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ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ 

 

ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ ΣΗΜΕΙΩΜΑ 

ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ ΣΕ ΞΕΝΟΓΛΩΣΣΑ ΠΕΡΙΟΔΙΚΑ ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΚΡΙΣΗ 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1. Ταξινόμηση Καρβαπενεμασών  

1.1.1. Καρβαπενεμάσες Μοριακής τάξης Α  

1.1.2. Καρβαπενεμάσες Μοριακής τάξης B (Μέταλλο-β-λακταμάσες) 

1.1.3. Καρβαπενεμάσες Μοριακής τάξης D (β-λακταμάσες τύπου ΟΧΑ) 

1.2. Ταξινόμηση των Μεταλλο-β-λακταμασών 

1.2.1. Χρωμοσωμικές μεταλλο-β-λακταμάσες 

1.2.2. Μεταφερόμενες μεταλλο-β-λακταμάσες 

1.2.2.1. IMP-τύπου MBLs  

1.2.2.2. VIM-τύπου MBLs  

1.2.2.3.  New Delhi Metallo (NDM) β- λακταμάσες 

1.2.3. Γεωγραφική Κατανομή ΜΒLs 

1.2.3.1. Ασία  

1.2.3.2. Ευρώπη  

1.2.3.3. Λοιπός κόσμος 

1.3. Μηχανισμός υδρόλυσης των MBL   

1.4. Γενετικό περιβάλλον επίκτητων MBLs 

1.5. Ανίχνευση  καρβαπενεμασών 

1.5.1. Φαινοτυπικές δοκιμασίες για την ανίχνευση των MBLs 

         1.5.2. Ανίχνευση MBL με σπεκτροφωτομετρία 
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         1.5.3. Μοριακές μέθοδοι ανίχνευσης MBLs 

1.6.   Αντιμικροβιακές ουσίες με δράση έναντι μικροοργανισμών που παράγουν 
MBL 

1.6.1 Β-λακτάμες 

1.6.2 Άλλες αντιμικροβιακές ουσίες 

1.6.2.1.  Κολιστίνη 

1.6.2.2. Τιγεκυκλίνη 

1.6.2.3. Αμινογλυκοσίδες 

1.6.2.4. Φωσφομυκίνη 

1.6.2.5. Άλλες ομάδες αντιμικροβιακών 

1.6.3    Νεότερες Ουσίες  

1.6.3.1 Σουλφακτάμες 

1.6.3.2 Πλαζομισίνη 

1.6.3.3 Αναστολείς της αμινοακυλο-tRNA συνθετάσης 

1.6.3.4 Αναστολείς καρβαπενεμασών 

1.6.3.5 1 - β-μεθυλκαρβαπενέμες 

1.6.3.6 Σουλφόνες 

1.6.3.7 Σουξινικά οξέα 

1.6.3.8 Θειόλες 

1.7.   Έλεγχος Λοιμώξεων 

1.7.1 Κέντρα με σποραδική εμφάνιση ή πλήρη απουσία MBLs 

1.7.2 Κέντρα με ενδημικά στελέχη που παράγουν MBLs ή με εν εξελίξει  

       περιφερειακές εστίες. 

  

2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1  Περίληψη πειραματικής διαδικασίας 

2.2  Χώρος και ασθενείς   
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2.3  Μελέτη αποικισμού 

2.4  Βακτηριακά στελέχη   

2.5  Τυποποίηση και αντιμικροβιακή ευαισθησία 

2.5.1 Τυποποίηση βακτηριακών στελεχών 

2.5.2 Έλεγχος αντιβιογράμματος κατά Kirby Bauer 

2.5.3 Μέθοδος συνέργιας διπλού δίσκου (DDST) 

2.5.4 Μέθοδος συνέργιας δίσκων EDTA-ιμιπενέμης 

2.5.5 Προσδιορισμός ελάχιστων ανασταλτικών πυκνοτήτων (MIC) 

2.6. Βακτηριακή σύζευξη 

2.7. Ανίχνευση παραγωγής β-λακταμασών με ισοηλεκτρική εστίαση (IEF) 

2.7.1. Παρασκευή εκχυλισμάτων 

2.7.2. Ισοηλεκτρική εστίαση 

2.8. Απομόνωση ολικού γενωμικού DNA 

2.9. Αντίδραση PCR 

2.9.1. Ανίχνευση και ταυτοποίηση του γονιδίου blaVIM  

2.9.2. Μοριακή τυποποίηση βακτηριακών στελεχών 

2.9.3. Ανίχνευση γονιδίων άλλων λακταμασών 

2.9.4. Ανίχνευση και χαρακτηρισμός ιντεγκρονίων που φέρουν το blaVIM  

2.10. Έλεγχος πλασμιδιακού περιεχομένου 

2.10.1. Παρασκευή ολικού DNA σε πλακίδια αγαρόζης  

2.10.2. Πέψη με S1 νουκλεάση 

2.10.3. Ηλεκτροφόρηση εναλλασσόμενου πεδίου (PFGE) 

3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1  Ασθενείς –Μικροοργανισμοί 

3.1.1 Ασθενείς 
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3.1.2 Συλλογή στελεχών 

3.2 Μοριακή τυποποίηση βακτηριακών στελεχών 

3.3  Έλεγχος ευαισθησίας στα αντιμικροβιακά 

3.4 Ανίχνευση και ταυτοποίηση του γονιδίου blaVIM  

3.5 Αποτελέσματα βακτηριακής σύζευξης 

3.6 Ανίχνευση παραγωγής β-λακταμασών με ισοηλεκτρική εστίαση (IEF) 

3.7 Ανίχνευση και χαρακτηρισμός ιντεγκρονίων που φέρουν το blaVIM  

3.8 Έλεγχος πλασμιδιακού περιεχομένου 

3.9 Κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών της μελέτης 

4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

5 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

6 ΑΓΓΛΙΚΗ ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

7 ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Μελετήθηκε η μοριακή επιδημιολογία των Εντεροβακτηριακών στελεχών που 

παράγουν μεταλλο-β-λακταμάσες (MBLs) της ομάδας των VIM που απομονώθηκαν 

στην αρχή της επιδημίας στην Μονάδα Εντατικής Θεραπείας του Πανεπιστημιακού 

Γενικού Νοσοκομείου «ΑΤΤΙΚΟΝ».  Όλοι οι Gram-αρνητικοί μικροοργανισμοί που 

απομονώθηκαν από τον Μάρτιο του 2004 έως τον Νοέμβριο του 2005 και παρήγαγαν 

MBL υποβλήθηκαν σε έλεγχο με PCR και μελέτη νουκλεοτιδικής αλληλουχίας, 

μοριακή τυποποίηση με Rep-PCR, και χαρακτηρισμό του πλασμιδιακού DNA μετά 

από πέψη με S1 νουκλεάση. Πραγματοποιήθηκαν πειράματα σύζευξης και 

ισοηλεκτρικής εστίασης για την ανίχνευση συνυπαρχουσών β-λακταμασών.  Μεταξύ 

23 ασθενών, 12 υπέστησαν μία ή περισσότερες κλινικές λοιμώξεις.  Συνολικά 

μελετήθηκαν 82 στελέχη που αντιπροσώπευαν ένα στέλεχος από κάθε κλώνο, πηγή 

και ασθενή και περιελάμβαναν στελέχη Klebsiella pneumoniae (77), Enterobacter 

cloacae (2), Citrobacter freundii (1) και Pseudomonas aeruginosa (2).  Μεταξύ των 

στελεχών  K. pneumoniae παρατηρήθηκαν 10 διαφορετικοί κλώνοι.  Τα πειράματα 

βακτηριακής σύζευξης ήταν επιτυχή στο 54.5% των στελεχών  K. pneumoniae και 

ανιχνεύθηκαν 5 διαφορετικού μεγέθους πλασμίδια.  Όλα τα στελέχη K. pneumoniae 

και  E. cloacae μοιράζονταν το ίδιο ιντεγκρόνιο τάξεως 1 που εκτός του γονιδίου 

blaVIM-1 έφεραν τις γονιδιακές κασέτες aacA7, dhfrI και aadA1. Το στέλεχος C. 

freundii έφερε ένα διαφορετικό ιντεγκρόνιο που περιελάμβανε τα γονίδια blaVIM-1 και 

aac(6’)-IIc.  και τα δύο στελέχη P. aeruginosa έφεραν το γονίδιο blaVIM-2.  Δεν 

κατέστη δυνατό να αναγνωρίσουμε κάποιους κλώνους με ιδιαίτερη ικανότητα να 

προκαλούν κλινική λοίμωξη.  Συμπερασματικά, στελέχη διαφορετικών κλώνων που 

παρήγαγαν MBL ήταν υπεύθυνα για τα πρώτα περιστατικά αποικισμού ή/και 

λοίμωξης στην ΜΕΘ.  Ένα ιντεγκρόνιο, κοινό στα Ελληνικά νοσοκομεία, 

μεταφέρθηκε επιτυχώς μεταξύ μικροβιακών ειδών και κλώνων οδηγώντας στο 

συμπέρασμα ότι η επιδημία ήταν αποτέλεσμα κυρίως της επιτυχούς οριζόντιας 

μεταφοράς κινητών γενετικών δομών παρά αποτέλεσμα της οριζόντιας μεταφοράς 

ενός ή περισσότερων κλώνων.   
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η αύξηση της αντοχής στα αντιμικροβιακά μεταξύ των Gram-αρνητικών 

βακτηριδίων αποτελεί χαρακτηριστικό παράδειγμα του πώς τα βακτήρια μπορούν να 

αποκτούν, να διατηρούν και να εκφράζουν νέες γενετικές πληροφορίες οι οποίες 

μπορούν να προσδίδουν αντοχή σε ένα ή περισσότερα αντιμικροβιακά.  Το 

φαινόμενο της αντοχής μεταξύ των Gram-αρνητικών βακτηριδίων έχει λάβει 

τεράστιες διαστάσεις και η αναγκαιότητα ελέγχου της διασποράς τους είναι 

επιτακτική (Pool K., 2003). 

Σε παγκόσμιο επίπεδο οι αναφορές αντοχής ποικίλουν, είναι όμως κοινή 

διαπίστωση η συνεχώς αυξανόμενη αντοχή στις κινολόνες και στις ευρέος φάσματος 

β-λακτάμες των Εντεροβακτηριακών, Acinetobacter spp και Pseudomonas 

aeruginosa, αφήνοντας πολύ λίγες θεραπευτικές επιλογές σε λοιμώξεις από τα 

παραπάνω παθογόνα (Maniati  A. N., 2003; Neuhauser M. M., 2003).  Η έλευση των 

καρβαπενεμών την δεκαετία του 80 προσέφερε μια νέα θεραπευτική επιλογή σε 

σοβαρές βακτηριακές λοιμώξεις.  Τα τελευταία χρόνια η αντοχή και σ’ αυτή την 

ομάδα αντιμικροβιακών αποκτά παγκόσμιο χαρακτήρα ιδίως για στελέχη P. 

aeruginosa αλλά και μεταξύ Εντεροβακτηριακών και  Acinetobacter spp.  Τα Gram-

αρνητικά βακτήρια έχουν στην φαρέτρα τους μια πληθώρα μηχανισμών αντοχής, 

ενδογενών ή επίκτητων, με την βοήθεια των οποίων διαφεύγουν της δράσης των 

καρβαπενεμών και των λοιπών β-λακταμών.  Οι συνήθεις τρόποι που επιτυγχάνεται 

αυτό είναι μέσω αναστολής της εισόδου του αντιμικροβιακού (πχ μετάλλαξη 

πρωτεϊνών εξωτάτης μεμβράνης, αντλίες ενεργητικής αποβολής-efflux pumps), 

υπερπαραγωγής τύπου AmpC λακταμασών και παραγωγής λακταμασών που 

υδρολύουν τις καρβαπενέμες (Frere J. M., 1995).  

1.1. Ταξινόμηση Καρβαπενεμασών 

Διάφορα σχήματα έχουν προταθεί κατά καιρούς για τη ταξινόμηση των β-

λακταμασών.  Τα πιο διαδεδομένα σήμερα σχήματα είναι δύο. Η ταξινόμηση κατά 

«Ambler» βασίζεται στη μοριακή δομή των ενζύμων, ενώ η ταξινόμηση κατά Bush & 

Jacoby βασίζεται στις βιοχημικές τους ιδιότητες, στην μοριακή τους δομή και στην 

αμινοξική τους αλληλουχία.   

Όταν πρωτοεμφανίσθηκαν οι β-λακταμάσες και ξεκίνησε η μελέτη τους, οι 

μοριακές τεχνικές δεν αποτελούσαν κοινή πρακτική, οπότε μια νέα β-λακταμάση 
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υπόκειτο σε βιοχημική ανάλυση απομονώνοντας την πρωτεΐνη και προσδιορίζοντας 

το ισοηλεκτρικό της σημείο.  Στην συνέχεια πραγματοποιούνταν ενζυμικές μελέτες 

ώστε να προσδιοριστεί η υδρολυτική της ικανότητα καθώς και η δυνατότητα 

αναστολής της υδρολυτικής δράσης από γνωστούς αναστολείς (Richmond M. H. et 

al, 1973; Sykes R. B. et al, 1976).  Η ικανότητα υδρόλυσης των β-λακταμικών ουσιών 

και η συμπεριφορά του ενζύμου παρουσία αναστολέων ήταν τα χαρακτηριστικά που 

επέτρεπαν την κατάταξη μιας νέας β-λακταμάσης.  Με την πάροδο του χρόνου η 

διαδικασία αυτή της λειτουργικής κατάταξης εξελίχθηκε σε ένα ευρέως αποδεκτό 

σχήμα (ταξινόμηση κατά Bush & Jacoby) που χωρίζει τις καταγεγραμμένες β-

λακταμάσες σε 3 κύριες λειτουργικές ομάδες (1 έως 3).  Στην  λειτουργική αυτή 

κατάταξη οι καρβαπενεμάσες απαντώνται κυρίως στις ομάδες 2f και 3 (Bush K.et al, 

1995).      

Η ταξινόμηση κατά «Ambler» βασίζεται στην ομολογία των αμινοξέων και 

διακρίνει τις β-λακταμάσες σε τέσσερεις κύριες ομάδες Α, Β, C και D (Ambler R. P., 

1980; Huovinen P. et al, 1988; Jaurin, B. et al, 1981), οι οποίες σε μεγάλο βαθμό 

μπορούν να αντιστοιχηθούν με το σχήμα λειτουργικής κατάταξής, στερούνται όμως 

πληροφοριών αναφορικά με την ενζυμική δράση των ενζύμων.  Οι μοριακές ομάδες 

A, C, και D περιλαμβάνουν τις β-λακταμάσες με σερίνη στο ενεργό τους κέντρο, ενώ 

η μοριακή ομάδα B περιλαμβάνει όλα τα μεταλλοένζυμα με ψευδάργυρο στο ενεργό 

τους κέντρο.  Καρβαπενεμάσες, δηλαδή β-λακταμάσες με καταλυτική δράση έναντι 

των καρβαπενεμών ανήκουν στις μοριακές ομάδες A, B και D.  

1.1.1. Καρβαπενεμάσες Μοριακής τάξης Α  

Οι καρβαπενεμάσες που ανήκουν στην μοριακή τάξη Α ανήκουν στην 

λειτουργική ομάδα 2f και εμφανίζονται σποραδικά σε κλινικά στελέχη τα τελευταία 

20 χρόνια (Medeiros A. A. et al, 1986).  Έχουν εντοπιστεί σε στελέχη Enterobacter 

cloacae, Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis και Klebsiella 

spp. σαν μεμονωμένα στελέχη ή σε μικρές επιδημίες (Medeiros A. A. et al, 1986; 

Nordmann P. S. et al, 1993; Yang Y. et al, 1990; Rasheed et al. 2008; Tibbetts et al. 

2008).  Τα βακτήρια που παράγουν τα ένζυμα αυτά παρουσιάζουν μειωμένη 

ευαισθησία στην ιμιπενέμη, αλλά με τιμές MIC που κυμαίνονται από ήπια αυξημένες 

(0.5-1μg/ml) έως πολύ υψηλές.  Για αυτό το λόγο μπορεί να μην ανιχνευθούν σε ένα 

σύνηθες τεστ ευαισθησίας. 
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Στην τάξη αυτή περιλαμβάνονται οι οικογένειες καρβαπενεμασών KPC (11 

μέλη),  SME (3 μέλη), NMC/IMI (3 μέλη), GES (4 μέλη) και οι SHV-38 και SFC-1. 

Ο υδρολυτικός τους μηχανισμός απαιτεί ενεργό κέντρο σερίνης στη θέση 70 στο 

σύστημα αρίθμησης κατά Ambler (Ambler R. P. et al, 1991).  Έχουν την δυνατότητα 

να υδρολύουν ένα μεγάλο φάσμα β-λακταμών που περιλαμβάνει καρβαπενέμες, 

κεφαλοσπορίνες, πενικιλλίνες και την αζτρεονάμη, ενώ αναστέλλονται από το 

κλαβουλανικό οξύ και την ταζομπακτάμη, κατατάσσοντας τα στην ομάδα 2f της 

λειτουργικής κατάταξης των β-λακταμασών.   

Η οικογένεια των KPC περιλαμβάνει 11 μέλη (http://www.lahey.org/studies 

Ανανέωση 10 Ιανουαρίου, 2012) και αποτελεί την κυρίαρχη ομάδα καρβαπενεμασών 

της τάξης Α με ενδημικές και ψευδό-ενδημικές τοπικές εστίες σε ΗΠΑ και Ισραήλ 

που σε κάποιες περιπτώσεις φαίνεται ότι έχουν κλωνική σχέση (Hirsch EB et al, 

2010; Woodford N. et al, 2004; Leavitt A. et al, 2007; Navon-Venezia S. et al, 2010).  

Μεταξύ των περιοχών με μεγάλο επιπολασμό είναι και η επαρχία Zhejiang της Κίνας 

κάτι που πιθανώς αφορά και άλλες επαρχίες της χώρας για τις οποίες υπάρχει 

ανεπαρκές δίκτυο επιτήρησης της αντοχής στα αντιμικροβιακά (Qi Y., 2010; Wu Q. 

et al, 2010; Zhang R. et al, 2007).  Τα τελευταία 3 χρόνια όλο και εντονότερο γίνεται 

το πρόβλημα στον ευρωπαϊκό χώρο και ιδιαίτερα στις μεσογειακές χώρες με κύριο 

εκπρόσωπο την Ελλάδα (Giakkoupi et al, 2011).  Μέχρι πρόσφατα οι KPC 

ανευρίσκονταν μόνο σε Εντεροβακτηριακά.  Τον τελευταίο καιρό ανιχνεύθηκαν σε 

στελέχη P. aeruginosa από την Κολομβία (Villegas MV. et al, 2007) και ΗΠΑ (Poirel 

L. et al, 2010) καθώς επίσης και σε στελέχη A.calcoaceticus–baumannii στο Πουέρτο 

Ρίκο (Robledo IE. et al, 2010).  Στην περίπτωση της P. aeruginosa από την Κολομβία 

το γονίδιο της KPC βρέθηκε στο χρωμόσωμα, ενώ σε στέλεχος από τις ΗΠΑ βρέθηκε 

σε μικρό πλασμίδιο (66 kb) το οποίο μπορούσε να συζευχθεί με εργαστηριακό 

στέλεχος Escherichia coli.  Το φαινόμενο αυτό μπορεί να αποτελεί προάγγελο 

περαιτέρω διασποράς του συγκεκριμένου πλασμιδίου σε Εντεροβακτηριακά (Villegas 

MV. et al, 2007).      

Σε έλεγχο που πραγματοποιήθηκε στο Puerto Rico σε 274 πολυανθεκτικά 

στελέχη A. calcoaceticus–baumannii το 2009, 10 (3,4%) ήταν θετικά για KPC 

(Robledo IE. et al, 2010).  Σε επτά από αυτά ανιχνεύθηκε η KPC-3, ενώ στα υπόλοιπα 

3 βρέθηκαν η KPC-4, η KPC-2 και η KPC-10.  Το εύρημα αυτό έρχεται σε 

αντιδιαστολή με ότι ισχύει στα Εντεροβακτηριακά ιδίως στον Ευρωπαϊκό χώρο όπου 
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η KPC-2 είναι κυρίαρχη παραλλαγή.  Η διασπορά του γονιδίου blaKPC 

πραγματοποιείται κύρια μέσω πλασμιδίου μεταφοράς που φέρει το τρανσπoζόνιο 

Tn4401 το οποίο είναι άρρηκτα συνδεδεμένο με το γονίδιο της καρβαπενεμάσης, αν 

και σήμερα, άλλες αλληλουχίες εισδοχής (insertion elements) από άλλα τρανσποζόνια 

έχουν  αλλάξει το γενετικό περιβάλλον των ΚPC (Gootz TD. et al, 2009; Shen P. et 

al, 2009).  Η διασπορά των KPC στελεχών πέρα από τις ΗΠΑ φάνηκε να 

πραγματοποιήθηκε μέσω μετακίνησης ασθενών αποικισμένων με εντεροβακτηριακά 

στελέχη που παρήγαγαν KPC (Dortet L. et al, 2008).       

1.1.2. Καρβαπενεμάσες Μοριακής τάξης Β (μέταλλο-β-λακταμάσες- MBLs) 

Οι μέταλλο-β-λακταμάσες διαχωρίστηκαν επισήμως από τις β-λακταμάσες 

τύπου σερίνης το 1980, με την ταξινόμηση που προτάθηκε από τον Ambler (Ambler 

R. P., 1980).  Λίγες MBLs είχαν μελετηθεί εκείνη την εποχή σε ικανό βαθμό ώστε να 

ενταχθούν σε αυτή την ταξινόμηση, με εξαίρεση ίσως τα ένζυμα L1 (από 

Stenotrophomonas maltophilia) και BCII (από Bacillus cereus).  Το 1989 η Karen 

Bush κατέταξε τις MBLs σε ξεχωριστή ομάδα (ομάδα 3) σύμφωνα με τις 

λειτουργικές τους ιδιότητες (Bush K., 1989).  Τα κύρια χαρακτηριστικά που 

ελήφθησαν υπόψη ήταν η υδρολυτική δράση στην ιμιπενέμη, η ευαισθησία στο 

EDTA, και η έλλειψη αναστολής από τους αναστολείς των β-λακταμασών τύπου 

σερίνης.  Το σχήμα ταξινόμησης από την Karen Bush ανανεώθηκε το 1995, το 1997 

και τελευταία το 2010 ενσωματώνοντας τον συνεχώς αυξανόμενο αριθμό ενζύμων 

της ομάδας 3 (Bush K. et al, 1995; Rasmussen B. A. et al, 1997; Bush K. et al, 2010). 

Όλες οι MBLs υδρολύουν την ιμιπενέμη, αλλά η υδρολυτική τους ικανότητα 

διαφέρει σημαντικά και μπορεί να σχετίζεται με το επίπεδο αντοχής του βακτηρίου 

στις καραβαπενέμες (Massidda O. et al, 1991).  Στο σχήμα λειτουργικής ταξινόμησης 

τα ένζυμα αυτά χωρίζονται σε υποομάδες.  Τα ένζυμα της ομάδας 3a έχουν δράση 

ευρέως φάσματος, της 3b εμφανίζουν επιλεκτική δράση στις καρβαπενέμες, ενώ τα 

ένζυμα της ομάδας 3c έχουν φτωχή υδρολυτική δράση στις καρβαπενέμες σε 

σύγκριση με άλλες β-λακτάμες.  Ωστόσο, αυτά τα ένζυμα διαθέτουν το 

χαρακτηριστικό γνώρισμα του να αναστέλλονται καθολικά από το EDTA και από 

άλλους χειλικούς παράγοντες δισθενών κατιόντων κάτι που αποτελεί σημαντική 

ιδιότητα και σχετίζεται με τον τρόπο δράσης τους.   
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Εικόνα 1. Φυλογενετικό δέντρο των χρωμοσωμικών MBLς. 

 

Σε μοριακό επίπεδο, οι MBLs αποτελούν μια ανόμοια ομάδα πρωτεϊνών που 

δύσκολα μπορούν να ταξινομηθούν (Εικόνα 1).  Έχουν γίνει προσπάθειες για την 

ταξινόμηση των ενζύμων της τάξεως Β κατά Ambler σε υποομάδες βάσει της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας και  άλλων  ιδιοτήτων (Rasmussen B. A. et al, 1997).   

