών E. faecium και 

των 4 αντιγράφων του γονιδίου 23S rRNA των στελεχών E. faecalis έγινε µε την 

εκτέλεση semi-nested PCR. Τα προϊόντα ενίσχυσης µε τα 6 και 4 αντίστοιχα ζεύγη 

εκκινητών (όπου αντιστοιχεί ένα ζεύγος εκκινητών για κάθε αντίγραφο του γονιδίου), 

κατόπιν ενισχύθηκαν εσωτερικά περαιτέρω µε ένα άλλο ζεύγος εκκινητών για την 

πιθανή περιοχή πρόσδεσης της λινεζολίδης, που είχε ως αποτέλεσµα ένα προϊόν 

µεγέθους 908 bp.  

 Τα PCR προϊόντα των στελεχών αναλύθηκαν µε τη µέθοδο αλληλούχισης του 

γενετικού υλικού (DNA sequencing), για την ανίχνευση πιθανών µεταλλάξεων που 

αλλάζουν την τριτοταγή δοµή του 23S rRNA µε αποτέλεσµα να επηρεάζουν την 

πρόσδεση της λινεζολίδης και την επακόλουθη λειτουργία της. Οι αλληλουχίες 

βάσεων που ανευρέθηκαν στα υπό εξέταση στελέχη E. faecalis συγκρίθηκαν µε την 

αλληλουχία Enterococcus faecalis V583 (Accesion number: AE016830.1) και τα 

στελέχη E. faecium µε την αλληλουχία Enterococcus faecium Aus0004 (Accesion 
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number: NC_017022.1) που ελήφθησαν από την Τράπεζα Γονιδιακών πληροφοριών 

(GenBank), ώστε να προσδιοριστούν οι  ακριβείς θέσεις των µεταλλάξεων. Στον 

πίνακα 32 παραθέτουµε ένα παράδειγµα στοίχισης µιας αλληλουχίας ενός 

αντιγράφου του 23S rRNA ενός στελέχους E. faecalis µε την αλληλουχία 

Enterococcus faecalis V583 (Accesion number: AE016830.1) και στον πίνακα 33 

ένα παράδειγµα στοίχισης µιας αλληλουχίας ενός αντιγράφου του 23S rRNA ενός 

στελέχους E. faecium µε την αλληλουχία Enterococcus faecium Aus0004 (Accesion 

number: NC_017022.1) που ελήφθησαν από την Τράπεζα Γονιδιακών πληροφοριών 

(GenBank). Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης του κάθε αντιγράφου ξεχωριστά σε 

κάθε στέλεχος εντεροκόκκου παρατίθενται στον πίνακα 31 και γίνεται συσχέτιση 

του αριθµού των µεταλλαγµένων αλληλίων µε το επίπεδο της MIC στη λινεζολίδη. Η 

µετάλλαξη που εντοπίστηκε σε όλα αυτά τα στελέχη ήταν η G2576T. Συγκεκριµένα 

από τα 6 αντίγραφα των στελεχών E. faecium στα στελέχη  µε Μ IC 8 µg/ml 

παρατηρήθηκαν 2 αντίγραφα µεταλλαγµένα, στα στελέχη µε Μ IC 12 µg/ml 

παρατηρήθηκαν 3 αντίγραφα µεταλλαγµένα ενώ στα στελέχη µε Μ IC 16 µg/ml 

παρατηρήθηκαν 4 αντίγραφα µεταλλαγµένα. Αντίστοιχα στα στελέχη E. faecalis από 

τα 4 αντίγραφα του γονιδίου στα στελέχη µε Μ IC 6 µg/ml και Μ IC 8 µg/ml 

παρατηρήθηκαν 2 αντίγραφα µεταλλαγµένα ενώ στα  στελέχη  µε ΜIC 12 µg/ml και 

ΜIC 16 µg/ml παρατηρήθηκαν 3 αντίγραφα µεταλλαγµένα. 

Με µπλε έχει επισηµανθεί η µετάλλαξη G2576T (σύµφωνα µε την αρίθµηση 

του 23SrRNA σε E. coli). 
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α/α στελέχους 
Εντεροκόκκου 

Αντίγραφο 
23S rRNA 

A 

Αντίγραφο 
23S rRNA 

B 

Αντίγραφο 
23S rRNA 

C 

Αντίγραφο 
23S rRNA 

D 

Αντίγραφο 
23S rRNA 

E 

Αντίγραφο 
23S rRNA 

F 

Λινεζολίδη 
MIC 

(µg/ml) 
E. faecium 

1 Όχι G2576T Όχι G2576T G2576T G2576T 16 
2A G2576T Όχι Όχι G2576T Όχι G2576T 12 
2B Όχι G2576T G2576T Όχι Όχι Όχι 8 
3 Όχι Όχι G2576T G2576T G2576T Όχι 12 

4A Όχι G2576T Όχι Όχι G2576T G2576T 12 
4B G2576T G2576T Όχι Όχι Όχι G2576T 12 
4C G2576T G2576T Όχι Όχι Όχι Όχι 8 
5 G2576T G2576T Όχι Όχι G2576T G2576T 16 

6A Όχι G2576T G2576T G2576T Όχι G2576T 16 
7 G2576T G2576T G2576T Όχι G2576T Όχι 16 
8 Όχι G2576T G2576T Όχι Όχι Όχι 8 

9A Όχι Όχι Όχι Όχι G2576T G2576T 8 
9B Όχι Όχι G2576T G2576T Όχι Όχι 8 
10 G2576T Όχι Όχι Όχι Όχι G2576T 8 

11A G2576T Όχι Όχι Όχι Όχι G2576T 8 
11B Όχι G2576T G2576T Όχι Όχι Όχι 8 
12 G2576T Όχι Όχι G2576T Όχι Όχι 8 
13 Όχι Όχι Όχι Όχι G2576T G2576T 8 
14 Όχι G2576T Όχι Όχι Όχι G2576T 8 

E. faecalis 
15 Όχι Όχι G2576T G2576T - - 6 
6B Όχι G2576T G2576T G2576T - - 12 
16 G2576T Όχι G2576T G2576T - - 12 
17 G2576T Όχι Όχι G2576T - - 8 
18 Όχι G2576T G2576T G2576T - - 16 
19 G2576T Όχι G2576T G2576T - - 12 
Πίνακας 31. Μεταλλάξεις που εντοπίστηκαν στα αντίγραφα του γονιδίου 23S rRNA µε την µέθοδο 

του προσδιορισµού αλληλουχίας βάσεων στα στελέχη των εντεροκόκκων . 
 
 
>gb|AE016830.1| Enterococcus faecalis V583, complete genome 
 
Query  17      ACCTATCTACCTAATCATCTCTCAGGGGTCTTACTTTCTTAAAGAAATGGGAAATCTCAT  76 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  253095  ACCTATCTACCTAATCATCTCTCAGGGGTCTTACTTTCTTAAAGAAATGGGAAATCTCAT  253036 
 
Query  77      CTTGAGGTGGGCTTCACACTTAGATGCTTTCAGCGTTTATCCCTTCCCTACATAGCTACC  136 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  253035  CTTGAGGTGGGCTTCACACTTAGATGCTTTCAGCGTTTATCCCTTCCCTACATAGCTACC  252976 
 
Query  137     CAGCAATGCCCTTGGCAGAACAACTGGTACACCAGCGGTAAGTCCATCCCGGTCCTCTCG  196 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  252975  CAGCAATGCCCTTGGCAGAACAACTGGTACACCAGCGGTAAGTCCATCCCGGTCCTCTCG  252916 
 
Query  197     TACTAAGGACAGCTCCTCTCAAATTTCCAACGCCCGCGACGGATAGGGACCGAACTGTCT  256 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  252915  TACTAAGGACAGCTCCTCTCAAATTTCCAACGCCCGCGACGGATAGGGACCGAACTGTCT  252856 
 
Query  257     CACGACGTTCTGAACCCAGCTAGCGTGCCGCTTTAATGGGCGAACAGCCCAACCCTTGGG  316 
               ||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  252855  CACGACGTTCTGAACCCAGCTCGCGTGCCGCTTTAATGGGCGAACAGCCCAACCCTTGGG  252796 
 
Query  317     ACCGACTACAGCCCCAGGATGCGACGAGCCGACATCGAGGTGCCAAACCTCCCCGTCGAT  376 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  252795  ACCGACTACAGCCCCAGGATGCGACGAGCCGACATCGAGGTGCCAAACCTCCCCGTCGAT  252736 
 
Query  377     GTGGACTCTTGGGGGAGATAAGCCTGTTATCCCCAGGGTAGCTTTTATCCGTTGAGCGAT  436 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  252735  GTGGACTCTTGGGGGAGATAAGCCTGTTATCCCCAGGGTAGCTTTTATCCGTTGAGCGAT  252676 
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Query  437     GGCCCTTCCATGCGGAACCACCGGATCACTAAGCCCGACTTTCGTCCCTGCTCGACTTGT  496 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  252675  GGCCCTTCCATGCGGAACCACCGGATCACTAAGCCCGACTTTCGTCCCTGCTCGACTTGT  252616 
 
