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Ιπποκράτειος Όρκος στην Αρχαία Ελληνική 

 

 

Ὄμνυμι Ἀπόλλωνα ἰητρὸν, καὶ Ἀσκληπιὸν, καὶ Ὑγείαν, καὶ Πανάκειαν, καὶ θεοὺς πάντας 

τε καὶ πάσας, ἵστορας ποιεύμενος, ἐπιτελέα ποιήσειν κατὰ δύναμιν καὶ κρίσιν ἐμὴν ὅρκον 

τόνδε καὶ ξυγγραφὴν τήνδε. Ἡγήσασθαι μὲν τὸν διδάξαντά με τὴν τέχνην ταύτην ἴσα 

γενέτῃσιν ἐμοῖσι, καὶ βίου κοινώσασθαι, καὶ χρεῶν χρηίζοντι μετάδοσιν ποιήσασθαι, καὶ 

γένος τὸ ἐξ ωὐτέου ἀδελφοῖς ἴσον ἐπικρινέειν ἄῤῥεσι, καὶ διδάξειν τὴν τέχνην ταύτην, ἢν 

χρηίζωσι μανθάνειν, ἄνευ μισθοῦ καὶ ξυγγραφῆς, παραγγελίης τε καὶ ἀκροήσιος καὶ τῆς 

λοιπῆς ἁπάσης μαθήσιος μετάδοσιν ποιήσασθαι υἱοῖσί τε ἐμοῖσι, καὶ τοῖσι τοῦ ἐμὲ 

διδάξαντος, καὶ μαθηταῖσι συγγεγραμμένοισί τε καὶ ὡρκισμένοις νόμῳ ἰητρικῷ, ἄλλῳ δὲ 

οὐδενί. Διαιτήμασί τε χρήσομαι ἐπ' ὠφελείῃ καμνόντων κατὰ δύναμιν καὶ κρίσιν ἐμὴν, ἐπὶ 

δηλήσει δὲ καὶ ἀδικίῃ εἴρξειν. Οὐ δώσω δὲ οὐδὲ φάρμακον οὐδενὶ αἰτηθεὶς θανάσιμον, 

οὐδὲ ὑφηγήσομαι ξυμβουλίην τοιήνδε. Ὁμοίως δὲ οὐδὲ γυναικὶ πεσσὸν φθόριον δώσω. 

Ἁγνῶς δὲ καὶ ὁσίως διατηρήσω βίον τὸν ἐμὸν καὶ τέχνην τὴν ἐμήν. Οὐ τεμέω δὲ οὐδὲ μὴν 

λιθιῶντας, ἐκχωρήσω δὲ ἐργάτῃσιν ἀνδράσι πρήξιος τῆσδε. Ἐς οἰκίας δὲ ὁκόσας ἂν ἐσίω, 

ἐσελεύσομαι ἐπ' ὠφελείῃ καμνόντων, ἐκτὸς ἐὼν πάσης ἀδικίης ἑκουσίης καὶ φθορίης, τῆς 

τε ἄλλης καὶ ἀφροδισίων ἔργων ἐπί τε γυναικείων σωμάτων καὶ ἀνδρῴων, ἐλευθέρων τε 

καὶ δούλων. Ἃ δ' ἂν ἐν θεραπείῃ ἢ ἴδω, ἢ ἀκούσω, ἢ καὶ ἄνευ θεραπηίης κατὰ βίον 

ἀνθρώπων, ἃ μὴ χρή ποτε ἐκλαλέεσθαι ἔξω, σιγήσομαι, ἄῤῥητα ἡγεύμενος εἶναι τὰ 

τοιαῦτα. Ὅρκον μὲν οὖν μοι τόνδε ἐπιτελέα ποιέοντι, καὶ μὴ ξυγχέοντι, εἴη ἐπαύρασθαι 

καὶ βίου καὶ τέχνης δοξαζομένῳ παρὰ πᾶσιν ἀνθρώποις ἐς τὸν αἰεὶ χρόνον. Παραβαίνοντι 

δὲ καὶ ἐπιορκοῦντι, τἀναντία τουτέων.     
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Ιπποκράτειος Όρκος στην Νέα Ελληνική 

 

 

Ορκίζομαι στον Απόλλωνα τον Ιατρό και τον Ασκληπιό και στην Υγεία και στην 

Πανάκεια και σε όλους τους Θεούς επικαλούμενος τη μαρτυρία τους, να τηρήσω πιστά 

κατά τη δύναμη και την κρίση μου αυτό τον όρκο και το συμβόλαιό μου αυτό. 

Να θεωρώ αυτόν που μου δίδαξε αυτήν την τέχνη ίσο με τους γονείς μου και να μοιραστώ 

μαζί του τα υπάρχοντά μου και τα χρήματά μου, αν έχει ανάγκη φροντίδας. Να θεωρώ 

τους απογόνους του ίσους με τα αδέλφια μου και να τους διδάξω την τέχνη αυτή αν 

θέλουν να τη μάθουν, χωρίς αμοιβή και συμβόλαιο. 

Και να μεταδώσω με παραγγελιές, οδηγίες και συμβουλές όλη την υπόλοιπη γνώση μου 

και στα παιδιά μου και στα παιδιά εκείνου που με δίδαξε και στους άλλους μαθητές που 

έχουν κάνει γραπτή συμφωνία μαζί μου και σε αυτούς που έχουν ορκιστεί στον ιατρικό 

νόμο και σε κανέναν άλλο. 

Και να θεραπεύω τους πάσχοντες κατά τη δύναμή μου και κατά την κρίση μου χωρίς ποτέ, 

εκουσίως, να τους βλάψω ή να τους αδικήσω. 

Και να μη δώσω ποτέ σε κανένα, έστω και αν μου το ζητήσει, θανατηφόρο φάρμακο, ούτε 

να δώσω ποτέ τέτοια συμβουλή, ομοίως, να μη δώσω ποτέ σε γυναίκα φάρμακο για να 

αποβάλλει. Να διατηρήσω δε τη ζωή μου καθαρή και αγνή, και να μη χειρουργήσω 

πάσχοντες από λίθους, αλλά να αφήσω την πράξη αυτή για τους ειδικούς. 

Και σε όποια σπίτια κι αν μπω, να μπω για την ωφέλεια των πασχόντων αποφεύγοντας 

κάθε εκούσια αδικία και βλάβη και κάθε γενετήσια πράξη και με γυναίκες και με άνδρες, 

ελεύθερους και δούλους. 

Και ό,τι δω ή ακούσω κατά την άσκηση του επαγγέλματός μου, ή κι εκτός, για τη ζωή των 

ανθρώπων, που δεν πρέπει ποτέ να κοινοποιηθεί, να σιωπήσω και να το κρατήσω μυστικό. 

Αν τον όρκο μου αυτό τηρήσω πιστά και δεν τον αθετήσω, είθε να απολαύσω για πάντα 

την εκτίμηση όλων των ανθρώπων για τη ζωή μου και για την τέχνη μου, αν όμως παραβώ 

και αθετήσω τον όρκο μου να υποστώ τα αντίθετα από αυτά. 
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Γενικό μέρος 

 

1. Εισαγωγή 

 

Domain: Bacteria 

Phylum: Firmicutes 

Class: Bacilli 

Order: Lactobacillales 

Family: Streptococcaceae 

Genus: Streptococcus 

Species: S. pneumoniae 

 

Ο Streptococcus pneumoniae απομονώθηκε για πρώτη φορά το 1881, ταυτόχρονα αλλά 

ανεξάρτητα από δύο επιστήμονες, τον Αμερικανό στρατιωτικό ιατρό George Sternberg και τον 

Γάλλο χημικό Louis Pasteur. Από το 1920, η ονομασία που του δόθηκε ήταν  Diplococcus 

pneumoniae, λόγω της χαρακτηριστικής εμφάνισης διπλοκόκκου σε δείγματα πτυέλων 

επεξεργασμένα με χρώση  Gram. Μετονομάστηκε σε Streptococcus pneumoniae, το 1974 λόγω της 

ανάπτυξής του υπό τη μορφή αλύσων μέσα σε υγρά καλλιεργητικά υλικά. 

Μορφολογικά είναι ένας Gram-θετικός διπλόκοκκος με λογχοειδές σχήμα, διατάσσεται κατά 

ζεύγη ή σχηματίζει αλυσίδες μικρού μήκους. Είναι αερόβιος και εκλεκτικά αναερόβιος και 

περιβάλλεται από παχύ έλυτρο με πολυσακχαρίτες που του προσδίδουν αντιγονικές ιδιότητες.  

Είναι παθογόνος αποκλειστικά για τους ανθρώπους και αποτελεί το σημαντικότερο αίτιο 

πνευμονίας της κοινότητας και θανάτων από πνευμονία της κοινότητας. H παθογόνος δράση του 

οφείλεται στην παρουσία ελύτρου και στην μεγάλη διεισδυτική του ικανότητα.  

Ανευρίσκεται στο οροφάρυγγα υγιών ατόμων: 10% των ενηλίκων, 20-40% των παιδιών και 

60% των βρεφών σε βρεφονηπιακούς σταθμούς. Οι φορείς αποτελούν πηγή μετάδοσης. 

Στον άνθρωπο προκαλεί οξείες λοιμώδεις νόσους οι οποίες διαχωρίζονται σε διεισδυτικές και 

μη-διεισδυτικές. Στις πρώτες κατατάσσεται η μηνιγγίτιδα (κυρίως σε παιδιά), η κυτταρίτιδα και η 

μικροβιαιμία- σηψαιμία, ενώ η λοβώδης πνευμονία, η μέση πυώδης ωτίτιδα (συχνή σε βρέφη και 

παιδιά) και η βρογχοπνευμονία ανήκουν στις μη-διεισδυτικές.  

Κατά την διάρκεια των τελευταίων ετών, το σημαντικότερο επιδημιολογικό πρόβλημα που 

έχει ανακύψει είναι η αύξηση της αντοχής των πνευμονιοκόκκων στα αντιβιοτικά, ενώ παράλληλα 

σημαντικές διαφορές στην γεωγραφική κατανομή της αντοχής και στην αντίστοιχη συσχέτιση με 

τους επικρατούντες οροτύπους έχουν επίσης σημειωθεί. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Louis_Pasteur
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Η πρώτη αναφορά στελέχους πνευμονιοκόκκου μη ευαίσθητου στην πενικιλλίνη σημειώθηκε 

το 1977 με τιμές Ελάχιστης Ανασταλτικής Πυκνότητας (ΕΑΠ) 0,12-1,0 mg/L. Στην Ευρώπη 

(Alexander Project)
1
, τα μεγαλύτερα ποσοστά αντοχής στην πενικιλλίνη εμφανίζονται στην 

Ισπανία (αντοχή 24,8% και ενδιάμεση ευαισθησία 7,3%). Σε παγκόσμιο επίπεδο αναφέρονται 

ποσοστά μη ευαισθησίας έως και 55% στο Χόνγκ-Κόνγκ
1
. Τα ποσοστά μη ευαισθησίας στις 

μακρολίδες, που αποτελούν την εναλλακτική λύση επί παρουσίας αντοχής στα β-λακταμικά, 

παρουσιάζουν αύξηση και σε μερικές περιοχές ξεπερνούν αυτά στην πενικιλλίνη. Επίσης έχει 

παρατηρηθεί ότι στις χώρες με υψηλά ποσοστά αντοχής στην πενικιλλίνη, υπάρχει μια τάση 

ελάττωσης της δραστικότητας και των μακρολιδών
2
. Τα ποσοστά αυτά αγγίζουν το 80% στην Άπω 

Ασία (Ταϊβάν, Χονγκ Κονγκ), ενώ είναι 17% στις ΗΠΑ
1
. Στην Ευρώπη τα μεγαλύτερα ποσοστά 

ανευρίσκονται στην Γαλλία (46%), στην Ισπανία (33%) και στην Ιταλία (29%)
1
. Για την Ιταλία, να 

αναφερθεί ότι είναι ίσως η μόνη χώρα με υψηλή αντοχή στις μακρολίδες και αρκετά χαμηλά 

ποσοστά αντοχής στην πενικιλλίνη. Θεωρείται ότι η αύξηση της αντίστασης στις μακρολίδες σε 

αυτές τις χώρες σχετίζεται άμεσα με την εκτεταμένη χορήγηση μακράς-δράσης μακρολιδών
1
.  

Στην Ελλάδα η πλειονότητα των μελετών είναι συνήθως τοπικού χαρακτήρα και αρκετές από 

αυτές αφορούν στελέχη από ρινοφαρυγγική φορεία, γεγονός που δεν μπορεί να αποτυπώσει την 

συνολική κατάσταση σε πολυκεντρικό επίπεδο. Φαίνεται πάντως ότι υπάρχει μια τάση αύξησης 

της αντοχής και εμφάνισης πολυανθεκτικών στελεχών
3
. Σε γενικές γραμμές στην Ελλάδα, οι πλέον 

πρόσφατες μελέτες για την αντοχή στον πνευμονιόκοκκο που αφορούσαν διεισδυτικές λοιμώξεις 

και οξεία μέση ωτίτιδα,  υποδεικνύουν ποσοστά ενδιάμεσης ευαισθησίας στην πενικιλλίνη 9,2% 

και 47% και αντοχής 0,8% και 10% αντίστοιχα
4
. Για την αντοχή στην ερυθρομυκίνη τα ποσοστά 

κυμαίνονταν για τις διεισδυτικές λοιμώξεις στο 38,5% και την οξεία μέση ωτίτιδα στο 48,7%
4
. 

Η εμφάνιση αντοχής στα β-λακταμικά αντιβιοτικά συνήθως οφείλεται σε μεταλλάξεις στα 

γονίδια των πενικιλλινοδεσμευτικών πρωτεϊνών (PBP’s) μέσω των οποίων δρουν τα εν λόγω 

αντιβιοτικά
5-7

. Η αντοχή στις μακρολίδες οφείλεται συνήθως στους μηχανισμούς μεθυλίωσης του 

RNA ή της ενεργούς εκροής του αντιβιοτικού
8,9

. Στην πρώτη περίπτωση η έκφραση του γονιδίου 

ermB που κωδικοποιεί για μία ριβοσωμιακή μεθυλάση οδηγεί σε μεταβολές σε θέσεις-στόχους της 

23 rRNA υποομάδας και στην έκφραση υψηλού επιπέδου αντοχή σε όλες τις μακρολίδες και την 

κλινδαμυκίνη
8,9

. Στην δεύτερη περίπτωση, μέσω μιας ATP-εξαρτώμενης αντλίας εκροής που 

κωδικοποιείται από το γονίδιο mefE και που έχει ως αποτέλεσμα χαμηλού βαθμού αντοχή στις 

μακρολίδες με 14- και 15-μελή δακτύλιο λακτόνης, ενώ η ευαισθησία στην κλινδαμυκίνη και στις 

16-μερείς μακρολίδες, παραμένει
8,9

. 

Η εμφάνιση αντοχής στα άλλα είδη αντιβιοτικών παρουσιάζεται (α) για την τριμεθοπρίμη 

μέσω αλλαγής μίας νουκλεοτιδικής βάσης στην θέση 100 του γονιδίου της διϋδροφολικής 

αναγωγάσης
5,7,10

, (β) για την ριφαμπικίνη με τη αλλαγή μιας βάσης στο γονίδιο για την RNA 

πολυμεράση B
5,7,10

, (γ) για την χλωραμφαινικόλη η αντοχή φαίνεται να είναι πλασμιδιακά 
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αποκτώμενη
5,7,10

, ενώ (δ) η αντοχή στις φθοριοκινολόνες σημειώνεται μέσω μεταλλάξεων σε 

περιοχές των γονιδίων parC και gyrA
5,7,10

. 

Στο Γενικό Μέρος της παρούσας διδακτορικής διατριβής παρουσιάζονται οι μηχανισμοί 

αντοχής, οι κλινικές εκδηλώσεις και η επιδημιολογία του πνευμονιοκόκκου στην Ελλάδα και 

διεθνώς. Στο Ειδικό Μέρος μελετώνται οι φαινότυποι αντοχής, η μοριακή βάση των μηχανισμών 

αντοχής στελεχών πνευμονιοκόκκου στα συχνότερα χρησιμοποιούμενα αντιβιοτικά στη χώρα μας 

και περιγράφεται η συσχέτισή τους, με συγκεκριμένους οροτύπους. Με τη μελέτη αυτή αναμένεται 

να εξαχθούν χρήσιμα συμπεράσματα για τη δυναμική της μικροβιακής αντοχής στον 

πνευμονιόκοκκο που μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως βάση για την εφαρμογή και εξέλιξη των 

προγραμμάτων εμβολιασμού. 

 

 

 

2. Γενικά μικροβιολογικά δεδομένα 

O S. pneumoniae απομονώνεται συχνότερα από παιδιά τους χειμερινούς μήνες και αντίθετα 

από τους άλλους στρεπτοκόκκους, διατάσσεται συνήθως με τη μορφή διπλοκόκκων. Από άποψη 

φυλογενετικής εξέλιξης, συγγενεύει στενά με τους στρεπτοκόκκους της χλωρίδας S. mitis και S. 

oralis. 

Αναπτύσσεται εύκολα στο αιματούχο άγαρ, όχι όμως και στο απλό θρεπτικό άγαρ χωρίς 

συμπλήρωμα ερυθρών. Μετά από 24ωρη επώαση σε άγαρ με 5% ερυθρά αλόγου, οι αποικίες του 

πνευμονιοκόκκου εμφανίζονται κυκλικές, γυαλιστερές, ημιδιαφανείς, με υπερυψωμένη περιφέρεια 

και χαμηλότερο κέντρο και περιβάλλονται από ζώνη α-αιμολύσεως. Αν το καλλιέργημα επωασθεί 

για ένα ακόμη 24ωρο, η κοίλανση γίνεται εντονότερη και οι αποικίες παίρνουν χαρακτηριστική 

κοίλη μορφή, σαν πιατάκια. Όταν το μικρόβιο αναπτυχθεί σε σοκολατόχρωμο άγαρ, η α-αιμόλυση 

είναι πιο έντονη και ταυτόχρονα παρατηρείται αποχρωματισμός του υλικού στην περιοχή κάτω 

από την αποικία. Όσο πυκνότερο είναι το καλλιέργημα, τόσο μεγαλύτερος είναι ο 

αποχρωματισμός, ο οποίος οφείλεται στην παραγωγή υπεροξειδίου του υδρογόνου και είναι 

στοιχείο διαφοροδιαγνωστικό του είδους. Οι αποικίες αυτολύονται γρήγορα από τα αυτολυτικά 

ένζυμα του βακτηρίου και στη θέση τους, παραμένουν τα ίχνη της αποικίας σαν φαντάσματα 

αποικιών (phantom colonies). Στελέχη του μικροβίου που χάνουν το έλυτρό τους, δίνουν αποικίες 

θαμπές, ρυτιδιασμένες. 

 Ο S. pneumoniae αναπτύσσεται σε ζωμό TSA (trypticase soy broth) και προκαλεί ομοιόμορφη 

θόλωση σε αντίθεση με τους άλλους στρεπτοκόκκους που προκαλούν κροκυδώδη ανάπτυξη στο 

ζωμό. Αναπτύσσεται τόσο σε αερόβιες όσο και σε ανερόβιες συνθήκες. Σε αναερόβιες συνθήκες 

εμφανίζεται η δράση της Ο-πνευμονολυσίνης, δηλαδή ζώνη β-αιμόλυσης γύρω από τις αποικίες 

του, ενώ στην αερόβια επώαση η Ο-πνευμονολυσίνη δεν δρα. Η ανάπτυξη του βακτηρίου 

ευνοείται από τη παρουσία CO2 10%, ενώ το H2O2 δεν παράγεται κατά την αναερόβια επώαση.  
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Όσων αφορά στις βιοχημικές ιδιότητές του, διασπά τα σάκχαρα με παραγωγή οξέος (γλυκόζη, 

γαλακτόζη, φρουκτόζη, σουκρόζη, μαλτόζη, ραφινόζη και ινουλίνη), όχι όμως την δουλσιτόλη και 

την σορβιτόλη. Οι ειδικές ιδιότητες που χρησιμοποιούνται στην ταυτοποίηση είναι: οπτοχίνη, 

διαλυτότητα χολής και δοκιμασία CAMP, στις οποίες δίνει θετική αντίδραση, ενώ δεν 

αναπτύσσεται παρουσία εσκουλίνης, χολής και NaCl 6,5%. Τέλος, οι αντίδρασεις πυρρολινοδάσης 

και αντιγόνου κατά Lancefield είναι αρνητικές.  

Είναι πολύ ευαίσθητο μικρόβιο και θανατώνεται στους 52
ο
 C σε 15 λεπτά, ενώ αυτολύεται στα 

καλλιεργήματα. Στα πτύελα των πασχόντων διατηρείται ζων, μόνο εφόσον αυτά συντηρηθούν στο 

ψυγείο.  

Η αντιγονική του δομή μοιάζει με αυτή των άλλων στρεπτοκόκκων, όμως διαφοροποιείται στο 

ότι διαθέτει ένα παχύ έλυτρο. Όλες οι ουσίες του κυτταρικού τοιχώματος και της κυτταρικής 

μεμβράνης έχουν αντιγονικές ιδιότητες, με ισχυρότερο το αντιγόνο του ελύτρου.  

Συνοπτικά είναι: 1) το Αντιγόνο ελύτρου ή SSS-ουσία (Species Specific Substance), το οποίο 

είναι πολυσακχαριδικό αντιγόνο και αποτελείται από γλυκουρονικό οξύ ενωμένο με 

αμινοσάκχαρα, τα οποία προσδίδουν την αντιγονική ειδικότητα. Βάσει της αντιγονικής διαφοράς 

του ελύτρου (δοκιμασία οροτυπίας), οι πνευμονιόκοκκοι διαχωρίζονται σε τουλάχιστον 93 

οροτύπους. Επικρατέστεροι ορότυποι είναι κυρίως οι 1,3,6,7,8 και 18 στις λοιμώξεις των ενηλίκων 

και οι 6,14,19 και 23 στα παιδιά. 

Η παραγωγή της ουσίας SSS, καθορίζεται από γονίδια που μπορεί να μεταβιβασθούν. Επίσης η 

συγκεκριμένη ουσία ανθίσταται στη φαγοκυττάρωση, παρεμβαίνοντας στον οψωνισμό, 

παρουσιάζει αντοχή στα λυτικά ένζυμα φαγοκυττάρων και έτσι προστατεύει ή επιβραδύνει το 

θάνατο των πνευμονιοκόκκων που έχουν φαγοκυτταρωθεί. Τα αντισώματα κατά του ελύτρου 

αντιδρούν με πολυσακχαριδικά αντιγόνα και άλλων μικροβίων, όπως Klebsiella spp., αλλά και 

ομάδων αίματος. 2) Το Αντιγόνο Μ που είναι πρωτεϊνη του κυτταρικού τοιχώματος και ομοιάζει 

με την Μ-ουσία των στρεπτοκόκκων Α-ομάδας, αλλά δεν σχετίζεται καθόλου με τη 

παθογόνικότητα του μικροβίου, ενώ και τα αντισώματα κατά της Μ-ουσίας δεν προστατεύουν από 

πνευμονιοκοκκική νόσο. Η αντιγονική της ειδικότητα συμβαδίζει με την ειδικότητα του αντιγόνου 

του ελύτρου ενώ δεν έχει αντιγονική ομοιότητα με πρωτεϊνικά αντιγόνα άλλων στρεπτοκόκκων. 3) 

Το Αντιγόνο C είναι το πολυσακχαριδικό αντιγόνο του κυτταρικού τοιχώματος, ίδιο σε όλους τους 

πνευμονιοκόκκους με μικρές χημικές διαφορές και ουσιαστικά είναι το αντιγόνο του είδους. 

Αποτελεί μέρος του Forssman αντιγόνου των πνευμονιοκόκκων (λιποτειχοϊκό οξύ) και δεν είναι το 

C-σακχαριδικό κατά Lancefield αντιγόνο, το οποίο δεν διαθέτει το συγκεκριμένο μικρόβιο. 

Εδράζεται στην έσω και έξω επιφάνεια του κυτταρικού τοιχώματος. 4) Το Τειχοϊκό οξύ είναι 

συνδεδεμένο με το κυτταρικό τοίχωμα και είναι το αντίγονο με τη μεγαλύτερη ανοσογονικότητα, 

προκαλώντας την παραγωγή αντισωμάτων. 5) Το Aντιγόνο Forssman είναι κοινό σε όλα τα 

στελέχη πνευμονιοκόκκων, αναστέλλει τη δράση των αυτολυτικών ενζύμων, όπως μιας αμιδάσης 
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που είναι το κυριότερο αυτολυτικό ένζυμο. 6) Άλλα αντιγόνα απομονώνονται, ανάλογα και με το 

ερευνητικό ενδιαφέρον, όπως οι πενικιλλινο-δεσμευτικές πρωτεϊνες (PBPs).  

O S. pneumoniae δεν παράγει ισχυρές ή πολλές τοξίνες και ακόμη και αυτές που παράγει δεν 

έχουν ιδιαίτερο παθογονικό ρόλο. Η κυριότερη είναι η πνευμονολυσίνη για την οποία γίνεται 

αναφορά σε επόμενο κεφάλαιο και είναι οξυγονοευαίσθητη. Άλλη τοξίνη είναι η πορφυρογόνος 

τοξίνη, όπου σε αυτήν αποδίδεται το εξάνθημα που δύναται να παρουσιασθεί κατά τη 

πνευμονιοκοκκική νόσο, καθώς και νευραμινιδάση που συμβάλλει στη διεισδυτικότητα του 

μικροβίου.    

Η ταυτοποίηση του πνευμονιοκόκκου και ιδιαίτερα ο διαχωρισμός του από τους 

πρασινίζοντες στρεπτοκόκκους με τους οποίους έχει κοινά χαρακτηριστικά, γίνεται 1) μέσω της 

χρώσης κατά Gram, όπου φαίνονται οι λογχοειδείς Gram θετικοί διπλόκοκκοι, 2) μέσω της 

καλλιέργειας σε σοκολατόχρωμο άγαρ όπου μετά από 24ωρη-48ωρη επώαση αεροβίως, το υλικό 

πρασινίζει και αποχρωματίζεται η περιοχή κάτω από τις αποικίες, 3) μέσω της δοκιμασίας 

ευαισθησίας στην οπτοκίνη όπου στο τρυβλίο καλλιέργειας του στελέχους τοποθετείται δισκίο 6 

mm εμποτισμένο με οπτοχίνη (δ/μα 1:400) και μετά από 24ωρη επώαση παρουσία CO2 5% στους 

35
ο
 C, παρατηρείται ζώνη αναστολής ανάπτυξης γύρω από το δισκίο ≥ 14 mm, εάν πρόκειται για 

πνευμονιόκοκκο. Αν η ζώνη είναι < 14 mm, θα πρέπει να γίνουν και άλλες δοκιμές, όπως, 4) 

δοκιμή διαλυτότητας στη χολή, όπου το καλλιέργημα του στελέχους σε ζωμό ή το εναιώρημα 

καλλιεργήματος σε άγαρ διαυγάζει, αν προστεθεί σε αυτό χολή, 5) δοκιμή ζυμώσεως ινουλίνης, 

όπου το στέλεχος καλιεργείται σε ζωμό ή πεπτονούχο υγρό με 1% ινουλίνη και έναν δείκτη, όπως 

ερυθρό της φαινόλης και μετά από 24ωρη επώαση, αλλάζει η χροιά του υλικού, αν πρόκειται για 

πνευμονιόκοκκο, 6) δοκιμή εξοιδήσεως ελύτρου, η οποία γίνεται είτε σε καλλιεργήματα του 

στελέχους ή σε παθολογικό υλικό (π.χ. ΕΝΥ) και χρησιμοποιούνται ένας ή περισσότεροι 

πολυδύναμοι αντι-οροί, 7) ορολογική τυποποίηση είδους και τύπων του πνευμονιοκόκκου με 

ειδικούς αντι-ορούς, συνήθως πολυδύναμους ή και μονοδύναμους και γίνεται με τη μέθοδο της 

συγκόλλησης πάνω σε πλάκα. Η αναζήτηση αντιγόνου του μικροβίου σε εκκρίματα 

πραγματοποιείται με την μέθοδο της συγκολλητινοαντίδρασης latex ή της ανοσοενζυμικής 

διαδικασίας. Η αναζήτηση αντισωμάτων κατά του πνευμονιοκόκκου στον ορό ασθενών 

πραγματοποιείται με έμμεση αιμοσυγκόλληση ερυθρών, ραδιοανοσολογική μέθοδος (RIA) ή 

ανοσοενζυμική μέθοδος ELISA.  

Εμφανίζει μεγάλη γενετική ευελιξία, λόγω του συχνού ανασυνδυασμού μεταξύ των διαφόρων 

στελεχών του βακτηρίου. Η μεταφορά γονιδίων γίνεται με τη διαδικασία της βακτηριακής 

μεταμόρφωσης και μπορεί να οδηγήσει στην έκφραση ελύτρου διαφορετικού οροτύπου. Η 

πειραματική μεταφορά γονιδίων του ελύτρου μεταξύ πνευμονιοκόκκων, αποτέλεσε τη βάση της 

απόδειξης ότι το DNA περιέχει γενετικές πληροφορίες του κυττάρου.   

Αντιβιοτικά που χρησιμοποιούνται για την θεραπεία των πνευμονιοκοκκικών νόσων είναι 

η πενικιλλίνη, οι κεφαλοσπορίνες τρίτης γενιάς, οι μακρολίδες, η κο-τριμοξαζόλη, η κλινδαμυκίνη, 
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οι νεώτερες φθοριοκινολόνες, οι τετρακυκλίνες, η βανκομυκίνη, η χλωραμφενικόλη, η 

ριφαμπικίνη, η λινεζολίδη και ο συνδυασμός στρεπτογραμμινών κινοπριστίνη+νταλφοπριστίνη.  

 

 

3. Έλεγχος ευαισθησίας στα αντιβιοτικά 

3.α. Μέθοδοι 

Μέθοδος διάχυσης δισκίων 

Η πιο διαδεδομένη μέθοδος είναι η μέθοδος διάχυσης δίσκων κατά Kirby –Bauer. Σε 

τρυβλίο με αιματούχο άγαρ ενοφθαλμίζεται ομοιόμορφα ποσότητα 0,5 McFarland (1,5 X 10
8
 

cfu/ml) του προς εξέταση μικροβίου και στην συνέχεια στην επιφάνειά του τοποθετούνται δισκία 

από διηθητικό χαρτί εμποτισμένα με γνωστές συγκεντρώσεις αντιβιοτικών. Το τρυβλίο επωάζεται 

σε συνθήκες 5% CO2 και τα αντιβιοτικά διαχέονται στο άγαρ. Όσο αυξάνεται η απόσταση 

διάχυσης από τους δίσκους, μειώνεται η συγκέντρωση των αντιβιοτικών και αν το αντιβιοτικό 

είναι δραστικό έναντι στο συγκεκριμένο μικρόβιο, σχηματίζεται γύρω από το δίσκο, μετά την 

επώαση, μία ζώνη αναστολής της ανάπτυξης του μικροβίου. Η διάμετρος της ζώνης συγκρίνεται 

με τις αντίστοιχες διαμέτρους που υπάρχουν σε ειδικούς πίνακες αναφοράς, για κάθε αντιβιοτικό 

και στη συγκέντωση που χρησιμοποιείται. Κατ’ αυτό το τρόπο, το μικρόβιο χαρακτηρίζεται ως 

ευαίσθητο, μετρίως ανθεκτικό κι ανθεκτικό για το αντιβιοτικό προς εξέταση. Ανάλογα με το αν 

κάποιο αντιβιοτικό είναι ευδιάλυτο ή δυσδιάλυτο, δηλαδή διαχέεται πιο εύκολα ή πιο δύσκολα στο 

άγαρ αντίστοιχα, η ζώνη αναστολής είναι αντίστοιχα, μεγαλύτερη ή μικρότερη. Η μέθοδος 

διάχυσης δισκίων είναι μια απλή μέθοδος που δίνει ποιοτικά αποτελέσματα (αλλά όχι ποσοτικά).  

 

Μέθοδοι αραιώσεων σε ζωμό 

Με τη μέθοδο των αραιώσεων σε ζωμό υπολογίζεται η Ελάχιστη Ανασταλτική Πυκνότητα 

(ΕΑΠ). Επίσης, εάν απαιτηθεί για τον έλεγχο της θεραπείας μπορεί να υπολογισθεί και η 

Ελάχιστη Βακτηριοκτόνος Πυκνότητα (ΕΒΠ) για να διαπιστωθεί εάν το αντιβιοτικό είναι 

βακτηριοστατικό ή βακτηριοκτόνο. 

Χρησιμοποιούνται πλάκες μικροτιτλοποίησης με βυθίσματα, στα οποία ετοιμάζεται σειρά 

διαδοχικών αραιώσεων του αντιβιοτικού και στις οποίες προστίθεται το εναιώρημα του υπό 

εξέταση βακτηρίου. Στη συνέχεια επωάζονται σε συνθήκες 5% CO2, ελέγχονται και η μικρότερη 

αραίωση που δεν παρατηρείται ανάπτυξη είναι η τιμή της ΕΑΠ.  

Στην περίπτωση που απατείται ο υπολογισμός ΕΒΠ, από τις αραιώσεις που δεν παρατηρείται 

ανάπτυξη πραγματοποιείται ανακαλλιέργεια σε αιματούχο άγαρ. Αν παρατηρηθεί ανάπτυξη, 

προσδιορίζεται η ΕΒΠ και στην συνέχεια συγκρίνεται με την ΕΑΠ για να διαπιστωθεί εάν το 

αντιβιοτικό είναι βακτηριοστατικό ή βακτηριοκτόνο. 

Πλέον οι δοκιμασίες αραίωσης έχουν αυτοματοποιηθεί και στο εμπόριο διατίθενται έτοιμες 

πλάκες μικροτιτλοποίησης που περιλαμβάνουν έως και 96 κυψελίδες με γνωστές συγκεντρώσεις 
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αντιβιοτικών που βρίσκονται σε κατεψυγμένη ή λυοφιλοποιημένη μορφή. Το μόνο που απαιτείται 

είναι η παρασκευή εναιωρήματος του βακτηρίου προς εξέταση το οποίο ενοφθαλμίζεται με ειδικό 

διανομέα. Στην πλάκα περιλαμβάνονται θετικοί μάρτυρες με μικρόβιο, χωρίς αντιβιοτικό και 

αρνητικοί που περιέχουν μόνο ζωμό, για τον αποκλεισμό επιμόλυνσης. Η θολερότητα/ανάπτυξη 

παρατηρείται είτε διά γυμνού οφθαλμού είτε, όπως πλέον εφαρμόζεται στα μεγάλα κλινικά 

εργαστήρια, με «σκανάρισμα» των πλακών μέσα από ειδικά συστήματα, τα οποία αποστέλλουν τα 

δεδομένα σε υπολογιστή και έτσι εκτυπώνονται οι τιμές των ΕΑΠ. 

 

Μέθοδος ταινιών διαβαθμισμένης συγκέντρωσης σε άγαρ 

Σε τρυβλία θρεπτικού αιματούχου άγαρ ενοφθαλμίζεται το βακτήριο, τοποθετείται μία ταινία 

πλαστικοποιημένη που είναι εμποτισμένη με διαδοχικές αυξανόμενες συγκεντρώσεις του υπό 

εξέταση αντιβιοτικού και επωάζεται σε συνθήκες σε συνθήκες 5% CO2. Το σημείο που αρχίζει να 

διαφαίνεται η αναστολή της ανάπτυξης του βακτηρίου ανιστοιχεί στην ΕΑΠ. 

 

Άλλες μέθοδοι 

Πρόκειται για δοκιμασίες όπως ο προσδιορισμός της ικανότητας του βακτηρίου για την 

παραγωγή β-λακταμασών, στην οποία χρησιμοποιείται μία κεφαλοσπορίνη που μετά τη διάνοιξη 

του β-λακταμικού δακτυλίου, αλλάζει χρώμα έτσι καταδεικνύεται η παραγωγή του ενζύμου από το 

μικρόβιο. Άλλη σημαντική δοκιμασία, είναι η μέτρηση της συγκέντρωσης ενός αντιβιοτικού 

στον ορό του ασθενούς, ειδικά όταν κάποιο αντιβιοτικό είναι τοξικό.   

 

3.β. Οδηγίες διεθνών οργανισμών (CLSI, EUCAST) 

Στο παρελθόν τα στελέχη πνευμονιοκόκκου παρουσίαζαν ευαισθησία στα αντιμικροβιακά 

φάρμακα, σε επίπεδα τα οποία μπορούσαν να επιτευχθούν εύκολα με τις συνηθισμένες δόσεις. Τα 

τελευταία χρόνια όμως, ο πνευμονιόκοκκος φαίνεται να εμφανίζει αυξανόμενη αντοχή στην 

πενικιλλίνη και άλλα αντιμικροβιακά. Σύμφωνα με τις οδηγίες των διεθνών οργανισμών (CLSI, 

EUCAST), τα όρια ευαισθησίας για τις β-λακτάμες σε λοιμώξεις του ΚΝΣ διαφέρουν από τα όρια 

σε λοιμώξεις εκτός ΚΝΣ, εξαιτίας των κατά πολύ υψηλότερων επιπέδων του φαρμάκου σε ιστούς 

εκτός του ΚΝΣ. Στον Πίνακα 1 παρουσιάζονται οι οδηγίες του CLSI
11

. Οι αρχικές οδηγίες για τα 

όρια ευαισθησίας των β-λακταμικών αντιβιοτικών ήταν προσανατολισμένα στη θεραπεία της 

μηνιγγίτιδας. Εξαιτίας της σταδιακής ανόδου των MIC τα επόμενα χρόνια, όλο και περισσότερα 

στελέχη αναφέρονταν ως ενδιάμεσης ευαισθησίας ή ανθεκτικά στην πενικιλλίνη, με αποτέλεσμα οι 

περισσότεροι κλινικοί ιατροί να χρησιμοποιούν περισσότερο προωθημένα αντιβιοτικά ακόμη και 

για λοιμώξεις εκτός ΚΝΣ. Όμως, αναδρομικές και προοπτικές μελέτες σε ενηλίκους και παιδιά 

έδειξαν ότι η χρήση της πενικιλλίνης σε πνευμονιοκοκκικές λοιμώξεις εκτός της μηνιγγίτιδας που 

προκαλούνται από στελέχη μη ευαίσθητα στην πενικιλλίνη συνοδευόταν από έκβαση συγκρίσιμη 

με αυτή λοιμώξεων από ευαίσθητα στην πενικιλλίνη στελέχη. Αυτές οι παρατηρήσεις οδήγησαν 
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στη διαπίστωση ότι το όριο ευαισθησίας <=0,06 mg/L για την πενικιλλίνη δεν αφορά την 

πνευμονία και άλλες λοιμώξεις εκτός ΚΝΣ, με συνέπεια το όριο να ορισθεί στο <=2 mg/L για 

αυτές τις λοιμώξεις. Επιπλέον, και για την κεφτριαξόνη υπάρχουν διαφορετικά όρια ευαισθησίας 

για λοιμώξεις ΚΝΣ και λοιμώξεις εκτός ΚΝΣ. 

 

Πίνακας 1. Όρια ευαισθησίας του πνευμονιοκόκκου σε β-λακταμικά αντιμικροβιακά 

Αντιμικροβιακό 

Τιμές ΕΑΠ (mg/L) 

Ευαίσθητο Ενδιάμεσο Ανθεκτικό 

Πενικιλλίνη (από το στόμα) <=0,06 0,12-1 >=2 

Πενικιλλίνη (ενδοφλεβίως) 

   Λοίμωξη εκτός ΚΝΣ 

   Λοίμωξη ΚΝΣ 

 

<=2 

<=0,06 

 

4 

 

>=8 

>=0,12 

Αμοξικιλλίνη 

   Λοίμωξη εκτός ΚΝΣ 

 

<=2 

 

4 

 

>=8 

Κεφτριαξόνη, κεφοταξίμη 

   Λοίμωξη εκτός ΚΝΣ 

   Λοίμωξη ΚΝΣ 

 

<=1 

<=0.5 

 

2 

1 

 

>=4 

>=2 

 

 

Πίνακας 2. Γενετική βάση της αντοχής στον πνευμονιόκοκκο 

Συζευκτικά ή σύνθετα τρανσποζόνια  

 

Tn916-Tn1545, Tn3951, Tn3701, Tn3872, 

Tn5251-Tn5253 

cat, tet(M), erm(B) 

Στοιχεία σχετιζόμενα με συζευκτικά 

τρανσποζόνια 

Mega (μεταφέρει το mefE/mel) 

Tn1207.1 (μεταφέρει το mefA/mel) 

Πλασμίδια pC194 (ενσωμάτωση στο Tn5252) 

Σημειακές μεταλλάξεις και/ή ανασυνδυασμός  

 

   pbp 

   tet(M) 

   QRDR τοποϊσομεράσης ΙΙ 

   dhfr 

   dhps 

   rpoB 
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4. Μηχανισμοί αντοχής του πνευμονιοκόκκου και γενετική βάση της αντοχής 

To γονιδίωμα του πνευμονιοκόκκου περιέχει ένα κυκλικό μόριο DNA και μικρά πλασμίδια, 2-

2,1 x 10
6 

ζεύγη βάσεων, 1553 γονίδια απαραίτητα για την επιβίωση του βακτηρίου, 154 γονίδια 

που σχετίζονται με τη λοιμογόνο δύναμη του και 176 γονίδια που αφορούν στον μη διεισδυτικό 

φαινότυπο του. Ο πνευμονιόκοκκος χρησιμοποιεί αρκετούς διαφορετικούς μηχανισμούς αντοχής, 

μεταξύ των οποίων τρανσποζόνια, σημειακές μεταλλάξεις και σπάνια πλασμίδια. Στον Πίνακα 2 

περιγράφονται συνοπτικά οι μηχανισμοί αντοχής
12

. 

 

4.α. Μεταμόρφωση/Μετασχηματισμός 

Η διαδικασία αυτή, μαζί με την τροποποίηση των πενικιλλινo-δεσμευτικών πρωτεϊνών (PBPs) 

αποτελoύν τους κύριους μηχανισμούς ανάπτυξης αντοχής του S. pneumoniae στα β-λακταμικά 

αντιβιοτικά. Κατά τη μεταμόρφωση/μετασχηματισμό γονίδια μεταφέρονται από ένα βακτήριο σε 

ένα άλλο ως ‘γυμνό DNA’σε διάλυμα. Μέσω αυτής της διαδικασίας, φάνηκε ότι το γενετικό υλικό 

μεταφέρεται από ένα βακτήριο σε ένα άλλο.  

Ο Frederick Griffith, το 1928 στην Αγγλία, ήταν ο πρώτος που πειραματίσθηκε, 

χρησιμοποιώντας δύο στελέχη πνευμονιοκόκκων και ποντίκια ως πειραματόζωα. Το ένα στέλεχος 

ήταν παθογόνο με ιδιότητα πρόκλησης πνευμονίας και έλυτρο πολυσακχαριδικό που απέτρεπε τη 

φαγοκυττάρωση και το άλλο μη παθογόνο, άνευ ελύτρου, χωρίς ιδιότητα πρόκλησης πνευμονίας. 

Ο Griffith θέλησε να ελέγξει εάν ενίοντας νεκρά (μετά από θέρμανση) παθογόνα ελυτροφόρα 

στελέχη θα μπορούσαν να αποτελέσουν εμβόλιο έναντι της πνευμονίας για τα ποντίκια. Η έκβαση 

για τα ποντίκια ήταν θανατηφόρα μετά από ένεση ζώντων παθογόνων ελυτροφόρων στελεχών, ενώ 

η έγχυση μη παθογόνων μη ελυτροφόρων ή νεκρών παθογόνων ελυτροφόρων στελεχών, δεν ήταν. 

Η έγχυση τέλος μείγματος ζώντων μη παθογόνων μη ελυτροφόρων και νεκρών παθογόνων 

ελυτροφόρων στελεχών είχε μοιραία έκβαση για τα περισσότερα από τα ποντίκια, δείχνοντας 

ουσιαστικά ότι ο συνδυασμός τους προκαλεί τη λοίμωξη. Μέσω της τελευταίας έγχυσης, κατάφερε 

να απομονώσει ζώντα ελυτροφόρα παθογόνα στελέχη από το αίμα των θανόντων ποντικιών. 

Φαίνεται ότι το γενετικό υλικό από τα νεκρά παθογόνα στελέχη, είχε εισαχθεί με κάποιο τρόπο στα 

ζώντα μη παθογόνα κύτταρα και τα είχε μετατρέψει σε παθογόνα ελυτροφόρα.  

Σε επόμενα πειράματα βρέθηκε ότι η μεταμόρφωση/μετασχηματισμός πραγματοποιούνταν 

και χωρίς πειραματόζωα αλλά με τη χρήση θρεπτικού ζωμού. Για να καθορισθεί το στοιχείο που 

προκάλεσε τη μεταμόρφωση χρειάσθηκε να εξαχθούν χημικά συστατικά από τα νεκρά παθογόνα 

κύτταρα, σύμφωνα με μελέτες που το 1944 ανακάλυψαν ότι πίσω από την μεταμόρφωση μη 

παθογόνων στελεχών S. pneumoniae σε παθογόνα ήταν η μεταφορά DNA μεταξύ των 

βακτηριακών κυττάρων
13-15

. Φάνηκε πλέον ξεκάθαρα, ο ρόλος του DNA, ως φορέα γενετικής 

πληροφορίας. 
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Τα περισσότερα είδη βακτηρίων δεν μπορούν να προσλάβουν ελεύθερο γενετικό υλικό από το 

περιβάλλον και μάλιστα παράγουν νουκλεάσες που αναγνωρίζουν και εξουδετερώνουν «ξένο» 

γενετικό υλικό. Κάποια βακτήρια όμως, όπως ο Haemophilus influenzae, οι πνευμονιόκοκκοι κ.ά., 

προσλαμβάνουν το DNA μετά από λύση βακτηριακών κυττάρων ή τεχνητή εξαγωγή. Αυτό γίνεται 

κάτω από ειδικές συνθήκες, συνήθως στη λογαριθμική φάση ανάπτυξης. Το DNA εισέρχεται στο 

κύτταρο, ενσωματώνεται στο χρωμόσωμα του κυττάρου με αναδυνδυασμό, ο οποίος καθοδηγείται 

από μια κυτταροπλασματική πρωτεϊνη, την RecA που προσδένεται στα DNA κυττάρου και δότη. 

Το νέο κύτταρο ονομάζεται ανασυνδυασμένο ή υβρίδιο. Η διαδικασία αυτή είναι περισσότερο 

πετυχημένη όταν αφορά σε συγγενικά είδη κυττάρων, καθώς ο ανασυνδυασμός συμβαίνει μόνο 

όταν υπάρχει επαρκής ομολογία στην αλληλουχία των νουκλεϊκών οξέων. Επίσης είναι σημαντικό 

το κύτταρο-δέκτης να είναι επιδεκτικό, δηλαδή, να έχει καταστεί διαπερατό σε μεγάλα μόρια, 

όπως μόριο του DNA που μεταφέρεται, όσο μικρό κι αν είναι. Ο αριθμός των γονιδίων προς 

μεταφορά είναι σχετικά μικρός. Το συχνότερα χρησιμοποιούμενο βακτήριο σε πειράματα 

μετασχηματισμού/ μεταμόρφωσης είναι το E. coli. 

 

4.β. Τρανσποζόνια 

Αποτελούν δομές πάνω στο γενετικό υλικό του μικροοργανισμού  (χρωμόσωμα ή πλασμίδιο) 

με ικανότητα μετακίνησης από μόριο σε μόριο DNA. Τα απλούστερα τρανσποζόνια, που 

καλούνται και αλληλουχίες εισδοχής (insertion sequences -IS), κωδικοποιούν ένα ένζυμο την 

τρανσποσάση που καταλύει την μετακίνησή τους, ενώ φέρουν στα άκρα τους τις λεγόμενες 

ανάστροφες αλληλουχίες (inverted repeats) 20-100  βάσεων απαραίτητες για την μετακίνησή τους. 

Τα πλέον σύνθετα τρανσποζόνια αποτελούνται από δύο IS που περιβάλουν σειρά γονιδίων 

παθογένειας, αντοχής κ.λ.π. Ειδική κατηγορία τρανσποζονίων είναι αυτά της οικογένειας TnA-Tn3 

που έχουν ειδική δομή, ενώ φαίνεται να παίζουν - σημαντικό ρόλο στην δημιουργία  και διάδοση 

της πολυαντοχής στα αντιβιοτικά. Τα integrons είναι τμήματα των τρανσποζονίων της οικογένειας 

TnA-Tn3. 

Πειράματα στα οποία επετεύχθη η μεταφορά της αντοχής μεταξύ στελεχών πνευμονιοκόκκου 

μέσω σύζευξης αποτέλεσαν τη βάση για την περιγραφή των τρανσποζονίων, τα οποία αποτελούν 

σημαντικό μηχανισμό αντοχής στον πνευμονιόκοκκο, σε αντίθεση με τα πλασμίδια, τα οποία 

κυρίως ενέχονται σε άλλα είδη στρεπτοκόκκου. Τα τρανσποζόνια είναι δομές DNA οι οποίες 

έχουν τη δυνατότητα μεταφοράς μεταξύ διαφορετικών μικροοργανισμών με τη βοήθεια γονιδίων 

που περιέχουν τα ίδια, χωρίς δηλαδή να χρησιμοποιούν τους μηχανισμούς μεταφοράς, γενετικού 

υλικού του ξενιστή. Τα συζευκτικά τρανσποζόνια ευθύνονται για τη διασπορά της αντοχής στις 

μακρολίδες, τετρακυκλίνες και χλωραμφαινικόλη. 

Αρχικά, το 1986, περιγράφηκε το τρανσποζόνιο Tn1545, μεγέθους 25,3 kb, σε πολυανθεκτικά 

στελέχη πνευμονιοκόκκου. Το τρανσποζόνιο αυτό προσδίδει αντοχή στην καναμυκίνη και άλλες 

αμινογλυκοσίδες μέσω μιας φωσφοτρανσφεράσης (aphA-3), στην κατηγορία μακρολιδών-
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λινκοσαμιδών-στρεπτογραμινών Β μέσω του γονιδίου ermAM και στην τετρακυκλίνη και 

μινοκυκλίνη μέσω του γονιδίου tetM.
16

  

Η οικογένεια τρανσποζονίων Tn916-Tn1545 είναι υπεύθυνη για το μεγαλύτερο ποσοστό της 

αντοχής στις μακρολίδες και τετρακυκλίνες στον πνευμονιόκοκκο. Σε μία μελέτη, όλα τα στελέχη 

πνευμονιοκόκκου ανθεκτικά στην ερυθρομυκίνη περιείχαν αλληλουχίες της ιντεγκράσης του 

Tn1545.
17

 Επίσης, το τρανσποζόνιο Tn5253, μεγέθους 65,5kb, είναι σύνθετο τρανσποζόνιο που 

αποτελείται από το Tn5251, το οποίο περιέχει το tet(M), και το Tn5252, το οποίο περιέχει το cat. 

Ένα άλλο σύνθετο τρανσποζόνιο, το Tn3872, που βρέθηκε σε στελέχη οροτύπου 23F και 6Β, 

αποτελείται από το Tn917 και Tn916 και περιέχει το erm(B). 

 

 

5. Κατηγορίες αντιβιοτικών όπου εμφανίζεται αντοχή 

 

Πίνακας 3. Μοριακοί μηχανισμοί αντοχής στον πνευμονιόκοκκο σε διάφορα αντιμικροβιακά 

Ομάδα Μηχανισμός 

β-λακτάμες Τροποποιημένες PBPs 

Μακρολίδες 

-erm (23S rRNA μεθυλτρανσφεράση) 

-Μεταλλάξεις στο 23S rRNA ή σε γονίδια των ριβοσωμικών πρωτεϊνών L4 

και L22 

-Εκροή αντιβιοτικού μέσω αντλίας mefE και mefA/mel 

Κινολόνες 
-Μεταλλάξεις στη DNA γυράση (gyrA) και τοποϊσομεράση (parC) 

-Εκροή αντιβιοτικού (pmrR) 

Τετρακυκλίνες -Πρωτεΐνες προστασίας του ριβοσώματος tet(M) και tet(O)  

Χλωραμφαινικόλη CAT ένζυμο τροποποίησης της χλωραμφαινικόλης 

Κο-τριμοξαζόλη Μεταλλάξεις στα γονίδια dhfr και dhps 

Ριφαμπικίνη Μεταλλάξεις στο γονίδιο RNA πολυμεράσης (rpoB) 

 

 

5.α. β-λακτάμες 

Στο βακτηριακό τοίχωμα το στρώμα πεπτιδογλυκάνης αποτελείται από πολυμερή 

επαναλαμβανόμενων διασακχαριτών, της Ν-ακετύλ-γλυκοζαμίνης (ΝΑG) και του Ν-ακετύλ-

μουραμικού οξέως (ΝΑΜ). Συνδεδεμένο με το NAG είναι ένα πεπτίδιο με τουλάχιστον 3 αμινοξέα 
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(L-αλανίνη, D-ισογλουταμίνη και L-λυσίνη) που λέγεται δομικό πεπτίδιο (stem peptide), ενώ μαζί  

με τους διασακχαρίτες, αποτελούν το  μουροπεπτίδιο. 

Το σημαντικό τελευταίο βήμα στην κατασκευή του στρώματος της πεπτιδογλυκάνης, είναι η 

σύνδεση των δομικών πεπτιδίων ενός πολυμερούς, με τα δομικά πεπτίδια του γειτονικού του 

(διαπλεγμένη σύνδεση ή cross-linking), η οποία συμβάλλει στην ακεραιότητα του βακτηριακού 

κυτταρικού τοιχώματος. Η διαπλεγμένη σύνδεση διευκολύνεται από ένζυμα-πεπτιδάσες, των 

οποίων το ενεργό κέντρο καταλύει τον σχηματισμό ομοιοπολικού δεσμού μεταξύ αμινοξέων, ενώ 

παράλληλα, το φυσικό υπόστρωμα αυτών των ενζύμων, είναι τα αμινοξέα των δομικών πεπτιδίων. 