Το  φυλογενετικό  δέντρο  (Εικόνα  1)  δηλώνει  την σχέση των ενζύμων μεταξύ τους 

βάσει των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών.  Το σκεπτικό για την τάξη Β1 είναι ότι τα 

ένζυμα που την απαρτίζουν δεσμεύουν στο ενεργό κέντρο ψευδάργυρο με 3 ιστιδίνες 

και μία κυστεϊνη και περιλαμβάνουν τις μεταφερόμενες MBLs IMP, VIM, GIM, 

SPM-1 και NDM-1.  Η τάξη Β2 περιλαμβάνει τα ένζυμα που έχουν μια ασπαραγίνη 

αντί της ιστιδίνης στην πρώτη θέση του κύριου συμπλέγματος που δεσμεύει τον 

ψευδάργυρο, ΝΧΗΧD, και προέρχονται από το ένζυμο SFH-1 των  Aeromonas spp. 

και Serratia fonticola.  Η MBL L1 είναι ο μόνος αντιπρόσωπος της τάξης Β3, και το 

μοναδικό ένζυμο μεταξύ όλων των β-λακταμασών που λειτουργικά εμφανίζεται σαν 

τετραμερές (Quiroga M. I. et al, 2000).        

1.1.3. Καρβαπενεμάσες Μοριακής τάξης D (β-λακταμάσες τύπου ΟΧΑ) 

Οι ΟΧΑ-τύπου (από το “oxacillin-hydrolyzing”) β-λακταμάσες με υδρολυτική 

δράση στις καρβαπενέμες ανευρίσκονται συνήθως σε στελέχη Acinetobacter spp.  Το 

επίπεδο της υδρολυτικής τους ικανότητας συγκρινόμενο με άλλες καρβαπενεμάσες 

(πχ MBLs) είναι μικρό και τα βακτήρια που παράγουν ένζυμα της ομάδας αυτής 
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χρειάζονται συνήθως και άλλους μηχανισμούς (πχ efflux pumps, μειωμένη 

διαπερατότητα) ώστε να ανέλθουν οι MICs στις καρβαπενέμες σε επίπεδα αντοχής.  

Σε ευρωπαϊκό επίπεδο η αντοχή στελεχών  Acinetobacter spp στις καρβαπενέμες 

φαίνεται να οφείλεται περισσότερο σε επικράτηση συγκεκριμένων κλώνων και όχι σε 

διασπορά αντοχής μέσω μεταφοράς πλασμιδίων (Towner et al, 2008).  Βάσει της 

ομολογίας των αμινοξέων χωρίζονται σε 9 ομάδες (Πίνακας 1).  Οι ομάδες 1, 2 και 4 

με κύριους εκπροσώπους αντίστοιχα τις OXA-23 (περιλαμβάνει OXA-27 και OXA-

49), OXA-24 (περιλαμβάνει OXA-25, OXA-26 και OXA-40) και OXA-58 είναι 

αυτές με την μεγαλύτερη κλινική σημασία.    

 

 

Πίνακας 1. Ομάδες καρβαπενεμασών της οικογένειας των OXA β-λακταμασών 

Ομάδα Κύριος 
αντιπρόσωπος Επιπρόσθετα μέλη OXA  Βιβλιογραφία 

1 OXA-23  
(ARI-1)   

OXA-27, OXA-49  225 
 

2 OXA-24 OXA-25, OXA-26, OXA-40, 

OXA-72 

225 

3 OXA-51 OXA-64 έωςOXA-71,  

OXA-75 έως OXA-78, OXA-83, OXA-84, 
OXA-86 έως OXA-89, OXA-91, OXA-92, 
OXA-94, OXA-95 

213, 225 

 

4 OXA-58 Κανένα 225 

5 OXA-55 OXA-SHE 225 

6 OXA-48 OXA-54, OXA-SAR2 225 

7 OXA-50 OXA-50a έως OXA-50d, PoxB 225 

8 OXA-60 OXA-60a έως OXA-60d 225 

9 OXA-62 Κανένα 192 
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1.2. Ταξινόμηση Μεταλλο-β-λακταμασών 

1.2.1. Χρωμοσωμικές μέταλλο-β-λακταμάσες 

Στο περιβάλλον υπάρχουν βακτήρια τα οποία περιλαμβάνουν στο γενετικό 

τους υλικό MBLs. Μία άποψη για την ύπαρξη αυτών των βακτηρίων είναι ότι κάποια 

χρονική περίοδο τα βακτήρια εκτέθηκαν σε β-λακταμικά προϊόντα και εξωθήθηκαν 

στο να αποκτήσουν και να διατηρήσουν αυτά τα γονίδια και τα προϊόντα τους.  Μία 

άλλη θεωρία υποστηρίζει ότι τα ένζυμα αυτά έχουν ρόλο στην φυσιολογική 

λειτουργία του βακτηρίου.  Γεγονός όμως είναι ότι κάποια MBL γονιδίων είναι 

επαγώγιμο και η πλειοψηφία των βακτηρίων που τα εμπεριέχουν μπορούν να 

αναπτύξουν υψηλού επιπέδου αντοχή στις β-λακτάμες.  Ευτυχώς οι μικροοργανισμοί 

αυτοί είναι ευκαιριακά παθογόνοι και με εξαίρεση βακτήρια όπως η S. maltophilia 

και ο B. anthracis, σπάνια προκαλούν σοβαρές λοιμώξεις. 

Βακτήρια που έχουν χρωμοσωμικά κωδικοποιούμενες MBLs είναι τα B. 

cereus (BCII) (Lim H. M. et al, 1988), B. anthracis (Chen Y. H. et al, 2003), S. 

maltophilia (L1) (Walsh T. R. et al, 1994), A. hydrophilia (CphA) (Massidda O. et al, 

1991), Chryseobacterium meningosepticum (BlaB ή GOB-1) (Rossolini G. M. et al, 

1999), C. indologenes (IND-1) (Bellais S. et al, 2000), Legionella gormannii (FEZ-1) 

(Boschi L.et al, 2000), Caulobacter crescentus (Mbl1B) (Simm A. M. et al, 2001), 

Myroides spp. (TUS-1, MUS-1) (Mammeri H. et al, 2002), Janthinobacterium 

lividium (THIN-B) (Rossolini G. M. et al, 2001), Flavobacterium johnsoniae (JOHN-

1) (Naas T. et al, 2003) και S. fonticola (SFH-1) (Saavedra M. J. et al, 2003) (Πίνακας 

2). 

Γενικά οι χρωμοσωμικές MBLs ενός συγκεκριμένου γένους ή είδους 

διαφέρουν λίγο η μια από την άλλη.  Η πιο αξιοσημείωτη εξαίρεση αφόρα τις MBLs 

του C. meningosepticum, όπου τα BlaB και GOB-τύπου ένζυμα διαφέρουν σημαντικά 

(11% ομολογία) και έχουν ταξινομηθεί σε δύο διαφορετικές υποομάδες (Πίνακας 2). 

Σε κάποιες περιπτώσεις οι χρωμοσωμικές MBLs μπορούν να συνυπάρχουν 

στο γονιδίωμα κάποιων βακτηρίων μαζί με β-λακταμάσες τύπου σερίνης.  Για 

παράδειγμα τόσο η  A. hydrophila όσο και η A. veronii παράγουν τρεις β-λακταμάσες, 

μια πενικιλλινάση, μια κεφαλοσπορινάση και μια MBL οι οποίες υπερεκφράζονται 

όταν επιλεχθούν υποπληθυσμοί με υψηλού επιπέδου αντοχή στις β-λακτάμες.   
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Πίνακας 2. Χρωμοσωμικές ΜBLs 

Υποομάδα Μικροοργανισμός Όνομα ενζύμου Βιβλιογραφία

B1 Bacillus cereus BCII-5/B/6 83 
  BCII-569/H 65 
 Bacillus anthracis Bla2 30 
 Alkalophilic Bacillus spp. Bce 170 65 
 Chryseobacterium indologenes IND-1 10 
  IND-2, 2a, 3, 4 13 
 Chryseobacterium meningosepticum BlaB 148 
  BlaB2, BlaB3 188 
  BlaB4-8 12 
 Chryseobacterium gleum CGB-1 12 
 Myroides odoratus TUS-1 89 
 Myroides odoratimimus MUS-1 89 
 Flavobacterium johnsoniae JOHN-1 103 
B2 Aeromonas hydrophilia CphA 92 
 Aeromonas veronii ImiS 180 
  AsbM1 196 
 Serratia fonticola SFH-1 149 
B3 Caulobacter crescentus Mb11B 161 
  CAU-1 42 
 Janthinobacterium lividium THIN-B 146 
 Legionella gormanii FEZ-1 15 
 Chryseobacterium meningosepticum GOB-1-7 13 
 Stenotrophomonas maltophilia L1a 178 
  L1-BlaS 151 
  L1c, L1d, L1e 7 

 

 

Παρόμοιο φαινόμενο παρατηρείται και σε άλλα βακτήρια μεταξύ των οποίων 

η S. maltophilia της οποίας τα υψηλά επίπεδα αντοχής στις β-λακτάμες οφείλονται 

κατά πρώτο λόγο σε υπερέκφραση της MBL L1 και της χρωμοσωμικής L2 (Walsh T. 

R. et al, 1997).       

Μία ομάδα MBL γονιδίων που συχνά περιγράφονται ως χρωμοσωμικά αλλά στην 

πραγματικότητα  είναι  μεταφερόμενα είναι αυτά  που  εμφανίζονται στο  Bacteroides 

spp.  Σε σύγκριση με άλλα αναερόβια βακτήρια το Bacteroides spp είναι σχετικά 
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ανθεκτικό στα β-λακταμικά αντιμικροβιακά κυρίως λόγω δυνητικής παραγωγής 

MBLs, των CfiA ή CcrA (Rasmussen B. A. et al, 1991; Thompson J. S. et al, 1990).  

Η CfiA χαρακτηρίστηκε γενετικά το 1990 και είναι μια από τις πιο καλά μελετημένες 

MBL κυρίως όσον αφορά τον καταλυτικό μηχανισμό και τις δομικές και λειτουργικές 

ιδιότητες της (Concha N. O. et al, 1996; Crowder M. W. et al,1996; Wang Z. et al, 

1998; Wang Z. et al, 1999).  Η CfiA είναι συχνά ανενεργή και απαιτεί μια ακολουθία 

υποκατάστατο για την παροχή ενός κατάλληλου υποκινητή, εξωθώντας με αυτό τον 

τρόπο την έκφραση του δομικού γονιδίου.   

Αλληλουχίες εισδοχής όπως οι IS942, IS1186, και IS4351, έχει βρεθεί ότι 

ενσωματώνονται μπροστά από το σημείο σύνδεσης του ριβοσώματος, παρέχοντας 

αυξημένες δυνατότητες μεταγραφής του γονιδίου cfiA (Podglajen I. et al, 1995; 

Yamazoe K. et al, 1999). 

1.2.2 Μεταφερόμενες μεταλλο-β-λακταμάσες 

Στις αρχές της δεκαετίας του 1990  αναφέρθηκε για πρώτη φορά αντοχή 

Gram-αρνητικών μικροβίων από επίκτητες καρβαπενεμάσες (Watanabe et al, 1991; 

Ito et al, 1995). Ο επιπολασμός τους ήταν αρχικά αρκετά περιορισμένος.   Σποραδικά 

κρούσματα ή μικρές εστίες αναφέρθηκαν στην Ιαπωνία και προκλήθηκαν από 

στελέχη P. aeruginosa και εντεροβακτηριακά που παρήγαγαν τύπου IMP μεταλλο-β-

λακταμάσες (MBLs) (Senda et al, 1996; Senda et al, 1996).   

Έκτοτε διαφορετικοί τύποι MBL έχουν αναφερθεί σε αρκετές χώρες από 

διάφορες ηπείρους (Rossolini, 2005; Walsh, 2005).  Ωστόσο, η κλινική επίπτωση των 

Gram-αρνητικών παθογόνων που παράγουν καρβαπενεμάσες παρέμεινε, σε γενικές 

γραμμές, περιορισμένη μέχρι τα μέσα της δεκαετίας του 2000. Τελευταία, ο τομέας 

της έρευνας γύρω από τις καρβαπενεμάσες έχει βιώσει δραματικές αλλαγές όσον 

αφορά την ποικιλομορφία των ενζύμων και τα επιδημιολογικά μοντέλα.  Η ομάδα 

των επίκτητων καρβαπενεμασών γίνεται όλο και μεγαλύτερη, συμπεριλαμβάνοντας 

πολλούς διαφορετικούς τύπους MBL (π.χ. IMP, VIM, SPM, GIM, SIM, KHM, AIM, 

NDM και DIM) και αλληλομόρφων παραλλαγών τους (Queenan & Bush, 2007; 

Walsh, 2008; Poirel et al, 2007).   Στελέχη που παράγουν μερικά από αυτά τα ένζυμα 

έχουν εξαπλωθεί με ανησυχητικούς ρυθμούς σε ορισμένες περιοχές, φθάνοντας  σε 

υψηλό επίπεδο ενδημικότητας. 
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1.2.2.1. Ο τύπος Imipenemase  (IMP)  

Η πρώτη αναφορά MBL έγινε το 1990 σε στελέχη P. aeruginosa από την 

Ιαπωνία, και ακολουθήθηκε από μια σειρά IMP-1 θετικών εντεροβακτηριακών στα 

μέσα της δεκαετίας του 1990 (Osano E. et al, 1997).  Παρά την πληθώρα 

διαφορετικών ενζύμων τύπoυ IMP (27 υπότυποι) που απομονώθηκαν μέχρι σήμερα 

πότε δεν κυριάρχησαν σε παγκόσμια κλίμακα και η παρουσία τους περιορίστηκε σε 

σποραδικά κρούσματα (Εικόνα 2).  Η ΙMP-1 εξακολουθεί να παίζει σημαντικό ρόλο 

στο πρόβλημα της αντοχής στα αντιμικροβιακά στην Ιαπωνία, 20 χρόνια από την 

ανακάλυψή της (Ode T. et al, 2009).   H ΙMP-4 επικρατεί στην Κίνα (Chen L. R. et al 

2009;  Yang Q. et al, 2010) ενώ  εντεροβακτηριακά και στελέχη P. aeruginosa με 

IMP-4 έχουν απομονωθεί επίσης στην Μελβούρνη και το Σύδνεϋ, κάτι που μπορεί να 

οφείλεται στο μεταναστευτικό κύμα από χώρες της νοτιοανατολικής Ασίας όπου το 

ένζυμο φαίνεται να ενδημεί (Espedido B. A. et al, 2008).  

Όλα τα MBL γονίδια τύπου IMP βρέθηκαν ενσωματωμένα σε τάξεως 1 ή 3 

ιντεγκρόνια, ωστόσο, υπάρχει μεγάλη συζήτηση στο εάν τα ιντεγκρόνια βρίσκονται 

σε πλασμίδια ή όχι, καθώς δεν υπάρχουν σχετικές πληροφορίες.  Σύμφωνα με 

ορισμένες μελέτες τα ιντεγκρόνια που φέρουν τα γονίδια IMP φαίνεται να 

πλαισιώνονται από λειτουργικά Tn21 και Tn5051 τρανσποζόνια, τα οποία είναι 

σχεδόν βέβαιο ότι ευθύνονται για την διασπορά τους (Toleman M. A. et al, 2005). 

Τα IMP-τύπου ένζυμα παρουσιάζουν υψηλή συγγένεια για τις 

κεφαλοσπορίνες και τις καρβαπενέμες, αλλά έχουν μικρή δραστικότητα έναντι της 

τεμοσιλλίνης.  

1.2.2.2. Ο τύπος Veronese Imipenemase (VIM)  

Τα VIM-τύπου ένζυμα ανακαλύφθηκαν για πρώτη φορά στην Ευρώπη στα 

τέλη του 1990s (Lauretti et al, 1999). Περισσότερα από 25 διαφορετικά VIM-τύπου 

ένζυμα είναι γνωστά που χωρίζονται με βάση την ομολογία τους σε τρεις υποομάδες 

(Εικόνα 2). Όπως και με τα ΙΜP-τύπου ένζυμα, οι VIM έχουν καθορισμένη 

γεωγραφική κατανομή. Για λόγους που παραμένουν άγνωστοι, οι VIM-1 και VIM-2 

έχουν επικρατήσει και τις συναντάμε και στις 5 ηπείρους (Εικόνα 3) (Walsh T. R. et 

al, 2005). Οι περισσότερες περιπτώσεις λοιμώξεων από VIM-2 αφορούν στελέχη P. 

aeruginosa που συχνά είναι το αίτιο νοσοκομειακών λοιμώξεων όπως πνευμονία του 
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αναπνευστήρα.  Η VIM-2 είναι παρούσα σε στελέχη P. aeruginosa σε ασθενείς με 

κυστική ίνωση, σηματοδοτώντας την ταχεία κλωνική εξάπλωση και προκαλώντας 

σοβαρούς περιορισμούς στα μακροχρόνια θεραπευτικά σχήματα που απαιτούνται σε 

αυτούς τους ασθενείς (Cardoso O. et al, 2008). 

 

 

 

 

Εικόνα 2.  Δενδρόγραμμα  

 

 

 

 
 

 

 

Από την πρώτη ανίχνευση της VIM-1 σε στέλεχος P. aeruginosa έχουν 

σήμερα προκύψει εντεροβακτηριακά στελέχη με VIM (Πίνακας 3) και αποτελούν 

σημαντικό πρόβλημα σε πολλές περιοχές. Οι VIM τύπου μεταλλο-β-λακταμάσες 

υδρολύουν τις κεφαλοσπορίνες, τις καρβαπενέμες και την τεμοσιλλίνη. Επιπλέον, τα 



25 

 

VIM-τύπου ένζυμα είναι μοναδικά ανάμεσα στις μεταλλο-β-λακταμάσες, επειδή 

έχουν την υψηλότερη συγγένεια για τις καρβαπενέμες (Docquier et al, 2003).  

 

1.2.2.3.  O τύπος New Delhi Metallo (NDM)  

Η εμφάνιση αυτής της νέας MBL από την Ινδία και το Πακιστάν είναι ίσως η 

πιο ανησυχητική εξέλιξη από την εποχή που ο Φλέμινγκ το 1929 ανακάλυψε την 

πενικιλλίνη.   Όταν το 2008 ανακαλύφθηκε το γονίδιο blaNDM-1, λίγοι θα μπορούσαν 

να προβλέψουν το μέγεθος της εξάπλωσης και τον σημερινό επιπολασμό του (Yong 

D. et al 2009).  Η μη-ορθολογική χρήση των αντιμικροβιακών (ιδιαίτερα στην 

κοινότητα), το ζεστό κλίμα, η μόλυνση των συστημάτων υδροδότησης και η έλλειψη 

πολιτικής αντιμετώπισης των νοσοκομειακών λοιμώξεων, αποτελούν παράγοντες που 

συνέβαλαν για την άνευ προηγουμένου εξάπλωση της NDM-1. 

Το πλασμίδιο που φέρει το blaNDM-1 φέρει επίσης γονίδια αντοχής έναντι των 

μακρολιδών, των αμινογλυκοσιδών, της ριφαμπικίνης, της σουλφομεθοξαζόλης και 

της αζτρεονάμης (που δεν υδρολύεται από την NDM-1) (Yong D. et al 2009).  

Αξιοσημείωτο είναι  ότι σε αντίθεση με τις KPC και την OXA-48, τα στελέχη που 

κωδικοποιούν την NDM-1 εμφανίζουν υψηλές ελάχιστες ανασταλτικές πυκνότητες 

στις καρβαπενέμες.   

Η NDM-1 ως επί το πλείστον ανιχνεύεται σε στελέχη Κ. pneumoniae, ωστόσο 

ανευρίσκεται σε ένα ευρύ φάσμα άλλων εντεροβακτηριακών (Klebsiella oxytoca, 

Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii και Providencia spp) 

και πρόσφατα απομονώθηκε σε Α. baumannii, ενδεικτικό της γενετικής επιδεξιότητας 

του πλασμιδίου που την φέρει. NDM-1-θετικά στελέχη έχουν πλέον βρεθεί στο 

Ηνωμένο Βασίλειο, στις ΗΠΑ, στον Καναδά, στην Αυστραλία, στην ηπειρωτική 

Ευρώπη, στην Ανατολική Ευρώπη, στη Μέση Ανατολή, στην Αφρική και σε πολλές 

χώρες της Νοτιοανατολικής Ασίας, σαν αποτέλεσμα τόσο της οικονομικής 

παγκοσμιοποίησης όσο και της γενετικής ευελιξίας του πλασμιδίου (Yong D. et al 

2009; MMWR Morb Mortal Wkly Rep 2010;59:750).  
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Εικόνα 3. Παγκόσμια (Α) και Ευρωπαϊκή (Β) κατανομή εντεροβακτηριακών 

στελεχών που παράγουν ΜΒL τύπου VIM και IMP (Nordmann P. et al, 2011). 
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Πίνακας 3. Πρώτη αναφορά επίκτητης μεταλλο-β-λακταμάσης σε διαφόρους 

μικροοργανισμούς. (Cornaglia G et al, 2011) 
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Οι περισσότερες περιπτώσεις NDM-1-θετικών στελεχών αφορούν ασθενείς 

που έχουν επισκεφθεί την Ινδία, ωστόσο, ιδιαίτερα ανησυχητικό είναι ότι πολλές από 

αυτές τις περιπτώσεις είναι από ασθενείς που επέλεξαν την μετακίνηση στο 

εξωτερικό για να έχουν φθηνές υπηρεσίες υγείας (κυρίως διορθωτικές χειρουργικές 

επεμβάσεις) (MMWR Morb Mortal Wkly Rep 2010;59:750).  Έχει διατυπωθεί η 

άποψη ότι η NDM-1 είναι η νέα CTX-M-15 και πολύ σύντομα θα επικρατήσει σε 

παγκόσμια κλίμακα.  Με βάση τα πρόσφατα δεδομένα η NDM-1 είναι πιθανό να 

σφετεριστεί την εκπληκτική επιτυχία της CTX-M-15 με ακόμα χειρότερες συνέπειες 

καθώς το πλασμίδιο που μεταφέρει την NDM-1 μεταφέρει σημαντικά περισσότερα 

γονίδια αντοχής στα αντιμικροβιακά (Yong D. et al 2009). 

1.2.3. Γεωγραφική κατανομή MBLs 

1.2.3.1.  Ασία  

Η πρώτη μεταλλο-β-λακταμάση που ανιχνεύθηκε ήταν η IMP-1 σε στελέχη P. 

aeruginosa και Serratia marcescens από την Ιαπωνία (Watanabe M. et al, 1991;  

Osano E. et al, 1994).  Ακολούθησαν αναφορές από διάφορα κέντρα για παρουσία 

IMP-1 και σε άλλα εντεροβακτηριακά, P. aeruginosa, και άλλα μη-ζυμώντα 

βακτήρια (Jones R.N. et al, 2004; Shibata N. et al, 2003; Garza-Ramos U. et al, 2008).  

Η IMP-2 βρέθηκε σε Acinetobacter spp (Fukigai S. et al, 2007) και η IMP-7 σε P 

aeruginosa (Kouda S. et al, 2007).  Παραλλαγές των IMP που  ανακαλύφθηκαν 

πρόσφατα ήταν η IMP-3 (Iyobe S. et al, 2000), η IMP-6 (Yano H. et al, 2001), η IMP-

10 (GenBank αριθμός καταχώρησης AB074436) (Iyobe S. et al, 2002), και η IMP-11 

(αριθμός καταχώρησης GenBank AB074437) (Jones R.N. et al, 2004).  Τα ένζυμα 

τύπου VIM ταυτοποιήθηκαν αργότερα και η εξάπλωση τους είναι σαφώς μικρότερης 

κλίμακας.  Μια νέα μεταλλο-β-λακταμάση, η KHM-1, βρέθηκε σε στέλεχος C. 

freundii (Sekiguchi J. et al, 2008). 

 Η VIM-2 ήταν η πρώτη μεταλλο-β-λακταμάση που βρέθηκε στην Κορέα, και 

γρήγορα μεταδόθηκε σε στελέχη Pseudomonas spp (Walsh T.R. et al, 2005), 

εντεροβακτηριακά (Walsh T.R. et al, 2005) και Acinetobacter spp (Yum J.H. et al, 

2002).  Ένα νέο γονίδιο, το blaSIM-1, βρέθηκε σε στελέχη Α. baumannii (Lee K. et al, 

2005) και διαπιστώθηκε επίσης συνύπαρξη του με blaIMP-1 και blaVIM-2 (Shibata N. et 

al, 2003; Lee K. et al, 2010).  Είδη Acinetobacter και P. aeruginosa που εκφράζουν 
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ένζυμα τύπου IMP (IMP-1 και στα δύο ενώ IMP-6 στην τελευταία) έχουν κάνει την 

εμφάνισή τους σε ολόκληρη την χώρα (Nho S.O. et al, 2008; Ryoo N.H. et al, 2009). 