Query  497     AGGTCTCGCAGTCAAGCTCCCTTCTGCCTTTACACTCTTCGAATGATTTCCAACCATTCT  556 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  252615  AGGTCTCGCAGTCAAGCTCCCTTCTGCCTTTACACTCTTCGAATGATTTCCAACCATTCT  252556 
 
Query  557     GAGGGAACCTTTGGGCGCCTCCGTTACCTTTTAGGAGGCGACCGCCCCAGTCAAACTGCC  616 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  252555  GAGGGAACCTTTGGGCGCCTCCGTTACCTTTTAGGAGGCGACCGCCCCAGTCAAACTGCC  252496 
 
Query  617     CATCTGACACTGTCTCCCACCACGATTAGTGGTGCGGGTTAGAGGGTTCATAACACAAGG  676 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  252495  CATCTGACACTGTCTCCCACCACGATTAGTGGTGCGGGTTAGAGGGTTCATAACACAAGG  252436 
 
Query  677     GTAGTATCCCACCAGCGCCTCCTCCGAAACTAGCGTTCCGGTCTCATCGGCTCCTACCTA  736 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  252435  GTAGTATCCCACCAGCGCCTCCTCCGAAACTAGCGTTCCGGTCTCATCGGCTCCTACCTA  252376 
 
Query  737     TCCTGTACATGTGGTACAAACACTCAATATCAAACTACAGTAAAGCTCCATGGGGTCTTT  796 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  252375  TCCTGTACATGTGGTACAAACACTCAATATCAAACTACAGTAAAGCTCCATGGGGTCTTT  252316 
 
Query  797     CCGTCCTGTCGCGGGTAACCTGCATCTTCACAGGTACTAAAATTTCACCGAGTCTCTCGT  856 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  252315  CCGTCCTGTCGCGGGTAACCTGCATCTTCACAGGTACTAAAATTTCACCGAGTCTCTCGT  252256 
 

Πίνακας 32. Παράθεση παραδείγµατος σύγκρισης αλληλουχίας ενός αντιγράφου του 23S rRNA ενός 

στελέχους εντεροκόκκου  E. faecalis µε αλληλουχία κατατεθηµένη στην GenBank. 
 

>  gb|CP003351.1| Enterococcus faecium Aus0004, complete genome 
Length=2955294 

 
Query  17       TCCTGA-CTATCTACCTGATCATCTCTCAGGGATCTTACTTTCTTAAAGAAATGGGAAAT  75 
                |||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2554180  TCCTGACCTATCTACCTGATCATCTCTCAGGGATCTTACTTTCTTAAAGAAATGGGAAAT  2554239 
 
Query  76       CTCATCTTGAGGTGGGCTTCACACTTAGATGCTTTCAGCGTTTATCCCTTCCCTACATAG  135 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2554240  CTCATCTTGAGGTGGGCTTCACACTTAGATGCTTTCAGCGTTTATCCCTTCCCTACATAG  2554299 
 
Query  136      CTACCCAGCAATGCCCTTGGCAGAACAACTGGTACACCAGCGGTAAGTCCATCCCGGTCC  195 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2554300  CTACCCAGCAATGCCCTTGGCAGAACAACTGGTACACCAGCGGTAAGTCCATCCCGGTCC  2554359 
 
Query  196      TCTCGTACTAAGGACAGCTCCTCTCAAATTTCCAACGCCCGCGACGGATAGGGACCGAAC  255 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2554360  TCTCGTACTAAGGACAGCTCCTCTCAAATTTCCAACGCCCGCGACGGATAGGGACCGAAC  2554419 
 
Query  256      TGTCTCACGACGTTCTGAACCCAGCTAGCGTGCCGCTTTAATGGGCGAACAGCCCAACCC  315 
                |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2554420  TGTCTCACGACGTTCTGAACCCAGCTCGCGTGCCGCTTTAATGGGCGAACAGCCCAACCC  2554479 
 
Query  316      TTGGGACCGACTACAGCCCCAGGATGCGACGAGCCGACATCGAGGTGCCAAACCTCCCCG  375 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2554480  TTGGGACCGACTACAGCCCCAGGATGCGACGAGCCGACATCGAGGTGCCAAACCTCCCCG  2554539 
 
Query  376      TCGATGTGGACTCTTGGGGGAGATAAGCCTGTTATCCCCAGGGTAGCTTTTATCCGTTGA  435 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2554540  TCGATGTGGACTCTTGGGGGAGATAAGCCTGTTATCCCCAGGGTAGCTTTTATCCGTTGA  2554599 
 
Query  436      GCGATGGCCCTTCCATGCGGAACCACCGGATCACTAAGCCCGACTTTCGTCCCTGCTCGA  495 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2554600  GCGATGGCCCTTCCATGCGGAACCACCGGATCACTAAGCCCGACTTTCGTCCCTGCTCGA  2554659 
 
Query  496      CTTGTTGGTCTCGCAGTCAAGCTCCCTTCTGCCTTTACACTCTTCGAATGATTTCCAACC  555 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2554660  CTTGTTGGTCTCGCAGTCAAGCTCCCTTCTGCCTTTACACTCTTCGAATGATTTCCAACC  2554719 
 
Query  556      ATTCTGAGGGAACCTTTGGGCGCCTCCGTTACCTTTTAGGAGGCGACCGCCCCAGTCAAA  615 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2554720  ATTCTGAGGGAACCTTTGGGCGCCTCCGTTACCTTTTAGGAGGCGACCGCCCCAGTCAAA  2554779 
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Query  616      CTGCCCATCTGACACTGTCTCCCACCACGATTAGTGGTGCGGGTTARAGTGGCCATAACG  675 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||| 
Sbjct  2554780  CTGCCCATCTGACACTGTCTCCCACCACGATTAGTGGTGCGGGTTAGAGTGGCCATAACG  2554839 
 
Query  676      CAGGGGTAGTATCCCACCAGCGCCTCCATCGAAACTAGCGTTCCGATTTCTACGGCTCCT  735 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2554840  CAGGGGTAGTATCCCACCAGCGCCTCCATCGAAACTAGCGTTCCGATTTCTACGGCTCCT  2554899 
 
Query  736      ACCTATCCTGTACATGCGGTACAGACACTCAATATCAAACTACAGTAAAGCTCCATGGGG  795 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2554900  ACCTATCCTGTACATGCGGTACAGACACTCAATATCAAACTACAGTAAAGCTCCATGGGG  2554959 
 
Query  796      TCTTTCCGTCCTGTCGCGGGTAACCTGCATCTTCACAGGTACTAAAATTTCACCGAGTCT  855 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2554960  TCTTTCCGTCCTGTCGCGGGTAACCTGCATCTTCACAGGTACTAAAATTTCACCGAGTCT  2555019 
 
Query  856      CTCGTTGAGACAGTGCCCAAAATCGTTAC  884 
                ||||||||||||||||||||| ||||||| 
Sbjct  2555020  CTCGTTGAGACAGTGCCCAAA-TCGTTAC  2555047 
 
Πίνακας 33. Παράθεση παραδείγµατος σύγκρισης αλληλουχίας ενός αντιγράφου του 23S rRNA ενός 

στελέχους εντεροκόκκου  E. faecium µε αλληλουχία κατατεθηµένη στην GenBank. 

 

II.6 ΣΤΑΦΥΛΟΚΟΚΚΟΙ – ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ PCR 

II.6.1 Αποτελέσµατα ενίσχυσης του γονιδίου 23S rRNA των σταφυλοκόκκων 

  

Τα προϊόντα ενίσχυσης µε τα 6 ζεύγη εκκινητών (όπου αντιστοιχεί ένα ζεύγος 

εκκινητών για κάθε αντίγραφο του γονιδίου 23S rRNA), κατόπιν ενισχύθηκαν 

εσωτερικά περαιτέρω µε ένα άλλο ζεύγος εκκινητών που είχε ως αποτέλεσµα ένα 

τµήµα µεγέθους 419 bp. Στην εικόνα 17 φαίνεται ενδεικτικά η ενίσχυση του πρώτου 

αντιγράφου του γονιδίου 23S rRNA και στην εικόνα 18 η ενίσχυση του εσωτερικού 

τµήµατος του αντιγράφου αυτού.  

 

 
Εικόνα 17. Ενδεικτικά αποτελέσµατα ενίσχυσης µε PCR του πρώτου αντιγράφου 

του 23S rRNA των σταφυλοκόκκων. Στα άκρα της εικόνας φαίνεται δείκτης lambda DNA/Hind III 

(Fermentas) του µοριακού µεγέθους των 125-23130 bp. 
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Εικόνα 18. Ενδεικτικά αποτελέσµατα ενίσχυσης µε PCR του εσωτερικού τµήµατος του πρώτου 

αντιγράφου του 23S rRNA των σταφυλοκόκκων. Στα άκρα της εικόνας φαίνεται δείκτης GeneRuler 

100 bp DNA Ladder (Fermentas) του µοριακού µεγέθους των 100-1000 bp. 