Τα β-λακταμικά συνδέονται με τις πεπτιδάσες, εμποδίζοντας την δράση τους, αφού μιμούμενα 

τα δομικά πεπτίδια (φυσικά υποστρώματα) ανταγωνίζονται για την ίδια θέση στο ενεργό κέντρο 

του ενζύμου.Το αποτέλεσμα είναι η αδυναμία σχηματισμού διαπλεγμένης σύνδεσης με επιπτώσεις 

στο στρώμα πεπτιδογλυκάνης του βακτηρίου.  

Οι πεπτιδάσες αυτές είναι γνωστές, λόγω του πρώτου β-λακταμικού που μελετήθηκε, την 

πενικιλλίνη, ως πενικιλλινο-δεσμευτικές πρωτεΐνες (PBP’s). Στον S. pneumoniae είναι γνωστές 

τουλάχιστον 6 PBP’s (1A, 1B, 2A, 2B, 2X και 3) που κωδικοποιούνται από τα αντίστοιχα γονίδια 

και διαχωρίζονται σε δύο κύριες ομάδες, τις υψηλού μοριακού βάρους τάξης 1 και 2 (1A, 1B, 2A, 

2B και 2X) και η χαμηλού μοριακού βάρους τάξης 3. Οι υψηλού μοριακού βάρους, PBP 1A, 2B 

και 2X, είναι οι κυριότεροι στόχοι των β-λακταμικών. Κάθε είδος βακτηρίου παράγει ένα 

συγκεκριμένο συνδυασμό PBPs, οι οποίες διαφέρουν μεταξύ τους ως προς τα αμινοξέα, άρα και 

στην διάταξη του μορίου, με αποτέλεσμα την διαφορετική συγγένεια τους προς τα υποστρώματα, 

όπως τα β-λακταμικά αντιβιοτικά. Σε αντιβιοτικά, π.χ. με μεγαλύτερη συγγένεια, χρειάζεται 

μικρότερη συγκέντρωση για την αναστολή ανάπτυξης του μικροοργανισμού. 

Στον S. pneumoniae η πενικιλλίνη, η αμοξυκιλλίνη και η κεφτριαξόνη, έχουν μεγαλύτερη 

συγγένεια σε σχέση με  την κεφακλόρη και άλλα β-λακταμικά.  

Τα β-λακταμικά αντιβιοτικά δρουν κατά του S. pneumoniae αναστέλλοντας τη δράση των 

πρωτεϊνών που συμμετέχουν στην παραγωγή της πεπτιδογλυκάνης του κυτταρικού τοιχώματος, 

των PBPs. Η αντοχή στα β-λακταμικά αντιβιοτικά επιτυγχάνεται μέσω μεταλλάξεων στα pbp 

γονίδια με αποτέλεσμα την μειωμένη συγγένεια για αυτά τα αντιβιοτικά και την εμφάνιση του 

φαινομένου του μωσαϊκισμού. H δομή των PBPs αναπαριστάται στην Εικόνα 1. 

Xρειάζονται πολυάριθμες μεταλλάξεις σε πολλαπλά pbp γονίδια, ώστε να προκύψουν στελέχη 

πνευμονιοκόκκων μετρίως ή πλήρως ανθεκτικά.
18

 Στην κλινική πράξη μάλιστα, το πιο πιθανό 

σενάριο είναι η αντοχή αυτή να είναι αποτέλεσμα μεταφοράs DNA από συγγενικά είδη 

στρεπτοκόκκων (S. mitis, S. oralis) και ενσωμάτωσης στο χρωμόσωμα του S. pneumoniae
19-25

. Οι 

τροποποιημένες PBPs έχουν μικρότερη συγγένεια (affinity) για τα β-λακταμικά αντιβιοτικά, με 

αποτέλεσμα να απαιτείται μεγαλύτερη συγκέντρωση του σκευάσματος. 

Η αντοχή στην πενικιλλίνη προκαλείται από τροποποιημένες PBPs, με σημαντικότερες για 

τον πνευμονιόκοκκο τις 2Χ, 2Β και λιγότερο την 1Α. Οι 2Χ και 2Β μπορούν από μόνες τους να 
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προσδώσουν ανθεκτικό φαινότυπο. Μεταλλαγές στην 1Α προσδίδουν υψηλού επιπέδου αντοχή 

μόνον εφόσουν συνυπάρχουν και μεταλλαγές σε μία από τις 2Χ ή 2Β. Για την αντοχή στις 

κεφαλοσπορίνες ευθύνονται οι PBP 1Α και 2X, ενώ η PBP 2B παίζει ρόλο στην αντοχή στην 

πενικιλλίνη.
26-28

  

Για να είναι κλινικά σημαντική η αύξηση των MIC στις β-λακτάμες, απαιτείται η παρουσία 

μεταλλάξεων σε περισσότερες της μιας PBP. Στελέχη στα οποία η MIC της πενικιλλίνης είναι >=1 

γενικά έχουν μεταλλάξεις στις PBP2B, PBP2X και PBP1A.
29

 Επίσης, στελέχη με υψηλού επιπέδου 

αντοχή στην κεφοταξίμη είχαν αλλαγές στις PBP2X και PBP1A.
30, 31

 

Επιπλέον, έχει διαπιστωθεί σε εργαστηριακά στελέχη ότι σημειακές μεταλλάξεις οδηγούν σε 

αντοχή στις β-λακτάμες, όπως, για παράδειγμα, η μετάλλαξη Τ550Α στην PBP 2X, η οποία 

προκαλεί αντοχή στην κεφοταξίμη και υπερευαισθησία στην πενικιλλίνη, και η μετάλλαξη Τ446Α 

στην PBP 2B.
32

 Τέλος, μεταλλάξεις σε άλλα γονίδια εκτός των PBPs, έχουν ανιχνευθεί σε 

ανθεκτικά στις β-λακτάμες στελέχη, όπως το γονίδιο CpoA, που συμμετέχει στη σύνθεση του 

τειχοϊκού οξέος. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.  Δομή  πενικιλλινοδεσμευτικών πρωτεϊνών (PBP) 
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Εικόνα 2. Δομή της ερυθρομυκίνης 

 

 

5.β. Μακρολίδες-Λινκοσαμίδες-Στρεπτογραμμίνες Β (ομάδα MLSB)  

Τα MLS αντιβιοτικά είναι αναστολείς της πρωτεϊνοσύνθεσης (Εικόνα 3). Αν και εν γένει 

θεωρούνται βακτηριοστατικά αντιβιοτικά, ειδικά για τον πνευμονιόκοκκο θεωρούνται 

βακτηριοκτόνα. Εξαιτίας της κατάχρησης των μακρολιδών στη θεραπεία λοιμώξεων του 

αναπνευστικού, η αντοχή του πνευμονιοκόκκου σε αυτή την κατηγορία αντιμικροβιακών έχει 

αυξηθεί σημαντικά. Παγκοσμίως, η αντοχή του πνευμονιοκόκκου στις μακρολίδες έχει ξεπεράσει 

την αντοχή στην πενικιλλίνη (Εικόνα 4 και 5).
33-35

 

Κυριότεροι τύποι αντοχής (Εικόνα 6): 

1. Αντοχή μέσω αντλίας εκροής, εκφράζεται μέσω του γονιδίου mef, το οποίο είναι υπεύθυνο 

για την παραγωγή μίας ΑΤΡ-εξαρτώμενης αντλίας εκροής για τις μακρολίδες με 14- και 15-μελή 

δακτύλιο λακτόνης (Εικόνα 7). 

Σε κάποιες χώρες, όπως στις ΗΠΑ, η εκροή του αντιβιοτικού είναι ο συχνότερος μηχανισμός 

αντοχής στις μακρολίδες. Η αντοχή αυτού του τύπου είναι συνήθως χαμηλού επιπέδου (MIC 

<=16) και περιλαμβάνει τις μακρολίδες 14 και 15 ατόμων, ενώ δεν επηρεάζει τις μακρολίδες 16 

ατόμων, τις λινκοσαμίδες και τις στρεπτογραμίνες (φαινότυπος Μ). Το γονίδιο mef κωδικοποιεί 

αντλία εκροής μακρολιδών. Το γονίδιο αυτό περιγράφηκε ως mef(A) στον πυογόνο στρεπτόκοκκο 

και ως mef(E) στον πνευμονιόκοκκο, τα 2 αυτά γονίδια όμως εμφανίζουν >80% ομοιότητα και 

περιγράφονται ως mef(A/E). Ένα άλλο γονίδιο, το msr(D), ανάλογο ενός γονιδίου του 

σταφυλοκόκκου, έχει επίσης περιγραφεί στον πνευμονιόκοκκο. 
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2. Τροποποίηση στόχου που εκφράζεται μέσω του γονιδίου ermB, όπου η μεθυλίωση μιας 

αδενίνης στο 23S rRNA οδηγεί σε ελλειμματική σύνδεση των 14-, 15- και 16-μελών μακρολιδών, 

λινκοζαμίδων και στρεπτογραμίνης Β στην κοινή τους θέση στόχου στην 50S ριβοσωμιακή 

υπομονάδα. 

Οι μακρολίδες αναστέλλουν τη σύνθεση των βακτηριακών πρωτεϊνών μέσω της σύνδεσής 

τους σε μία εσοχή της 23S υπομονάδας του ριβοσώματος.  

Η τροποποίηση του στόχου συνίσταται σε μεθυλίωση μιας βάσης στην περιοχή V του 23S 

rRNA (A2058). Εξαιτίας της μεθυλίωσης, το αντιβιοτικό δεν μπορεί πλέον να εισέλθει στην εσοχή 

του ριβοσώματος και για το λόγο αυτό προκαλείται αντοχή υψηλού επιπέδου, που δεν 

αναστρέφεται με τη χρήση υψηλών δόσεων (ΜΙC >= 64). Αντοχή προκαλείται με αυτό το 

μηχανισμό στις μακρολίδες 14, 15 και 16 ατόμων, στις λινκοσαμίδες και στις στρεπτογραμμίνες Β 

(φαινότυπος MLSb). Η διασταυρούμενη αντοχή με αυτές τις ομάδες αντιβιοτικών οφείλεται στο 

γεγονός ότι τα σημεία δέσμευσής τους στο ριβόσωμα είναι παραπλήσια αυτού των μακρολιδών. 

Συνήθως, υπεύθυνο για αυτό το μηχανισμό αντοχής είναι το γονίδιο erm(B), ενώ κάποιες φορές 

μπορεί να ενέχεται και το γονίδιο erm(TR), το οποίο ανήκει στην ομάδα erm(A).
36

   

Ένας μηχανισμός που παρατηρείται όλο και συχνότερα σε στελέχη πνευμονιοκόκκου είναι η 

μετάλλαξη στις ριβοσωμιακές πρωτεΐνες L4 και L22.  

Ο προσδιορισμός των φαινοτύπων αντοχής στις μακρολίδες γίνεται με την μέθοδο επαγωγής 

των δύο δισκίων (ερυθρομυκίνης-κλινδαμυκίνης) – Double disk diffusion test (Εικόνα 6). Η 

ιδιοσυστασιακή ή επαγώγιμη αυτή αντοχή μπορεί να ανιχνευθεί μέσω της εν λόγω δοκιμασίας, 

όταν ένα δισκίο κλινδαμυκίνης (2 μg) τοποθετείται σε απόσταση 12 mm από ένα δισκίο 

ερυθρομυκίνης (15μg) πάνω σε ένα τρυβλίο Μueller Hinton Blood Agar (MHB), όπου έχει 

επιστρωθεί το εναιώρημα του μικροβίου. Το τρυβλίο επωάζεται σε ατμόσφαιρα CO2 στους 35
ο
 C 

για 20 με 24 ώρες και κατόπιν παρατηρούνται οι διάμετροι αναστολής. Ανάλογα με τις διαμέτρους 

αναστολής, ένα στέλεχος μπορεί να χαρακτηρισθεί ανθεκτικό σε ερυθρομυκίνη και κλινδαμυκίνη, 

οπότε ο φαινότυπος αντοχής είναι ο ιδιοσυστασιακός (CR-MLSB), ανθεκτικό μόνο στην 

ερυθρομυκίνη και άρα με φαινότυπο αντοχής τον Μ , ενώ αν στην ζώνη αναστολής της 

κλινδαμυκίνης παρουσιαστεί ένας ευθειασμός, ακριβώς απέναντι από το δισκίο της 

ερυθρομυκίνης, δίνοντας στην ζώνη αναστολής της κλινδαμυκίνης το σχήμα του γράμματος D 

(ζώνη D), τότε υπάρχει αντοχή MLSB  επαγώγιμου τύπου και ο φαινότυπος είναι ο IR (IR- MLSB). 
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Εικόνα 3. Τρόπος δράσης των μακρολιδών (MR Jacobs et al., Clin Lab Med, 2004) 
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Εικόνα 4. Ποσοστά μη ευαίσθητων στην ερυθρομυκίνη στελεχών S. pneumoniae σε Ευρωπαϊκές 

χώρες το 2008. 

 

 

 

 

Εικόνα 5. Ποσοστά στελεχών S. pneumoniae με υψηλού επιπέδου αντοχή στην πενικιλλίνη,  σε 

Ευρωπαϊκές χώρες το 2008. 
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Εικόνα 6. Φαινότυποι MLSB - Δοκιμασία δύο δίσκων (Double disk diffusion test). 

 

 

Φαινότυπος M 

Γονίδιο mefΑ/Ε  
 

Φαινότυπος CR-MLSB  

Γονίδιο ermB  
 

Φαινότυπος IR-MLSB 

Γονίδιο ermTR  
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Εικόνα 7. Μηχανισμός αντοχής μέσω αντλίας εκροής 

 

 

Εικόνα 8. Επικρατέστεροι μηχανισμοί MLSB αντοχής σε στελέχη S. pneumoniae ανά χώρα 
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5.γ. Τετρακυκλίνες 

Οι τετρακυκλίνες είναι ομάδα φυσικών ή ημισυνθετικών αντιβιοτικών με πυρήνα 

hydronaphthacene και 4 δακτυλίους με διάφορες προσθετικές ομάδες. Γνωστότερες, οι βραχείας 

δράσης (τετρακυκλίνη, οξυτετρακυκλίνη), οι ενδιάμεσης δράσης (διμεκλοκυκλίνη) και οι μακράς 

δράσης (δοξυκυκλίνη, μινοκυκλίνη). Είναι αναστολείς πρωτεϊνοσύνθεσης, αντιδρώντας 

αντιστρεπτά με την βακτηριακή ριβοσωμιακή υπομονάδα 30S, εμποδίζοντας την σύνδεση του t-

RNA με την ειδική θέση σύνδεσης στο ριβόσωμα. 

Οι κυριότεροι μηχανιμσοί αντοχής είναι (Εικόνα 9): 

 Προστασία ριβοσώματος (στόχου) 

Αποτελεί τον κύριο μηχανισμό αντοχής που ανευρίσκεται σε στα στελέχη S. pneumoniae. 

Πρόκειται για την προστασία της υπομονάδας 30S του ριβοσώματος από τη σύνδεση σε αυτήν του 

αντιβιοτικού. Την προστατευτική αυτή δράση ασκούν οι πρωτεΐνες TetM και TetO, που 

κωδικοποιούνται από τα γονίδια tetM και tetO, με το tetM να είναι το συχνότερο στον 

πνευμονιόκοκκο, ενώ γενικά στα Gram θετικά βακτήρια, συναντούμε τα tetM, tetO, tetP, tetS και 

otrA.
37,38

 Οι πρωτεΐνες αυτές έχουν δράση GTPάσης η οποία φαίνεται να συμμετέχει στην 

απομάκρυνση των τετρακυκλινών από το ριβόσωμα. Ο γονιδιακός έλεγχος αυτού του μηχανισμού, 

βρίσκεται σε μεταθετά γονιδιακά  στοιχεία. Το γονίδιο tetM μεταφέρεται σε συζευκτικά 

τρανσποζόνια, τα οποία μπορεί να περιέχουν επίσης και γονίδια όπως το ermB για αντοχή στις 

μακρολίδες. Αυτό το γενετικό περιβάλλον εξηγεί τη συνεχιζόμενη υψηλή αντοχή του 

πνευμονιοκόκκου στις τετρακυκλίνες παρά την ελάττωση της χρήσης του, εφόσον το γονίδιο 

επιλέγεται εξαιτίας της πίεσης από τη χρήση μακρολιδών. To γενετικό περιβάλλον του tetO δεν 

έχει ακόμα διευκρινιστεί. Επιπλέον, τροποποίηση του tRNA μπορεί επίσης να ευθύνεται για την 

αντοχή του πνευμονιοκόκκου στις τετρακυκλίνες.  

 Αντλίες εξώθησης τετρακυκλινών 

Η τετρακυκλίνη εξωθείται εκτός του κυττάρου με μηχανισμό αντλίας της κυτταρικής 

μεμβράνης. Είναι πλασμιδιακής προέλευσης και ο κυριότερος μηχανισμός αντοχής στις 

τετρακυκλίνες περισσότερο για Gram-αρνητικά και λιγότερο για Gram-θετικά βακτήρια. Γονίδια 

που κωδικοποιούν για τον συγκεκριμένο μηχανισμό αντοχής στα Gram-θετικά βακτήρια, είναι τα 

tetΚ, tetL, tetP  και otrΒ.  
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Εικόνα 9. Μηχανισμοί αντοχής στις τετρακυκλίνες. 

 

5.δ. Κο-τριμοξαζόλη 

Η αντοχή στην τριμεθοπρίμη οφείλεται στην αντικατάσταση ενός αμινοξέος (ισολευκίνη από 

λευκίνη) στο ένζυμο DHFR (dihydrofolate reductase). To ένζυμο αυτό ανάγει το διϋδροφολικό οξύ 

σε τετραϋδροφολικό οξύ χρησιμοποιώντας NADPH ως δότη ηλεκτρονίων και κωδικοποιείται από 

το γονίδιο dhfr. Τα βακτήρια διαθέτουν τέτοια ένζυμα DHFR. Τα ένζυμα αυτά ρυθμίζουν την 

ποσότητα τετραϋδροφολικού στο κύτταρο, όπου η ουσία αυτή, όπως και τα παράγωγά της είναι 

απαραίτητα για τη σύνθεση πρόδρομων ουσιών νουκλεϊκών οξέων και άρα η ενδεχόμενη έλλειψη 

ή μη φυσιολογική τους λειτουργία, οδηγεί σε αδυναμία κυτταρικής ανάπτυξης και 

πολλαπλασιασμού. Τα κωδικοποιημένα μέσω πλασμιδίων DHFR, εμφάνιζουν υψηλού επιπέδου 

αντοχή στην τριμεθοπρίμη. Η τριμεθοπρίμη δρα ανασταλτικά στη λειτουργία του ενζύμου,οπότε 

σε μεταλλάξεις του γονίδιου αναπτυσσεται αντίσταση. Η αντοχή στις σουλφοναμίδες σχετίζεται με 

μεταλλάξεις στο γονίδιο που κωδικοποιεί τη DHPS (dihydropteroate synthase), και συγκεκριμένα 

μία μετάλλαξη που οδηγεί στην προσθήκη 2 αμινοξέων. Το  DHPS  είναι ένα ένζυμο το οποίο 

παράγει διϋδροπτεροϊκό οξύ σε βακτήρια, αποτελώντας στόχο για τις σουλφοναμίδες , οι οποίες 

ανταγωνίζονται για τη θέση σύνδεσης με το παρα-αμινοβενζοϊκό οξύ (PABA). Κωδικοποείται από 

το γονίδιο dhps το οποίο βρίσκεται σε χρωμόσωμα είτε σε διάφορα πλασμίδια που σχετίζονται με 

αντιμικροβιακή αντοχή. Στελέχη πνευμονιοκόκκου που είναι ανθεκτικά στην τριμεθοπρίμη 

συνήθως είναι ανθεκτικά και στο συνδυασμό. Εξαιτίας της εκτεταμένης χρήσης κο-τριμοξαζόλης 

για προφύλαξη σε ασθενείς με AIDS, η αντοχή του πνευμονιοκόκκου σε αυτό το αντιβιοτικό είναι 

πιο έκδηλη σε αυτόν τον πληθυσμό.   
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5.ε. Κινολόνες (Εικόνα 10) 

Η DNA γυράση είναι υπεύθυνη για την υπερελίκωση του βακτηριακού DNA. Τα γονίδια 

gyrA και gyrB κωδικοποιούν για τις αντίστοιχες υπομονάδες του ενζύμου, ενώ η τοποΐσομεράση 

IV είναι υπεύθυνη για τον διαχωρισμό των δύο θυγατρικών αλύσων του DNA μόλις τελειώσει η 

αντιγραφή. Τα γονίδια parC και parE κωδικοποιούν για το ένζυμο αυτό. Πολλές από τις παλαιές 

κινολόνες συνδέονταν εκλεκτικά περισσότερο με την DNA γυράση παρά με την τοποΐσομεράση 

IV, ενώ οι νεότερες έχουν την τάση να συνδέονται και με τα δύο ένζυμα. 

Οι κινολόνες σχηματίζουν ένα σύμπλοκο με το διπλής έλικας μόριο του DNA και το ένζυμο 

(DNA γυράση ή τοποϊσομεράση IV) εμποδίζοντας την αντιγραφή του DNA. H δραση τους είναι 

διπλή: α) αναστέλλουν την λειτουργία του ενζύμου και β) «κλειδώνουν» το ένζυμο μέσα στο DNA 

αποτρέποντας το, να κινηθεί καθ’ όλο το μήκος της αντιγραφικής «φουρκέτας». 

Η αναστολή της DNA γυράσης, καθιστά μη δυνατή την σύνδεση της διπλής έλικας του DNA 

με συνέπεια την συσσώρευση τοξικών προϊόντων και τον τελικό θάνατο του βακτηριακού 

κυττάρου. 

Στην περίπτωση της τοποΐσομεράσης, η αναστολή του διαχωρισμού των θυγατρικών αλύσων 

του DNA που συμβαίνει αργότερα στον κύκλο ζωής του βακτηρίου, οδηγεί αργά αλλά σταθερά σε 

διακοπή της αντιγραφής. 

Όσον αφορά στους μηχανισμούς αντοχής, κυρίως επιτυγχάνεται μέσω μεταλλάξεων στις DR 

περιοχές που αφορούν την αντοχή στις κινολόνες (QRDRs) των γονιδίων parC και gyrA, τα οποία 

κωδικοποιούν για τις α υπομονάδες της DNA-γυράσης και τοποΐσομεράσης IV, ή των γονιδίων 

gyrB και parE που κωδικοποιούν για τις β υπομονάδες των ιδίων ενζύμων. 

Η αντοχή είναι σε δύο στάδια: μία μετάλλαξη που μεταβάλλει την συγγένεια μεταξύ 

φθοριοκινολονών και του στόχου στον οποίο συνδέονται και επάγουν την αντιμικροβιακή δράση 

και μια επακόλουθη μετάλλαξη σε δευτερογενή στόχο που οδηγεί σε περαιτέρω ελάττωση της in 

vitro δραστικότητας. Οι μεταλλάξεις αυτές μπορεί να είναι αυτόματες (de novo) ή μέσω 

πρόσληψης DNA από άλλα βακτήρια. 

Οι δύο διαδοχικές μεταλλάξεις αφορούν η μεν πρώτη συνήθως στο γονίδιο-στόχο της κάθε 

κινολόνης (parC για τη σιπροφλοξασίνη και λεβοφλοξασίνη ή gyrA για τη μοξιφλοξασίνη και 

γκατιφλοξασίνη) και οδηγεί σε στέλεχος με ελαττωμένη MIC στις κινολόνες, χωρίς όμως να 

ξεπερνά τα breakpoints της αντοχής, ενώ η δεύτερη, σε διαφορετικό συνήθως γονίδιο, οδηγεί σε 

υψηλότερου επιπέδου αντοχή. Μελέτες έδειξαν ότι όταν η MIC της λεβοφλοξασίνης είναι 2 mg/L, 

είναι πιθανό να υπάρχουν στελέχη με την πρώτη μετάλλαξη, και επομένως υπάρχει πιθανότητα 

θεραπευτικής αποτυχίας. 

Μερικά στελέχη S. pneumoniae  έχουν εμφανίσει αντοχή στις κινολόνες μέσω ενός 

μηχανισμού αντλίας εκροής (efflux). Πρόκειται για μια πρωτεΐνη εκροής, την PmrA, ενδογενή  
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πρωτεΐνη, η οποία θεωρείται ότι ευθύνεται για την δημιουργία  πολυαντοχής. Πιθανολογείται η 

αντοχή να οφείλεται σε αυτόματη μετάλλαξη (de novo) και τέτοιες αντλίες εκροής φαίνεται να 

παίζουν κάποιο ρόλο στην αντοχή του πνευμονιοκόκκου στη σιπροφλοξασίνη.  

Η αντοχή του πνευμονιοκόκκου στις κινολόνες παραμένει σε χαμηλά επίπεδα, όμως η 

αυξανόμενη χρήση των αντιμικροβιακών αυτών για τις λοιμώξεις κατωτέρου αναπνευστικού 

απαιτεί περαιτέρω επιτήρησή της.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 10. Μηχανισμοί αντοχής στις φθοριοκινολόνες. 

 

 

5. στ. Χλωραμφαινικόλη 

Η αντοχή του πνευμονιοκόκκου στη χλωραμφαινικόλη προκαλείται από την ακετυλίωσή της 

από μία ακετυλτρανσφεράση (CAT). To γονίδιο cat περιέχεται σε ένα συζευκτικό τρασποζόνιο, το 

Tn5253, όπως αναφέρθηκε ανωτέρω. Στελέχη πνευμονιοκόκκου ανθεκτικά στη χλωραμφαινικόλη 

έχει βρεθεί ότι περιέχουν αλληλουχίες ομόλογες προς το πλασμίδιο του σταφυλοκόκκου pC194. 

 

5.ζ. Ριφαμπικίνη 

H αντοχή στη ριφαμπικίνη σχετίζεται με τροποποιήσεις στην υποομάδα β της RNA 

πολυμεράσης, που κωδικοποιείται από το γονίδιο rpoB. Προς το παρόν η αντοχή του 

πνευμονιοκόκκου στη ριφαμπικίνη είναι σπάνια.   
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6. Επιδημιολογία της αντοχής στην Ελλάδα και διεθνώς 

Με την ανακάλυψη της πενικιλλίνης τη δεκαετία του 1940, η θνητότητα της 

πνευμονιοκοκκικής πνευμονίας μειώθηκε σημαντικά, λόγω της εξαιρετικής δραστικότητας του 

αντιβιοτικού (όλα τα στελέχη πνευμονιοκόκκου ήταν ευαίσθητα σε συγκεντρώσεις πενικιλλίνης 

<=0,01 mg/L). Αν και με πειράματα στο εργαστήριο είχαν παρασκευασθεί τεχνητά στελέχη με 

αντοχή, για πρώτη φορά παρατηρήθηκε μειωμένη ευαισθησία στην πενικιλλίνη σε κλινικό 

στέλεχος τη δεκαετία του 1960 στην Βοστώνη.
39

 Μετά το 1990, η αντοχή επεκτάθηκε και στις 

κεφαλοσπορίνες τρίτης γενιάς.
40

  Στην συνέχεια, η αντοχή επεκτάθηκε σε διάφορες περιοχές του 

κόσμου (Νότιος Αφρική, Αυστραλία, Ισπανία) κατά την διάρκεια της δεκαετίας του 1970, ενώ από 

το 1980 και μετά αποτελεί πλέον παγκόσμιο φαινόμενο.
41-44

 Η επίπτωση πάντως των ανθεκτικών ή 

με ενδιάμεση ευαισθησία στην πενικιλλίνη στελεχών ποικίλλει από χώρα σε χώρα. Τα ποσοστά 

των μη ευαίσθητων στελεχών ξεπερνούν το 50% σε κάποιες χώρες ή περιοχές (Ισπανία, Γαλλία, 

Ασία), ενώ παραμένουν χαμηλότερα σε άλλες (Φινλανδία, Σουηδία, Γερμανία). Στην Βόρεια 

Αμερική τέλος κυριαρχεί η ενδιάμεση ευαισθησία και όχι η πλήρης αντοχή.
45-51

  

Η προηγούμενη χρήση αντιβιοτικών είναι ο κυριότερος παράγοντας κινδύνου για λοιμώξεις 

από ανθεκτικούς πνευμονιοκόκκους, ενώ άλλοι παράγοντες είναι η ηλικία κάτω των 5 ετών, και η 

παραμονή σε βρεφονηπιακούς σταθμούς.
52,53

 Επιπλέον, παράγοντες κινδύνου για διεισδυτική νόσο 

από ανθεκτικό πνευμονιόκοκκο αποτελούν η προηγούμενη χρήση αντιβιοτικών, η διαμονή σε 

οίκους ευγηρίας, η πρόσφατη νοσηλεία, η λοίμωξη από HIV, η χρόνια αποφρακτική 

πνευμονοπάθεια, η πρόσφατη λοίμωξη αναπνευστικού, η υποκείμενη ανοσοκαταστολή και η 

απομόνωση πνευμονιοκόκκου από άλλη εστία εκτός του αίματος. Η διασπορά ανθεκτικών 

στελεχών μεταξύ ατόμων σε βρεφονηπιακούς σταθμούς, νοσοκομεία, οίκους ευγηρίας, φυλακές, 

κέντρα αστέγων και γενικά σε μέρη όπου παρατηρείται συγχρωτισμός, διευκολύνει την αύξηση 

των ποσοστών αντοχής.  

Όσον αφορά στις μακρολίδες, η αντοχή του πνευμονιοκόκκου αυξήθηκε παράλληλα με την 

αντοχή στην πενικιλλίνη. Όπως θα ήταν αναμενόμενο, η αντοχή στις μακρολίδες συσχετίζεται με 

την κατανάλωση αυτής της ομάδας αντιβιοτικών και τις συνήθειες συνταγογράφησης σε διάφορες 

χώρες. Στα μέσα της δεκαετίας του 1990, η αντοχή στις μακρολίδες ξεπέρασε το 20% σε αρκετές 

χώρες, αν και υπήρχε μεγάλη διαφορά από χώρα σε χώρα με τα ποσοστά να κυμαίνονται από <3% 

έως >70%.
54, 55

 Όταν ανθεκτικοί κλώνοι πνευμονιοκόκκου διεισδύσουν σε μία περιοχή, η αντοχή 

συνήθως αυξάνεται ταχέως. Η κλωνική διασπορά είναι σημαντικός μηχανισμός διάδοσης της 

αντοχής  και τα παιδιά αποτελούν σημαντική δεξαμενή διασποράς ανθεκτικών κλώνων.
56

 

Το ποσοστό των πολυανθεκτικών στελεχών και των διαφόρων κλώνων πνευμονιοκόκκου 

επίσης ποικίλλει από χώρα σε χώρα. Μελέτες από τις ΗΠΑ μεταξύ 1994-2007 έδειξαν ότι το 9-

24% των στελεχών ήταν πολυανθεκτικά (MDR), δηλαδή ανθεκτικά σε τουλάχιστον 3 κατηγορίες 

αντιβιοτικών.
57-59

 Σε μία μελέτη από 15 ευρωπαϊκές χώρες το 2004-2005, το 15,8% ήταν MDR, με 

μεγάλες διαφορές μεταξύ χωρών (0-42,9%).
59

 Τα ποσοστά MDR ήταν μεγαλύτερα στην Ασία 



34 

 

(26,8% μεταξύ 2000-2001) με ιδιαίτερα αυξημένα ποσοστά σε ορισμένες χώρες (Βιετνάμ 71,4%, 

Κορέα 45,2%).
60

 Αντιθέτως, τα ποσοστά των MDR στη Βραζιλία ήταν χαμηλά (4,6%).
61

 Η 

διασπορά αυτών των στελεχών διευκολύνεται από τη χρήση των αντιβιοτικών, ενώ η χρήση μιας 

κατηγορίας αντιβιοτικών προωθεί την εμφάνιση αντοχής και σε αντιβιοτικά άλλης κατηγορίας. Τα 

ποσοστά MDR είναι αυξημένα σε περιοχές με μεγάλη πληθυσμιακή πυκνότητα, σε περιοχές που 

συνορεύουν με περιοχές στις οποίες είναι αυξημένη η συχνότητα MDR, καθώς και σε περιοχές με 

αυξημένη κατανάλωση αντιβιοτικών.  

Η δραματική αύξηση της αντοχής παγκοσμίως οφείλεται στη διασπορά ορισμένων διεθνών 

κλώνων. Το διεθνές επιδημιολογικό δίκτυο του πνευμονιοκόκκου - Pneumococcal Molecular 

Epidemiology Network, ταξινομεί αυτούς τους κλώνους ανάλογα με τη χώρα στην οποία 

απομονώθηκαν αρχικά, τον ορότυπο του αρχικού κλώνου και τον αύξοντα αριθμό του κλώνου, π.χ. 

Spain23F-1 ή France 9V-3). Σε μια μελέτη
158

 που διενεργήθηκε στην Ισπανία όπου από την 

δεκαετία του 1980 η αντοχή στην πενικιλλίνη ήταν κοινή στη χώρα αυτή, συνδέθηκε με τους εξής 

πέντε κλώνους: Spain23F-1, Spain6B-2, Spain9V-3, Spain14-5 και τον κλώνο19FST87, οι οποίοι 

έχουν ήδη συσχετισθεί με αντοχή στην ερυθρομυκίνη και το φαινόμενο της πολυαντοχής. Ο 

κλώνος Sweden15A-25 (ST63)
158

 είναι ένας κλώνος με διεθνή διασπορά που εμφανίζει το 

φαινόμενο της ανταλλαγής ελύτρου με διαφόρους οροτύπους (14,19A, 19F και 23F) 

(www.mlst.net) και έχει περιγραφεί στην Ισπανία ως αίτιο περιστατικών μηνιγγίτιδας και 

πολυανθεκτικών-και στη σιπροφλοξασίνη-στελεχών. Ο κλώνος 19F-ST87
158

 έχει βρεθεί σε 

Ισπανία, Πορτογαλία και Ιταλία (www.mlst.net). Οι κλώνοι Spain23F-1 και Spain6B-2
158

 

κυριαρχούν στην Ισπανία τις τελευταίες 2 δεκαετίες, αλλά μετά την εισαγωγή του 7δύναμου 

συζευγμένου εμβολίου το 2001, παρατηρήθηκε μια σημαντική μείωση στην εμφάνιση των κλώνων 

Spain23F-1και Spain6B-2. Ο κλώνος 19A-ST276
158

, ένα SLV του κλώνου Denmark14-32-ST230, 

έχει βρεθεί σε άλλες Ευρωπαϊκές χώρες και έχει συσχετισθεί με τους οροτύπους/οροομάδες14, 19, 

20, 23 και 24 (www.mlst.net). Τα στελέχη των οροτύπων 19F και 19A που είχαν την μεγαλύτερη 

συχνότητα απομόνωσης μεταξύ των ερυθρομυκίνη ανθεκτικών στελεχών στην προαναφερθείσα 

μελέτη, στην πλειονότητά τους, ανήκαν στους διεθνείς κλώνους Sweden15A-25, Denmark14-32 

και Spain23F-1
158

, σαν αποτέλεσμα του φαινόμενου ανταλλαγής ελύτρου. Variant του κλώνου 

Spain9V-3
158

  βρέθηκε να εμπεριέχει το γονίδιο mef(E) μεταξύ στελεχών οροτύπου 14 στην 

Ισπανία, ενώ στη Γερμανία
158

 ο κλώνος England14-9 βρέθηκε να εμπεριέχει το γονίδιο mef(A). Η 

συσχέτιση των γονιδίων erm(B) και mef(E) φαίνεται να οφείλεται στην κλωνική διασπορά του 

Taiwan19F-14 κλώνου και λιγότερο στην διάδοση των Taiwan23F-15 και Spain23F-1 κλώνων
158

.  

Έξι ορότυποι, οι 6A, 6B, 9V, 14, 19F, 23F, αποτελούν πάνω από το 80% των ανθεκτικών 

στην πενικιλλίνη ή τις μακρολίδες στελεχών S. pneumoniae παγκοσμίως.
59

  Η παρουσία αυτών των 

οροτύπων ποικίλλει από χώρα σε χώρα.  

Σε μία Πανελλήνια μελέτη της αντοχής του πνευμονιοκόκκου τα έτη 2004-2006, μελετήθηκαν 

780 στελέχη φορείας σε παιδιά έως 6 ετών και 89 κλινικά στελέχη από ενηλίκους
62

. Τα ποσοστά 

http://www.mlst.net/
http://www.mlst.net/
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αντοχής αναγράφονται στον Πίνακα 4. Δεν παρατηρήθηκε αντοχή στη μοξιφλοξασίνη και 

λεβοφλοξασίνη, αν και 3,5% των παιδιατρικών και 23,2% των κλινικών στελεχών ενηλίκων είχαν 

MIC σιπροφλοξασίνης >2mg/L. Υψηλά ποσοστά αντοχής παρατηρήθηκαν στην πενικιλλίνη, 

μακρολίδες, τετρακυκλίνες και στην κο-τριμοξαζόλη. Συχνότεροι ορότυποι και στους δύο 

πληθυσμούς ήταν οι 19F, 14, 23F και 6B.  

 

 

Πίνακας 4. Ποσοστά (%) αντοχής σε διάφορα αντιμικροβιακά ανθεκτικών στελεχών 

πνευμονιοκόκκου 

 Στελέχη φορείας Κλινικά στελέχη 

πενικιλλίνη 

   υψηλού επιπέδου 

34,7 

14,4 

48,3 

25,8 

κεφουροξίμη 25,1 46,1 

κεφτριαξόνη 

   υψηλού επιπέδου 

1 

0,1 

5,6 

2,2 

ερυθρομυκίνη 33,5 48,3 

τετρακυκλίνη 26,4 32,6 

κοτριμοξαζόλη 44,2 40,4 

 

 

 

Άλλη Πανελλήνια μελέτη, έδειξε ότι οι πιο συχνοί ορότυποι ήταν ο 14 (44.6%) στις 

διεισδυτικές λοιμώξεις, ο 19F (43.5%) στις μη διεισδυτικές λοιμώξεις και ο 6Β (22.8%) σε στελέχη 

από φορεία.
63

 Μεταξύ των διεισδυτικών στελεχών, η κάλυψη του 7-δύναμου εμβολίου ήταν 

75.3%. Οι αντοχές στις διάφορες κατηγορίες ασθενών αναφέρονται στον Πίνακα 5. 
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Πίνακας 5. Ποσοστά (%) αντοχής του πνευμονιοκόκκου στα κυριότερα αντιμικροβιακά. 

Αντιβιοτικό Διεισδυτικές 

λοιμώξεις 

Μη διεισδυτικές 

λοιμώξεις 

Φορεία Σύνολο 

Πενικιλλίνη 

Ενδιάμεση 

Υψηλού επιπέδου 

17.2 

16.6 

0.5 

53 

26.5 

16.5 

43.2 

30.6 

12.6 

44.6 

31.8 

12.9 

Αμοξικιλλίνη 

Ενδιάμεση 

0 3.4 

3.4 

2.9 

2.9 

2.7 

2.7 

Κεφοταξίμη 

Ενδιάμεση 

Υψηλού επιπέδου 

1.1 

1.1 

0 

1.4 

1.2 

0.2 

0.5 

0 

0.5 

1.2 

1 

0.2 

Ερυθρομυκίνη 

Μ 

CR 

IR 

30.1 

25.8 

3.2 

1.1 

49.8 

35.1 

13.6 

1.1 

36.4 

16 

17 

3.4 

43.6 

29.6 

12.4 

1.5 

Κο-τριμοξαζόλη 23.7 49 44.2 43.5 

Χλωραμφαινικόλη 1.6 5.6 10.6 5.9 

Τετρακυκλίνη 10.2 41.7 35 34.7 

Κλινδαμυκίνη 3.2 13.6 17 12.4 

Ριφαμπικίνη 0 0.3 0 0.2 

Πολυανθεκτικά 11.3 44 36.8 36.6 

   

 

 

7. Παθογένεια-Παράγοντες λοιμογονικότητας 

7.α. Έλυτρο 

To αντιγόνο του ελύτρου είναι κρίσιμος παράγοντας παθογονικότητας του πνευμονιοκόκκου. 

Σχεδόν όλα τα κλινικά στελέχη πνευμονιοκόκκου περιβάλλονται από έλυτρο, το οποίο αποτελείται 

από επαναλαμβανόμενες μονάδες ολιγοσακχαριτών που συντίθενται και πολυμερίζονται στο 

κυτταρόπλασμα και εν συνεχεία μεταφέρονται στο εξωτερικό του κυττάρου από τρανφεράσες. Με 

βάση τις αντιγονικές διαφορές του ελύτρου, διακρίνονται 91 διαφορετικοί ορότυποι 

πνευμονιοκόκκου.  

Το έλυτρο του πνευμονιοκόκκου παίζει σημαντικό ρόλο στην αποτροπή της φαγοκυττάρωσης 

από τα κύτταρα του ξενιστή. Έχει αντιφαγοκυτταρικές ιδιότητες, γιατί αναστέλλει την εναπόθεση 

συμπληρώματος και τη φαγοκυττάρωση, εάν δεν υπάρχει  ειδικό του οροτύπου αντίσωμα, που δρα 
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ως οψωνίνη. Σε κάθε ορότυπο αντιστοιχείται ένας αριθμός και όσοι εμφανίζουν δομική συγγένεια 

μεταξύ τους ταξινομούνται μαζί. Το 90% περίπου των περιστατικών πνευμονίας και μηνιγγίτιδας 

από πνευμονιόκοκκο, με συνοδή βακτηριαιμία, προκαλούνται από 23 οροτύπους. Οι προτεινόμενοι 

μηχανισμοί που εξηγούν το ρόλο του ελύτρου στην παθογένεια της λοίμωξης είναι:  

 η αδυναμία των φαγοκυττάρων, λόγω απουσίας ειδικών υποδοχέων, να αναγνωρίσουν τους 

πολυσακχαρίτες του ελύτρου 

 η παρουσία ηλεκτροχημικών δυνάμεων που απωθούν τα φαγοκύτταρα 

 η απενεργοποίηση του συμπληρώματος 

 η αδυναμία αναγνώρισης από τα κύτταρα του ξενιστή των αντισωμάτων έναντι του 

κυτταρικού τοιχώματος του πνευμονιοκόκκου, τα οποία είναι προσκολλημένα στο 

κυτταρικό τοίχωμα αλλά επικαλύπτονται από το έλυτρο. 

 

7.β. Πνευμονολυσίνη 

Ο πνευμονιόκοκκος παράγει σχετικά περιορισμένο αριθμό τοξινών, σε αντίθεση με 

μικροοργανισμούς όπως ο Streptococcus pyogenes, που παράγουν αρκετές διαφορετικές τοξίνες. Η 

κυριότερη τοξίνη του πνευμονιοκόκκου είναι η πνευμονολυσίνη. Η συγκεκριμένη τοξίνη 

απελευθερώνεται μετά την αυτόλυση του βακτηρίου και προκαλεί βλάβη στις κυτταρικές 

μεμβράνες εισερχόμενη σε αυτές αλληλεπιδρώντας με τη χοληστερόλη. Δρα αναστέλλοντας τη 

χημειοταξία των ουδετερόφιλων λευκοκυττάρων, ενώ ασκεί κυτταροτοξική δράση στα 

φαγοκύτταρα και στα επιθηλιακά κύτταρα του αναπνευστικού. Επίσης, αναστέλλει τη 

φαγοκυττάρωση, την οξειδωτική έκρηξη, τον πολλαπλασιασμό των λεμφοκυττάρων, αλλά και τη 

σύνθεση των ανοσοσφαιρινών. Επιπλέον, ενεργοποιεί το συμπλήρωμα και επάγει την παραγωγή 

του παράγοντα νέκρωσης των όγκων και της ιντερλευκίνης 1, προκαλώντας έτσι φλεγμονώδη 

αντίδραση. H τοξίνη αυτή, χρησιμοποιούμενη σε πειραματικά μοντέλα, επάγει τα κλινικά 

χαρακτηριστικά της λοβώδους πνευμονίας και συμβάλλει στην θνητότητα από τη νόσο, ενώ η 

λοίμωξη από στελέχη πνευμονιοκόκκου που δεν παράγουν την τοξίνη συνοδεύεται από σημαντική 

ελάττωση της θνητότητας.
64

 Διαφορετικές περιοχές του μορίου της πνευμονολυσίνης ευθύνονται 

για την κυτταροτοξική της δράση και για τη δράση στο συμπλήρωμα.  

Μετά από in vitro λοίμωξη ανθρώπινων μακροφάγων από πνευμονιόκοκκο, παρατηρείται 

αύξηση της έκφρασης αρκετών γονιδίων και η πλειοψηφία των αλλαγών αυτών αφορά την 

απάντηση στη πνευμονολυσίνη. Επίσης, μετά από πνευμονιοκοκκική πνευμονία, αυξάνονται τα 

αντισώματα έναντι της τοξίνης αυτής, ενώ η παρουσία τους σχετίζεται με μικρότερο κίνδυνο 

συνύπαρξης βακτηριαιμικής νόσου.
65-67

 Φαίνεται ότι η πνευμονολυσίνη είναι ανοσογονική και 

ενδέχεται να κριθεί κατάλληλη για τη δημιουργία νέου αντιπνευμονιοκοκκικού εμβολίου. 
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7.γ. Αυτολυσίνη 

Η αυτολυσίνη είναι μια πρωτεΐνη του πνευμονιοκόκκου, η οποία όταν ενεργοποιηθεί  διασπά 

τις πεπτιδικές γέφυρες που συγκρατούν τη δομή της πεπτιδογλυκάνης του κυτταρικού τοιχώματος 

και διασπά το κυτταρικό τοίχωμα του βακτηρίου, συμβάλλοντας έτσι στην αναδιαμόρφωση του 

σχήματος του κυττάρου και τη λύση του. Επιπλέον, διαδραματίζει ρόλο στην παθογένεια της 

λοίμωξης απελευθερώνοντας από το κυτταρικό τοίχωμα ουσίες όπως η πνευμονολυσίνη, αλλά και 

θραύσματα της πεπτιδογλυκάνης του κυτταρικού τοιχώματος, τα οποία ενεργοποιούν το 

συμπλήρωμα. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα, μια μαζική φλεγμονώδη αντίδραση η οποία κατέχει 

σημαντικό ρόλο στη παθογένεια της πνευμονιοκοκκικής πνευμονίας και μηνιγγίτιδας. Στελέχη που 

δεν παράγουν αυτολυσίνη είναι λιγότερο λοιμογόνα σε πειραματικά μοντέλα, ενώ η παραγωγή 

αντισώματος έναντι της αυτολυσίνης προσφέρει κάποια προστασία στη λοίμωξη.
68

  

 

7.δ. ΙgA πρωτεάση 

H ΙgΑ είναι η κυριότερη ανοσοσφαιρίνη που απαντάται στις αναπνευστικές εκκρίσεις και 

αποτελεί αμυντικό μηχανισμό του οργανισμού κατά των διηθητικών λοιμώξεων. Πάνω από το 

90% της IgA είναι IgA1. Όπως και οι άλλοι δύο κύριοι παθογόνοι μικροοργανισμοί που 

προκαλούν μηνιγγίτιδα, έτσι και ο πνευμονιόκοκκος παράγει εξωκυττάρια πρωτεάση, που διασπά 

το αντίσωμα στη περιοχή της άρθρωσης (hinge). Ο πνευμονιόκοκκος παράγει μία IgA1 πρωτεάση, 

η οποία απενεργοποιεί την IgA εξουδετερώνοντας έτσι ένα σημαντικό αμυντικό μηχανισμό του 

οργανισμού. H ΙgA1 πρωτεάση επιτρέπει στο βακτήριο να διαφεύγει από τη προστατευτική δράση 

του κυριότερου ισότυπου ανοσοσφαιρίνης, που συναντάται στο ανώτερο αναπνευστικό σύστημα.  

 

 

8.  Προδιαθεσικοί παράγοντες για πνευμονιοκοκκική νόσο 

Ο πνευμονιόκοκκος είναι μικρόβιο του σώματος του ανθρώπου και ζώων. Δεν επιζεί στο 

φυσικό περιβάλλον και ζει, χωρίς να προκαλεί νόσο στους βλενογόννους του ανώτερου 

αναπνευστικού του ανθρώπου. Πηγή μόλυνσης για τον άνθρωπο είναι συνήθως κάποιος ασθενής 

από πνευμονιοκοκκική νόσο, που διαθέτει σε αφθονία το μικρόβιο μέσα στις εξιδρωματικές 

βλάβες του και το διασπείρει στο περιβάλλον του, ένας φορέας ή αυτόχθονη χλωρίδα. Η ύπαρξη 

προδιαθεσικών παραγόντων είναι απαραίτητη για την ανάπτυξη της νόσου.   

Οι προδιαθεσικοί παράγοντες για πνευμονιοκοκκική νόσο είναι: 

1) Οι διαταραχές παραγωγής αντισωμάτων που διακρίνονται σε: α) πρωτοπαθείς και 

περιλαμβάνουν τη Συγγενή αγαμμασφαιριναιμία, τη Κοινή ποικίλλουσα (επίκτητη) 

υπογαμμασφαιριναιμία και την Επιλεκτική ανεπάρκεια υποομάδος IgG και β) δευτεροπαθείς 

που περιλαμβάνουν παθήσεις όπως το Πολλαπλούν μυέλωμα, τη  Χρόνια λεμφοκυτταρική 

λευχαιμία, το  Λέμφωμα και τη Λοίμωξη από τον ιό HIV. 
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2) Οι διαταραχές συμπληρώματος (πρωτοπαθείς ή δευτεροπαθείς), όπως η ελάττωση ή απουσία 

του C1, C2, C3, C4. 

3) Οι διαταραχές του αριθμού των ουδετεροφίλων που διακρίνονται σε: α) πρωτοπαθείς όπως η 

Κυκλική ουδετεροπενία και β) δευτεροπαθείς που περιλαμβάνουν την  Ουδετεροπενία 

φαρμακευτικής αιτιολογίας και την Απλαστική αναιμία. 

4) Οι διαταραχές της λειτουργικότητας των ουδετεροφίλων που παρατηρούνται σε καταστάσεις 

όπως ο Αλκοολισμός, η Κίρρωση ήπατος, ο Σακχαρώδης διαβήτης, η Θεραπεία με 

κορτικοειδή και η Νεφρική ανεπάρκεια. 

5) Η αναποτελεσματική αντιμετώπιση πνευμονιοκοκκικής βακτηριαιμίας που διακρίνεται σε: α) 

πρωτοπαθή και περιλαμβάνει την Συγγενή ασπληνία και υποσπληνία και β) δευτεροπαθή που 

περιλαμβάνει  καταστάσεις όπως η Σπληνεκτομή και η Δρεπανοκυτταρική αναιμία. 

6) Διάφορα πολυπαραγοντικά αίτια, όπως οι ακραίες ηλικίες, η θεραπεία με κορτικοειδή, ο 

υποσιτισμός, η κίρρωση ήπατος, η νεφρική ανεπάρκεια, ο σακχαρώδης διαβήτης, ο 

αλκοολισμός, κλπ. 

7) Ο αυξημένος κίνδυνος έκθεσης που υπάρχει σε: παιδικούς σταθμούς, στρατόπεδα, φυλακές 

και χώρους φιλοξενίας αστέγων. 

8) Η προηγηθείσα λοίμωξη αναπνευστικού, όπως η λοίμωξη από ιό της Γρίπης. 

9) Οι διάφορες φλεγμονώδεις καταστάσεις, το  κάπνισμα, το βρογχικό άσθμα και η Χρόνια 

Αποφρακτική Πνευμονοπάθεια. 

 

 

9. Αποικισμός από πνευμονιόκοκκο  

Ο πνευμονιόκοκκος παρουσιάζει μία προτίμηση στον αποικισμό του ρινοφάρυγγα, που 

έγκειται στην ικανότητά του να προσκολλάται στα επιθηλιακά κύτταρα της περιοχής με τη βοήθεια 

ειδικών μορίων (επιφανειακό αντιγόνο Α, choline-binding proteins). Στη συνέχεια, η ικανότητα 

του πνευμονιοκόκκου για περαιτέρω διείσδυση οφείλεται στην αλληλεπίδρασή του με τον 

παράγοντα ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων. Συχνά βρίσκεται μαζί με άλλα βακτήρια όπως 

Haemophilus influenzae και Moraxella catarrhalis. 

Διασπείρεται  μέσω σταγονιδίων του αναπνευστικού και τα παιδιά αποτελούν την κύρια πηγή 

μετάδοσης προς τους ενήλικες. Σε παγκόσμιο επίπεδο, τα ποσοστά φορείας είναι υψηλότερα στα 

μικρά παιδιά (40–60%), σε σύγκριση με τα μεγαλύτερα παιδιά (12%),  τους εφήβους (6–10%) και 

τους ενήλικες  (3–4%)
241

.  Ο αποικισμός από τον πνευμονιόκοκκο είναι μία δυναμική διαδικασία, 

όπου συνήθως ένας ορότυπος του μικροβίου ανευρίσκεται κάθε φορά, με το πρώτο στέλεχος που 

θα βρεθεί, να αποικίζει για περισσότερο χρονικό διάστημα τον ρινοφάρυγγα. Είναι επίσης συχνή η 

ανάκτηση του ίδιου οροτύπου.  