Η πρώτη μεταλλο-β-λακταμάση που αναφέρθηκαν από την Κίνα είναι η IMP-

4, που βρέθηκε σε στέλεχος Citrobacter youngae (Hawkey P.M. et al, 2001), σε 

τέσσερα μη-σχετιζόμενα στελέχη Acinetobacter spp, και στη συνέχεια σε Klebsiella 

spp (Chu Y.W. et al, 2001; Mendes R.E. et al, 2008).  H IMP-1 έχει αναφερθεί σε P. 

aeruginosa (Cheng X. et al, 2008) και στελέχη Enterobacter (Chen L.R. et al, 2009), 

ενώ η IMP-8 και η IMP-9 έχουν αναφερθεί σε Acinetobacter spp (Wang H. Et al, 

2007) και P. aeruginosa, αντίστοιχα (Xiong J. et al, 2006).  Η VIM-2 είναι η μόνη 

τύπου VIM μεταλλο-β-λακταμάση που έχει αναφερθεί σε στελέχη P. aeruginosa από 

διαφορετικά νοσοκομεία της Κίνας (Wang C. et al, 2006). 

Οι IMP-1, VIM-2, και η παραλλαγή της VIM-3, βρέθηκαν όλες σε 

Pseudomonas spp στην πρώτη καταγραφή μεταλλο-β-λακταμασών στην Ταϊβάν (Yan 

J.J. et al, 2001).  Οι VIM-2 και VIM-3 επίσης αναφέρθηκαν σε άλλα μη-ζυμώντα 

στελέχη, όπως VIM-3 σε E. cloacae (Lee M.F. et al, 2008).  VIM-11 έχει βρεθεί σε 

εντεροβακτηριακά και μη-ζυμώντα (Lin Y.C. et al, 2010).  Η IMP-1 έχει 

επανειλημμένα αναφερθεί σε κλινικά σημαντικά στελέχη Acinetobacter spp (Chiu 

C.H. et al, 2010).   Η παραλλαγή της IMP-2, η IMP-8, έχει βρεθεί σε πολλά στελέχη 

εντεροβακτηριακών (Yan J.J. et al, 2010; Yan J.J. et al, 2002) και σε ένα στέλεχος A. 

baumannii (Lee M.F. et al, 2008).  Η  IMP-24 έχει περιγραφεί σε S. marcescens (Lee 

M.F. et al, 2008). 

Η NDM-1 ανευρίσκεται πλέον ευρέως σε εντεροβακτηριακά από διάφορα 

κέντρα στην Ινδία, το Πακιστάν και το Μπαγκλαντές.  Το ένζυμο έχει επίσης 

αναφερθεί σε Α. baumannii (Rolain J.M. et al, 2010; Kumarasamy K. et al, 2010 a; 

Kumarasamy K. et al, 2010 b).  Διάφοροι τύποι VIM (VIM-2, VIM-5, VIM-6, VIM-

11, και η νέα VIM-18) είναι ιδιαίτερα διαδεδομένοι σε Pseudomonas spp 

(Castanheira M. et al, 2009).  Η IMP φαίνεται να είναι η πιο κοινή μεταλλο-β-

λακταμάση σε εντεροβακτηριακά και σε Α.baumannii (Azim A. et al, 2010).  

Πρόσφατη μελέτη διαπίστωσε στελέχη K. pneumoniae και Enterobacter aerogenes 

που έφεραν το γονίδιο blaSIM-1 να φέρουν επίσης είτε blaIMP, ή blaVIM-1 (Dwivedi M. 

et al, 2009).  Στη Μαλαισία, IMP-7 (Walsh T.R. et al, 2005) και IMP-4 (Hwa W.E. et 

al, 2009) βρέθηκαν σε P. aeruginosa και A. baumannii, αντίστοιχα.  Κλινικά στελέχη 



31 

 

που συλλέχθηκαν τυχαία βρέθηκαν στη συνέχεια να εκφράζουν VIM-2 και VIM-11 

(Khosravi Y. et al, 2010). 

Στην Σιγκαπούρη, IMP-1 και VIM-6 έχουν βρεθεί σε Pseudomonas 

fluorescens και Pseudomonas putida, αντίστοιχα (Koh T.H. et al, 2004).  Διάφορες 

μεταλλο-β-λακταμάσες (IMP-1, IMP-7, VIM-2, VIM-6, και IMP-26) βρέθηκαν σε P. 

aeruginosa (Walsh T.R. et al, 2005; Koh T.H. et al, 2010).  Η IMP-4 έχει βρεθεί σε 

Α.baumannii (Koh T.H. et al, 2007).  Στη Μέση Ανατολή, blaVIM γονίδια 

εντοπίστηκαν σε P. aeruginosa που απομονώθηκαν από τη Σαουδική Αραβία (Al-

Agamy M.H. et al, 2009) και το Ιραν (Khosravi A.D. et al, 2008).  Η IMP-1 βρέθηκε 

στη Βηρυτό του Λιβάνου (Daoud Z. et al, 2008), και η NDM-1έχει αναφερθεί σε 

στελέχη από το Ομάν (Poirel L. et al, 2010). 

1.2.3.2.  Ευρώπη  

Η Ιταλία ήταν η πρώτη ευρωπαϊκή χώρα που ανιχνεύθηκαν επίκτητες 

μεταλλο-β-λακταμάσες, και συγκεκριμένα η IMP-2 και η VIM-1 (Chu Y.W. et al, 

2001; Cornaglia G. et al, 1999).  Οι IMP-12 (Docquier J.D. et al, 2003), IMP-13 

(Pagani L. et al, 2005) και VIM-14 (Mazzariol A. et al, 2010) απομονώθηκαν πρώτη 

φορά στην Ιταλία.  Μικρές και μεγάλες εστίες έχουν έκτοτε αναφερθεί σε διάφορες 

περιοχές της χώρας, με τις VIM-1, VIM-2, και IMP-13 να είναι τα ένζυμα που 

επικρατούν (Cornaglia G. et al, 2007).  Έχουν αναφερθεί επίσης περιπτώσεις E.coli 

που παράγουν NDM-1 (Struelens M.J. et al, 2010).   

Τα τύπου VIM ένζυμα κυριαρχούν στην Ελλάδα, όπου VIM-1, VIM-2, και 

VIM-4 εξαπλώθηκαν ταχύτατα σε εντεροβακτηριακά (Miriagou V. et al, 2010), 

P.aeruginosa (Walsh T.R. et al, 2005; Pournaras S. et al, 2002) και άλλους μη 

ζυμώντες οργανισμούς (Tsakris A. et al, 2006; Sofianou D. Et al, 2005; Figueiredo S. 

et al, 2008).  Έχουν επίσης αναφερθεί VIM-19 (Pournaras S. et al, 2010), VIM-12 

(Pournaras S. et al, 2005), και VIM-17 (Siarkou V.I. et al, 2009).   

Η VIM-5 αναφέρθηκε πρώτη φορά στην Τουρκία σε P.aeruginosa (Bahar G. 

et al, 2004) και σε εντεροβακτηριακά  (Midilli K. et al, 2003).   Στην Τουρκία, η 

VIM-1 ανιχνεύθηκε για πρώτη φορά σε  Κ. pneumoniae  (Yildirim I. et al, 2007), και 

η VIM-2 σε P. aeruginosa (Yakupogullari Y. et al, 2008).  Η IMP-1 έχει ανιχνευθεί 

σε Ε.cloacae και σε P.aeruginosa (Ozgumus O.B. et al, 2007). 
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Η πρώτη μεταλλο-β-λακταμάση που βρέθηκε στη Γαλλία ήταν η VIM-2 σε 

P.aeruginosa, η οποία απομονώθηκε στη Μασσαλία (Poirel L. et al, 2000).  Το πρώτο 

τύπου IMP ένζυμο που ανιχνεύτηκε ήταν η νέα IMP-19, η οποία ήταν επίσης το 

πρώτο τύπου IMP ένζυμο σε στέλεχος Aeromonas caviae (Neuwirth C. et al, 2007).  

Η VIM-1 ήταν η πρώτη μεταλλο-β-λακταμάση που ανιχνεύθηκε σε Κ.pneumoniae 

(Lartigue M.F. et al, 2004), ενώ η IMP-1 επικράτησε σε στελέχη Ε.aerogenes (Biendo 

M. et al, 2008).  Σε μελέτη εθνικής κλίμακας, από συλλογή στελεχών P.aeruginosa, 

βρέθηκαν μόνο τρεις VIM-2 και μια IMP-18, κάτι που δείχνει ότι ο επιπολασμός των 

μεταλλο-β-λακταμασών εξακολουθεί να είναι χαμηλός (Hocquet D. et al, 2010).  Η 

NDM-1 και η VIM-4 έχουν εντοπιστεί σε στελέχη C. freundii από ασθενή που 

επέστρεψε από την Ινδία  (Poirel L. et al, 2010). 

Η πρώτη επίκτητη μεταλλο-β-λακταμάση που αναφέρθηκε από το 

Ηνωμένο Βασίλειο, πιθανότατα ένα παράγωγο της blaIMP, περιγράφηκε σε ένα 

εισαγόμενο από άλλη χώρα στέλεχος Α.baumannii (Walsh T.R. et al, 2005).  Στα 

πλαίσια προγράμματος επιτήρησης υπό την αιγίδα της Βρετανικής Εταιρείας 

Αντιμικροβιακής  Χημειοθεραπείας ανιχνεύθηκε στέλεχος P.aeruginosa που έφερε το 

blaVIM-2 (Miriagou V. et al, 2010).  Δύο νέα ένζυμα, η VIM-9 και η VIM-10, 

βρέθηκαν σε στελέχη που προωθήθηκαν για περαιτέρω έλεγχο στο εθνικό εργαστήριο 

αναφοράς  (Woodford N. et al, 2008).  37 στελέχη E.coli και Κ.pneumoniae, τα οποία 

ελέγχθηκαν στο ίδιο εργαστήριο αποδείχθηκαν θετικά για NDM-1.  Σε όλες τις 

περιπτώσεις τα στελέχη προέρχονταν από ασθενείς που είτε ταξίδεψαν πρόσφατα σε 

Ινδία ή Πακιστάν, είτε συνδέονται με άλλο τρόπο με τις χώρες αυτές (Kumarasamy 

K.K. et al, 2010b).  Έχουν αναφερθεί επίσης λοιμώξεις από στελέχη A. baumannii 

που παράγουν NDM-1 (Kumarasamy K.K. et al, 2010a). Αν και τα τύπου VIM 

ένζυμα γρήγορα εξαπλώθηκαν και στην Ισπανία (Pena C. et al, 2007), στα ισπανικά 

νοσοκομεία ο συνολικός επιπολασμός των στελεχών που παράγουν μεταλλο-β-

λακταμάσες παραμένει σε χαμηλά επίπεδα.  Δύο νέα ένζυμα τύπου VIM, τα VIM-13 

(Juan C. et al, 2008) και VIM-20 (GeneBank ACV13198), έχουν περιγραφεί σε 

P.aeruginosa, και επίσης ανιχνεύθηκε το πρώτο στέλεχος K.pneumoniae που παράγει 

NDM-1 (Struelens M.J. et al, 2010). 

Η IMP-5 σε στέλεχος A.baumannii, ήταν η πρώτη μεταλλο-β-λακταμάση που 

ανιχνεύθηκε στην Πορτογαλία (Da Silva G.J. et al, 2002).  Η μόνη άλλη αναφορά 

γονιδίου blaIMP έγινε με την IMP-8 σε στέλεχος Pseudomonas mendocina (Santos C. 
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et al, 2010).  Το 1995 απομονώθηκαν πολλά VIM-2 θετικά στελέχη P.aeruginosa 

(Walsh T.R. et al, 2005).  Πολυανθεκτικές P.aeruginosa που παράγουν VIM-2 έχουν 

αναφερθεί στο Βέλγιο (Deplano A. et al, 2007).  Εκεί περιγράφηκε πρόσφατα και η 

πρώτη θανατηφόρα έκβαση λοίμωξης από στέλεχος που παρήγαγε NDM-1 και 

αφορούσε ασθενή που στο παρελθόν είχε νοσηλευτεί στο Πακιστάν (Struelens M.J. et 

al, 2010).  Μια δεύτερη περίπτωση εντεροβακτηριακού που παρήγαγε NDM-1 

βρέθηκε σε ασθενή που νοσηλεύθηκε στο παρελθόν στο Μαυροβούνιο (Bogaerts P. 

et al, 2010).   

 Στις Κάτω Χώρες, μια νέα μεταλλο-β-λακταμάση, η DIM-1 βρέθηκε το 2009 

σε ένα στέλεχος Pseudomonas stutzeri (Poirel L. et al, 2010 b).  Έχει περιγραφεί 

επίσης η περίπτωση δύο ασθενών που είχαν ταξιδέψει στην Ινδία και είχαν αποικιστεί 

με δύο διαφορετικά στελέχη Κ.pneumoniae που παρήγαγαν NDM-1 (Leverstein-van 

Hall M.A. et al, 2010). 

Στελέχη P.aeruginosa που παράγουν μεταλλο-β-λακταμάσες  απομονώνονται 

όλο και περισσότερο συχνά στη Νορβηγία και τη Σουηδία, και τις περισσότερες 

φορές εισάγονται από άλλες χώρες.  Συνήθως πρόκειται για ένζυμα τύπου VIM 

(δηλαδή VIM-2 και VIM-4), αλλά και IMP-14 (Samuelsen O. et al, 2010; Samuelsen 

O. et al, 2009).  Η NDM-1 ανιχνεύθηκε για πρώτη φορά σε έναν ασθενή που είχε 

επιστρέψει στη Σουηδία μετά την εισαγωγή του σε νοσοκομείο στο Νέο Δελχί (Yong 

D. et al, 2009) και έκτοτε έχει βρεθεί στη Νορβηγία (και πάλι σε ασθενείς που 

νοσηλεύονταν στην Ινδία) (Hammerun A.M. et al, 2010) και στη Δανία σε έναν 

ασθενή ο οποίος μεταφέρθηκε από ένα νοσοκομείο της Βοσνίας – Ερζεγοβίνης 

(Samuelsen O. et al, 2011). 

Στη Γερμανία, η VIM-1 έχει ανιχνευθεί σε στελέχη P.aeruginosa (Valenza G. 

et al., 2010) και σε εντεροβακτηριακά (Weile J. et al, 2007).  Η VIM-2 έχει 

επανειλημμένα ανιχνευθεί σε P.aeruginosa (Valenza G. et al, 2010), ενώ ένα 

στέλεχος που απομονώθηκε στα ούρα ασθενή από το Μόναχο, βρέθηκε να παράγει 

την νέα παραλλαγή της VIM-2, την VIM-16 (Schneider I. et al, 2008).  Η GIM-1 

βρέθηκε σε πέντε στελέχη P.aeruginosa από πέντε διαφορετικούς ασθενείς στο 

Ντίσελντορφ (Castanheira M. et al, 2004) και γενικότερα αναφέρεται υψηλός 

επιπολασμός του ενζύμου σε στελέχη Pseudomonas spp και σε εντεροβακτηριακά 

από την ίδια πόλη. Πρόσφατα έχουν αναφερθεί λοιμώξεις από εντεροβακτηριακά και 

A.baumannii που παράγουν NDM-1 (Struelens M.J. et al, 2010).  Διάφοροι τύποι 
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μεταλλο-β-λακταμασών (IMP-13, IMP-22, και VIM-2) που παράγονται από στελέχη 

P.aeruginosa , και εντεροβακτηριακά με παραγωγή NDM-1 έχουν αναφερθεί από 

Αυστρία (Duljasz W. Et al, 2009; Struelens M.J. et al, 2010). 

Η πρώτη μεταλλο-β-λακταμάση που απομονώθηκε στην Πολωνία ήταν η 

VIM-2 σε στέλεχος P.aeruginosa  (Walsh T.R. et al, 2005), και έκτοτε έχει αναφερθεί 

από πολλά διαφορετικά κέντρα (Cornaglia G. et al, 2007).  Η VIM-4 έγινε ενδημική 

σε στελέχη P.aeruginosa που προκάλεσαν λοιμώξεις σε παιδιά σε χειρουργικές 

πτέρυγες στην Poland (Walsh T.R. et al, 2005).  Η IMP-7 έχει βρεθεί σε δύο στελέχη 

P.aeruginosa (Hrabák J. et al, 2011).  Έχει αναφερθεί εξάπλωση στελεχών 

Α.baumannii με ένζυμο τύπου VIM, καθώς και K.pneumoniae  με παραγωγή μιας 

αταυτοποίητης μεταλλο-β-λακταμάσης (Wroblewska M.M. et al, 2007;  Sekowska A. 

et al, 2010).  Ο πρώτος τύπος μεταλλο-β-λακταμάσης που αναφέρθηκε από την 

Ουγγαρία ήταν μια VIM-4 (Libisch B. et al, 2004) που στην συνέχεια ανιχνεύθηκε σε 

ένα στέλεχος Α.hydrophila (Libisch B. et al, 2008) και σε στελέχη Klebsiella spp 

(Kristóf K. et al, 2010).  Έχουν περιγραφεί στελέχη P.aeruginosa που παράγουν είτε 

VIM-1 (Giske C.G. et al, 2006) ή VIM-2 (Miriagou V. et al, 2010). Στελέχη 

P.aeruginosa που παράγουν IMP-7 έχουν αναφερθεί από τη Σλοβακία (Ohlasova D. 

et al, 2007) και από την Τσεχία (Hrabák J. et al, 2009).  Στα Βαλκάνια, η VIM-2 έχει 

βρεθεί σε στελέχη P.aeruginosa από τη Σερβία (Lepsanovic Z. et al, 2008) και την 

Κροατία (Bosnjak Z. et al, 2010) και η VIM-15, μια παραλλαγή της VIM-2, έχει 

απομονωθεί από P.aeruginosa στη Βουλγαρία (Schneider I. et al, 2008). 

Αναφορές για ασθενείς με NDM-1 που είτε έχουν νοσηλευθεί ή ταξιδέψει σε 

περιοχές όπως το Μαυροβούνιο και η Βοσνία-Ερζεγοβίνη, υποδεικνύουν ως πιθανή 

δεύτερη περιοχή ενδημικότητας, εκτός της ινδικής χερσονήσου, τα Βαλκάνια. Το 

blaVIM-2 γονίδιο έχει ταυτοποιήθεί σε στέλεχος P.aeruginosa από την Ρωσία 

(Toleman M.A. et al, 2007).  11 στελέχη P.aeruginosa, τα οποία είχαν γενετικούς 

καθοριστικούς παράγοντες της ομάδας VIM, απομονώθηκαν σε χειρουργική πτέρυγα 

στην Μόσχα (Krapivina I.V. et al, 2007). 

1.2.3.3.  Λοιπός κόσμος 

Στη Βραζιλία, η SPM-1 είναι ο κύρια μεταλλο-β-λακταμάση, ωστόσο 

συναντάμε επίσης στελέχη που φέρουν και άλλα μεταλλοένζυμα όπως η IMP-1 (σε 

εντεροβακτηριακά (Lincopan N. et al, 2005) και Gram-αρνητικά μη-ζυμώντα (Picão 
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R.C. et al, 2009)), η IMP-16, και η VIM-2 (και οι δύο σε P.aeruginosa) ( Mendes 

R.E. et al, 2004).  Η SPM-1 ανακαλύφθηκε πρώτα σε ένα στέλεχος P.aeruginosa στο 

Σάο Πάολο (Toleman M.A. et al, 2002)  και στη συνέχεια εξαπλώθηκε σε όλη τη 

χώρα.  Η μόνη περίπτωση απομόνωσης μικροβίου με SPM-1 αναφέρθηκε σε ασθενή 

στην Ελβετία που είχε λάβει πρωτοβάθμια ιατρική φροντίδα στη Ρεσίφε της 

Βραζιλίας (Salabi A.E. et al, 2010). 

Αναφορές από το υπόλοιπο της Νότιας Αμερικής είναι εκπληκτικά σπάνιες 

παρά τα υψηλά ποσοστά της αντίστασης καρβαπενέμες σε ολόκληρη την ήπειρο.  Οι 

IMP-1 (σε Acinetobacter spp), IMP-13, και VIM-11 (και οι δύο σε P.aeruginosa) 

έχουν βρεθεί σε στελέχη στην Αργεντινή (Pasteran F. et al, 2005; Jones R.N. et al, 

2005; Santella G. et al, 2010).  Η VIM-2 έχει ανιχνευθεί στη Χιλή (P.fluorescens) και 

τη Βενεζουέλα (P.aeruginosa) (Jones R.N. et al, 2005).  Κρούσματα από ανθεκτική 

στις καρβαπενέμες P.aeruginosa στο Κάλι της Κολομβίας οδήγησαν στην πρώτη 

αναφορά της VIM-8, ενώ και η VIM-2 ανιχνεύεται σε P.aeruginosa από διάφορες 

πόλεις της χώρας (Villegas M.V. et al, 2006). Οι μεταλλο-β-λακταμάσες είναι 

σπάνιες στις ΗΠΑ.  Η πρώτη αναφορά αφορούσε στην VIM-7, μια φυλογενετικά 

ξεχωριστή παραλλαγή (Εικόνα 1) που εντοπίστηκε στο Τέξας σε στέλεχος 

P.aeruginosa (Toleman M.A. et al, 2004).  Η πρώτη νοσοκομειακή εστία από VIM-2, 

καθώς και η πρώτη εμφάνιση μεταλλοενζύμου τύπου IMP στις ΗΠΑ, η IMP-18, 

αναφέρθηκαν σε στελέχη P.aeruginosa (Hanson N.D. et al, 2006).  Στις αρχές του 

2010, η NDM-1 (Centers for Disease Control and Prevention-CDC, 2010) και η VIM-

1 (Lee M.F. et al, 2008) ανιχνεύθηκαν σε εντεροβακτηριακά. 

Στον Καναδά, η πρώτη μεταλλο-β-λακταμάση που αναφέρθηκε ήταν η IMP-7, 

ένα νέο ένζυμο που βρέθηκε σε P.aeruginosa (Gibb A.P. et al, 2002).  Ωστόσο, από 

τα ανθεκτικά στην ιμιπενέμη στελέχη P.aeruginosa που απομονώθηκαν στην 

Υγειονομική Περιφέρεια του Κάλγκαρι από το 2002 έως το 2004, το 43% παρήγαγε 

VIM-2, και μόνο το 2% παρήγαγε IMP-7 (Laupland K.B. et al, 2005; Pitout J.D.et al, 

2005).  Σε ασθενή που είχε πρόσφατα ταξιδέψει στην Ινδία απομονώθηκε στέλεχος E. 

coli που παρήγαγε NDM-1 (Mulvey M.R. et al, 2011). Οι IMP-15 (Garza-Ramos U. 

et al, 2008a) και IMP-18 (Garza-Ramos U. et al, 2008b) απομονώθηκαν σε κλινικά 

στελέχη από διαφορετικά ιδρύματα στο Μεξικό.  Αναφέρθηκαν επίσης στελέχη 

P.aeruginosa στο ίδιο νοσοκομείο που παρήγαγαν είτε IMP-15 ή VIM-2 (Quinones-
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Falconi F. et al, 2010).  Η VIM-2 έχει επίσης βρεθεί σε δύο στελέχη Ε.cloacae, και σε 

ένα Klebsiella oxytoca (Morfin-Otero R. et al, 2009). 