 

II.6.2 Προσδιορισµός αλληλουχίας βάσεων (DNA sequencing) των αντιγράφων 

του γονιδίου  23S rRNA των σταφυλοκόκκων  

 

Τα PCR προϊόντα των στελεχών αναλύθηκαν µε τη µέθοδο αλληλούχισης του 

γενετικού υλικού (DNA sequencing), για την ανίχνευση πιθανών µεταλλάξεων που 

αλλάζουν την τριτοταγή δοµή του 23S rRNA µε αποτέλεσµα να επηρεάζουν την 

πρόσδεση της λινεζολίδης και την επακόλουθη λειτουργία της. Οι αλληλουχίες 

βάσεων που ανευρέθηκαν στα υπό εξέταση στελέχη συγκρίθηκαν µε την αλληλουχία 

Staphylococcus epidermidis strain 82-1682A (Accesion number: AY204541.1) που 

ελήφθησε από την Τράπεζα Γονιδιακών πληροφοριών (GenBank), ώστε να 

προσδιοριστούν οι ακριβείς θέσεις των µεταλλάξεων. 

Η σύγκριση των αλληλουχιών των υπό εξέταση στελεχών µε την αλληλουχία 

αυτή έδω σε ποικίλες µεταλλάξεις. Εικοσιτρία από τα τριάντα στελέχη φέρανε τις 

µεταλλάξεις T2504A και C2534T. Τρία φέρανε τις µεταλλάξεις G2576T και C2534T 

και ένα στέλεχος την µετάλλαξη G2576T µαζί µε της νέες µεταλλάξεις C2356T ή 

T2334C (σε διαφορετικά αντίγραφα έκαστη). Τα 3 S. capitis στελέχη φέρανε τη νέα 

µετάλλαξη T2319C µαζί µε την γνωστή βιβλιογραφικά G2576T.  Τέλος, όλα τα 

στελέχη είχαν µεταλλαγµένα 3 εώς 5 αντίγραφα του γονιδίου 23S rRNA. Τα 

αποτελέσµατα αυτά παρουσιάζονται αναλυτικά στον πίνακα 34. Στον πίνακα 35 

παραθέτουµε ένα παράδειγµα στοίχισης µιας αλληλουχίας ενός αντιγράφου του 23S 

rRNA ενός στελέχους σταφυλοκόκκου µε την αλληλουχία Staphylococcus 

epidermidis strain 82-1682A (Accesion number: AY204541.1) που ε λήφθησε από 

την Τράπεζα Γονιδιακών πληροφοριών (GenBank). Με µπλε έχoυν επισηµανθεί οι 

ανιχνευµένες µετάλλαξεις.  
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α/α 
Στελέχους 

Είδος rrlA rrlB rrlC rrlD rrlE rrlF 

A2548 S. epidermidis T2504A 
C2534T 

Όχι C2534T 
T2504A 

T2504A T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

A2490 S. epidermidis C2356T 
G2576T 

T2334C 
G2576T 

Όχι C2356T 
G2576T 

C2356T 
G2576T 

C2356T 
G2576T 

A2453 S. epidermidis Όχι Όχι G2576T C2534T 
G2576T 

C2534T 
G2576T 

C2534T 
G2576T 

A2519 S. epidermidis T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

A2561(1) S. epidermidis T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

A2561(2) S. epidermidis T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

A2562(1) S. epidermidis T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

A2562(2) S. epidermidis T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

A2570 S. epidermidis Όχι Όχι Όχι C2534T 
G2576T 

C2534T 
G2576T 

C2534T 
G2576T 

A2549 S. epidermidis T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

E371 S. epidermidis T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

A2544 S. epidermidis T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

A2545 S. epidermidis T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

A41 S. epidermidis T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

C2534T 
G2576T 

T2504A 
C2534T 

A55 S. epidermidis T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

A2864 S. epidermidis T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

217 S. epidermidis C2534T T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A T2504A 
C2534T 

6119 S. epidermidis T2504A T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

651 S. epidermidis T2504A 
C2534T 

Όχι Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

605-2 S. epidermidis T2504A Όχι Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

A1521 S. epidermidis T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

A1702 S. epidermidis G2576T G2576T G2576T C2534T 
G2576T 

G2576T C2534T 
G2576T 

Y209 S. epidermidis T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

158 S. capitis T2319C 
G2576T 

T2319C 
G2576T 

T2319C 
G257T 

T2319C 
G2576T 

T2319C 
G2576T 

T2319C 
G2576T 

560 S. epidermidis T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

71 S. capitis T2319C 
G2576T 

T2319C 
G2576T 

T2319C 
G2576T 

T2319C 
G2576T 

T2319C 
G2576T 

T2319C 
G2576T 

65 S. epidermidis T2504A 
C2534T 

T2504A Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

200 S. epidermidis Τ2504Α 
C2534T 

Τ2504Α 
C2534T 

Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

160-2 S. capitis T2319C 
C2354T 

Τ2319C 
G2576T 

Τ2319C 
G2576T 

T2319C 
G2576T 

T2319C 
G2576T 

T2319C 
G2576T 

A1929 S. epidermidis T2504A 
C2534T 

T2504A Όχι T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

Πίνακας 34 Μεταλλάξεις που εντοπίστηκαν στα αντίγραφα του γονιδίου 23S rRNA µε την µέθοδο 

του προσδιορισµού αλληλουχίας βάσεων στα στελέχη των σταφυλοκόκκων . 
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gb|AY204541.1|  Staphylococcus epidermidis strain 82-1682A 23S ribosomal RNA  
gene, partial sequence 
 
Query  1    GGCGCTCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTTGGAAATCATTCATAGAGTGTAAAGGCATAAGG  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301  GGCGCTCAAAGGTTCCCTCAGAATGGTTGGAAATCATTCATAGAGTGTAAAGGCATAAGG  360 
 
Query  61   GAGCTTGACTGCGAGACCTACAAGTCGAGCAGGGTCGAAAGACGGACTTAGTGATCCGGT  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361  GAGCTTGACTGCGAGACCTACAAGTCGAGCAGGGTCGAAAGACGGACTTAGTGATCCGGT  420 
 
Query  121  GGTTCCGCATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCCGGGGATAACAGGCTT  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421  GGTTCCGCATGGAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGCTACCCCGGGGATAACAGGCTT  480 
 
Query  181  ATCTCCCCCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGAAGTCGGCTCATCGCA  240 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
Sbjct  481  ATCTCCCCCAAGAGTTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCATCGCA  540 
 
Query  241  TCCTGGGGCTGTAGTTGGTCCCAAGGGTTGGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTACGCGAG  300 
            ||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541  TCCTGGGGCTGTAGTCGGTCCCAAGGGTTGGGCTGTTCGCCCATTAAAGCGGTACGCGAG  600 
 
Query  301  CTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGTGGGCGTAGGAAATTTG  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  601  CTGGGTTCAGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCCGTCGTGGGCGTAGGAAATTTG  660 
 
Query  361  AGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGA  393 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  661  AGAGGAGCTGTCCTTAGTACGAGAGGACCGGGA  693 
 

Πίνακας 35. Παράθεση παραδείγµατος σύγκρισης αλληλουχίας ενός στελέχους σταφυλοκόκκου µε 

αλληλουχία κατατεθειµένη στην GenBank. 

 

II.6.3 Αποτελέσµατα ανίχνευσης του γονιδίου της µεθυλοτρανσφεράσης Cfr και 

ενίσχυσης των γονιδίων rplC, rplD και rplV που κωδικοποιούν για τις 

πρωτεΐνες L3, L4 και L22 

 

Το γονίδιο cfr δεν ανιχνεύθηκε σε κανένα από τα 30 υπό µελέτη LR στελέχη 

σταφυλοκόκκων. 

Τα PCR προϊόντα των 8 στελεχών που επιλέχθηκαν  (A2562(1), Α2570, Ε371, 

Α2864, 217, 605-2, Α1702, Α2490) αντιπροσώπευαν 3 τύπους PFGE (5 στελέχη τον 

τύπο Ι , 2 στελέχη τον τύπο ΙΙ  και 1 στέλεχος τον τύπο ΙΙΙ)  και αναλύθηκαν µε τη 

µέθοδο αλληλούχισης του γενετικού υλικού (DNA sequencing), για την ανίχνευση 

µεταλλάξεων στα γονίδια rplC, rplD και rplV που κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες L3, 

L4 και L22 (Πίνακας 38).  Οι αλληλουχίες βάσεων που ανευρέθηκαν στα υπό 

εξέταση στελέχη συγκρίθηκαν µε την αλληλουχία Staphylococcus epidermidis 

ATCC 12228 (Accesion number:  NC_004461.1) που ελήφθησε από την Τράπεζα 

Γονιδιακών πληροφοριών (GenBank), ώστε να προσδιοριστούν οι  ακριβείς θέσεις 

των µεταλλάξεων. Κατόπιν τα αποτελέσµατα εκτιµήθηκαν και στο επίπεδο της 

πρωτεΐνικής αλληλουχίας, για εντοπισµό µη σιωπηλών µεταλλάξεων. 
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Τα 5 στελέχη που είχαν υψηλή αντοχή στη λινεζολίδη (MIC >512 µg/ml) 

έφεραν δύο πιθανά σηµαντικές αµινοξικές αντικαταστάσεις (G152D και D159Y) και 

µία λιγότερο σηµαντική (L101V) στην πρωτεΐνη L3. Συγκεκριµένα, η 

αντικατάσταση G152D περιλαµβάνει τη µετατόπιση από ένα µικρό αµινοξύ σε ένα 

αρνητικό υδρόφιλο και η αντικατάσταση D159Y αντικαθιστά ένα υδρόφιλο µε ένα 

υδρόφοβο αµινοξύ. Δεν παρατηρήθηκε καµία αµινοξική αλλαγή στις πρωτεΐνες L4 

και L22 των στελεχών αυτών. Επίσης, δεν παρατηρήθηκαν αλλαγές αµινοξέων σε 

καµία από τις πρωτεΐνες L3, L4 και L22 στα υπόλοιπα 3 στελέχη (που εµφανίζουν 

πιο χαµηλή αντοχή στη λινεζολίδη). Στον πίνακα 36 παραθέτουµε ένα παράδειγµα 

στοίχισης µιας αλληλουχίας του γονιδίου rplC ενός στελέχους σταφυλοκόκκου µε 

την αλληλο υχία Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (Accesion number: 

NC_004461.1) που ελήφθησε από την Τράπεζα Γονιδιακών πληροφοριών 

(GenBank). Με µπλε έχoυν επισηµανθεί οι ανιχνευµένες µετάλλαξεις. 