Σε όλες τις ηλικίες, η συχνότητα αυξάνει αν γίνουν επανειλημμένες καλλιέργειες και φτάνει 

το 40-60% σε παιδιά βρεφονηπιακών σταθμών και γενικά σε πληθυσμούς όπου παρατηρείται 
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συγχρωτισμός, όπως ορφανοτροφεία, κ.ά. Επίσης, μετά από πρόσφατη ιογενή λοίμωξη, 

ρινιφαρυγγική φορεία της μητέρας και παθητικό κάπνισμα
241

. Η πρότερη χρήση αντιβιοτικών δεν 

φαίνεται να αλλάζει τα ποσοστά φορείας, όμως φαίνεται να επάγει τον αποικισμό με ανθεκτικά 

στα αντιβιοτικά στελέχη και ειδικά στις β-λακτάμες 
241

. Τους πρώτους μήνες της ζωής, η φορεία 

είναι πιο συχνή και στα μικρά παιδιά τα ποσοστά αποικισμού μπορεί να ξεπερνούν το 40%. Μία 

μελέτη από τις ΗΠΑ έδειξε ότι ο αποικισμός παρατηρείται για πρώτη φορά στην ηλικία των 6 

μηνών και διαρκεί κατά μέσο όρο για 4 μήνες.
69

 Αντίθετα, ο αποικισμός παρατηρήθηκε αρκετά 

νωρίτερα, ακόμα και τις πρώτες εβδομάδες της ζωής, σε παιδιά κοινωνικά ασθενέστερων τάξεων. 

Στους ενηλίκους ο αποικισμός διαρκεί για μικρότερο διάστημα, περίπου 2-4 εβδομάδες. Επιπλέον, 

ο αποικισμός είναι συχνότερος τις ψυχρότερες εποχές του χρόνου, αν και ο πνευμονιόκοκκος 

μπορεί να απομονώνεται από το ρινοφάρυγγα καθ’όλη τη διάρκεια του έτους.
69

      

Ο αποικισμός όσον αφορά στο παθογόνο, του επιτρέπει την ανταλλαγή γενετικού υλικού και 

την πιθανότητα απόκτησης ιδιοτήτων λοιμογονικών αλλά και ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά. 

Στον ξενιστή, προωθείται η φυσική ανοσία μέσω των Β-λεμφοκυττάρων έναντι της 

πολυσακχαριδικής κάψουλας, που είναι ο μεγαλύτερος παράγοντας λοιμογονικότητας. Οι ορότυποι 

χαμηλής ανοσογονικότητας, όπως οι 6,14,19 και 23
 

είναι αυτοί που ανευρίσκονται στο 

ρινοφάρυγγα για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα, αλλά και οι πιο πιθανοί να εμφανίσουν αντοχή σε 

σχέση με τους περισσότερο ανοσογόνους  οροτύπους
241

. 

 

 

10. Νόσοι από πνευμονιόκοκκο 

10.α. Διεισδυτικές λοιμώξεις (μηνιγγίτιδα - μικροβιαιμία) 

Οι διεισδυτικές πνευμονιοκοκκικές λοιμώξεις ορίζονται από την απομόνωση του 

πνευμονιοκόκκου σε στείρους υπό φυσιολογικές συνθήκες ιστούς, όπως το αίμα, το πλευριτικό 

υγρό και το εγκεφαλονωτιαίο υγρό. Η επίπτωση της διεισδυτικής πνευμονιοκοκκικής νόσου έχει 

αυξηθεί τα τελευταία χρόνια, λόγω της  επιδημίας από τον ιό HIV, αλλά και την ανάδυση 

στελεχών Streptococcus pneumoniae, ανθεκτικών στα αντιβιοτικά. 

Με τον όρο βακτηριακή μηνιγγίτιδα εννοούμε οξεία λοίμωξη του κεντρικού νευρικού 

συστήματος με συμμετοχή των μηνίγγων. Οι συνηθέστεροι υπεύθυνοι λοιμογόνοι παράγοντες είναι 

οι Neisseria meningitidis, S. pneumoniae, Haemophilus influenzae τύπου b και λιγότερο συχνά o β-

αιμολυτικός στρεπτόκοκκος ομάδας Β, Gram (-) μικρόβια και Listeria spp. 

Ο S. pneumoniae είναι το συχνότερο αίτιο βακτηριακής μηνιγγίτιδος, με την εξαίρεση 

περιόδων επιδημιών μηνιγγιτιδοκοκκικής νόσου. Η πρόσβαση του πνευμονιοκόκκου στο κεντρικό 

νευρικό σύστημα γίνεται είτε από το μέσο ους ή από τους παραρρίνιους κόλπους, είτε με 

αιματογενή διασπορά. 

Στα παιδιά, ο μηνιγγιτιδόκοκκος, ο πνευμονιόκοκκος και ο αιμόφιλος ινφλουέντζας τύπου b 

προκαλούν πάνω από το 75% όλων των κρουσμάτων βακτηριακής μηνιγγίτιδας και είναι 
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υπεύθυνοι για το 90% της βακτηριακής μηνιγγίτιδας. Τα τελευταία χρόνια λόγω της συστηματικής 

εφαρμογής υποχρεωτικού εμβολιασμού έχει καταγραφεί σημαντική μείωση των περιστατικών 

μηνιγγίτιδας από αιμόφιλο ινφλουέντζας, ενώ αναμένεται αντίστοιχη μείωση των περιστατικών 

μηνιγγίτιδας από πνευμονιόκοκκο. 

Στους ενήλικες επικρατεί ο πνευμονιόκοκκος ακολουθούμενος από το μηνιγγιτιδόκοκκο και 

έπεται η λιστέρια, η οποία εμφανίζει ιδιαίτερα αυξημένη συχνότητα στους άνω των 50 ετών (όπως 

και στα νεογνά). Λιγότερο συχνά βακτηριακά αίτια όπως ο σταφυλόκοκκος, ο στρεπτόκοκκος 

ομάδας Β, τα εντεροβακτηριοειδή και η λιστέρια προκαλούν νόσο σε ευαίσθητους πληθυσμούς, 

κυρίως ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς. 

Η μετάδοση των λοιμογόνων παραγόντων γίνεται με άμεση επαφή από άτομο σε άτομο με 

σταγονίδια των αναπνευστικών εκκρίσεων. 

Οι ορότυποι που επικρατούν και σχετίζονται με τις διεισδυτικές λοιμώξεις, ποικίλλουν 

ανάλογα με την ηλικία, τη χώρα αλλά και το πέρασμα του χρόνου
241

. Στα μικρά παιδιά και σε 

ανοσοκατεσταλμένους ξενιστές, κυριαρχούν συνήθως λιγότερο ανοσογόνοι ορότυποι (π.χ. 6, 14, 

19 και 23). Περισσότερο διεισδυτικοί ορότυποι  (π.χ. 1, 5, και 7) τείνουν να μολύνουν άτομα χωρίς 

υποκείμενα νοσήματα. Σε παγκόσμιο επίπεδο, επτά ορότυποι είναι υπεύθυνοι για την πλειονότητα 

των περιστατικών διεισδυτικών λοιμώξεων (1, 5, 6A, 6B, 14, 19F και 23F). Οι οορότυποι 1, 5, 

6A/6B, και 14 είναι οι επικρατόντες ορότυποι που προκαλούν διεισδυτικές λοιμώξεις στις 

περισσότερες χώρες
241 

 και ειδικά στις αναπτυσσόμενες. Οι ορότυποι 1, 5 και 6A δεν 

περιλαμβάνονται στο συζευγμένο επταδύναμο εμβόλιο, ενώ υπάρχουν και φυσικές διακυμάνσεις 

στους οροτύπους που είναι υπεύθυνοι για διεισδυτικές λοιμωξεις σε διαφορετικές χρονικές 

στιγμές
241

. 

H θνητότητα από πνευμονιοκοκκική μηνιγγίτιδα κυρίως στα παιδιά, είναι τουλάχιστον δύο 

φορές υψηλότερη από τη μηνιγγιτιδοκοκκική.
70

 Παρόλο τη μεγάλη σημασία της επιδημιολογικής 

επιτήρησης της νόσου σε ευρωπαϊκό επίπεδο, δεν υπάρχει πλήρης καταγραφή των 

επιδημιολογικών στοιχείων είτε λόγω της απουσίας εθνικών επιδημιολογικών κέντρων είτε της 

παρουσίας δυο ή περισσοτέρων κέντρων ανά χώρα, προκαλώντας μεγάλο πρόβλημα στην 

επιδημιολογική επιτήρηση της νόσου. 

Η Ελλάδα επιτηρεί τη μηνιγγίτιδα ως σύνολο, δηλαδή συλλέγει στοιχεία τόσο για τη μηνιγγι-

τιδοκοκκική νόσο (που αποτελεί συνήθως τον κύριο στόχο της επιτήρησης), όσο για τη λοιπή 

βακτηριακή αλλά και την άσηπτη μηνιγγίτιδα.  

Το τμήμα επιδημιολογικής επιτήρησης και παρέμβασης του ΚΕΕΛΠΝΟ συγκεντρώνει 

στοιχεία για τα κρούσματα μηνιγγίτιδας από όλη τη χώρα, τα οποία προέρχονται από την 

υποχρεωτική δήλωση, από τις Διευθύνσεις Υγείας των Νομαρχιών και μετά από καθημερινή 

επικοινωνία με το Εθνικό Κέντρο Αναφοράς Μηνιγγίτιδας της Εθνικής Σχολής Δημόσιας Υγείας. 

Ακολουθεί επικοινωνία με το νοσοκομείο όπου νοσηλεύεται ο ασθενής προκειμένου να ληφθούν 

συμπληρωματικές πληροφορίες σχετικά με την κλινική εικόνα και τα εργαστηριακά ευρήματα του 
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ασθενούς. Κεφαλαιώδους σημασίας είναι η αιτιολογική κατάταξη του κρούσματος προκειμένου να 

ληφθούν σε συνεργασία με τη Διεύθυνση Υγείας όλα τα απαραίτητα μέτρα (χημειοπροφύλαξη, 

όταν χρειάζεται, ή εμβολιασμός), ώστε να αποτραπεί η διασπορά της νόσου σε όλα τα άτομα που 

ήρθαν σε στενή επαφή με το κρούσμα. 

Τα στοιχεία καταγράφονται και αναλύονται κατά εβδομάδα, μήνα, έτος, νομαρχία δήλωσης, 

υπεύθυνο μικροοργανισμό, τύπο κρούσματος, ηλικία και φύλο, προκειμένου να διαπιστωθούν 

επιδημικές εξάρσεις. Η αύξηση των κρουσμάτων οδήγησε το Κέντρο Αναφοράς Μηνιγγίτιδας, 

τόσο στη μοριακή ταυτοποίηση των κλινικών δειγμάτων, όσο και στην τυποποίηση του 

μικροοργανισμού ως προς τους συχνότερους οροτύπους. Από τα επιδημιολογικά δεδομένα που 

προέκυψαν, φαίνεται ότι τα κρούσματα μειώθηκαν κατά την πενταετία 2006-2008 σε σχέση με την 

προηγούμενη πενταετία (2000-2005) με περαιτέρω μείωση την τριετία 2008-2011. Η μοριακή 

τυποποίηση ως προς τους ορότυπους για τη μετά εμβολίου εποχή (2005), έδειξε ότι υπάρχει 

αύξηση των οροτύπων 19Α, 3, 7F/A και 1 που δεν περιλαμβάνονται στο επτάδύναμο συζευγμένο 

εμβόλιο. 

Σε μηνιγγίτιδα από πνευμονιόκοκκο δεν ενδείκνυται χορήγηση χημειοπροφύλαξης στα άτομα 

που ήρθαν σε επαφή με το κρούσμα, ενώ ο αντιπνευμονιοκοκκικός εμβολιασμός έχει αποδειχθεί 

αποτελεσματικό μέσο στην πρόληψη διεισδυτικής πνευμονιοκοκκικής νόσου. 

Η πνευμονιοκοκκική βακτηριαιμία, σε 20% περίπου των περιστατικών οδηγεί σε θάνατο. 

Πρόκειται για μια επιπλοκή της πνευμονιοκοκκικής πνευμονίας, που παρουσιάζεται σε περίπου 

25% των ασθενών. Τα συμπτώματα περιλαμβάνουν πυρετό, κεφαλαλγία και μυαλγίες. 

 

10.β. Μη διεισδυτικές λοιμώξεις (μέση πυώδης ωτίτιδα-παραρινικολπίτιδα-πνευμονία) 

Οι μη διεισδυτικές πνευμονιοκοκκικές λοιμώξεις προκαλούνται όταν τα στελέχη που 

αποικίζουν το ρινοφάρυγγα μεταφέρονται σε ανατομικές περιοχές από τις οποίες δεν 

απομακρύνονται άμεσα. Φυσιολογικά, όταν τα βακτηρίδια αποκτούν πρόσβαση στους 

παραρρίνιους κόλπους, στην ευσταχιανή σάλπιγγα ή στους βρόγχους, η δράση των κροσσών τα 

απομακρύνει. 

Η μέση πυώδης ωτίτιδα είναι φλεγμονή του μέσου ωτός. Εμφανίζεται στη περιοχή μεταξύ του 

τυμπανικού υμένα και του έσω ωτός, συμπεριλαμβανομένης της ευσταχιανής σάλπιγγας. Το 

συχνότερο σύμπτωμα είνα η ωταλγία. Η οξεία μέση ωτίτιδα (ΟΜΩ) προκαλείται  πιο συχνά  από 

ιούς και συνοδεύει συνήθως ιογενή λοίμωξη του ανώτερου αναπνευστικού. Μπορεί να οδηγήσει 

σε βακτηριακή ωτίτιδα σε πολύ σύντομο χρονικό διάστημα. Η μέση ωτίτιδα συνήθως αυτοϊάται  

μέσα σε 2-6 εβδομάδες. Σε σοβαρές περιπτώσεις, η τυμπανική μεμβράνη μπορεί να υποστεί ρήξη, 

που ενώ είναι μια εξαιρετικά επώδυνη διαδικασία, συνδέεται σχεδόν πάντα με δραματική 

ανακούφιση της πίεσης και της ωταλγίας. Η μέση ωτίτιδα συνήθως προκαλείται από ιούς, 

βακτήρια, μύκητες. Ο S. pneumoniae είναι το συχνότερο αίτιο οξείας μέσης ωτίτιδας τόσο στα 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Inflammation&usg=ALkJrhgtVmBn0xrXOPA8rb-TZ4pVEMk04A
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Middle_ear&usg=ALkJrhjjH-V1byUPT_6jE1HhOFEStlSeHg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Upper_respiratory_tract_infection&usg=ALkJrhg-PqdTnF8MGHEpmDtOJB6WVc2ASA
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παιδιά όσο και στους ενήλικες. Άλλα αίτια είναι: Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus 

influenzae, και Moraxella catarrhalis. 

Προοπτικές μελέτες έδειξαν ότι η μέση ωτίτιδα έπεται σε αρκετές περιπτώσεις του 

αποικισμoύ του ρινοφάρυγγα από κάποιο νέο ορότυπο πνευμονιοκόκκου, αν και τις περισσότερες 

φορές ο αποικισμός δεν ακολουθείται από κλινική νόσο.
71

  

Η παραρινοκολπίτιδα - ιγμορίτιδα είναι φλεγμονή των παραρρινίων κόλπων, η οποία μπορεί 

να οφείλεται σε λοίμωξη, αλλεργία ή να είναι αυτοάνοσης  αιτιολογίας. Το πιο συχνό αίτιο είναι οι 

ιοί  και τα συμπτώματα υποχωρούν μέσα σε 10 ημέρες. Το φάσμα των μικροοργανισμών που 

προκαλούν οξεία βακτηριακή παραρρινοκολπίτιδα είναι παρόμοιο με της οξείας μέσης ωτίτιδας. 

Όπως και στη μέση ωτίτιδα, η συμφόρηση του βλεννογόνου εξαιτίας ιογενούς λοίμωξης είναι 

προδιαθεσικός παράγοντας για την πρόκληση παραρρινοκολπίτιδας. Η οξεία παραρρινοκολπίτιδα 

βακτηριακής προέλευσης προκαλείται κυρίως από τα παθογόνα S. pneumoniae, H. influenzae και 

Moraxella catarrhalis. Άλλα βακτηριακά παθογόνα είναι: Staphylococcus aureus και άλλα είδη 

στρεπτοκόκκων, αναερόβια βακτήρια και λιγότερο συχνά Gram-αρνητικά βακτήρια. Η ιογενής 

ιγμορίτιδα διαρκεί συνήθως 7 έως 10 ημέρες, ενώ η βακτηριακή είναι η πιο επίμονη. Περίπου το 

0,5% έως 2% των ιογενών ιγμορίτιδων καταλήγουν σε επακόλουθη βακτηριακή ιγμορίτιδα. 

Επιπλοκές της παραρρινοκολπίτιδας είναι η εγκεφαλίτιδα, τα αποστήματα, η μηνιγγίτιδα, και 

άλλες απειλητικές για τη ζωή καταστάσεις. 

Η πνευμονιοκοκκική πνευμονία παραμένει και σήμερα μια από τις σημαντικότερες αιτίες 

νοσηρότητας και θνητότητας παγκοσμίως. Ο S. pneumoniae είναι η αιτία για: το 75% όλων των 

πνευμονιών, επί ενηλίκων που εισάγονται σε νοσοκομείο, το 90% όλων των θανάτων από 

πνευμονία, επί ενηλίκων που εισάγονται σε νοσοκομείο, το 20% των περιπτώσεων μηνιγγίτιδας 

και το 9% των περιπτώσεων βακτηριαιμίας
72

. Επίσης, όσον αφορά στα ηλικωμένα άτομα, το 70% 

των πνευμονιοκοκκικών λοιμώξεων παρατηρείται σε άτομα άνω των 60 ετών, το 64%  των ατόμων 

άνω των 65 ετών με πνευμονιοκοκκικές λοιμώξεις δεν είχαν άλλους παράγοντες κινδύνου παρά 

μόνο την ηλικία, ενώ η θνητότητα σ΄ αυτή την ηλικία είναι 40% και δε διαφέρει μεταξύ ασθενών 

με ή χωρίς χρόνια νοσήματα.
73

 Η παθογένεια της πνευμονίας σχετίζεται με: μικροεισρόφηση, 

εισπνοή μικρών ή μεγάλων αεροσταγονιδίων, εισρόφηση του περιεχομένου του στομάχου, 

αιματογενή διασπορά καθώς και με νόσο κατά συνέχεια ιστού. Είναι σημαντικό ότι το 20% του 

πληθυσμού (κυρίως παιδιατρικού) τους χειμερινούς μήνες είναι αποικισμένο με πνευμονιόκοκκο. 

Τα συμπτώματα συνήθως περιλαμβάνουν ρίγος, υψηλό εμπύρετο, εφίδρωση, δύσπνοια, θωρακικό 

άλγος, μυαλγία, κόπωση και παραγωγικό βήχα. Η επίπτωση της λοίμωξης είναι 8-15 

περιπτώσεις/1000άτομα/έτος. Στις ΗΠΑ διαγιγνώσκονται περίπου 5,6 εκατομμύρια 

περιπτώσεις/έτος, ενώ 1,1 εκατομμύρια περιπτώσεις / έτος απαιτούν νοσηλεία και η 

πνευμονιοκοκκική πνευμονία είναι η 7η αιτία θανάτου στις ΗΠΑ. Η θνητότητα αγγίζει το 1% σε 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas_aeruginosa&usg=ALkJrhinkerpy8rDKBDZ5-p7X2vB1iDFvw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Moraxella_catarrhalis&usg=ALkJrhjl6Ev1GrfuA2Drj5Yx5TLv50uehg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Inflammation&usg=ALkJrhgtVmBn0xrXOPA8rb-TZ4pVEMk04A
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Paranasal_sinus&usg=ALkJrhg5N_29Zufr_9jdA6dCc7xqEwI6Xg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Infection&usg=ALkJrhhxdbE6Sk5QJCdmLrJNnlW8l67xSA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Allergy&usg=ALkJrhjpNyljInpnfpxodgMWBhqOg7_HvQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Autoimmunity&usg=ALkJrhi3aFBAWl6-etk2EDvpAiXKhaBx_w
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_pneumoniae&usg=ALkJrhigoJ39OxF2WoXWZEkNCFSshQzXYA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Haemophilus_influenzae&usg=ALkJrhiXTtE4mCgaAIIUonLYlvqAkjD3NA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Moraxella_catarrhalis&usg=ALkJrhjl6Ev1GrfuA2Drj5Yx5TLv50uehg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus&usg=ALkJrhihElIJEOF2Y3EUjwHe-BVy7Q22WQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Species&usg=ALkJrhhD7NIkewbsi7iomoSs0fNbbPTxFA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Anaerobic_organism&usg=ALkJrhjnuplAd8_-ml9OLvlOIOWGYEKS3Q
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Gram_negative&usg=ALkJrhhtXwI8kZ9chCloyqxkVe2anjJ8Zw
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εξωνοσοκομειακούς ασθενείς, το 12% στις περιπτώσεις που απαιτούν νοσηλεία και το 40% στις 

περιπτώσεις που απαιτούν νοσηλεία σε ΜΕΘ.
74

  

Οι ορότυποι του μικροβίου που επικρατούν στις μη διεισδυτικές λοιμώξεις είναι αυτοί που 

επικρατούν και στις διεισδυτικές λοιμώξεις, στη προ και μετά της έναρξης του εμβολιασμού 

εποχή. 

 

 

11. Πρόληψη της νόσου - Εμβολιασμός κατά του πνευμονιοκόκκου 

Τα εμβόλια που χρησιμοποιούνται για την πρόληψη της πνευμονιοκοκκικής νόσου είναι το 

πολυσακχαριτιδικό, το οποίο χρησιμοποιείται στους ενήλικες, και τα νεότερα συζευγμένα εμβόλια, 

τα οποία παρουσιάζουν καλύτερη ανοσογονικότητα σε παιδιά και για το λόγο αυτό έχουν ένδειξη 

για χρήση σε παιδιά κάτω των 2 ετών. 

Το πολυσακχαριτιδικό εμβόλιο του πνευμονιοκόκκου χρησιμοποιείται από το 1983 και 

ενδείκνυται σε ενήλικες με αυξημένο κίνδυνο σοβαρής διηθητικής νόσου, όπως άτομα άνω των 65 

ετών και άτομα με χρόνιες παθήσεις. Τα υποκείμενα νοσήματα για τα οποία ενδείκνυται ο 

εμβολιασμός με το 23-δύναμο πολυσακχαριτιδικό εμβόλιο διακρίνονται ανάλογα με την ομάδα 

κινδύνου και είναι
75

: 

Για τα Ανοσοεπαρκή άτομα, η Χρόνια καρδιακή νόσος (πλην υπέρτασης), η Χρόνια 

πνευμονική νόσος (συμπεριλαμβανομένου του άσθματος), ο Σακχαρώδης διαβήτης, η 

Διαρροή εγκεφαλονωτιαίου υγρού, τα Κοχλιακά εμφυτεύματα, ο Αλκοολισμός, η Χρόνια 

ηπατική νόσος και το Κάπνισμα. 

Για τα Άτομα με ασπληνία, η Δρεπανοκυτταρική νόσος και άλλες αιμοσφαιρινοπάθειες, η 

Συγγενής ή επίκτητη ασπληνία, η Σπληνική δυσλειτουργία ή Σπληνεκτομή. 

Για τα Ανοσοκατεσταλμένα άτομα, οι Συγγενείς ή Επίκτητες Ανοσοανεπάρκειες, η Λοίμωξη 

από τον ιό HIV, η Χρόνια νεφρική ανεπάρκεια, το Νεφρωσικό σύνδρομο, οι Λευχαιμίες, τα 

Λεμφώματα, η Νόσος Hodgkin, η Γενικευμένη κακοήθεια, τα Νοσήματα που απαιτούν 

θεραπεία με ανοσοκατασταλτικά φάρμακα, κορτικοειδή ή ακτινοβολίες, η Μεταμόσχευση 

οργάνων και το Πολλαπλό μυέλωμα.  

Το 23δύναμο πολυσακχαριδικό εμβόλιο (PPSV-23) περιλαμβάνει τους ορότυπους 1, 2, 3, 4, 5, 

6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F και 33F και έχει 

ένδειξη να γίνεται επιπλέον του συζευγμένου και τουλάχιστον 2 μήνες μετά την τελευταία δόση 

αυτού, σε παιδιά κάτω των 2 ετών που ανήκουν σε ομάδες με αυξημένο κίνδυνο νόσησης από 

σοβαρές πνευμονιοκοκκικές λοιμώξεις. Μια αναμνηστική δόση PPSV-23 συνιστάται να γίνεται 5 

χρόνια μετά την πρώτη δόση στα άτομα αυτά. 

Το κύριο μειονέκτημα των πολυσακχαριδικών εμβολίων είναι η έλλειψη 

αποτελεσματικότητας σε ηλικίες κάτω των δύο ετών. O κίνδυνος νόσησης είναι μεγάλος και 

οφείλεται στο γεγονός ότι η ανοσιακή απάντηση των εμβολίων δε διεγείρει τα Τ-λεμφοκύτταρα. 
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Τα πολυσακχαριδικά εμβόλια δεν είναι ανοσογόνα σε βρέφη, δε μειώνουν τη φορεία, και δεν 

παράγουν ανοσολογική μνήμη. 

 

Το πρώτο συζευγμένο πνευμονιοκοκκικό εμβόλιο, το οποίο άρχισε να εφαρμόζεται το 2000 

στις ΗΠΑ, ήταν το επταδύναμο, το οποίο περιείχε 7 όλιγο- και πολυ-σακχαρίτες του ελύτρου του 

πνευμονιόκκοκου των ορότυπων 4, 6Β, 9V, 14, 18C, 19F, 23F που είχαν συζευχθεί με μία μη 

τοξική μορφή της διφθεριτικής πρωτεΐνης CRM197. Οι ορότυποι αυτοί κάλυπταν πάνω από το 

73% των ορότυπων που ήταν υπεύθυνοι για τις διεισδυτικές πνευμονιοκοκκικές λοιμώξεις στην 

Ελλάδα. Έχει αποδειχθεί αποτελεσματικό για την πρόληψη της διεισδυτικής πνευμονιοκοκκικής 

νόσου της παιδικής ηλικίας στις ΗΠΑ, στον Καναδά και στην Ωκεανία. Ωστόσο, τα δεδομένα 

δείχνουν ότι η κάλυψη που προσφέρει μειώνεται σε 48-74% σε χώρες της Ευρώπης, της Αφρικής, 

της Λατινικής Αμερικής και σε ορισμένες χώρες της Ασίας. 

Το συζευγμένο 7-δύναμο εμβόλιο παρουσιάζει καλύτερη ανοσογονικότητα σε παιδιά 

μικρότερα των 2 ετών. Στην Ελλάδα, εντάχθηκε στο Εθνικό Πρόγραμμα Εμβολιασμών τον 

Ιανουάριο του 2006. Χορηγείται σε 4 δόσεις, στις ηλικίες 2, 4, 6 μηνών, με επαναληπτική δόση το 

12-15
ο
 μήνα. Το εμβόλιο αυτό μπορεί να χρησιμοποιηθεί και σε ενήλικες, στους οποίους είναι 

εξίσου αποτελεσματικό με το πολυσακχαριτιδικό εμβόλιο, δεν έχει όμως αποδειχθεί ότι υπερέχει 

και για το λόγο αυτό προτείνεται ακόμη η χρήση του 23-δύναμου εμβολίου στους ενήλικες. 

Όμως η μεταβολή στην επιδημιολογία είχε ως αποτέλεσμα την αύξηση άλλων οροτύπων που 

δεν περιλαμβάνονται στο επταδύναμο εμβόλιο. Το γεγονός της αντικατάστασης (replacement) 

οδήγησε στην ανάγκη παρασκευής και νέων εμβολίων 2ης γενεάς. Το επόμενο εμβόλιο που κυ-

κλοφόρησε ήταν το 10-δύναμο συζευγμένο εμβόλιο πνευμονιοκόκκου και του μη τυποποιήσιμου 

αιμόφιλου της ινφλουέντσας (NTHi), το οποίο εντάχθηκε στο ΕΠΕ το 2009, και περιελάμβανε 

επιπλέον του 7δύναμου τους ορότυπους 1, 5 και 7F. Η καινοτομία του 10-δύναμου είναι η σύζευξη 

των πολυσακχαριτών με την πρωτεΐνη του μη τυποποιήσιμου αιμόφιλου της ινφλουένζας (NTHi), 

που ως ενεργό αντιγόνο μπορεί να προκαλέσει την παραγωγή αντισωμάτων έναντι του NTHi. Τα 

μη τυποποιήσιμα στελέχη του ΝΤΗi προκαλούν λοιμώξεις του ανώτερου αναπνευστικού, όπως 

(οξεία μέση ωτίτις, παραρρινοκολπίτις) και εξάρσεις χρόνιας πνευμονοπάθειας. 

Τον Ιούνιο του 2010 εγκρίθηκε η χρήση του 13-δύναμου συζευγμένου εμβολίου σε παιδιά 

στις ΗΠΑ. Περιέχει τους οροτύπους 1, 3, 4, 5, 6Α, 6Β, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F και 23F του S. 

pneumoniae.  Iδιαίτερη σημασία έχει ο ορότυπος 19Α που εμφανίζει αύξηση και στη χώρα μας τα 

τελευταία χρόνια
252

, προκαλεί διεισδυτική νόσο και είναι ανθεκτικός στην πενικιλλίνη.  

Πολυκεντρική μελέτη που διεξήχθη στη χώρα μας έδειξε ότι ο ορότυπος 19Α είναι το 

συχνότερο αίτιο διεισδυτικής νόσου από πνευμονιόκοκκο και οξείας μέσης ωτίτιδας, σε παιδιά 

κάτω των 5 ετών στη χώρα μας, ενώ είναι συχνά πολυανθεκτικός σε θεραπείες πρώτης γραμμής
253

. 

Μέσα σε μικρό χρονικό διάστημα από τη χρήση του PCV-13 τα στοιχεία για την 

αποτελεσματικότητά του είναι ενθαρρυντικά. Στις ΗΠΑ στοιχεία από 8 μεγάλα νοσοκομεία 
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υποδεικνύουν μια μείωση 36% των περιστατικών διεισδυτικών λοιμώξεων σε παιδιά, ένα χρόνο 

μετά την εισαγωγή του εμβολίου με αντίστοιχη μείωση κατά 45% των περιπτώσεων από τον 

ορότυπο 19Α
254

. Σημαντική μείωση των δηλωθέντων περιστατικών διεισδυτικής νόσου από τους 6 

επιπρόσθετους ορότυπους του εμβολίου καταγράφηκε επίσης από το Health Protection Agency της 

Μεγάλης Βρετανίας στα παιδιά κάτω των 2 ετών και ειδικά από τους ορότυπους 19Α και 7F
255,256

. 

Στη Γερμανία τρία χρόνια μετά την ένταξη των συζευγμένων εμβολίων 2ης γενιάς καταγράφονται 

λιγότερα περιστατικά διεισδυτικής νόσου από τους ορότυπους 1, 3, 7F και 19A σε παιδιά κάτω 

των 2 ετών
257

. Στη χώρα μας, μέσα στο πρώτο χρόνο κυκλοφορίας του PCV-13 καταγράφηκε 

μείωση 23,3% των περιστατικών πνευμονιοκοκκικής μηνιγγίτιδας σε παιδιά κάτω των 5 ετών
258

 

και σύμφωνα με τα εγχώρια επιδημιολογικά δεδομένα, το 13-δύναμο εμβόλιο φαίνεται να καλύπτει 

το 89,7% των στελεχών του πνευμονιοκόκκου που προκαλούν διεισδυτική νόσο. Το 13-δύναμο 

εμβόλιο έχει αντικαταστήσει πλέον το 7-δύναμο πνευμονιοκοκκικό και η σύσταση εφαρμογής του 

επεκτείνεται και σε ενήλικες με αυξημένο κίνδυνο νόσησης.  

Το εμβόλιο πήρε έγκριση το Δεκέμβριο του 2011 για χρήση σε ενήλικες άνω των 50 ετών. Το 

ACIP (Advisory Committee on Immunization Practices) δεν έχει ακόμα εκδώσει συστάσεις για 

χρήση του PCV13 σε όλους τους ενήλικες ηλικίας ≥ 50 ετών. Οι κατευθυντήριες οδηγίες για τη 

χρήση του εμβολίου σε όλες τις ομάδες ενηλίκων ηλικίας ≥ 50 ετών βρίσκονται ακόμα σε 

εκκρεμότητα και μελέτες βρίσκονται σε εξέλιξη. Τον Ιούνιο του 2012, το ACIP συνέστησε τη 

χρήση του PCV13 σε ενήλικες με ανοσοκαταστολή ηλικίας ≥ 19 ετών, με λειτουργική ή ανατομική 

ασπληνία, σε άτομα με διαφυγή εγκεφαλονωτιαίου υγρού, ή άτομα που φέρουν εμφυτεύματα του 

κοχλία. Η επιτυχία της συλλογικής ανοσίας (αγέλης) στον γενικό πληθυσμό των ενηλίκων με την 

διάθεση του PCV7 για παιδιά, δεν παρατηρήθηκε και μεταξύ των ανοσοκατεσταλμένων ασθενών. 

Επειδή η πιθανότητα λοίμωξης από πνευμονιόκοκκο μεταξύ ανοσοκατεσταλμένων ενηλίκων 

παραμένει σε υψηλό ποσοστό και η χρήση του 13δύναμου εμβολίου σε παιδιά δεν φαίνεται να 

εξαλείφει έμμεσα τους οροτύπους του PCV13 από ανοσοκατεσταλμένους ενήλικες, το ACIP 

κατέληξε οτι το PCV13 θα πρέπει να συστήνεται για τη συγκεκριμένη ομάδα ενηλίκων. Εντούτοις, 

το PCV13 από μόνο του ίσως να μην προσφέρει επαρκή κάλυψη για νοσογόνους ορότυπους του 

πνευμονιοκόκκου και ως εκ τούτου το ACIP κατέληξε οτι και τα δύο εμβόλια, το PCV13 και το 

ΡΡSV23, θα πρέπει να συνιστώνται σε ενήλικες που ανήκουν στις προαναφερθείσες κατηγορίες 

υψηλού κινδύνου. 

 

 

11.α. Επίδραση στην επίπτωση της νόσου 

Μετά την ένταξη του 7-δύναμου πνευμονιοκοκκικού εμβολίου στο πρόγραμμα εμβολιασμών 

των ΗΠΑ, παρατηρήθηκε μείωση κατά 98% της διεισδυτικής πνευμονιοκοκκικής νόσου από 

ορότυπους του εμβολίου σε βρέφη και νήπια μικρότερα των 5 ετών , σε σύγκριση με την περίοδο 
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πριν την εφαρμογή του εμβολιασμού. Επιπλέον, μειώθηκε κατά 55% και η εμφάνιση νόσου σε 

ενήλικες άνω των 50 ετών που δεν είχαν εμβολιαστεί.
76-79

 

Είναι σημαντικό να αναφερθεί η σημαντική μείωση της εμφάνισης των διεισδυτικών 

πνευμονιοκοκκικών λοιμώξεων από τους ορότυπους του εμβολίου που διαπιστώθηκε σε πολλά 

ευρωπαϊκά κράτη, όπως μείωση κατά 39% στις πνευμονιοκοκκικές μηνιγγίτιδες και 29% στις 

βακτηριαιμίες σε παιδιά κάτω των 2 ετών στη Γαλλία
242

, μείωση κατά 50% της διεισδυτικής 

πνευμονιοκοκκικής νόσου σε παιδιά κάτω των 2 ετών στη Γερμανία
243

 και κατά 40% στην 

Ισπανία
244

 ,κατά 95% ελάττωση των διεισδυτικών λοιμώξεων από ορότυπους του PCV-7 σε παιδιά 

κάτω των 5 ετών στην Νορβηγία
245

, κατά 89% σε παιδιά <2 ετών στη Δανία
246 

 και κατά 98% στην 

ίδια ηλικιακή ομάδα στην Αγγλία και Ουαλία. Στις ΗΠΑ η μείωση των διεισδυτικών λοιμώξεων 

από τους 7 ορότυπους του εμβολίου σε παιδιά κάτω των 5 ετών έφθασε το 100% το 2007, που 

αντιπροσώπευε μια συνολική μείωση κατά 76% των συνολικών περιστατικών της νόσου
226

. 

Αντίστοιχα για τους ενήλικες άνω των 65 ετών, στα πλαίσια της συλλογικής ανοσίας, η μείωση 

των διεισδυτικών πνευμονιοκοκκικών λοιμώξεων από τους ορότυπους του PCV-7 έφθασε το 92% 

και το 37% συνολικά για όλα τα περιστατικά της νόσου
226

. Σημαντικά ήταν τα οφέλη και στις μη 

διεισδυτικές λοιμώξεις, αφού για παράδειγμα καταγράφηκε μείωση 22% στο συνολικό αριθμό 

νοσηλειών παιδιών κάτω του 1 έτους με CAP στις  ΗΠΑ
248

,  μείωση κατά 70,5% των νοσηλειών 

πνευμονιοκοκκικής πνευμονίας στην Ιταλία
249

 και κατά 48% των περιστατικών οξείας μέσης 

ωτίτιδας με ωτόρροια στη χώρα μας
250

. Επίσης, παρατηρήθηκε μια σημαντική ελάττωση που 

επέφερε η χρήση του εμβολίου, στη ρινοφαρυγγική φορεία των ορότυπων του εμβολίου, που σε 

πρόσφατη μελέτη από την Ολλανδία ανέρχεται σε 92% σε παιδιά 24 μηνών και 94% στους γονείς 

τους
251

. 

Σύμφωνα με την Πανελλήνια μελέτη επίπτωσης των οροτύπων του πνευμονιοκόκκου, το 

επταδύναμο συζευγμένο εμβόλιο εκτιμήθηκε ότι προσφέρει προστασία έναντι 71,7% των 

παιδιατρικών στελεχών από φορεία και έναντι του 51,3% των κλινικών στελεχών ενηλίκων. 

Έτσι, η χορήγηση του επταδύναμου εμβολίου μείωσε σημαντικά τη νόσηση από τους 

οροτύπους που περιλαμβάνει. Συγκεκριμένα, μείωσε την επίπτωση της διεισδυτικής νόσου 

(μηνιγγίτιδα, σηψαιμία), την επίπτωση της πνευμονίας και της ωτίτιδας, όπως και την αντοχή 

στελεχών πνευμονιοκόκκου ανθεκτικών στην πενικιλλίνη. 

Η αύξηση των περιστατικών από ορότυπους που δεν περιλαμβάνονται στο εμβόλιο είναι 

υπαρκτή, με κύριο παράδειγμα τον ανθεκτικό ορότυπο 19Α, δεν μπορεί όμως να επισκιάσει την 

πολύ σημαντικότερη μείωση της διεισδυτικής νόσου από τους οροτύπους του εμβολίου. 

Τα πρώτα αποτελέσματα από την πρόσφατη εφαρμογή του 13-δύναμου συζευγμένου 

εμβολίου έχουν ήδη παρουσιαστεί. Το 2011, την πρώτη χρονιά εφαρμογής του εμβολίου στις 

ΗΠΑ, παρατηρήθηκε ελάττωση της φορείας των οροτύπων που περιλαμβάνονται στο νέο εμβόλιο 

(1,3,5,6A, 7F, 9A) σε παιδιά κάτω των 12 μηνών, από 7.3/100 σε 1.3/100. Αντίθετα, δεν 

παρατηρήθηκε το ίδιο φαινόμενο στις ηλικίες 12-59 μηνών.
80

 Σε μία άλλη μελέτη από τις ΗΠΑ 
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(Massachusetts), η επίπτωση της διεισδυτικής πνευμονιοκοκκικής νόσου ελαττώθηκε από 

20.2/100000 σε 14/100000 παιδιά κάτω των 5 ετών, αν και το ποσοστό των περιστατικών που 

προκλήθηκαν από οροτύπους του PCV13 δεν ελαττώθηκε σημαντικά (από 66.7% σε 59.2%).
81

 

Επιπλέον, δεδομένα από μια άλλη περιοχή των ΗΠΑ (Αλάσκα) έδειξαν σημαντική ελάττωση των 

περιστατικών διεισδυτικής νόσου από οροτύπους του εμβολίου (από 38.2/100000 σε 6.9/100000) 

αλλά και μία ελάττωση (μη στατιστικά σημαντική) των περιπτώσεων που οφείλονται σε 

ορότυπους που δεν περιλαβάνονταν στο εμβόλιο (από 18.2/100000 σε 8.6/100000).
82

   

 

 

11.β. Επίδραση στην επιδημιολογία της αντοχής 

Μελέτες έχουν δείξει ότι ο εμβολιασμός με το επταδύναμο συζευγμένο εμβόλιο του 

πνευμονιόκοκκου (PCV7) έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση του ρινοφαρυγγικού αποικισμού από 

ανθεκτικά στην πενικιλλίνη στελέχη Streptococcus pneumoniae, την ελάττωση επίπτωσης των 

οροτύπων που περιέχονται στο εμβόλιο και την αντικατάστασή τους από ορότυπους που δεν 

περιλαμβάνονται σε αυτό, όπως οι 1, 5, 6A και κυρίως ο 19A
83-87

.
 

Το εμβόλιο του πνευμονιόκοκκου μπορεί να ελαττώσει τα ποσοστά αντοχής σε εμβολιασμένα 

αλλά και σε ανεμβολίαστα άτομα, εμποδίζοντας τη μεταφορά ανθεκτικών στα αντιβιοτικά 

οροτύπων, προστατεύοντας τους εμβολιασμένους πληθυσμούς και αποτρέποντας την εξάπλωση 

της νόσου σε άλλους. Επιπλέον, η μείωση της χρήσης αντιβιοτικών που καθίσταται δυνατή 

εξαιτίας της συνολικής ελάττωσης των κρουσμάτων διεισδυτικής πνευμονιοκοκκικής νόσου σε 

όλες τις ηλικίες, οδηγεί και σε συνολική ελάττωση της αντοχής.  

Ωστόσο, ένα επακόλουθο της μείωσης της επίπτωσης των οροτύπων που περιέχονται στο 

εμβόλιο είναι η αύξηση των περιστατικών που οφείλονται σε ορότυπους που δεν περιλαμβάνονται 

στο PCV7. Ο αντίκτυπος της αντικατάστασης των ορότυπων που προκαλείται από τον εμβολιασμό 

δεν είναι πλήρως κατανοητός. Οι Pelton et al. μελέτησαν δύο κοινότητες λίγο μετά την εισαγωγή 

του προγράμματος εμβολιασμού με το επταδύναμο συζευγμένο εμβόλιο PCV7 και διαπίστωσαν 

ότι ενώ ο αποικισμός με τους ορότυπους του εμβολίου μειώθηκε από 22% σε 2% από το 2000 έως 

το 2003, ο επιπολασμός των οροτύπων που δεν περιλαμβάνονται στο εμβόλιο αυξήθηκε από 7% 

έως 16%.
88

 Αν και ο αποικισμός από ανθεκτικό στην πενικιλλίνη S. pneumoniae αρχικά μειώθηκε, 

τα στελέχη με ενδιάμεση ευαισθησία στην πενικιλλίνη αυξήθηκαν στα 2 έτη μετά την εφαρμογή 

του εμβολιασμού. Η μεταβολή αυτή κατά κύριο λόγο εξηγείται από την αύξηση του ορότυπου 19Α 

ο οποίος χαρακτηρίζεται από ενδιάμεση ευαισθησία στην πενικιλλίνη. Ο ορότυπος 19Α είναι ο 

κύριος ορότυπος που δεν περιλαμβάνεται στο εμβόλιο και κυριαρχεί σε παγκόσμιο επίπεδο, είναι 

κλινικά σημαντικός, και ιδιαίτερα πολυανθεκτικός. Μια μελέτη από τους Hicks et al. επιβεβαίωσε 

τον ορότυπο 19Α ως το κυρίαρχο μετά την εφαρμογή του PCV7 αίτιο διεισδυτικής 

πνευμονιοκοκκικής νόσου σε παιδιά και ηλικιωμένους.
89

 Επιπλέον, η αύξηση της διεισδυτικής 

πνευμονιοκοκκικής νόσου από τον ανθεκτικό ορότυπο 19Α μπορεί επίσης να εμφανιστεί και χωρίς 
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την εφαρμογή του εμβολιασμού. Συγκεκριμένα, μελέτες δείχνουν αυξηση του οροτύπου αυτού σε 

περιοχές που χαρακτηρίζονται από εκτεταμένη χρήση αντιβιοτικών, υπογραμμίζοντας τη σημασία 

των στρατηγικών για τον περιορισμό της χρήσης αντιβιοτικών. 

Μετά την εφαρμογή του εμβολιασμού με το PCV7, το ποσοστό των ανθεκτικών στελεχών 

οροτύπου 15 και 19Α αυξήθηκε. Στην Κορέα, αυξήσεις στην επίπτωση των οροτύπων 6Α και 19Α 

παρατηρήθηκαν ακόμη και πριν την εφαρμογή του εμβολίου. Στην Ταϊβάν, μετά την εφαρμογή του 

εμβολιασμού, παρατηρήθηκε το 2007 αύξηση των περιστατικών από στελέχη οροτύπου 19Α με 

μεγάλη λοιμογονικότητα. 

Στην Εικόνα 11 παρουσιάζονται τα ποσοστά των διαφόρων οροτύπων σύμφωνα με τα 

στοιχεία του CDC πριν και μετά την εφαρμογή του εμβολίου, δηλαδή τις περιόδους 1998-1999 και 

2008.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 11. Ποσοστά οροτύπων διεισδυτικής πνευμονιοκοκκικής νόσου προ και μετά την 

εφαρμογή του 7-δύναμου συζευγμένου εμβολίου (στοιχεία CDC). 
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Σε μια μελέτη από 41 νοσοκομεία των ΗΠΑ, τα στελέχη ανθεκτικά στην πενικιλλίνη 

(MIC>=2) ελαττώθηκαν από 21,5% το 1999-2000 σε 14,6% το 2004-2005, ενώ η αντοχή στην 

ερυθρομυκίνη δεν άλλαξε (25,7% και 29,1% αντίστοιχα). Επιπλέον, τα ποσοστά των διαφόρων 

οροτύπων άλλαξαν μεταξύ των δύο περιόδων. Η επίπτωση του 19A αυξήθηκε από 1,5% σε 35,4% 

και του οροτύπου 35Β αυξήθηκε από 1,2% σε 12,5%, ενώ η επίπτωση των οροτύπων που 

περιέχονται στο εμβόλιο PCV7 ελαττώθηκε (όπως των 23F, 9V, 6B και 14). Η πλειοψηφία των 

ανθεκτικών στην πενικιλλίνη στελεχών ανήκε σε 2 κλώνους, τον Taiwan19F-14 και τον Utah19F-

24.
90

 Επιπλέον, μία μελέτη από τον Καναδά στελεχών από διεισδυτικές λοιμώξεις σε παιδιά 

ηλικίας 2-4 ετών διαπίστωσε ελάττωση στα ανθεκτικά στελέχη μεταξύ 2000-2006.
91

 Αυτή η 

ελάττωση οφείλεται σε περιορισμό των στελεχών που περιλαμβάνονται στο PCV7. Επίσης, στην 

Ισπανία, παρατηρήθηκε ότι η αντοχή, όπως και το ποσοστό των PCV7 στελεχών, αυξήθηκαν τις 

δεκαετίες 1980 και 1990, ενώ στη συνέχεια ελαττώθηκαν τη δεκαετία του 2000, προφανώς ως 

συνέπεια της χορήγησης του εμβολίου. Από μια άλλη μελέτη από την Ισπανία, το ποσοστό των 

πενυμονιοκόκκων με ελαττωμένη ευαισθησία στην πενικιλλίνη ελαττώθηκε από 39,5% το 2002-

2004 σε 18,2% το 2005-2007.
92

 Αντίθετα, στη Φινλανδία, παρατηρήθηκε αύξηση της αντοχής στην 

πενικιλλίνη (από 8% σε 16%) και στην ερυθρομυκίνη (από 16% σε 28%) μεταξύ 2002 και 2006 

σαν αποτέλεσμα της επικράτησης διαφόρων διεθνών κλώνων.
93

  

 

 

 

12. Συμβατική Διάγνωση του πνευμονιοκόκκου 

12.α. Καλλιέργεια 

Η καλλιέργεια για την ανεύρεση πνευμονιοκόκκου διενεργείται συνήθως σε πτύελα, αλλά και 

πύο ωτίτιδας, πύο αποστημάτων, θωρακικού εμπυήματος, διάφορα εξιδρώματα, ρινικό επίχρισμα, 

εγκεφαλονωτιαίο υγρό και φλεβικό αίμα. Το θρεπτικό υλικό εκλογής είναι το αιματούχο άγαρ σε 

δύο τρυβλία, ενώ χρησιμοποιείται και σοκολατόχρωμο άγαρ ταυτόχρονα ή σε ανακαλλιέργειες. 

Όταν πρόκειται για πτύελα, είναι σημαντικό να τηρηθεί η τεχνική της σωστής συλλογής δείγματος, 

η ρευστοποίηση με Ν-ακέτυλο-L-κυστεϊνη 2%. Η καλλιέργεια γίνεται σε 2  τρυβλία με αιματούχο 

άγαρ (το ένα επωάζεται σε αναερόβιες συνθήκες και το άλλο σε συνθήκες 5% CO2), ενώ επιπλέον 

χρησιμοποιούνται σοκολατόχρωμο άγαρ, άγαρ McConkey,  Sabouraud και θειογλυκολικός ζωμός, 

με επώαση στους 37
0 
C. Όσων αφορά στα υπόλοιπα δείγματα, η διαδικασία της καλλιέργειας  είναι 

η ίδια με την προαναφερόμενη. Για το αίμα διενεργείται αιμοκαλλιέργεια, η οποία στο 25% 

περίπου των ασθενών μπορεί να αποδειχθεί θετική. Στη συνέχεια, τα τρυβλία επωάζονται για 24 

ώρες σε αερόβιες και αναερόβιες συνθήκες και μετά το πέρας της επώασης, αναζητούνται οι 

χαρακτηριστικές αποικίες του πνευμονιοκόκκου. Αν ανιχνευθούν, γίνεται από αυτές χρώση Gram 

και εφ’ όσον πρόκειται για  Gram-θετικούς διπλόκοκκους, γίνεται ανακαλλιέργεια για απομόνωση 
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σε σοκολατόχρωμο και αιματούχο άγαρ. Από αυτές τις ανακαλλιέργειες, θα γίνουν και οι δοκιμές 

ταυτοποίησης του μικροβίου. 

Επίσης, σε δείγματα πτυέλων με άφθονη μικροβιακή χλωρίδα, προκειμένου αναγνωρισθεί το 

μικρόβιο,  είναι δυνατόν να γίνει χρώση ελύτρου με αλκοολικό διάλυμα φουξίνης 2%. Οι 

πνευμονιόκοκκοι φαίνονται βαθυκόκκινοι και περιβάλλονται από μία ρόδινη άλω, που αποτελεί το 

έλυτρό τους. Η χρώση αυτή μπορεί να γίνει και σε άλλα δείγματα εκτός των πτυέλων. 

 

12.β. Ανίχνευση αντιγόνου πνευμονιοκόκκου 

Η πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδος είναι η ανίχνευση αντιγόνου στα ούρα. Η ταχεία 

δοκιμασία ανοσοχρωματογραφίας που ανιχνεύει το αντιγόνο πολυσακχαρίτη ομάδος C του 

κυτταρικού τοιχώματος το οποίο είναι κοινό για όλα τα στελέχη πνευμονιοκόκκου έχει αποδείξει 

τη χρησιμότητά του στην κλινική πράξη για τη διάγνωση της πνευμονίας σε ενήλικες. Η 

ευαισθησία και η ειδικότητα της μεθόδου στη διάγνωση της πνευμονίας της κοινότητας είναι 77-

88% και 67-100% αντίστοιχα. Εν τούτοις, σε όλες τις μελέτες, ένα ποσοστό ασθενών με θετική 

αιμοκαλλιέργεια ή καλλιέργεια πτυέλων είχαν αρνητική δοκιμασία αντιγόνου. Επίσης, η δοκιμασία 

μπορεί να παραμένει θετική για εβδομάδες μετά τη νόσο, ενώ μπορεί να υπάρχουν και 

διασταυρούμενες αντιδράσεις με άλλα είδη στρεπτοκόκκου. Τέλος, η ειδικότητά της σε παιδιά 

είναι περιορισμένη, εφόσον μπορεί να είναι θετική και σε φορεία πνευμονιοκόκκου σε αυτόν τον 

πλυθησμό. Για τους λόγους αυτούς, η δοκιμασία πρέπει να χρησιμοποιείται σε συνδυασμό με 

άλλες διαγνωστικές μεθόδους. 

Αν και η χρήση της δοκιμασίας αντιγόνου έχει καθιερωθεί σε δείγματα ούρων, μελέτες  έχουν 

δείξει ότι μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε πλευριτικό υγρό, βρογχοκυψελιδικό έπλυμα και σε 

θρεπτικά υλικά αιμοκαλλιεργειών σε ενήλικες και παιδιά με πνευμονία της κοινότητας. Επομένως, 

ειδικά στα παιδιά, η χρήση της δοκιμασίας αντιγόνου από στείρα βιολογικά υλικά μπορεί 

αποτελέσει μια εναλλακτική επιλογή. 

 

 

13. Μοριακή γενετική του πνευμονιοκόκκου 

 

13.α. Μοριακή διάγνωση της πνευμονιοκοκκικής νόσου 

Η συμβατική διάγνωση της πνευμονιοκοκκικής νόσου παρουσιάζει δυσκολίες, εξαιτίας της 

τάσης του πνευμονιοκόκκου να αυτολύεται όταν φτάσει σε στατική φάση ανάπτυξης σε 

καλλιέργεια, εξαιτίας του σχετικά μικρού ποσοστού θετικών αιμοκαλλιεργειών σε διηθητική 

πνευμονιοκοκκική νόσο, της ελάττωσης της ευαισθησίας των καλλιεργειών όταν έχει προηγηθεί 

λήψη αντιμικροβιακών και της δυσκολίας στη λήψη δειγμάτων από το κατώτερο αναπνευστικό 

στην περίπτωση της πνευμονίας.
94

 Οι λόγοι αυτοί επιβεβαιώνουν τη χρησιμότητα των μοριακών 

μεθόδων στη διάγνωση της πνευμονιοκοκκικής νόσου. 