Η πρώτη και η πιο ευρέως διαδεδομένη μεταλλο-β-λακταμάση από την 

Αυστραλία είναι η IMP-4, η οποία εντοπίστηκε σε στελέχη P.aeruginosa  (Walsh 

T.R. et al, 2005) και εντεροβακτηριακά (Walsh T.R. et al, 2005; Cornaglia G. et al, 

2007).  Έχει επίσης ανιχνευθεί και η VIM-4 (Peleg A.Y. et al, 2006).  Βρέθηκε η 

AIM-1 σε P.aeruginosa (Yong D. et al, 2007; Toleman M.A. et al, 2010) καθώς και η 

NDM-1 σε E. coli (Poirel L. et al, 2010c). Από την Τυνησία έχουν αναφερθεί η VIM-

2 (σε P.aeruginosa) (Mansour W. et al, 2009) και η VIM-4 (σε K. pneumoniae) (Ktari 

S. et al, 2006).  Μεταλλο-β-λακταμάσες έχουν ανιχνευθεί σε Α.baumannii, αλλά ο 

τύπος του ενζύμου δεν έχει ταυτοποιηθεί (Othman A. et al, 2007).  Πέντε 

διαφορετικά στελέχη εντεροβακτηριακών που απομονώθηκαν στο Αλγέρι της 

Αλγερίας, έφεραν μια νέα μεταλλο-β-λακταμάση, η οποία ονομάσθηκε VIM-19, 

διαφέροντας από τη VIM-4 σε ένα μόνο αμινοξύ.  Αυτό το εύρημα επιβεβαίωσε την 

εμφάνιση των VIM-4-like ενζύμων στα εντεροβακτηριακά από τις χώρες της 

Μεσογείου (Robin F. et al, 2010). Μια P.aeruginosa που παρήγαγε VIM-2- 

απομονώθηκε σε τουρίστα από την Ουγγαρία που αρχικά είχε νοσηλευθεί σε 

νοσοκομείο της Αιγύπτου (Szabó D. et al, 2008).   Ομοίως, στέλεχος P. aeruginosa 

που έφερε VIM-2 απομονώθηκε σε ασθενή ο οποίος μεταφέρθηκε σε νοσοκομείο στη 

Νορβηγία μετά από παρατεταμένη νοσηλεία στη Γκάνα (Samuelsen O. et al, 2009). 

Τρεις κλωνικά σχετιζόμενες P.aeruginosa που παρήγαγαν VIM-2 προκάλεσαν 

ενδονοσοκομειακή επιδημία στην Κένυα.  Στην ίδια χώρα καταγράφηκαν και τα 

πρώτα NDM-1 θετικά στελέχη της Αφρικής (Poirel L. et al, 2011). 

1.3 Μηχανισμός υδρόλυσης των MBL   

Τόσο οι MBLs όσο και οι β-λακταμάσες τύπου σερίνης επάγουν αντοχή στις 

β-λακτάμες διασπώντας το δεσμό αμιδίου του β-λακταμικού δακτυλίου. Ωστόσο 

ο τρόπος με τον οποίο οι δύο ομάδες ενζύμων το επιτυγχάνουν διαφέρει σημαντικά 

(Frere J. M. et al, 1995). Οι MBLs περιέχουν μια συγκεκριμένη σειρά αμινοξέων που 

ορίζουν την αρχιτεκτονική του ενεργού κέντρου και δεσμεύει τα ιόντα ψευδαργύρου.  

Τα ιόντα ψευδαργύρου δεσμεύουν με τη σειρά τους 2 μόρια νερού, απαραίτητα για να 

επιτευχθεί η υδρόλυση (Εικόνα 4) (Wang Z. et al, 1999).  Το κύριο μοτίβο δέσμευσης 

ψευδαργύρου είναι ιστιδίνη-Χ-ιστιδίνη-Χ-ασπαρτικό οξύ (HXHXD) και είναι κοινό 
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για όλες τις MBLs, εκτός από τα ένζυμα της υποομάδας Β2 (Rasmussen B. A. et al, 

1997).  

Προτιμώμενο μέταλλο είναι ο ψευδάργυρος, και ενώ οι περισσότερες MBLs 

δεσμεύουν δύο ιόντα ψευδαργύρου στο ενεργό τους κέντρο, τα ένζυμα της 

υποομάδας Β2 δεσμεύουν ένα ιόν ψευδαργύρου (Rasmussen B. A. et al, 1997).  

Σύμφωνα με τον προτεινόμενο μηχανισμό υδρόλυσης, το ενεργό κέντρο 

προσανατολίζει και πολώνει τον β-λακταμικό δεσμό διευκολύνοντας την υδρόλυση 

(McManus-Munoz et al, 1999; Spencer J. et al, 2001 a; Wang Z. et al, 1998).  Ο 

μηχανισμός της υδρόλυσης των MBLs είναι περίπλοκος και ποικίλλει από τη μια 

MBL στην άλλη (Spencer J. et al, 2001b).  Η μελέτη της κρυσταλλικής δομής των 

MBLs έχει προσφέρει ανεκτίμητες γνώσεις για τον μηχανισμό της καταλυτικής τους 

δράσης.  Παρά το γεγονός ότι οι MBLs μπορεί να έχουν λιγότερο από 25% αμινοξική 

ομολογία, όλες φαίνεται ότι σχηματίζουν μία θηλιά που είναι ευέλικτη και πιστεύεται 

ότι είναι αυτή που διευκολύνει την δέσμευση και την υδρόλυση των β-λακταμικών 

ουσιών. 

Σε αντίθεση με τις β-λακταμάσες τύπου σερίνης, οι MBLs διαθέτουν μια 

ευρεία ευμετάβλητη θήκη στο ενεργό κέντρο που μπορεί να φιλοξενήσει περισσότερα 

β-λακταμικά υποστρώματα, προάγοντας έτσι το ευρύ φάσμα δράσης τους.  Επίσης, οι 

MBLς δεν επηρεάζονται από την δράση των αναστολέων της σερίνης, όπως το 

κλαβουλανικό οξύ και η σουλμπακτάμη (Page M. I., 1999; Page M. I., 2001).  Είναι 

ενδιαφέρον πως καμία από τις MBLs δεν υδρολύει αποτελεσματικά την αζτρεονάμη.  

Μελέτες σε ζωικά μοντέλα με λοιμώξεις από στελέχη που παράγουν MBL έχουν 

δείξει αντικρουόμενα αποτελέσματα όσον αφορά στην κλινική αποτελεσματικότητα 

της αζτρεονάμης (Bellais S. et al, 2002; Souli et al, 2011).  

Ο βαθμός συγγένειας ενζύμου - υποστρώματος αναφέρεται ως Km, ενώ ο 

αριθμός μετατροπής ή αριθμός μορίων υποστρώματος που μεταβολίζονται είναι το 

kcat.  Ο λόγος kcat / Km είναι η φυσιολογική αποδοτικότητα του ενζύμου.  Στον 

Πίνακα 4 φαίνονται οι τιμές των Km, kcat και kcat / Km των MBLs GIM-1, IMP-1, 

VIM-1, VIM-2, και SPM-1 που προέρχονται από παρόμοιες πειραματικές συνθήκες. 
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Εικόνα 4. Προτεινόμενος μηχανισμός πρόσδεσης β-λακτάμης σε μεταλλο-β-

λακταμάση της υποομάδας Β1. 
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Πίνακας 4. Ενζυμική δραστικότητα των GIM-1 (29), IMP-1 (78), VIM-1 (41), VIM-

2 (41), και SPM-1 (102)  

 

 
 
 

 
 
 
Τα στοιχεία στον Πίνακα 4 δείχνουν ότι ενώ αυτά τα ένζυμα μοιράζονται 

κοινά χαρακτηριστικά όσον αφορά στην δομή και την αρχιτεκτονική του ενεργού 

κέντρου, η ικανότητά τους να δεσμεύουν και να υδρολύουν τις β-λακτάμες ποικίλλει 

σημαντικά.  Αξιοσημείωτο παράδειγμα είναι η διαφορά μεταξύ VIM-1 και VIM-2, 

δύο ένζυμα με παραπλήσια δομή.  Για παράδειγμα, η VIM-2 τείνει να συνδέεται 

περισσότερο με τις β-λακτάμες από την VIM-1 και διαθέτει σημαντικά χαμηλότερες 

τιμές Km για την βενζυλοπενικιλίνη, την αμπικιλλίνη, την πιπερακιλλίνη, την 

μεζοσιλλίνη, την τικαρκιλλίνη, την κεφαλοθίνη, την κεφοξιτίνη, την κεφοταξίμη, την 

κεφταζιντίμη, την κεφπιρόμη, την μοξαλακτάμη, και την μεροπενέμη.  Η πιο 

σημαντική εξαίρεση είναι η ιμιπενέμη όπου VIM-1 και VIM-2 έχουν τιμές Km 1,5 

μΜ και 10μΜ αντίστοιχα (Docquier J. D. et al, 2003).  H VIM-1, υδρολύει πιο 

αποτελεσματικά τις περισσότερες β-λακτάμες (πιπερακιλλίνη, αζλοκιλλίνη, 

τικαρκιλλίνη, κεφαλοριδίνη, κεφαλοθίνη, κεφουροξίμη, κεφοταξίμη, κεφταζιδίμη, 

κεφπιρόμη και μεροπενέμη) από την VIM-2.  Και σε αυτή την περίπτωση η ιμιπενέμη 

αποτελεί εξαίρεση όπου η VIM-1 και η VIM-2 έχουν τιμές kcat 0.2/s και 34/s 

αντίστοιχα. Εικάζεται ότι αυτές οι διαφορές κινητικής οφείλονται σε αντικαταστάσεις 

αμινοξέων κοντά ή πάνω στον ενεργό σημείο, δηλαδή, ιστιδίνη / τυροσίνη στη θέση 

224 και σερίνη / αργινίνη στη θέση 228 (Docquier J. D. et al, 2003). 
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Η SPM-1 έχει μεγαλύτερη υδρολυτική δράση στις περισσότερες β-λακτάμες 

και είναι γενικά πιο αποτελεσματικό ένζυμο (υψηλότερες τιμές kcat / Km) από ότι η 

IMP-1 (Laraki N. et al, 1999) και η GIM-1 (Castanheira M. et al, 2004), με εξαίρεση 

τις αμπικιλλίνη, ιμιπενέμη, και μοξαλακτάμη για την περίπτωση της IMP-1 (Πίνακας 

4).  Η SPM-1 συνδέεται περισσότερο με τις κεφαλοσπορίνες, ιδιαίτερα την 

κεφοξιτίνη, (χαμηλότερες τιμές Km) παρά τις πενικιλλίνες και τις καρβαπενέμες.  Η 

GIM-1 κατά κύριο λόγο λειτουργεί ως πενικιλλινάση, με μέτρια δραστικότητα έναντι 

των κεφαλοσπορινών και καρβαπενεμών, παρά το γεγονός ότι δεν δεσμεύει στενά τις 

περισσότερες β-λακτάμες με εξαιρέσεις τις ιμιπενέμη (Km 287 μM), κεφεπίμη (Km 

431 μM) και μοξαλακτάμη (Km 1.035 μM). 

Πολλά ερωτήματα εγείρουν οι διαφορές στην καταλυτική δράση των MBLs, 

που ενώ έχουν παρόμοια δομή παρουσιάζουν ετερογένεια στις δεσμευτικές και 

υδρολυτικές ιδιότητες έναντι των β-λακταμών.  Μελέτες κινητικής έχουν 

προσπαθήσει να εξετάσουν τον καταλυτικό μηχανισμό των MBLs σε διάφορα β-

λακταμικά υποστρώματα.  Ωστόσο, οι περισσότερες από αυτές τις μελέτες έχουν 

χρησιμοποιήσει ως χρωμογόνο υπόστρωμα την νιτροσεφίνη, η οποία έχει άτυπη 

συμπεριφορά για κάποια ένζυμα (Spencer J. et al, 2001).  Επιπλέον, πολλές μελέτες 

έχουν επικεντρωθεί σε MBLs όπως η BCII και η CcrA και όχι σε κλινικά σημαντικά 

ένζυμα (Bounaga S. et al, 1998; Melino S. et al, 1998; Spencer J. et al, 2003). 

1.4. Γενετικό περιβάλλον επίκτητων MBLs 

Η εξάπλωση των MBLs θεωρείται ότι κατά κύριο λόγο οφείλεται στην τοπική 

κατανάλωση ευρέως φάσματος κεφαλοσπορινών και καρβαπενεμών (Lee K. et al, 

2003;  Lombardi G. et al, 2002).  Τα περισσότερα αν όχι όλα τα γονίδια που 

κωδικοποιούν IMP, VIM, NDM και GES εντοπίζονται σε γονιδιακές κασέτες σε 

ιντεγκρόνια τάξης 1 (Castanheira M. et al, 2004; Lauretti L. et al, 1999; Poirel L. et al, 

2001; Poirel L. et al, 2000; Senda K. et al, 1996; Yan J. J. et al, 2001), παρόλο που 

MBLς τύπου IMP ανευρίσκονται και σε ιντεγκρόνια τάξης 3 (Arakawa Y. et al, 1995; 

Collis C. M. et al, 2002).  Τα ιντεγκρόνια είναι σε θέση να εξασφαλίζουν γονιδιακές 

κασέτες μέσω ενός ειδικού σημειακού ανασυνδυασμού μεταξύ δυο τμημάτων DNA, 

ένα στο ιντεγκρόνιο και ένα στην γονιδιακή κασέτα.  Τα ιντεγκρόνια αποτελούνται 

από τρία τμήματα:  την 5΄ διατηρημένη περιοχή (5΄CS), την 3΄διατηρημένη περιοχή 

(3΄CS) και την μεταβλητή περιοχή.  Η 5΄CS περιοχή αποτελείται από το γονίδιο της 
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ιντεγκράσης (intl), το παρακείμενο σημείο ανασυνδυασμού (attl) και έναν υποκινητή 

(promoter) που διευκολύνει την έκφραση των γονιδιακών κασετών της μεταβλητής 

περιοχής.  Η  3΄CS περιοχή συχνά αποτελείται από ένα μερικώς διαγραμμένο qac 

γονίδιο (qacEΔ1) συνδεδεμένο με ένα sul γονίδιο τα οποία προσφέρουν αντίστοιχα 

αντοχή στα αντισηπτικά και τις σουλφοναμίδες.   

Οι γονιδιακές κασέτες είναι μικρά τμήματα κυκλικού DNA, μεγέθους περίπου 

1kb, που περιλαμβάνουν ένα μοναδικό γονίδιο μαζί με το σημείο ανασυνδυασμού 

που ονομάζεται  στοιχείο 59 βάσεων (59-base element) (Bennett P. M. et al, 1999).  

Σε κάποιες Ευρωπαϊκές χώρες έχουν βρεθεί γονίδια blaVIM σε γονιδιακές κασέτες 

χωρίς το στοιχείο των 59 βάσεων (Pallecchi L. et al, 2001; Walsh T. R. et al, 2003).  

Στις περισσότερες περιπτώσεις αυτό αφορά γονίδια MBL και γονίδια aacA4 τα οποία 

κωδικοποιούν αντοχή σε καναμυκίνη, νεομυκίνη, και στρεπτομυκίνη.  Ως εκ τούτου 

τόσο οι αμινογλυκοσίδες όσο και οι β-λακτάμες επιλέγουν κλινικά στελέχη με αυτές 

τις «ενσωματωμένες γονιδιακές κασέτες» θέτοντας σε περαιτέρω κίνδυνο αυτές τις 

επιλόγες αντιμικροβιακής θεραπείας (Walsh T. R. et al, 2003).       

Οι γονιδιακές κασέτες που φέρουν γονίδια αντοχής στις β-λακτάμες και τις 

αμινογλυκοσίδες, ενώ μπορούν να μετακινούνται ελεύθερα από το ένα ιντεγκρόνιο 

στο άλλο, δεν έχουν τη δυνατότητα από μόνες τους να μετακινούνται από τον ένα 

μικροοργανισμό στον άλλο και χρειάζονται την βοήθεια άλλων γενετικών δομών 

όπως τα πλασμίδια και τα τρανσποζόνια (Bennett P. M. et al, 1999).  Η πλειοψηφία 

των γονιδίων MBL βρίσκονται σε πλασμίδια μεγέθους μεταξύ 120 και 180 kb.  Στις 

ΗΠΑ έχουν ανευρεθεί γονίδια blaVIM-7 σε συζευκτικά πλασμίδια 24 kb (Toleman M. 

A. et al, 2004).     H in vivo μεταφορά μεγάλων εγγενών πλασμιδίων, που φέρουν 

γονίδια MBL, πιθανώς επηρεάζεται από την «δεκτικότητα» του βακτηρίου δέκτη, το 

μέγεθος και το γονιδιακό περιεχόμενο του πλασμιδίου.  Μέχρι σήμερα λίγες 

πληροφορίες υπάρχουν σχετικά με τα υπόλοιπα γονίδια εκτός των MBL, που 

μεταφέρονται με αυτά τα πλασμίδια ή αν οι λειτουργίες που κωδικοποιούν βοηθούν ή 

επιβαρύνουν τον βακτηριακό τους ξενιστή.   

Το γενετικό περιβάλλον των MBLs δεν αποτελεί μόνο μέτρο της 

πλαστικότητας τους, αλλά καθορίζει και το πώς οι μεταφερόμενες MBLs έχουν 

εξαπλωθεί σε παγκόσμια κλίμακα.  Το 2003 έγινε η πρώτη αναφορά γονιδίου MBL 

(blaIMP-13) και του ιντεγκρονίου του σε τρανσποζόνια τύπου-Tn5051 σε στέλεχος P. 

aeruginosa στην Ιταλία (Toleman M. A. et al, 2003). Παρόμοια ήταν και η 
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ενσωμάτωση των blaIMP-13 και blaVIM-2 σε στελέχη P. aeruginosa από την Πολωνία.  

Επιπλέον, τα γονίδια tnpR του τρανσποζονίου και από τις δύο περιοχές είναι 

πανομοιότυπα, υποδεικνύοντας ότι το τρανσποζόνιο ήταν υπεύθυνο για την διασπορά 

των ιντεγκρονίων τάξεως 1, τα οποία στη συνέχεια παρείχαν τα διαφορετικά MBL 

γονίδια (Toleman M. A. et al, 2003).  Τα στοιχεία αυτά επιβεβαιώνονται από το 

γεγονός ότι τα στελέχη P. aeruginosa είχαν διαφορετικά ηλεκτροφορητικά πρότυπα 

σε ηλεκτροφόρηση εναλλασσόμενου πεδίου και από το ότι δεν υπήρχαν ενδείξεις 

ύπαρξης πλασμιδίου.  Μερικές από τις ιαπωνικές blaVIM-2 πιστεύεται ότι βρίσκονται 

ενσωματωμένες σε τρανσποζόνια (Yatsuyanagi J. et al, 2004). 

Δεν συνδέονται όλα τα MBL γονίδια με ιντεγκρόνια ή τρανσποζόνια. Το 

γενετικό περιβάλλον του blaSPM-1 έχει αποδειχθεί ότι είναι μοναδικό, μοιάζοντας με 

γονίδια που σχετίζονται στενά με την Salmonella enterica ορότυπος Typhimurium 

και δεν σχετίζεται με ιντεγκρόνιο ή τρανσποζόνιο (Toleman M. A. et al, 2002).  Το 

blaSPM-1 και τα γύρω του γονίδια αποτελούν μέρος μιας μεταθετής γονιδιακής νησίδας 

παθογονικότητας και βρίσκονται σε ένα πλασμίδιο μεγέθους περίπου 180 Κb.  Οι 

νησίδες παθογονικότητας της Salmonella έχουν συσχετιστεί με κοινές μεταθετές 

περιοχές που έχουν επίσης συσχετιστεί με άλλα μεταθετά στοιχεία που ονομάζονται 

περιοχές SXT. Οι περιοχές αυτές μπορούν να κινητοποιηθούν κάτω από βακτηριακό 

στρες. Έχει αποδειχθεί πρόσφατα, όταν στοιχεία αντοχής που συνδέονται με το SXT 

αυξήθηκαν 300 φορές όταν το βακτήριο ήταν εκτεθειμένο σε φθοριοκινολόνες 

(Beaber J. W. et al, 2004;  Iwanaga M. et al, 2004).  Περαιτέρω ανάλυση των 

στελεχών P. aeruginosa από την Βραζιλία έδειξε ότι το επόμενο τμήμα DNA περιείχε 

κοινές περιοχές ή στοιχεία CR, και συγκεκριμένα CR4 (Poirel L. et al, 2004).  Σε 

σύγκριση με τα ιντεγκρόνια και τα τρανσποζόνια, πολύ λίγα είναι γνωστά για τα 

στοιχεία CR, ειδικά σε ότι αφορά το πώς διευκολύνουν την κινητοποίηση των 

γονιδίων αντοχής (Partridge S. R. et al, 2003). 

1.5. Ανίχνευση Καρβαπενεμασών 

Η ανίχνευση των μικροοργανισμών που παράγουν καρβαπενεμάσες αποτελεί 

για το μικροβιολογικό εργαστήριο ζήτημα υψίστης σημασίας για την επιλογή του 

κατάλληλου αντιμικροβιακού θεραπευτικού σχήματος και για την εφαρμογή μέτρων 

επιδημιολογικής επιτήρησης.  Η ανίχνευση των στελεχών αυτών παρουσιάζει 
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ορισμένες δυσκολίες, δεδομένου ότι δεν μπορεί να βασίζεται απλά στο προφίλ 

αντοχής, αλλά και λόγω της έλλειψης τυποποιημένης μεθοδολογίας. 

Η παραγωγή μιας καρβαπενεμάσης προσδίδει ένα συγκεκριμένο φαινότυπο 

αντοχής στις β-λακτάμες, ανάλογα με την βακτηριακό είδος, το επίπεδο έκφρασης 

του γονιδίου, τον τύπο του ενζύμου, και την παρουσία και άλλων μηχανισμών 

αντοχής όπως η μείωση της διαπερατότητας , παρουσία αντλιών εκροής (efflux 

pumps), συνύπαρξη άλλων β-λακταμασών (Queenan A.M. et al, 2007; Landman D. et 

al, 2009).  Η ανεύρεση υψηλής MIC (ή μειωμένης ζώνης αναστολής με έλεγχο 

διάχυσης δίσκου) μίας καρβαπενέμης πρέπει να εγείρει την υποψία ύπαρξης 

καρβαπενεμάσης υποδεικνύοντας  την αναγκαιότητα για περαιτέρω έλεγχο με τις 

κατάλληλες μεθόδους ελέγχου.  Ωστόσο, παρουσία καρβαπενεμάσης, οι MICs στις 

καρβαπενέμες μπορεί να κυμαίνονται σε ευρύ φάσμα τιμών, ακόμα και εντός του 

εύρους ευαισθησίας, όπως ορίζεται από τα τρέχοντα κλινικά όρια της CLSI ή της 

EUCAST (Πίνακας 5). 

Χαμηλά επίπεδα αντοχής στις καρβαπενέμες έχουν συχνά παρατηρηθεί σε 

εντεροβακτηριακά που παράγουν καρβαπενεμάσες διαφορετικών τύπων (Πίνακας 6) 

(Loli A. et al, 2006; Smith Moland E. et al, 2003; Tato M. et al, 2007) αλλά και 

στελέχη Acinetobacter spp. (Ikonomidis A. et al, 2008) και P. aeruginosa που 

παράγουν MBLs (Martins A.F. et al, 2007).  Για την επιλογή των υποψηφίων για 

παραγωγή καρβαπενεμάσης στελεχών που πρέπει να ελεγχθούν περαιτέρω πρέπει να 

ληφθούν υπόψη παράμετροι όπως οι γνωστές MICs στις καρβαπενέμες σε κάθε είδος 

βακτηρίου και για κάθε διαφορετικό ένζυμο, οι MICs των wild-type 

μικροοργανισμών καθώς και κάποια ειδικά φαινοτυπικά χαρακτηριστικά αντοχής από 

ποικίλους μηχανισμούς. 

Στην περίπτωση στελεχών Pseudomonas spp. και Acinetobacter spp. έχει 

διατυπωθεί η άποψη ότι περαιτέρω πρέπει να διερευνούνται στελέχη που είναι 

ανθεκτικά στις καρβαπενέμες (ιμιπενέμη και / ή μεροπενέμη) και ανθεκτικά είτε στην 

Τικαρκιλλίνη, Τικαρκιλλίνη-κλαβουλανικό ή κεφταζιδίμη (Cornaglia G. et al, 2007).  

Η παραπάνω πρόταση φαίνεται να είναι κατάλληλη για την περίπτωση των MBLs και 

θα μπορούσε επίσης να επεκταθεί και σε άλλες καρβαπενεμάσες, παρά τα 

διαφορετικά όρια ευαισθησίας που προτείνονται από διαφορετικούς οργανισμούς. 
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Για παράδειγμα, οι κατευθυντήριες οδηγίες της EUCAST και της CLSI 

ορίζουν ως ανθεκτικά στην ιμιπενέμη στελέχη Α. baumannii με MICs  ≥4 mg / L ή ≥8 

mg / L, αντίστοιχα, και ως ανθεκτικά στην μεροπενέμη στελέχη Α. baumannii και P. 

aeruginosa με MICs της ≥4 mg / L ή ≥8 mg / L, αντίστοιχα (Πίνακας 5). 