 
>gi|27316888|gb|AE015929.1|  Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, complete genome 
 
Query  8        AATTAGCCATTATGCAATTTCCTCCTTTCGCTTTTTAATTATTTATTACCtttttttATT  67 
                ||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1866354  AATTAGCCATTATGCAATTTCCTCCTTTCGCTTCTTAATTATTTATTACCTTTTTTTATT  1866413 
 
Query  68       GAAGTTGTGATTTCTACTAAACCTTTTTTAGGTCCAGGTACATTGCCTTTTACTAAAATC  127 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1866414  GAAGTTGTGATTTCTACTAAACCTTTTTTAGGTCCAGGTACATTGCCTTTTACTAAAATC  1866473 
 
Query  128      ACACTATTTTCAGTGTCAACTTGAACGACTTCTAAGTTTTGAACAGTAACAGTGTTTCCA  187 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1866474  ACACTATTTTCAGTGTCAACTTGAACGACTTCTAAGTTTTGAACAGTAACAGTGTTTCCA  1866533 
 
Query  188      CCCATACGTCCTGGCATTTTTTGTCCTTTAAACACTTTTGAAGCGTAAGATGCCATACCT  247 
                ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  |||||||||||| 
Sbjct  1866534  CCCATACGTCCTGGCATTTTTTGTCCTTTAAACACTTTTGAAGCGTCTGATGCCATACCT  1866593 
 
Query  248      ACAGAATCTGGCGCTCTATGGAAATGAGAACCGTGAGCCATTGGTCCACGACCTTGTCCA  307 
                |||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1866594  ACAGAGCCTGGCGCTCTATGGAAATGAGAACCGTGAGCCATTGGTCCACGACCTTGTCCA  1866653 
 
Query  308      TGACGTTTAATAGCACCTTGGAAACCTTTACCTTTTGAAACGCCTGTAACATCAATGATG  367 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1866654  TGACGTTTAATAGCACCTTGGAAACCTTTACCTTTTGAAACGCCTGTAACATCAATGATG  1866713 
 
Query  368      TCACCAGTTTCGAATGTATCAACTGAGACTTCTTGACCTACTTCGTATTCGTCAACGTTA  427 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||| 
Sbjct  1866714  TCACCAGTTTCGAATGTATCAACTGAGACTTCTTGACCTAGTTCGTATTCGTCAACGTTA  1866773 
 
Query  428      ACGTTGCGGAATTCACGAATGAAGCGCTTAGGTGCTGTGTCAGCTTTTTTAGCATGACCT  487 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1866774  ACGTTGCGGAATTCACGAATGAAGCGCTTAGGTGCTGTGTCAGCTTTTTTAGCATGACCT  1866833 
 
Query  488      TCAGCTGGTTTATTAGCATATTTATTAGATTTAGAACCTTTCTTATATGCTTGTTTATCT  547 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1866834  TCAGCTGGTTTATTAGCATATTTATTAGATTTAGAACCTTTCTTATATGCTTGTTTATCT  1866893 
 
Query  548      TCAAAACCTACTTGGATAGCATTATAACCATCAACTTCTTCAGTTTTCTTTTGTAATACA  607 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1866894  TCAAAACCTACTTGGATAGCATTATAACCATCAACTTCTTCAGTTTTCTTTTGTAATACA  1866953 
 
Query  608      ACGTTTTGACTAGCTTCTACAACTGTTACAGGGATTAATTCACCATTTTCACCGAAAACT  667 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1866954  ACGTTTTGACTAGCTTCTACAACTGTTACAGGGATTAATTCACCATTTTCACCGAAAACT  1867013 
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Query  668      TGTGTCATCCCAATTTTTCTTCCTAAGATTCCTTTGGTCATCGAAAGTCCACCTCCTATA  727 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1867014  TGTGTCATCCCAATTTTTCTTCCTAAGATTCCTTTGGTCATCGAAAGTCCACCTCCTATA  1867073 
 
Query  728      TTGTTCTATTATAATTTAATTTCGATGTCTACACCTGATGGTAAGTTTAAGCCCAT  783 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1867074  TTGTTCTATTATAATTTAATTTCGATGTCTACACCTGATGGTAAGTTTAAGCCCAT  1867129 

 
Πίνακας 36. Παράθεση παραδείγµατος σύγκρισης αλληλουχίας ενός στελέχους σταφυλοκόκκου µε 

αλληλουχία κατατεθηµένη στην GenBank και εντοπισµός των µεταλλάξεων στην αλληλουχία του 

γονιδίου rplC που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη L3. 

 

Κατατέθηκε στη Τράπεζα Γονιδιακών πληροφοριών (GenBank) η 

αλληλουχία της µεταλλαγµένης πρωτεΐνης L3 που εντοπίστηκε στα στελέχη S. 

epidermidis µε αυ ξηµένη αντοχή στη λινεζολίδη µε accession number στην 

GenBank: JN862970.1 όπως παρατίθεται στον Πίνακα 37. 

 

Staphylococcus epidermidis isolate E371 50S ribosomal protein L3 
(L3) gene, complete cds 
GenBank: JN862970.1 

 
LOCUS       JN862970      663 bp DNA linear BCT 17-JAN-2012  
DEFINITION  Staphylococcus epidermidis isolate E371 50S ribosomal protein L3(L3) 
gene, complete cds. 
ACCESSION   JN862970  
VERSION     JN862970.1  GI:372001236  
KEYWORDS    .  
SOURCE      Staphylococcus epidermidis    
ORGANISM    Staphylococcus epidermidis              
Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Staphylococcus.  
REFERENCE   1  (bases 1 to 663)    
AUTHORS     Ntokou,E., Zarkotou,O., Stathopoulos,C., Tsakris,A. and             
Pournaras,S.    
TITLE       Linezolid-Dependent Staphylococcus epidermidis    
JOURNAL     Unpublished  
REFERENCE   2  (bases 1 to 663)    
AUTHORS     Ntokou,E., Zarkotou,O., Stathopoulos,C., Tsakris,A. and             
Pournaras,S.    
TITLE       Direct Submission     
JOURNAL     Submitted (14-OCT-2011) Microbiology, Medical School, University of 
Thessaly, Viopolis, Larissa 41110, Greece  
FEATURES        Location/Qualifiers   
     source     1..663                       

/organism="Staphylococcus epidermidis"                               
/mol_type="genomic DNA"                       

  /isolate="E371"                       
/isolation_source="blood culture"                      
/db_xref="taxon:1282"  

gene            complement(1..663)                       
  /gene="L3"       
CDS            complement(1..663)                       
  /gene="L3"                       
  /codon_start=1                       
  /transl_table=11                       

/product="50S ribosomal protein L3"                      
/protein_id="AEX65808.1"                       
/db_xref="GI:372001237"                      
/translation="MTKGILGRKIGMTQVFGENGELIPVTVVEASQNVVLQKKTEEVD               
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GYNAIQVGFEDKQAYKKGSKSNKYANKPAEGHAKKADTAPKRFIREFRNVNVDEYEVG                      
QEVSVDTFETGDIIDVTGVSKGKGFQGAIKRHGQGRGPMAHGSHFHRAPDSVGMASYA                      
SKVFKGQKMPGRMGGNTVTVQNLEVVQVDTENSVILVKGNVPGPKKGLVEITTSIKKG                      
NK"  