52 

 

Όσον αφορά στην οξεία βακτηριακή μηνιγγίτιδα από στελέχη S. pneumoniae, η ταχεία 

εξέλιξη των συμπτωμάτων και η απαίτηση άμεσης θεραπείας οδήγησαν στην αναγκαιότητα 

εφαρμογής μοριακών τεχνικών για ακριβή και ταχεία διάγνωση, δίδοντας σημαντικές πληροφορίες 

για τη διαχείριση και τον έλεγχο της νόσου. Οι τεχνικές αυτές πλεονεκτούν ως προς την ταχύτητα, 

την ακρίβεια και την υψηλή ευαισθησία. 

Με τη χρήση της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, 

PCR) η ανίχνευση και ταυτοποίηση του λοιμογόνου παράγοντα μπορεί να επιτευχθεί σε σύντομο 

χρονικό διάστημα, ενώ η τεχνική επηρεάζεται λιγότερο -σε σχέση με τις συμβατικές τεχνικές- από 

τη χορήγηση αντιμικροβιακής αγωγής, πριν την εισαγωγή του ασθενούς στο νοσοκομείο. 

Η μοριακή ανίχνευση του πνευμονιοκόκκου γίνεται με τη χρήση της αλυσιδωτής  αντίδρασης 

της πολυμεράσης - PCR. Η αρχή της PCR έγκειται στον πολλαπλασιασμό τμημάτων DNA με 

εκθετική μορφή και στην συνέχεια στην οπτικοποίηση του αποτελέσματος με διάφορες τεχνικές. 

Από ένα μόνο τμήμα DNA, μπορούν να προκύψουν δισεκατομμύρια αντίγραφά του μέσα μικρό 

χρονικό διάστημα με αποτέλεσμα να γίνεται ορατό με ηλεκτροφόρηση σε αγαρόζη, με την χρήση 

σημασμένων ιχνηθετών, κλπ. Η κάθε άλυσος του DNA στόχου, χρησιμεύει ως πρότυπο για τη 

σύνθεση του DNA. Σε αυτό, προστίθεται περίσσεια νουκλεοτιδίων προς ενσωμάτωση στο νέο 

μόριο DNA και η όλη αντίδραση καταλύεται από το ένζυμο DNA πολυμεράση. Επίσης στο αρχικό 

δείγμα προστίθενται μικρά τμήματα νουκλεϊκού οξέος, οι εκκινητές, ώστε να δωθεί το έναυσμα για 

την έναρξη της αντίδρασης. Οι εκκινητές είναι συμπληρωματικοί ως προς τα άκρα του τμήματος 

DNA που επιθυμούμε να ενισχύσουμε. Οι εκκινητές υβριδοποιούνται με τα προς ενίσχυση 

τμήματα και η πολυμέραση αναλαμβάνει τη σύνθεση των νέων συμπληρωματικών αλύσων.  

Ένας πλήρης κύκλος μιας PCR αντίδρασης περιλαμβάνει τρία στάδια: 

 Αποδιάταξη του DNA (denaturation) 

 Προσαρμογή των εκκινητών στο DNA εκμαγείο (annealing) 

 Επιμήκυνση των εκκινητών (extension) 

Ένας πλήρης τέτοιος κύκλος περιλαμβάνει επώαση των δειγμάτων σε τρεις διαφορετικές 

θερμοκρασίες και γίνεται αυτόματα από τους θερμοκυκλοποιητές  (thermal cyclers). Σε μια τυπική 

αντίδραση, το δίκλωνο DNA αποδιατάσσεται με θέρμανση στους 94° C για 1 λεπτό. Στη συνέχεια 

προστίθενται οι εκκινητές σε περίσσεια, τα νουκλεοτίδια και η DNA πολυμεράση. Οι εκκινητές 

συνδεόνται στο μονόκλωνο DNA και προσαρμόζονται με υβριδισμό στις συμπληρωματικές 

αλληλουχίες του DNA εκμαγείου με ψύξη του δείγματος στους 50 – 60° C για 1 λεπτό. Ακολουθεί 

επώαση στους 72° C για 1 λεπτό, για την επιμήκυνση των εκκινητών, όπου δημιουργούνται 2 

αντίγραφα του DNA στόχου. Οι διαδικασίες αυτές γίνονται σε κάθε κύκλο της αντίδρασης, με 

εκθετικό ρυθμό, οπότε απαιτούνται αρκετοί κύκλοι για να επιτευχθεί ικανοποιητικός αριθμός 

αντιγράφων. Σε κάθε κύκλο που διαρκεί περίπου πέντε λεπτά η ποσότητα του DNA διπλασιάζεται. 

Καθώς η διαδικασία επαναλαμβάνεται, οι νεοσύστατες αλύσοι με τη σειρά τους 

χρησιμοποιούνται ως εκμαγεία για τη σύνθεση DNA. Μετά από μερικούς κύκλους το επικρατές 

http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%A5%CE%B2%CF%81%CE%B9%CE%B4%CE%B9%CF%83%CE%BC%CF%8C%CF%82&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/DNA
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προϊόν είναι ένα τμήμα DNA  που το μέγεθος του αντιστοιχεί στην μεταξύ των δύο εκκινητών 

απόσταση. Στη πράξη 20 με 30 κύκλοι της αντίδρασης είναι αρκετοί για την αποτελεσματική 

ενίσχυση του προς εξέταση τμήματος DNA.  

Τα απαραίτητα αντιδραστήρια τοποθετούνται μέσα σε ειδικά σωληνάρια και έπειτα στο 

θερμοκυκλοποιητή, στο οποίο μπορούν να ρυθμιστούν οι παράμετροι που καθορίζουν την 

αντίδραση, όπως θερμοκρασίες, χρόνοι και αριθμός των κύκλων. 

Το γονίδιο-στόχος που μελετήθηκε αρχικά, είναι το γονίδιο της πνευμονολυσίνης (ply). 

Μελέτες που χρησιμοποίησαν ανίχνευση του γονιδίου για διάγνωση διηθητικής 

πνευμονιοκοκκικής νόσου κατέληξαν σε χαμηλή ευαισθησία και ειδικότητα. Προσφάτως έγινε 

γνωστό ότι το γονίδιο ply μπορεί να ανιχνευθεί και σε στρεπτοκόκκους όπως ο S. mitis και ο S. 

pseudopneumoniae.  

Πιο ειδικά γονίδια-στόχοι για μοριακή ανίχνευση είναι το γονίδιο της αυτολυσίνης (lytA), το 

pneumococcal surface adhesion gene (psaA), και το γονίδιο spn9802.
95

 Οι Carvalho et al. 

συνέκριναν 3 διαφορετικά γονίδια: τα ply, lytA και psaA και βρήκαν ότι το lytA είναι το πιο ειδικό 

με δεύτερο το psaA
96

. To γονίδιο lytA δεν ανιχνεύθηκε σε κανένα από τα 21 στελέχη 

στρεπτοκόκκου που ελέγχθηκαν.  Οι Rello et al.  χρησιμοποίησαν το γονίδιο της αυτολυσίνης και 

κατέληξαν σε καλύτερα αποτελέσματα
97

.  

Η χρησιμότητα της PCR στο αίμα, στη διάγνωση διηθητικής πνευμονιοκοκκικής νόσου έχει 

απασχολήσει αρκετούς ερευνητές. Οι αρχικές μελέτες που χρησιμοποίησαν τη πνευμονολυσίνη 

ήταν απογοητευτικές. Στη συνέχεια όμως, σε επόμενη μελέτη, φάνηκε ότι η δοκιμασία ήταν θετική 

σε 62% ενηλίκων ασθενών με επιβεβαιωμένη ή πιθανή πνευμονιοκοκκική πνευμονία, ενώ η 

αιμοκαλλιέργεια ήταν θετική μόνο στο 37%. Στη συγκεκριμένη μελέτη μάλιστα είχαν αποκλειστεί 

οι ασθενείς που είχαν λάβει αντιμικροβιακά.
97

 Σε άλλες μελέτες αποδείχθηκε η ανωτερότητα της 

PCR για το γονίδιο lytA σε σύγκριση με την καλλιέργεια αίματος και σε ασθενείς που είχαν 

προηγουμένως θεραπευθεί με αντιμικροβιακά.
98

 Η PCR έχει επίσης χρησιμοποιηθεί και σε 

δείγματα πλευριτικού υγρού από ασθενείς με παραπνευμονική συλλογή.
99

 Τα γονίδια που 

ανιχνεύθηκαν σε αυτές τις μελέτες ήταν το ply, lytA και wzg/cpsA.  

Συνήθως, εφαρμόζονται τεχνικές της πολλαπλής αντίδρασης της πολυμεράσης (multiplex 

PCR, mPCR), έτσι ώστε να είναι δυνατή η ταχεία και ταυτόχρονη ανίχνευση των κύριων αιτιών 

βακτηριακής μηνιγγίτιδας με υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα.  Όπως, μέθοδος multiplex PCR 

για την ταυτόχρονη ανίχνευση των μικροοργανισμών Neisseria meningitidis, Streptococcus 

pneumoniae, Haemophilus influenzae type b και Listeria monocytogenes. Aπό δεδομένα του 

Κέντρου Αναφοράς Μηνιγγίτιδας της Ε.Σ.Δ.Υ. αναφέρεται ότι ένα μεγάλο ποσοστό των κλινικών 

δειγμάτων από περιστατικά πνευμονικοκκικής μηνιγγίτιδας (54%) επιβεβαιώθηκε με την 

εφαρμογή της multiplex PCR σε αντίθεση με την καλλιέργεια (33,9%).
100
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13.β. Μοριακή διερεύνηση της αντοχής 

Η μοριακή διάγνωση της αντοχής έχει εφαρμοσθεί για τα γονίδια που αφορούν στην αντοχή 

στελεχών πνευμονιοκόκων σε μακρολίδες, λινκοσαμίδες και στρεπτογραμμίνες Β (MLSΒ) (γονίδια 

αντοχής mefA/E, ermB και ermTR), σε β-λακτάμες (γονίδια pbp1a, pbp2b και pbp2x), 

τετρακυκλίνες (γονίδια αντοχής tetM και tetO και φθοριοκινολόνες (γονίδια αντοχής gyrA, gyrB,  

parC και parE).
37,95,101,102

 Για τη διερεύνηση των μηχανισμών αντοχής που αφορούν στα παραπάνω 

αντιμικροβιακά, χρησιμοποιείται γενετικό υλικό από το απομονωμένο κλινικό στέλεχος (isolate) το 

οποίο με τη σειρά του απομονώνεται από κλινικά δείγματα ασθενών, όπως αναπνευστικές 

εκκρίσεις (πτύελα, βρογχικές εκκρίσεις κ.τ.λ.), ωτικό έκκριμα, ρινικό έκκριμα, αίμα και Ε.Ν.Υ με 

χρήση της τεχνικής της PCR. Στη βιβλιογραφία υπάρχουν πρωτόκολλα PCR για την ανίχνευση 

των διαφόρων γονιδίων αντοχής προς τις κατηγορίες αντιβιοτικών που αναφέρονται.
17,36-38,95,101-109

 

Η περαιτέρω διερεύνηση της αντοχής και η ανίχνευση γονιδίων αντοχής στον 

πνευμονιόκοκκο, ενέχει και την εφαρμογή της χρήσης των περιοριστικών ενζύμων μετά από την 

διαδικασία της PCR. Τα περιοριστικά ένζυμα είναι ειδική κατηγορία ενζύμων που τέμνουν το 

DNA σε συγκεκριμένα σημεία. Ανευρίσκονται σε βακτήρια, προστατεύοντας το βακτηριακό 

γονιδίωμα και υδρολύοντας (εάν χρειασθεί) το DNA των φάγων. Κεκαθαρμένες μορφές αυτών των 

ενζύμων χρησιμοποιούνται στη μοριακή βιολογία και μικροβιολογία. Τα περιοριστικά ενζυμα 

αναγνωρίζουν και πέπτουν μόνο μια συγκεκριμένη αλληλουχία νουκλεοτιδικών βάσεων του DNA 

και πάντα με τον ίδιο τρόπο. Λόγω της υψηλής ειδικότητας των ενζύμων η πλήρης πέψη του DNA, 

παρέχει μια αναπαραγώγιμη διάταξη θραυσμάτων, που διαχωρίζονται με ηλεκτροφόρηση πηκτής 

αγαρόζης ή πολυακριλαμίδης, όπως και στη συμβατική μέθοδο PCR. Μέσω αυτής της τεχνικής, 

επιτυγχάνεται η ανάλυση της λύσης χρωμοσωμικού ή πλασμιδιακού DNA κα είναι μια εύχρηση 

μέθοδος για τον καθορισμό παραλλαγών στις αλληλουχίες το DNA. 

Συγκεκριμένα, η μέθοδος που χρησιμοποιείται για τον πνευμονιόκοκκο αλλά και άλλα 

μικρόβια, περιλαμβάνει σύγκριση του αριθμού και μεγέθους των θραυσμάτων που παράγονται από 

την πέψη με ένα περιοριστικό ένζυμο ή ενδονουκλεάση (restriction enzyme) το οποίο κόβει σε 

σταθερή θέση το DNA, έχοντας περιοχή αναγνώρισης από 4 bp έως 6 bp. Οι παραλλαγές στη 

διάταξη των θραυσμάτων μετά από πέψη με περιοριστικό ένζυμο ονομάζονται “αποτύπωμα 

περιοριστικών ειδικών πολυμορφικών θέσεων βακτηριακού DNA” – Restriction Fragment Length 

Polymorfism (RFLPs) και μπορεί να δημιουργηθούν με ανακατάταξη, παρεμβολή αλληλουχιών, 

καταστροφή DNA ή αντικατάσταση βάσης στη περιοχή αναγνώρισης του  ενζύμου. 

Η επιλογή του περιοριστικού ενζύμου εξαρτάται από δύο σημαντικά κριτήρια: 1) τα 

θραύσματα πρέπει να είναι κατάλληλα για ανάλυση όσον αφορά στο μέγεθος και στη συχνότητα 

και 2) δεν πρέπει να είναι πολλά προς αποφυγή ζωνών αλληλοεπικάλυψης . Ένα τυπικό 

πρωτόκολλο  PCR-RFLP περιλαμβάνει: α) απομόνωση και καθαρισμό του DNA, β) 

πολλαπλασιασμό του υπό εξέταση τμήματος με PCR, γ) επεξεργασία του με ένα ή περισσότερα 
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περιοριστικά ένζυμα κάτω από ειδικές συνθήκες δ) διαχωρισμό των θραυσμάτων σε πηκτή 

αγαρόζης και ε) οπτικοποίηση τους μετά από χρώση με βρωμιούχο αιθίδιο. 

 

13.γ. Μοριακή τυποποίηση των στελεχών 

Όσον αφορά στη τυποποίηση στελεχών πνευμονιοκόκκου με απομόνωση του 

μικροοργανισμού απο κλινικά δείγματα, καταρχήν, έχουν αναπτυχθεί μέθοδοι πολυπλεκτικής PCR 

για τον προσδιορισμό των οροτύπων στελεχών Streptococcus pneumoniae, όπως η μέθοδος που 

προτείνεται από τους Pai et al.
110

. Στη χώρα μας (στο Κέντρο Αναφοράς Μηνιγγίτιδας) 

εφαρμόζεται η μέθοδος μοριακής τυποποίησης στελεχών με απομόνωση του μικροοργανισμού και 

η χρήση multiplex PCR για την ταυτόχρονη τυποποίηση εννιά οροτύπων του Streptococcus 

pneumoniae (1, 3, 4, 6,14, 18, 19A, 19F, 23F), όπου έξι ορότυποι εξ’ αυτών, περιλαμβάνονται στο 

επταδύναμο συζευγμένο εμβόλιο. Η μοριακή τυποποίηση ως προς τους ορότυπους για τη μετά 

εμβολίου εποχή (2005), έδειξε ότι υπάρχει αύξηση των οροτύπων 19Α, 3 και 1 που δεν 

περιλαμβάνονται στο επταδύναμο συζευγμένο εμβόλιο (Εικόνα 12). (Κέντρο Αναφοράς 

Μηνιγγίτιδας, Ε.Σ.Δ.Υ.). 

Επίσης, οι Tarrago et al. προσδιόρισαν τους οροτύπους πνευμονιοκόκκων από το πλευριτικό 

υγρό παιδιατρικών ασθενών με αρνητικές καλλιέργειες
113

. Με τη χρήση real-time PCR με ειδικά 

TaqMan MGB probes που στοχεύουν σε αλληλουχίες DNA εντός του γονιδίου του 

πολυσακχαριδικού ελύτρου, έγινε διαφοροποίηση μεταξύ των οροτύπων 1, 3, 5, 4, 6A, 6B, 7F/A, 

8, 9V/A/N/L, 14, 15B/C, 18C/B, 19A, 19F/B/C, 23F και 23A. Η ευαισθησία την μεθόδου ήταν 

μεγάλη, με ανίχνευση DNA σε 87,5% των δειγμάτων πλευριτικού υγρού (με αρνητικές 

καλλιέργειες). Οι συχνότεροι ορότυποι ήταν οι 1, 7F και 3 (34,3%, 16,4% και 11,9% αντίστοιχα). 

Οι Azzari et al. προσδιόρισαν τους ορότυπους εφαρμόζοντας multiplex PCR σε διάφορα 

κλινικά δείγματα (αίμα, ΕΝΥ, πλευριτικό υγρό) τα οποία προηγουμένως είχαν ελεγχθεί με RT-

PCR για την παρουσία γονιδίου του πνευμονιοκόκκου
114

. Χρησιμοποίησαν 31 ζεύγη εκκινητών για 

τους ορότυπους 1, 3, 4, 5, 6A/B, 7F/A, 7C/B, 8, 9V/A, 10A, 11A/D/F, 12A/B/F, 14, 15A, 15B/C, 

16F, 17F, 18A/B/C/F (δύο ζεύγη εκκινητών), 19A, 19F, 20, 22A/F, 23F, 31, 33A/F, 34, 35B, 35F 

και 38F. 
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Εικόνα 12. Επικρατέστεροι ορότυποι S. pneumoniae ως αίτια μηνιγγίτιδας κατά τις περιόδους προ 

και μετά την εφαρμογή του 7-δύναμου εμβολίου. (Κέντρο Αναφοράς Μηνιγγίτιδας - Ε.Σ.Δ.Υ.)   

 

Η τυποποίηση στελεχών πνευμονιοκόκκου επιτυγχάνεται επίσης με τη μέθοδο της 

Ηλεκτροφόρησης σε Παλλόμενο Πεδίο – Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE), κατά την οποία 

έχουμε τη δημιουργία κατατομών χρωμοσωμικών θραυσμάτων λύσεως, χωρίς την απαίτηση 

μεθόδων υβριδοποίησης με ιχνηθέτες. Χρησιμοποιούνται περιοριστικά ένζυμα που υδρολύουν το 

DNA κατά μεγάλα διαστήματα με αποτέλεσμα τη δημιουργία ευμεγέθων θραυσμάτων 

χρωμοσωμικού DNA που διαχωρίζονται με ηλεκτροφορητικές διαδικασίες. Ένα από τα 

πρωτόκολλα που προτείνεται στη βιβλιογραφία  είναι των Mc Ellistrem et al. 2000
111

. Η τεχνική 

PFGE χρησιμοποιείται κυρίως στην διερεύνηση σε τοπικό επίπεδο της κλωνικής διασποράς 

συγκεκριμένων στελεχών. 

Προκειμένου να κατανοήσουμε την πληθυσμιακή βιολογία των στελεχών πνευμονιοκόκκου 

και να απαντήσουμε σε σημαντικά θέματα που αφορούν σε αυτά, χρειάζεται ο μοριακός 

χαρακτηρισμός μεγάλου αριθμού καταλλήλων δειγμάτων από φορεία και από κλινικά δείγματα 

που να αντιπροσωπεύουν τις ποικίλλες και διαφορετικές εκδηλώσεις της πνευμονιοκοκκικής 

νόσου. Γι’ αυτό το λόγο, αναπτύχθηκε μια τεχνική που ονομάστηκε “Τυποποίηση μέσω του 

προσδιορισμού της αλληλουχίας πολλαπλών γενετικών τόπων - Multilocus Sequence Typing 

(MLST)”. Η τεχνική βασίζεται στην τυποποίηση πολλαπλών γενετικών τόπων και χαρακτηρίζει 

μικροβιακά στελέχη χρησιμοποιώντας τις αλληλουχίες DNA από θραύσματα πολλών 

αλληλόμορφων δομικών (housekeeping) γονιδίων. Χρησιμοποιούνται θραύσματα μεγέθους 

περίπου 450-500 bp από κάθε γονίδιο στα οποία προσδιορίζεται η νουκλεοτιδική αλληλουχία. Για 

κάθε δομικό γονίδιο οι διαφορετικές αλληλουχίες που υπάρχουν σε ένα βακτήριο, αποτελούν 

διακριτά αλλήλια και για κάθε απομονωθέν στέλεχος τα αλλήλια σε κάθε ένα γενετικό τόπο 

προσδιορίζουν το προφίλ αλληλίων ή τον τύπο αλληλουχιών/κλώνος (sequence type - ST).  Η 

μέθοδος MLST υπολογίζει απ’ευθείας τις παραλλαγές των DNA αλληλουχιών μέσα στο πλαίσιο 
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των δομικών γονιδίων και χαρακτηρίζει τα στελέχη με βάση το μοναδικό τους, προφίλ αλληλίων. 

Η διαδικασία του MLST περιλαμβάνει  τον πολλαπλασιασμό με PCR και τον επακόλουθο 

προσδιορισμό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας. Οι διαφορές στα νουκλεοτίδια μεταξύ στελεχών 

μπορούν να ελεγχθούν σε ποικίλλο αριθμό γονιδίων και αυτό εξαρτάται από το ποσοστό 

διακριτικής ικανότητας που αναζητείται κάθε φορά.  Όλα αυτά τα στοιχεία των εκάστοτε 

στελεχών, καταχωρούνται σε μια βάση δεδομένων και στην ανάλυσή τους γίνεται πάντα σύγκριση 

των αλληλικών προφίλ. Έτσι είναι δυνατή η επίτευξη επιδημιολογικών και φυλογενετικών 

μελετών. Ο συσχετισμός μεταξύ των στελεχών εμφανίζεται με τη μορφή δενδρογραμμάτων που 

είναι ένας απλός τρόπος παρουσίασης στελεχών με όμοια ή πολύ όμοια αλληλικά προφίλ και 

θεωρείται ότι προέρχονται από ένα κοινό πρόγονο. Στη βιβλιογραφία ένα πρωτόκολλο MLST που 

χρησιμοποιείται συχνά και αφορά στον πνευμονιόκοκκο, είναι των Enright et al. 1998
112

. 

Δεδομένου ότι η μέθοδος βασίζεται στην PCR, παρέχει τη δυνατότητα χαρακτηρισμού του 

κλώνου ή κλώνων απευθείας σε βιολογικά υλικά σε περιπτώσεις όπου η καλλιέργεια είναι 

αρνητική, με αποτέλεσμα την επιδημιολογική παρακολούθηση της εξέλιξης του μικροοργανισμού. 

Έτσι, καθίσταται δυνατή η τυποποίηση των στελεχών από κλινικά δείγματα χωρίς την απομόνωση 

του μικροοργανισμού.  

Η μοριακή τυποποίηση στελεχών με σκοπό τη φυλογενετική ταξινόμησή τους σε κλώνους και 

τη δημιουργία δενδρογραμμάτων είναι εξαιρετικής σημασίας για την ανίχνευση του τρόπου 

διασποράς του πνευμονιοκόκκου και άλλων μικροβίων μέσα στον πληθυσμό μίας χώρας, αλλά και 

πέραν αυτής σε όλο τον κόσμο, καθώς και στον προσδιορισμό των κλώνων των στελεχών που 

επικρατούν σε κάθε περιοχή, σε κάθε χώρα και σε κάθε ήπειρο και τις μεταβολές που επέρχονται 

μέσα από το πέρασμα του χρόνου και την εμφάνιση σημαντικών συμβάντων που επηρεάζουν τη 

μικροβιακή οικολογία, όπως η μετανάστευση, η αλόγιστη χρήση αντιβιοτικών, κ.τ.λ. 

Τα δενδρογράμματα είναι σχέδια στα οποία φαίνονται οι εξελικτικές σχέσεις μεταξύ 

οργανισμών και μοιάζουν με τα δένδρα και τις διακλαδώσεις τους. Κάθε σημείο συγκεκριμένου 

κλάδου ενός δενδρογράμματος καθορίζεται από συγκεκριμένο χαρακτηριστικό, κοινό στα διάφορα 

είδη που ανήκουν σε αυτόν. Τα δενδρογράμματα των μικροοργανισμών κατασκευάζονται με βάση 

τις αλληλουχίες rRNA, όπου η μικρή υπομονάδα του rRNA που χρησιμοποιείται αποτελείται από 

1500 βάσεις και οι υπολογισμοί γίνονται από ειδικό λογισμικό υπολογιστών. Τα στάδια 

κατασκευής του είναι ως εξής: 1) Καθορίζεται η αλληλουχία βάσεων στο μόριο rRNA για τον 

μικροοργανισμό και οι αλληλουχίες στοιχίζονται, 2) Υπολογίζεται το ποσοστό ομοιότητας μεταξύ 

των ειδών (των αλληλουχιών) και 3) Κατασκευάζεται το δενδρόγραμμα, όπου το μήκος των 

οριζοντίων γραμμών αντιστοιχεί στο ποσοστό ομοιότητας, κάθε σημείο διακλάδωσης, κόμβος, 

αντιστοιχεί σε πρόγονο όλων των ειδών μετά από αυτό και κάθε κόμβος χαρακτηρίζεται και από 

ένα ποσοστό ομοιότητας του  rRNA με όλα τα είδη πέραν του κόμβου. Όλα τα είδη άπω του 
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κόμβου έχουν παρόμοιες αλληλουχίες rRNA, γεγονός που υποδεικνύει ότι προήλθαν από κοινό 

πρόγονο στον κόμβο. 
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1. ΣΚΟΠΟΣ 

 

Ο σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής είναι : 

1. Η διερεύνηση της αντοχής στελεχών πνευμονιοκόκκου που απομονώθηκαν στην Ελλάδα την 

περίοδο 2001-2004 στα κυριοτέρα αντιμικροβιακά φάρμακα. 

2. Η διερεύνηση των υποκείμενων μηχανισμών αντοχής που ευθύνονται για την αντοχή. 

3. Ο συσχετισμός μεταξύ των φαινοτύπων και των γονοτύπων αντοχής και των αντίστοιχων 

οροτύπων.  
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2. ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

2.1 Συγκέντρωση στελεχών  

Η συλλογή περιλαμβάνει 1.033 στελέχη S. pneumoniae τα οποία απομονώθηκαν από δύο 

κύριες πηγές: 

1. Από λοιμώξεις σε παιδιατρικούς ασθενείς, ηλικίας έως και 14 ετών που νοσηλεύθηκαν ή 

έλαβαν θεραπεία στα τρία μεγαλύτερα νοσοκομεία της Αθήνας, το Νοσοκομείο Παίδων «Η 

Αγία Σοφία», το Νοσοκομείο Πάιδων «Π. & Α. Κυριακού» και το Νοσοκομείο Παίδων 

Πεντέλης, κατά την περίοδο 2001-2004. 

2. Από ρινοφαρυγγική φορεία σε υγιή παιδιά ηλικίας 3 έως 6 ετών που συγκεντρώθηκαν από 10 

κέντρα φύλαξης - παιδικοί σταθμοί, κατά την περίοδο Ιανουαρίου - Μαρτίου 2003. Τα 

κριτήρια απόρριψης από την μελέτη φορείας, ήταν η λήψη αντιβιοτικών μέσα στους 

προηγούμενους 3 μήνες και η παρουσία λοίμωξης αναπνευστικού ή χρόνιας νόσου. 

Για την σύγκριση των αποτελεσμάτων, έγινε ομαδοποίηση των στελεχών σε τρεις ομάδες: 

στελέχη από διεισδυτικές λοιμώξεις (ΣΔΛ), στελέχη από μη διεισδυτικές λοιμώξεις (ΣΜΔΛ) και 

στελέχη από φορεία (ΣΦ). Ως ΣΔΛ ορίσθηκε η περίπτωση εκείνη κατά την οποία το στέλεχος 

απομονώθηκε από αίμα, ΕΝΥ, αρθρικό ή άλλο βιολογικό υγρό. Ως ΣΜΔΛ ορίσθηκε η περίπτωση 

κατά την οποία το στέλεχος απομονώθηκε από ωτικές, ρινικές, οφθαλμικές εκκρίσεις, φαρυγγικά 

επιχρίσματα, πτύελα, βρογχικές εκκρίσεις, πύον μαστοειδούς απόφυσης και συνυπήρχε εικόνα 

λοίμωξης. Ως ΣΦ ορίσθηκε η περίπτωση κατά την οποία το στέλεχος απομονώθηκε από 

ρινοφαρυγγικό επίχρισμα χωρίς εικόνα λοίμωξης και στα πλαίσια ελέγχου φορείας.   

 

 

2.2 Ταυτοποίηση σε επίπεδο είδους  

Η ταυτοποίηση σε επίπεδο είδους, έγινε με την χρήση ειδικών για τον πνευμονιόκοκκο, 

βιοχημικών αντιδράσεων, όπως αναφέρθηκε προηγουμένως στο Γενικό Μέρος. 

Η αντίδραση ταυτοποίησης του πνευμονιοκόκκου πραγματοποιήθηκε με την χρήση 

δισκίων οπτοχίνης συγκέντρωσης 5μg της Oxoid Ltd. (Basingstoke, Hamshire, UK). 

Η οπτοχίνη είναι μια χημική ουσία που χρησιμοποιείται για την ταυτοποίηση του 

στρεπτόκοκκου της πνευμονίας, ο οποίος είναι ευαίσθητος στην παρουσία της και για τον 

διαχωρισμό του, από τους άλλους α-αιμολυτικούς στρεπτοκόκκους, όπως οι πρασινίζοντες 

στρεπτόκοκκοι, οι οποίοι είναι ανθεκτικοί. Τα στελέχη που είναι ευαίσθητα στην οπτοχίνη θα 

παρουσιάσουν ζώνη αναστολής γύρω από το δισκιο οπτοχίνης, ενώ τα στελέχη που είναι 

ανθεκτικά θα παρουσιάσουν μικρότερη ζώνη ή ανάπτυξη έως τα όρια του δισκίου. 

Η δοκιμασία ευαισθησίας στην οπτοκίνη πραγματοποιείται στο τρυβλίο καλλιέργειας του 

στελέχους, όπου τοποθετείται δισκίο 6 mm εμποτισμένο με οπτοχίνη (δ/μα 1:400) και μετά από 
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24ωρη επώαση παρουσία CO2 5% και στους 35
0
C, παρατηρείται ζώνη αναστολής ανάπτυξης γύρω 

από το δισκίο ≥ 14 mm, εάν πρόκειται για πνευμονιόκοκκο. Αν η ζώνη είναι < 14mm, θα πρέπει να 

γίνουν και άλλες δοκιμές. 

 

2.3 Τυποποίηση στελεχών (οροτυπία) 

Η οροτυπία των στελεχών έγινε με την χρήση της αντίδρασης οροτυπίας Neufeld - Quellung 

και με εμπορικά διαθέσιμους αντιορούς (Statens Seruminstitut, Copenhagen, Denmark). 

Η αντίδραση Quellung είναι μια βιοχημική αντίδραση, κατά την οποία ειδικά αντισώματα 

(αντιοροί) προσδένονται στην βακτηριακή κάψα μικροβίων όπως  Streptococcus 

pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, Salmonella 

spp. και  Streptococcus ομάδος Β. Η αντίδραση αυτή επιτρέπει την αναγνώριση των ειδών αυτών 

στο μικροσκόπιο. 

Συγκεκριμένα, αναμιγνύεται μια σταγόνα πυκνού εναιώρηματος κυττάρων του εκάστοτε 

μικροβίου με μια σταγόνα κυανού του μεθυλενίου και μια σταγόνα από κάθε έναν από την σειρά 

αντιορών-αντισωμάτων έναντι των διαφόρων τύπων των μικροβίων. Το διάλυμα επωάζεται σε 

κλίβανο στους 37
ο
 C για 30 λεπτά και στη συνέχεια μικροσκοπείται. Ο κάθε ένας από τους 

αντορούς, περιέχει ένα ομόλογο αντικαψιδικό αντίσωμα έναντι συγκεκριμένου καψιδικού 

αντιγόνου, που για τον πνευμονιόκοκκο είναι το αντιγόνο του ελύτρου ή ουσία SSS (Species 

Specific Substance). Ο αντιορός που αντιστοιχεί στον τύπο του πνευμονιοκόκκου σχηματίζει 

συμπλέγματα αντιγόνου - αντισώματος πάνω στο έλυτρο, το οποίο φαίνεται στην μικροσκόπηση 

σαν στεφάνη γύρω από το κύτταρο. Όταν η εξέταση είναι θετική, το έλυτρο του μικροβίου γίνεται 

αδιαφανές (θολό) και φαίνεται να μεγεθύνεται σχεδόν στο διπλάσιο. 

 

 

2.4 Έλεγχος ευαισθησίας 

Ο έλεγχος ευαισθησίας πραγματοποιήθηκε με την μέθοδο διάχυσης δισκίων κατά Kirby-

Bauer στα αντιμικροβιακά πενικιλλίνη, κεφοταξιμη, ερυθρομυκίνη, κλινδαμυκίνη, κο-

τριμοξαζόλη, τετρακυκλίνη, χλωραμφαινικόλη και ριφαμπικίνη. Χρησιμοποιήθηκαν τρυβλία 

Müeller-Hinton άγαρ, το οποίο ήταν εμπλουτισμένο με 5% ερυθρά προβάτου και η επώαση των 

τρυβλίων έγινε σε συνθήκες 5% CO2  στους 37 
0 
C για 24 ώρες. 

H ελάχιστη ανασταλτική πυκνότητα (ΕΑΠ) των αντιμικροβιακών πενικιλλίνη, κεφοταξίμη, 

οφλοξασίνη και αμοξυκιλλίνη προσδιορίστηκε με τη μέθοδο ταινιών διαβαθισμένης συγκέντρωσης 

(E-test, bioMerieux, Marcy L’ Etoile, France) σε τρυβλία Müeller-Hinton άγαρ εμπλουτισμένο με 

5% ερυθρά προβάτου και τις ίδιες συνθήκες επώασης. 

Ο έλεγχος ποιότητας πραγματοποίηθηκε με την χρήση του στελέχους S. pneumoniae ATCC 

49619 και η ερμηνεία των αποτελεσμάτων έγινε με βάση τις οδηγίες του οργανισμού
11

. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_pneumoniae
http://en.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_pneumoniae
http://en.wikipedia.org/wiki/Klebsiella_pneumoniae
http://en.wikipedia.org/wiki/Neisseria_meningitidis
http://en.wikipedia.org/wiki/Haemophilus_influenzae
http://en.wikipedia.org/wiki/Salmonella
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2.5 Φαινότυποι αντοχής 

Ο προσδιορισμός των φαινοτύπων αντοχής στις μακρολίδες  έγινε με την μέθοδο των δύο 

δισκίων (ερυθρομυκίνης και κλινδαμυκίνης)
217

. Τα στελέχη  S. pneumoniae ανθεκτικά στις 

μακρολίδες (ερυθρομυκίνη), μπορούν να προυσιάζουν ιδιοσυστασιακή ή επαγώγιμη αντοχή στις 

λινκοσαμίδες (κλινδαμυκίνη),  ή αντοχή μόνο στην μακρολίδες. Οι μορφές αυτές της αντοχής 

μπορεί να ανιχνευθούν μέσω της εν λόγω δοκιμασίας, όταν ένα δισκίο κλινδαμυκίνης (2 μg) 

τοποθετείται σε απόσταση 12-15 mm από ένα δισκίο ερυθρομυκίνης (15μg) πάνω σε ένα τρυβλίο 

Μueller Hinton άγαρ εμπλουτισμένο με 5% ερυθρά προβάτου, όπου έχει επιστρωθεί με 

αποστειρωμένο βαμβακοφόρο στυλεό, ομοιόμορφα, σε τρεις κατευθύνσεις το εναιώρημα του 

μικροβίου, ισοδύναμο με 0,5 της κλίμακας McFarland (~1,5 X 10
8
 cfu/ml). Το τρυβλίο επωάζεται 

σε ατμόσφαιρα CO2 στους 35
ο
 C για 20 με 24 ώρες και κατόπιν παρατηρούνται οι διάμετροι 

αναστολής. Ανάλογα με τις διαμέτρους αναστολής, ένα στέλεχος πνευμονιοκόκκου μπορεί να 

χαρακτηρισθεί ως ανθεκτικό και στα δύο αντιβιοτικά (μηδενική διάμετρος αναστολής), οπότε ο 

φαινότυπος αντοχής είναι ο ιδιοσυστασιακός CR (CR-MLSB), ανθεκτικό μόνο στην ερυθρομυκίνη 

και άρα με φαινότυπο αντοχής τον Μ, ενώ αν στην ζώνη αναστολής της κλινδαμυκίνης 

παρουσιαστεί ένας ευθειασμός, ακριβώς απέναντι από το δισκίο της ερυθρομυκίνης, δίνοντας στην 

ζώνη αναστολής της κλινδαμυκίνης το σχήμα του λατινικού γράμματος D (ζώνη D), τότε υπάρχει 

αντοχή MLSB  επαγώγιμου τύπου και ο φαινότυπος είναι ο IR (IR- MLSB). 

 

 

2.6 Εκχύλιση DNA 

Η απομόνωση ολικού DNA από τα στελέχη τα οποία μελετήθηκαν με μοριακές τεχνικές, έγινε 

χρησιμοποιώντας είτε την εμπορική μέθοδο στηλών Nucleospin (Macherey-Nagel, Germany) 

σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή, είτε την αδρή μέθοδο βρασμού με σωματίδια Chelex. 

H μέθοδος Chelex βασίζεται στην καταστροφή του βακτηριακού τοιχώματος με θέρμανση και 

με την χρήση ενός διαλύματος επιφανειοδραστικών ουσιών (ΤΕΝ) και σφαιριδίων ρεσίνης. Το 

διάλυμα ΤΕΝ παρασκευάζεται αναμειγνύοντας 50 ml Tris 1M, 100 ml EDTA 0,5 M, pH 8, 25 ml 

ΝaCl 3M, συμπλήρωση με αποστειρωμένο, απιονισμένο H2Ο έως τα 500 ml, ρύθμιση του pH στο 

7,5 και τέλος αποστείρωση του διαλύματος σε κλίβανο για να είναι έτοιμο προς χρήση. Τα 

υπόλοιπα αντιδραστήρια που είναι απαραίτητα στη μέθοδο αυτή είναι: 1) Eιδικά σφαιρίδια – 

Chelating resin 100 gr (Chelex 100) (Sigma), 2) Διάλυμα Igepal (Sigma), 3) Διάλυμα Tween 20 -  

Polyoxyethylenesorbitan monolaurate, (Sigma), 4) Διάλυμα SDS - Sodium Dodecyl Sulfate, (ICN 

Biomedicals Inc. Ohio). 

Κατά τη διαδικασία ετοιμάζονται τα ειδικά σωληνάρια όπου θα πραγματοποιηθεί η εκχύλιση 

του DNA, όσα και τα στελέχη που μελετώνται, με 1 ml διάλυμα ΤΕΝ και αρκετή ποσότητα από το 
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καλλιέργημα του στελέχους από αιματούχο άγαρ με τον τρόπο που αναφέρθηκε στο Γενικό Μέρος 

της διατριβής. Γίνεται ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 10.000 rpm για 1 min, στους 4
0
C και 

απόρριψη του υπερκειμένου με το χέρι. Επαναλαμβάνεται η ίδια διαδικασία για 2
η
 φορά και 

προετοίμαζεται ο αναδευτής με θερμότητα (thermοmixer) στους 95
0
C για 5 min. Επαναλαμβάνεται 

η προηγούμενη διαδικασία για 3
η
 φορά και φυλάσσονται τα σωληνάρια με το ίζημα. Στη συνέχεια 

προετοιμάζεται το διάλυμα Chelex με 0,5 gr σφαιριδίων Chelex, 15 μl SDS 10%, 50 μl Tween 20, 

50 μl Igepal και dH2O μέχρι να συμπληρωθούν 5 ml δ/τος συνολικά (υπολογισμένο δ/μα για 

εκχύλιση 10 στελεχών). Το διάλυμα αναδεύεται μόνο με ειδικό ρύγχος πιπετών και όχι με άλλο 

τρόπο. Προετοιμάζεται άλλη μία σειρά σωληναρίων καθαρών για τα αντίστοιχα στελέχη και σε 

κάθε ένα προστίθενται 200 μl δ/τος Chelex και 2 μl ιζήματος. Γίνεται σύντομη ανάδευση και 

επώαση στον θερμικό αναδευτή στους 95
0
C για 5 min. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 10.000 rpm 

για 10 sec και το υπερκειμένο υγρό, όχι τα σφαιρίδια, μεταφέρεται σε καθαρά σωληνάρια. Το 

υλικό των σωληναρίων είναι πλεόν έτοιμο προς χρήση. 

 

 

2.7 Εφαρμογή της PCR στην διερεύνηση των μηχανισμών αντοχής στα αντιβιοτικά 

MLSB 

Η ανίχνευση των γονιδίων-μηχανισμών της MLSB αντοχής πραγματοποιήθηκε με 

πολλαπλασιασμό τμήματος των γονιδίων mef, ermB και ermTR, με την τεχνική της PCR, σύμφωνα 

με την βιβλιογραφία
36,102,103

. Τα αντιδραστήρια για την εφαρμογή της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυμεράσης που χρησιμοποιήθηκαν ήταν: MgCl2 25 mM (Promega Co. Madison, Wisconsin, 

USA), ρυθμιστικό διάλυμα 10Χ (KCl 50 mM και TrisHCl 10 mM) (Promega), διάλυμα 

δινουκλεοτιδίων dATP, dCTP, dGTP, dTTP συγκέντρωσης 10 mM (Promega), διάλυμα εκκινητών 

(ευθύς - forward και αντίστροφο – reverse) συγκέντρωσης 10 pmol  (VBC, Biotech Service, 

Gmbtt, Vienna, Austria) και διάλυμα Τaq πολυμεράσης 5 u/μl – 500 u (Promega). 

 

2.7.1 Γονίδιο mefA/E 

To Μaster Mix (μείγμα της PCR) για κάθε μία αντίδραση PCR που αφορούσε στο γονίδιο 

mef, αποτελούνταν από: 20.4 μl dH2O, 1.8 μl MgCl2, 3 μl ρυθμιστικό διάλυμα 10X, 0.6 μl από 

κάθε δινουκλεοτίδιο (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0.6 μl από κάθε εκκινητή και 0.2 μl Τaq 

πολυμεράση. Ο συνολικός όγκος για κάθε αντίδραση ήταν στα 29 μl, στον οποίο προστίθονταν 1 

μl εκχυλισμένο DNA του προς μελέτη στελέχους, ώστε ο τελικός όγκος να ανέρχεται στα 30 μl.  

Οι αλληλουχίες των εκκινητών για τα αντίστοιχα γονίδια ήταν: mefA/E forward: AGT ATC 

ATT AAT CAC TAG TGC και mefA/E reverse: TTC TTC TGG TAC TAA AAG TGG. Το μήκος 

της αλληλουχίας του γονιδίου που πολλαπλασιάζεται είναι 348 ζεύγη βάσεων (Εικόνα 1 – 

Παράρτημα 1). 

Το πρόγραμμα των αντιδράσεων PCR στον θερμοκυκλοποιητή ήταν: 
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ένας κύκλος 4 min στους 94
0
C (αρχική θέρμανση) 

35 κύκλοι  30 sec στους 94
0
C (αποδιάταξη) 

  1 min στους 55
0
C (υβριδισμός εκκινητών) 

  1 min και 30 sec στους 72
0
C (επιμήκυνση) 

ένας κύκλος 7 min στους 72
0
C  

παραμονή  20
0
C έως την απόσυρση των προϊόντων PCR 

 

2.7.2 Γονίδιο ermB 

To Μaster Mix (μείγμα της PCR) για κάθε μία αντίδραση PCR που αφορούσε στο γονίδιο 

ermB, αποτελούνταν από: 20.4 μl dH2O, 1.8 μl MgCl2, 3 μl ρυθμιστικό διάλυμα 10X, 0.6 μl από 

κάθε δινουκλεοτίδιο (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0.6 μl από κάθε εκκινητή και 0.2 μl Τaq 

πολυμεράση. Ο συνολικός όγκος για κάθε αντίδραση ήταν στα 29 μl, στον οποίο προστίθονταν 1 

μl εκχυλισμένο DNA του προς μελέτη στελέχους, ώστε ο τελικός όγκος να ανέρχεται στα 30 μl.  

Οι αλληλουχίες των εκκινητών για τα αντίστοιχα γονίδια ήταν: ermB forward: GAA AAG 

GTA CTC AAC CAA ATA, ermB reverse: AGT AAC GGT ACT TAA ATT GTT TAC. Το μήκος 

της αλληλουχίας του γονιδίου που πολλαπλασιάζεται είναι 639 ζεύγη βάσεων (Εικόνα 2 – 

Παράρτημα 1).  

Το πρόγραμμα των αντιδράσεων PCR στον θερμοκυκλοποιητή ήταν: 

ένας κύκλος 4 min στους 94
0
C (αρχική θέρμανση) 

35 κύκλοι  30 sec στους 94
0
C (αποδιάταξη) 

  1 min στους 58
0
C (υβριδισμός εκκινητών) 

  1 min και 30 sec στους 72
0
C (επιμήκυνση) 

ένας κύκλος 7 min στους 72
0
C  

παραμονή  20
0
C έως την απόσυρση των προϊόντων PCR 

 

2.7.3 Γονίδιο ermTR 

To Μaster Mix (μείγμα της PCR) για κάθε μία αντίδραση PCR που αφορούσε στο γονίδιο 

ermTR, αποτελούνταν από: 20.5 μl dH2O, 1.8 μl MgCl2, 3 μl ρυθμιστικό διάλυμα 10X, 0.6 μl από 

κάθε δινουκλεοτίδιο (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0.6 μl από κάθε εκκινητή και 0.1 μl Τaq 

πολυμεράση. Ο συνολικός όγκος για κάθε αντίδραση ήταν στα 29 μl, στον οποίο προστίθονταν 1 

μl εκχυλισμένο DNA του προς μελέτη στελέχους, ώστε ο τελικός όγκος να ανέρχεται στα 30 μl.  

Οι αλληλουχίες των εκκινητών για τα αντίστοιχα γονίδια ήταν III8: GCA TGA CAT AAA 

CCT TCA και III10: AGG TTA TAA TGA AAC AGA. O συνδυασμός των εκκινητών δίνει το 

μήκος της αλληλουχίας του γονιδίου που πολλαπλασιάζεται και είναι 205 ζεύγη βάσεων (Εικόνα 3 

– Παράρτημα 1).  

 Το πρόγραμμα των αντιδράσεων PCR στον θερμοκυκλοποιητή ήταν: 

ένας κύκλος 4 min στους 94
0
C (αρχική θέρμανση) 
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35 κύκλοι  30 sec στους 94
0
C (αποδιάταξη) 

  1 min στους 46
0
C (υβριδισμός εκκινητών) 

  1 min και 30 sec στους 72
0
C (επιμήκυνση) 

ένας κύκλος 7 min στους 72
0
C  

παραμονή  20
0
C έως την απόσυρση των προϊόντων PCR 

 

2.7.4 Ηλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης για τα γονίδια αντοχής MLSB 

Η οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων της PCR έγινε με την χρήση γέλης αγαρόζης 2% και 

ηλεκτροφόρηση στα 118-120 V στην ηλεκτροφορητική συσκευή για 20-25 min. Για την 

παρασκευή της γέλης χρησιμοποιήθηκαν 25 ml TBE διαλύματος, το οποίο παρασκευάσθηκε από 

54 gr σκόνης Tris-Base, 27,5 gr Βορικού οξέως σε σκόνη, 20 ml EDTA 0,5 M pH 8 και dH2O 800 

ml (για 1 lt TBE). Επίσης, 225 ml dH2O, 5 gr Αγαρόζης (Promega Co.) και 12 μl Βρωμιούχου 

Αιθιδίου. Για την σύγκριση των μοριακών βαρών των θραυσμάτων της ηλεκτροφόρησης και τον 

ακριβή προσδιορισμό τους, χρησιμοποιήθηκε σαν δείκτης βάρους το Gene Ruler 100bp DNA 

Ladder (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc. Canada) και σαν χρωστική φόρτωσης στα 

προϊόντα PCR, το Blue Orange 6X Loading Dye (Promega Co.). Για το ρυθμιστικό διάλυμα της 

ηλεκτροφορητικής συσκευής χρησιμοποιήθηκαν 130 ml TBE, 1.170 ml dH2O και 65 μl 

Βρωμιούχο Αιθίδιο. Χρησιμοποιήθηκαν 10 μl προϊόντος PCR σε κάθε βύθισμα της γέλης. 

 

 

2.7.5 Προσδιορισμός των υποτύπων mefA/E με την χρήση της PCR-RFLP 

O προσδιορισμός των υποτύπων των γονιδίων mefΑ/Ε έγινε με την τεχνική της PCR-RFLP
104

 

με την χρήση της περιοριστικής ενδονουκλεάσης  BamH1
35

.  Η συγκεκριμένη τεχνική βασίζεται 

στην πέψη των προϊόντων της PCR με περιοριστικό ένζυμο. Τα περιοριστικά ενζυμα 

αναγνωρίζουν μια συγκεκριμένη αλληλουχία νουκλεοτιδικών βάσεων του DNA και στην συνέχεια 

τέμνουν την αλυσίδα στο συγκεκριμένο σημείο. Λόγω της υψηλής ειδικότητας των ενζύμων η 

πλήρης πέψη του DNA, παρέχει μια αναπαραγώγιμη διάταξη θραυσμάτων, που διαχωρίζονται με 

ηλεκτροφόρηση πηκτής αγαρόζης ή πολυακριλαμίδης, όπως και στη συμβατική μέθοδο PCR. Οι 

παραλλαγές στη διάταξη των θραυσμάτων μετά από πέψη με περιοριστικό ένζυμο ονομάζονται 

“αποτύπωμα περιοριστικών ειδικών πολυμορφικών θέσεων βακτηριακού DNA” – Restriction 

Fragment Length Polymorfism (RFLPs) και μπορεί να δημιουργηθούν με ανακατάταξη, 

παρεμβολή αλληλουχιών, καταστροφή DNA ή αντικατάσταση βάσης στη περιοχή αναγνώρισης 

του  ενζύμου. Στη παρούσα διατριβή, η περιοριστική ενδονουκλεάση BamH1 χρησιμοποιήθηκε για 

την πέψη του προϊόντος PCR για το γονίδιο mefA/E, μεγέθους 348 ζευγών βάσεων, σε  mefA και 

mefE. Συγκεκριμένα, η BamH1, δεν έχει κανένα σημείο τομής για το mefE, ενώ τέμνει το mefA, σε 

2 θραύσματα μεγέθους 284 και 64 ζευγών βάσεων. 
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Όσον αφορά στη διαδικασία που ακολουθήθηκε, σε κάθε σωληνάριο αντίδρασης μετά την 

ολοκλήρωση της PCR, προστέθηκε απευθείας το περιοριστικό ένζυμο, η περιοριστική 

ενδονουκλεάση BamH1 (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc. Canada), σε μορφή διαλύματος, 

μετά τη λήξη της PCR. Τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν για κάθε μία αντίδραση ήταν: 10 

μl προϊόντος PCR, 18 μl dH2O, ελεύθερου νουκλεασών, 2 μl 10Χ ρυθμιστικό διάλυμα (Fermentas) 

και 2 μl περιοριστικού ενζύμου (10-20u), τα οποία αναδεύτηκαν προσεκτικά, φυγοκεντρήθηκαν 

για μερικά δευτερόλεπτα (spin down) και στη συνέχεια επωάστηκαν σε θερμικό αναδευτήρα για 16 

ώρες στους 37
0
C. Μετά από την επώαση, η αντίδραση πέψης με το περιοριστικό ένζυμο διεκόπη 

με τη χρήση ΕDTA 0,5 M pH 8, 1,5 μl (Εικόνα 4 – Παράρτημα 1). 

H οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων της πέψης με την περιοριστική ενδονουκλεάση, έγινε με 

ηλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης 1,5%, η οποία παρασκευάσθηκε όπως αναφέρθηκε ανωτέρω, με 

μόνη διαφορά την σύγκέντρωση της αγαρόζης που ήταν 1,5% αντί για 2% και με την ίδια 

διαδικασία φόρτωσης και ηλεκτροφόρησης. 

 

 

2.8 Εφαρμογή της PCR στην διερεύνηση των μηχανισμών αντοχής στις τετρακυκλίνες 

Η ανίχνευση των γονιδίων-μηχανισμών της αντοχής στις τετρακυκλίνες, πραγματοποιήθηκε 

με πολλαπλασιασμό τμήματος των γονιδίων tetM και tetO με την τεχνική της πολυπλεκτικής 

(multiplex) PCR σύμφωνα με τα αντίστοιχα πρωτόκολλα στην βιβλιογραφία
37, 38

. 

Τα αντιδραστήρια για την εφαρμογή της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης που 

χρησιμοποιήθηκαν ήταν:  MgCl2 25 mM (Promega Co. Madison, Wisconsin, USA), ρυθμιστικό 

διάλυμα 10Χ (KCl 50 mM και TrisHCl 10 mM) (Promega), διάλυμα δινουκλεοτιδίων dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP συγκέντρωσης 10 mM (Promega), διάλυμα εκκινητών (ευθύς - forward και 

αντίστροφο – reverse) συγκέντρωσης 10 pmol  (VBC, Biotech Service, Gmbtt, Vienna, Austria) 

και διάλυμα Τaq πολυμεράσης 5 u/μl – 500 u (Promega). 