Η ταυτόχρονη εξέταση πρόσθετων φαινοτυπικών χαρακτηριστικών θα μπορούσε να 

βοηθήσει στην ανίχνευση των οργανισμών που παράγουν καρβαπενεμάσες.  

Ανεξάρτητα από τα πραγματικά επίπεδα αντοχής στις καρβαπενέμες, η ύπαρξη μίας 

καρβαπενεμάσης επηρεάζει την ευαισθησία σε μια ευρεία ποικιλία β-λακταμικών 

αντιμικροβιακών.  Ένα στέλεχος που κωδικοποιεί MBL αναμένεται να παρουσιάζει 

αντοχή στις πενικιλλίνες και σε όλες τις κεφαλοσπορίνες όπως κεφταζιντίμη, 

κεφοταξίμη και κεφτριαξόνη (Queenan A.M. et al, 2007). 

Ο προσδιορισμός των MICs σε στέλεχος MBL θετικό σε πολλές περιπτώσεις 

αποδεικνύεται προβληματικός.  Έχουν υπάρξει μελέτες που ανέφεραν σχετικά 

χαμηλή αναπαραγωγιμότητα για το μεγαλύτερο μέρος των συμβατικών μεθόδων που 

χρησιμοποιούνται, καθώς και αντιφατικά αποτελέσματα μεταξύ των μεθόδων 

(Giakkoupi P . et al, 2005; Bratu S. et al, 2005; Tenover F.C. et al, 2006).  Εν μέρει τα 

προβλήματα αυτά μπορούν να αποδοθούν στο ισχυρό φαινόμενο ενοφθαλμισμού 

(inoculum effect) ή στα χαμηλά επίπεδα αντοχής στις καρβαπενέμες που μπορεί να 

προσδίδουν τα ένζυμα, ιδίως σε εντεροβακτηριακά.   

Για τους λόγους αυτούς, μεγάλη προσοχή πρέπει να δίδεται στην διαδικασία 

ενοφθαλμισμού  των βακτηρίων, ιδίως στην περίπτωση των αυτόματων αναλυτών 

(Giakkoupi P . et al, 2005; Tenover F.C. et al, 2006).  Προβληματική επίσης έχει 

αποδειχθεί σε κάποιες περιπτώσεις η χρήση μεθόδων κλιμακωτής διάχυσης όπως το 

Etest (Tenover F.C. et al, 2006; Samuelsen O. et al, 2008; Pitout J.D. et al, 2005).  Οι 

μέθοδοι μικροδιάλυσης σε ζωμό και διάχυσης δίσκου θεωρούνται οι πιο αξιόπιστες 

και ακριβείς για την ανίχνευση αντοχής από MBLs.  

1.5.1. Φαινοτυπικές δοκιμασίες για την ανίχνευση των MBLs 

Μια σειρά απλών φαινοτυπικών δοκιμασιών, οι περισσότερες από τις οποίες 

χρησιμοποιούν δίσκους διάχυσης, έχουν περιγραφεί και αξιολογηθεί για την 

ανίχνευση οργανισμών που παράγουν MBLs.  Η μέθοδος clover leaf (ή 

τροποποιημένη δοκιμή Hodge - MHT) έχει χρησιμοποιηθεί εκτενώς ως γενική 

φαινοτυπική μέθοδος για την ανίχνευση των καρβαπενεμασών (CLSI, 2009; Lee K. et 
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al, 2001), και είναι η μόνη μέθοδος ανίχνευσης που συνιστάται έως σήμερα από την 

CLSI (CLSI, 2009). 

Η μέθοδος βασίζεται στην αδρανοποίηση μιας καρβαπενέμης είτε από 

ολόκληρα κύτταρα ή εκχύλισμα κυττάρων από τον μικροοργανισμό που παράγει 

καρβαπενεμάση, η οποία επιτρέπει σε ένα ευαίσθητo στέλεχος να αναπτυχθεί προς 

την κατεύθυνση ενός δίσκου καρβαπενέμης, κατά μήκος της ταινίας που έχει 

εμβολιασθεί το στέλεχος δοκιμής ή το εκχύλισμα αυτού.  Η δοκιμασία αυτή ανιχνεύει 

καρβαπενεμάση, αλλά δεν παρέχει πληροφορίες σχετικά με τον τύπο της. 

Επιπλέον, υπάρχουν αναφορές ψευδώς θετικών αποτελεσμάτων, ως επί το 

πλείστον από CTX-M-θετικά στελέχη με μειωμένη διαπερατότητα εξωτάτης 

μεμβράνης, καθιστώντας έτσι την μέθοδο προβληματική, ιδιαίτερα σε περιπτώσεις 

καρβαπενεμασών που παράγουν χαμηλά επίπεδα αντοχής στις καρβαπενέμες, όπως 

στα MBL-θετικά εντεροβακτηριακά (Pasteran F. et al, 2009).  Στην περίπτωση των 

MBLs, έχει διατυπωθεί η άποψη ότι η προσθήκη θειικού ψευδαργύρου μπορεί να 

βελτιώσει την απόδοση του MHT (Lee K. et al, 2003). 

Πολλές μέθοδοι που βασίζονται σε κάποια χημική ουσία – αναστολέα έχουν 

αναπτυχθεί για την ακριβή ανίχνευση των στελεχών που παράγουν MBL. Αυτές 

στηρίζονται στην συνέργεια μεταξύ των αναστολέων-MBL, όπως το EDTA (Lee K. 

et al, 2001; Yong D. et al, 2002), το EDTA με 1,10-φαινανθρολίνη (Migliavacca R. et 

al, 2002), ενώσεις θειόλης (2 - μερκαπτοπροπιονικό οξύ ή νατριούχο θειογλυκολικό 

οξύ) (Lee K. et al, 2003; Arakawa Y. Et al, 2000) και διπικολινικό οξύ (Kimura S. et 

al, 2005) και καρβαπενέμες (ιμιπενέμη και / ή μεροπενέμη) και / ή οξυιμίνο-

κεφαλοσπορίνη (κεφταζιδίμη) ως δείκτης β-λακταμικών ουσιών.  Οι δοκιμασίες 

αυτές βασίζονται στην ανάγκη των μεταλλοενζύμων για τα ιόντα ψευδαργύρου, και 

να χρησιμοποιούν χηλικές ενώσεις για την αναστολή της υδρόλυσης της β-λακτάμης.  

Σήμερα έχουν αξιολογηθεί και χρησιμοποιούνται διάφορες μέθοδοι συνέργειας με 

EDTA (διάχυσης με δίσκο ή αραίωσης σε ζωμό) (Lee K. et al, 2001; Lee K. et al, 

2003; Yong D. et al, 2002; Migliavacca R. et al, 2002). 

Η δοκιμασία συνέργειας διπλού δίσκου (double-disk synergy test - DDST) και 

η δοκιμασία συνδυασμένων δίσκων, χρησιμοποιώντας διαφορετική ποσότητα EDTA 

και, στην περίπτωση του DDST, διαφορετικές αποστάσεις μεταξύ των δίσκων, 

παρουσιάζουν υψηλή ευαισθησία, ακόμη και με στελέχη με χαμηλά επίπεδα αντοχής 
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στις καρβαπενέμες.  Έχει προταθεί συμπλήρωση ποσότητας ψευδαργύρου στο 

θρεπτικό υλικό καλλιέργειας, έτσι ώστε να αυξηθεί η ευαισθησία της μεθόδου 

(Giakkoupi P. et al, 2008), αλλά η τροποποίηση αυτή δεν έχει πλήρως αξιολογηθεί. 

      Η μέθοδος του Etest – MBL βασίζεται επίσης στη συνέργεια μεταξύ 

EDTA και ιμιπενέμης έχει καλή ευαισθησία και ειδικότητα για την ανίχνευση MBL 

που παράγουν στελέχη P. aeruginosa (Walsh T.R. et al, 2002), αν και επανειλημμένα 

έχει επισημανθεί ότι η ειδικότητά της μπορεί να ζημιωθεί, μεταξύ άλλων, από πιθανή 

ενδογενή δραστηριότητα του EDTA (Samuelsen O. et al, 2008; Chu Y.W. et al, 2005; 

Ratkai C. et al, 2009). 

 

Πίνακας 5. Κλινικά όρια ευαισθησίας στις καρβαπενέμες 
 Όρια CLSI Όρια EUCAST 

 M100-S19, 2009 M100-S22, 2012   

  MIC 
(μg/ml) 

Δίσκος 
(mm) 

MIC 
(μg/ml) 

Δίσκος 
(mm) 

MIC 
(μg/ml) 

Δίσκος 
 (mm) 

Enterobacteriaceae       

Ερταπενέμη ≤2-≥8 ≥19- ≤15 ≤0.5-≥2 ≥22- ≤18 ≤0.5->1 ≥25- <22 

Ιμιπενέμη ≤4-≥16 ≥16- ≤13 ≤1-≥4 ≥23- ≤19 ≤2->8 ≥21- <15 

Μεροπενέμη ≤4-≥16 ≥16- ≤13 ≤1-≥4 ≥23- ≤19 ≤2->8 ≥22- <16 

Ντοριπενέμη - - ≤1-≥4 ≥23- ≤19 ≤1->4 ≥24- <18 

Pseudomonas spp       

Ερταπενέμη - - - - - - 

Ιμιπενέμη ≤4-≥16 ≥16- ≤13 ≤2-≥8 ≥19- ≤15 ≤4->8 ≥20-<17 

Μεροπενέμη ≤4-≥16 ≥16- ≤13 ≤2-≥8 ≥19- ≤15 ≤2->8 ≥24-<18 

Ντοριπενέμη - - ≤2-≥8 ≥19- ≤15 ≤1->4 ≥22- <17 

Acinetobacter spp       

Ερταπενέμη - - - - - - 

Ιμιπενέμη ≤4-≥16 ≥16-≤13 ≤4-≥16 ≥16-≤13 ≤2->8 ≥23-<17 

Μεροπενέμη ≤4-≥16 ≥16-≤13 ≤4-≥16 ≥16-≤13 ≤2->8 ≥21-<15 

Ντοριπενέμη - - - - ≤1->4 ≥21-<15 
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Πίνακας 6. Εύρος MICs στις καρβαπενέμες κλινικών 
Εντεροβακτηριακών στελεχών με καρβαπενεμάση 

 
MIC (mg/L) 

Ιμιπενέμη Μεροπενέμη Ερταπενέμη 

KPC 0.5 to >32 0.5 to >32 0.5 to >32 

IMP/VIM/NDM 0.5 to >32 0.5 to >64 0.38 to >32 

OXA-48/OXA-181 0.25 to 64 0.38 to 64 0.38 to >32 
 
 
 
 

Υπάρχουν μελέτες που αναφέρουν αποτυχίες των μεθόδων συνέργειας με 

EDTA στην ανίχνευση MBL σε στελέχη A. baumannii  (Ikonomidis A. et al, 2008; 

Loli A. et al, 2008; Picao R.C. et al, 2008) και έχει προταθεί η χρήση δοκιμασιών που 

χρησιμοποιούν ενώσεις θειόλης, ως περισσότερο αποτελεσματικές (Lee K. et al, 

2003).  Ψευδώς θετικά αποτελέσματα σε στελέχη A. baumannii έχουν αναφερθεί 

παρουσία καρβαπενεμασών ομάδας D (Segal H. et al, 2005).  Το Etest – MBL έχει 

κριθεί ακατάλληλο για την ανίχνευση MBL σε εντεροβακτηριακά με χαμηλές MICs 

στην ιμιπενέμη (≤4mg/L), ωστόσο αναμένεται βελτιωμένη έκδοση που φαίνεται να 

αντιμετωπίζει το συγκεκριμένο πρόβλημα (19th European Congress of Clinical 

Microbiology and Infectious Diseases, 2009, Abstract O252.). 

Παρά τις καλές επιδόσεις των δοκιμασιών αναστολής για την ανίχνευση των 

MBLs πρέπει να λαμβάνεται υπόψη ότι οι αναστολείς MBL δρούν στην πράξη μη-

ειδικά και επηρεάζουν άλλες δομές και διαδικασίες (π.χ. διαπερατότητα εξωτάτης 

μεμβράνης σε P. aeruginosa) (Chu Y.W. et al, 2005).   

1.5.2. Ανίχνευση MBL με σπεκτροφωτομετρία 

Η μέτρηση της υδρόλυσης των καρβαπενεμών με σπεκτροφωτομετρία είναι η 

μέθοδος αναφοράς για την ανίχνευση της παραγωγής καρβαπενεμάσης.  Η υδρόλυση 

της καρβαπενέμης παρουσία ή απουσία αναστολέων (π.χ EDTA), δίδει περαιτέρω 

πληροφορίες όσον αφορά στον τύπο του ενζύμου.  Οι τεχνικές αυτές 

πραγματοποιούνται σε εργαστήρια αναφοράς.  
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1.5.3. Μοριακές μέθοδοι ανίχνευσης MBLs 

Οι μοριακές μέθοδοι όπως η απλή και η πολλαπλή PCR, η PCR σε 

πραγματικό χρόνο (real-time), ο υβριδισμός DNA και η μελέτη της νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας (sequencing) αποτελούν ακριβείς αλλά ταυτόχρονα και απαιτητικές 

μεθόδους σε κόστος, εξοπλισμό, τεχνογνωσία και χρησιμοποιούνται σε ερευνητικά 

εργαστήρια και σε εργαστήρια αναφοράς.  Στις μέρες μας η χρήση PCR 

πραγματοποιείται σαν εξέταση ρουτίνας, ώστε να υπερκεραστούν προβλήματα της 

φαινοτυπικής διάγνωσης.  Εκτός από “in house” μεθόδους, κυκλοφορούν τα 

τελευταία χρόνια κιτ PCR και υβριδισμού για μια σειρά από μεταλλοένζυμα (18th 

European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 2008, Abstract 

P2000; 19th European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 

2009, Abstract P1054).  

 

1.6 Αντιμικροβιακές ουσίες με δράση έναντι μικροοργανισμών που παράγουν   

MBL 

1.6.1  Β-λακτάμες 

Αντιμικροβιακές ουσίες μεταξύ των β-λακταμών που διατηρούν in vitro 

δραστικότητα υπό προϋποθέσεις έναντι των μεταλλο-β-λακταμασών είναι η 

αζτρεονάμη (επί απουσίας ESBL) και οι καρβαπενέμες. Δεδομένα που επιβεβαιώνουν 

την κλινική αποτελεσματικότητα αυτών των αντιβιοτικών προέρχονται από θεραπεία 

πειραματικών λοιμώξεων. Οι Δαϊκος και συν. μελέτησαν τη δράση δύο δοσολογικών 

σχημάτων ιμιπενέμης (30 και 60 mg/kg κάθε 2 h) κατά στελεχών K. pneumoniae που 

παράγουν VIM-1  σε ουδετεροπενικούς αρουραίους με λοίμωξη μαλακών μορίων 

(Daikos GL et al, 2007). Τα πειραματόζωα μολύνθηκαν με τρία VIM-1-θετικά 

στελέχη (με MIC ιμιπενέμης 2, 4, και 32 μg/ml, αντίστοιχα) και με ένα κλινικό 

στέλεχος ‘άγριου τύπου’ (MIC ιμιπενέμης 0.125 μg/ml), που δεν παρήγαγε καμία 

ευρέως φάσματος β-λακταμάση. Η βακτηριοκτόνος δράση ήταν εντονότατη κατά των 

ευαίσθητων στελεχών, που δεν παρήγαγαν VIM-1, ενδιάμεση κατά των ‘ευαίσθητων’ 

στελεχών που παρήγαγαν VIM-1 (MIC ιμιπενέμης 2 και 4 μg/ml), και ελάχιστη κατά 

των ανθεκτικών στελεχών VIM-1 (MIC ιμιπενέμης 32 μg/ml). Ωστόσο, η χορήγηση 
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υψηλότερων δόσεων ιμιπενέμης (60 mg/kg κάθε 2 h) πέτυχε μια έκθεση στο φάρμακο 

περίπου 40% του χρόνου πάνω από την MIC (T> MIC) και εντονότερη δραστικότητα 

κατά όλων των στελεχών που παράγουν VIM-1, συμπεριλαμβανομένων και των 

ανθεκτικών. Τα δεδομένα αυτά επιβεβαιώθηκαν και από τη μελέτη των Σουλή και 

συν. (Souli et al, 2011) στην οποία οι καρβαπενέμες (ιμιπενέμη, μεροπενέμη και 

ερταπενέμη) φάνηκαν αποτελεσματικές στη θεραπεία πειραματικού ενδοκοιλιακού 

αποστήματος σε κονίκλους από ευαίσθητο στις καρβαπενέμες στέλεχος E.coli που 

παρήγαγε VIM-1 αν και η θεραπεία με αζτρεονάμη έδειξε τα καλύτερα κλινικά και 

μικροβιολογικά αποτελέσματα. 

Εν τούτοις η κλινική αποτελεσματικότητα της αζτρεονάμης κατά των 

Εντεροβακτηριακών που παράγουν μέταλλο-β-λακταμάσες δεν έχει επαρκώς 

μελετηθεί επί του παρόντος ενώ η μονοθεραπεία με καρβαπενέμη δεν απεδείχθη ότι 

είναι μια αξιόπιστη θεραπευτική επιλογή στην κλινική πράξη. Σε συστηματική 

ανασκόπηση της βιβλιογραφίας που αφορά βακτηριαιμίες από K.pneumoniae με 

καρβαπενεμάση (Daikos GL et al, 2012), η μονοθεραπεία με καρβαπενέμες είχε 

επιτυχές κλινικό αποτέλεσμα στο 68.4% των περιπτώσεων. Αυτό το ποσοστό ήταν 

υψηλότερο σε σχέση με αυτό που επιτεύχθηκε με τη μονοθεραπεία με κολιστίνη ή με 

τιγεκυκλίνη, ωστόσο δεν ήταν σημαντικά διαφορετικό από τη θεραπεία με 

«ακατάλληλο» φάρμακο. Η μονοθεραπεία με καρβεπενέμες για τη θεραπεία των 

λοιμώξεων αυτών δεν συστήνεται.  

 

1.6.2 Άλλες αντιμικροβιακές ουσίες 

Πολύ συχνά τα στελέχη που παράγουν μέταλλο-β-λακταμάσες  έχουν 

πρόσθετα γονίδια στα ίδια ή σε διαφορετικά πλασμίδια, που προσδίδουν αντοχή στις 

αμινογλυκοσίδες, τις νεότερες κινολόνες, την τριμεθοπρίμη/ σουλφαμεθοξαζόλη, τις 

τετρακυκλίνες και άλλες ομάδες αντιμικροβιακών, αφήνοντας πολύ λίγες διαθέσιμες 

θεραπευτικές επιλογές. Τα αντιβιοτικά που αναμένεται να μην έχουν διασταυρούμενη 

αντοχή με τις β-λακτάμες και πιθανώς παραμένουν δραστικά έναντι των στελεχών 

που παράγουν καρβαπενεμάσες είναι τα ακόλουθα: 

1.6.2.1  Κολιστίνη 

Η εμφάνιση πολυανθεκτικών Gram-αρνητικών οδήγησε στην αναβίωση των 

πολυμυξινών, μιας παλιάς κατηγορίας αντιβιοτικών κυκλικών πολυπεπτιδίων, που 
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ανακαλύφθηκαν το 1947. Η ομάδα αποτελείται από τις πολυμυξύνες Α-Ε, μεταξύ των 

οποίων μόνο η πολυμυξίνη Β και η πολυμυξίνη Ε (κολιστίνη) βρίσκονται σήμερα σε 

κλινική χρήση. Η κολιστίνη είναι δραστική in vitro έναντι των Εντεροβακτηριακών 

(συμπεριλαμβανομένων και των στελεχών που παράγουν καρβαπενεμάσες) και των 

πολυανθεκτικών στελεχών P. aeruginosa και Acinetobacter. Μελέτες in vitro 

υποδεικνύουν, ότι η κολιστίνη διατηρεί δραστικότητα κατά των στελεχών, που 

παράγουν καρβαπενεμάση με ελάχιστες ανασταλτικές πυκνότητες (MIC) γενικά 

≤1mg/L. Μεταξύ 66 στελεχών που παρήγαγαν καρβαπενεμάσες που απομονώθηκαν 

στο Ηνωμένο Βασίλειο, το 92.4% ήταν ευαίσθητο στην κολιστίνη (Livermore D.M. 

et al, 2011) και σε μια συλλογή πολυανθεκτικών στελεχών K.pneumoniae που 

απομονώθηκαν από την Ελλάδα, τα ποσοστά ευαισθησίας στην κολιστίνη ήταν 

84.7% (Souli M et al, 2006). Παρ΄όλα αυτά η κλινική αποτελεσματικότητα της 

μονοθεραπείας με κολιστίνη κατά των σοβαρών λοιμώξεων, που προκαλούν τα 

στελέχη που παράγουν καρβαπενεμάσες παραμένει απρόσμενα χαμηλή. Σε πρόσφατη 

συστηματική ανασκόπηση της βιβλιογραφίας η οποία συμπεριέλαβε τις 

δημοσιευμένες περιπτώσεις βακτηριαιμίας από στελέχη K.pneumoniae που 

παρήγαγαν καρβαπενεμάσες, μεταξύ 432 ασθενών οι 98 έλαβαν μονοθεραπεία με 

κολιστίνη και από αυτούς η έκβαση στο 45,9% χαρακτηρίστηκε ως  αποτυχία. 

Επιπλέον στην ίδια μελέτη, η μονοθεραπεία με κολιστίνη δεν ήταν σημαντικά 

διαφορετική από τη θεραπεία με «ακατάλληλο» φάρμακο (Daikos GL et al, 2012). Σε 

ανάλογο συμπέρασμα είχαν καταλήξει οι Hisrch and Tam, που έκαναν ανασκόπηση 

σε 15 μελέτες και συνολικά 55 ασθενείς που έπασχαν από λοίμωξη με στελέχη 

K.pneumoniae που παρήγαγαν KPC (Hirsch EB et al, 2010). Πολλοί παράγοντες 

μπορεί να συμβάλλουν στη φτωχή κλινική αποτελεσματικότητα της κολιστίνης. Τα 

συνήθη δοσολογικά σχήματα της κολιστίνης δεν επιτυγχάνουν συγκεντρώσεις στον 

ορό, οι οποίες να είναι επαρκείς για τη θεραπεία λοιμώξεων, που οφείλονται σε 

παθογόνα με MIC μεγαλύτερες από 0.5 mg/L. Εξάλλου, με τα καθιερωμένα 

δοσολογικά σχήματα, η συγκέντρωση σε σταθερή κατάσταση της κολιστίνης 

επιτυγχάνεται εντός δύο έως τριών ημερών. Αυτή η καθυστέρηση, που πιθανώς 

επηρεάζει αρνητικά την έκβαση του ασθενούς, μπορεί να ξεπεραστεί χορηγώντας μια 

δόση φόρτισης του φαρμάκου. Αρκετά σημαντικά χαρακτηριστικά της κολιστίνης, 

όπως η σχετικά μακρά ημίσεια ζωή, η εξαρτώμενη από τη συγκέντρωση 

βακτηριοκτόνος δράση της in vitro, όπως και η πιθανή επαγωγή της προσαρμοστικής 

αντοχής (adaptive resistance) (Plachouras D et al, 2009; Daikos GL et al, 2010), 
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καθιστούν σαφώς επιτακτική τη χορήγηση μιας δόσης εφόδου, που ακολουθείται από 

μεγαλύτερες δόσεις συντήρησης σε μεγαλύτερα μεσοδιαστήματα (Garonzik SM et al, 

2011). Ένα άλλο ανησυχητικό ζήτημα είναι η αυξανόμενη αντοχή στην κολιστίνη, 

που αναφέρθηκε από το 2007 στην Ελλάδα (Antoniadou A et al, 2007) και 

προσφάτως αναδεικνύεται και σε άλλα μέρη του κόσμου (Suh J.Y. et al, 2010; Tóth 

Á et al, 2010; Mezzatesta ML et al, 2011; Marchaim D et al, 2011) και σχετίζεται με 

την παρατεταμένη χρήση της (Matthaiou DK et al, 2008).  