ORIGIN                
 1  ttatttatta ccttttttta ttgaagttgt gatttctact aaaccttttt taggtccagg             
61  tacattgcct tttactaaaa tcacactatt ttcagtgtca acttgaacga cttctaagtt        
121 ttgaacagta acagtgtttc cacccatacg tcctggcatt ttttgtcctt taaacacttt        
181 tgaagcgtaa gatgccatac ctacagaatc tggcgctcta tggaaatgag aaccgtgagc        
241 cattggtcca cgaccttgtc catgacgttt aatagcacct tggaaacctt taccttttga        
301 aacgcctgta acatcaatga tgtcaccagt ttcgaatgta tcaactgaga cttcttgacc        
361 tacttcgtat tcgtcaacgt taacgttgcg gaattcacga atgaagcgct taggtgctgt        
421 gtcagctttt ttagcatgac cttcagctgg tttattagca tatttattag atttagaacc        
481 tttcttatat gcttgtttat cttcaaaacc tacttggata gcattataac catcaacttc        
541 ttcagttttc ttttgtaata caacgttttg actagcttct acaactgtta cagggattaa        
601 ttcaccattt tcaccgaaaa cttgtgtcat cccaattttt cttcctaaga ttcctttggt        
661 cat // 

 

Πίνακας 37. Παράθεση αλληλουχία της µεταλλαγµένης πρωτεΐνης L3 που εντοπίστηκε στα στελέχη S. 

epidermidis µε αυξηµένη αντοχή στη λινεζολίδη µε που κατατέθηκε στη GenBank µε accession 

number GenBank: JN862970.1 

 

 

II.7 ΕΞΑΡΤΩΜΕΝΗ ΑΠΟ ΤΗ ΛΙΝΕΖΟΛΙΔΗ ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΗ ΑΝΑΠΤΥΞΗ  

 

Παρακάτω θα παρουσιαστούν τα αποτελέσµατα των καµπυλών ανάπτυξης παρουσία 

8, 32 και 128 µg/ml λινεζολίδης για τα στελέχη LRSE µε υψηλές MIC στη 

λινεζολίδη και σε ½ MIC για τα στελέχη ελέγχου και τα LRSE µε χαµηλές MIC στη 

λινεζολίδη. Απουσία λινεζολίδης, η  ανάπτυξη και των οκτώ LRSE ήταν σηµαντικά 

πιο αργή από το στέλεχος ελέγχου ATCC 29213 S. aureus (p<0.05 στις 24 και στις 

36 ώρες επώασης για όλα τα στελέχη). Η έκθεση σε 8 µg/mL λινεζολίδης δεν 

επηρέασε ιδιαίτερα την ανάπτυξη των 5 στελεχών µε υψηλή αντοχή στη λινεζολίδη 

(p>0.05 για όλα τα στελέχη). Τα 3 στελέχη LRSE µε χαµηλού επιπέδου αντοχή στη 

λινεζολίδη και το ευαίσθητο στη λινεζολίδη στέλεχος ελέγχου παρουσίασαν σχετικά 

πιο αργή ανάπτυξη (p>0.05 στις 24 και 36 ώρες) και το S. aureus στέλεχος ελέγχου 

σηµαντικά πιο αργή ανάπτυξη  (p<0.05 στις 24 και 36 ώρες) παρουσία του ½ MIC 

λινεζολίδης από ότι χωρίς την παρουσία της. Ωστόσο, η έκθεση των 5 στελεχών µε 

πολύ υψηλή αντοχή στη λινεζολίδη σε 32 και 128 µg/mL οδήγησε σε σηµαντικά 

ενισχυµένη ανάπτυξη σε σύγκριση µε την ανάπτυξη τους απουσία λινεζολίδης 

(p<0.05 στις 24 και 36 ώρες µε 32 µg/mL λινεζολίδης και p<0.01 στις 24 και 36 ώρες 

µε 128 µg/mL λινεζολίδης για όλα τα 5 στελέχη), υποδηλώνοντας έτσι µερική 

εξάρτηση στη λινεζολίδη. Επίσης τα 5 εξαρτώµενα από τη λινεζολίδη στελέχη 

αναπτύχθηκαν µε πιο γρήγορο ρυθµό παρουσία 128 µg/mL από ότι τα 3 στελέχη 
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χαµηλής αντοχής στη λινεζολίδη και το ευαίσθητο στέλεχος ελέγχου παρουσία ½ 

MIC λινεζολίδης αλλά και απουσία λινεζολίδης (p<0.05 στις 24 και 36 ώρες). Τέλος, 

τρία από τα λινεζολίδη-εξαρτώµενα στελέχη [A2864, A2562(1), 217] αναπτύχθηκαν 

σηµαντικά γρηγορότερα από το στέλεχος ελέγχου S. aureus απουσία λινεζολίδης 

(p<0.05 στις 24 και 36 ώρες).  Στην εικόνα 19 παρουσιάζονται οι  καµπύλες 

ανάπτυξης των στελεχών κατά τη διάρκεια 36 ωρών παρουσία και απουσία 

λινεζολίδης. 

Στον πίνακα 38 παρουσιάζονται τα χαρακτηριστικά των 8 LRSE που 

µελετήθηκε η κινητική της ανάπτυξης τους παρουσία και απουσία λινεζολίδης και τα 

αποτελέσµατα της στατιστικής τους ανάλυσης. 

Α. 
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Β. 

   

 
C. 

  
 
Εικόνα 19. Επίδραση της λινεζολίδης στην ανάπτυξη: A. στα 128 µg/mL για τα 5 στελέχη µε υψηλή 

αντοχή στη λινεζολίδη [A2562(1), E371, A2864, 217 και 605-2], B. ½ MIC για τα 3 στελέχη µε 

χαµηλή αντοχή στη λινεζολίδη (A2570, A1702 και A2490), C. ½ MIC για τα 2 ευαίσθητα στη 

λινεζολίδη στελέχη ελέγχου (A1521 και ATCC29213). Y-άξονας, θολερότητα της καλλιέργειας σε 

ζωµό σε κλίµακα McFarland; x-άξονας, ώρες επώασης της καλλιέργειας. 
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Πίνακας 38. Χαρακτηριστικά των 8 LRSE στα οποία µελετήθηκε η κινητική της ανάπτυξης τους 

παρουσία και απουσία λινεζολίδης.  

Στέλεχος PFGE 
τύπος 

Μεταλλάξεις σε κάθε αντραφο του γονιδίου 23S rRNA 
Τιµή P στις 24 h 
ανάπτυξης στα 32  
έναντι 0 µg/mL 
λινεζολίδης 

Τιµή P στις 24 h 
ανάπτυξη στα 128 
έναντι 0 µg/mL 
λινεζολίδης 

rrlA rrlB rrlC rrlD rrlE rrlF 

A2562(1) 
 I T2504A 

C2534T 
- 
- 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 0.002 0.007 

Α2570 
 II - 

- 
- 
- 

- 
- 

C2534T 
G2576T 

C2534T 
G2576T 

C2534T 
G2576T   

E371 

 I T2504A 
C2534T 

- 
- 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 0.03 0.0002 

A2864 
 I T2504A 

C2534T 
- 
- 

T2504A 
- 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 0.003 0.003 

217 
 I C2534T T2504A 

C2534T 
- 
- 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
- 

T2504A 
C2534T 0.02 0.005 

605-2 
 I T2504A 

- 
- 
- 

- 
- 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 

T2504A 
C2534T 0.02 0.009 

A1702 
 II G2576T 

- 
G2576T 

- 
G2576T 

- 
C2534T 
G2576T 

G2576T 
- 

C2534T 
G2576T   

A2490 
 III C2356T 

G2576T 
T2334C 
G2576T 

- 
- 

C2356T 
G2576T 

C2356T 
G2576T 

C2356T 
G2576T   
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III. ΣΥΖΗΤΗΣΗ – ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ  

 

Η προσοχή που έχει εστιαστεί πρόσφατα στους εντεροκόκκους, πιθανολογείται ότι 

θα συνεχίσει στα επόµενα χρόνια. Η ικανότητα των εντεροκόκκων να αποικίζουν τα 

γαστρεντερικό σωλήνα, µαζί µε τα πολλά και ενδιαφέροντα χαρακτηριστικά αντοχής 

που έχουν αποκτήσει, σηµαίνει ό τι αυτοί οι  µικροοργανισµοί, που συνήθως 

φαίνονται να έχουν χαµηλή παθογονικότητα, αποκτούν σταδιακά µία σηµαντική 

δυνατότητα να γίνονται δευτερογενείς εισβολείς. Καθώς τα νοσοκοµειακά στελέχη 

των εντεροκόκκων έχουν επιδείξει αντοχή σε σχεδόν όλους τους αντιµικροβιακούς 

παράγοντες, θα αρχίσει να γίνεται ιδιατέρως δύσκολο να αντιµετωπίζονται 

ικανοποιητικά και επιτυχώς οι εντεροκοκκικές λοιµώξεις.  

Η µονάδα εντατικής θεραπείας βαρύνεται µε µία υψηλή συχνότητα 

νοσοκοµειακών λοιµώξεων που συχνά προκαλούνται από πολυανθεκτικά 

νοσοκοµειακά παθογόνα. Απαιτούνται στρατηγικές που µπορούν να µειώσουν την 

εµφάνιση των νοσοκοµειακών λοιµώξεων (Vincent JL, 2003, Hanberger H et al, 

2001).  