 

2.8.1 Γονίδια tetM – tetO 

To Μaster Mix (μείγμα της PCR) για κάθε μία αντίδραση PCR που αφορούσε στα γονίδια 

tetM και tetO, αποτελούνταν από: 27.5 μl dH2O, 3 μl MgCl2, 10 μl ρυθμιστικό διάλυμα 5X, 1 μl 

από κάθε δινουκλεοτίδιο (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1 μl από κάθε εκκινητή (Forward και 

Reverse) και 0.5 μl Τaq πολυμεράση. Ο συνολικός όγκος για κάθε αντίδραση ήταν στα 49 μl, στον 

οποίο προστίθονταν 1 μl εκχυλισμένο DNA του προς μελέτη στελέχους, ώστε ο τελικός όγκος να 

ανέρχεται στα 50 μl. 

Οι αλληλουχίες των εκκινητών για το γονίδιο tetM ήταν tetM forward: GTT TAT CAC GGA 

AGT GCA και tetM reverse: GGA GCC CAG AAA GGA TTC GG. Το μήκος της αλληλουχίας 

του γονιδίου που πολλαπλασιάζεται είναι 686 ζεύγη βάσεων. 
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Οι αλληλουχίες των εκκινητών για το γονίδιο tetO ήταν tetO forward: AAC TTA GGC ATT 

CTG GCT CAC και tetO reverse:  TCC CAC TGT TCC ATA TCG TCA. Το μήκος της 

αλληλουχίας του γονιδίου που πολλαπλασιάζεται είναι 519 ζεύγη βάσεων (Εικόνα 5 – Παράρτημα 

1). 

Το πρόγραμμα των αντιδράσεων PCR στον θερμοκυκλοποιητή ήταν κοινό και για τους δύο 

στόχους: 

ένας κύκλος 4 min στους 94
0
C (αρχική θέρμανση) 

35 κύκλοι  40 sec στους 94
0
C (αποδιάταξη) 

  30 sec στους 44
0
C (υβριδισμός εκκινητών) 

  1 min  στους 72
0
C (επιμήκυνση) 

ένας κύκλος 3 min στους 72
0
C  

παραμονή  20
0
C έως την απόσυρση των προϊόντων PCR 

 

2.8.2 Ηλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης για τα γονίδια αντοχής στην τετρακυκλίνη 

Η οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων της PCR έγινε με την χρήση γέλης αγαρόζης 1.5 % και 

ηλεκτροφόρηση στα 118-120 V στην ηλεκτροφορητική συσκευή για 20-25 min, όπως αναφέρθηκε 

ανωτέρω. 

 

 

2.9 Εφαρμογή της PCR στην διερεύνηση των μηχανισμών αντοχής στις β-λακτάμες 

Η διερεύνηση των μηχανισμών αντοχής στα β-λακταμικά, σε ανθεκτικά στελέχη στην 

πενικιλλίνη ή/και την κεφοταξίμη έγινε με πολλαπλασιασμό τμήματος 1.150 ζευγών βάσεων των 

γονιδίων των πρωτεϊνών PBP1A, 2B και 2X με την τεχνική της PCR σύμφωνα με τα αντίστοιχα 

πρωτόκολλα στην βιβλιογραφία
25, 105, 106, 107

 και επακόλουθο προσδιορισμό της νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας. Τα αντιδραστήρια για την εφαρμογή της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης που 

χρησιμοποιήθηκαν ήταν: GoTaq Colorless Master Mix (έτοιμο μίγμα Τaq DNA πολυμεράσης, 

δινουκλεοτιδίων και MgCl2 σε ρυθμιστικό διάλυμα) (Promega Co. Madison, Wisconsin, USA) και 

εκκινητές συγκέντρωσης 10 pmol/μl ο κάθε ένας (VBC, Biotech Service, Gmbtt, Vienna, Austria). 

 

2.9.1 Γονίδιο pbp1A 

To Μaster Mix (μείγμα της PCR) για κάθε μία αντίδραση PCR που αφορούσε στo γονίδιo 

pbp1A, αποτελούνταν από: 21 μl dH2O, 25 μl GoTaq Colorless Master Mix και 1 μl από κάθε 

εκκινητή (Forward και Reverse). Ο συνολικός όγκος για κάθε αντίδραση ήταν στα 48 μl, στον 

οποίο προστίθονταν 2 μl εκχυλισμένο DNA του προς μελέτη στελέχους, ώστε ο τελικός όγκος να 

ανέρχεται στα 50 μl.  

Οι αλληλουχίες των εκκινητών για τα αντίστοιχα γονίδια ήταν: pbp1A forward TGG GAT 

GGA TGT TTA CAC AAA TG και pbp1A reverse TGT GCT GGT TGA TGA GGA TTC TG. Το 
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μήκος της αλληλουχίας του γονιδίου που πολλαπλασιάζεται είναι 1,3 kb (Εικόνα 6 – Παράρτημα 

1). 

Το πρόγραμμα των αντιδράσεων PCR στον θερμοκυκλοποιητή ήταν: 

ένας κύκλος 4 min στους 94
0
C (αρχική θέρμανση) 

35 κύκλοι  30 sec στους 94
0
C (αποδιάταξη) 

  30 sec στους 55
0
C (υβριδισμός εκκινητών) 

  1 min  στους 72
0
C (επιμήκυνση) 

ένας κύκλος 7 min στους 72
0
C  

παραμονή  20
0
C έως την απόσυρση των προϊόντων PCR 

 

2.9.2 Γονίδιο pbp2Β 

To Μaster Mix (μείγμα της PCR) για κάθε μία αντίδραση PCR που αφορούσε στo γονίδιo 

pbp2B, αποτελούνταν από: 21 μl dH2O, 25 μl GoTaq Colorless Master Mix και 1 μl από κάθε 

εκκινητή (Forward και Reverse). Ο συνολικός όγκος για κάθε αντίδραση ήταν στα 48 μl, στον 

οποίο προστίθονταν 2 μl εκχυλισμένο DNA του προς μελέτη στελέχους, ώστε ο τελικός όγκος να 

ανέρχεται στα 50 μl. 

Οι αλληλουχίες των εκκινητών για τα αντίστοιχα γονίδια ήταν: pbp2B forward GAT CCT 

CTA AAT GAT TCT CAG GTG και pbp2B reverse CAA TTA GCT TAG CAA TAG GTG TTG 

G. Το μήκος της αλληλουχίας του γονιδίου που πολλαπλασιάζεται είναι 1,4 kb (Εικόνα 7 – 

Παράρτημα 1). 

Το πρόγραμμα των αντιδράσεων PCR στον θερμοκυκλοποιητή ήταν: 

ένας κύκλος 3 min στους 94
0
C (αρχική θέρμανση) 

30 κύκλοι  1 min στους 94
0
C (αποδιάταξη) 

  2 min στους 50
0
C (υβριδισμός εκκινητών) 

  6 min  στους 72
0
C (επιμήκυνση) 

ένας κύκλος 7 min στους 72
0
C  

παραμονή  20
0
C έως την απόσυρση των προϊόντων PCR 

 

2.9.3 Γονίδιο pbp2Χ 

To Μaster Mix (μείγμα της PCR) για κάθε μία αντίδραση PCR που αφορούσε στo γονίδιo 

pbp2Χ, αποτελούνταν από: 21 μl dH2O, 25 μl GoTaq Colorless Master Mix και 1 μl από κάθε 

εκκινητή (Forward και Reverse). Ο συνολικός όγκος για κάθε αντίδραση ήταν στα 48 μl, στον 

οποίο προστίθονταν 2 μl εκχυλισμένο DNA του προς μελέτη στελέχους, ώστε ο τελικός όγκος να 

ανέρχεται στα 50 μl. 

Οι αλληλουχίες των εκκινητών για τα αντίστοιχα γονίδια ήταν: pbp2X forward TAT GAA 

AAG GAT CGT CTG GG και pbp2X reverse AGA GAG TCT TTC ATA GCT GAA GC. Το 
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μήκος της αλληλουχίας του γονιδίου που πολλαπλασιάζεται είναι 1,1 kb (Εικόνα 8 – Παράρτημα 

1).   

Το πρόγραμμα των αντιδράσεων PCR στον θερμοκυκλοποιητή ήταν: 

ένας κύκλος 4 min στους 94
0
C (αρχική θέρμανση) 

30 κύκλοι  30 sec στους 94
0
C (αποδιάταξη) 

  1 min στους 61
0
C (υβριδισμός εκκινητών) 

  2 min  στους 72
0
C (επιμήκυνση) 

ένας κύκλος 7 min στους 72
0
C  

παραμονή  20
0
C έως την απόσυρση των προϊόντων PCR 

 

 

2.9.4 Ηλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης για τα γονίδια αντοχής pbp 1A/2B/2X 

Για την οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων της PCR που αφορούσε στα παραπάνω γονίδια, 

έγινε χρήση γέλης αγαρόζης 2% και ηλεκτροφόρηση στα 118-120 V στην ηλεκτροφορητική 

συσκευή για 20-25 min, όπως περιγράφηκε παραπάνω. 

 

2.9.5 Καθαρισμός προϊόντων PCR και αλληλούχηση νουκλεοτιδικής αλύσου 

(sequencing) 

Για να πραγματοποιηθεί η διαδικασία προσδιορισμού της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας, τα 

προϊόντα της PCR, είναι ανάγκη να “καθαριστούν” από τα υπόλοιπα στοιχεία του διαλύματος της 

αντίδρασης. Τέτοια στοιχεία είναι κυρίως υπολείμματα εκκινητών ή περίσσεια δινουκλεοτιδίων 

(dNTP’s) που θα μπορούσαν να επιδράσουν αρνητικά στην αντίδραση αλληλούχησης, αλλά και 

άλλες ουσίες όπως ανταγωνιστικά ένζυμα ή συστατικά του ρυθμιστικού διαλύματος που θα 

μπορούσαν να δημιουργήσουν προβλήματα στη περίπτωση αυτή. 

Τα προïόντα της PCR που αφορούσαν σε όλα τα pbp γονίδια αντοχής, υποβλήθηκαν σε 

καθαρισμό με την εμπορική μέθοδο στηλών  Nucleospin Εxtract ΙΙ-Protocol PCR clean-up 

(Macherey-Nagel, Germany). 

Ο προσδιορισμός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας έγινε μέσω εταιρείας παροχής υπηρεσιών 

αλληλούχησης νουκλεοτιδικών αλυσίδων (sequencing) και χρησιμοποιήθηκε ένας Genetic 

Analyzer 3130 (Applied Biosystems). 

Οι αλληλουχίες των εσωτερικών εκκινητών για την αλληλούχηση του pbp1A γονιδίου ήταν:  

 pbp1A Seq1: AAG CTC AAA AAC ATC TGT GGG  

 pbp1A Seq2: AGT AGT GAA AAA ATG GCT GCT G 

 pbp1A Seq3: CTG GGG TTC TGC TAT GAA ACC 

 pbp1A Seq4: TAC TCC ACT CTA CAA CTG GG 

 pbp1A Seq5: TTC GTA TTT AAA AAT GGT GCT CG 

 pbp1A Seq6: GCA GCC ATT TTT TCA CTA CTT G 
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 pbp1A Seq7: GTA GCT CCA GAT GAA ATG TTT G 

 pbp1A Seq8: ATG GCT GCT GCT TAT GCT GCC 

 pbp1A Seq9: CCA ACA AAC ATT TCA TCT GGA GC 

Οι αλληλουχίες των εσωτερικών εκκινητών για την αλληλούχηση του pbp2B γονιδίου ήταν:  

 pbp2B Seq1: ATT CCT TGG GAA CGG TAA CC 

 pbp2B Seq2: CGA GGA GCC ACA CGA ACA CC 

Για την αλληλούχηση του pbp2X γονιδίου χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές της αρχικής PCR. 

 

 

 

2.9.6 Ανάλυση και σύγκριση αποτελεσμάτων 

Μετά την παραλαβή των αλληλουχιών, έγινε ανάλυση των αποτελεσμάτων με τo λογισμικό 

Data Analysis in Molecular Biology and Evolution (DAMBE V5.1.5, University of Ottawa, 

Ottawa, Canada) και την χρήση του αλγορίθμου ClustalW. 

 

 

2.9.7 Έλεγχος ποιότητας 

Για έλεγχο ποιότητας της τεχνικής sequencing χρησιμοποιήθηκαν τα πρότυπα στελέχη S. 

pneumoniae ATCC 700669 και ATCC 49619.   
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1 Γενικά δεδομένα 

Κατά την διάρκεια της μελέτης απομονώθηκαν συνολικά, 1.033 στελέχη Streptococcus 

pneumoniae, εκ των οποίων τα 186 ανήκαν στην ομάδα ΣΔΛ (αίμα, Ε.Ν.Υ. και λοιπά βιολογικά 

υγρά), τα 641 στελέχη ανήκαν στην ομάδα ΣΜΔΛ (ωτικές, ρινικές, οφθαλμικές εκκρίσεις, 

φαρυγγικά επιχρίσματα, πτύελα, βρογχικές εκκρίσεις, πύον μαστοειδούς απόφυσης κ.α.), ενώ 206 

στελέχη ανήκαν στην ομάδα ΣΦ. 

Τα 827 στελέχη των ομάδων ΣΔΛ και ΣΜΔΛ απομονώθηκαν από 448 άρρενα άτομα-

ασθενείς (54,2%) και 379 θήλεα (45,8%), ενώ οι ηλικίες των ασθενών κυμαίνονταν από τις 22 

ημέρες έως τα 14 χρόνια, με 103 από τους ασθενείς, να είναι έως και 2 ετών. 

Όσον αφορά στα κλινικά δείγματα, τα 186 στελέχη της ομάδας ΣΔΛ προέρχοταν κυρίως από 

αιμοκαλλιέργειες (161 στελέχη), ενώ 20 στελέχη προέρχονταν από καλλιέργειες ΕΝΥ και 5 

στελέχη από άλλα κλινικά δείγματα. Τα 641 στελέχη της ομάδας ΣΜΔΛ προέρχονταν κυρίως από 

ωτικά δείγματα ασθενών με μέση πυώδη ωτίτιδα, οφθαλμικές εκκρίσεις και λοιμώξεις του 

κατώτερου αναπνευστικού συστήματος (438, 106 και 97 στελέχη, αντίστοιχα).  

Τα 206 στελέχη της ομάδας ΣΦ ελήφθησαν από 873 παιδιά, με ποσοστό φορείας 23,6%.  

 

3.2 Αποτελέσματα οροτυπίας 

 Ο ορότυπος 19F επικρατούσε ανάμεσα στο σύνολο των στελεχών, με δεύτερο σε συχνότητα 

τον ορότυπο 14 και  ακολουθούσαν οι υπόλοιποι ορότυποι  6Β,  23F  κ.τ.λ. Η αναλυτική κατανομή 

των οροτύπων παρουσιάζεται στο Γράφημα 1 (Παράρτημα 1).  

Η σύγκριση της κατανομής των επικρατούντων οροτύπων αποκάλυψε διαφορές μεταξύ των 

στελεχών των τριών ομάδων. Συγκεκριμένα, στην ομάδα ΣΔΛ κυριαρχούσε ο ορότυπος 14, στην 

ομάδα ΣΜΔΛ κυριαρχούσε ο ορότυπος 19F και στην ομάδα ΣΦ κυριαρχούσε ο ορότυπος 6Β. Η 

κατανομή των οροτύπων των στελεχών της συλλογής σε συνάρτηση με τα κλινικά δείγματα, 

παρουσιάζεται στο Γράφημα 2 (Παράρτημα 1).  

 

3.3 Γενικά αποτελέσματα αντοχής 

Τα συνολικά ποσοστά αντοχής των στελεχών πνευμονιοκόκκου της συλλογής στα 

αντιμικροβιακά πενικιλλίνη, αμοξυκιλλίνη, κεφοταξίμη, ερυθρομυκίνη, κλινδαμυκίνη, κο-

τριμοξαζόλη, τετρακυκλίνη και χλωραμφαινικόλη ήσαν 44,6%, 2,7%, 1,2%, 43,6%, 12,4%, 43,5%, 

34,7% και 5,9%, αντίστοιχα. 

Ειδικότερα για τα β-λακταμικά αντιβιοτικά, η συνολική αντοχή στην πενικιλλίνη και στην 

κεφοταξίμη σημειώθηκε σε ποσοστά  44,6% και 1,2%, αντίστοιχα. Συγκριτικά στις τρεις ομάδες 

(ΣΔΛ, ΣΜΔΛ, ΣΦ) τα ποσοστά αντοχής φαίνονται στον Πίνακα 1 (Παράρτημα 2). Τα ποσοστά 

πλήρους και ενδιάμεσης αντοχής σε πενικιλλίνη και κεφοταξίμη παρουσιάζονται στους Πίνακες 2 
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και 3 (Παράρτημα 2). Στελέχη με αντοχή στην αμοξυκιλλίνη απομονώθηκαν μόνο σποραδικά από 

μη διεισδυτικές λοιμώξεις και φορεία, ενώ είναι εμφανές ότι τα ποσοστά αντοχής των στελεχών 

που απομονώθηκαν σε μη διεισδυτικές λοιμώξεις και σε φορεία, ήταν υψηλότερα σε σχέση με 

αυτά, των στελεχών που ενεπλάκησαν σε διεισδυτικές λοιμώξεις.  

Η συνολική αντοχή στην ερυθρομυκίνη και στην κλινδαμυκίνη, καθώς και τα επιμέρους 

ποσοστά των ομάδων ΣΔΛ, ΣΜΔΛ και ΣΦ παρουσιάζονται στους Πίνακες 4 και 5 (Παράρτημα 2), 

ενώ όπως φαίνεται στον Πίνακα 6 (Παράρτημα 2), ο φαινότυπος Μ επικρατούσε στις μη 

διεισδυτικές λοιμώξεις και διεισδυτικές λοιμώξεις, ενώ ο φαινότυπος CR επικρατούσε μεταξύ των 

στελεχών από φορεία. 

Όσον αφορά στην τετρακυκλίνη τα ποσοστά αντοχής μεταξύ των στελεχών ΣΔΛ, ΣΜΔΛ και 

ΣΦ ανέρχονταν σε 10,2%, 41,7% και 35%, αντίστοιχα. 

Τα ποσοστά αντοχής στην κο-τριμοξαζόλη ήταν επίσης υψηλά με μεγαλύτερο το 49% που 

αφορούσε τα στελέχη ΣΜΔΛ. 

Πολυαντοχή, δηλαδή αντοχή σε τουλάχιστον τρεις ή περισσότερες κατηγορίες 

αντιμικροβιακών ήταν συχνή μεταξύ των στελεχών των ομάδων ΣΜΔΛ και ΣΦ (44% και 36,8%, 

αντίστοιχα), χωρίς σημαντικές ηλικιακές διαφορές, ενώ στην ομάδα ΣΔΛ ήταν χαμηλότερη 

(11,3%), αν και η ανάλυση ανά ηλικία ανέδειξε πολυαντοχή σε ποσοστό 71,4% στις ηλικίες ≤ 2 

ετών. 

 

3.4 Αποτελέσματα αντοχής ανά ορότυπο 

Η κατανομή στους κυριότερους ορότυπους των στελεχών με αντοχή στην πενικιλλίνη 

φαίνεται στον Πίνακα 7 (Παράρτημα 2). Η αντίστοιχη κατανομή των 12 ανθεκτικών στελεχών στη 

κεφοταξίμη στους κυριότερους οροτύπους έδειξε ότι η συντριπτική πλειοψηφία ανήκαν στον 

ορότυπο 19F (10 στελέχη, 83%), ενώ από ένα στέλεχος ανήκε στους ορότυπους 19nonF και 11. 

Η κατανομη στους κυριότερους ορότυπους των στελεχών με αντοχή στην ερυθρομυκίνη 

παρουσιάζεται στον Πίνακα 8, ενώ η αντίστοιχη κατανομή των στελεχών με αντοχή στην 

τετρακυκλίνη φαίνεται στον Πίνακα 9 (Παράρτημα 2). 

Η κατανομή των φαινοτύπων αντοχής στην ερυθρομυκίνη-κλινδαμυκίνη σε σχέση με τους 

κυριότερους ορότυπους (Πίνακας 10 - Παράρτημα 2) ανέδειξε συσχέτιση μεταξύ του φαινότυπου 

M και των οροτύπων 19F, 14 και 19nonF και μεταξύ του φαινοτύπου CR και των οροτύπων 6B 

και 23F.  

Όσον αφορά την πολυαντοχή των στελεχών, στον ορότυπο 19F επικρατούσαν οι φαινότυποι 

αντοχής PenErySxtTet και PenEryTet (49,4% και 7,6%, αντίστοιχα), χωρίς διαφοροποιήση 

ανάμεσα στις τρεις ομάδες μελέτης, ενώ στον ορότυπο 14 επικρατούσαν οι φαινότυποι αντοχής 

PenEry και EryCliSxt (35,3% και 5,9%, αντίστοιχα), αν και ειδικά στα στελέχη οροτύπου 14 της 

ομάδας ΣΔΛ επικρατούσε ο φαινότυπος Ery. Μεταξύ των στελεχών οροτύπου 23F οι συχνότεροι 

φαινότυποι αντοχής ήταν ο PenEryCliSxtTetCmp και PenSxt (14% και 10%, αντίστοιχα). Τέλος, 
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στα στελέχη οροτύπου 9V οι συχνότεροι φαινότυποι ήταν οι PenSxt και Pen (54,4% και 6,3%, 

αντίστοιχα).  

 

 

3.5 Διερεύνηση μηχανισμών MLSB αντοχής γενικά και ανά ορότυπο 

H εφαρμογή της μεθόδου PCR για διερεύνηση των μηχανισμών αντοχής MLSB 

πραγματοποιήθηκε σε 157 από τα 248 ανθεκτικά στις μακρολίδες στελέχη οροτύπου 19F, σε 64 

από τα 104 ανθεκτικά στις μακρολίδες στελέχη οροτύπου 14, καθώς και σε 33, 12, 1, 3, 2 και 1 

στελέχη των λιγότερο συχνά απαντούμενων οροτύπων 6Β, 23F, 9V, 19nonF, 6nonB και 3. Τα 

αποτελέσματα  φαίνονται στον Πίνακα 11 (Παράρτημα 2). 

Η συσχέτιση της φαινοτυπικής έκφρασης της αντοχής και του υποκείμενου μοριακού 

μηχανισμού έδειξε ότι: 

 Σε 201 στελέχη ανθεκτικά σε ερυθρομυκίνη οροτύπων 19F, 14, 6B, 23F, 9V, 19nonF, 

6nonB και 3, επιβεβαιώθηκε η παρουσία των γονιδίων mef, ermB και ermΤR και 

συσχετίσθηκε πλήρως με την φαινοτυπική έκφραση της αντοχής (M, CR, ή IR) 

 Σε 72 στελέχη ανθεκτικά σε ερυθρομυκίνη οροτύπων 19F, 14, 6B, 23F, 9V, 19nonF, 6nonB 

και 3, δεν ανιχνεύθηκε κανένα γονίδιο, υποδηλώνοντας άλλο μηχανισμό αντοχής ή 

ανεπάρκεια των πρωτοκόλλων που χρησιμοποιήθηκε να ανιχνεύσει την αντοχή. 

Διπλή ύπαρξη γονιδίου αντοχής (mef και ermB) ανιχνευθηκε σε τρία στελέχη, που εξέφραζαν 

όλα τον φαινότυπο CR (ανά ένα οροτύπων 19F, 14 και 6Β). Επίσης διπλή ύπαρξη γονιδίου 

αντοχής (mef και ermTR) ανιχνεύθηκε σε ένα στέλεχος οροτύπου 19F  που εξέφραζε τον 

φαινότυπο IR. 

Ο προσδιορισμός των υποτύπων των γονιδίων mefΑ/Ε, πραγματοποιήθηκε σε 147 στελέχη 

οροτύπων 19F, 14, 6B, 23F, 11 και 15, στα οποία εφαρμόσθηκε η τεχνική PCR- RFLP με την 

χρήση της περιοριστικής ενδονουκλεάσης  BamH1. Ο υπότυπος mefE επικρατούσε έναντι του 

mefA σε ποσοστό 86% στο σύνολο των mef-θετικών στελεχών, όμως η κατανομή ανά ορότυπο 

έδειξε ότι ο υπότυπος mefA υπερείχε μεταξύ των στελεχών του οροτύπου 14, ενώ μεταξύ των 

στελεχών όλων των άλλων οροτύπων ο επικρατών υπότυπος ήταν ο mefE, όπως φαίνεται στον 

Πίνακα 12 (Παράρτημα 2). 

 

 

3.6 Διερεύνηση μηχανισμών αντοχής στην τετρακυκλίνη γενικά και ανά ορότυπο 

H εφαρμογή της μεθόδου PCR, όσον αφορά στην αντοχή στην τετρακυκλίνη, έγινε σε 207 

από τα 358 στελέχη πνευμονιοκόκκων που ήταν ανθεκτικά στην τετρακυκλίνη. Ειδικότερα 

ελέγχθηκαν 151, 28, 11, 11, 3, 1, 1 και 1 στελέχη των οροτύπων 19F, 6B, 14, 23F, 19nonF, 6nonB, 

9V και 3, αντίστοιχα. Τα αποτελέσματα  φαίνονται στον Πίνακα 13 (Παράρτημα 2). 
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Σε επτά στελέχη βρέθηκαν και τα δύο γονίδια  tetM και tetO (τρία στελέχη οροτύπου 19F, δύο 

στελέχη οροτύπου 14 και από ένα στέλεχος οροτύπων 6Β και 23F, αντίστοιχα). Επίσης  σε 33 από 

τα στελέχη δεν ανιχνεύθηκε κανένα από τα δύο γονίδια (21 στελέχη οροτύπου 19F, εννιά στελέχη 

οροτύπου 14 και τρία στελέχη οροτύπου 6Β). 

 

 

3.7 Διερεύνηση μηχανισμών αντοχής στις β-λακτάμες γενικά και ανά ορότυπο 

Για την διερεύνηση των μηχανισμών αντοχής στις β-λακτάμες, πραγματοποιήθηκε 

κατηγοριοποίηση των στελεχών, ανάλογα με τις τιμές της Ελάχιστης Ανασταλτικής Πυκνότητας 

(ΕΑΠ) της πενικιλλίνης και της κεφοταξίμης, σε 2 ομάδες μελέτης: (α) την ομάδα Α που 

αποτελούσαν 14 στελέχη (12 στελέχη οροτύπου 19F, ένα στέλεχος οροτύπου 19nonF και ένα 

στέλεχος οροτύπου 11) με ΕΑΠ πενικιλλίνης > 2 mg/L (ενδιαμέση ευαισθησία και αντοχή) και 

ΕΑΠ κεφοταξίμης ≥ 2 mg/L (ενδιάμεση ευαισθησία και αντοχή) και (β) την ομάδα Β  που 

αποτελούσαν 116 στελέχη (80, 13, 12, 7, 2, 1 και 1 στελέχη των οροτύπων 19F, 14, 9V, 23F, 6Β, 

9nonV και 19) με ΕΑΠ πενικιλλίνης > 2 mg/L (ενδιαμέση ευαισθησία και αντοχή) και ΕΑΠ 

κεφοταξίμης ≤ 1 mg/L (ευαισθησία). 

Η ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας πραγματοποιήθηκε σε 9 από τα 14 στελέχη της 

ομάδας Α και σε 18 από τα 116 στελέχη της ομάδας Β, με τυχαία επιλογή. Με βάση τις 

αλληλουχίες που προσδιορίσθηκαν, κατασκευάσθηκαν δενδρογράμματα (Εικόνες 9, 10 και 11). Ο 

συσχετισμός των αποτελεσμάτων της ομαδοποίησης με τα αποτέλεσματα της MIC και την 

οροτυπία ανέδειξε τα ακόλουθα δεδομένα για την κάθε PBP: 

i. Σχετικά με την PBP1A, ανιχνεύθηκαν κλώνοι που αντιστοιχούσαν σε συγκεκριμένους 

συνδυασμούς οροτύπων/φαινοτύπων. Ειδικότερα τα ανθεκτικά και στις δύο β-λακτάμες 

στελέχη 19F της ομάδας Α μαζί με ένα στέλεχος οροτύπου 6B της ομάδας Β 

κατηγοριοποιούνται μαζί (κλώνος 1) και διαφοροποιούνται καθαρά σε σχέση με τα λοιπά 

στελέχη της ομάδας Β που ήταν ανθεκτικά μόνο στην πενικιλλίνη (κλώνοι 2 και 3,  Εικόνα 

9). 

ii. Σχετικά με την PBP2B, υπήρξε μια συσχέτιση των στελεχών οροτύπου 19F της ομάδας Α 

(με αντοχή και στις δύο β-λακτάμες) τα οποία κατηγοριοποιήθηκαν σε δύο όμαδες (κλώνοι 1 

και 2) μαζί με το στέλεχος του οροτύπου 6Β της ομάδας Β που αναφέρθηκε ανωτερω. 

Αντίθετα στα στελέχη της ομάδας Β δεν υπήρξε συσχέτιση με βάση την ΕΑΠ των 

αντιβιοτικών ή τον ορότυπο και όλες οι ομάδες που διαχωρίσθηκαν αποτελούνταν από 

μεικτούς πληθυσμούς. 

iii. Η κατηγοριοποίηση τέλος με βάση την νουκλεοτιδική αλληλουχία της PBP2X απέδωσε δύο 

διακριτούς κλώνους, έναν με στελέχη κυρίως οροτύπου 19F της ομάδας Α και το στέλεχος 

οροτύπου 6Β της ομάδας Β που αναφέρθηκε ανωτέρω (κλώνος 1) και έναν με στελέχη 

διαφορετικών οροτύπων της ομάδας Β (κλώνος 2). 
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Λαμβάνοντας υπ’ όψιν τα αποτελέσματα και των τριών PBPs, μια ομάδα ανθεκτικών και στα 

δύο β-λακταμικά αντιβιοτικά στελεχών οροτύπου 19F και ένα στέλεχος οροτύπου 6Β 

ομαδοποιούνται μαζί και στα τρία δενδρογράμματα. Αντίθετα, η ομαδοποίηση των λοιπών 

στελεχών δεν ήταν σταθερή στις τρεις PBPs. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ - ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

4.1 Γενικά  

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή χρησιμοποιήθηκε μια μεγάλη και πολυκεντρική συλλογή 

στελεχών Streptococcus pneumoniae που απομονώθηκαν από κλινικά δείγματα παίδων που 

νοσηλεύθηκαν ή επισκέφτηκαν τα τρία μεγαλύτερα Παιδιατρικά Νοσοκομεία στον Ελλαδικό χώρο 

(που εξυπηρετούν τον νομό Αττικής, την Κεντρική Ελλάδα και τα νησιά του Αιγαίου, ώστε το 

δείγμα ασθενών να είναι αντιπροσωπευτικό). Η συλλογή έγινε κατά την διάρκεια της περιόδου προ 

της έναρξης της χρήσης του 7δύναμου συζευγμένου εμβολίου του πνευμονιοκόκκου. Η παρούσα 

προσπάθεια αποτελεί την πρώτη ουσιαστικά πολυκεντρική και συστηματική καταγραφή και 

χαρτογράφηση των δεδομένων των πνευμονιόκοκκων σε παιδιατρικές λοιμώξεις στην Ελλάδα. Αν 

και αποσπασματικές προσπάθειες είχαν γίνει στο παρελθόν 
3, 4,

 
218-220

, για πρώτη φορά μια 

συστηματική πολυκεντρική καταγραφή επιχειρείται. Έτσι τα παρόντα δεδομένα μπορούν να 

αποτελέσουν βάση και σημείο αναφοράς για κάθε περαιτέρω μελέτη στην συνέχεια.  

Στην παρούσα μελέτη καταγράφονται τα ποσοστά αντοχής, οι ορότυποι των στελεχών που 

απομονώθηκαν, καθώς και τα αποτελέσματα της διερεύνησης και προσδιορισμού των μοριακών 

μηχανισμών αντοχής έναντι των κυριοτέρων αντιμικροβιακών παραγόντων που χρησιμοποιούνται 

για την καταπολέμηση των πνευμονιοκοκκικών λοιμώξεων. Για την επίτευξη του σκοπού αυτού 

έγινε εφαρμογή διαφόρων μοριακών τεχνικών και παραλλαγών τους, με βάση πάντα την 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR). Μέσω των δεδομένων της συλλογής των στελεχών 

προσδιορίσθηκαν τα ποσοστά συχνότητας ή μη, των οροτύπων του μικροβίου, οι φαινότυποι 

αντοχής προς κάθε αντιμικροβιακό παράγοντα, οι τύποι των φαινοτύπων αυτών και τα επιμέρους 

ποσοστά τους. Μέσω της παρούσας μελέτης επετεύχθη επίσης, η ανίχνευση των μοριακών 

μηχανισμών – γονιδίων που εμπλέκονται σε κάθε περίπτωση και η συσχέτισή τους με τους 

αντίστοιχους φαινοτύπους αντοχής αλλά και σημαντικές συσχετίσεις που αφορούν στην 

επιδημιολογία της αντοχής, της επικράτησης ή όχι, συγκεκριμένων οροτύπων και ποιών και της 

επίπτωσης των πνευμονιοκοκκικών λοιμώξεων, σε συνάρτηση με την εφαρμογή των διαφόρων 

ειδών εμβολίων, στην μετά του εμβολιασμού περίοδο. 

Ο πληθυσμός της μελέτης αποτελείται από παιδιατρικούς ασθενείς, με την πλειοψηφία των 

ασθενών να είναι κάτω από την ηλικία των 2 ετών, επιτρέποντας έτσι την εξαγωγή σημαντικών 

συμπερασμάτων για αυτήν την ηλικιακή ομάδα. Τα απομονωθέντα δείγματα εκπροσωπούν όλο το 

φάσμα των κλινικών εκδηλώσεων του πνευμονιοκόκκου, εφόσον αφορούν τόσο σε διεισδυτικές 

και μη διεισδυτικές πνευμονιοκοκκικές λοιμώξεις, όσο και σε φορεία.  
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4.2 Οροτυπία 

Στο σύνολο των στελεχών, ο συχνότερος ορότυπος ήταν ο 19F, ακολουθούμενος από τους 

οροτύπους 14, 6Β και 23F, γεγονός που υποδηλώνει ικανοποιητική κάλυψη από το επταδύναμο 

συζευγμένο εμβόλιο (75,3%). Η κάλυψη υπήρξε ακόμη μεγαλύτερη σε διεισδυτικές λοιμώξεις και 

ηλικίες ≤2 ετών, παρά σε μεγαλύτερα σε ηλικία παιδιά. Τα συγκεκριμένα δεδομένα συμφωνούν με 

μελέτες από τις Ηνωμένες Πολιτείες και την Ευρώπη 
169-171

, όπως επίσης και με μια μελέτη 

παιδιατρικής ρινοφαρυγγικής φορείας και κλινικών ενηλίκων στελεχών από την Ελλάδα
62

 στην 

περίοδο 2004-2006. Στη συγκεκριμένη μελέτη, εκτιμήθηκε ότι η κάλυψη από το επταδύναμο 

εμβόλιο ήταν 71,7% για τα στελέχη φορείας, ενώ ήταν μικρότερη (51,3%) για τα κλινικά στελέχη 

που απομονώθηκαν από ενηλίκους. 

Παρατηρήθηκε μια διαφοροποίηση στην κατανομή των οροτύπων μεταξύ των τριών κύριων 

ομάδων λοιμώξεων (ΣΔΛ, ΣΜΔΛ και ΣΦ). Στην ομάδα ΣΔΛ κυριαρχούσε ο ορότυπος 14 και 

ακολουθούσαν οι 6Β, 9V και 19F, ενώ σπάνια ήταν η ανίχνευση των οροτύπων 1, 3, 4 και 18C, 

γεγονός που, διέφερε από τους οροτύπους που επικρατούσαν σε άλλες Ευρωπαϊκές χώρες εκείνη 

τη χρονική στιγμή
169-172

. Αντίθετα, στην ομάδα ΣΜΔΛ κυριαρχούσε ο ορότυπος 19F και 

ακολουθούσαν οι ορότυποι 14, 23F, 6B και 9V. Τέλος, στην ομάδα ΣΦ, κυριαρχούσε ο ορότυπος 

6Β, ακολουθούμενος από τους οροτύπους 19F, 14, 23F και 9V.  Τα στελέχη που απομονώθηκαν 

από υγιή άτομα παρουσίαζαν μια ομοιόμορφη κατανομή, σε αντίθεση με τα στελέχη που 

απομονώθηκαν από λοιμώξεις, διεισδυτικές ή μη διεισδυτικές, στα οποία παρατηρήθηκε κάποιος 

επικρατών ορότυπος. Αυτή η διαφορά στον επιπολασμό των διαφόρων οροτύπων εξηγεί και τις 

διαφορές που παρατηρήθηκαν στην αντοχή των στελεχών στα διάφορα αντιμικροβιακά, όπως 

αναλύεται στη συνέχεια.  

 

4.3 Αντοχή στους αντιμικροβιακούς παράγοντες 

Τα μεγαλύτερα συνολικά ποσοστά αντοχής των στελεχών πνευμονιοκόκκου της συλλογής 

στα αντιμικροβιακά, παρατηρήθηκαν στα αντιμικροβιακά πενικιλλίνη, ερυθρομυκίνη, κο-

τριμοξαζόλη και  τετρακυκλίνη. 

Σύμφωνα με τη διεθνή βιβλιογραφία, στην Ευρώπη και συγκεκριμένα στις χώρες της 

Μεσογείου, όπως Ελλάδα, Γαλλία, Ιταλία, Βέλγιο και Ισπανία, εμφανίζονται τα υψηλότερα 

ποσοστά αντοχής στις μακρολίδες σε στελέχη πνευμονιοκόκκου, ενώ τα ανάλογα ποσοστά, είναι 

χαμηλότερα σε χώρες της Βόρειας Ευρώπης
221

, με τα χαμηλότερα να σημειώνονται στην Τσεχία, 

την Ολλανδία και τη Σουηδία
221

.
 
Μάλιστα, αυτές οι διαφορές, είναι πιθανόν να σχετίζονται με 

διαφορές στα ποσοστά κατανάλωσης μακρολιδών αντιβιοτικών (European Surveillance of 

Antibiotic Consumption), καθώς και με την διασπορά πολυανθεκτικών κλώνων. Στην Βόρειο 

Αμερική, τα υψηλότερα ποσοστά αντοχής παρουσιάζονται στις Η.Π.Α., ενώ στον Καναδά και το 

Μεξικό, είναι χαμηλότερα.  Υπερβολικά υψηλά ποσοστά αντοχής, δηλαδή από 70% περίπου, έως 
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και πάνω από 90%, παρουσιάζονται σε ασιατικές χώρες όπως Κίνα, Ιαπωνία και Ταϊβάν
221

.Έχει 

βρεθεί σημαντική συσχέτιση μεταξύ της ύπαρξης αντοχής σε ερυθρομυκίνη και τετρακυκλίνη
146

, 

ενώ είναι συχνό εύρημα η συνύπαρξη αντοχής σε μακρολίδες και β-λακταμικά αντιβιοτικά μεταξύ 

στελεχών πνευμονιοκόκκου, των συχνότερα απομονούμενων οροτύπων. Αυτά τα πολυανθεκτικά 

στελέχη ανήκουν σε διεθνείς κλώνους, όπως περιγράφονται από Δίκτυο Μοριακής Επιδημιολογίας 

Πνευμονιοκόκκου (Pneumococcal Molecular Epidemiology Network)
158

. 

Ανάμεσα στις τρεις ομάδες της μελέτης, πιο ανθεκτικά ήταν τα στελέχη από τις ομάδες 

ΣΜΔΛ και ΣΦ σε σύγκριση με την ομάδα ΣΔΛ. Ειδικά στην ομάδα ΣΜΔΛ, αξίζει να σημειωθεί, 

ότι τα ποσοστά μη-ευαισθησίας σε κοινά αντιμικροβιακά ήταν ιδιαίτερα υψηλά. Η απομόνωση των 

περισσοτέρων στελεχών διεισδυτικών λοιμώξεων, ήταν από περιστατικά οξείας μέσης ωτίτιδας την 

οποία ακολούθησε παρακέντηση τυμπανικού υμένα ή από λοιμώξεις αναπνευστικού με 

απαραίτητη την εισαγωγή σε νοσοκομείο, γεγονός που πιθανολογεί το να επιλέχθηκαν μερικώς τα 

στελέχη από μη διεισδυτικές λοιμώξεις, ενώ το τελευταίο με τη σειρά του, μπορεί να εξηγήσει την 

διαφορετική κατανομή των οροτύπων μεταξύ των στελεχών από διεισδυτικές λοιμώξεις και 

ρινοφαρυγγική φορεία. Ένα παράδειγμα αποτελούν στελέχη οροτύπου 19F, με 

πολυανθεκτικότητα, τα οποία κυριαρχούσαν στην ομάδα ΣΜΔΛ, ενώ στην ομάδα ΣΦ το ποσοστό 

ανίχνευσής τους ήταν πολύ μικρό. Επίσης, όσον αφορά στη φορεία, όπου και εκεί τα ποσοστά 

αντοχής έναντι αντιμικροβιακών παραγόντων ήταν αρκετά υψηλά, κατέδειξαν, ότι υπήρχε μια 

διασπορά πολυανθεκτικών στελεχών πνευμονιοκόκκων μέσα στην κοινότητα. 

Το φαινόμενο της πολυαντοχής, δηλαδή, ανθεκτικότητα σε τρία ή περισσότερα 

αντιμικροβιακά φάρμακα, κυριαρχούσε μεταξύ των στελεχών ΣΜΔΛ και ΣΦ, χωρίς να υπάρχουν 

διαφορές στις ηλικίες των ασθενών, ενώ μεταξύ των στελεχών ΣΔΛ σημειώθηκε σε χαμηλότερα 

ποσοστό. Τέλος, η μελέτη της πολυαντοχής σε σχέση με τις ηλικιακές ομάδες των ασθενών 

ανέδειξε ένα αρκετά υψηλό ποσοστό εμφάνισης πολυανθεκτικότητας σε παιδιά έως ή κάτω των 2 

ετών.  

 

4.4 Αντοχή στην πενικιλλίνη 

Τα ποσοστά μη ευαισθησίας στην πενικιλλίνη ήταν υψηλότερα μεταξύ των ΣΜΔΛ και ΣΦ, σε 

σχέση με το αντίστοιχο ποσοστό των ΣΔΛ (17,2%) και μάλιστα, συγκριτικά με αντίστοιχα 

ποσοστά από άλλες Μεσογειακές χώρες, εκτός της Ιταλίας, ήταν χαμηλότερο
171-174

. Η υψηλού 

επιπέδου αντοχή στην πενικιλλίνη στα ΣΔΛ ήταν μόνο στο 0,5%, ενώ ήταν αρκετά υψηλότερη στα 

ΣΜΔΛ και ΣΦ (16,5% και 12,6% αντίστοιχα). Τα ποσοστά ενδιάμεσης αντοχής στην πενικιλλίνη 

σε σχέση με αυτά της πλήρους αντοχής ήταν μεγαλύτερα, 31,8% έναντι 12,9% αντίστοιχα επί του 

συνόλου των ανθεκτικών στην πενικιλλίνη στελεχών και η ενδιαμέσου επιπέδου αντοχή στην 

πενικιλλίνη στα ΣΔΛ ήταν στο 16,6%, ενώ στα ΣΜΔΛ και ΣΦ ήταν και σε αυτή τη περίπτωση, 

υψηλότερα (36,5% και 30,6% αντίστοιχα). Από τα ανωτέρω συνάγεται το συμπερασμα ότι η 
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πενικιλλίνη ενδέχεται να έχει περισσότερες πιθανότητες να αποτελέσει επιτυχή θεραπεία σε 

περιστατικά διεισδυτικών λοιμώξεων. 

Επίσης θα πρέπει να σημειωθεί ότι η σποραδική και μόνο εμφάνιση μη ευαίσθητων στην 

αμοξυκιλλίνη στελεχών στις ομάδες ΣΜΔΛ και ΣΦ με ταυτόχρονη απουσία τους στην ομάδα 

ΣΔΛ,θα μπορούσε να θεωρηθεί ως ένδειξη ότι η αμοξυκιλλίνη παραμένει δραστική έναντι των 

ανθεκτικών στην πενικιλλίνη, στελεχών πνευμονιοκόκκου. Όσον αφορά στην κεφοταξίμη, τα 

ποσοστά μη ευαισθησίας μεταξύ των στελεχών προερχόμενα και από τις τρεις ομάδες ήταν αρκετά 

χαμηλά.  

 

4.5 Αντοχή στην τετρακυκλίνη 

Τα ποσοστά αντοχής στην τετρακυκλίνη, ανέρχονταν σε 34,7% στο σύνολο των στελεχών, 

αλλά στα στελέχη ΣΜΔΛ και ΣΦ (41,7% και 35% αντίστοιχα) ήταν υψηλότερα σε σχέση με το 

ποσοστό αντοχής των στελεχών ΣΔΛ (10,2%). Παρόμοια εικόνα, διαπιστώθηκε και σε άλλες 

κατηγορίες αντιμικροβιακών παραγόντων, όπως η κο-τριμοξαζόλη και η χλωραμφαινικόλη. 

 

 

4.6 MLSB αντοχή 

Όσον αφορά στην αντοχή MLSB, τα ποσοστά αντοχής στην ερυθρομυκίνη είναι υψηλότερα σε 

σχέση με αυτά στην πενικιλλίνη και στις τρεις ομάδες στελεχών. Η αύξηση της αντοχής, σε σχέση 

με παλαιότερες μελέτες, αφορούσε κυρίως τις ΣΜΔΛ, ενώ βρέθηκε και σε συμφωνία με την 

παγκόσμια αυξηντική τάση της αντοχής των πνευμονιοκόκκων στις μακρολίδες
175,169,171,174,176-177

. 

Με βάση τα ανωτέρω, η επιλογή της ερυθρομυκίνης είναι επισφαλής σε όλες τις ομάδες στελεχών. 

Ο Μ φαινότυπος αντοχής, κυριαρχούσε μεταξύ των στελεχών ανθεκτικών στην ερυθρομυκίνη 

έναντι των άλλων φαινοτύπων, CR και IR, με το μεγαλύτερο ποσοστό να παρατηρείται στα 

στελέχη ΣΜΔΛ σε σχέση με τα στελέχη ΣΔΛ και ΣΦ. Αντίθετα, ο φαινότυπος αντοχής CR 

κυριαρχούσε κυρίως στα στελέχη ΣΦ και κατόπιν στα στελέχη ΣΜΔΛ. Τέλος, ο φαινότυπος IR 

ανιχνεύθηκε σε πολύ μικρά ποσοστά και στις τρεις κατηγορίες. Η επικράτηση του Μ φαινοτύπου 

αντοχής που διαπιστώθηκε, ήταν σε συμφωνία με την αυξανόμενη ανεύρεσή του στην Ευρώπη 

λόγω της διασποράς του ST9 κλώνου του οροτύπου 14
178-179

. 

Τα ποσοστά αντοχής στην κλινδαμυκίνη είναι χαμηλότερα σε σχέση με την ερυθρομυκίνη, 

όπου στο σύνολο των στελεχών ανέρχεται στο 12,4%, ενώ τα υψηλότερα σημειώνονται σε στελέχη 

ΣΦ και ΣΜΔΛ. Επειδή το ποσοστό ανίχνευσης του φαινοτύπου αντοχής IR (επαγώγιμου), είναι 

αρκετά χαμηλό σε όλες τις κατηγορίες και στο σύνολο των στελεχών, θα μπορούσε να εξετασθεί η 

χρήση της κλινδαμυκίνης ως εναλλακτική επιλογή σε περιπτώσεις αλλεργίας στις β-λακτάμες. 
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4.7 Αντοχή ανά ορότυπο 

Στην πενικιλλίνη, τα υψηλότερα ποσοστά αντοχής αφορούσαν τον ορότυπο 19F, ενώ 

ακολουθούσαν οι ορότυποι 14, 23F, 6Β και 9V. Ομοίως, στην κεφοταξίμη, τα στελέχη του 

οροτύπου 19F εμφάνισαν την υψηλότερη αντοχή, ενώ ακολουθούσαν οι ορότυποι 19nonF και 11 

σε πολύ μικρότερα ποσοστά. 

Tα υψηλότερα ποσοστά αντοχής σε ερυθρομυκίνη και τετρακυκλίνη σημειώθηκαν μεταξύ 

των στελεχών των οροτύπων 19F και 14, στους οποίους επικρατούσε ο Μ φαινότυπος αντοχής. 

Σχετικά με τους λοιπούς ορότυπους (6Β, 23F, 9V, 19nonF, 6nonΒ και 3), τα ποσοστά αντοχής 

ήταν αρκετά χαμηλότερα, με την μεγαλύτερη αντοχή να σημειώνεται μεταξύ των στελεχών 

οροτύπου 6Β, ακολουθούμενος από τον 23F και τον 9V. Ο φαινότυπος αντοχής CR επικρατούσε 

μεταξύ των στελεχών των οροτύπων 6Β, 23F και 3, ο φαινότυπος Μ κυριαρχούσε μεταξύ των 

στελεχών των οροτύπων 9V, 19nonF, ενώ στα στελέχη οροτύπου 6nonB, οι φαινότυποι Μ και CR, 

ανιχνεύθηκαν στο ίδιο ποσοστό.  

Τα στελέχη οροτύπου 19F ήταν συχνότερα πολυανθεκτικά (αντοχή σε τρείς ή 

περισσότερες ομάδες αντιβιοτικών) σε σχέση με τους λοιπούς ορότυπους.  

Η αντίστοιχη κατανομή των οροτύπων των ανθεκτικών στελεχών σε πενικιλλίνη, 

ερυθρομυκίνη και τετρακυκλίνη που παρουσιάζεται στην διεθνή βιβλιογραφία, κατά την προ της 

έναρξης του εμβολιασμού περίοδο, δεν διαφέρει και τόσο πολύ από της παρούσας μελέτης. Οι 

ορότυποι που επικρατούν είναι κυρίως οι ορότυποι που συναντούμε στην σύνθεση του 7-δύναμου 

συζευγμένου εμβολίου, συν κάποιοι ακόμη σε μικρότερο ποσοστό, όπως οι 19Α, 7F, 6A, 15A και 

1. Η παγκόσμια αυξηντική τάση της αντοχής  στον πνευμονιόκοκκο έχει συσχετισθεί με τη 

διασπορά διαφόρων οροτύπων του βακτηρίου (6Α, 6Β, 9V, 14, 15Α, 19F, 19A και 23F), οι 

αποκαλούμενοι «παιδιατρικοί ορότυποι». Στις Η.Π.Α., επτά ορότυποι (6Α, 6Β, 9V, 14, 19F, 19A 

και 23F) ευθύνονταν για το 90% της αντοχής στελεχών πνευμονιοκόκκου στην πενικιλλίνη
45

. 

Μετά την εισαγωγή του 7-δύναμου εμβολίου στις Η.Π.Α, παρατηρήθηκε μια δραματική μείωση 

της επίπτωσης διεισδυτικών λοιμώξεων σε παιδιά ≤ 5 ετών, η οποία συνδέθηκε με την μείωση της 

επίπτωσης διεισδυτικών λοιμώξεων από οροτύπους του 7-δύναμου συζευγμένου εμβολίου
225, 226

, 

ενώ συγχρόνως, αυξήθηκε η επίπτωσή τους, σε όλες τις ηλικιακές ομάδες
226 

, από τον ορότυπο 19Α 

που δεν περιλαμβάνεται στο εμβόλιο. Ο ορότυπος 19Α είναι πολυανθεκτικός και θεωρείται ότι η 

αύξηση στα ποσοστά εμφάνισης λοιμώξεων από αυτόν, μπορεί να οφείλεται, εν μέρει, στο 

φαινόμενο της «ανταλλαγής κάψας» (capsular switching) μεταξύ των στελεχών των οροτύπων του 

εμβολίου
228

.  Στις Η.Π.Α. όλοι οι ορότυποι που περιλαμβάνονταν στο 7-δύναμο συζευγμένο 

εμβόλιο, επικρατούσαν στην προ της εφαρμογής του εμβολίου εποχή, με τον ορότυπο 14 να 

προεξάρχει και να ακολουθούν ο 6Β και ο 19F, καθώς και οι λοιποί σε μικρότερα ποσοστά
229

, ενώ 

στην μετέπειτα εποχή, της εισαγωγής του 7-δύναμου εμβολίου, παρατηρήθηκε μια αλλαγή στους 

κυρίαρχους οροτύπους με τους 14 και 19F να ελαττώνονται και να αυξάνουν ο 19Α και λοιποί μη 

περιλαμβανόμενοι στο εμβόλιο, ορότυποι. Τα περισσότερα ανθεκτικά στελέχη σε μακρολίδες και 
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πενικιλλίνη, τετρακυκλίνη ανήκαν στους οροτύπους 14 και 19F, αυτά με ανθεκτικότητα ή 

ενδιάμεση ευασθησία στην πενικιλλίνη και ευαισθησία στις μακρολίδες στους οροτύπους 6Β, 23F, 

9V, 14 και 19Α και τα πολυανθεκτικά στελέχη αποτελούνταν από τους οροτύπους 9V, 6B, 14, 23F 

και 19Α
229

. Στην Λατινική Αμερική, τα περισσότερο ανθεκτικά στελέχη στην πενικιλλίνη ανήκαν 

στον ορότυπο 14, ακολουθούμενος από τους 5, 1, 6Α/C, 23F, 7F, 9V, 19F, 18C, 19A, 9N και με 

κάποιες διαφορές στην κατανομή ανάλογα με τη χώρα
232

. 