1.6.2.2  Τιγεκυκλίνη 

Η τιγεκυκλίνη είναι ένα ενδοφλέβιο αντιμικροβιακό ανάλογο της 

μινοκυκλίνης, πολλά υποσχόμενο ως μονοθεραπεία για ασθενείς με σοβαρές 

πολυμικροβιακές λοιμώξεις, συμπεριλαμβανομένων των πολυανθεκτικών 

μικροοργανισμών. Το φάσμα της περιλαμβάνει εκτός από τα πολυανθεκτικά στελέχη 

A. baumannii, τα Εντεροβακτηριακά που παράγουν ESBLs, KPC και VIM. Η 

τιγεκυκλίνη ήταν δραστική έναντι του συνόλου των 104 στελεχών 

Εντεροβακτηριακών, που παρήγαγαν καρβαπενεμάσες και συλλέχθησαν από το 2000 

έως το 2005 στα πλαίσια μιας πολυκεντρικής μελέτης (Castanheira M et al, 2008). 

Ωστόσο έχει αναφερθεί πρόσφατα σε πολλά μέρη του κόσμου, μια αύξηση του 

ποσοστού αντοχής στη τιγεκυκλίνη μεταξύ των στελεχών Enterobacter και 

Klebsiella. Οι Livermore και συνεργάτες ανέφεραν ένα ποσοστό ευαισθησίας της 

τάξεως του 44% μεταξύ 66 σύγχρονων στελεχών που παράγουν καρβαπενεμάση 

(Livermore DM et al, 2011).  

Το 2010, η Αμερικανική Υπηρεσία Διαχείρησης Τροφίμων και Φαρμάκων 

(Food and Drug Administration-FDA) εξέδωσε οδηγία, κατά της χρήσης της σε 

σοβαρές λοιμώξεις (FDA Drug Safety Communication: Increased Risk of Death with 

Tygacil (Tigecycline) Compared to Other Antibiotics Used to Treat Similar 

Infections.[http://www.fda.gov/Drugs/DrugSafety/ucm224370.htm]). Πρόσφατη 

μετα-ανάλυση έδειξε ότι η θεραπεία με τιγεκυκλίνη πιθανώς να συνδέεται με 

αυξημένη θνητότητα ειδικά στις σοβαρές λοιμώξεις συμπεριλαμβανομένων των 

βακτηριαιμιών και πνευμονιών που σχετίζονται με αναπνευστήρα. Και οι δύο αυτές 

λοιμώξεις παραμένουν εκτός των εγκεκριμένων ενδείξεων του φαρμάκου (Yahav D 

et al, 2011). Η περιορισμένη θεραπευτική αποτελεσματικότητα στις αιματογενείς 

λοιμώξεις, από στελέχη Klebsiella που παράγουν καρβαπενεμάσες θα πρέπει μάλλον 

να αποδοθεί στη βακτηριοστατική δράση του φαρμάκου και στο προβληματικό 
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φαρμακοκινητικό και φαρμακοδυναμικό προφίλ του. Με το καθιερωμένο δοσολογικό 

σχήμα της τιγεκυκλίνης (50mg δύο φορές ημερησίως) οι μέγιστες συγκεντρώσεις του 

φαρμάκου στον ορό είναι συνήθως χαμηλές και δεν ξεπερνούν το 1mg/L (Agwuh KN 

et al, 2006).     

Επιπλέον, στην ανασκόπηση των Δαΐκου και συνεργατών που αναφέρθηκε 

ανωτέρω, η τιγεκυκλίνη ως μονοθεραπεία ήταν απογοητευτική με ένα ποσοστό 

αποτυχίας 47.2% και δεν ήταν ανώτερη μιας μη δραστικής θεραπείας (Daikos GL et 

al, 2012).  

Αυτά τα στοιχεία συστήνουν ξεκάθαρα την αποφυγή της μονοθεραπείας με 

τιγεκυκλίνη σε λοιμώξεις από στελέχη που παράγουν καρβαπενεμάση. Οι κλινικοί 

ιατροί θα πρέπει να υιοθετήσουν μια προσεκτική προσέγγιση στη χρήση της 

τιγεκυκλίνης εντός των εγκεκριμένων κλινικών ενδείξεων. 

 1.6.2.3  Αμινογλυκοσίδες 

Σε ορισμένες γεωγραφικές περιοχές συμπεριλαμβανομένης της Ελλάδας, η 

γενταμικίνη παραμένει η πιο δραστική αμινογλυκοσίδη in vitro κατά των 

Εντεροβακτηριακών που παράγουν καρβαπενεμάσες. Παρ’ όλα αυτά, η 

μονοθεραπεία είχε χαμηλά ποσοστά κλινικής αποτελεσματικότητας, που έφταναν στο  

62.5% των ασθενών με βακτηριαιμία σύμφωνα με την ανασκόπηση των Δαΐκου και 

συνεργατών (Daikos GL et al, 2012) ενώ δεν μείωσε τη θνητότητα των 

βακτηριαιμιών από KPC-θετική K.pneumoniae στην ανασκόπηση των Tumbarello 

και συνεργατών (Tumbarello M et al, 2012). 

1.6.2.4  Φωσφομυκίνη 

Η φωσφομυκίνη, ένα ξεχασμένο αντιβιοτικό που αναστέλλει τη σύνθεση του 

βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος, ανακαλύφθηκε πριν 40 περίπου χρόνια και 

διαθέτει μια υποσχόμενη δράση in vitro κατά των στελεχών K. pneumoniae, που είναι 

ανθεκτικά στις καρβαπενέμες (Falagas ME et al, 2010). Μεταξύ των 66 στελεχών που 

παρήγαγαν καρβαπενεμάση από το Ηνωμένο Βασίλειο, το 51.5% ήταν ευαίσθητα στη 

φωσφομυκίνη (Livermore DM et al, 2011), ενώ σε μια συλλογή από 24 στελέχη που 

παρήγαγαν μέταλλο-β-λακταμάση και από 79 στελέχη που παρήγαγαν 

καρβαπανεμάσες από την Ελλάδα, 83.3% και 94.9% αντίστοιχα ήταν ευαίσθητα 

(Falagas ME et al, 2010). Σε προοπτική κλινική μελέτη η φωσφομυκίνη δόθηκε 

ενδοφλεβίως σε 2-4 gr κάθε 6 ώρες για 14±5.6 ημέρες, σε συνδυασμό με άλλα 
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αντιβιοτικά σε 11 ενήλικες ασθενείς ΜΕΘ με λοιμώξεις από K. pneumoniae 

ανθεκτικών στην καρβαπενέμη (Michalopoulos A et al, 2010).  Όλοι οι ασθενείς 

είχαν θετική μικροβιολογική και κλινική έκβαση με συνολική θνητότητα 18.2%. Δεν 

αναφέρθηκαν ανεπιθύμητες ενέργειες. Η περιορισμένη κλινική εμπειρία με τη 

φωσφομυκίνη κάνουν επιτακτική την ανάγκη διενέργειας καλά οργανωμένων 

κλινικών μελετών για την αποτελεσματικότητα της σε λοιμώξεις από στελέχη που 

παράγουν καρβαπενεμάση. Θα πρέπει να τονιστεί ωστόσο ότι η μονοθεραπεία με 

φωσφομυκίνη είναι απαγορευτική εξαιτίας της ταχείας ανάπτυξης αντοχής κατά τη 

διάρκεια της θεραπείας. Επί του παρόντος τα καταλληλότερα δοσολογικά σχήματα 

είναι άγνωστα, αλλά υπάρχουν κάποια δεδομένα in vitro που υποδεικνύουν ότι η 

συνέργεια με τις καρβαπενέμες θα πρέπει να αναμένεται στο 30-78% και με την 

κολιστίνη ή την τιγεκυκλίνη στο 35% για τα στελέχη K.pneumoniae, που παράγουν 

KPC. Επιπροσθέτως, οι συνδυασμοί φωσφομυκίνης με μεροπενέμη, κολιστίνη ή 

γενταμικίνη φαίνεται ότι αποτρέπουν την ανάπτυξη αντοχής στη φωσφομυκίνη (Souli 

M et al, 2011).  

1.6.2.5. Aλλες ομάδες αντιμικροβιακών 

Δεδομένα in vitro δείχνουν ότι άλλοι παράγοντες όπως νεότερες κινολόνες, 

χλωραμφενικόλη ή τεμοσιλλίνη διατηρούν in vitro δραστικότητα έναντι κάποιων 

στελεχών που παράγουν καρβαπενεμάσες. Σε στελέχη από το Ηνωμένο Βασίλειο τα 

ποσοστά ευαισθησίας αυτών των αντιμικροβιακών αναφέρθηκαν στο 20%, 24% και 

4.5% αντίστοιχα (Livermore DM et al, 2010), ωστόσο, λείπει η κλινική εμπειρία με 

τους ανωτέρω παράγοντες. Τα μόνα δημοσιευμένα δεδομένα περιλαμβάνουν μια 

αναφορά από επιδημία σε νοσοκομείο στην Αυστραλία, όπου τα περισσότερα 

Εντεροβακτηριακά που παρήγαγαν IMP-4, ήταν ευαίσθητα στις κινολόνες, ενώ 

τέσσερις ασθενείς που μολύνθηκαν από  K. pneumoniae, S. marcescens και E. 

cloacae με καρβαπενεμάση θεραπεύτηκαν επιτυχώς με κινολόνη (Peleg Anton Y et 

al, 2010).  

 

1.6.3  Νεότερες ουσίες 

Η έλλειψη νέων αντιμικροβιακών ουσιών, δραστικών ενάντια σε 

πολυανθεκτικά  gram-αρνητικά παθογόνα είναι αποτέλεσμα κυρίως των δυσκολιών 

και κατά συνέπεια του μεγάλου κόστους που έχει η διαδικασία ανάπτυξης και 
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κυκλοφορίας των ουσιών αυτών.  Ωστόσο η παραγωγή μιας σειράς από νέα προϊόντα 

βρίσκεται σε εξέλιξη.  

 

1.6.3.1  Σουλφακτάμες.  

 Αποτελούν μια ξεχωριστή σειρά μονοκυκλικών β-λακταμών (το tigemonam 

είναι το πρώτο μέλος) και εμφανίζουν ισχυρή δραστικότητα έναντι των 

εντεροβακτηριακών.  Επιπλέον, όπως και άλλες συναφείς δομικά μονοκυκλικές 

ενώσεις, όπως η αζτρεονάμη, είναι σχεδόν ανεπηρέαστες από την υδρολυτική δράση 

των MΒLs.  Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει μια νέα ομάδα σιδηροφόρων 

(siderophore-coupled) σουλφακταμών που εκπροσωπείται από το BAL30072 (Page 

M. G. et al, 2010). Τα συνδεδεμένα σιδηροφόρα ενισχύουν τη δράση τους σε βάρος 

των μικροβίων που παράγουν MΒL διευκολύνοντας το ποσοστό εισόδου μέσω της 

εξωτάτης μεμβράνης, ακόμη και σε στελέχη με ελαττωματική διαπερατότητα (Page 

M. G. et al, 2009). Πειράματα σε ζώα υποστηρίζουν περαιτέρω τις θεραπευτικές 

δυνατότητες της BAL30072 κατά των εντεροβακτηριακών που παράγουν MΒLs 

(Miriagou V. et al, 2010). 

1.6.3.2  Πλαζομισίνη  

 Η πλαζομισίνη είναι ένα παράγωγο της σισομισίνης με υποκατάσταση στις 

θέσεις 1 και 6 (α υδροξυαμινοβουτυρικό οξύ και υδροξυαιθυλο ομάδα, αντίστοιχα).  

Αυτό το αντιμικροβιακό αντιστέκεται στα ένζυμα που τροποποιούν τις 

αμινογλυκοσίδες και εμφανίζει ισχυρή βακτηριοκτόνο δράση κατά πολλών 

πολυανθεκτικών μικροβίων (Livermore, D. M. et al, 2011; Galani et al, 2012).   

1.6.3.3  Αναστολείς της αμινοακυλο-tRNA συνθετάσης.   

Έως πρόσφατα, αυτή η κατηγορία φαρμάκων περιλάμβανε μόνο την 

μουπιροσίνη.  Η ανάπτυξη των νέων αναστολέων  αμινοακυλο-tRNA συνθετάσης 

που περιέχουν βόρον, προστεθεί σε αυτήν την κατηγορία ενώσεων χαρακτηριστικά 

φαρμακοκινητικής κατάλληλα για συστηματική χρήση και δραστικότητα κατά των 

Gram-αρνητικών. Μια πολλά υποσχόμενη ουσία, η GSK2251052, αναστέλλοντας την 

leucyl-tRNA συνθετάση, είναι αποτελεσματική ενάντια σε μικρόβια που παράγουν 

καρβαπενεμάσες (Alley D., 2011). 
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1.6.3.4  Αναστολείς καρβαπενεμασών.  

Παρά τις προσπάθειες σχεδόν τριών δεκαετιών για την ανάπτυξη αναστολέων των β-

λακταμασών, μόνο τρεις, το κλαβουλανικό οξύ, η ταζομπακτάμη, και η 

σουλμπακτάμη, χρησιμοποιούνται σε κλινικό επίπεδο.  Ένας αριθμός νέων 

αναστολέων β-λακταμασών είναι υπό αξιολόγηση.  Η πλειοψηφία των ενώσεων είναι  

επί του παρόντος παράγωγα β-λακτάμης, ωστόσο μελετάται και ένας αριθμός μη-β-

λακταμικών ουσιών που παρουσιάζουν επίσης σημαντική ανασταλτική δράση. Οι 

παρακάτω ουσίες φαίνεται να έχουν δράση έναντι των MBLS. 

1.6.3.5  1 - β-μεθυλκαρβαπενέμες.  

 Προέκυψαν από αντικαταστάσεις στον πυρήνα καρβαπενεμών που περιέχουν μια 

μεθυλική ομάδα στη θέση C-1 (τον ίδιο πυρήνα όπως στη δοριπενέμη).  

Ενδιαφέροντα μέλη της ομάδας είναι οι ενώσεις J-110, 411 και J-111, 225 που 

αναστέλλουν τις τάξεως Α και C β-λακταμάσες όπως και τις τύπου IMP MBLs σε 

χαμηλές συγκεντρώσεις (Nagano R. et al, 1999; Nagano R. et al, 2000). 

1.6.3.6  Σουλφόνες.  

 Eνώσεις με υποκατάσταση μερκαπτομεθυλίου στην θέση C-6 παρουσιάζουν ισχυρή 

ανασταλτική δράση κατά των MBLs (Buynak J. D. et al, 2004). 

1.6.3.7  Σουξινικά οξέα. 

 (Μη β-λακτάμες). Διάφορα παράγωγα σουξινικού οξέως [2, 3 - (S, S)-σουξινικά 

οξέα] παρουσιάζουν ισχυρή ανασταλτική δράση κατά του τύπου τύπου IMP MBLs 

(Moloughney J. G. et al, 2005). 

1.6.3.8  Θειόλες.  

(Μη β-λακτάμες). Οι θειολικές ενώσεις, όπως το θειομανδελικό οξύ, θεωρούνται 

αποτελεσματικοί αναστολείς των MBLs ιδιαίτερα των τύπων VIM και IMP. Δρουν 

μέσω της γεφύρωσης των ιόντων ψευδαργύρου από το ενεργό κέντρο, εκτοπίζοντας 

έτσι το καταλυτικό μόριο του νερού (Lienard, B. M. et al, 2008;  Yamaguchi Y. et al, 

2007). 
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1.6.4  Σύγχρονες απόψεις για τη θεραπεία λοιμώξεων από στελέχη που παράγουν 

MBL 

 Η σύγχρονη προσέγγιση στη θεραπεία των δυσίατων αυτών λοιμώξεων 

διαμορφώνεται από δεδομένα που προέρχονται κυρίως από προοπτικές ή 

αναδρομικές μελέτες παρατήρησης και στηρίζεται στη χρήση συνδυασμών 

αντιβιοτικών. Από την προοπτική μελέτη των Δαΐκου και συνεργατών (Daikos GL et 

al, 2009) φάνηκε ότι η μονοθεραπεία (συμπεριλαμβανομένων των καρβαπανεμών) 

για την αντιμετώπιση της βακτηριαιμίας από στελέχη K. pneumoniae που παράγουν 

VIM-1, είχε ως αποτέλεσμα ποσοστό θνητότητας παραπλήσιο αυτού, που 

παρατηρήθηκε σε ασθενείς, που έλαβαν ακατάλληλη θεραπεία (μη-δραστικό 

φάρμακο) (27% έναντι 27.8%), ενώ η χαμηλότερη θνητότητα παρατηρήθηκε στην 

ομάδα των ασθενών, που έλαβαν δύο δραστικά φάρμακα, ένα από τα οποία θα 

μπορούσε να είναι μία καρβαπενέμη (8.3%). Πρόσφατη συστηματική ανασκόπηση 

της βιβλιογραφίας από τον Δαΐκο και συνεργάτες (Daikos GL et al, 2012) 

επιβεβαίωσε ότι ο συνδυασμός ήταν ανώτερος της μονοθεραπείας (p=0.02, OR=1.97, 

95%CI=1.13-3.40) και της ‘ακατάλληλης’ θεραπείας (p=0.006, OR=2.8, 95%CI=1.4-

5.7) και τα σχήματα που περιελάμβαναν καρβαπενέμη ήταν σημαντικά πιο 

αποτελεσματικά απ’ότι τα σχήματα χωρίς καρβαπενέμη (p=0.01, OR=1.97, 

95%CI=1.13-3.40). Αυτά τα ευρήματα υποστηρίζονται και από άλλες πρόσφατες 

αναφορές (Qureshi ZA et al, 2012; Mouloudi E et al, 2010). Επιπλέον, οι Tumbarello 

και συνεργάτες, ανέφεραν ακόμα καλύτερα κλινικά αποτελέσματα με τη χρήση τριών 

παραγόντων συμπεριλαμβανομένων των καρβαπενεμών για τη θεραπεία λοιμώξεων 

από στελέχη που παράγουν KPC (Tumbarello M et al, 2012). Με αυτά τα δεδομένα, 

οι Δαΐκος και συνεργάτες πρότειναν ένα θεραπευτικό αλγόριθμο, όπου για τα στελέχη 

με MIC καρβαπενεμών ≤ 4μg/ml, θα πρέπει να προτιμάται ένας συνδυασμός 

καρβαπενέμης μαζί με ένα άλλο δραστικό αντιμικροβιακό, ενώ σε MIC > 4μg/ml θα 

πρέπει να χρησιμοποιείται  συνδυασμός που περιλαμβάνει δύο άλλους δραστικούς 

αντιμικροβιακούς παράγοντες (Daikos GL et al, 2012). 
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1.7. Έλεγχος Λοιμώξεων 

Η εμπειρία από διάφορες χώρες, κυρίως την Ελλάδα (Buzala G. et al, 2011) 

και το Ισραήλ (Cuzon G. et al, 2010), έδειξαν ότι η μετάδοση των Gram αρνητικών 

μικροβίων που παράγουν καρβαπενεμάσες αποτελώντας σοβαρή απειλή για το 

σύστημα υγείας κάθε χώρας.  Η έλλειψη σωστής και έγκαιρης αντιμετώπισης είναι 

συχνό φαινόμενο.   

Τα προτεινόμενα μέτρα ελέγχου διαφέρουν σημαντικά μεταξύ περιοχών με 

σποραδική εμφάνιση ή πλήρη απουσία πολυανθεκτικών Gram-αρνητικών μικροβίων 

και των χωρών με συνεχή κρούσματα ή ενδημικά πολυανθεκτικά Gram-αρνητικά 

στελέχη.  Το προτεινόμενο σχέδιο ελέγχου έχει γενικό χαρακτήρα, και μπορεί να 

εφαρμοσθεί στη περίπτωση οποιουδήποτε απειλητικού πολυανθεκτικού βακτηρίου 

που σχετίζεται με υψηλά ποσοστά θανάτων, και που έχει υψηλή δυναμική για 

εξάπλωση σε μονάδες υγειονομικής περίθαλψης και στη συνέχεια περαιτέρω στην 

κοινότητα. 

Η λογική του σχεδίου είναι ότι η έγκαιρη ανίχνευση και παρέμβαση είναι 

πολύ πιο πιθανό να ματαιώσει μια επικείμενη επιδημία.  Απαιτείται ένα σχέδιο 

ετοιμότητας και εξασφάλισης πόρων το οποίο, μακροπρόθεσμα, θα είναι πολύ 

λιγότερο δαπανηρό από την αντιμετώπιση μιας επιδημίας.  Όταν η ενδημικότητα έχει 

εγκατασταθεί, απαιτείται μια περιφερειακά συντονισμένη προσπάθεια για τη 

συγκράτηση της επιδημίας. 

1.7.1. Κέντρα με σποραδική εμφάνιση ή πλήρη απουσία MBLs 

Ο αποτελεσματικός έλεγχος των MBLs επιβάλλει την ανάπτυξη ενός σχεδίου 

ετοιμότητας, διαμορφωμένο ειδικά για κάθε μονάδα υγειονομικής περίθαλψης, έτσι 

ώστε να καταστεί δυνατή η ταχεία εφαρμογή του όταν ανιχνευθεί και επιβεβαιωθεί 

μικροβιολογικά το πρώτο περιστατικό.  Ο στόχος των μέτρων ελέγχου των 

λοιμώξεων σε αυτά τα κέντρα θα πρέπει να είναι πλήρης εξάλειψη, σύμφωνα με την 

κλασική στρατηγική «αναζήτησε και κατάστρεψε» η οποία βασίζεται σε έννοιες που 

έχουν ήδη περιγραφεί (Daikos, G. L. et al, 2007; Daikos, G. L. et al, 2011).  Ωστόσο, 

η προσέγγιση αυτή πρέπει να προσαρμόζεται στην τοπική επιδημιολογία των MBLs. 
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Η αξιόπιστη ανίχνευση του πρώτου κρούσματος σε μια δεδομένη περιοχή ή 

νοσοκομείο είναι ζωτικής σημασίας για την έγκαιρη υλοποίηση των παρεμβάσεων. 

Η μικροβιολογική ανίχνευση αποτελεί σε πολλές περιπτώσεις πρόκληση (Bulik, C. C. 

Et al, 2011).  Όλα τα μικροβιολογικά εργαστήρια θα πρέπει να έχουν στη διάθεση 

τους μια εξαιρετικά ευαίσθητη μέθοδο ανίχνευσης.  Αν αυτό το κρίσιμο βήμα 

αγνοηθεί , η ανίχνευση των στελεχών που παράγουν MBLs θα καθυστερήσει, 

οδηγώντας σε εστίες που είναι δύσκολο να αντιμετωπισθούν, όπως έχει ήδη 

περιγραφεί σε πολλές χώρες (Wendt et al., 19th Society of Healthcare Epidemiology 

of America Scientific Meeting, 2009, Abstract 365).  Ένα εργαστήριο αναφοράς 

πρέπει να παρέχει εφεδρική υποστήριξη, με ταχεία επιβεβαίωση των ύποπτων 

περιπτώσεων στελεχών που παράγουν MBLs. 

Σε όλη την Ευρώπη, πρέπει να καθιερωθούν ενεργητικές πολιτικές ελέγχου, 

καθορίζοντας ποιοι ασθενείς διατρέχουν υψηλό κίνδυνο αποικισμού ή λοίμωξης από 

στελέχη που παράγουν MBLs.  Αυτή τη στιγμή, αυτοί οι παράγοντες κινδύνου 

αφορούν κυρίως προηγούμενες επαφές με ιατρικές μονάδες, όπως νοσοκομεία, 

μονάδες τεχνητού νεφρού, ή μονάδες μακροχρόνιας φροντίδας (Daikos, G. L. et al, 

2007) - με γνωστά συνεχή κρούσματα στελεχών που παράγουν MBLs.  Σε αυτούς 

τους ασθενείς, η προληπτική απομόνωση, ενώ αναμένονται οι καλλιέργειες 

αποικισμού θεωρείται επιβεβλημένη. 

Η κύρια πηγή του ελέγχου επιτήρησης είναι τα κόπρανα ή το ορθικό 

επίχρισμα.  Η μελέτη φοριών από άλλα σημεία του σώματος (π.χ. ρώθωνες, δέρμα) 

δεν φαίνεται να έχει καλύτερα αποτελέσματα .  Σε ασθενείς με μόνιμες συσκευές (π.χ. 