Οι κοαγκουλάση-αρνητικοί σταφυλόκοκκοι (CoNS) αναφέρονται ως ο  τρίτος 

πιο κοινός αιτιολογικός παράγοντας νοσοκοµειακών λοιµώξεων και το πιο κοινό 

αίτιο νοσοκοµειακών βακτηριαιµιών (Pittet D et al, 1994, Spencer RC, 1996). Αυτά 

τα είδη έχουν την ικανότητα να επιβιώνουν στον περιβάλλοντα χώρο µονάδων 

εντατικής θεραπείας, πάνω σε ιατρικές σ υσκευές και ιατρικό εξοπλισµό για 

εβδοµάδες εώς και µήνες (Neely AN et al, 2000). Λοιµώξεις που προκαλούνται από 

CoNS σταφυλοκόκκους συνθέτουν ένα σοβαρό πρόβληµα για τους 

ανοσοκατασταλµένους ασθενείς και είναι πολλές φορές δύσκολο να 

αντιµετωπιστούν αφού πολλές φορές τα στελέχη είναι πολυανθεκτικά. Σε αναφορές 

από διάφορα µέρη της Ευρώπης, η αντοχή στην οξακιλλίνη στους CoNS κυµαίνεται 

ανάµεσα στο 70% και στο 80%, και παρόµοια υψηλά ποσοστά αντοχής αναφέρονται 

και στις Ηνωµένες Πολιτείες Αµερικής, τον Καναδά και την Λατινική Αµερική 

(Diekema DJ et al, 2001, Hanberger H et al, 2001, Vincent JL, 2000). Σε αυτό το 

πλαίσιο, η αντοχή αυτή θα οδηγήσει σε υψηλότερη κατανάλωση ουσιών όπως η 

βανκοµυκίνη και η λινεζολίδη, που αυξάνουν την πίεση επιλογής στην µονάδα 

εντατικής θεραπείας, προωθώντας έτσι την ανάπτυξη της αντιβιοτικής αντοχής.   

Οι οξαζολιδινόνες θεωρούναι ότι είναι η πρώτη πραγµατικά νέα τάξη 

αντιβιοτικών φαρµάκων που παρουσιάστηκε τις τελευταίες 3 δεκαετίες.  Η 
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λινεζολίδη εγκρίθηκε από τον FDA το 2000 γ ια χρήση σε ενήλικες και για 

παιδιατρική χρήση το 2005 (Devasahayam G  et al, 2010). Προγράµµατα 

επιτήρησης της αντοχής στη λινεζολίδη έχουν αναφέρει ότι τα συνολικά ποσοστά 

αντοχής στη λινεζολίδη ανέρχονται στο 0.4% στις Ηνωµένες Πολιτείες της 

Αµερικής, ε νώ τα ποσοστά ανέρχονται µόλις στο 0.1% µεταξύ των Gram-θετικών 

στελεχών σε νοσοκοµεία εκτός του αµερικανικού εδάφους (Jones RN et al, 2009, 

Farrell DJ et al, 2009). 

Η αντοχή στη λινεζολίδη προκύπτει κυρίως από µεταλλάξεις που συµβαίνουν 

στο ριβοσωµικό RNA (rRNA), όλες εκ των οποίων χαρτογραφούνται κοντά στο 

PTC. Τοποθετούνται στην περιοχή της κεντρικής θηλιάς της υποµονάδας V του 23S 

rRNA της µεγάλης ριβοσωµικής υποµονάδας (Xiong L et al, 2000). Τα περισσότερα 

κλωνικά στελέχη που είναι ανθεκτικά στη λινεζολίδη φέρουν τη µετάλλαξη G2576T 

στην υποµονάδα V του 23S rRNA (Locke JB et al, 2009B). Άλλες µεταλάξεις, όπως 

η T2500A, G2447T και T2504A έχουν επίσης αναφερθεί στη βιβλιογραφία (Mendes 

RE et al, 2009). Επιπλέον, τροποποιήσεις σε συντηρηµένες περιοχές των 

ριβοσωµικών πρωτεϊνών L3 και L4 έχουν συσχετιστεί µε τα αυξηµένα επίπεδα της 

MIC στη λινεζολίδη (Locke JB et al, 2009B, Wong A et al, 2010, Locke JB et al, 

2009A). Το γονίδιο cfr αποτελεί έναν επιπλέον µηχανισµό που προσδίδει αντοχή στη 

λινεζολίδη σε στελέχη σταφυλοκόκκων, αν και αρχικά είχε συσχετιστεί µόνο µε την 

αντοχή στη χλωραµφενικόλη (Schwarz S et al, 2000). Το γονίδιο cfr προκαλεί µετα-

µεταφραστική µεθυλίωση στο 23S ριβοσωµικό RNA στη θέση A2503, που 

επηρεάζει την πρόσδεση των φαρµάκων που ανήκουν σ ε τουλάχιστον πέντε 

αντιβιοτικές τάξεις (φενικόλες, λινκοζαµίδες, οξαζολιδινόνες, πλευροµουτουλίνες 

και στρεπτογραµµίνη Α) (Long KS et al, 2006). Αρχικά είχε εντοπιστεί ανάµεσα σε 

ζωικά δείγµατα από την Ευρώπη (Schwarz S et al, 2000), όµως πρόσφατα το γονίδιο 

cfr έχει αναφερθεί ότι εντοπίστηκε και σε ανθρώπινα δείγµατα Staphylococcus spp 

από τις ΗΠΑ, την Κολοµβία και την Ισπανία (Mendes RE et al, 2008, Toh SM et al, 

2007, Morales G et al, 2010). 

LR εντερόκοκκοι ανιχνεύονται σπάνια σε µεγάλες διεθνείς συλλογές 

βακτηρίων (Ross JE et al, 2007, Sader HS et al, 2009, Bourdon N et al, 2011B).  

Μέρος της παρούσας µελέτης ήταν η περιγραφή της διασποράς µη κλωνικά 

σχετιζόµενων LR εντεροκοκκικών στελεχών σε ένα ελληνικό νοσοκοµείο. Οι 

περισσότερες µελέτες που ανέφεραν διάδοση εντεροκόκκων LR εµπλέκουν 

περιορισµένους αριθµούς στελεχών που ήταν κλωνικά σχετιζόµενα, υποδηλώνοντας 
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την οριζόντια µετάδοση τους ανάµεσα σε ασθενείς (Dobbs TE et al, 2006, Gomez-

Gil R et al, 2009), σε αντίθεση  µε τη µελέτη µας που ανίχνευσε πολλαπλούς 

κλώνους. Μία από αυτές τις αναφορές περιέγραψαν µία κλωνική επιδηµία από LR E. 

faecium από ένα τριτοβάθµιο ιατρικό κέντρο στις ΗΠΑ που προσέβαλλε 40 

νοσοκοµειακούς ασθενείς. Θα πρέπει να σηµειωθεί, ότι µόνο το 15% των ασθενών 

είχα λάβει λινεζολίδη πριν να αποδώσουν LR στελέχη (Dobbs TE et al, 2006). 

Επίσης µία κλωνική επιδηµία συµπεριλάµβανε 12 γενετικά πανοµοιότυπα στελέχη 

LR E. faecalis στην µονάδα εντατικής θεραπείας ενός τριτοβάθµιου νοσοκοµείου 

στην Ισπανία (Gomez-Gil R et al, 2009).  Στην Ελλάδα, όπου το ζήτηµα της 

πολυαντοχής αυξάνεται (Miyakis S et al, 2011), η αντοχή στη λινεζολίδη παραµένει 

σπάνια και υπάρχει µόνο µία µελέτη που αναφέρει ενδονοσοκοµειακή διασπορά από 

5 αποικιστικά στελέχη LR εντεροκόκκων σε µία µόνο κλινική, 4 από τα οποία ήταν 

κλωνικά (Souli M et al, 2009).  

Η παρούσα µελέτη αναφέρει 25 στελέχη LR εντεροκόκκων που αποµονώθηκαν 

κυρίως από τη µονάδα εντατικής θεραπείας του Γενικού Πανεπιστηµιακού 

Νοσοκοµείου Λάρισας. Τα LR αυτά στελέχη που ανήκουν σε πολλαπλούς κλώνους, 

υποδεικνύουν ότι η αντοχή στη λινεζολίδη εµφανίστηκε σε διάφορες ανεξάρτητες 

περιπτώσεις και η µετάδοση από ασθενή σε ασθενή δεν ήταν η κύρια οδός διασποράς. 

Η πλειοψηφία των ασθενών είχαν πολλαπλούς παράγοντες κινδύνου για 

αποικισµό και/ή λοίµωξη µε πολυανθεκτικά βακτήρια, συµπεριλαµβανοµένων 

πολλαπλών υποκείµενων νόσων, παρουσία ενδοαγγειακών καθετήρων και πρότερη 

έκθεση σε αντιβιοτικά. Πολλοί από τους ασθενείς που δεν είχαν λάβει λινεζολίδη 

µπορεί να έχουν αποκτήσει το LR στέλεχος από έναν ασθενή που είχε λάβει 

θεραπεία µε λινεζολίδη ή εναλλακτικά η µετάλλαξη να έχει συµβεί ανεξάρτητα. 

Είναι πολύ σηµαντικό να αναφερθεί ότι η αποµόνωση LR εντεροκόκκων από την 

µονάδα εντατικής θεραπείας οδήγησε σε ενίσχυση των µέτρων ελέγχου των 

λοιµώξεων και την ορθολογικότερη χρήση της λινεζολίδης και µετά από την περίοδο 

µελέτης των δύο ετών η αποµόνωση τέτοιων στελεχών έγινε πολύ σπάνια.  