Στις Ευρωπαϊκές χώρες, όπως η Ισπανία
223

 η Ιταλία
233

, η Γαλλία
236 

, η Δανία
237 

, η 

Ουγγαρία
238 

,η Πολωνία
239

,η Νορβηγία
240 

 , η Φινλανδία
93 

και άλλες,  εμφανίζεται η αντοχή στα 

αντιβιοτικά να σχετίζεται με τους οροτύπους του 7-δύναμου συζευγμένου εμβολίου πριν την 

εφαρμογή του, ενώ  μετά να παρατηρείται ελάττωση της ανεύρεσης των εν λόγω οροτύπων μεταξύ 

ανθεκτικών στελεχών πνευμονιοκόκκου και εμφάνιση οροτύπων μη συμπεριλαμβανομένων στο 

εμβόλιο, όπως ο 19Α
223 

. Στην Πολωνία ιδιαίτερα, εμφανίζονται και ποσοστά αντοχής στην 

τετρακυκλίνη, από τα υψηλότερα στην Ευρώπη
187

. Στην Γερμανία, όπου τα ποσοστά αντοχής στις 

μακρολίδες είναι γενικά χαμηλότερα από άλλες χώρες της Νότιας Ευρώπης
1,230,231

,  παρατηρείται 

μια παρόμοια εικόνα, με τα στελέχη, ιδίως του οροτύπου 14 αλλά και του 19F, να εμφανίζουν τη 

μεγαλύτερη αντοχή, αυξανομένη με τα χρόνια
228

. Μάλιστα, τα ποσοστά αντοχής μεταξύ στελεχών 

των οροτύπων του 7-δύναμου, 10-δύναμου και 13-δύναμου εμβολίου ήταν υψηλότερα σε σχέση με 

αυτά των στελεχών των οροτύπων που δεν περιλαμβάνονται
228

. Στην Ιαπωνία, η πλειονότητα των 

ανθεκτικών στελεχών σε πενικιλλλίνη και μακρολίδες αποτελούνταν από στελέχη των οροτύπων 

του 7-δύναμου συζευγμένου εμβολίου και στελέχη με ενδιάμεση ευαισθησία στην πενικιλλίνη, 

οροτύπων 14, 23Α, 6Α, 6Β και 3
121

. Στην Σαουδική Αραβία
235

, το Κουβέϊτ
235

, την Ταϊβάν
224 

και την 

Κίνα
222 

, η πλειονότητα των ανθεκτικών στελεχών ανήκε σε οροτύπους του 7-δύναμου εμβολίου
 
, 

όπως και στην Κορέα, μόνο που εδώ υπήρχαν επιπρόσθετα και οι ορότυποι 19Α και 11A
151

, ενώ 

στην Τουρκία, πέραν των οροτύπων του 7-δύναμου εμβολίου που επικρατούσαν μεταξύ των 

ανθεκτικών στελεχών σε πενικιλλίνη, μακρολίδες και τετρακυκλίνη, ανευρέθησαν και οι ορότυποι 

9V, 19A και 23Β
234

. 

 

 

4.8 Διερεύνηση μηχανισμών αντοχής 

Μέσω της εφαρμογής μοριακών μεθόδων, έγινε δυνατή η διερεύνηση και ο προσδιορισμός 

των γονιδίων και άρα των μηχανισμών αντοχής που ενεπλάκησαν στην τελική έκφρασή της, 

φαινοτυπικά.  

 

4.8.1 Μηχανισμοί MLSB αντοχής γενικά και ανά ορότυπο 

Στους κυριότερους οροτύπους (19F και 14), όπου επικρατούσε ο φαινότυπος M, ανιχνεύθηκε 

στην πλειονότητα των στελεχών το γονίδιο mef, που δρα μέσω του μηχανισμού αντλίας εκροής και 

έτσι επιβεβαιώθηκε και η φαινοτυπική δοκιμασία ανίχνευσης. Παρόμοια εικόνα διαπιστώθηκε και 
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στα στελέχη με φαινότυπο CR, όπου κυρίως ανιχνεύθηκε το γονίδιο ermB, δηλαδή ο μηχανισμός 

μεθυλίωσης του ριβοσώματος. Η ανίχνευση σε δύο στελέχη δύο γονιδίων (mef και ermB) με 

παράλληλη διαπίστωση του CR φαινότυπου αντοχής, έδειξε ότι το ermB γονίδιο επικρατεί στην 

φαινοτυπική έκφραση της αντοχής έναντι του mef γονιδίου. Ομοίως και το γονίδιο ermTR 

επικρατεί έναντι του mef, όπως φάνηκε στο ένα στέλεχος φαινοτύπου IR όπου ανιχνεύθηκαν και τα 

δύο γονίδια. 

Μεταξύ των λιγότερα συχνών οροτύπων (6Β, 23F, 9V, 19nonF, 6nonΒ και 3), όπου τα 

περισσότερα στελέχη τους εξέφραζαν φαινοτυπικά την CR-MLSB αντοχή, ανιχνεύθηκε το γονίδιο 

ermB στην πλειονότητα των στελεχών, ενώ σε ένα στέλεχος οροτύπου 6Β με φαινότυπο CR,  

ανιχνεύθηκε διπλό γονίδιο mef και ermB. Επίσης μεταξύ των στελεχών με φαινότυπο M των εν 

λόγω οροτύπων, το γονίδιο mef  ανιχνεύθηκε στα περισσότερα από αυτά. 

Συνολικά, η συσχέτιση φαινοτύπων και γονιδιακής αντοχής MLSB, έδειξε ότι στα 

περισσότερα ανθεκτικά στελέχη με φαινότυπο Μ, CR ή IR επιβεβαιώθηκε η παρουσία των 

γονιδίων mef, ermB και ermΤR, αντίστοιχα, ενώ σε ορισμένα, δεν ανιχνεύθηκε κανένα γονίδιο και 

αποδόθηκε η ανάπτυξη της αντοχής σε κάποιο άλλο, συνήθως σπάνιο σε συχνότητα, μηχανισμό 

αντοχής ή σε ανεπάρκεια του πρωτοκόλλου που χρησιμοποιήθηκε να ανιχνεύσει την αντοχή, όπως 

έχει περιγραφεί συχνά και στην βιβλιογραφία. 

Συμπερασματικά, στην Ελλάδα, τα στελέχη S. pneumoniae που απομονώθηκαν στη 

συγκεκριμένη μελέτη, προ της ενάρξης του εμβολιασμού, παρουσίασαν την αντοχή στην 

ερυθρομυκίνη να επικρατεί σε συγκεκριμένους οροτύπους και συγκεκριμένα, να αποδίδεται στον 

μηχανισμό αντλίας εκροής (mef γονίδιο) στα στελέχη των οροτύπων 19F και 14 και στον 

μηχανισμό μεθυλίωσης του ριβοσώματος (ermB γονίδιο) στα στελέχη των οροτύπων 6Β και 23F. 

Βέβαια, είναι σημαντικό να τονισθεί ότι η πιθανή αλλαγή των επικρατούντων οροτύπων μετά την 

εφαρμογή του εμβολίου μπορεί να οδηγήσει σε αλλαγή των αντίστοιχων μηχανισμών αντοχής. 

Συγκριτικά, οι επικρατέστεροι μηχανισμοί MLSB αντοχής σε στελέχη S. pneumoniae, στην 

Ευρώπη, τις Ηνωμένες Πολιτείες, τον Καναδά, την Ιαπωνία και το Χόνγκ Κόνγκ εμφανίζονται 

στην Εικόνα 8 στο Γενικό Μέρος της διατριβής. 

Η διερεύνηση του υποτύπου του γονιδίου mef (mefA/E) με την τεχνική της PCR-RFLP έδειξε 

ότι σε όλους τους ορότυπους , εκτός του 14, επικρατούσε ο υπότυπος mefE, ο οποίος ανιχνεύθηκε 

στο μεγαλύτερο ποσοστό των στελεχών με mef-θετικό γονίδιο, ενώ ο υπότυπος mefA υπερείχε 

μεταξύ των στελεχών του οροτύπου 14. Οι διεθνείς αναφορές διείστανται σχετικά με αυτό το θέμα. 

Σε κάποιες μελέτες στη βιβλιογραφία, παρουσιάζεται ο υπότυπος mefA, να επικρατεί, όπως για 

παράδειγμα στην Γερμανία
180

,  στη Ρωσία
181

, στη Νορβηγία
182

, στην Ιταλία
35

, αλλά και να υπάρχει 

μια συσχέτιση μεταξύ του υποτύπου mefA και του οροτύπου 14
183

. Σε μελέτες από άλλες χώρες, 

εκτός Ευρώπης, όπως η Αργεντινή, τα ποσοστά ανεύρεσης των εν λόγω υποτύπων, είναι 

παραπλήσια
184

, ενώ σε άλλη μελέτη που είχε διεξαχθεί στην Ελλάδα
185

, πριν την έναρξη του 

εμβολιασμού, αλλά και στην Ισπανία, φάνηκε η επικράτηση του υποτύπου mefE
186

. Φαίνεται ότι η 
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τοπική διασπορά και οι επιδημιολογικές ιδιαιτερότητες παίζουν σημαντικό ρόλο στην επικράτηση 

ενός εκ των δύο υποτύπων. 

 

4.8.2 Μηχανισμοί αντοχής στην τετρακυκλίνη γενικά και ανά ορότυπο 

Στην πλειονότητα των ανθεκτικών στην τετρακυκλίνη στελεχών ανιχνεύθηκε το γονίδιο tetM 

(μηχανισμός προστασίας του ριβοσώματος). Σε ένα μικρό ποσοστό των στελεχών που 

εξετάσθηκαν, δεν ανιχνεύθηκε κανένα γονίδιο και επομένως, η αντοχή στην τετρακυκλίνη 

αποδόθηκε σε κάποιο άλλο, σπανιότερο μηχανισμό, ενώ σε ένα μικρό αριθμό στελεχών, των πιο 

συχνών οροτύπων, ανευρέθη η παρουσία διπλού γονιδίου tetM και tetO.  

Συμπερασματικά, στην Ελλάδα, η αντοχή στη τετρακυκλίνη επίσης επικρατεί σε 

συγκεκριμένους οροτύπους και αποδίδεται σε μηχανισμό προστασίας του ριβοσώματος (tetM 

γονίδιο). Το γεγονός αυτό, της επικράτησης του γονιδίου tetM, έναντι του tetO, καθώς και της 

παρουσίας των δύο αυτών γονιδίων μαζί,  είναι εμφανές μέσα από μελέτες και σε άλλες χώρες, 

ειδικά στην Πολωνία
187,188

, στην Ιταλία
189,190

 και σε άλλη μελέτη που διεξήχθη στην Ελλάδα
191

. 

Επίσης, σε μιά μελέτη από τις Η.Π.Α.
192

, φαίνεται όχι μόνο η επικράτηση του γονιδίου  tetM για 

την αντοχή στην τετρακυκλίνη, αλλά και το μικρό ποσοστό ανεύρεσης της παρουσίας διπλού 

γονιδίου tetM – tetO και του ακόμη μικρότερου ποσοστού ανεύρεσης tetO. Τέλος, από έρευνες που 

έχουν πραγματοποιηθεί στην Ισπανία
193,194

,διαφαίνεται όχι μόνο η κυριαρχία του γονιδίου tetM, 

αλλά και η δυνατή συσχέτισή του γενετικά, με το γονίδιο ermB, το οποίο είναι υπεύθυνο για την 

εμφάνιση της ιδιοσυστασιακής MLSB αντοχής (φαινότυπος CR), όπως και στην παρούσα μελέτη. 

 

4.8.3 Μηχανισμοί αντοχής στις β-λακτάμες γενικά και ανά ορότυπο 

Όσον αφορά στις β-λακτάμες, η διερεύνηση της γονιδιακής αντοχής μέσω μοριακών μεθόδων, 

έγινε δυνατή μετά από κατηγοριοποίηση των στελεχών ανάλογα με τις τιμές της ελάχιστης 

ανασταλτικής πυκνότητας (ΕΑΠ) της πενικιλλίνης και κεφοταξίμης (ομάδα Α με τιμή ΕΑΠ > 2 για 

την πενικιλλίνη  και  ≥ 2 για την κεφοταξίμη  και ομάδα Β  με τιμή ΕΑΠ > 2 για την πενικιλλίνη 

και ≤ 1 για την κεφοταξίμη). 

Με βάση την αλληλουχία της PBP1A ανιχνεύονται τρείς κύριοι κλώνοι που αντιστοιχούν σε 

συγκεκριμένους συνδυασμούς οροτύπων/φαινοτύπων. Συγκεκριμένα διακρίνονται, ο κλώνος Νο 1 

με στελέχη οροτύπου 19F ομάδος Α ανθεκτικά και στις δύο β-λακτάμες και ένα στέλεχος 6Β 

ομάδος Β που κατηγοριοποιούνται μαζί και ξεχωρίζουν από τα στελέχη των άλλων δύο κλώνων, 

τα οποία ανήκουν μόνο στην ομάδα Β, δηλαδή παρουσιάζουν αντοχή μόνο στην πενικιλλίνη και 

όχι στην κεφοταξίμη, ο κλώνος Νο 2 με στελέχη οροτύπου 14 ομάδος Β και ο κλώνος Νο 3 με 

στελέχη οροτύπων 19F και 23F της ομάδος Β. 

Με βάση την νουκλεοτιδική αλληλουχία της PBP2B, οι ομαδοποιήσεις που προέκυψαν 

αποτελούνται από μεικτούς πληθυσμούς. Μία συσχέτιση που ξεχώρισε, ήταν σε στελέχη οροτύπου 

19F ανθεκτικών και στις δύο β-λακτάμες, δηλαδή ομάδος Α, τα οποία κατηγοριοποιήθηκαν σε 2 
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κλώνους μαζί με το στέλεχος 6Β ομάδος Β που αναφέρθηκε παραπάνω. Οι υπόλοιπες ομάδες που 

προέκυψαν ήταν, μία με στελέχη οροτύπων 19F και 23F ομάδος Β, μία με στελέχη οροτύπου 14 

ομάδος Β και μία τελευταία με στελέχη διαφόρων οροτύπων, όπως 14, 19F, 9V ομάδος Β και με 

μόνο ένα στέλεχος οροτύπου 11 να κατηγοριοποιείται μαζί και να ανήκει στην ομάδα Α. 

Τέλος, με βάση την νουκλεοτιδική αλληλουχία της PBP2X, αποδόθηκαν δύο διακριτοί κλώνοι 

με βάση τον φαινότυπο αντοχής, δηλαδή την ΕΑΠ στις δύο β-λακτάμες, ένας με στελέχη οροτύπου 

19F ομάδος Α (εκτός από ένα στέλεχος που ανήκε στην ομάδα Β) και το στέλεχος οροτύπου 6Β 

που αναφέρθηκε παραπάνω και ένας κλώνος με στελέχη διαφόρων οροτύπων, κυρίως 19F, 23F και 

λιγότερα οροτύπου 11 που ανήκαν στην ομάδα Β. 

Λαμβάνοντας υπ’ όψιν τα δενδρογράμματα των τριών PBPs, φαίνεται καθαρά ότι μια ομάδα 

στελεχών οροτύπου 19F ανθεκτικών στις δύο β-λακτάμες (αλλά και σε άλλα αντιβιοτικά), της 

ομάδος Α και ένα στέλεχος οροτύπου 6Β ομάδος Β παρουσιάζουν μεγάλη ομοιότητα στην 

νουκλεοτιδική αλληλουχία και των τριών PBPs και κατηγοριοποιούνται μαζί και στις τρεις 

περιπτώσεις, υποδεικνύοντας έτσι πιθανή κοινή καταγωγή των γονιδίων. Αντίθετα, η ομαδοποίηση 

των υπολοίπων στελεχών της ομάδος Β, δηλαδή με αντοχή στην πενικιλλίνη και ευαισθησία στην 

κεφοταξίμη δεν είναι ίδια στις τρεις PBPs. 

Κάποια συμπεράσματα που μπορούν να εξαχθούν από την παρούσα μελέτη, όσον αφορά 

στην αντοχή στις δύο β-λακτάμες, είναι ότι η μικροβιακή αντοχή στην κεφοταξίμη φαίνεται να 

συσχετίζεται κυρίως με αλλαγές της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας στην PBP2X και στην PBP1A, 

και λιγότερο με αλλαγές της αλληλουχίας της PBP2B. Η αντοχή στην πενικιλλίνη φαίνεται να 

συσχετίζεται με αλλαγές σε όλες τις υπό μελέτη PBPs. Η μελέτη της μικροβιακής αντοχής στην 

πενικιλλίνη και την κεφοταξίμη, που προέκυψαν μέσα από την παρούσα διατριβή, επιβεβαιώνεται 

από τις σχετικές μελέτες που ανευρίσκονται στην διεθνή βιβλιογραφία
105-106,199-202,206

, ενώ ο ρόλος 

που διαδραματίζει η κάθε μία από τις κύριες PBPs που εμπλέκονται στη διαμόρφωσή της, μπορεί 

να είναι διαφορετικός. Συγκεκριμένα, μεταλλάξεις που αφορούν στην PBP2X και στην PBP1A 

σχετίζονται με υψηλού επιπέδου αντοχή στην πενικίλλινη
195-197

, όπως και στην κεφοταξίμη
196-198

, 

μάλιστα επιπρόσθετες διαφοροποιήσεις στην PBP1Α, μπορούν να αυξήσουν την MIC της 

πενικιλλίνης σε επίπεδα ≥ 1 μg/ml και της κεφοταξίμης σε επίπεδα ≥ 0.5 μg/ml
105,203

. Πειράματα 

μεταμόρφωσης στο εργαστήριο, έδειξαν ότι η υψηλού επιπέδου αντοχή στην πενικιλλίνη 

επιτυγχάνεται με αλλαγές στις PBP1A, ή/και 2X,
203,212

, ενώ η χαμηλού επιπέδου αντοχή στην 

πενικιλλίνη, μπορεί να προκληθεί από αλλαγές στις PBP2B και 2Χ
205,206,212,213

. Επίσης, η υψηλού 

επιπέδου αντοχή στις β-λακτάμες γενικά, φαίνεται να σχετίζεται με την παρουσία μεγάλου αριθμού 

μεταλλάξεων στα αμινοξέα των συντηρημένων περιοχών των αμινοξέων («συντηρημένα μοτίβα»), 

της κάθε μίας από τις κύριες PBPs, αλλά και στην ανίχνευση μεταλλάξεων σε περισσότερες της 

μίας από αυτές
126

.  Όσον αφορά στην ενδιάμεση αντοχή στη πενικιλλίνη, φαίνεται να υπάρχει 

μεγάλη συσχέτιση με  μεταλλάξεις που συμβαίνουν μόνο σε μία ή και δύο από τις κύριες PBPs
204

.   
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Η συσχέτιση μεταξύ της ανάπτυξης χαμηλού επιπέδου αντοχής στις κεφαλοσπορίνες και 

μεταλλάξεων στην PBP2X, διαφαίνεται από πολλές μελέτες στη διεθνή βιβλιογραφία
105,198,205,206

, 

όπως επίσης και η ισχυρή σχέση μεταξύ της αντοχής σε κεφαλοσπορίνες, όπως η κεφοταξίμη και η 

κεφουροξίμη και μεταλλάξεων στην PBP2X
210-212

 και στην PBP1A
211,212

, ενώ το επίπεδο 

ευαισθησίας άλλων κεφαλοσπορινών, όπως της κεφακλόρης και της κεφπροζίλης, καθώς και της 

πενικιλλίνης, προσδιορίζεται μέσα από μεταλλαγές στις κύριες PBPs, 1A, 2X και 2Β
211,212

, όπως 

έχει ήδη αναφερθεί και παραπάνω.  

Στο επίπεδο της μοριακής δομής των πενικιλλινο-δεσμευτικών πρωτεϊνών, φαίνεται πως οι 

μονήρεις αντικαταστάσεις αμινοξέων μέσα ή κοντά στις συντηρημένες περιοχές STMK της 

PBP2X και SSN της PBP2B, αποτελούν τις κυρίαρχες μορφές αλλαγών που καθορίζουν τα 

στελέχη πνευμονιοκόκκων με ενδιάμεση αντοχή στην πενικιλλίνη. Μία αντικατάσταση αμινοξέως 

στην περιοχή STMK της PBP1A, επιπρόσθετα, σε αυτές τις μεταλλάξεις, φαίνεται να συνδέεται με 

την εμφάνιση στελεχών πνευμονιοκόκκων με πλήρη αντοχή στην πενικιλλίνη. Ένα σημαντικό 

εύρημα, ήταν ότι μια δεύτερη αντικατάσταση στην περιοχή STMK της PBP2X, συσχετίσθηκε με 

τα περισσότερο ανθεκτικά στελέχη και με στελέχη όπου η MIC στις αμινοπενικιλλίνες ήταν 

μεγαλύτερη της πενικιλλίνης
210

.   

Η απόκτηση και η διασπορά της αντοχής στα β-λακταμικά αντιβιοτικά στελεχών 

πνευμονιοκόκκων, είναι μια αρκετά πολύπλοκη διαδικασία, η οποία περιλαμβάνει κλωνική 

διασπορά, οριζόντια μεταφορά γενετικού υλικού (DNA), αλλά και σημειακές μεταλλάξεις. 
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Παράρτημα 1: Εικόνες και Γραφήματα 

 

 

 

 

Εικόνα 1. Hλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης αντιπροσωπευτικών αποτελεσμάτων PCR για το 

γονίδιο mef. 

 

διαδρομή 1: ladder 100 bp 

διαδρομή 2: αρνητικός μάρτυρας 

διαδρομή 3: θετικός μάρτυρας 

διαδρομές 4, 5, 6, 7, 10, 12, 13, 14, 15 και 16: αρνητικά αποτελέσματα 

διαδρομές 8, 9 και 11: θετικά αποτέλεσματα. 
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Εικόνα 2: Hλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης αντιπροσωπευτικών αποτελεσμάτων PCR 

για το γονίδιο ermB. 

 

διαδρομή 1 και 14 : ladder 100 bp 

διαδρομές 2, 3, 4, 6, 8, 9, 10, 11: αρνητικά αποτελέσματα 

διαδρομές 5 και 7 : θετικά αποτέλεσματα 

διαδρομή 12 : θετικός μάρτυρας  

διαδρομή 13 : αρνητικός μάρτυρας. 
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Εικόνα 3: Hλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης αντιπροσωπευτικών αποτελεσμάτων PCR 

για το γονίδιο ermTR. 

 

διαδρομή 1 και 15 : ladder 100 bp 

διαδρομές 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11: αρνητικά αποτελέσματα 

διαδρομή 12 : θετικό αποτέλεσμα 

διαδρομή 13 : θετικός μάρτυρας 

διαδρομή 14 : αρνητικός μάρτυρας. 
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Εικόνα 4: Hλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης αντιπροσωπευτικών αποτελεσμάτων PCR-

RFLP για υποτύπους των γονιδίων mefΑ/Ε .  

 

διαδρομές 1, 3, 4, 5, 6,  9, 10, 12, 13, 14 : θετικά αποτέλεσματα -  γονίδιο mefE 

διαδρομές  2, 7, 11: θετικά αποτέλεσματα – γονίδιο mefA 

διαδρομή 8 : αρνητικός μάρτυρας 

διαδρομή 15 : θετικός μάρτυρας 

διαδρομή 16 : ladder 100 bp.  
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Εικόνα 5: Hλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης αντιπροσωπευτικών αποτελεσμάτων 

multiplex PCR για τα γονίδια tetM- tetO. 

 

 

διαδρομή 1 : ladder 100 bp 

διαδρομή 2 : θετικός μάρτυρας (γονίδια tetM+tetO) 

διαδρομή 3 : αρνητικός μάρτυρας 

διαδρομές 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 19 και 20 : θετικά αποτέλεσματα – 

γονίδιο tetM 

διαδρομή 4 : θετικό αποτέλεσμα – γονίδια tetM+tetO 

διαδρομή 16 : αρνητικό αποτέλεσμα. 
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Εικόνα 6: Hλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης αντιπροσωπευτικών αποτελεσμάτων PCR 

για το γονίδιο pbp1A. 

 

διαδρομή 1 : ladder 100 bp 

διαδρομές 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 και 9: θετικά αποτελέσματα 

διαδρομή 10 : αρνητικό αποτέλεσμα 

διαδρομή 11 : αρνητικός μάρτυρας 

διαδρομή 12 : θετικός μάρτυρας. 
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Εικόνα 7: Hλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης αντιπροσωπευτικών αποτελεσμάτων PCR 

για το γονίδιο pbp2Β. 

 

διαδρομή 1 : ladder 100 bp 

διαδρομές 2, 3, 4, 5, 6 και 7 : θετικά αποτελέσματα 

διαδρομή 8 : θετικός μάρτυρας  

διαδρομή 9 : αρνητικός μάρτυρας. 
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Εικόνα 8: Hλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης αντιπροσωπευτικών αποτελεσμάτων PCR 

για το γονίδιο pbp2Χ. 

 

διαδρομή 1 και 13 : ladder 100 bp 

διαδρομές 2, 3, 4, 5, 6, 9 και 10: θετικά αποτελέσματα 

διαδρομές 7 και 8 : αρνητικά αποτελέσματα 

διαδρομή 11 : θετικός μάρτυρας 

διαδρομή 12 : αρνητικός μάρτυρας. 
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Εικόνα 9: Δενδρόγραμμα με βάση την νουκλεοτιδική αλληλουχία της PBP1A. Σε κάθε στέλεχος 

αναφέρεται ο κωδικός, ο ορότυπος και η τιμή ΕΑΠ της πενικιλλίνης (Pen) και της κεφοταξίμης 

(Ctx). Για παράδειγμα, το 379_14_Pen2_Ctx1 σημαίνει το στέλεχος Νο 379, οροτύπου 14 με ΕΑΠ 

στην πενικιλλίνη = 2 mg/L και ΕΑΠ στην κεφοταξίμη = 1 mg/L. 

 

Κλώνος 1 

Κλώνος 2 

Κλώνος 3 
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Εικόνα 10: Δενδρόγραμμα με βάση την νουκλεοτιδική αλληλουχία της PBP2Β. Σε κάθε στέλεχος 

αναφέρεται ο κωδικός, ο ορότυπος και η τιμή ΕΑΠ της πενικιλλίνης (Pen) και της κεφοταξίμης 

(Ctx). Για παράδειγμα, το 198_23F_Pen2_Ctx1 σημαίνει το στέλεχος Νο 198, οροτύπου 23F με 

ΕΑΠ στην πενικιλλίνη = 2 mg/L και ΕΑΠ στην κεφοταξίμη = 1 mg/L. 

 

Κλώνος 1 

Κλώνος 2 
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Εικόνα 11: Δενδρόγραμμα με βάση την νουκλεοτιδική αλληλουχία της PBP2X. Σε κάθε στέλεχος 

αναφέρεται ο κωδικός, ο ορότυπος και η τιμή ΕΑΠ της πενικιλλίνης (Pen) και της κεφοταξίμης 

(Ctx). Για παράδειγμα, το 267_19F_Pen2_Ctx05 σημαίνει το στέλεχος Νο 267, οροτύπου 19F με 

ΕΑΠ στην πενικιλλίνη = 2 mg/L και ΕΑΠ στην κεφοταξίμη = 0,5 mg/L. 

 

 

 

 

Κλώνος 1 

Κλώνος 2 
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Γράφημα 1. Ποσοστιαία κατανομή των οροομάδων – οροτύπων των στελεχών πνευμονιοκόκκων 

της συλλογής. 

31,7%

16,4%

11,9%

8,8%
7,6%

3,4%
2,8% 2,7%

1,9% 1,5% 1,3%

5,7%
4,3%

0,0%

5,0%

10,0%

15,0%

20,0%

25,0%

30,0%

35,0%

19F 14 6B 23F 9V 19nonF 6nonB 3 18C 11 1 others non 

typable

 

 

  



123 

 

 

Γράφημα 2. Κατανομή των οροομάδων – οροτύπων σε συνάρτηση με τις ομάδες των κλινικών 

δειγμάτων. 

ΣΔΛ ΣΜΔΛ ΣΦ

19F 6,5% 43,5% 18,0%

14 44,6% 10,3% 10,2%

6B 11,3% 7,0% 22,8%

23F 2,7% 8,7% 14,6%

9V 7,5% 6,1% 12,6%

19nonF 5,4% 3,6% 1,0%

6nonB 2,7% 3,1% 1,9%

3 0,5% 3,4% 2,4%

18C 1,6% 2,3% 1,0%

11 0 1,7% 2,4%

1 2,7% 1,1% 0,5%

others 10,7% 5,0% 7,3%
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Παράρτημα 2: Πίνακες Αποτελεσμάτων 

 

 

 

Πίνακας 1:  Ποσοστά αντοχής σε πενικιλλίνη και κεφοταξίμη στο σύνολο των στελεχών. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 2:  Πλήρης και Ενδιάμεση αντοχή των στελεχών πνευμονιοκόκκου στην πενικιλλίνη και 

επιμέρους αντοχή ανάλογα με τα κλινικά δείγματα. 

 
Πλήρης Ενδιάμεση 

Νο % No % 

Σύνολο των 

στελεχών 
133 12,9 328 31,8 

ΣΔΛ 1 0,5 31 16,6 

ΣΜΔΛ 106 16,5 234 36,5 

ΣΦ 26 12,6 63 30,6 

 

 

 

Πίνακας 3:  Πλήρης και Ενδιάμεση αντοχή των στελεχών πνευμονιοκόκκου στην κεφοταξίμη και 

επιμέρους αντοχή ανάλογα με τα κλινικά δείγματα. 

 
Πλήρης Ενδιάμεση 

Νο % No % 

Σύνολο των 

στελεχών 
2 0,2 10 1,0 

ΣΔΛ 0 0 2 1,1 

ΣΜΔΛ 1 0,2 8 1,2 

ΣΦ 1 0,5 0 0 

 

Κατηγορία 
Αντοχή σε Πενικιλλίνη Αντοχή σε Κεφοταξίμη 

Νο % Νο % 

Διεισδυτικές λοιμώξεις 32 17,2 2 1,1 

Μη διεισδυτικές λοιμώξεις  340 53 9 1,9 

Ρινοφαρυγγική φορεία 89 43,2 1 0,5 
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Πίνακας 4:  Συνολική αντοχή των στελεχών πνευμονιοκόκκου στην ερυθρομυκίνη και επιμέρους 

αντοχή ανάλογα με τα κλινικά δείγματα. 

 Νο % 

Σύνολο των στελεχών 450 43,6 

ΣΔΛ 56 30,1 

ΣΜΔΛ 319 49,8 

ΣΦ 75 36,4 

 

 

 

 

Πίνακας 5:  Συνολική αντοχή των στελεχών πνευμονιοκόκκου στην κλινδαμυκίνη και επιμέρους 

αντοχή ανάλογα με τα κλινικά δείγματα. 

 Νο % 

Σύνολο των στελεχών 128 12,4 

ΣΔΛ 6 3,2 

ΣΜΔΛ 87 13,6 

ΣΦ 35 17,0 

 

 

 

 

Πίνακας 6:  Συνολικά ποσοστά φαινοτύπων MLSB αντοχής των στελεχών και επιμέρους αντοχή 

ανάλογα με τα κλινικά δείγματα. 

 Μ CR IR 

Νο % Νο % Νο % 

Σύνολο των 

στελεχών 
306 29,6 128 12,4 16 1,5 

ΣΔΛ 48 25,8 6 3,2 2 1,1 

ΣΜΔΛ 225 35,1 87 13,6 7 1,1 

ΣΦ 33 16,0 35 17,0 7 3,4 
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Πίνακας 7: Κατανομή των ανθεκτικών στελεχών στη πενικιλλίνη στους κυριοτέρους ορότυπους. 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 8:  Κατανομή των ανθεκτικών στελεχών στην ερυθρομυκίνη στους κυριοτέρους 

ορότυπους. 

Ορότυποι 
Αντοχή σε Eρυθρομυκίνη 

Νο % 

19F 248 75,6 

14 104 61,2 

6Β 40 32,5 

23F 24 26,4 

9V 8 10,1 

19nonF 8 22,9 

6nonB 4 13,8 

3 3 10,8 

 

 

 

 

 

 

 

Ορότυποι 
Αντοχή σε Πενικιλλίνη 

Νο % 

19F 226 49 

14 41 8,9 

23F 20 4,3 

6B 18 3,9 

9V 7 1,5 
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Πίνακας 9: Κατανομή των ανθεκτικών στελεχών στην τετρακυκλίνη στους κυριοτέρους 

ορότυπους. 

Ορότυποι 
Αντοχή σε Τετρακυκλίνη 

Νο % 

19F 241 73,5 

14 26 15,3 

6Β 36 29,3 

23F 35 38,5 

9V 4 5,1 

19nonF 3 8,6 

6nonB 3 10,3 

3 2 5,3 

 

 

 

 

 

Πίνακας 10: Συνολικά ποσοστά φαινοτύπων MLSB αντοχής επικρατέστερων και λιγότερo συχνών 

οροτύπων. Ποσοστά επί των στελεχών των επιμέρους οροτύπων. 

Ορότυποι 

ΜLSB  Φαινότυποι  Αντοχής 

Μ CR IR 

Νο % Νο % Νο % 

19F 201 81,0 40 16,1 7 2,9 

14 67 64,4 32 30,8 5 4,8 

6Β 11 27,5 26 65,0 3 7,5 

23F 8 33,3 16 66,7 0 _ 

9V 5 62,5 2 25,0 1 12,5 

19nonF 6 75,0 2 25,0 0 _ 

6nonB 2 50,0 2 50,0 0 _ 

3 1 33,3 2 66,7 0 _ 
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Πίνακας 11:  Αποτελέσματα ελέγχου γονιδιακής αντοχής MLSB των ανθεκτικών στελεχών. 

Γονίδια 

Ορότυποι mefA/E ermB ermTR αρνητικά 

 Νο % Νο % Νο % Νο % 

19F 108 68,8 19 12,1 1 0,6 29 18,5 

14 25 39,1 15 23,4 0 _ 24 37,5 

6Β 6 18,2 19 57,6 0 _ 8 24,2 

23F 2 16,7 2 16,7 0 _ 8 66,6 

9V 0 _ 1 100 0 _ 0 _ 

19nonF 0 _ 1 33,3 0 _ 2 66,7 

6nonB 1 50 1 50 0 _ 0 _ 

3 0 _ 0 _ 0 _ 1 100 

 

 

 

 

 

Πίνακας 12: Αποτελέσματα ελέγχου υποτύπων των γονιδίων mefΑ/Ε ανά ορότυπο, μέσω τεχνκής 

PCR- RFLP. 

Ορότυποι 
Υπότυπος mefE Υπότυπος mefA 

Νο % Νο % 

19F 111 97,3 3 2,7 

14 9 34,6 17 65,4 

6Β 3 75 1 25 

23F 1 100 0 _ 

11 1 100 0 _ 

15 1 100 0 _ 
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Πίνακας 13:  Αποτελέσματα ελέγχου γονιδιακής αντοχής στην τετρακυκλίνη των επικρατέστερων 

και λιγότερo συχνών οροτύπων που εξετάσθηκαν. 

Γονίδια 

Ορότυποι tetM tetO* tetM -  tetO αρνητικά 

 Νο % Νο % Νο % Νο % 

19F 127 84,1 0 _ 3 2,0 21 13,9 

14 0 _ 0 _ 2 18,2 9 81,8 

6Β 24 85,7 0 _ 1 3,6 3 10,7 

23F 10 90,9 0 _ 1 9,1 0 _ 

19nonF 3 100 0 _ 0 _ 0 _ 

9V 1 100 0 _ 0 _ 0 _ 

6nonB 1 100 0 _ 0 _ 0 _ 

3 1 100 0 _ 0 _ 0 _ 

 

*Σε κανένα από τα στελέχη που εξετάσθηκαν το γονίδιο tetO δεν ανιχνεύθηκε μόνο του, παρά 

μόνο συνοδευόμενο από το γονίδιο tetM.  
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Παράρτημα 3: Δεδομένα νουκλεοτιδικών αλληλουχιών  

 

 

Νουκλεοτιδικές αλληλουχίες της PBP1A 
 

>379_14_Pen2_Ctx1  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCCCAACTTGGAGCTCGTCACCAAGCAAGTAACGTTTCATTTGGTA 

CCAACCAAGCTGTGGAAACCAATCGTGACTGGGGTTCTGCTATGAAACCAATCACCGATT 

ATGCACCTGCCATAGAATACGGTGTTTATGATTCCACTGCAACTATGGTTAATGATATTC 

CTTATAACTATCCGGGAACAAGCACACCTGTCTACAACTGGGATAGAGCATATTTCGGTA 

ATATTACTCTGCAATATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAATACAACAGAATCTAATAAACAATACGGAG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCTTATGCTGCCTTTGCAAATGGTGGCACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTCAGTGATGGAAGTAAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGGCGTGGAGCCTATCTTCCTTGGCTTCCTCAAGCTGGTAAAA 

CAGGAACCTCTAACTATACAGATGAGGAAGTTGAAAACCACATCAAGAACACTGGCTATG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTTGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCAATGATAACGTATCTATCAGAAGATACTCATCCAGAAGACTGGACGATGCCAG 

ACGGACTTTTCAGAAACGGGGAATTTGTATTCAAAAATGGAGCTCGCCCAATATGGACTG 

AACCCTCTACTCAACAATCCTCAACAGCTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCTACCGAAAA 

AAAGAACA 

>791_14_Pen2_Ctx1  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCCCAACTTGGAGCTCGTCACCAAGCAAGTAACGTTTCATTTGGTA 

CCAACCAAGCTGTGGAAACCAATCGTGACTGGGGTTCTGCTATGAAACCAATCACCGATT 

ATGCACCTGCCATAGAATACGGTGTTTATGATTCCACTGCAACTATGGTTAATGATATTC 

CTTATAACTATCCGGGAACAAGCACACCTGTCTACAACTGGGATAGAGCATATTTCGGTA 

ATATTACTCTGCAATATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAATACAACAGAATCTAATAAACAATACGGAG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCTTATGCTGCCTTTGCAAATGGTGGCACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTCAGTGATGGAAGTAAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGGCGTGGAGCCTATCTTCCTTGGCTTCCTCAAGCTGGTAAAA 

CAGGAACCTCTAACTATACAGATGAGGAAGTTGAAAACCACATCAAGAACACTGGCTATG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTTGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCAATGATAACGTATCTATCAGAAGATACTCATCCAGAAGACTGGACGATGCCAG 

ACGGACTTTTCAGAAACGGGGAATTTGTATTCAAAAATGGAGCTCGCCCAATATGGACTG 

AACCCTCTACTCAACAATCCTCAACAGCTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCTACCGAAAA 

AAAGAACA 

>792_14_Pen2_Ctx1  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCCCAACTTGGAGCTCGTCACCAAGCAAGTAACGTTTCATTTGGTA 

CCAACCAAGCTGTGGAAACCAATCGTGACTGGGGTTCTGCTATGAAACCAATCACCGATT 

ATGCACCTGCCATAGAATACGGTGTTTATGATTCCACTGCAACTATGGTTAATGATATTC 

CTTATAACTATCCGGGAACAAGCACACCTGTCTACAACTGGGATAGAGCATATTTCGGTA 

ATATTACTCTGCAATATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 
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ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAATACAACAGAATCTAATAAACAATACGGAG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCTTATGCTGCCTTTGCAAATGGTGGCACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTCAGTGATGGAAGTAAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGGCGTGGAGCCTATCTTCCTTGGCTTCCTCAAGCTGGTAAAA 

CAGGAACCTCTAACTATACAGATGAGGAAGTTGAAAACCACATCAAGAACACTGGCTATG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTTGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCAATGATAACGTATCTATCAGAAGATACTCATCCAGAAGACTGGACGATGCCAG 

ACGGACTTTTCAGAAACGGGGAATTTGTATTCAAAAATGGAGCTCGCCCAATATGGACTG 

AACCCTCTACTCAACAATCCTCAACAGCTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCTACCGAAAA 

AAAGAACA 

>825_14_Pen2_Ctx1  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCCCAACTTGGAGCTCGTCACCAAGCAAGTAACGTTTCATTTGGTA 

CCAACCAAGCTGTGGAAACCAATCGTGACTGGGGTTCTGCTATGAAACCAATCACCGATT 

ATGCACCTGCCATAGAATACGGTGTTTATGATTCCACTGCAACTATGGTTAATGATATTC 

CTTATAACTATCCGGGAACAAGCACACCTGTCTACAACTGGGATAGAGCATATTTCGGTA 

ATATTACTCTGCAATATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAATACAACAGAATCTAATAAACAATACGGAG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCTTATGCTGCCTTTGCAAATGGTGGCACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTCAGTGATGGAAGTAAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGGCGTGGAGCCTATCTTCCTTGGCTTCCTCAAGCTGGTAAAA 

CAGGAACCTCTAACTATACAGATGAGGAAGTTGAAAACCACATCAAGAACACTGGCTATG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTTGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCAATGATAACGTATCTATCAGAAGATACTCATCCAGAAGACTGGACGATGCCAG 

ACGGACTTTTCAGAAACGGGGAATTTGTATTCAAAAATGGAGCTCGCCCAATATGGACTG 

AACCCTCTACTCAACAATCCTCAACAGCTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCTACCGAAAA 

AAAGAACA 

>922_14_Pen2_Ctx05  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCCCAACTTGGAGCTCGTCACCAAGCAAGTAACGTTTCATTTGGTA 

CCAACCAAGCTGTGGAAACCAATCGTGACTGGGGTTCTGCTATGAAACCAATCACCGATT 

ATGCACCTGCCATAGAATACGGTGTTTATGATTCCACTGCAACTATGGTTAATGATATTC 

CTTATAACTATCCGGGAACAAGCACACCTGTCTACAACTGGGATAGAGCATATTTCGGTA 

ATATTACTCTGCAATATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAATACAACAGAATCTAATAAACAATACGGAG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCTTATGCTGCCTTTGCAAATGGTGGCACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTCAGTGATGGAAGTAAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGGCGTGGAGCCTATCTTCCTTGGCTTCCTCAAGCTGGTAAAA 

CAGGAACCTCTAACTATACAGATGAGGAAGTTGAAAACCACATCAAGAACACTGGCTATG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTTGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCAATGATAACGTATCTATCAGAAGATACTCATCCAGAAGACTGGACGATGCCAG 

ACGGACTTTTCAGAAACGGGGAATTTGTATTCAAAAATGGAGCTCGCCCAATATGGACTG 

AACCCTCTACTCAACAATCCTCAACAGCTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCTACCGAAAA 
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AAAGAACA 

>926_14_Pen2_Ctx1  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCCCAACTTGGAGCTCGTCACCAAGCAAGTAACGTTTCATTTGGTA 

CCAACCAAGCTGTGGAAACCAATCGTGACTGGGGTTCTGCTATGAAACCAATCACCGATT 

ATGCACCTGCCATAGAATACGGTGTTTATGATTCCACTGCAACTATGGTTAATGATATTC 

CTTATAACTATCCGGGAACAAGCACACCTGTCTACAACTGGGATAGAGCATATTTCGGTA 

ATATTACTCTGCAATATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAATACAACAGAATCTAATAAACAATACGGAG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCTTATGCTGCCTTTGCAAATGGTGGCACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTCAGTGATGGAAGTAAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGGCGTGGAGCCTATCTTCCTTGGCTTCCTCAAGCTGGTAAAA 

CAGGAACCTCTAACTATACAGATGAGGAAGTTGAAAACCACATCAAGAACACTGGCTATG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTTGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCAATGATAACGTATCTATCAGAAGATACTCATCCAGAAGACTGGACGATGCCAG 

ACGGACTTTTCAGAAACGGGGAATTTGTATTCAAAAATGGAGCTCGCCCAATATGGACTG 

AACCCTCTACTCAACAATCCTCAACAGCTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCTACCGAAAA 

AAAGAACA 

>971_14_Pen2_Ctx05  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCCCAACTTGGAGCTCGTCACCAAGCAAGTAACGTTTCATTTGGTA 

CCAACCAAGCTGTGGAAACCAATCGTGACTGGGGTTCTGCTATGAAACCAATCACCGATT 

ATGCACCTGCCATAGAATACGGTGTTTATGATTCCACTGCAACTATGGTTAATGATATTC 

CTTATAACTATCCGGGAACAAGCACACCTGTCTACAACTGGGATAGAGCATATTTCGGTA 

ATATTACTCTGCAATATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAATACAACAGAATCTAATAAACAATACGGAG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCTTATGCTGCCTTTGCAAATGGTGGCACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTCAGTGATGGAAGTAAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGGCGTGGAGCCTATCTTCCTTGGCTTCCTCAAGCTGGTAAAA 

CAGGAACCTCTAACTATACAGATGAGGAAGTTGAAAACCACATCAAGAACACTGGCTATG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTTGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCAATGATAACGTATCTATCAGAAGATACTCATCCAGAAGACTGGACGATGCCAG 

ACGGACTTTTCAGAAACGGGGAATTTGTATTCAAAAATGGAGCTCGCCCAATATGGACTG 

AACCCTCTACTCAACAATCCTCAACAGCTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCTACCGAAAA 

AAAGAACA 

>002_19F_Pen2_Ctx025  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCTTCTACCATTGTTGATGTTTCTA 

ACGGTAAAGTCATTGCCCAGCTAGGAGCACGCCATCAGTCAAGTAATGTTTCCTTCGGAA 

TTAACCAAGCAGTAGAAACAAACCGCGACTGGGGATCAACTATGAAACCGATCACAGACT 

ATGCTCCTGCCTTGGAGTACGGTGTCTACGATTCAACTGCTACTATCGTTCACGATGAGC 

CCTATAACTACCCTGGGACAAATACTCCTGTTTATAACTGGGATAGGGGCTACTTTGGCA 

ACATCACCTTGCAATACGCCCTGCAACAATCGCGAAACGTCCCAGCCGTGGAAACTCTAA 

ACAAGGTCGGACTCAACCGCGCCAAGACTTTCCTAAATGGTCTCGGAATCGACTACCCAA 

GTATTCACTACTCAAATGCCATTTCAAGTAACACAACCGAATCAGACAAAAAATATGGAG 

CAAGTAGTGAAAAGATGGCTGCTGCTTACGCTGCCTTTGCAAATGGTGGAACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTTAGTGATGGGAGTGAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGACGAAATGCCTATCTTGCTTGGCTCCCTCAGGCTGGTAAAA 
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CAGGAACCTCTAACTATACAGACGAGGAAATTGAAAACCACATCAAGACCTCTCAATTTG 

TAGCACCTGACGAACTATTTGCTGGCTATACGCGTAAATATTCAATGGCTGTATGGACAG 

GCTATTCTAACCGTCTGACACCACTTGTAGGCAATGGCCTTACGGTCGCTGCCAAAGTTT 

ACCGCTCAATGATGACCTACCTGTCTGAAGGAAGCAATCCAGAGGATTGGAATATACCAG 

AGGGGCTCTACAGAAATGGAGAATTCGTATTTAAAAATGGTGCTCGTTCTACGTGGAACT 

CACCTGCTCCACAACAACCCCCATCAACTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCATCCGAAAA 

CCAGCACA 

>111_19F_Pen2_Ctx05  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCCCAACTTGGAGCTCGTCACCAAGCAAGTAACGTTTCATTTGGTA 

CCAACCAAGCTGTGGAAACCAATCGTGACTGGGGTTCTGCTATGAAACCAATCACCGATT 

ATGCACCTGCCATAGAATACGGTGTTTATGATTCCACTGCAACTATGGTTAATGATATTC 

CTTATAACTATCCGGGAACAAGCACACCTGTCTACAACTGGGATAGAGCATATTTCGGTA 

ATATTACTCTGCAATATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAATACAACAGAATCTAATAAACAATACGGAG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCTTATGCTGCCTTTGCCAACGGTGGAATTTACCACA 

AACCCATGTATATCAATAAGGTCGTCTTCAGTGACGGTAGTAAAAAAGAATTTTCAGATG 

TAGGTACACGAGCTATGAAAGAAACAACTGCTTACATGATGACCGAAATGATGAAAACTG 

TCTTGGCATACGGAACTGGTCGTGGAGCCTATCTCCCATGGTTAGCGCAAGCTGGTAAGA 

CAGGTACTTCTAACTACACAGATGATGAAATTGAAAAACACATCAAGAACACTGGCTATG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTTGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ACCGCTCAATGATAACCTACCTGTCTGAAGGAAGCAATCCAGAGGATTGGAATATACCAG 

AGGGGCTCTACAGAAATGGAGAATTCGTATTTAAAAATGGTGCTCGTTCTACGTGGAACT 

CACCTGCTCCACAACAACCCCCATCAACTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAACTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCATCCGAAAA 

CCAGCACA 

>267_19F_Pen2_Ctx05  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCCCAACTTGGAGCTCGTCACCAAGCAAGTAACGTTTCATTTGGTA 

CCAACCAAGCTGTGGAAACCAATCGTGACTGGGGTTCTGCTATGAAACCAATCACCGATT 

ATGCACCTGCCATAGAATACGGTGTTTATGATTCCACTGCAACTATGGTTAATGATATTC 

CTTATAACTATCCGGGAACAAGCACACCTGTCTACAACTGGGATAGAGCATATTTCGGTA 

ATATTACTCTGCAATATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAATACAACAGAATCTAATAAACAATACGGAG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCTTATGCTGCCTTTGCAAATGGTGGCACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTCAGTGATGGAAGTAAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGGCGTGGAGCCTATCTTCCTTGGCTTCCTCAAGCTGGTAAAA 

CAGGAACCTCTAACTATACAGATGAGGAAGTTGAAAACCACATCAAGAACACTGGCTATG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTTGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ACCGCTCAATGATAACCTACCTGTCTGAAGATACTCATCCAGAGGATTGGACGATACCAG 

AGGGGCTCTACAGAAATGGAGAATTCGTATTTAAAAATGGTGCTCGCCCAACATGGAACT 

CACCTGCTCCACAACAACCCCCATCAACTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCAACCGAAAA 

CCAGAACA 

>272_19F_Pen2_Ctx05  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCTTCTACCATTGTTGATGTTTCTA 

ACGGTAAAGTCATTGCCCAGCTAGGAGCACGCCATCAGTCAAGTAATGTTTCCTTCGGAA 

TTAACCAAGCAGTAGAAACAAACCGCGACTGGGGATCAACTATGAAACCGATCACAGACT 

ATGCTCCTGCCTTGGAGTACGGTGTCTACGATTCAACTGCTACTATCGTTCACGATGAGC 
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CCTATAACTACCCTGGGACAAATACTCCTGTTTATAACTGGGATAGGGGCTACTTTGGCA 

ACATCACCTTGCAATACGCCCTGCAACAATCGCGAAACGTCCCAGCCGTGGAAACTCTAA 

ACAAGGTCGGACTCAACCGCGCCAAGACTTTCCTAAATGGTCTCGGAATCGACTACCCAA 

GTATTCACTACTCAAATGCCATTTCAAGTAACACAACCGAATCAGACAAAAAATATGGAG 

CAAGTAGTGAAAAGATGGCTGCTGCTTACGCTGCCTTTGCAAATGGTGGAACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTTAGTGATGGGAGTGAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGACGAAATGCCTATCTTGCTTGGCTCCCTCAGGCTGGTAAAA 

CAGGAACCTCTAACTATACAGACGAGGAAATTGAAAACCACATCAAGACCTCTCAATTTG 

TAGCACCTGACGAACTATTTGCTGGCTATACGCGTAAATATTCAATGGCTGTATGGACAG 

GCTATTCTAACCGTCTGACACCACTTGTAGGCAATGGCCTTACGGTCGCTGCCAAAGTTT 

ACCGCTCAATGATGACCTACCTGTCTGAAGGAAGCAATCCAGAGGATTGGAATATACCAG 

AGGGGCTCTACAGAAATGGAGAATTCGTATTTAAAAATGGTGCTCGTTCTACGTGGAACT 

CACCTGCTCCACAACAACCCCCATCAACTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCATCCGAAAA 

CCAGCACA 

>568_19F_Pen4_Ctx2  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCACAACTTGGTGCTCGTCATCAAGCAAGTAATGTTTCATTCGGTA 

CCAACCAGGCCGTAGAAACCAATCGTGACTGGGGATCATCAATGAAACCAATCACTGACT 

ATGCTCCCGCTTTAGAATATGGAGTCTATGACTCTACTGCTTCTATTGTACATGATGTCC 

CTTATAACTATCCTGGCACTGATACTCCACTCTACAACTGGGATCATGTCTACTTTGGAA 

ACATTACAATCCAGTATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAACACAACTGAATCCAACAAAAAATATGGTG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCCTACGCTGCTTTTGCTAATGGTGGTATTTATCACA 

AACCAATGTATATCAATAAAATCGTCTTTAGTGATGGTAGCGAAAAAGAATTTTCTGATG 

CTGGTACACGAGCTATGAAAGAGACTACTGCCTATATGATGACTGAAATGATGAAAACTG 

TTTTAACTTACGGAACAGGACGTGGAGCCTACCTACCATGGCTTCCACAAGCAGGTAAGA 

CAGGTACTTCTAACTATACTGACGAAGAAATTGAAAAGTATATCAAGAACACTGGCTACG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTGGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCTATGATGACCTACCTGTCTGAAGGAAGCAATCCAGAGGATTGGAATATACCAG 

AGGGGCTCTACAGAAATGGAGAATTCGTATTTAAAAATGGTGCTCGTTCTACGTGGAGCT 

CACCTGCTCCACAACAACCCCCATCAACTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCATCCGAACC 

CCAGCACA 

>578_19F_Pen4_Ctx2  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCACAACTTGGTGCTCGTCATCAAGCAAGTAATGTTTCATTCGGTA 