ουροκαθετήρες, συσκευές παροχέτευσης), πρέπει να λαμβάνονται δείγματα και από 

τις εν λόγω περιοχές.  Επιχρίσματα δέρματος, ούρα και πτύελα θα μπορούσαν επίσης 

να ελέγχονται σε ορισμένες ομάδες ασθενών, π.χ. ασθενείς με χρόνιες πληγές, 

μόνιμους ουροκαθετήρες, ενδοτραχειακούς σωλήνες. 

Ένα σχέδιο δράσης για την ταχεία εφαρμογή των μέτρων ελέγχου των 

λοιμώξεων πρέπει να περιλαμβάνει όλα τα στοιχεία που παρατίθενται στον Πίνακα 7. 

Μέτρα απομόνωσης πρέπει να εφαρμοστούν, αν και σε πολλές περιπτώσεις η απλή 

απομόνωση επαφής δεν ήταν αρκετή για να σταματήσει τοπικές εστίες (Schechner V, 

TASMC Cre Ομίλου, 48η και 46η ICAAC IDSA, 2008, Περίληψη Κ-3508) (Daikos 

G. L. et al, 2010), και χρειάστηκε cohorting των ασθενών με ειδικό αποκλειστικό 

προσωπικό.  Πρέπει να παρέχεται μακροχρόνια παρακολούθηση και να γίνεται 
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έγκαιρη ειδοποίηση των υπευθύνων επί επανεισαγωγής ασθενών που είναι 

αποικισμένοι με μικροοργανισμούς με MBL.  Βάσει των σημερινών δεδομένων δεν 

υπάρχει καμία ισχυρή ένδειξη υπέρ της χρήσης τοπικής ή συστηματικής 

αντιμικροβιακής θεραπείας με σκοπό την εκρίζωση του αποικισμού από 

πολυανθεκτικούς μικροοργανισμούς. 

1.7.2. Κέντρα με ενδημικά στελέχη που παράγουν MBLs ή με εν εξελίξει 

περιφεριακές εστίες 

Όταν ο επιπολασμός των πολυανθεκτικών στελεχών λάβει μεγάλες διαστάσεις 

σε μια συγκεκριμένη περιοχή ή χώρα, τα αυστηρά μέτρα ελέγχου μπορούν να γίνουν 

πιο δύσκαμπτα και με μεγαλύτερο κόστος. Ωστόσο, λόγω των τεράστιων προβλημάτων 

δημόσιας υγείας που συνδέονται με την μετάδοση των μικροοργανισμών αυτών, η 

εφαρμογή αυστηρών μέτρων φαίνεται δικαιολογημένη, ακόμη και για περιοχές με εν 

εξελίξει εστίες ή εγκατεστημένη ενδημία. 

  Αυτά τα μέτρα ελέγχου θα πρέπει να επιδιώξουν τον μέγιστο περιορισμό των 

στελεχών που παράγουν MBLs, και πρέπει να περιλαμβάνουν μια πολύπλευρη 

προσέγγιση με διαφορετικές συνιστώσες, όπως συνοψίζονται στον Πίνακα 8.  Κρίσιμη 

για ένα επιτυχημένο πρόγραμμα ελέγχου των μικροβίων αυτών είναι η ύπαρξη μιας 

εθνικής ομάδας εργασίας που θα συντονίζεται και θα υποστηρίζεται από την κεντρική 

αρχή δημόσιας υγείας με αρμοδιότητα στον έλεγχο των νοσοκομειακών λοιμώξεων.  Οι 

στόχοι αυτής της ομάδας εργασίας είναι πολύπλευροι και περιλαμβάνουν υψίστης 

προτεραιότητας πεδία δράσης όπως αναφέρονται στον Πίνακα 9. 

Σε τοπικό επίπεδο, είναι αναγκαία η ισχυρή δέσμευση από την πλευρά της 

διοίκησης των νοσοκομείων για τη διασφάλιση της επιτυχίας των προαναφερθέντων 

μέτρων περιορισμού, με την παροχή λογιστικής και οικονομικής υποστήριξης σε στενή 

συνεργασία με την εθνική ομάδα εργασίας. Είναι σημαντικό, τα μέτρα ελέγχου των 

λοιμώξεων να προσαρμόζονται στις τοπικές συνθήκες και τις συγκεκριμένους πτέρυγες 

του νοσοκομείου, λαμβάνοντας υπόψη τον επιπολασμό και την επίπτωση του 

αποικισμού και των λοιμώξεων από μικροοργανισμούς που παράγουν MBLs.  

Κατάρτιση και λεπτομερείς πληροφορίες πρέπει να παρέχονται στο αρμόδιο 

νοσηλευτικό προσωπικό.  Οι κλινικοί γιατροί πρέπει να συνειδητοποιήσουν το 

πρόβλημα και να συμμετέχουν ενεργά στη διαδικασία, έτσι ώστε συνήθεις 
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δραστηριότητες περίθαλψης να διευθετούνται χωρίς να διακυβεύονται τα μέτρα 

ελέγχου των λοιμώξεων. 

Η στενή συνεργασία με το μικροβιολογικό εργαστήριο είναι ζωτικής σημασίας, 

δεδομένης της ανάγκης για πολύ ειδική  και ευαίσθητη ανίχνευση στελεχών που 

παράγουν MBLs, τόσο από κλινικά δείγματα όσο και από δείγματα επιδημιολογικού 

ελέγχου, αλλά και για την ταχεία αναφορά των αποτελεσμάτων.  Μετά από μια αρχική 

φάση αναχαίτισης, κάθε νέο ενδονοσοκομειακό κρούσμα πρέπει να διερευνηθεί σε 

βάθος.  Προκειμένου να αναγνωρισθούν γνωστοί φορείς MBL και να επιτευχθεί 

μακροπρόθεσμα η συγκράτηση της εξάπλωσης των MBL-θετικών στελεχών, πρέπει να 

επισημαίνεται   η   επανεισαγωγή   τους   μέσω   ειδοποιήσεων   που   βασίζονται   σε 

ηλεκτρονικά αρχεία ή άλλων σημάνσεων.  Τυπική διαδικασία πρέπει να αποτελεί η 

σχετική πληροφόρηση σε περίπτωση μεταφοράς ασθενών μεταξύ ιδρυμάτων. 

 

                                                                              

Πίνακας 7. Προτεινόμενο σχέδιο δράσης για την ταχεία εφαρμογή των μέτρων 

ελέγχου των λοιμώξεων σε χώρους με σποραδική εμφάνιση ή πλήρη απουσία Gram-

αρνητικών που παράγουν καρβαπενεμάσες 

• Εξέταση όλων των ασθενών σε επαφή με γνωστή πηγή 

• Επιδημιολογική έρευνα με ανάλυση των βαθύτερων αιτίων στις περιπτώσεις 

των νοσοκομειακών διασταυρούμενων περιπτώσεων μετάδοσης με 

περισσότερα από δύο δευτερεύοντα περιστατικά 

• Μέτρα για ενημέρωση του προσωπικού και της διοίκησης του νοσοκομείου  

• Αυστηρός έλεγχος των λοιμώξεων με στόχο την αναχαίτηση της μετάδοσης 

και την τελική εξάλειψη των νοσοκομειακών πολυανθεκτικών στελεχών      

• Ο συντονισμός και η εποπτεία από τις αρχές δημόσιας υγείας    

 
 

Τέλος, αξίζει να υπογραμμίζει ο ρόλος των γηροκομείων ως πιθανές δεξαμενές 

μικροοργανισμών που παράγουν MBLs ( Endimiani A. et al, 2009) Παρά το γεγονός 
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ότι τα δεδομένα εξακολουθούν να είναι λιγοστά, τα ιδρύματα αυτά είναι πιθανό να 

αντιπροσωπεύουν για τις καρβαπενεμάσες το ίδιο πρόβλημα που έχει επισημανθεί 

πρόσφατα για τις ESBLs (Rooney P.J. et al, 2009).  Άμεση είναι  η ανάγκη διεξαγωγής 

μελετών για την αξιολόγηση των παραγόντων κινδύνου και του επιπολασμού του 

αποικισμού με στελέχη που παράγουν MBLs. 

 

 

Πίνακας 8. Προτεινόμενα μέτρα ελέγχου για τις χώρες με ενδημικά στελέχη που 
παράγουν MBLs ή με εν εξελίξει περιφερειακές εστίες 

Σε εθνικό επίπεδο 

• Δημιουργία μιας εθνικής ομάδας εργασίας, που υποστηρίζεται από το 
Υπουργείο Υγείας 

• Κατευθυντήριες γραμμές για την απομόνωση των φορέων σε όλα τα 
νοσοκομεία 

• Μηνιαίες εκθέσεις προόδου σχετικά με τον έλεγχο των MBL-θετικών 
στελεχών στα ενδιαφερόμενα ιδρύματα 

• Αξιολόγηση των ενδιαφερομένων νοσοκομείων και εντοπισμός των 
προβληματικών περιοχών από μια Υπηρεσία Δημόσιας Υγείας με 
αρμοδιότητα στον έλεγχο των λοιμώξεων 

Σε επίπεδο νοσοκομείων 

• Ο φυσικός διαχωρισμός των φορέων από τους μη-φορείς 

• Αφοσιωμένο- αποκλειστικό προσωπικό 

• Ενεργητική επιτήρηση των ασθενών υψηλού κινδύνου 

• Εκπαίδευση και μέτρα ώστε να διατηρηθούν το προσωπικό και η διοίκηση 
του νοσοκομείου ενημερωμένα  

• Συνεχής επιτήρηση MBL-θετικών στελεχών με προοπτική συλλογή 
δεδομένων και καθημερινή καταγραφή των φορέων MBL 
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Πίνακας 9. Οι εθνικοί οργανισμοί και τα πεδία δράσης τους σε χώρες με ενδημικά 
στελέχη που παράγουν MBLs ή με εν εξελίξει περιφερειακές εστίες 

Εθνική ομάδα εργασίας 

• Χάραξης πολιτικής και επικοινωνία με τις διοικήσεις νοσοκομείων 

• Ανάπτυξη αυστηρών και λεπτομερών κατευθυντήριων γραμμών ελέγχου των 
στελεχών που παράγουν MBLs  

• Προετοιμασία συγκεκριμένων στρατηγικών παρέμβασης 

• Επίβλεψη των μέτρων ελέγχου και προετοιμασία των διορθωτικών ενεργειών 
στις περιπτώσεις εν εξελίξει εστιών σε ιδρύματα χωρίς επαρκή προληπτικά
μέτρα 

• Ενεργητική επιτήρηση με ταχείες απαντήσεις σε περιφερειακό επίπεδο και σε 
εθνικό επίπεδο 

Εργαστήρια αναφοράς 

• Επιβεβαίωση των ύποπτων περιπτώσεων στελεχών που παράγουν MBLs  

• Αξιολόγηση της μοριακής επιδημιολογίας και της κλωνικότητας 

• Ανίχνευση νέων μηχανισμών αντοχής 

• Ανάπτυξη εργαστηριακών εγχειριδίων με περιγραφές των κατάλληλων 
μεθόδων 

• Διασφάλιση της ποιότητας των εργαστηρίων κλινικής μικροβιολογίας 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1 Περίληψη πειραματικής διαδικασίας 

Μελετήσαμε την επιδημιολογία των Εντεροβακτηριακών που παράγουν VIM 

καρβαπενεμάση στην αρχή της επιδημίας στην Μονάδα Εντατικής Θεραπείας του 

Πανεπιστημιακού Γενικού Νοσοκομείου «Αττικόν».  

Κατά τη διάρκεια της μελέτης εισήχθησαν στη ΜΕΘ 240 ασθενείς, με μέσο 

όρο διάρκειας νοσηλείας 13,5 ημέρες. Σε όλους τους ασθενείς έγινε έλεγχος 

αποικισμού για ανθεκτικά στελέχη με καλλιέργειες από το ορθό, τον 

στοματοφάρυγγα (ή των βρογχικών εκκρίσεων για τους διασωληνωμένους), 

καλλιέργειες ούρων και υγρών από σημεία παροχέτευσης κατά την εισαγωγή τους και 

μια φορά την εβδομάδα.  Επίσης σε περίπτωση αφαίρεσης κεντρικού καθετήρα το 

άκρο του καλλιεργείτο ημιποσοτικά .   

 Από τα 1345 Gram-αρνητικά στελέχη που απομονώθηκαν, 348 παρουσίασαν 

θετικό τέστ συνέργιας δίσκων Iμιπενέμης-EDTA. Όλα ελέγχθηκαν με PCR για την 

ύπαρξη του γονιδίου blaVIM  και τυποποιήθηκαν επιδημιολογικά με REP-PCR.  

Από τους 23 ασθενείς που συμπεριλήφθηκαν στην μελέτη, οι 12 

αντιμετώπισαν μια ή περισσότερες λοιμώξεις από στέλεχος που παρήγαγε 

καρβαπενεμάση, ενώ οι υπόλοιποι ήταν απλά αποικισμένοι. Ογδόντα δύο στελέχη 

που αντιπροσώπευαν ένα στέλεχος από κάθε κλώνο, πηγή και ασθενή μελετήθηκαν 

περαιτέρω. Συνολικά μελετήθηκαν 77 στελέχη Klebsiella pneumoniae, δύο στελέχη 

Enterobacter cloacae, ένα στέλεχος Citrobacter freundii και δύο στελέχη 

Pseudomonas aeruginosa. Στα στελέχη αυτά έγινε νουκλεοτιδική αλληλούχιση του 

blaVIM γονιδίου και ελέγχθηκαν τα πλασμίδια τα οποία έφεραν. Έγιναν πειράματα 

βακτηριακής σύζευξης και ισοηλεκτρικής εστίασης για να ανιχνευθούν οι β-

λακταμάσες που συνυπήρχαν με την καρβαπενεμάση VIM.  

Κλινικά και επιδημιολογικά δεδομένα ελήφθησαν από το ιατρικό τους αρχείο.  

Για την διάγνωση του είδους της λοίμωξης ή του αποικισμού χρησιμοποιήθηκαν τα 

κριτήρια των Horan et al. (Horan T.C. et al, 2008).  Βακτηριακά στελέχη που 

απομονώθηκαν από επιχρίσματα ορθού θεωρήθηκαν σε όλες τις περιπτώσεις 

αποικισμός.       
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2.2 Χώρος και ασθενείς   

Η μελέτη έλαβε χώρα στο Πανεπιστημιακό Γενικό Νοσοκομείο Αθηνών 

«ΑΤΤΙΚΟΝ» από τον Μάρτιο του 2004 έως τον Οκτώβριο του 2005. Η Μονάδα 

Εντατικής Θεραπείας (ΜΕΘ) του νοσοκομείου ξεκίνησε την λειτουργία της τον 

Νοέμβριο του 2003.  Κατά την διάρκεια της μελέτης το νοσοκομείο ΑΤΤΙΚΟΝ 

περιελάμβανε 320 κλίνες, 6 από αυτές αφορούσαν κλίνες γενικής ΜΕΘ και 

εισήχθησαν σ΄ αυτή 240 ασθενείς, με μέσο όρο διάρκειας νοσηλείας 13,5 ημέρες. 

2.3 Μελέτη αποικισμού 

Σε όλους τους ασθενείς που εισάγονταν στην ΜΕΘ γινόταν έλεγχος 

αποικισμού για ανθεκτικά μικροβιακά στελέχη με καλλιέργειες από το ορθό, τον 

ρινοφάρυγγα (ή των βρογχικών εκκρίσεων για τους διασωληνωμένους), με 

καλλιέργειες ούρων και υγρών από σημεία παροχέτευσης κατά την εισαγωγή τους και 

μια φορά την εβδομάδα.  Στην περίπτωση αφαίρεσης κεντρικού καθετήρα το άκρο 

του λαμβανόταν με άσηπτες συνθήκες και στη συνέχεια καλλιεργείτο ημιποσοτικά.  

Τα δείγματα καλλιεργούντο σε εκλεκτικά θρεπτικά υλικά που περιείχαν McConkey 

άγαρ με καθορισμένες συγκεντρώσεις αντιβιοτικών (κεφουροξίμη 5μg/ml, 

κεφταζιντίμη 5μg/ml, κεφοταξίμη 0.5μg/ml, ιμιπενέμη 4μg/ml, 

πιπερακιλλίνη/ταζομπακτάμη 128/4μg/ml, με ένα αντιβιοτικό ανά τρυβλίο). 

Ακολουθούσε τυποποίηση, έλεγχος ευαισθησίας και φαινοτυπικά τεστ.   

2.4 Βακτηριακά στελέχη   

Στη μελέτη συμπεριλήφθηκαν όλα τα Gram αρνητικά παθογόνα στελέχη, 

όπως επίσης και στελέχη αποικισμού από κάθε ασθενή με θετικό έλεγχο συνέργιας 

δίσκων Iμιπενέμης-EDTA.  Ένα στέλεχος από κάθε κλώνο, προέλευση και ασθενή 

συμπεριλήφθηκαν στην τελική ανάλυση. 

Στην μελέτη χρησιμοποιήθηκαν επίσης τα εργαστηριακά στελέχη: 

i. To στέλεχος E. cοli RC85 R- Κ12, RifR (ανθεκτικό στη ριφαμπικίνη) 

χρησιμοποιήθηκε σαν στέλεχος δέκτης στα πειράματα σύζευξης. 

ii. To πρότυπο στέλεχος E. cοli ATCC25922 χρησιμοποιήθηκε σε όλα τα 

πειράματα ελέγχου ευαισθησιών. 
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iii. To πρότυπο στέλεχος P.aeruginosa ATCC27853 χρησιμοποιήθηκε σε όλα 

τα πειράματα ελέγχου ευαισθησιών. 

2.5 Τυποποίηση και αντιμικροβιακή ευαισθησία 

2.5.1 Τυποποίηση βακτηριακών στελεχών 

Η τυποποίηση των βακτηριακών στελεχών έγινε με το σύστημα ΑΡΙ ID32GN 

και ID32E  (Bio Merieux, Marcy-l-Etoile, France) το οποίο προσδιορίζει το είδος 

κάθε βακτηρίου με βάση τις βιοχημικές του ιδιότητες. Το σύστημα API ID32 

προσδιορίζει 32 διαφορετικές βιοχημικές ιδιότητες. Τα αντιδραστήρια τα οποία 

βρίσκονται αφυδατωμένα εμβολιάζονται με εναιώρημα κυττάρων του υπό εξέταση 

μικροοργανισμού. Επωάζονται στους 37οC για 16h και στη συνέχεια καταγράφονται 

οι αλλαγές χρώματος. Η ανάγνωση του αποτελέσματος και η τελική τυποποίηση του 

μικροοργανισμού έγινε σύμφωνα με τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρείας με 

βάση τον αλγόριθμο που παρέχει. 

2.5.2 Έλεγχος αντιβιογράμματος κατά Kirby Bauer 

Η μελέτη της ευαισθησίας στα αντιμικροβιακά πραγματοποιήθηκε με την 

μέθοδο διάχυσης σε δίσκο σε άγαρ Mueller- Hinton ΙΙ (ΜΗ) (Becton Dickinson 

Microbiology Systems, Cockeysville, MD, USA). Τα στελέχη ελέγχθηκαν περαιτέρω 

με την μέθοδο συνέργιας διπλού δίσκου (DDST) για την ύπαρξη ευρέος φάσματος β-

λακταμασών σύμφωνα με τις οδηγίες της CLSI (CLSI; 2009), ενώ ως φαινοτυπική 

μέθοδος ανίχνευσης παραγωγής MBL χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος συνέργειας 

δίσκων αιθυλενοδιαμινοτετραοξικού  οξέως (EDTA)-Iμιπενέμης (Εικόνα 5) (Lee K. 

et al, 2001). 

2.5.3 Μέθοδος συνέργιας διπλού δίσκου (DDST) 

Τα υπό δοκιμή στελέχη εμβολιάσθηκαν σε ζωμό  Mueller-Hinton σε 

θολερότητα ισοδύναμη με 0,5 McFarland και ενοφθαλμίστηκαν σε τρυβλία Mueller- 
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Εικόνα 5. 

Αντιβιόγραμμα β-λακταμικών αντιβιοτικών 

 

 

Hinton άγαρ όπου τοποθετήθηκαν δίσκοι κεφοταξίμης (CTX), κεφταζιντίμης (CAZ), 

αζτρεονάμης (ATM), ή κεφεπίμης (FEP) (30μg το καθένα) σε απόσταση 20 mm (από 

κέντρο σε κέντρο) από ένα δίσκο που περιέχει αμοξυκιλλίνη/κλαβουλανικό (AMC) 

(10μg).  Θεωρούμε ότι η δοκιμασία είναι θετική για παρουσία ESBL όταν η ζώνη 

αναστολής της κεφαλοσπορίνης ή της ATM επεκταθεί παρουσία της AMC (Εικόνα 

6).  Η ερμηνεία των αποτελεσμάτων έγινε μετά από επώαση σε πλάκες άγαρ στους 37 

° C για 18 ώρες. 

Εικόνα 6. 

Έλεγχος συνέργιας διπλού δίσκου 
(DDST) για ανίχνευση ESBL 

 

 

2.5.4 Μέθοδος συνέργιας δίσκων EDTA-Iμιπενέμης 

Η μέθοδος πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με Arakawa et al, 2000 και Lee et al, 

2001 με ελαφρές τροποποιήσεις.  Τα υπό δοκιμή στελέχη εμβολιάσθηκαν σε ζωμό  

Mueller-Hinton σε θολερότητα ισοδύναμη με 0,5 McFarland και ενοφθαλμίστηκαν σε 

τρυβλία Mueller-Hinton άγαρ.  Ένας δίσκος με 10 μg ιμιπενέμης (IMP) (Becton 

Dickinson) τοποθετήθηκε πάνω στο τρυβλίο, και ένας κενός δίσκος διηθητικού 
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χαρτιού (χάρτινο φίλτρο Whatman ΙΙ, με διάμετρο 6 mm), τοποθετήθηκε σε 

απόσταση 10 mm (από άκρη σε άκρη). Δέκα μικρόλιτρα διαλύματος EDTA 0,5 M 

(~1900 mg disodium salt, dihydrate) προστέθηκαν στο κενό δίσκο.  Μετά από 

ολονύκτια επώαση, η παρουσία οποιαδήποτε συνέργιας στη ζώνη αναστολής 

ερμηνεύθηκε ως θετική (Εικόνα 7). 

 

 

Εικόνα 7. 

Έλεγχος συνέργιας δίσκων 
Iμιπενέμης (ΙΜΡ) και EDTA. 

 

 

 

 

 

2.5.5 Προσδιορισμός ελάχιστων ανασταλτικών πυκνοτήτων  

Οι ελάχιστες ανασταλτικές συγκεντρώσεις (MICs) στην ιμιπενέμη, 

μεροπενέμη, ντοριπενέμη, τιγκεκυκλίνη και κολιστίνη προσδιορίστηκαν με E-test 

(AB BIODISK, Solna, Sweden), σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή, ενώ για  

τις κεφταζιντίμη, αζτρεονάμη, κεφοταξίμη, κεφτριαξόνη, κεφεπίμη, πιπερακιλλίνη/ 

ταζομπακτάμη, κοτριμοξαζόλη, σιπροφλοξασίνη, αμικασίνη, τομπραμυκίνη και 

γενταμικίνη  οι MICs προσδιορίστηκαν με τη μέθοδο της μικροδιάλυσης σε ζωμό 

Mueller- Hinton (Εικόνα 8) ( Lee et al, 2001).   Η ερμηνεία των αποτελεσμάτων για 

τα εντεροβακτηριακά έγινε σύμφωνα με τα όρια ευαισθησίας που προτείνονται από 

την CLSI (CLSI, 2012), με εξαίρεση την κολιστίνη και την τιγκεκυκλίνη για τα οποία 

χρησιμοποιήθηκαν τα όρια της EUCAST (τιγκεκυκλίνη  S ≤ 1 mg/L και R > 2 mg/L, 

κολιστίνη S ≤ 2 mg/L και R > 2 (EUCAST; www.eucast.org). Για την P. aeruginosa 

χρησιμοποιήθηκαν τα όρια που προτείνονται από την CLSI (CLSI, 2012). 
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Εικόνα 8. Προσδιορισμός ελάχιστων ανασταλτικών συγκεντρώσεων (MICs) 

Μέθοδος E-test Mέθοδος μικροδιάλυσης σε ζωμό 

 

 

2.6  Βακτηριακή σύζευξη 

Η μέθοδος της βακτηριακής σύζευξης χρησιμοποιήθηκε για την μεταφορά 

πλασμιδίων από τα κλινικά στελέχη σε εργαστηριακό στέλεχος δέκτη για την 

διερεύνηση της ικανότητας τους να αυτομεταβιβάζονται καθώς και για τον έλεγχο 

των γονιδίων που εδράζονται σε αυτά. Η διαδικασία πραγματοποιήθηκε όπως 

περιγράφεται από τους Rice et al, 1996.  Πειράματα σύζευξης πραγματοποιήθηκαν με 

τουλάχιστον ένα στέλεχος από κάθε κλώνο Α, Β, Γ, Δ, Ε, Ζ, Η, και Θ.  Το ανθεκτικό 

στη ριφαμπικίνη (RifR) E. cοli RC85 R- Κ12 χρησιμοποιήθηκε σαν στέλεχος δέκτης.  