Η αντοχή στη λινεζολίδη επιλέγεται συνήθως in vivo λόγω µακρόχρονης 

θεραπείας µε αντιβιοτικά ή ακατάλληλη δοσολογία λινεζολίδης (Livermore DM, 

2003). Τα περισσότερα µεταλλαγµένα ανθεκτικά κλινικά στελέχη έχουν αναφερθεί 

ότι φέρουν τη µετάλλαξη G2576T στην περιοχή V του 23S rRNA (Prystowsky J et 

al, 2001, Seedat J et al, 2006, Marshall SH et al, 2002). Καθώς τα περισσότερα 

βακτήρια περιέχουν 4-6 αντίγραφα του γονιδίου που κωδικοποιεί για το 23S rRNA, 
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περισσότερα από ένα αντίγραφα πρέπει να είναι µεταλλαγµένα για να προσδίδουν 

αντοχή (Marshall SH et al, 2002) και αυτό πιθανώς να οδήγησε στη σπανιότητα 

εµφάνισης της αντοχής (Ross JE et al, 2007, Sader HS et al, 2009, Bourdon N et al, 

2011B). Στη µελέτη µας, όλα τα στελέχη E. faecium έφεραν τη µετάλλαξη G2576T 

σε 2-4 αντίγραφα και τα στελέχη E. faecalis σε 2-3 αντίγραφα, ενώ δεν εντοπίστηκαν 

άλλες µεταλλάξεις παρά το γεγονός ότι αλληλουχήθηκε ολόκληρο το γονίδιο του 23S 

rRNA. Παρατηρείται, µετά από αλληλούχιση µέρους της περιοχής V του γονιδίου 

23S rRNA κάθε αντιγράφου ξεχωριστά οριζόντια συσχέτιση του αριθµού των 

µεταλλαγµένων αντιγράφων µε την αντίστοιχη MIC στη λινεζολίδη σε όλα τα 

στελέχη εντεροκόκκου. Η µετάλλαξη που εντοπίστηκε σε όλα αυτά τα στελέχη ήταν 

η G2576T. Συγκεκριµένα από τα 6 αντίγραφα των στελεχών E. faecium στα στελέχη 

µε Μ IC 8 µg/ml παρατηρήθηκαν 2 αντίγραφα µεταλλαγµένα, στα στελέχη µε Μ IC 

12 µg/ml παρατηρήθηκαν 3 αντίγραφα µεταλλαγµένα ενώ  στα  στελέχη  µε Μ IC 16 

µg/ml παρατηρήθηκαν 4 αντίγραφα µεταλλαγµένα. Αντίστοιχα στα στελέχη E. 

faecalis από τα 4 αντίγραφα του γονιδίου στα στελέχη  µε ΜIC 6 µg/ml και ΜIC 8 

µg/ml παρατηρήθηκαν 2 αντίγραφα µεταλλαγµένα ενώ στα  στελέχη  µε ΜIC 12 

µg/ml  και ΜIC 16 µg/ml παρατηρήθηκαν 3 αντίγραφα µεταλλαγµένα.   

Η εµφάνιση της αντοχής στη λινεζολίδη ανάµεσα σε εντεροκοκκικά στελέχη, 

σαν αποτέλεσµα µετάδοσης από ασθενή σε ασθενή ή εκλεκτικής πίεσης εγείρει 

ανησυχία. Η παρακολούθηση ή ο  περιορισµός της χρήσης της λινεζολίδη σύµφωνα 

µε τις θεραπευτικές ενδείξεις µπορεί να µειώσει ή ακόµα και να αποτρέψει την 

εµφάνιση LR εντεροκόκκων. Επίσης παράγοντες επικινδυνότητας, όπως πρότερη 

αντιβιοτική θεραπεία ή υποκείµενες νόσοι, θα πρέπει να λαµβάνονται υπόψιν και να 

εκτελείται προσδιορισµός ευαισθησίας µε δοκιµασίες ευαισθησίας σε κλινικά 

σηµαντικά Gram-θετικά παθογόνα πριν από την έναρξη θεραπείας µε λινεζολίδη σε 

περίπτωση αποτυχίας άλλης θεραπείας. Αυτά είναι πολύ σηµαντικά, προκειµένου να 

µειωθεί η επιλογή και η µετέπειτα εξάπλωση των LR εντεροκόκκων. Μέρος των 

αποτελεσµάτων αυτών δηµοσιεύτηκε στο έγκυρο διεθνές ιατρικό περιοδικό Journal 

of Antimicrobial Chemotherapy, Impact factor 5.086 (Ntokou E et al, 2012). 

Η αντοχή στη λινεζολίδη ανάµεσα σε στελέχη S. epidermidis  είναι ακόµα 

περιορισµένη (Biedenbach DJ et al, 2010) αλλά αναφορές για επιδηµίες από LR S. 

epidermidis έχουν αρχίσει να αυξάνονται (Seral C et al, 2011, Bonilla H et al, 2010, 

Mulanovich VE et al, 2010, Kelly S et al, 2008, Liakopoulos A et al, 2010). Στην 

παρούσα µελέτη, πέντε τύποι PFGE εντοπίστηκαν ανάµεσα στα στελέχη LRSE µε τα 
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περισσότερα στελέχη να είναι κλωνικά συσχετιζόµενα, υποδεικνύοντας ότι η αντοχή 

στη λινεζολίδη πιθανότατα αναδύθηκε σε τουλάχιστον πέντε ξεχωριστά στελέχη S. 

epidermidis, δύο από τα οποία ακολούθως εξαπλώθηκαν ανάµεσα στους ασθενείς. 

Πρέπει να αναφερθεί ότι όλα τα στελέχη της µελέτης ανακτήθηκαν από 

βακτηριαιµίες, υποδεικνύοντας σχετικώς υψηλή µολυσµατικότητα. 

Η αντιβιοτική αντοχή που συσχετίζεται µε εξαρτώµενη από ένα αντιβιοτικό 

ανάπτυξη είναι ένας σηµαντικός φαινότυπος που έχει περιγραφεί προηγουµένως για 

τη στρεπτοµυκίνη και τη βανκοµυκίνη (Tambyah PA et al, 2004, Moubareck C et 

al, 2009, Honore N et al, 1995), αλλά όχι για τη λινεζολίδη. Στους σταφυλοκόκκους, 

η εξαρτώµενη στη βανκοµυκίνη ανάπτυξη έχει αρχικά παρατηρηθεί στον S. aureus 

(Moubareck C et al, 2009). Κατά τη διάρκεια της έρευνας µας για το µηχανισµό 

αντοχής στη λινεζολίδη σε επιδηµικά στελέχη, εξετάσαµε την ανάπτυξη τους 

εφαρµόζοντας ένα πρωτόκολλο παρόµοιο µε αυτό του Moubareck et al (Moubareck 

C et al, 2009). Ενδιαφέρον είναι ότι κατά τη διάρκεια της µελέτης της ανάπτυξης των 

8 LRSE, παρατηρήσαµε πιο αργή ανάπτυξη χωρίς τη λινεζολίδη από ότι στα στελέχη 

ελέγχου, πιθανώς λόγω των µεταλλάξεων που προσδίδουν αντοχή στη λινεζολίδη οι 

οποίες ασκούν ενεργειακό κόστος (fitness cost). Η λινεζολίδη στα 32 µg/ml και σε 

υψηλότερες συγκεντρώσεις προκαλούσε θεαµατική επιτάχυνση της ανάπτυξης σε 5 

στελέχη LRSE µε υψηλή αντοχή στη λινεζολίδη, καθιστώντας τα ικανά να 

µεγαλώσουν πολύ πιο γρήγορα από ότι όταν απουσίαζε η λινεζολίδη. Σηµαντικό 

είναι το γεγονός ότι η εξαρτώµενη στη λινεζολίδη ανάπτυξη είναι εµφανής 

ξεκινώντας από σχετικά χαµηλές συγκεντρώσεις λινεζολίδης ενάντια στις οποίες τα 

στελέχη LRSE µπορεί να εκτεθούν in vivo κατά τη διάρκεια θεραπείας µε λινεζολίδη. 

Στην πραγµατικότητα, οι περισσότεροι από τους 30 ασθενείς, συµπεριλαµβανοµένων 

και των 5 που έφεραν τα λινεζολίδη-εξαρτώµενα στελέχη LRSE, έλαβαν 

παρατεταµένη θεραπεία λινεζολίδης πριν να αποδώσουν τα στελέχη αυτά. Η έκθεση 

αυτή µπορεί επίσης να προώθησε την µετάβαση από την αντοχή στην εξάρτηση, 

όπως είχε προταθεί στο παρελθόν για τους βανκοµυκίνη-εξαρτώµενους 

εντεροκόκκους (Tambyah PA et al, 2004). Ως εκ τ ούτου, η υψηλή 

ενδονοσοκοµειακή κατανάλωση λινεζολίδης µπορεί όχι µόνο να ευνοεί την επιλογή 

LRSE αλλά και την ανταγωνιστική επικράτησή τους. Αν η εξάρτηση στη λινεζολίδη 

αποδειχθεί κοινή ανάµεσα σε στελέχη LRSE µε υψηλή αντοχή στη λινεζολίδη, 

µπορεί να προσφέρει µία εξήγηση για την αυξανόµενη κλινική εµφάνιση τους και 

την εµφάνιση, επίσης, LRSE επιδηµιών (Seral C et al, 2011, Bonilla H et al, 2010, 
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Mulanovich VE et al, 2010, Kelly S et al, 2008, Liakopoulos A et al, 2010).  Για 

την υποστήριξη αυτής της υπόθεσης, η ανάπτυξη παρουσία και απουσία λινεζολίδης 

πρέπει να ελεγχθεί σε µεγάλες συλλογές από LRSE στελέχη. 