CCAACCAGGCCGTAGAAACCAATCGTGACTGGGGATCATCAATGAAACCAATCACTGACT 

ATGCTCCCGCTTTAGAATATGGAGTCTATGACTCTACTGCTTCTATTGTACATGATGTCC 

CTTATAACTATCCTGGCACTGATACTCCACTCTACAACTGGGATCATGTCTACTTTGGAA 

ACATTACAATCCAGTATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAACACAACTGAATCCAACAAAAAATATGGTG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCCTACGCTGCTTTTGCTAATGGTGGTATTTATCACA 

AACCAATGTATATCAATAAAATCGTCTTTAGTGATGGTAGCGAAAAAGAATTTTCTGATG 

CTGGTACACGAGCTATGAAAGAGACTACTGCCTATATGATGACTGAAATGATGAAAACTG 

TTTTAACTTACGGAACAGGACGTGGAGCCTACCTACCATGGCTTCCACAAGCAGGTAAGA 

CAGGTACTTCTAACTATACTGACGAAGAAATTGAAAAGTATATCAAGAACACTGGCTACG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTGGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCTATGATGACCTACCTGTCTGAAGGAAGCAATCCAGAGGATTGGAATATACCAG 

AGGGGCTCTACAGAAATGGAGAATTCGTATTTAAAAATGGTGCTCGTTCTACGTGGAGCT 

CACCTGCTCCACAACAACCCCCATCAACTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 
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CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCATCCGAACC 

CCAGCACA 

>582_19F_Pen4_Ctx2  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCACAACTTGGTGCTCGTCATCAAGCAAGTAATGTTTCATTCGGTA 

CCAACCAGGCCGTAGAAACCAATCGTGACTGGGGATCATCAATGAAACCAATCACTGACT 

ATGCTCCCGCTTTAGAATATGGAGTCTATGACTCTACTGCTTCTATTGTACATGATGTCC 

CTTATAACTATCCTGGCACTGATACTCCACTCTACAACTGGGATCATGTCTACTTTGGAA 

ACATTACAATCCAGTATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAACACAACTGAATCCAACAAAAAATATGGTG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCCTACGCTGCTTTTGCTAATGGTGGTATTTATCACA 

AACCAATGTATATCAATAAAATCGTCTTTAGTGATGGTAGCGAAAAAGAATTTTCTGATG 

CTGGTACACGAGCTATGAAAGAGACTACTGCCTATATGATGACTGAAATGATGAAAACTG 

TTTTAACTTACGGAACAGGACGTGGAGCCTACCTACCATGGCTTCCACAAGCAGGTAAGA 

CAGGTACTTCTAACTATACTGACGAAGAAATTGAAAAGTATATCAAGAACACTGGCTACG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTGGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCTATGATGACCTACCTGTCTGAAGGAAGCAATCCAGAGGATTGGAATATACCAG 

AGGGGCTCTACAGAAATGGAGAATTCGTATTTAAAAATGGTGCTCGTTCTACGTGGAGCT 

CACCTGCTCCACAACAACCCCCATCAACTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCATCCGAACC 

CCAGCACA 

>584_19F_Pen4_Ctx2  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCACAACTTGGTGCTCGTCATCAAGCAAGTAATGTTTCATTCGGTA 

CCAACCAGGCCGTAGAAACCAATCGTGACTGGGGATCATCAATGAAACCAATCACTGACT 

ATGCTCCCGCTTTAGAATATGGAGTCTATGACTCTACTGCTTCTATTGTACATGATGTCC 

CTTATAACTATCCTGGCACTGATACTCCACTCTACAACTGGGATCATGTCTACTTTGGAA 

ACATTACAATCCAGTATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAACACAACTGAATCCAACAAAAAATATGGTG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCCTACGCTGCTTTTGCTAATGGTGGTATTTATCACA 

AACCAATGTATATCAATAAAATCGTCTTTAGTGATGGTAGCGAAAAAGAATTTTCTGATG 

CTGGTACACGAGCTATGAAAGAGACTACTGCCTATATGATGACTGAAATGATGAAAACTG 

TTTTAACTTACGGAACAGGACGTGGAGCCTACCTACCATGGCTTCCACAAGCAGGTAAGA 

CAGGTACTTCTAACTATACTGACGAAGAAATTGAAAAGTATATCAAGAACACTGGCTACG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTGGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCTATGATGACCTACCTGTCTGAAGGAAGCAATCCAGAGGATTGGAATATACCAG 

AGGGGCTCTACAGAAATGGAGAATTCGTATTTAAAAATGGTGCTCGTTCTACGTGGAGCT 

CACCTGCTCCACAACAACCCCCATCAACTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCATCCGAACC 

CCAGCACA 

>640_19F_Pen4_Ctx2  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCACAACTTGGTGCTCGTCATCAAGCAAGTAATGTTTCATTCGGTA 

CCAACCAGGCCGTAGAAACCAATCGTGACTGGGGATCATCAATGAAACCAATCACTGACT 

ATGCTCCCGCTTTAGAATATGGAGTCTATGACTCTACTGCTTCTATTGTACATGATGTCC 

CTTATAACTATCCTGGCACTGATACTCCACTCTACAACTGGGATCATGTCTACTTTGGAA 

ACATTACAATCCAGTATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAACACAACTGAATCCAACAAAAAATATGGTG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCCTACGCTGCTTTTGCTAATGGTGGTATTTATCACA 

AACCAATGTATATCAATAAAATCGTCTTTAGTGATGGTAGCGAAAAAGAATTTTCTGATG 
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CTGGTACACGAGCTATGAAAGAGACTACTGCCTATATGATGACTGAAATGATGAAAACTG 

TTTTAACTTACGGAACAGGACGTGGAGCCTACCTACCATGGCTTCCACAAGCAGGTAAGA 

CAGGTACTTCTAACTATACTGACGAAGAAATTGAAAAGTATATCAAGAACACTGGCTACG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTGGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCTATGATGACCTACCTGTCTGAAGGAAGCAATCCAGAGGATTGGAATATACCAG 

AGGGGCTCTACAGAAATGGAGAATTCGTATTTAAAAATGGTGCTCGTTCTACGTGGAGCT 

CACCTGCTCCACAACAACCCCCATCAACTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCATCCGAACC 

CCAGCACA 

>794_19F_Pen4_Ctx2  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCACAACTTGGTGCTCGTCATCAAGCAAGTAATGTTTCATTCGGTA 

CCAACCAGGCCGTAGAAACCAATCGTGACTGGGGATCATCAATGAAACCAATCACTGACT 

ATGCTCCCGCTTTAGAATATGGAGTCTATGACTCTACTGCTTCTATTGTACATGATGTCC 

CTTATAACTATCCTGGCACTGATACTCCACTCTACAACTGGGATCATGTCTACTTTGGAA 

ACATTACAATCCAGTATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAACACAACTGAATCCAACAAAAAATATGGTG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCCTACGCTGCTTTTGCTAATGGTGGTATTTATCACA 

AACCAATGTATATCAATAAAATCGTCTTTAGTGATGGTAGCGAAAAAGAATTTTCTGATG 

CTGGTACACGAGCTATGAAAGAGACTACTGCCTATATGATGACTGAAATGATGAAAACTG 

TTTTAACTTACGGAACAGGACGTGGAGCCTACCTACCATGGCTTCCACAAGCAGGTAAGA 

CAGGTACTTCTAACTATACTGACGAAGAAATTGAAAAGTATATCAAGAACACTGGCTACG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTGGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCTATGATGACCTACCTGTCTGAAGGAAGCAATCCAGAGGATTGGAATATACCAG 

AGGGGCTCTACAGAAATGGAGAATTCGTATTTAAAAATGGTGCTCGTTCTACGTGGAGCT 

CACCTGCTCCACAACAACCCCCATCAACTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCATCCGAACC 

CCAGCACA 

>905_19F_Pen4_Ctx2  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCACAACTTGGTGCTCGTCATCAAGCAAGTAATGTTTCATTCGGTA 

CCAACCAGGCCGTAGAAACCAATCGTGACTGGGGATCATCAATGAAACCAATCACTGACT 

ATGCTCCCGCTTTAGAATATGGAGTCTATGACTCTACTGCTTCTATTGTACATGATGTCC 

CTTATAACTATCCTGGCACTGATACTCCACTCTACAACTGGGATCATGTCTACTTTGGAA 

ACATTACAATCCAGTATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAACACAACTGAATCCAACAAAAAATATGGTG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCCTACGCTGCTTTTGCTAATGGTGGTATTTATCACA 

AACCAATGTATATCAATAAAATCGTCTTTAGTGATGGTAGCGAAAAAGAATTTTCTGATG 

CTGGTACACGAGCTATGAAAGAGACTACTGCCTATATGATGACTGAAATGATGAAAACTG 

TTTTAACTTACGGAACAGGACGTGGAGCCTACCTACCATGGCTTCCACAAGCAGGTAAGA 

CAGGTACTTCTAACTATACTGACGAAGAAATTGAAAAGTATATCAAGAACACTGGCTACG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTGGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCTATGATGACCTACCTGTCTGAAGGAAGCAATCCAGAGGATTGGAATATACCAG 

AGGGGCTCTACAGAAATGGAGAATTCGTATTTAAAAATGGTGCTCGTTCTACGTGGAGCT 

CACCTGCTCCACAACAACCCCCATCAACTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCATCCGAACC 

CCAGCACA 

>960_19F_Pen4_Ctx4  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCACAACTTGGTGCTCGTCATCAAGCAAGTAATGTTTCATTCGGTA 
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CCAACCAGGCCGTAGAAACCAATCGTGACTGGGGATCATCAATGAAACCAATCACTGACT 

ATGCTCCCGCTTTAGAATATGGAGTCTATGACTCTACTGCTTCTATTGTACATGATGTCC 

CTTATAACTATCCTGGCACTGATACTCCACTCTACAACTGGGATCATGTCTACTTTGGAA 

ACATTACAATCCAGTATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAACACAACTGAATCCAACAAAAAATATGGTG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCCTACGCTGCTTTTGCTAATGGTGGTATTTATCACA 

AACCAATGTATATCAATAAAATCGTCTTTAGTGATGGTAGCGAAAAAGAATTTTCTGATG 

CTGGTACACGAGCTATGAAAGAGACTACTGCCTATATGATGACTGAAATGATGAAAACTG 

TTTTAACTTACGGAACAGGACGTGGAGCCTACCTACCATGGCTTCCACAAGCAGGTAAGA 

CAGGTACTTCTAACTATACTGACGAAGAAATTGAAAAGTATATCAAGAACACTGGCTACG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTGGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCTATGATGACCTACCTGTCTGAAGGAAGCAATCCAGAGGATTGGAATATACCAG 

AGGGGCTCTACAGAAATGGAGAATTCGTATTTAAAAATGGTGCTCGTTCTACGTGGAGCT 

CACCTGCTCCACAACAACCCCCATCAACTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCATCCGAACC 

CCAGCACA 

>17_23F_Pen2_Ctx05  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCTTCTACCATTGTTGATGTTTCTA 

ACGGTAAAGTCATTGCCCAGCTAGGAGCACGCCATCAGTCAAGTAATGTTTCCTTCGGAA 

TTAACCAAGCAGTAGAAACAAACCGCGACTGGGGATCAACTATGAAACCGATCACAGACT 

ATGCTCCTGCCTTGGAGTACGGTGTCTACGATTCAACTGCTACTATCGTTCACGATGAGC 

CCTATAACTACCCTGGGACAAATACTCCTGTTTATAACTGGGATAGGGGCTACTTTGGCA 

ACATCACCTTGCAATACGCCCTGCAACAATCGCGAAACGTCCCAGCCGTGGAAACTCTAA 

ACAAGGTCGGACTCAACCGCGCCAAGACTTTCCTAAATGGTCTCGGAATCGACTACCCAA 

GTATTCACTACTCAAATGCCATTTCAAGTAACACAACCGAATCAGACAAAAAATATGGAG 

CAAGTAGTGAAAAGATGGCTGCTGCTTACGCTGCCTTTGCAAATGGTGGAACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTTAGTGATGGGAGTGAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGACGAAATGCCTATCTTGCTTGGCTCCCTCAGGCTGGTAAAA 

CAGGAACCTCTAACTATACAGACGAGGAAATTGAAAACCACATCAAGACCTCTCAATTTG 

TAGCACCTGATGAACTATTTGCTGGCTATACGCGTAAATATTCAATGGCTGTATGGACAG 

GCTATTCTAACCGTCTGACACCACTTGTAGGCAATGGCCTTACGGTCGCTGCCAAAGTTT 

ACCGCTCTATGATGACCTACCTGTCTGAAGGAAGCAATCCAGAGGATTGGAATATACCAG 

AGGGGCTCTACAGAAATGGAGAATTCGTATTTAAAAATGGTGCTCGTTCTACGTGGAACT 

CACCTGCTCCACAACAACCCCCATCAACTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ACAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCTATCGAAAA 

CCAGCACA 

>198_23F_Pen2_Ctx1  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCCCAACTTGGAGCTCGTCACCAAGCAAGTAACGTTTCATTTGGTA 

CCAACCAAGCTGTGGAAACCAATCGTGACTGGGGTTCTGCTATGAAACCAATCACCGATT 

ATGCACCTGCCATAGAATACGGTGTTTATGATTCCACTGCAACTATGGTTAATGATATTC 

CTTATAACTATCCGGGAACAAGCACACCTGTCTACAACTGGGATAGAGCATATTTCGGTA 

ATATTACTCTGCAATATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAATACAACAGAATCTAATAAACAATACGGAG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCTTATGCTGCCTTTGCAAATGGTGGCACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTCAGTGATGGAAGTAAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGGCGTGGAGCCTATCTTCCTTGGCTTCCTCAAGCTGGTAAAA 

CAGGAACCTCTAACTATACAGATGAGGAAGTTGAAAACCACATCAAGAACACTGGCTATG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTTGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCAATGATAACGTATCTATCAGAAGATACTCATCCAGAAGACTGGACGATGCCAG 
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ACGGACTTTTCAGAAACGGGGAATTTGTATTCAAAAATGGAGCTCGCCCAATATGGACTG 

AACCCTCTACTCAACAATCCTCAACAGCTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCTACCGAAAA 

AAAGAACA 

>208_23F_Pen2_Ctx1  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCTTCTACCATTGTTGATGTTTCTA 

ACGGTAAAGTCATTGCCCAGCTAGGAGCACGCCATCAGTCAAGTAATGTTTCCTTCGGAA 

TTAACCAAGCAGTAGAAACAAACCGCGACTGGGGATCAACTATGAAACCGATCACAGACT 

ATGCTCCTGCCTTGGAGTACGGTGTCTACGATTCAACTGCTACTATCGTTCACGATGAGC 

CCTATAACTACCCTGGGACAAATACTCCTGTTTATAACTGGGATAGGGGCTACTTTGGCA 

ACATCACCTTGCAATACGCCCTGCAACAATCGCGAAACGTCCCAGCCGTGGAAACTCTAA 

ACAAGGTCGGACTCAACCGCGCCAAGACTTTCCTAAATGGTCTCGGAATCGACTACCCAA 

GTATTCACTACTCAAATGCCATTTCAAGTAACACAACCGAATCAGACAAAAAATATGGAG 

CAAGTAGTGAAAAGATGGCTGCTGCTTACGCTGCCTTTGCAAATGGTGGAACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTTAGTGATGGGAGTGAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGACGAAATGCCTATCTTGCTTGGCTCCCTCAGGCTGGTAAAA 

CAGGAACCTCTAACTATACAGACGAGGAAATTGAAAACCACATCAAGACCTCTCAATTTG 

TAGCACCTGACGAACTATTTGCTGGCTATACGCGTAAATATTCAATGGCTGTATGGACAG 

GCTATTCTAACCGTCTGACACCACTTGTAGGCAATGGCCTTACGGTCGCTGCCAAAGTTT 

ACCGCTCTATGATGACCTACCTGTCTGAAGGAAGCAATCCAGAGGATTGGAATATACCAG 

AGGGGCTCTACAGAAATGGAGAATTCGTATTTAAAAATGGTGCTCGTTCTACGTGGAACT 

CACCTGCTCCACAACAACCCCCATCAACTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ACAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCTATCGAAAA 

CCAGCACA 

>306_23F_Pen2_Ctx05  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCTTCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCCCAACTTGGAGCTCGTCACCAAGCAAGTAACGTTTCATTTGGTA 

CCAACCAAGCTGTGGAAACCAATCGTGACTGGGGTTCTGCTATGAAACCAATCACCGATT 

ATGCACCTGCCATAGAATACGGTGTTTATGATTCCACTGCAACTATGGTTAATGATATTC 

CTTATAACTATCCGGGAACAAGCACACCTGTCTACAACTGGGATAGAGCATATTTCGGTA 

ATATTACTCTGCAATATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAATACAACAGAATCTAATAAACAATACGGAG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCTTATGCTGCCTTTGCAAATGGTGGCACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTCAGTGATGGAAGTAAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGGCGTGGAGCCTATCTTCCTTGGCTTCCTCAAGCTGGTAAAA 

CAGGAACCTCTAACTATACAGATGAGGAAGTTGAAAACCACATCAAGAACACTGGCTATG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTTGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCAATGATAACGTATCTATCAGAAGATACTCATCCAGAAGACTGGACGATGCCAG 

ACGGACTTTTCAGAAACGGGGAATTTGTATTCAAAAATGGAGCTCGCCCAATATGGACTG 

AACCCTCTACTCAACAATCCTCAACAGCTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCTACCGAAAA 

AAAGAACA 

>788_23F_Pen4_Ctx05  1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCTTCTACCATTGTTGATGTTTCTA 

ACGGTAAAGTCATTGCCCAGCTAGGAGCACGCCATCAGTCAAGTAATGTTTCCTTCGGAA 

TTAACCAAGCAGTAGAAACAAACCGCGACTGGGGATCAACTATGAAACCGATCACAGACT 

ATGCTCCTGCCTTGGAGTACGGTGTCTACGATTCAACTGCTACTATCGTTCACGATGAGC 

CCTATAACTACCCTGGGACAAATACTCCTGTTTATAACTGGGATAGGGGCTACTTTGGCA 

ACATCACCTTGCAATACGCCCTGCAACAATCGCGAAACGTCCCAGCCGTGGAAACTCTAA 

ACAAGGTCGGACTCAACCGCGCCAAGACTTTCCTAAATGGTCTCGGAATCGACTACCCAA 

GTATTCACTACTCAAATGCCATTTCAAGTAACACAACCGAATCAGACAAAAAATATGGAG 
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CAAGTAGTGAAAAGATGGCTGCTGCTTACGCTGCCTTTGCAAATGGTGGAACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTTAGTGATGGGAGTGAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGACGAAATGCCTATCTTGCTTGGCTCCCTCAGGCTGGTAAAA 

CAGGAACCTCTAACTATACAGACGAGGAAATTGAAAACCACATCAAGACCTCTCAATTTG 

TAGCACCTGATGAACTATTTGCTGGCTATACGCGTAAATATTCAATGGCTGTATGGACAG 

GCTATTCTAACCGTCTGACACCACTTGTAGGCAATGGCCTTACGGTCGCTGCCAAAGTTT 

ACCGCTCTATGATGACCTACCTGTCTGAAGGAAGCAATCCAGAGGATTGGAATATACCAG 

AGGGGCTCTACAGAAATGGAGAATTCGTATTTAAAAATGGTGCTCGTTCTACGTGGAACT 

CACCTGCTCCACAACAACCCCCATCAACTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ACAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCTATCGAAAA 

CCAGCACA 

>239_11_Pen2_Ctx2   1208  bases 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCTTCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCCCAACTTGGAGCTCGTCACCAAGCAAGTAACGTTTCATTTGGTA 

CCAACCAAGCTGTGGAAACCAATCGTGACTGGGGTTCTGCTATGAAACCAATCACCGATT 

ATGCACCTGCCATAGAATACGGTGTTTATGATTCCACTGCAACTATGGTTAATGATATTC 

CTTATAACTATCCGGGAACAAGCACACCTGTCTACAACTGGGATAGAGCATATTTCGGTA 

ATATTACTCTGCAATATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAATACAACAGAATCTAATAAACAATACGGAG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCTTATGCTGCCTTTGCAAATGGTGGCACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTCAGTGATGGAAGTAAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGGCGTGGAGCCTATCTTCCTTGGCTTCCTCAAGCTGGTAAAA 

CAGGAACCTCTAACTATACAGATGAGGAAGTTGAAAACCACATCAAGAACACTGGCTATG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTTGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCAATGATAACGTATCTATCAGAAGATACTCATCCAGAAGACTGGACGATGCCAG 

ACGGACTTTTCAGAAACGGGGAATTTGTATTCAAAAATGGAGCTCGCCCAATATGGACTG 

AACCCTCTACTCAACAATCCTCAACAGCTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCTACCGAAAA 

AAAGAACA 

>323_6B_Pen2_Ctx1 

CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCACAACTTGGTGCTCGTCATCAAGCAAGTAATGTTTCATTCGGTA 

CCAACCAGGCCGTAGAAACCAATCGTGACTGGGGATCATCAATGAAACCAATCACTGACT 

ATGCTCCCGCTTTAGAATATGGAGTCTATGACTCTACTGCTTCTATTGTACATGATGTCC 

CTTATAACTATCCTGGCACTGATACTCCACTCTACAACTGGGATCATGTCTACTTTGGAA 

ACATTACAATCCAGTATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAACACAACTGAATCCAACAAAAAATATGGTG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCCTACGCTGCTTTTGCTAATGGTGGTATTTATCACA 

AACCAATGTATATCAATAAAATCGTCTTTAGTGATGGTAGCGAAAAAGAATTTTCTGATG 

CTGGTACACGAGCTATGAAAGAGACTACTGCCTATATGATGACTGAAATGATGAAAACTG 

TTTTAACTTACGGAACAGGACGTGGAGCCTACCTACCATGGCTTCCACAAGCAGGTAAGA 

CAGGTACTTCTAACTATACTGACGAAGAAATTGAAAAGTATATCAAGAACACTGGCTACG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTGGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCTATGATGACCTACCTGTCTGAAGGAAGCAATCCAGAGGATTGGAATATACCAG 

AGGGGCTCTACAGAAATGGAGAATTCGTATTTAAAAATGGTGCTCGTTCTACGTGGAGCT 

CACCTGCTCCACAACAACCCCCATCAACTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCATCCGAACC 

CCAGCACA 

>806_9V_Pen2_Ctx1   1208  bases 
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CATACGTCTCTTACCCTGACGATGATTTGCAAGTCGCATCTACGGTCGTAGATGTTTCAA 

ATGGTAAAGTCATCGCCCAACTTGGAGCTCGTCACCAAGCAAGTAACGTTTCATTTGGTA 

CCAACCAAGCTGTGGAAACCAATCGTGACTGGGGTTCTGCTATGAAACCAATCACCGATT 

ATGCACCTGCCATAGAATACGGTGTTTATGATTCCACTGCAACTATGGTTAATGATATTC 

CTTATAACTATCCGGGAACAAGCACACCTGTCTACAACTGGGATAGAGCATATTTCGGTA 

ATATTACTCTGCAATATGCTCTTCAACAATCACGAAATGTCACAGCCGTTGAGACTTTGA 

ATAAGGTCGGTCTAGATAGAGCTAAAACCTTCCTTAATGGTCTTGGTATCGACTATCCAA 

GCATGCATTATGCAAACGCCATTTCAAGTAATACAACAGAATCTAATAAACAATACGGAG 

CAAGTAGTGAAAAAATGGCTGCTGCTTATGCTGCCTTTGCAAATGGTGGCACTTACTATA 

AACCAATGTATATCCATAAAGTCGTCTTCAGTGATGGAAGTAAAAAAGAGTTCTCTAATG 

TCGGAACTCGTGCCATGAAGGAAACGACAGCCTATATGATGACCGACATGATGAAAACAG 

TCTTGACTTATGGAACTGGGCGTGGAGCCTATCTTCCTTGGCTTCCTCAAGCTGGTAAAA 

CAGGAACCTCTAACTATACAGATGAGGAAGTTGAAAACCACATCAAGAACACTGGCTATG 

TAGCTCCAGATGAAATGTTTGTTGGTTATACTCGTAAGTATTCTATGGCTGTATGGACAG 

GTTATTCGAATCGTTTAACTCCTATCGTTGGAGATGGTTTCCTAGTTGCAGCTAAAGTTT 

ATCGCTCAATGATAACGTATCTATCAGAAGATACTCATCCAGAAGACTGGACGATGCCAG 

ACGGACTTTTCAGAAACGGGGAATTTGTATTCAAAAATGGAGCTCGCCCAATATGGACTG 

AACCCTCTACTCAACAATCCTCAACAGCTGAAAGTTCAAGCTCATCATCAGATAGTTCAA 

CTTCACAGTCTAGCTCAACCACTCCAAGCACAAATAATAGTACGACTACCAATCCTAACA 

ATAATACGCAACAATCAAATACAACCCCTGATCAACAAAATCAGAATCCTCTACCGAAAA 

AAAGAACA 
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Νουκλεοτιδικές αλληλουχίες της PBP2B 
 

>ATCC_700669  1310  bases 

GUAUUUUUGAUACAGAUUGAUAAUGUCACGCGCAAUGGAAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCGACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAAGG-CACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAACC-UGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUUA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGAAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUCGCAGCCUUGACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAUCCCUGACAUG 

GAUAAAACAGCACCUGUUUUUGGGUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUAUUU 

AGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UGUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUUUUAAGAUAGGAUUCUGCUUCUUCCGCUGGGAGACCAGC 

>379_14_Pen2_Ctx1  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCAACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAAGG-CACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAACC-UGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUUA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGAAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUCGCAGCCUUGACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAUCCCUGACAUG 

GAUAAAACAGCACCUGUUUUUGGGUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUAUUU 

AGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UGUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>791_14_Pen4_Ctx1  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCAACAGCGAUUUGGAGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCUACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUCCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

CGUUUUUCCGCUAAUAGAUACCAA-GGCACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUCCCAUGAGCAA-CCUGAUAAAAACCUUGGUGCAAGACACUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUCA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAUGCAUUAGUAAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 
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UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUAGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUAGCGGCCUUAACAACCGAACCGGGUACAAAGACAUUGGUCACA 

GUUCCCAAGGAAUCCUGUGUUAACUCUCCCGUGUUCAGGUCAUGUUUAAUCCCUGACAUG 

GAUAACACAGCACCUGUUUUUGGAUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUAAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUAAUAUUGUUCCCUUUGGUACCAGCUUCAAUAU 

UUUCGACACUUUCCAUGUUACCGUACUUGUCUAGGUGAACUUCUUUCACCGAGCGUUUUC 

CUUGCAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUACG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>792_14_Pen4_Ctx1  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCAACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCUACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUCCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

CGUUUUUCCGCUAAUAGAUACCAA-GGCACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUCCCAUGAGCAA-CCUGAUAAAAACCUUGGUGCAAGACACUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUCA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAUGCAUUAGUAAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUAGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUAGCGGCCUUAACAACCGAACCGGGUACAAAGACAUUGGUCACA 

GUUCCCAAGGAAUCCUGUGUUAACUCUCCCGUGUUCAGGUCAUGUUUAAUCCCUGACAUG 

GAUAACACAGCACCUGUUUUUGGAUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUAAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUAAUAUUGUUCCCUUUGGUACCAGCUUCGAUAU 

UUUCGACACUUUCCAUGUUACCGUACUUGUCUAGGUGAACUUCUUUCACCGAGCGUUUUC 

CUUGCAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUACG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>825_14_Pen4_Ctx1  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCAACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCUACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUCCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

CGUUUUUCCGCUAAUAGAUACCAA-GGCACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUCCCAUGAGCAA-CCUGAUAAAAACCUUGGUGCAAGACACUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUCA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAUGCAUUAGUAAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUAGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUAGCGGCCUUAACAACCGAACCGGGUACAAAGACAUUGGUCACA 

GUUCCCAAGGAAUCCUGUGUUAACUCUCCCGUGUUCAGGUCAUGUUUAAUCCCUGACAUG 

GAUAACACAGCACCUGUUUUUGGAUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUAAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUAAUAUUGUUCCCUUUGGUACCAGCUUCGAUAU 

UUUCGACACUUUCCAUGUUACCGUACUUGUCUAGGUGAACUUCUUUCACCGAGCGUUUUC 

CUUGCAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUACG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 
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GAAUAGCCUUUU 

>922_14_Pen2_Ctx05  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCGACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAAGG-CACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAACC-UGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUUA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGAAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUCGCAGCCUUGACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAUCCCUGACAUG 

GAUAAAACAGCACCUGUUUUUGGGUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUAUUU 

AGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UGUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>926_14_Pen2_Ctx1  1310  bases 

GUAUUUUUGAUACAGAUUGAUAAUGUCACGCGCAAUGGAAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCGACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAAGG-CACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAACC-UGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAAUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUUA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUCGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGCAUUAGUAAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUCGCAGCCUUGACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAUCCCUGACAUG 

GAUAAAACAGCACCUGUUUUUGGGUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUAUUU 

AGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UGUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>971_14_Pen2_Ctx05  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCGACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAAGG-CACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAACC-UGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUUA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGAAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 
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UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUCGCAGCCUUGACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAUCCCUGACAUG 

GAUAAAACAGCACCUGUUUUUGGGUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUAUUU 

AGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAA-GCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UGUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>002_19F_Pen2_Ctx025  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAUAGGACAGGGACAGCGAUUUGGGGAUUUUCGGAUGGGGCAUG 

GGCGGCCCCCCUGGUAUGGGUUGCUUGCUGACCUUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAA-GGCACCAUUGGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAA-CCUGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUUA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUCGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGCAUUAGUAAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCUGUCGCAGUACCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUUGAACGCAGU 

UUCUCCAUAGCAGACUCUAGAUUGCUGGUGCCGACAAACAUAUUGGGUUGAUAGGUUUGC 

CCCAUAAGACCUAAGGCUGUUUGGACCAUAUAGGUAUUUGAUGAAUACUCCAGAGCUUGG 

ACCGCUGUGAUAGGGAAUGAACCGUAAGCCUGAGUAUACCAAGAAUUGAUGGGAGCUGAA 

CCUUGGAAGACAAUGGACUGGUCUGUCAAGGUCUGGUUUCCUGACAAGACUCCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUCGCCGCCUUGACAACCGAACCUGGAACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGCGUCAACUCUCCCGUUUUCAAGUCAUGUUUAAUCCCUGACAUA 

GACAAAACCGCACCUGUUUUUGGGUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUUCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGUAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UAUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCUACACGAUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>111_19F_Pen2_Ctx05  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCGACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAAGG-CACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAACC-UGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUUA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGAAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUCGCAGCCUUGACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAUCCCUGACAUG 

GAUAAAACAGCACCUGUUUUUGGGUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUAUUU 

AGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UGUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 
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>267_19F_Pen2_Ctx05  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCGACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAAGG-CACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAACC-UGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUUA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGAAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUCGCAGCCUUGACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAUCCCUGACAUG 

GAUAAAACAGCACCUGUUUUUGGGUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUAUUU 

AGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UGUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>272_19F_Pen2_Ctx05  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCGACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAA-GGCACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAA-CCUGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUUA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUCGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGCAUUAGUAAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCUGUCGCAGUACCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUUGAACGCAGU 

UUCUCCAUAGCAGACUCUAGAUUGCUGGUGCCGACAAACAUAUUGGGUUGAUAGGUUUGC 

CCCAUAAGACCUAAGGCUGUUUGGACCAUAUAGGUAUUUGAUGAAUACUCCAGAGCUUGG 

ACCGCUGUGAUAGGGAAUGAACCGUAAGCCUGAGUAUACCAAGAAUUGAUGGGAGCUGAA 

CCUUGGAAGACAAUGGACUGGUCUGUCAAGGUCUGGUUUCCUGACAAGACUCCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUCGCCGCCUUGACAACCGAACCUGGAACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGCGUCAACUCUCCCGUUUUCAAGUCAUGUUUAAUCCCUGACAUA 

GACAAAACCGCACCUGUUUUUGGGUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUUCUAGCUCAGAAUUGAAAUAACUUUUCAGUAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UAUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCUACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>568_19F_Pen4_Ctx2  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCAACUGCAAUUUGAGGAUUUUCUGUUGGAGCAUA 

GGCCACGGCAUUGGUAUUAUUAGCUUCUUGACCACCAGCUACAUAGCUUUCACCUGUACC 

GGUCUUACCACUGAUAGAAAC-AGUGGCGCCAUCUGAAAACGCCCGUCCUGUCGUAAGGG 

GACUAGUUCCAUGCGAUA-CUUGGUAAAAUCCUUGGUGCAAGAUACUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUCA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGCAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 
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CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAGCCAGAGCUGAUGGUCGCAGCCUUGACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAGUCCUGACAUA 

GACAAAACAGCACCUGUUUUGGGGUUAAGGGCGACUGCAUACACACCC-UCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGCUUGAUAUUGUUUCCUUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UAUCCACACUUUCCAUGUUGCCAUAUUUGUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>578_19F_Pen4_Ctx2  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCAACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAA-GGCGCCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAA-CCUGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUCA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGCAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUAGCGGCCUUAACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAGUCCUGACAUA 

GACAAAACAGCACCUGUUUUGGGGUUAAGGGCGACUGCAUACACACCC-UCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UGUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>582_19F_Pen4_Ctx2  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCAACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAA-GGCGCCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAA-CCUGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUCA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGCAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUAGCGGCCUUAACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAGUCCUGACAUA 

GACAAAACAGCACCUGUUUUGGGGUUAAGGGCGACUGCAUACACACCC-UCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAA-GCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UGUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>584_19F_Pen4_Ctx2  1310  bases 
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AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCAACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAA-GGCGCCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAA-CCUGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUCA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGCAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUAGCGGCCUUAACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAGUCCUGACAUA 

GACAAAACAGCACCUGUUUUGGGGUUAAGGGCGACUGCAUACACACCC-UCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UGUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>640_19F_Pen4_Ctx2  1310  bases 

AAGGUCCUACAUUUUUGGUUAA 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACUACUGCAACUGCAAUUUGAGGAUUUUCUGUUGGAGCAUA 

GGCCACGGCAUUGGUAUUAUUAGCUUCUUGACCACCAGCUACAUAGCUUUCACCUGUACC 

GGUCUUACCACUGAUAGAAAC-AGUGGCGCCAUCUGAAAACGCCCGUCCUGUCGUAAGGG 

GACUAGUUCCAUGCGAUA-CUUGGUAAAAUCCUUGGUGCAAGAUACUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUCA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGCAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAGCCAGAGCUGAUGGUCGCAGCCUUGACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAGUCCUGACAUA 

GACAAAACAGCACCUGUUUUGGGGUUAAGGGCGACUGCAUACACACCC-UCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGCUUGAUAUUGUUUCCUUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UAUCCACACUUUCCAUGUUGCCAUAUUUGUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>794_19F_Pen2_Ctx4  1310  bases 

AAGGUCCUACAUUUUUGGUUAA 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACUACUGCAACUGCAAUUUGAGGAUUUUCUGUUGGAGCAUA 

GGCCACGGCAUUGGUAUUAUUAGCUUCUUGACCACCAGCUACAUAGCUUUCACCUGUACC 

GGUCUUACCACUGAUAGAAAC-AGUGGCGCCAUCUGAAAACGCCCGUCCUGUCGUAAGGG 

GACUAGUUCCAUGCGAUA-CUUGGUAAAAUCCUUGGUGCAAGAUACUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUCA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGCAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 
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ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUAGCGGCCUUAACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAGUCCUGACAUA 

GACAAAACAGCACCUGUUUUGGGGUUAAGGGCGACUGCAUACACACCC-UCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UGUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGAAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>905_19F_Pen4_Ctx2  1310  bases 

AAGGUCCUACAUUUUUGGUUAA 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACUACUGCAACUGCAAUUUGAGGAUUUUCUGUUGGAGCAUA 

GGCCACGGCAUUGGUAUUAUUAGCUUCUUGACCACCAGCUACAUAGCUUUCACCUGUACC 

GGUCUUACCACUGAUAGAAAC-AGUGGCGCCAUCUGAAAACGCCCGUCCUGUCGUAAGGG 

GACUAGUUCCAUGCGAUA-CUUGGUAAAAUCCUUGGUGCAAGAUACUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUCA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGCAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUAGCGGCCUUAACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAGUCCUGACAUA 

GACAAAACAGCACCUGUUUUGGGGUUAAGGGCGACUGCAUACACACCC-UCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACACUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGCUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UAUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGAAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUACG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>960_19F_Pen4_Ctx4  1310  bases 

AAGGUCCUACAUUUUUGGUUAA 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACUACUGCAACUGCAAUUUGAGGAUUUUCUGUUGGAGCAUA 

GGCCACGGCAUUGGUAUUAUUAGCUUCUUGACCACCAGCUACAUAGCUUUCACCUGUACC 

GGUCUUACCACUGAUAGAAAC-AGUGGCGCCAUCUGAAAACGCCCGUCCUGUCGUAAGGG 

GACUAGUUCCAUGCGAUA-CUUGGUAAAAUCCUUGGUGCAAGAUACUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUCA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGCAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAGCCAGAGCUGAUGGUCGCAGCCUUGACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAGUCCUGACAUA 

GACAAAACAGCACCUGUUUUGGGGUUAAGGGCGACUGCAUACACACCC-UCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGCUUGAUAUUGUUUCCUUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UAUCCACACUUUCCAUGUUGCCAUAUUUGUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUACG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>017_23F_Pen2_Ctx1  1310  bases 

AAGGUCCUAACCCAUUUGUUAG 
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AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCGACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAA-GGCACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAA-CCUGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUUA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUCGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGCAUUAGUAAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCUGUCGCAGUACCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUUGAACGCAGU 

UUCUCCAUAGCAGACUCUAGAUUGCUGGUGCCGACAAACAUAUUGGGUUGAUAGGUUUGC 

CCCAUAAGACCUAAGGCUGUUUGGACCAUAUAGGUAUUUGAUGAAUACUCCAGAGCUUGG 

ACCGCUGUGAUAGGGAAUGAACCGUAAGCCUGAGUAUACCAAGAAUUGAUGGGAGCUGAA 

CCUUGGAAGACAAUGGACUGGUCUGUCAAGGUCUGGUUUCCUGACAAGACUCCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUCGCCGCCUUGACAACCGAACCUGGAACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGCGUCAACUCUCCCGUUUUCAAGUCAUGUUUAAUCCCUGACAUA 

GACAAAACCGCACCUGUUUUUGGGUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUUCUAGCUCAGAAUUGAAAUAACUUUUCAGUAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAAGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UAUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGA-AGGUUCCUACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>198_23F_Pen2_Ctx1  1310  bases 

GUAUUUUUGAUACAGAUUGAUAAUGUCACGCGCAAUGGAAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCGACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAAGG-CACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAACC-UGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUUA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGAAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUCGCAGCCUUGACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAUCCCUGACAUG 

GAUAAAACAGCACCUGUUUUUGGGUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUAUUU 

AGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UGUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>208_23F_Pen2_Ctx1  1310  bases 

AAGGUCCUAACCCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCGACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAA-GGCACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAA-CCUGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUUA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUCGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGCAUUAGUAAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCUGUCGCAGUACCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUUGAACGCAGU 

UUCUCCAUAGCAGACUCUAGAUUGCUGGUGCCGACAAACAUAUUGGGUUGAUAGGUUUGC 

CCCAUAAGACCUAAGGCUGUUUGGACCAUAUAGGUAUUUGAUGAAUACUCCAGAGCUUGG 

ACCGCUGUGAUAGGGAAUGAACCGUAAGCCUGAGUAUACCAAGAAUUGAUGGGAGCUGAA 
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CCUUGGAAGACAAUGGACUGGUCUGUCAAGGUCUGGUUUCCUGACAAGACUCCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUCGCCGCCUUGACAACCGAACCUGGAACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGCGUCAACUCUCCCGUUUUCAAGUCAUGUUUAAUCCCUGACAUA 

GACAAAACCGCACCUGUUUUUGGGUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUUCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGUAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UAUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCUACACGAUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>306_23F_Pen2_Ctx05  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCAACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAA-GGCGCCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAA-CCUGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUUA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUCGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGCAUUAGUAAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCUGUCGCAGUACCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUUGAACGCAGU 

UUCUCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUCGCAGCCUUGACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAUCCCUGACAUG 

GAUAAAACAGCACCUGUUUUUGGGUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUAUUU 

AGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UGUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>788_23F_Pen4_Ctx05  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCGACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAA-GGCACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAA-CCUGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUUA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUCGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGCAUUAGUAAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCUGUCGCAGUACCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUUGAACGCAGU 

UUCUCCAUAGCAGACUCUAGAUUGCUGGUGCCGACAAACAUAUUGGGUUGAUAGGUUUGC 

CCCAUAAGACCUAAGGCUGUUUGGACCAUAUAGGUAUUAGAUGAAUACUCCAGAGCUUGG 

ACCGCUGUGAUAGGGAAUGAACCGUAAGCCUGAGUAUACCAAGAAUUGAUGGGAGCUGAA 

CCUUGGAAGACAAUGGACUGGUCUGUCAAGGUCUGGUUUCCUGACAAGACUCCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUCGCCGCCUUGACAACCGAACCUGGAACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGCGUCAACUCUCCCGUUUUCAAGUCAUGUUUAAUCCCUGACAUA 

GACAAAACCGCACCUGUUUUUGGGUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUUCUAGCUCAGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UAUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCUACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>323_6B_Pen2_Ctx1  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCAACAGCGAUUUGGGGAUUUUCAGAUGGGGCAUA 
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GGCCCCGGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCCCUAAUGGAUACCAAAGGCGCCAUUUGAAAAGGCACGUCCCAUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGGCAACCUGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUCA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGCAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUAGCGGCCUUAACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAGUCCUGACAUA 

GACAAAACAGCACCUGUUUUGGGGUUAAGGGCGACUGCAUACACACCCCUCAGAAUACUU 

GGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGGGAAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UGUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGGGAGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>806_9V_Pen2_Ctx1  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCGACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAAGG-CACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAACC-UGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUUA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGAAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 

CAACCUGAGCUGAUGGUCGCAGCCUUGACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAUCCCUGACAUG 

GAUAAAACAGCACCUGUUUUUGGGUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUAUUU 

AGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UGUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGG-AGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 

>239_11_Pen2_Ctx2  1310  bases 

AAGGUCCUACACCAUUUGUUAG 

AUUGGUAUUAUGAGGAAAGACCACUGCGACAGCGAUUUGGGGAUUAUCAGAUGGGGCAUA 

GGCCACCGCAUUGGUAUUGGUUGCUUGCUGACCAUCUGCCACAUAGCUUUCGGCUGUACC 

UGUUUUUCCGCUAAUGGAUACCAAGGGCACCAUUUGAAAAGGCACGUCCAGUUGUCAAUC 

CACUAGUACCAUGGGCAACCCUGAUAAAAACCUUGGUGCAAGAUGCUCAUAUCGGAGUCG 

GAUAUAUUGACCUUAUUCAUCUCUGUCGGUUGCAGUUGCUGAAUCAAGUCACCCAGUCCU 

CCCUUAUCAUUAUUACCAUAAAUGCCUUCAACAAUACGAGGAGCCACACGAACACCAUUA 

UUUGCAAUAGUUGCUACAUACUGAGCCAACUGCAUGGGCGUAUAGUUAUCAAACUGCCCA 

AAGGAAUUGGUGAUGUAAUUAGCAAAGCUAUACUCUUUGGGAACAAAUCCAGUAGAUUCA 

UCUGGUAGGUCAAUUCCGGUCGCAGCCCCCAAGCCAUAUUCGCCAAAGGUCGCACGAAGU 

UUUCCCAUAGCUGUUUCCAAAUUGCUGGUUCCAACAAACAUAUUUGGUUGAUAGGUCUGG 

CCCAUGAUUCCAAGAGCGGUUUGAACCAUGUAAGCAUUGGAUGAAUACUCCAAGGCUUCC 

ACAGCUGUAAUAGGAAAAGAUCCAUAUGCCAAUUUAUACCAAGAAUAAAUUGGAGCUGAA 

CCUUGGAAAACAAUAGGCUGAUCUGUUAAGGUUUGGUUUCCUGAUAAAACACCAUUUUCC 
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CAACCUGAGCUGAUGGUCGCAGCCUUGACAACCGAACCUGGGACAAAGACAUUGGUUACC 

GUUCCCAAGGAAUCAGGAGUCAACUCUCCCGUUUUCAGGUCAUGUUUGAUCCCUGACAUG 

GAUAAAACAGCACCUGUUUUUGGGUUAAGGGCGACUGCAUAGACACCU-UCAGAAUAUUU 

AGCUCCACCAUUUCCUAGCUCGGAAUUGAAAUAACUUUUCAGCAAAGCAUCCACGCUAUC 

UUGG-AAGGCCAAAUCAAUGGUCAGUUUGAUAUUGUUUCCCUUACUACCUUCCUCAAUUG 

UGUCCACGCUUUCCAUAUUGCCAUAUUUAUCCAGAUGGAUUUCUUUUACCGAGCGUUUUC 

CUUGUAAGGUCUCUUCAUAUUGCUUUUCCAAAUAGGGAGGUUCCAACACGGUCAUUUAGA 

GAAUAGCCUUUU 
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Νουκλεοτιδικές αλληλουχίες της PBP2X 
 

>ATCC49619  998  bases 

UUACACAACCAUUUCCAGCCCCCUCCAGUCCUUUAUGGAAACCCAGAUGGAUGCUUUUCA 

AGAGAAGGUAAAAGGAAAGUACAUGACAGCGACUUUGGUCAGUGCUAAAACAGGGGAAAU 

UCUGGCAACGACGCAACGACCGACCUUUGAUGCAGAUACAAAAGAAGGCAUUACAGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUCCUUUACCAAAGUAACUAUGAGCCAGGUUCCGCUAUGAAAGU 

GAUGAUGUUGGCUGCUGCUAUUGAUAAUAAUACCUUUCCAGGAGGAGAAGUCUUCAAUAG 

UAGUGAGUUAAAAAUUGCAGAUGUUACUAUCCGAGAUUGGGACGUCAAUGAAGGAUUGAC 

UGGUGGCAGAAUGAUGACCUUUUCUCAAGGUUUUGCACACUCAAGUAACGUUGGGAUGAC 

CCUCCUUGAGCAAAAGAUGGGAGAUGCUACCUGGCUUGAUUAUCUUAAUCGUUUUAAAUU 

UGGGGUUCCAACUCGUUUUGGUUUGACAGAUGAAUAUGCAGGCCAACUUCCAGCUGACAA 

UAUUGUUAAUAUUGCUCAGAGUUCAUUUGGACAAGGGAUUUCAGUAACUCAGACGCAAAU 

GAUUCGUGCCUUUACAGCCAUUGCCAAUGAUGGCGUCAUGCUAGAGCCUAAAUUUAUUAC 

GGCCUUGUAUGAUCCAAAUAAUCAAACCGUUCGUAGAUCUCAAAAAGAAAUUGUAGGGAA 

UCCAGUUUCGAAAGAUGCGGCUGGCCAAACUCGGACUCACAUGGUCUUGGUAGGAACGGA 

UCCUAGAUAUGGAACUAUGUAUAAUCAUAGUACAGGAAAAGCAACUGUCAAUGUUCCAGG 

UCAAAAUGUAGCCCUCAAGUCUGGUACAGCCGAAAUCGCUGACGAGAAAAAUGGAGGCUA 

CUUGGUUGGUUCUACCAACAACAUUUUCUCAGUUGUGGCUAUGAACCCUGCCGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUAACGGUUCAACAGCCUGAGC 

>002_19F_Pen2_Ctx025  998  bases 

UUACACAACCAUUUCCAGCCCCCUCCAGUCCUUUAUGGAAACCCAGAUGGAUGCUUUUCA 

AGAGAAGGUAAAAGGAAAGUACAUGACAGCGACUUUGGUCAGUGCUAAAACAGGGGAAAU 

UCUGGCAACAACGCAACGACCGACCUUUGAUGCAGAUACAAAAGAAGGCAUUACAGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUCCUUUACCAAAGUAACUAUGAGCCAGGUUCCACUAUGAAAGU 

GAUGAUGUUGGCUGCUGCUAUUGAUAAUAAUACCUUUCCAGGAGGAGAAGUCUUUAAUAG 

UAGUGAGUUAAAAAUUGCAGAUGCCACGAUUCGAGAUUGGGACGUUAAUGAAGGAUUGAC 

UGGUGGCAGAAUGAUGACUUUUUCUCAAGGUUUUGCACACUCAAGUAACGUUGGGAUGAC 

CCUCCUUGAGCAAAAGAUGGGAGAUGCUACCUGGCUUGAUUAUCUUAAUCGUUUUAAAUU 

UGGAGUUCCGACCCGUUUCGGUUUGACGGAUGAGUAUGCUGGUCAGCUUCCUGCGGAUAA 

UAUUGUCAACAUUGCGCAAAGCUCAUUUGGACAAGGGAUUUCAGUGACCCAGACGCAAAU 

GAUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGACGGUGUCAUGCUGGAGCCUAAAUUUAUUAG 

UGCCAUUUAUGAUCCAAAUGAUCAAACUGCUCGGAAAUCUCAAAAAGAAAUUGUGGGAAA 

UCCUGUUUCUAAAGAUGCAGCUAGUCUAACUCGGACUAACAUGGUUUUGGUAGGGACGGA 

UCCGGUUUAUGGAACCAUGUAUAACCACAGCACAGGCAAGCCAACUGUAACUGUUCCUGG 

GCAAAAUGUAGCCCUCAAGUCUGGUACGGCUCAGAUUGCUGACGAGAAAAAUGGUGGUUA 

UCUAGUCGGGGUAACCGACUAUAUUUUCUCGGCUGUAUCGAUGAGUCCGGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUGACGGUCCAACAACCUGAGC 

>111_19F_Pen2_Ctx05  998  bases 

UUACACAACCAUUUCCAGCCCCCUCCAGUCCUUCAUGGAAACUCAGAUGGAUGCCUUUCU 

AGAAAAAGUAAAAGGUAAGUAUAUGACCGCGACCUUGGUCAGUGCAAAGACCGGUGAAAU 

CCUCGCUACCACCCAACGACCUACCUUUAAUGCAGAUACUAAAGAAGGAAUCACUGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUUCUUUAUCAAAGUAACUAUGAACCAGGAUCAGCCAUGAAGGU 

UAUGACGUUAGCUUCUUCUAUUGAUAAUAAUACCUUCCCAAGUGGAGAAUACUUCAAUAG 

CAGUGAAUUCAAAAUAGCGGAUGCGACGACUCGAGAUUGGGAUGUUAAUGAUGGUUUGAC 

UACUGGUGGGAUGAUGACUUUCUUACAAGGUUUCGCUCACUCCAGUAAUGUUGGAAUGAG 

UCUACUUGAACAAAAAAUGGGAGAUGCUACUUGGUUGGAUUAUCUAAAACGCUUUAAAUU 

UGGGGUUCCAACUCGCUUUGGCUUGACAGAUGAAUACGCUGGUCAACUUCCAGCUGAUAA 

UAUUGUUAGUAUUGCUCAAAGCUCAUUUGGGCAAGGAAUUUCAGUGACACAAACACAAAU 

GCUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGAUGGAGUUAUGCUGGAGCCAAAAUUUAUAAG 

UGCUAUUUAUGAUACUAACAAUCAGUCUGUACGUAAGUCACAAAAAGAAAUAGUAGGAAA 

UCCUGUUUCCAAAGAGGCAGCAAGCACAACUCGAAAUCACAUGAUCUUAGUUGGGACGGA 

CCCUCUAUAUGGAACUAUGUAUAAUCACUACACAGGAAAGCCAAUUAUAACAGUUCCUGG 

ACAAAAUGUAGCAGUUAAAUCCGGUACGGCUCAAAUCGCUGAUGAGAAAAAUGGAGGAUA 

CUUGGUUGGUUCUACCAAUUAUAUUUUCUCAGUUGUGACUAUGAAUCCUGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUAACGGUUCAACAGCCUGAGC 

>267_19F_Pen2_Ctx05  998  bases 

UUACACAACCAUUUCCAGCCCCCUCCAGUCCUUUAUGGAAACCCAGAUGGAUGCUUUUCA 
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AGAGAAGGUAAAAGGAAAGUACAUGACAGCGACUUUGGUCAGUGCUAAAACAGGGGAAAU 

UCUGGCAACGACGCAACGACCGACCUUUGAUGCAGAUACAAAAGAAGGCAUUACAGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUCCUUUACCAAAGUAACUAUGAGCCAGGUUCCGCUAUGAAAGU 

GAUGAUGUUGGCUGCUGCUAUUGAUAAUAAUACCUUUCCAGGAGGAGAAGUCUUCAAUAG 

UAGUGAGUUAAAAAUUGCAGAUGUUACUAUCCGAGAUUGGGACGUCAAUGAAGGAUUGAC 

UGGUGGCAGAAUGAUGACCUUUUCUCAAGGUUUUGCACACUCAAGUAACGUUGGGAUGAC 

CCUCCUUGAGCAAAAGAUGGGAGAUGCUACCUGGCUUGAUUAUCUUAAUCGUUUUAAAUU 

UGGGGUUCCAACUCGUUUUGGUUUGACAGAUGAAUAUGCAGGCCAACUUCCAGCUGACAA 

UAUUGUUAAUAUUGCUCAGAGUUCAUUUGGACAAGGGAUUUCAGUAACUCAGACGCAAAU 

GAUUCGUGCCUUUACAGCCAUUGCCAAUGAUGGCGUCAUGCUAGAGCCUAAAUUUAUUAC 

GGCCUUGUAUGAUCCAAAUAAUCAAACCGUUCGUAGAUCUCAAAAAGAAAUUGUAGGGAA 

UCCAGUUUCGAAAGAUGCGGCUGGCCAAACUCGGACUCACAUGGUCUUGGUAGGAACGGA 

UCCUAGAUAUGGAACUAUGUAUAAUCAUAGUACAGGAAAAGCAACUGUCAAUGUUCCAGG 

UCAAAAUGUAGCCCUCAAGUCUGGUACAGCCGAAAUCGCUGACGAGAAAAAUGGAGGCUA 

CUUGGUUGGUUCUACCAACAACAUUUUCUCAGUUGUGGCUAUGAACCCUGCCGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUAACGGUUCAACAGCCUGAGC 

>272_19F_Pen2_Ctx05  998  bases 

UUAUACAACCAUUUCCAGCCCCCUCCAGUCCUUUAUGGAAACCCAGAUGGAUGCUUUUCA 

AGAGAAGGUAAAAGGAAAGUACAUGACAGCGACUUUGGUCAGUGCUAAAACAGGGGAAAU 

UCUGGCAACAACGCAACGACCAACCUUUGAUGCAGAUACAAAAGAAGGAAUUACAAAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUACUUUACCAAAGUAACUAUGAGCCAGGUUCUACUAUGAAAGU 

GAUGAUGUUGGCUGCUGCUAUUGAUAAUAAUACCUUUCCAGGAGGAGAAGUCUUUAAUAG 

UAGUGAGUUAAAAAUUGCAGAUGCCACGAUUCGAGAUUGGGACGUUAAUGAAGGAUUAAC 

UGGUGGAAGAAUGAUGACUUUUUCUCAAGGUUUUGCACACUCAAGUAACGUUGGGAUGAC 

CCUUCUUGAGCAAAAGAUGGGAGAUGCUACAUGGCUUGAUUAUCUAAAUCGUUUUAAAUU 

UGGAGUUCCGACUCGUUUUGGUUUGACGGAUGAAUAUGCAGGUCAACUUCCAGCUGAUAA 

UAUUGUAAAUAUUGCUCAAAGUUCAUUUGGACAAGGGAUUUCAGUGACCCAGACGCAAAU 

GAUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGACGGUGUCAUGCUGGAACCUAAAUUUAUUAG 

UGCCAUUUAUGAUCCAAAUGAUCAAACUGCUCGGAAAUCUCAAAAAGAAAUUGUGGGAAA 

UCCUGUUUCUAAAGAUGCAGCUAGUCUAACUCGGACUAACAUGGUUUUGGUAGGGACGGA 

UCCGGUUUAUGGAACCAUGUAUAACCACAGCACAGGCAAGCCAACUGUAACUGUUCCUGG 

GCAAAAUGUAGCCCUCAAGUCUGGUACGGCUCAGAUUGCUGACGAGAAAAAUGGUGGUUA 

UCUAGUCGGGUUAACCGACUAUAUUUUCUCGGUUGUAUCGAUGAGUCCGGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUGACGGUCCAACAACCUGAGC 

>568_19F_Pen4_Ctx2  998  bases 

UUAUACGACUAUUUCUAGCACCCUCCAGUCCUUCAUGGAAACUCAGAUGGAUGCCUUUCU 

AGAAAAAGUAAAAGGUAAGUAUAUGACCGCGACCUUGGUCAGUGCAAAGACCGGUGAAAU 

CCUCGCUACCACCCAACGACCUACCUUUAAUGCAGAUACUAAAGAAGGAAUCACUGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUUCUUUAUCAAAGUAACUAUGAACCAGGAUCAGCCAUGAAGGU 

UAUGACGUUAGCUUCUUCUAUUGAUAAUAAUACCUUCCCAAGUGGAGAAUACUUCAAUAG 

CAGUGAAUUCAAAAUAGCGGAUGCGACGACUCGAGAUUGGGAUGUUAAUGAGGGUUUGAC 

UACUGGUGGGAUGAUGACUUUCUUACAAGGUUUCGCUCACUCCAGUAAUGUUGGAAUGAG 

UCUACUUGAACAAAAAAUGGGAGAUGCUACUUGGUUGGAUUAUCUAAAACGCUUUAAAUU 

UGGGGUUCCAACUCGCUUUGGCUUGACAGAUGAAUACGCUGGUCAACUUCCAGCUGAUAA 

UAUUGUUAGUAUUGCUCAAAGCUCAUUUGGGCAAGGAAUUUCAGUGACACAAACACAAAU 

GCUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGAUGGAGUUAUGCUGGAGCCAAAAUUUAUAAG 

UGCUAUUUAUGAUACUAACAAUCAGUCUGUACGUAAGUCACAAAAAGAAAUAGUAGGAAA 

UCCUGUUUCCAAAGAGGCAGCAAGCACAACUCGAAAUCACAUGAUCUUAGUUGGGACGGA 

CCCUCUAUAUGGAACUAUGUAUAAUCACUACACAGGAAAGCCAAUUAUAACAGUUCCUGG 

ACAAAAUGUAGCAGUUAAAUCCGGUACGGCUCAAAUCGCUGAUGAGAAAAAUGGAGGAUA 

CUUGGUUGGUUCUACCAAUUAUAUUUUCUCAGCUGUGACUAUGAAUCCUGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUAACGGUUCAACAGCCUGAGC 

>578_19F_Pen4_Ctx2  998  bases 

UUAUACAACAUUGUCUAGUCCGCUCCAAUCUUUCAUGGAAACUCAGAUGGAUGCCUUUCU 

AGAAAAAGUAAAAGGUAAGUAUAUGACCGCGACCUUGGUCAGUGCAAAGACCGGUGAAAU 

CCUCGCUACCACCCAACGACCUACCUUUAAUGCAGAUACUAAAGAAGGAAUCACUGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUUCUUUAUCAAAGUAACUAUGAACCAGGAUCAGCCAUGAAGGU 

UAUGACGUUAGCUUCUUCUAUUGAUAAUAAUACCUUCCCAAGUGGAGAAUACUUCAAUAG 



155 

 

CAGUGAAUUCAAAAUAGCGGAUGCGACGACUCGAGAUUGGGAUGUUAAUGAUGGUUUGAC 

UACUGGUGGGAUGAUGACUUUCUUACAAGGUUUCGCUCACUCCAGUAAUGUUGGAAUGAG 

UCUACUUGAACAAAAAAUGGGAGAUGCUACUUGGUUGGAUUAUCUAAAACGCUUUAAAUU 

UGGGGUUCCAACUCGCUUUGGCUUGACAGAUGAAUACGCUGGUCAACUUCCAGCUGAUAA 

UAUUGUUAGUAUUGCUCAAAGCUCAUUUGGGCAAGGAAUUUCAGUGACACAAACACAAAU 

GCUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGAUGGAGUUAUGCUGGAGCCAAAAUUUAUAAG 

UGCUAUUUAUGAUACUAACAAUCAGUCUGUACGUAAGUCACAAAAAGAAAUAGUAGGAAA 

UCCUGUUUCCAAAGAGGCAGCAAGCACAACUCGAAAUCACAUGAUCUUAGUUGGGACGGA 

CCCUCUAUAUGGAACUAUGUAUAAUCACUACACAGGAAAGCCAAUUAUAACAGUUCCUGG 

ACAAAAUGUAGCAGUUAAAUCCGGUACGGCUCAAAUCGCUGAUGAGAAAAAUGGAGGAUA 

CUUGGUUGGUUCUACCAAUUAUAUUUUCUCAGUUGUGACUAUGAAUCCUGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUAACGGUUCAACAGCCUGAGC 

>582_19F_Pen4_Ctx2  998  bases 

UUAUACAACAUUGUCUAGUCCGCUCCAAUCUUUCAUGGAAACUCAGAUGGAUGCCUUUCU 

AGAAAAAGUAAAAGGUAAGUAUAUGACCGCGACCUUGGUCAGUGCAAAGACCGGUGAAAU 

CCUCGCUACCACCCAACGACCUACCUUUAAUGCAGAUACUAAAGAAGGAAUCACUGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUUCUUUAUCAAAGUAACUAUGAACCAGGAUCAGCCAUGAAGGU 

UAUGACGUUAGCUUCUUCUAUUGAUAAUAAUACCUUCCCAAGUGGAGAAUACUUCAAUAG 

CAGUGAAUUCAAAAUAGCGGAUGCGACGACUCGAGAUUGGGAUGUUAAUGAUGGUUUGAC 

UACUGGUGGGAUGAUGACUUUCUUACAAGGUUUCGCUCACUCCAGUAAUGUUGGAAUGAG 

UCUACUUGAACAAAAAAUGGGAGAUGCUACUUGGUUGGAUUAUCUAAAACGCUUUAAAUU 

UGGGGUUCCAACUCGCUUUGGCUUGACAGAUGAAUACGCUGGUCAACUUCCAGCUGAUAA 

UAUUGUUAGUAUUGCUCAAAGCUCAUUUGGGCAAGGAAUUUCAGUGACACAAACACAAAU 

GCUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGAUGGAGUUAUGCUGGAGCCAAAAUUUAUAAG 

UGCUAUUUAUGAUACUAACAAUCAGUCUGUACGUAAGUCACAAAAAGAAAUAGUAGGAAA 

UCCUGUUUCCAAAGAGGCAGCAAGCACAACUCGAAAUCACAUGAUCUUAGUUGGGACGGA 

CCCUCUAUAUGGAACUAUGUAUAAUCACUACACAGGAAAGCCAAUUAUAACAGUUCCUGG 

ACAAAAUGUAGCAGUUAAAUCCGGUACGGCUCAAAUCGCUGAUGAGAAAAAUGGAGGAUA 

CUUGGUUGGUUCUACCAAUUAUAUUUUCUCAGUUGUGACUAUGAAUCCUGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUAACGGUUCAACAGCCUGAGC 

>584_19F_Pen4_Ctx2  998  bases 

UUAUACAACAUUGUCUAGUCCGCUCCAAUCUUUCAUGGAAACUCAGAUGGAUGCCUUUCU 

AGAAAAAGUAAAAGGUAAGUAUAUGACCGCGACCUUGGUCAGUGCAAAGACCGGUGAAAU 

CCUCGCUACCACCCAACGACCUACCUUUAAUGCAGAUACUAAAGAAGGAAUCACUGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUUCUUUAUCAAAGUAACUAUGAACCAGGAUCAGCCAUGAAGGU 

UAUGACGUUAGCUUCUUCUAUUGAUAAUAAUACCUUCCCAAGUGGAGAAUACUUCAAUAG 

CAGUGAAUUCAAAAUAGCGGAUGCGACGACUCGAGAUUGGGAUGUUAAUGAUGGUUUGAC 

UACUGGUGGGAUGAUGACUUUCUUACAAGGUUUCGCUCACUCCAGUAAUGUUGGAAUGAG 

UCUACUUGAACAAAAAAUGGGAGAUGCUACUUGGUUGGAUUAUCUAAAACGCUUUAAAUU 

UGGGGUUCCAACUCGCUUUGGCUUGACAGAUGAAUACGCUGGUCAACUUCCAGCUGAUAA 

UAUUGUUAGUAUUGCUCAAAGCUCAUUUGGGCAAGGAAUUUCAGUGACACAAACACAAAU 

GCUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGAUGGAGUUAUGCUGGAGCCAAAAUUUAUAAG 

UGCUAUUUAUGAUACUAACAAUCAGUCUGUACGUAAGUCACAAAAAGAAAUAGUAGGAAA 

UCCUGUUUCCAAAGAGGCAGCAAGCACAACUCGAAAUCACAUGAUCUUAGUUGGGACGGA 

CCCUCUAUAUGGAACUAUGUAUAAUCACUACACAGGAAAGCCAAUUAUAACAGUUCCUGG 

ACAAAAUGUAGCAGUUAAAUCCGGUACGGCUCAAAUCGCUGAUGAGAAAAAUGGAGGAUA 

CUUGGUUGGUUCUACCAAUUAUAUUUUCUCAGUUGUGACUAUGAAUCCUGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUAACGGUUCAACAGCCUGAGC 

>640_19F_Pen4_Ctx2  998  bases 

UUAUACGACUAUUUCUAGCACCCUCCAGUCCUUCAUGGAAACUCAGAUGGAUGCCUUUCU 

AGAAAAAGUAAAAGGUAAGUAUAUGACCGCGACCUUGGUCAGUGCAAAGACCGGUGAAAU 

CCUCGCUACCACCCAACGACCUACCUUUAAUGCAGAUACUAAAGAAGGAAUCACUGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUUCUUUAUCAAAGUAACUAUGAACCAGGAUCAGCCAUGAAGGU 

UAUGACGUUAGCUUCUUCUAUUGAUAAUAAUACCUUCCCAAGUGGAGAAUACUUCAAUAG 

CAGUGAAUUCAAAAUAGCGGAUGCGACGACUCGAGAUUGGGAUGUUAAUGAGGGUUUGAC 

UACUGGUGGGAUGAUGACUUUCUUACAAGGUUUCGCUCACUCCAGUAAUGUUGGAAUGAG 

UCUACUUGAACAAAAAAUGGGAGAUGCUACUUGGUUGGAUUAUCUAAAACGCUUUAAAUU 

UGGGGUUCCAACUCGCUUUGGCUUGACAGAUGAAUACGCUGGUCAACUUCCAGCUGAUAA 
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UAUUGUUAGUAUUGCUCAAAGCUCAUUUGGGCAAGGAAUUUCAGUGACACAAACACAAAU 

GCUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGAUGGAGUUAUGCUGGAGCCAAAAUUUAUAAG 

UGCUAUUUAUGAUACUAACAAUCAGUCUGUACGUAAGUCACAAAAAGAAAUAGUAGGAAA 

UCCUGUUUCCAAAGAGGCAGCAAGCACAACUCGAAAUCACAUGAUCUUAGUUGGGACGGA 

CCCUCUAUAUGGAACUAUGUAUAAUCACUACACAGGAAAGCCAAUUAUAACAGUUCCUGG 

ACAAAAUGUAGCAGUUAAAUCCGGUACGGCUCAAAUCGCUGAUGAGAAAAAUGGAGGAUA 

CUUGGUUGGUUCUACCAAUUAUAUUUUCUCAGCUGUGACUAUGAAUCCUGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUAACGGUUCAACAGCCUGAGC 

>794_19F_Pen2_Ctx4  998  bases 

UUAUACGACUAUUUCUAGCACCCUCCAGUCCUUCAUGGAAACUCAAAUGGAUGCCUUCCA 

AGAAAAAGUAAAAGGUAAGUAUAUGACCGCGACCUUGGUCAGUGCAAAGACCGGUGAAAU 

CCUCGCUACCACCCAACGACCUACCUUUAAUGCAGAUACUAAAGAAGGAAUCACUGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUUCUUUAUCAAAGUAACUAUGAACCAGGAUCAGGCAUGAAGGU 

UAUGACGUUAGCUUCUUCUAUUGAUAAUAAUACCUUCCCAAGUGGAGAAUACUUCAAUAG 

CAGUGAAUUCAAAAUAGCGGAUGCGACGACUCGAGAUUGGGAUGUUAAUGAGGGUUUGAC 

UACUGGUGGGAUGAUGACUUUCUUACAAGGUUUCGCUCACUCCAGUAAUGUUGGAAUGAG 

UCUACUUGAACAAAAAAUGGGAGAUGCUACUUGGUUGGAUUAUCUAAAACGCUUUAAAUU 

UGGGGUUCCAACUCGCUUUGGCUUGACAGAUGAAUACGCUGGUCAACUUCCAGCUGAUAA 

UAUUGUUAGUAUUUCUCAAAGCUCAUUUGGGCAAGGAAUUUCAGUGACACAAACACAAAU 

GCUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGAUGGAGUUAUGCUGGAGCCAAAAUUUAUAAG 

UGCUAUUUAUGAUACUAACAAUCAGUCUGUACGUAAGUCACAAAAAGAAAUAGUAGGAAA 

UCCUGUUUCCAAAGAGGCAGCAAGCACAACUCGAAAUCACAUGAUCUUAGUUGGGACGGA 

CCCUCUAUAUGGAACUAUGUAUAAUCACUACACAGGAAAGCCAAUUAUAACAGUUCCUGG 

ACAAAAUGUAGCAGUUAAAUCCGGUACGGCUCAAAUCGCUGAUGAGAAAAAUGGAGGAUA 

CUUGGUUGGUUCUACCAAUUAUAUUUUCUCAGUUGUGACUAUGAAUCCUGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUAACGGUUCAACAGCCUGAGC 

>905_19F_Pen4_Ctx2  998  bases 

UUAUACGACUAUUUCUAGCACCCUCCAGUCCUUCAUGGAAACUCAGAUGGAUGCCUUUCU 

AGAAAAAGUAAAAGGUAAGUAUAUGACCGCGACCUUGGUCAGUGCAAAGACCGGUGAAAU 

CCUCGCUACCACCCAACGACCUACCUUUAAUGCAGAUACUAAAGAAGGAAUCACUGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUUCUUUAUCAAAGUAACUAUGAACCAGGAUCAGCCAUGAAGGU 

UAUGACGUUAGCUUCUUCUAUUGAUAAUAAUACCUUCCCAAGUGGAGAAUACUUCAAUAG 

CAGUGAAUUCAAAAUAGCGGAUGCGACGACUCGAGAUUGGGAUGUUAAUGAGGGUUUGAC 

UACUGGUGGGAUGAUGACUUUCUUACAAGGUUUCGCUCACUCCAGUAAUGUUGGAAUGAG 

UCUACUUGAACAAAAAAUGGGAGAUGCUACUUGGUUGGAUUAUCUAAAACGCUUUAAAUU 

UGGGGUUCCAACUCGCUUUGGCUUGACAGAUGAAUACGCUGGUCAACUUCCAGCUGAUAA 

UAUUGUUAGUAUUGCUCAAAGCUCAUUUGGGCAAGGAAUUUCAGUGACACAAACACAAAU 

GCUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGAUGGAGUUAUGCUGGAGCCAAAAUUUAUAAG 

UGCUAUUUAUGAUACUAACAAUCAGUCUGUACGUAAGUCACAAAAAGAAAUAGUAGGAAA 

UCCUGUUUCCAAAGAGGCAGCAAGCACAACUCGAAAUCACAUGAUCUUAGUUGGGACGGA 

CCCUCUAUAUGGAACUAUGUAUAAUCACUACACAGGAAAGCCAAUUAUAACAGUUCCUGG 

ACAAAAUGUAGCAGUUAAAUCCGGUACGGCUCAAAUCGCUGAUGAGAAAAAUGGAGGAUA 

CUUGGUUGGUUCUACCAAUUAUAUUUUCUCAGCUGUGACUAUGAAUCCUGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUAACGGUUCAACAGCCUGAGC 

>960_19F_Pen4_Ctx4  998  bases 

UUAUACGACUAUUUCUAGCACCCUCCAGUCCUUCAUGGAAACUCAGAUGGAUGCCUUUCU 

AGAAAAAGUAAAAGGUAAGUAUAUGACCGCGACCUUGGUCAGUGCAAAGACCGGUGAAAU 

CCUCGCUACCACCCAACGACCUACCUUUAAUGCAGAUACUAAAGAAGGAAUCACUGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUUCUUUAUCAAAGUAACUAUGAACCAGGAUCAGCCAUGAAGGU 

UAUGACGUUAGCUUCUUCUAUUGAUAAUAAUACCUUCCCAAGUGGAGAAUACUUCAAUAG 

CAGUGAAUUCAAAAUAGCGGAUGCGACGACUCGAGAUUGGGAUGUUAAUGAGGGUUUGAC 

UACUGGUGGGAUGAUGACUUUCUUACAAGGUUUCGCUCACUCCAGUAAUGUUGGAAUGAG 

UCUACUUGAACAAAAAAUGGGAGAUGCUACUUGGUUGGAUUAUCUAAAACGCUUUAAAUU 

UGGGGUUCCAACUCGCUUUGGCUUGACAGAUGAAUACGCUGGUCAACUUCCAGCUGAUAA 

UAUUGUUAGUAUUGCUCAAAGCUCAUUUGGGCAAGGAAUUUCAGUGACACAAACACAAAU 

GCUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGAUGGAGUUAUGCUGGAGCCAAAAUUUAUAAG 

UGCUAUUUAUGAUACUAACAAUCAGUCUGUACGUAAGUCACAAAAAGAAAUAGUAGGAAA 

UCCUGUUUCCAAAGAGGCAGCAAGCACAACUCGAAAUCACAUGAUCUUAGUUGGGACGGA 
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CCCUCUAUAUGGAACUAUGUAUAAUCACUACACAGGAAAGCCAAUUAUAACAGUUCCUGG 

ACAAAAUGUAGCAGUUAAAUCCGGUACGGCUCAAAUCGCUGAUGAGAAAAAUGGAGGAUA 

CUUGGUUGGUUCUACCAAUUAUAUUUUCUCAGCUGUGACUAUGAAUCCUGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUAACGGUUCAACAGCCUGAGC 

>017_23F_Pen2_Ctx05  998  bases 

UUAUACAACCAUUUCCAGCCCCCUCCAGUCCUUUAUGGAAACCCAGAUGGAUGCUUUUCA 

AGAGAAGGUAAAAGGAAAGUACAUGACAGCGACUUUGGUCAGUGCUAAAACAGGGGAAAU 

UCUGGCAACAACGCAACGACCGACCUUUGAUGCAGAUACAAAAGAAGGCAUUACAGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUCCUUUACCAAAGUAACUAUGAGCCAGGUUCCACUAUGAAAGU 

GAUGAUGUUGGCUGCUGCUAUUGAUAAUAAUACCUUUCCAGGAGGAGAAGUCUUUAAUAG 

UAGUGAGUUAAAAAUUGCAGAUGCCACGAUUCGAGAUUGGGACGUUAAUGAAGGAUUGAC 

UGGUGGCAGAACGAUGACUUUUUCUCAAGGUUUUGCACACUCAAGUAACGUUGGGAUGAC 

CCUCCUUGAGCAAAAGAUGGGAGAUGCUACCUGGCUUGAUUAUCUUAAUCGUUUUAAAUU 

UGGAGUUCCGACCCGUUUCGGUUUGACGGAUGAGUAUGCUGGUCAGCUUCCUGCGGAUAA 

UAUUGUCAACAUUGCGCAAAGCUCAUUUGGACAAGGGAUUUCAGUGACCCAGACGCAAAU 

GAUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGACGGUGUCAUGCUGGAGCCUAAAUUUAUUAG 

UGCCAUUUAUGAUCCAAAUGAUCAAACUGCUCGGAAAUCUCAAAAAGAAAUUGUGGGAAA 

UCCUGUUUCUAAAGAUGCAGCUAGUCUAACUCGGACUAACAUGGUUUUGGUAGGGACGGA 

UCCGGUUUAUGGAACCAUGUAUAACCACAGCACAGGCAAGCCAACUGUAACUGUUCCUGG 

GCAAAAUGUAGCCCUCAAGUCUGGUACGGCUCAGAUUGCUGACGAGAAAAAUGGUGGUUA 

UCUAGUCGGGUUAACCGACUAUAUUUUCUCGGCUGUAUCGAUGAGUCCGGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUGACGGUCCAACAACCUGAGC 

>198_23F_Pen2_Ctx1  998  bases 

UUAUACAACCAUUUCCAGCCCCCUCCAGUCCUUUAUGGAAACCCAGAUGGAUGCUUUUCA 

AGAGAAGGUAAAAGGAAAGUACAUGACAGCGACUUUGGUCAGUGCUAAAACAGGGGAAAU 

UCUGGCAACAACGCAACGACCGACCUUUGAUGCAGAUACAAAAGAAGGCAUUACAGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUCCUUUACCAAAGUAACUAUGAGCCAGGUUCCACUAUGAAAGU 

GAUGACGUUGGCUGCUGCUAUUGAUAAUAAUACCUUUCCAGGAGGAGAAGUCUUUAAUAG 

UAGUGAGUUAAAAAUUGCAGAUGCCACGAUUCGAGAUUGGGACGUUAAUGAAGGAUUGAC 

UGGUGGCAGAAUGAUGACUUUUUCUCAAGGUUUUGCACACUCAAGUAACGUUGGGAUGAC 

CCUCCUUGAGCAAAAGAUGGGAGAUGCUACCUGGCUUGAUUAUCUUAAUCGUUUUAAGUU 

UGGAGUUCCGACCCGUUUCGGUUUGACGGAUGAGUAUGCUGGUCAGCUUCCUGCGGAUAA 

UAUUGUCAACAUUGCGCAAAGCUCAUUUGGACAAGGGAUUUCAGUGACCCAGACACAAAU 

GAUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGACGGUGUCAUGCUGGAGCCUAAAUUUAUUAG 

UGCCAUUUAUGAUCCAAAUGAUCAAACUGCUCGGAAAUCUCAAAAAGAAAUUGUGGGAAA 

UCCUGUUUCUAAAGAUGCAGCUAGUCUAACUCGGACUAACAUGGUUUUGGUAGGGACGGA 

UCCGGUUUAUGGAACCAUGUAUAACCACAGCACAGGCAAGCCAACUGUAACUGUUCCUGG 

GCAAAAUGUAGCCCUCAAGUCUGGUACGGCUCAGAUUGCUGACGAGAAAAAUGGUGGUUA 

UCUAGUCGGGUUAACCGACUAUAUUUUCUCGGCUGUAUCGAUGAGUCCGGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUGACGGUCCAACAACCUGAGC 

>208_23F_Pen2_Ctx1  998  bases 

UUAUACAACCAUUUCCAGCCCCCUCCAGUCCUUUAUGGAAACCCAGAUGGAUGCUUUUCA 

AGAGAAGGUAAAAGGAAAGUACAUGACAGCGACUUUGGUCAGUGCUAAAACAGGGGAAAU 

UCUGGCAACAACGCAACGACCGACCUUUGAUGCAGAUACAAAAGAAGGCAUUACAGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUCCUUUACCAAAGUAACUAUGAGCCAGGUUCCACUAUGAAAGU 

GAUGAUGUUGGCUGCUGCUAUUGAUAAUAAUACCUUUCCAGGAGGAGAAGUCUUUAAUAG 

UAGUGAGUUAAAAAUUGCAGAUGCCACGAUUCGAGAUUGGGACGUUAAUGAAGGAUUGAC 

UGGUGGCAGAAUGAUGACUUUUUCUCAAGGUUUUGCACACUCAAGUAACGUUGGGAUGAC 

UCUCCUUGAGCAAAAGAUGGGAGAUGCUACCUGGCUUGAUUAUCUUAAUCGUUUUAAAUU 

UGGAGUUCCGACCCGUUUCGGUUUGACGGAUGAGUAUGCUGGUCAGCUUCCUGCGGAUAA 

UAUUGUCAACAUUGCGCAAAGCUCAUUUGGACAAGGGAUUUCAGUGACCCAGACGCAAAU 

GAUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGACGGUGUCAUGCUGGAGCCUAAAUUUAUUAG 

UGCCAUUUAUGAUCCAAAUGAUCAAACUGCUCGGAAAUCUCAAAAAGAAAUUGUGGGAAA 

UCCUGUUUCUAAAGAUGCAGCUAGUCUAACUCGGACUAACAUGGUUUUGGUAGGGACGGA 

UCCGGUUUAUGGAACCAUGUAUAACCACAGCACAGGCAAGCCAACUGUAACUGUUCCUGG 

GCAAAAUGUAGCCCUCAAGUCUGGUACGGCUCAGAUUGCUGACGAGAAAAAUGGUGGUUA 

UCUAGUCGGGUUAACCGACUAUAUUUUCUCGGCUGUAUCGAUGAGUCCGGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUGACGGUCCAACAACCUGAGC 



158 

 

>306_23F_Pen2_Ctx05  998  bases 

UUAUACAACAUUGUCUAGUCCGCUACAAUCUUUCAUGGAAACUCAAAUGGAUGCCUUCCA 

AGAAAAACUAAAAGGUAAGUAUAUGACCGCGACCUUGGUCAGUGCAAAGACCGGUGAAAU 

CCUCGCUACCACCCAACGACCUACCUUUAAUGCAGAUACUAAAGAAGGAAUCACUGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUCCUCUAUCAAAGUAACUAUGAACCAGGAUCAGGCAUGAAGGU 

UAUGACGUUAGCUUCUUCUAUUGAUAAUAAUACCUUCCCAAGUGGAGAAUACUUCAAUAG 

CAGUGAAUUCAAAAUAGCGGAUGCGACGACUCGAGAUUGGGAUGUUAAUGAAGGUUUGAC 

UACUGGUGGGAUGAUGACUUUCUUACAAGGUUUCGCUCACUCCAGUAAUGUUGGAAUGAG 

UCUACUUGAACAAAAAAUGGGAGAUGCUACUUGGUUGGAUUAUCUAAAACGCUUUAAAUU 

UGGGGUUCCAACUCGCUUUGGCUUGACAGAUGAAUACGCUGGUCAACUUCCAGCUGAUAA 

UAUUGUUAGUAUUGCUCAAAGCUCAUUUGGACAAGGAAUUUCAGUGACACAAACACAAAU 

GCUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGAUGGAGUUAUGCUGGAGCCAAAAUUAAAAAG 

UGCUAUUUAUGAUACUAACAAUCAGUCUGUACGUAAGUCACAAAAAGAAAUAGUAGGAAA 

UCCUGUUUCCAAAGAGGCAGCAAGCACAACUCGAAAUCACAUGAUCUUAGUUGGGACGGA 

CCCUCUAUAUGGAACUAUGUAUAAUCACUACACAGGAAAGCCAAUUAUAACAGUUCCUGG 

ACAAAAUGUAGCAGUUAAAUCCGGUACGGCUCAAAUCGCUGAUGAGAAAAAUGGAGGAUA 

UCUAGUUGGUUCUACCAAUUAUAUUUUCUCAGUUGUGACUAUGAAUCCUGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUAACGGUUCAACAGCCUGAGC 

>788_23F_Pen4_Ctx05  998  bases 

UUAUACAACCAUUUCCAGCCCCCUCCAGUCCUUUAUGGAACCCCAGAUGGAUGCUUUUCA 

AGAGAAGGUAAAAGGAAAGUACAUGACAGCGACUUUGGUCAGUGCUAAAACAGGGGAAAU 

UCUGGCAACAACGCAACGACCGACCUUUGAUGCAGAUACAAAAGAAGGCAUUACAGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUCCUUUACCAAAGUAACUAUGAGCCAGGUUCCACUAUGAAAGU 

GAUGAUGUUGGCUGCUGCUAUUGAUAAUAAUACCUUUCCAGGAGGAGAAGUCUUUAAUAG 

UAGUGAGUUAAAAAUUGCAGAUGCCACGAUUCGAGAUUGGGACGUUAAUGAAGGAUUGAC 

UGGUGGCAGAAUGAUGACUUUUUCUCAAGGUUUUGCACACUCAAGUAACGUUGGGAUGAC 

UCUCCUUGAGCAAAAGAUGGGAGAUGCUACCUGGCUUGAUUAUCUUAAUCGUUUUAAAUU 

UGGAGUUCCGACCCGUUUCGGUUUGACGGAUGAGUAUGCUGGUCAGCUUCCUGCGGAUAA 

UAUUGUCAACAUUGCGCAAAGCUCAUUUGGACAAGGGAUUUCAGUGACCCAGACACAAAU 

GAUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGACGGUGUCAUGCUGGAGCCUAAAUUUAUUAG 

UGCCAUUUAUGAUCCAAAUGAUCAAACUGCUCGGAAAUCUCAAAAAGAAAUUGUGGGAAA 

UCCUGUUUCUAAAGAUGCAGCUAGUCUAACUCGGACUAACAUGGUUUUGGUAGGGACGGA 

UCCGGUUUAUGGAACCAUGUAUAACCACAGCACAGGCAAGCCAACUGUAACUGUUCCUGG 

GCAAAAUGUAGCCCUCAAGUCUGGUACGGCUCAGAUUGCUGACGAGAAAAAUGGUGGUUA 

UCUAGUCGGGUUAACCGACUAUAUUUUCUCGGCUGUAUCGAUGAGUCCGGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUGACGGUCCAACAACCUGAGC 

>239_11_Pen2_Ctx2  998  bases 

UUAUACAACCAUUUCCAGCCCCCUCCAGUCCUUUAUGGAAACCCAGAUGGAUGCUUUUCA 

AGAGAAGGUAAAAGGAAAGUACAUGACAGCGACUUUGGUCAGUGCUAAAACAGGGGAAAU 

UCUGGCAACAACGCAACGACCGACCUUUGAUGCAGAUACAAAAGAAGGCAUUACAGAGGA 

CUUUGUUUGGCGUGAUAUCCUUUACCAAAGUAACUAUGAGCCAGGUUCCACUAUGAAAGU 

GAUGAUGUUGGCUGCUGCUAUUGAUAAUAAUACCUUUCCAGGAGGAGAAGUCUUUAAUAG 

UAGUGAGUUAAAAAUUGCAGAUGCCACGAUUCGAGAUUGGGACGUUAAUGAAGGAUUGAC 

UGGUGGCAGAACGAUGACUUUUUCUCAAGGUUUUGCACACUCAAGUAACGUUGGGAUGAC 

CCUCCUUGAGCAAAAGAUGGGAGAUGCUACCUGGCUUGAUUAUCUUAAUCGUUUUAAAUU 

UGGAGUUCCGACCCGUUUCGGUUUGACGGAUGAGUAUGCUGGUCAGCUUCCUGCGGAUAA 

UAUUGUCAACAUUGCGCAAAGCUCAUUUGGACAAGGGAUUUCAGUGACCCAGACGCAAAU 

GAUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGACGGUGUCAUGCUGGAGCCUAAAUUUAUUAG 

UGCCAUUUAUGAUCCAAAUGAUCAAACUGCUCGGAAAUCUCAAAAAGAAAUUGUGGGAAA 

UCCUGUUUCUAAAGAUGCAGCUAGUCUAACUCGGACUAACAUGGUUUUGGUAGGGACGGA 

UCCGGUUUAUGGAACCAUGUAUAACCACAGCACAGGCAAGCCAACUGUAACUGUUCCUGG 

GCAAAAUGUAGCCCUCAAGUCUGGUACGGCUCAGAUUGCUGACGAGAAAAAUGGUGGUUA 

UCUAGUCGGGUUAACCGACUAUAUUUUCUCGGUUGUAUCGAUGAGUCCGGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUGACGGUCCAACAACCUGAGC 

>323_6B_Pen2_Ctx1  998  bases 

UUAUACAACAUUGUCUAGUCCGCUCCAAUCUUUCAUGGAAACUCAGAUGGAUGCCUUUCU 

AGAAAAAGUAAAAGGUAAGUAUAUGACCGCGACCUUGGUCAGUGCAAAGACCGGUGAAAU 

CCUCGCUACCACCCAACGACCUACCUUUAAUGCAGAUACUAAAGAAGGAAUCACUGAGGA 
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CUUUGUUUGGCGUGAUAUUCUUUAUCAAAGUAACUAUGAACCAGGAUCAGCCAUGAAGGU 

UAUGACGUUAGCUUCUUCUAUUGAUAAUAAUACCUUCCCAAGUGGAGAAUACUUCAAUAG 

CAGUGAAUUCAAAAUAGCGGAUGCGACGACUCGAGAUUGGGAUGUUAAUGAUGGUUUGAC 

UACUGGUGGGAUGAUGACUUUCUUACAAGGUUUCGCUCACUCCAGUAAUGUUGGAAUGAG 

UCUACUUGAACAAAAAAUGGGAGAUGCUACUUGGUUGGAUUAUCUAAAACGCUUUAAAUU 

UGGGGUUCCAACUCGCUUUGGCUUGACAGAUGAAUACGCUGGUCAACUUCCAGCUGAUAA 

UAUUGUUAGUAUUGCUCAAAGCUCAUUUGGGCAAGGAAUUUCAGUGACACAAACACAAAU 

GCUUCGUGCCUUUACAGCUAUUGCUAAUGAUGGAGUUAUGCUGGAGCCAAAAUUUAUAAG 

UGCUAUUUAUGAUACUAACAAUCAGUCUGUACGUAAGUCACAAAAAGAAAUAGUAGGAAA 

UCCUGUUUCCAAAGAGGCAGCAAGCACAACUCGAAAUCACAUGAUCUUAGUUGGGACGGA 

CCCUCUAUAUGGAACUAUGUAUAAUCACUACACAGGAAAGCCAAUUAUAACAGUUCCUGG 

ACAAAAUGUAGCAGUUAAAUCCGGUACGGCUCAAAUCGCUGAUGAGAAAAAUGGAGGAUA 

CUUGGUUGGUUCUACCAAUUAUAUUUUCUCAGUUGUGACUAUGAAUCCUGCUGAAAAUCC 

UGAUUUUAUCUUGUAUGUAACGGUUCAACAGCCUGAGC 
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Περίληψη 

Σκοπός: Προσδιορισμός και διερεύνηση των επικρατέστερων μηχανισμών MLSB αντοχής και 

αντοχής στην τετρακυκλίνη μεταξύ στελεχών Streptococcus pneumoniae, καθώς και των 

μηχανισμών αντοχής στα β-λακταμικά αντιβιοτικά σε στελέχη Streptococcus pneumoniae που 

απομονώθηκαν στην Ελλάδα την περίοδο 2001-2004. 

Μεθοδολογία: Συνολικά 1.033 στελέχη S. pneumoniae απομονώθηκαν από ασθενείς  των 

τριών παιδιατρικών νοσοκομείων της Αθήνας. Η οροτυπία έγινε με εμπορικά διαθέσιμους 

αντιορούς (αντίδραση Quellung). Ο προσδιορισμός της ευαισθησίας στα αντιβιοτικά ερυθρομυκίνη 

και κλινδαμυκίνη, τετρακυκλίνη έγινε με την μέθοδο διάχυσης δισκίων κατά Kirby-Bauer, ενώ οι 

φαινότυποι αντοχής MLSB και TetR, προσδιορίστηκαν με την δοκιμασία επαγωγής διπλού δισκίου. 

H ελάχιστη ανασταλτική πυκνότητα (ΕΑΠ) της πενικιλλίνης (Pen) και κεφοταξίμης (Ctx) 

προσδιορίστηκε με τη μέθοδο ταινιών διαβαθμισμένης συγκέντρωσης (E-test, bioMerieux) σε 

τρυβλία Mueller-Hinton άγαρ εμπλουτισμένο με 5% ερυθρά προβάτου. Η ανίχνευση των MLSB 

και TetR μηχανισμών αντοχής έγινε με πολλαπλασιασμό τμήματος των γονιδίων mefΑ/Ε, ermB, 

ermTR, tetO και tetM  με την τεχνική της PCR. Προσδιορισμός των υποτύπων του γονιδίου  

mefA/Ε  έγινε μέσω PCR-RFLP και της BamH1 περιοριστικής ενδονουκλεάσης. Η διερεύνηση των 

μηχανισμών αντοχής στα β-λακταμικά, στα στελέχη που ήταν ανθεκτικά στην πενικιλλίνη ή/και 

την κεφοταξίμη έγινε με πολλαπλασιασμό τμήματος 1150 ζευγών βάσεων των γονιδίων των 

πρωτεϊνών PBP1A, 2B και 2X και επακόλουθο προσδιορισμό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας. Η 

ανάλυση των αποτελεσμάτων έγινε με τo λογισμικό DAMBE και την χρήση του αλγορίθμου 

ClustalW. Η σύγκριση έγινε με αλληλουχίες προτύπων στελεχών, ευαίσθητων στα β-λακταμικά 

αντιβιοτικά. 

Αποτελέσματα: Μεταξύ των 1.033 στελεχών S. pneumοniae, 186, 641 και 206 

απομονώθηκαν από διεισδυτικές λοιμώξεις (βακτηριαιμίες και μηνιγγίτιδες), μη διεισδυτικές 

λοιμώξεις (οξεία μέση ωτίτιδα, οφθαλμικές και λοιμώξεις κατώτερου αναπνευστικού) και από 

ρινο-φαρυγγική φορεία, αντίστοιχα. Συνολικά, 450 από τα 1.033 (43.6%) στελέχη ήταν ανθεκτικά 

στην ερυθρομυκίνη (EryR). Ο M φαινότυπος επικρατούσε (306/450, 68%), ενώ ο CR (128/450, 

28%) και ο  IR (16/450, 3.6%) ακολουθούσαν. Οι τέσσερεις συχνότεροι ορότυποι (19F, 14, 6B και 

23F), αντιπροσώπευαν το 75% του συνόλου των στελεχών και περιελάμβαναν το  92% όλων των  

EryR στελεχών. Ο Μ φαινότυπος κυριαρχούσε μεταξύ των οροτύπων 19F και 14 (81% και 64% 

των EryR στελεχών από κάθε ορότυπο, αντίστοιχα), ενώ ο  CR φαινότυπος κυριαρχούσε μεταξύ 

των οροτύπων 6B και 23F (65% και 67% των EryR στελεχών από κάθε ορότυπο, αντίστοιχα). 

Συνολικά, αντοχή στην τετρακυκλίνη (TetR) ανιχνεύθηκε σε 358 (35%) από όλα τα στελέχη. Οι 

τέσσερεις συχνότεροι ορότυποι (19F, 14, 6B, και 23F) περιελάμβαναν το  94% όλων των TetR 

στελεχών, ενώ τα ποσοστά ανά ορότυπο ήταν 74%, 15%, 29% και  39%, αντιστοίχως. 

Ο μοριακός έλεγχος των μηχανισμών αντοχής πραγματοποιήθηκε  σε 273 από τα 450 EryR  

και σε 207 από τα 358 TetR στελέχη, τα οποία κατανέμονταν ομοιόμορφα μεταξύ των οροτύπων. 
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Η φαινοτυπική αντοχή τύπου M, CR και  IR αποδόθηκε στην παρουσία των mef, ermB  και 

ermTR, αντίστοιχα, γονιδίων, σε 201 EryR στελέχη, ενώ σε  72 στελέχη (48  με M , 21με CR και 3 

με IR φαινότυπο) δεν ανιχνεύθηκε κανένα γονίδιο. Επιπλέον, σε 3 στελέχη με φαινότυπο CR 

βρέθηκαν αμφότερα τα γονίδια mefΕ και ermB,  ενώ σε ένα στέλεχος με φαινότυπο IR, βρέθηκαν 

αμφότερα τα γονίδια  mefE και ermTR. Όσον αφορά στον προσδιορισμό του mef υποτύπου, 

επικρατούσε ο mefE (86% των mef-θετικών στελεχών), αλλά ο mefA υπερείχε μεταξύ στελεχών 

του οροτύπου 14, ενώ μεταξύ των στελεχών όλων των άλλων οροτύπων ο επικρατών υπότυπος 

ήταν ο mefE. Μεταξύ των 207 TetR στελεχών, 167 παρουσίασαν μόνο το tetM γονίδιο, σε 7 

στελέχη βρέθηκαν και τα δύο γονίδια  tetM και tetO, ενώ σε 33 από τα στελέχη κανένα γονίδιο δεν 

ανιχνεύθηκε.  

Πλήρης αντοχή ή ενδιάμεση ευαισθησία στην πενικιλλίνη ανιχνεύθηκε στο 12,9% και 31,8%, 

αντίστοιχα, ενώ το 1,2% των στελεχών ήταν ανθεκτικά στην κεφοταξίμη. Τα ανθεκτικά στελέχη 

κατηγοριοποιήθηκαν σε δύο ομάδες, ανάλογα με τις τιμές ΕΑΠ, ως εξής: ομάδα Α  (14 στελέχη) 

με ΕΑΠ Pen ≥2 και ΕΑΠ Ctx ≥2, και ομάδα Β (116 στελέχη) με ΕΑΠ Pen ≥2 και ΕΑΠ Ctx ≤ 1. Η 

ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των PBPs 1A,2B και 2X, σε συνολικά εννέα στελέχη 

της ομάδoς Α και 18 στελέχη της ομάδoς Β, που επιλέχθηκαν τυχαία, έδειξε ότι με βάση τις 

αλληλουχίες των τριών PBPs, τα πολυανθεκτικά στελέχη οροτύπου 19F της ομάδας Α 

κατηγοριοποιούνται μαζί, ενώ τα λοιπά στελέχη της ομάδας Β κατηγοριοποιούνται σε 

διαφορετικούς κλώνους. 

Συμπεράσματα: Μεταξύ των στελεχών S. pneumoniae  που απομονώθηκαν στην Ελλάδα, η 

αντοχή στην ερυθρομυκίνη ανιχνεύεται σε συγκεκριμένους οροτύπους και αποδίδεται στον 

μηχανισμό αντλίας εκροής  (mef γονίδιο) μεταξύ των οροτύπων 19F και 14 και στον μηχανισμό 

μεθυλίωσης ριβοσώματος (ermB γονίδιο) μεταξύ των οροτύπων 6B και 23F. Η αντοχή στην 

τετρακυκλίνη επίσης ανιχνεύεται σε συγκεκριμένους οροτύπους και αποδίδεται σε μηχανισμό 

προστασίας ριβοσώματος (tetM γονίδιο). Λαμβάνοντας υπ’ όψιν τα αποτελέσματα και των τριών 

PBPs, μια ομάδα ανθεκτικών και στα δύο β-λακταμικά αντιβιοτικά στελεχών οροτύπου 19F, μαζί 

με ένα στέλεχος οροτύπου 6Β ομαδοποιούνται μαζί υποδηλώνοντας κοινή καταγωγή των 

συγκεκριμένων γονιδίων. Αντίθετα, η ομαδοποίηση των λοιπών στελεχών, διαφόρων οροτύπων, με 

αντοχή στην πενικιλλίνη και ευαισθησία στην κεφοταξίμη δεν είναι σταθερή στις τρεις PBPs. Η 

συνεχιζόμενη επιτήρηση των επικρατούντων μηχανισμών αντοχής στα αντιβιοτικά, είναι 

απαραίτητη για την διαρκή προσαρμογή των στρατηγικών πρόληψης  στις πνευμονιοκοκκικές 

λοιμώξεις.
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Summary 

Objectives: Determination and characterization of the prevalent mechanisms of MLSB, 

tetracycline and beta-lactam resistance among Streptococcus pneumoniae strains isolated from 

pediatric infections in Greece during the period 2001-2004. 

Methods: A total of 1,033 S. pneumoniae strains were isolated in the Departments of the three 

major Pediatric Hospitals in Athens, Greece. Serotyping was performed by the Quellung reaction. 

Susceptibility testing to erythromycin, clindamycin and tetracycline was performed using the disk-

diffusion method. MLSB resistant phenotypes were detected using the double disk test. Detection of 

the corresponding resistant mechanisms was performed by PCR amplification of mef, ermB, 

ermTR, tetM, and tetO genes. Assignment of the mefA/E subtype was performed using PCR-RFLP 

and the BamH1 restriction endonuclease.The minimal inhibitory concentration (MIC) of penicillin 

(Pen) and cefotaxime (Ctx) was defined by the antibiotic concentration gradient strips method (E-

test, bioMerieux) in Mueller- Hinton agar plates, supplemented with 5% sheep blood. The 

characterization of resistance mechanisms to β-lactam antibiotics, in the resistant strains to 

penicillin and/or cefotaxime, was performed by amplification of a 1150 base pairs segment of the 

PBP1A, 2B and 2X genes with subsequent DNA sequencing. The analysis of the results was 

performed by the DAMBE software and the use of the ClustalW algorithm. 

 Results: Among the 1,033 S. pneumoniae strains, 186, 641, and 206 were isolated from 

invasive diseases (bacteremias and meningitis), non-invasive diseases (acute otitis media, eye, and 

lower respiratory tract) and nasopharyngeal carriage, respectively. Overall, 450 of the 1,033 

(43.6%) strains were resistant to erythromycin (EryR). M-phenotype dominated (306/450; 68%), 

over CR (128/450; 28%) and IR (16/450; 3.6%). The four most frequent serotypes (19F, 14, 6B and 

23F), represented 75% of all strains, and included 92% of all EryR strains. M-phenotype prevailed 

among serotypes 19F and 14 (81% and 64% of EryR strains, respectively), whereas CR-phenotype 

prevailed among serotypes 6B and 23F (65% and 67% of EryR strains, respectively). Overall 

tetracycline resistance (TetR) was detected in 358 (35%) of all isolates. The four dominant 

serotypes (19F, 14, 6B, and 23F) included 94% of all TetR strains, while serotype-specific rates 

were 74%, 15%, 29%, and 39%, respectively. 

The mechanisms of resistance were characterized in 273 out of 450 EryR and 207 out of 358 

TetR isolates, evenly distributed among serotypes. M, CR and IR-type resistance was attributed to 

the presence of mef, ermB and ermTR genes in 201 EryR isolates, whereas in 72 isolates (48 M-, 

21 CR-, and 3 IR-phenotype) no gene was detected. In addition, 3 CR-phenotype isolates 

harboured both mefE and ermB gene, whereas a single IR-phenotype isolate harboured both mefE 

and ermTR. Regarding mef subtype distribution, mefE dominated (86% of mef-positive isolates), 

but mefA prevailed among serotype 14, whereas among all other serotypes the dominant subtype 

was mefE. Regarding the 207 TetR isolates, 167 harboured the tetM gene only, 7 harboured both 

tetM and tetO genes, whereas no gene was detected in 33 isolates. 
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Total resistance or intermediate susceptibility to penicillin was detected in 12.9% and 31.8% 

respectively, whereas 1.2% of the strains were resistant to cefotaxime. The resistant strains were 

categorized in two groups, according to MIC levels, as follows: group A (14 strains) with MIC 

Pen≥ 2 and MIC Ctx≥ 2, and group B (116 strains) with MIC Pen≥2 and MIC Ctx≤ 1. The analysis 

of the nucleotide sequence was performed in nine strains of group A and 18 strains of group B, 

which were randomly chosen. All 19F multiresistant isolates were grouped together, showing very 

high similarities of all three PBPs, whereas the cefotaxime susceptible isolates showed differences 

in the nucleotide sequences and were categorized in different groups.  

 Conclusions: Erythromycin resistance among S. pneumoniae in Greece is detected in specific 

serotypes, and is attributed to efflux mediated mechanism (mef gene) among serotypes 19F and 14, 

and methylation mediated mechanism (ermB gene) among serotypes 6B and 23F. Tetracycline 

resistance is also detected in specific serotypes and attributed to ribosomal protection (tetM gene). 

The 19F multiresistant strains showed highly similar PBP nucleotide sequences and were grouped 

together, whereas the cefotaxime susceptible-penicillin resistant isolates showed significant 

differences and were categorized in different groups. Continuous surveillance of the prevalent 

antibiotic resistance mechanisms is necessary for updating prevention strategies of pneumococcal 

infections. 
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στην εκμάθηση και εφαρμογή των μοριακών και λοιπών τεχνικών που χρησιμοποίησα στην 

πραγματοποίηση της διατριβής μου, αλλά και για την συνεχή στήριξή τους καθ’όλη τη διάρκεια 

των εργασιών και των προσπαθειών μου.  

Ευχαριστώ ιδιαιτέρως, όλη την ομάδα, υπεύθυνη για τη συλλογή και εφαρμογή των 

κλασσικών μικροβιολογικών μεθοδων των στελεχών S. pneumoniae: τις κες Ε. Παρασκάκη, Μ. 

Παπαδάτου
 

και Ε. Μποζαβούτογλου από το Εργαστήριο Μικροβιολογίας του Παιδιατρικού 

Νοσοκομείου Αθηνών «Π. και Α. Κυριακού», τις κες Ε. Κυρίκου, Α. Χαρισιάδου και Α. Πάγκαλη 

- Διευθύντρια του Μικροβιολογικού Εργαστηρίου - από το Εργαστήριο Μικροβιολογίας του 

Παιδιατρικού Νοσοκομείου Αθηνών «Η Αγία Σοφία» και τη κα Ε. Παπαβασιλείου από το 

Εργαστήριο Μικροβιολογίας του Παιδιατρικού Νοσοκομείου Πεντέλης «Παίδων Πεντέλης». 

 Επίσης, ευχαριστώ θερμά, τον συνάδελφο και εξαιρετικό φίλο κο Χρήστο Κοσμίδη για τις 

πολύτιμες συμβουλές και υποδείξεις του στη συγγραφή της παρούσας διατριβής, όπως και για τον 

χρόνο που διέθεσε, καθώς και τη Βιολόγο κα Αγγελική Στάθη από το Μικροβιολογικό Εργαστήριο 

του Παιδιατρικού Νοσοκομείου Αθηνών «Η Αγία Σοφία», για την συμβολή της στα πρώτα 

πειράματα της διατριβής μου. 

Θα ήθελα να εκφράσω την ευγνωμοσύνη μου και την εκτίμησή μου στον Επίκουρο Καθηγητή 

Μικροβιολογίας κ. Ιωσήφ Παπαπαρασκευά για την ανεκτίμητη και καθοριστική βοήθειά του στην 

πραγματοποίηση αυτής της διδακτορικής διατριβής ως μέλος της τριμμελούς μου επιτροπής. Τον 
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ευχαριστώ ιδιαιτέρως για τις γνώσεις που μου μετέδωσε και την συνεχή καθοδήγησή του στα 

ερευνητικά ζητήματα της διατριβής, τις πολύτιμες συμβουλές, τη συμπαράστασή του καθ’ όλο το 

διάστημα της εκπόνησής της και για τον απεριόριστο χρόνο που διέθεσε για την αρτιότερη 

παρουσίασή της.  

Η πραγματοποίηση της παρούσας διδακτορικής διατριβής καθώς και η ολοκλήρωσή της δεν 

θα ήταν δυνατή χωρίς την αμέριστη συμπαράσταση, την φροντίδα και τη συνεχή στήριξη των 

γονιών μου, Σωτήριο και Παρασκευή Φλούντζη, στους οποίους αφιερώνω το παρόν σύγγραμμα, 

όπως και στην κορούλα μου Βίβιαν και την ατέλειωτη υπομονή και κατανόηση του συζύγου μου 

Αναστασίου Καντεμνίδη. Τους ευχαριστώ ιδιαιτέρως για την ενθάρρυνση και την εμπιστοσύνη 

τους, παρά τις δυσκολίες και τις αντιξοότητες που προέκυψαν, καθ’ όλο το διάστημα της 

εκπόνησής της. 

 