Ο υποκείµενος µηχανισµός µε τον οποίο η σύνδεση της λινεζολίδης στις 

υποµονάδες του µεταλλαγµένου ριβοσώµατος ενισχύει τη βακτηριακή ανάπτυξη 

µπορεί να είναι πολύπλοκη, λαµβάνοντας υπόψη ότι ο  ακριβής µηχανισµός δράσης 

της παραµένει αβέβαιος ενδεχοµένως εµπλέκοντας πολλαπλούς µη σχετιζόµενους 

τόπους (Colca JR et al, 2003).  Έχουν γίνει µερικές υποθέσεις για το µηχανισµό 

εξάρτησης σε αντιβιοτικά που αναστέλλουν την πρωτεϊνοσύνθεση, όπως η 

λινεζολίδη, γ ια τη στρεπτοµυκίνη στα M. tuberculosis και Escherichia coli, όπου η 

εξάρτηση είχε αποδοθεί σε µία επιπρόσθετη κυτοσίνη στο βρόγχο 530 του 16S rRNA 

(Honore N et al, 1995) και σε µεταλλάξεις στην πρωτεΐνη S12, αντίστοιχα (Van 

Acken U, 1975). Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι οι  µεταλλάξεις του 23S rRNA πρέπει 

να συµβούν σε πολλαπλά αντίγραφα για να συνεισφέρουν στην παρατηρούµενη 

υψηλή αντοχή στη λινεζολίδη αλλά και πιθανόν στην εξάρτηση σε αυτή, όπως έχει 

προταθεί προηγουµένως για τους εντεροκόκκους (Marshall SH et al, 2002). Στην 

πραγµατικότητα, τα 4 λινεζολίδη-εξαρτώµενα στελέχη είχαν µεταλλάξεις σε πέντε 

αντίγραφα του 23S rRNA και ένα στέλεχος είχε µεταλλάξεις σε 4 αντίγραφα. Αυτές 

οι µεταλλάξεις συµπεριελάµβαναν σε όλα τα 5 στελέχη τη µετάλλαξη Τ2504Α σε 

συνδυασµό µε την µετάλλαξη C2534T. Αντιθέτως, τα 3 µη εξαρτώµενα στη 

λινεζολίδη στελέχη έφεραν τη µετάλλαξη G2576T σε συνδυασµό µε τη µετάλλαξη 

C2534T (2 στελέχη) ή τη µετάλλαξη C2356T και T2334C (ένα στέλεχος) και 

παρουσίαζαν σηµαντικά χαµηλότερες MICs. Επίσης ανιχνεύθηκαν µεταλλάξεις στις 

ριβοσωµικές πρωτεΐνες των λινεζολίδη-εξαρτώµενων στελεχών, οι  οποίες όλες 

εδράζονταν στην πρωτεΐνη L3, που είναι σηµαντική στη συναρµολόγηση των 

ριβοσωµάτων. Το σηµαντικό αυτό στάδιο επιτυγχάνεται µέσω της πρόσδεσης των L3, 

L4 και L22 πρωτεϊνών στο πρόδροµο 23S rRNA. Ειδικά η L3 και L4 θεωρούνται 

απαραίτητες για το στάδιο αυτό, και συγκεκριµένα η L3 πυροδοτεί τη συνολική 

διαδικασία. Η σύζευξη της σύνθεσης rRNA από πρόδροµα RNA µόρια και 

συναρµολόγηση ριβοσωµάτων ονοµάζεται «βαθµιαία συναρµολόγηση» και πιθανώς 

επηρεάζει τον in vivo συνολικό ρυθµό της πρωτεϊνικής σύνθεσης (Nierhaus KH, 

2004). Η λινεζολίδη, όπως και ένας αριθµός άλλων 50S-ειδικών αναστολέων της 

µετάφρασης, αλληλεπιδρά µε το 23S rRNA. Η αλληλεπίδραση αυτή εµφανίζεται 

στην ώριµη υποµονάδα αλλά πιθανά συµβαίνει και κατά τη διάρκεια της 
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συναρµολόγησης της µεγάλης ριβοσωµικής υποµονάδας, επιτρέποντας έτσι 

αλληλεπίδραση µε πρόδροµες µορφές της υποµονάδας 50S, όπως έχει αποδειχθεί για 

την ερυθροµυκίνη (Wilson DN, 2009). Μπορούµε να υποθέσουµε ότι τα λινεζολίδη-

εξαρτώµενα κύτταρα µπορεί να κατέχουν λινεζολίδη-εξαρτώµενα ριβοσωµικά 

πρόδροµα σωµατίδια που παρουσιάζουν µία διαφορετική δοµική διαµόρφωση 

συµβάλλοντας έτσι σε ένα ταχύτερο ρυθµό της συνολικής ανάκτησης της 

πρωτεϊνοσύνθεσης. Αυτό το χαρακτηριστικό µπορεί να εξηγήσει την περίεργη, 

εξαρτώµενη στη λινεζολίδη ανάπτυξη, των αποµονωµένων στελεχών. Aπαιτείται 

περαιτέρω λειτουργικός χαρακτηρισµός των ριβοσωµάτων των λινεζολίδη- 

εξαρτώµενων στελεχών ώστε να διαφωτιστεί αυτός ο περίεργος τρόπος ανάπτυξης. 

Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατα της µελέτης αυτής συνιστούν µία ευρεία 

καταγραφή αντοχής στη λινεζολίδη στελεχών εντεροκόκκου και σταφυλοκόκκου 

προερχόµενα από δύο διαφορετικά ελληνικά νοσοκοµεία. Η σποραδικότητα των 

στελεχών των εντεροκόκκων είναι ιδιαιτέρως σηµαντική λόγω του γεγονότος ότι η 

αντοχή στη λινεζολίδη ίσως δεν αποτελεί ένα τυχαίο και σπάνιο γεγονός που απλά 

φέρει τη δυνατότητα µεταφοράς από ασθενή σε ασθενή, αλλά η συχνότητα 

εµφάνισης νέων κλώνων έχει αυξηθεί. Καθίσταται, πλέον, αναγκαία η λήψη 

αυστηρών µέτρων ελέγχου των λοιµώξεων και η συνεχής επιδηµιολογική 

επαγρύπνηση για την αποφυγή τ ης περαιτέρω διασποράς τέτοιων στελεχών, όπως 

φαίνεται ότι έγινε στο Νοσοκοµείο µας, µε την ιδιαίτερη µείωση νέων στελεχών LRE 

µετά το 2009.  

Η κλωνική προέλευση των στελεχών σταφυλοκόκκων υποδεικνύει οριζόντια 

µετάδοση που εγείρει ερωτήµατα ως προς την ικ ανοποιητική απολύµανση των 

ιατρικών εργαλείων και µηχανηµάτων αλλά και την επαρκή αποµόνωση των 

ασθενών στις µονάδες εντατικής θεραπείας. Η παρουσία των µεταλλάξεων που 

εντοπίστηκαν είναι αυξηµένης σηµασίας λόγω της επιδηµικής διασποράς των 

στελεχών σταφυλοκόκκων, για τους προαναφερθέντες λόγους. Ακόµη, η µελέτη των 

µοριακών µηχανισµών που πιθανόν προσφέρουν επιπλέον αντοχή στη λινεζολίδη 

οφείλουν να διερευνηθούν περαιτέρω, όπως έδειξε η ανίχνευση σηµαντικών 

µεταλλάξεων στην πρωτεΐνη L3. 

Τα ευρήµατα της παρούσας µελέτης είναι ενδεικτικά της ανάγκης για 

περαιτέρω συνεχή και ενδελεχή επιτήρηση των νοσοκοµειακών λοιµώξεων, έτσι 

ώστε να υπάρχει η δυνατότητα προγραµµατισµού προληπτικών και θεραπευτικών 

πρακτικών µε τις οποίες θα επιτυγχάνεται το µέγιστο θεραπευτικό όφελος για τον 
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ασθενή και το µέγιστο οικονοµικό όφελος για το νοσοκοµείο, δεδοµένου ότι η 

λινεζολίδη αποτελεί ένα από τα πιο ακριβά αντιβιοτικά στην ελληνική αγορά. Τέλος, 

είναι απαραίτητος ο  προσεκτικός σχεδιασµός της χορήγησης της λινεζολίδης µε 

σκοπό τη διατήρηση της αποτελεσµατικότητας του φαρµάκου. 
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