Αναλυτικά: 

i. Σε 4,5ml ζωμού ΒΗΙ εμβολιάστηκαν 500μl ολονύκτιου καλλιεργήματος του 

στελέχους δέκτη (E. cοli RC85 R- Κ12). 

ii. Σε 4,95ml ζωμού ΒΗΙ εμβολιάστηκαν 50μl ολονύκτιου καλλιεργήματος του 

στελέχους δότη (κλινικό στέλεχος K.pneumoniae). 

iii. Σε 4,45ml ζωμού ΒΗΙ εμβολιάστηκαν 500μl ολονύκτιου καλλιεργήματος του 

στελέχους δέκτη και 50μl ολονύκτιου καλλιεργήματος του στελέχους δότη. 

iv. Επώαση των καλλιεργημάτων για 6h στους 370C. 

v. Διαδοχικές αραιώσεις 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7 των εναιωρημάτων σε 

φυσιολογικό ορό. 
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vi. Εμβολιασμός 100μl από κάθε εναιώρημα σε τρυβλία McConkey τα οποία 

περιείχαν ριφαμπικίνη (128 mg/mL) και κεφταζιντίμη (16 mg/mL). 

vii. Επώαση των τρυβλίων στους 370C για 18h. 

Οι συχνότητες μεταφοράς εκφράστηκαν ως το κλάσμα του αριθμού των 

αποικιών στις οποίες έχει επιτευχθεί η σύζευξη προς τον αριθμό των δεκτών.    

2.7. Ανίχνευση παραγωγής β-λακταμασών με ισοηλεκτρική εστίαση (IEF) 

2.7.1. Παρασκευή εκχυλισμάτων 

Τα εκχυλίσματα β-λακταμάσης των μητρικών στελεχών και των 

μετασυζευγμένων E. coli παρασκευάστηκαν μετά από εξεργασία των βακτηριακών 

κυττάρων με υπερήχους.  Μία αποικία εμβολιάσθηκε σε 5ml θρεπτικoύ ζωμού TSB 

και επωάστηκε ολονύκτια  στους 370C. 0,5ml από την ολονύκτια καλλιέργεια 

εμβολιάστηκαν σε 10 ml ζωμό TSB και επωάστηκαν για 5-6 ώρες υπό συνεχή 

ανάδευση  στους 370 C ώστε να προκύψει καλλιέργεια ημιλογαριθμικής φάσης  

ανάπτυξης. Τα βακτηριακά κύτταρα κατακρημνίστηκαν με φυγοκέντρηση  στα 

8,000xg για 15 λεπτά. Ακολούθησε αναδιάλυση των ιζημάτων και εκ νέου 

φυγοκέντρηση στις συνθήκες που περιγράφηκαν πιο πάνω. Το βακτηριακό ίζημα 

υπερηχήθηκε σε παγόλουτρο μέχρι να διαυγάσει (συνολικά για 2 λεπτά).  

Ακολούθησε υπερφυγοκέντρηση των υπερηχημένων κυτταρικών αιωρημάτων σε 

υπερφυγόκεντρο σε 39,500xg για 45 λεπτά προκειμένου να κατακρημνιστούν τα 

κυτταρικά ράκη. Το υπερκείμενο ενζυμικό παρασκεύασμα φυλάχτηκε στους -200 C.  

2.7.2. Ισοηλεκτρική εστίαση 

Ο προσδιορισμός του ισοηλεκτρικού σημείου έγινε με τη μέθοδο της 

ισοηλεκτρικής εστίασης όπως περιγράφεται από τους Matthew και συν. (Rice L.B. et 

al, 1996). Η ισοηλεκτρική εστίαση πραγματοποιήθηκε σε πήκτωμα PhastGel 

polyacrylamide (pH, 3-9; Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) 

χρησιμοποιώντας το  PhastSystem instrument (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). 

Η εμφάνιση των ζωνών β-λακταμασών στο πήκτωμα πολυακρυλαμίδης έγινε με 

χρώση νιτροσεφίνης (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England). Τα ισοηλεκτρικά 

σημεία  (pIs) προσδιορίστηκαν συγκριτικά με γνωστά pIs  β- λακταμασών (Πίνακας 

10).  
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Πίνακας 10. Πρότυπες β-λακταμάσες με γνωστά 
ισοηλεκτρικά σημεία  

Λακταμάσες pIs 
TEM-1 5.4 
TEM-2 5.6 
TEM-3 6.3 
TEM-4 5.9 
TEM-26 5.6 
TEM-28 6.1 
SHV-1 7.6 
SHV-2 7.7 
SHV-5 8.2 

 

2.8.  Απομόνωση ολικού γενωμικού DNA 

Για την απομόνωση ολικού γενωμικού DNA χρησιμοποιήθηκε το σύστημα 

Nucleospin Tissue της Macherey-Nagel σύμφωνα με τις οδηγίες της 

κατασκευάστριας εταιρείας.  

2.9.  Αντίδραση PCR 

Οι PCR αντιδράσεις έγιναν σύμφωνα με τους Πίνακα 11. Σε κάθε αντίδραση 

PCR ταυτόχρονα με τα υπό εξέταση DNA τοποθετούνταν δύο δείγματα μάρτυρες, 

ένας θετικός και ένας αρνητικός στον οποίο το DNA είχε αντικατασταθεί με νερό.  

Τα ενισχυμένα τμήματα του DNA στην συνέχεια υποβλήθηκαν σε ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωμα αγαρόζης 2%. 

 

Πίνακας 11. PCR για την ανίχνευση γονιδίων β-λακταμασών ή αλληλουχιών REP 

Αντιδραστήρια  Ποσότητα 
DNA  5 μl 
Primer-F 10μΜ 2,5μl 
Primer-R 10μΜ 2,5μl 
ThermoPol Buffer 10X (με MgCl2) 2,5μl 
dNTPs 200 μM (each) 2,5μl 
H2O  9,75μl 
Taq polymerase 5U/μl 0,25 μl 
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2.9.1 Ανίχνευση και ταυτοποίηση του γονιδίου blaVIM  

H PCR για την ανίχνευση του γονιδίου blaVIM έγινε με τη χρήση των 
εναρκτήριων ολιγονουκλεοτιδικών αλληλουχιών:  

Primer-F (VIMB): 5'-ATG GTG TTT GGT CGC ATA TC-3' 
Primer-R (VIMF): 5'-TGG GCC ATT CAG CCA GA TC-3' 

και σύμφωνα με τις συνθήκες που περιγράφονται στον Πίνακα 12. 

 

 

Πίνακας 12. Συνθήκες PCR για την ανίχνευση του blaVIM  

Αρχική αποδιάταξη στους 940C 5min 
Αποδιάταξη  940C 1 min 

 35 κύκλοι Πρόσδεση 560C 1 min 
Επιμύκηνση 720C 3 min 
Τελική επιμήκυνση στους 720C 7 min 

Αναμενόμενο PCR προϊόν: 509bp 

 

 

Το PCR προϊόν στη συνέχεια υποβλήθηκε σε πέψη με περιοριστική 

ενδονουκλεάση SacI.  H χρήση της SacI, διαφοροποιεί την ομάδα του blaVIM-1 

(blaVIM-1, blaVIM-4, blaVIM-5) από αυτήν του blaVIM-2 (blaVIM-2, blaVIM-3, blaVIM-6, 

blaVIM-8, blaVIM-9, blaVIM-10) μια και η θέση πέψης της SacI βρίσκεται στη θέση 515 

μόνο των γονιδίων της ομάδας του blaVIM-1 (Εικόνα 9). 

 

 

 

Εικόνα 9. PCR-RFLP ανάλυση  
του blaVIM 
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2.9.2 Μοριακή τυποποίηση βακτηριακών στελεχών 

Η μοριακή τυποποίηση πραγματοποιήθηκε με REP-PCR η οποία αποτελεί μια 

τεχνική βασισμένη στην PCR, χρησιμοποιεί κατάλληλους ολιγονουκλεοτιδικούς 

εκκινητές και βασίζεται στις επαναλαμβανόμενες εξωγονιδιακές παλίνδρομες 

αλληλουχίες του DNA.  H REP-PCR έγινε σύμφωνα με τον Πίνακα 11 και τη χρήση 

των εναρκτήριων ολιγονουκλεοτιδικών αλληλουχιών:  

Primer-F (REP-1): 5’-III GCG CCG ICA TCA GGC-3’ 
Primer-R (REP-2): 5’-ACG TCT TAT CAG GCC TAC-3’ 

και σύμφωνα με τις συνθήκες που περιγράφονται στον Πίνακα 13. 

 

 

Πίνακας 13. Συνθήκες PCR για Μοριακή Τυποποίηση 

Αρχική αποδιάταξη στους 950C 7min 
Αποδιάταξη  900C 30sec   

30 κύκλοι 
  Πρόσδεση 400C 1 min 

Επιμύκηνση 650C 8 min 
Τελική επιμήκυνση στους 650C 16 min 

Αναμενόμενο PCR προϊόν: Διάφορες ζώνες 

 

Τα ενισχυμένα τμήματα του DNA στην συνέχεια υποβλήθηκαν σε 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1.5%.  Οι ζώνες της ηλεκτροφόρησης, 

μεγέθους μικρότερου των 6.6Kb, από το κάθε στέλεχος συγκρίθηκαν οπτικά μεταξύ 

τους.  Θεωρήθηκαν διαφορετικά τα στελέχη εκείνα που το ηλεκτροφορητικό τους 

πρότυπο διέφερε σε περισσότερες από μια ζώνες, ανεξάρτητα από την ένταση των 

ζωνών.   

2.9.3 Ανίχνευση γονιδίων άλλων β-λακταμασών 

Η ανίχνευση των γονιδίων άλλων β-λακταμασών που έφεραν τα αρχικά καθώς 

και τα μετασυζευγμένα στελέχη έγινε με PCR σύμφωνα με τον πίνακα 11 και τη 

χρήση κατάλληλων εναρκτήριων ολιγονουκλεοτιδικών αλληλουχιών και συνθηκών 

που φαίνονται στον πίνακα 14. 
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2.9.4 Ανίχνευση και χαρακτηρισμός ιντεγκρονίων που φέρουν το blaVIM  

Η ανίχνευση των ιντεγκρονίων και ο προσδιορισμός της σχέσης τους με το 

γονίδιο  blaVIM έγινε με PCR. Σε κάθε μικροβιακό στέλεχος, στο οποίο ανιχνεύθηκε 

το  blaVIM εφαρμόστηκαν αρχικά 2 διαφορετικές αντιδράσεις PCR για την ανίχνευση 

ιντεγκρονίου τάξης 1 και το συσχετισμό του με το γονίδιο blaVIM. Οι PCR 

βασίστηκαν στο συνδυασμό εκκινητών από τις σταθερές περιοχές του ιντεγκρονίου 

και εκκινητών που ενισχύουν γονίδιο blaVIM. 

Πιο συγκεκριμένα για την πρώτη PCR χρησιμοποιήθηκε εκκινητής από την 5΄ 

σταθερή περιοχή του ιντεγκρονίου (Int-F: 5΄-CGTTCCATACAGAAGCTG-3΄) και ο 

VIMF, ενώ για την δεύτερη χρησιμοποιήθηκε ο VIMB και εκκινητής από την 

3΄σταθερή περιοχή του ιντεγκρονίου (3΄-CS: 5΄-AAGCAGACTTGACCTGA-3΄). 

Στη συνέχεια έγινε πλήρης χαρτογράφηση του ιντεγκρονίου με PCR και χρήση των 

εκκινητών του πίνακα 15. 

 

Πίνακας 14. Primers και συνθήκες PCR για ανίχνευση γονιδίων β-λακταμασών 

Γονίδιο Primer (5'→3') Θερμοκρασία 
πρόσδεσης 

(οC) 

PCR 
προϊόν 

(bp) 

Βιβλιογραφία 

blaCTX-M CGCTTTGCGATGTGCAG 54 550 Bonnet  

et al, 2001 ACCGCGATATCGTTGGT 

blaSHV ATGCGTTATATTCGCCTGTG 60 865 Yuan M.  

et al, 2000 GTTAGCGTTGCCAGTGCTCG 

blaTEM CATTCAAATATGTATCCGCTCATG 56 880 Speldooren  

et al, 1998 CATCCATAGTTGCCTGACTCCCC 

blaOXA TCAACTTTCAAGATCGCA 49 609 Speldooren      
et al, 1998 

GTGTGTTTAGAATGGTGA 
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Πίνακας 15. Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην χαρτογράφηση των 
ιντεγκρονίων 

Γονίδιο Ολιγονουκλεοτιδική αλληλουχία (5' �  3') PCR προϊόν (bp) 

blaVIM ATGGTGTTTGGTCGCATATCG 509 

GGCCATTCAGCCAGATC 

IntI1 CGTTCCATACAGAAGCTG μεταβλητό 

AAGCAGACTTGACCTGA 

aadA1 GTGGATGGCGGCCTGAAGCC 527 

ATTGCCCAGTCGGCAGCG 

dhfr1 TGGAGTTATCG GGAATGGC 404 

GTTAGAGGCGAAGTCTTGGG 

 

 

Τα ενισχυμένα τμήματα DNA καθαρίστηκαν χρησιμοποιώντας το NucleoSpin 

Extract kit (Machery-Nagel GmbH, Dueren, Germany) και στη συνέχεια έγινε 

ανάγνωση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας και στις δύο έλικες από την Eurofins 

MWG (Ebersberg, Germany).  Τα αποτελέσματα συγκρίθηκαν με τις διαθέσιμες 

γονιδιακές αλληλουχίες της GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).  

 

2.10. Προσδιορισμός μεγέθους πλασμιδίων 

Το μέγεθος των πλασμιδίων προσδιορίσθηκε στα συζευγμένα στελέχη (ή στα 

αυθεντικά στελέχη όταν δεν πραγματοποιήθηκε σύζευξη) σύμφωνα με την τεχνική 

που περιγράφθηκε από τους Barton et al. (Barton B.M. et al, 1995).  

2.10.1. Παρασκευή ολικού DNA σε πλακίδια αγαρόζης 

5ml ζωμού Luria Broth εμβολιάστηκαν με μία αποικία από ολονύκτιο 

καλλιέργημα του υπό έλεγχο στελέχους και επωάστηκαν στους 370 C για όλη τη 

νύχτα. Στη συνέχεια 2ml από το καλλιέργημα μεταφέρθηκαν σε φυγοκεντρικό 

σωλήνα και προστέθηκαν 5ml παγωμένου διαλύματος Pett IV[0.01mM Tris-HCl (pH 
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8), 1 M NaCl]. Φυγοκεντρήθηκαν για 10min στις 8000rpm στους 4οC και τα κύτταρα 

επαναδιαλύθηκαν σε 500μl διάλυμα Pett IV. Προστέθηκαν 500μl “incert” αγαρόζης 

(1,3%) και διαμοιράστηκαν στις ειδικές θήκες δημιουργίας των πλακιδίων αγαρόζης 

plugs. Τα πλακίδια στη συνέχεια τοποθετήθηκαν σε κρυοφιαλίδιο χωρητικότητας 

1.8ml και προστέθηκαν 1.5ml διάλυμα λύσης [6mM Tris-HCl (pH 7.6), 1M NaCl, 

100mM EDTA (pH 7.5), 0.5% Brij-58, 0.2% Na-deoxycolate, 0.5% Na lauryl 

sarcosine) στο οποίο προστέθηκαν 3μl RNAse A (10mg/ml) και 30μl λυσοζύμης 

(50mg/ml) και επωάστηκαν με ανάδευση στους 37οC για 12-16h.  Το διάλυμα λύσης 

αντικαταστάθηκε από 1.5 ml διαλύματος ESP [0.5 M EDTA (pH 8.0), 1% Na lauryl 

sarcosine, 2 mg/ml proteinase K) και ακολούθησε επώαση με ανάδευση στους 50οC 

για 24h. Τα πλακίδια της αγαρόζης με το καθαρό πλέον DNA, φυλάσσονταν στους 

4οC. 

2.10.2. Πέψη με S1 νουκλεάση 

Ένα plug εκπλύθηκε με 5ml διαλύματος ΤΕ [10mM Tris-HCl (pH 7.6), 1 ml 

EDTA (pH 7.6)] 5 φορές από 30min, 30min, 1h, 2h και overnight με ανάδευση, σε 

θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια επωάστηκε σε 200 μl ρυθμιστικού διαλύματος 

που περιείχε 1U S1 nuclease (Promega, Southampton, UK) για 45min στους 370C. 

Ακολούθησε διακοπή της πέψης με διάλυμα ESΡ. 

2.10.3. Hλεκτροφόρηση εναλλασσόμενου πεδίου (PFGE) 

H ηλεκτροφόρηση εναλλασσόμενου πεδίου έγινε σε πήκτωμα αγαρόζης 1.2% 

(σε 0.5ΧTBE), στα 200V και στους 10οC. Οι συνθήκες ηλεκτροφόρησης είναι ώσεις 

45sec για 14h και 25sec για 6h. H συσκευή που χρησιμοποιήθηκε για την 

ηλεκτροφόρηση ήταν η Gene Navigator System (GE Healthcare Bio-Sciences, 

Sweden).  Η χρώση του πηκτώματος έγινε με εμποτισμό σε διάλυμα βρωμιούχου 

εθιδίου 1μg/ml σε θερμοκρασία δωματίου για 30 λεπτά. 

Κάθε ζώνη θεωρήθηκε ένα ευθύγραμμο πλασμίδιο του οποίου το μέγεθος 

υπολογίστηκε σε σύγκριση με γνωστού μοριακού βάρους ζώνες (Lambda και Yeast 

Chromosome PFG markers -New England Biolabs, Boston, MA, USA).  
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1. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1. Ασθενείς –Μικροοργανισμοί 

3.1.1. Ασθενείς 

Την χρονική περίοδο της μελέτης (Μάρτιος 2004 - Νοέμβριος 2005) 

νοσηλεύτηκαν στη ΜΕΘ του Νοσοκομείου «Αττικόν» 240 ασθενείς, με μέση 

διάρκεια νοσηλείας 13,5 μέρες.  Με τις καλλιέργειες που λαμβάνονταν επί κλινικής 

ένδειξης ή/και επιτήρησης της μικροβιακής αντοχής ανιχνεύθηκαν 23 ασθενείς οι 

οποίοι είτε ήταν μόνο αποικισμένοι (11) είτε είχαν λοίμωξη (12) από 

Εντεροβακτηριακό στέλεχος που παρήγαγε MBL. Η επίπτωση των στελεχών που 

παρήγαγαν MBL κατά την περίοδο αυτή ήταν 9,6 στελέχη ανά 100 εισαγωγές. 

3.1.2. Συλλογή στελεχών 

Συνολικά απομονώθηκαν από 23ασθενείς 82 Gram-αρνητικά στελέχη που 

αντιπροσώπευαν ένα στέλεχος από κάθε κλώνο, πηγή και ασθενη τα οποία 

παρήγαγαν καρμπαπενεμάση τύπου ΜΒL.  Τα παραπάνω μικρόβια περιλαμβάνουν 

στελέχη Klebsiella pneumoniae (77),  Enterobacter cloacae (2),  Pseudomonas 

aeruginosa (2) και Citrobacter freundii (1).  Ο αριθμός αυτός αντιστοιχεί σε μέσο 

όρο 3,6 μικροοργανισμών ανά ασθενή με εύρος 1-7 μικροοργανισμούς ανά ασθενή.   

3.2. Μοριακή τυποποίηση βακτηριακών στελεχών 

Ο μοριακός έλεγχος με REP-PCR ανέδειξε δέκα διαφορετικούς κλώνους K. 

pneumoniae (Πίνακας 16, Εικόνα 10) που χαρακτηρίστηκαν με γράμματα της 

λατινικής αλφαβήτου από Α έως Κ.  Από αυτούς επικρατούν τρεις κλώνοι (Α, Γ και 

E) με 14 (18.2%), 22 (28.6%) και 13 (16.9%)  στελέχη αντίστοιχα.  Μεταξύ των 

στελεχών Ε.cloacae και P.aeruginosa εντοπίστηκαν δύο γενετικά διακριτοί κλώνοι. 

Η επιδημική καμπύλη με όλους τους διακριτούς γενετικούς κλώνους παρουσιάζεται 

στο Σχήμα 1. 
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Εικόνα 10.  Επιδημιολογική τυποποίηση στελεχών K.pneumoniae με REP-
PCR 

    1         2          3         4          5          6         7          8         9         10        11 

 
   
Σειρά 1  : ΦΧ DNA / HaeIII 
Σειρές 2-11 : Στελέχη K.pneumoniae 
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Σχήμα 1.  Επιδημική καμπύλη. Κάθε διακριτός κλώνος συμβολίζεται με διαφορετικό χρώμα. 
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Πίνακας 16. Κλινική σημασία, επιδημιολογικά και γενετικά χαρακτηριστικά των MBL-παραγωγών στελεχών από 23 ασθενείς της μελέτης 

Ασθενής Ημερομηνία (εισαγωγής-εξόδου ή θανάτου) Είδη Κλώνος Πηγή (αριθμός στελεχών) Κλινική σημασία 

1 17/06/05-31/10/05 K.pneumoniae 

E 

Αίμα (1) 
Bακτηριαιμία από ΚΦΚ 

Κεντρικός φλεβικός καθετήρας (1)     
Βρογχικές εκκρίσεις (1)    Φορεία 
Κόπρανα (3) Φορεία 

Θ Κόπρανα (1) Φορεία 

K 
Αίμα (1)  Πρωτοπαθής Bακτηριαιμία 
Κόπρανα (1) Φορεία 

2 8/4/04-13/5/04 K.pneumoniae 
Γ 

Κόπρανα (1) Φορεία 
Πύον (1) Λοίμωξη χειρουργικού πεδίου 

E Βρογχικές εκκρίσεις (1) Φορεία 

3 19/11/04-29/12/04 K.pneumoniae Γ 
Κόπρανα (2) Φορεία 
Παροχέτευση (1) Φορεία 

4 10/11/04-16/11/04 K.pneumoniae E 
Αίμα (1)  Πρωτοπαθής Βακτηριαιμία 
Κόπρανα (1) Φορεία 

5 11/3/04-12/5/04 K.pneumoniae 

A Πύον (1) Λοίμωξη μαλακών μορίων 

E 
Κόπρανα (1) Φορεία 
Κεντρικός φλεβικός καθετήρας (1)       Φορεία 

Η Πύον (1) Λοίμωξη μαλακών μορίων 
Θ Βρογχικές εκκρίσεις (1) Πνευμονία σχετιζόμενη με αναπνευστήρα 

6 6/4/04-10/5/04 K.pneumoniae A Αίμα (1) Πρωτοπαθής Βακτηριαιμία 
Θ Βρογχικές εκκρίσεις (1) Πνευμονία σχετιζόμενη με αναπνευστήρα 

7 23/6/04-29/7/04 K.pneumoniae B Παροχέτευση (1) Φορεία 

8 26/2/05-1/6/05 
K.pneumoniae 

Α 
Βρογχικές εκκρίσεις (1)                     Φορεία 
Κόπρανα (1) Φορεία 

Β Κόπρανα (1) Φορεία 
Δ Κόπρανα (2) Φορεία  

E.cloacae 1 Κόπρανα (2) Φορεία 
P.aeruginosa * Βρογχικές εκκρίσεις (1) Πνευμονία σχετιζόμενη με αναπνευστήρα 
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Ασθενής Ημερομηνία (εισαγωγής-εξόδου ή θανάτου) Είδη Κλώνος Πηγή (αριθμός στελεχών) Κλινική σημασία 

9 20/12/04-8/2/05 K.pneumoniae Γ Κόπρανα (1) Φορεία 

10 23/8/04-7/2/05 K.pneumoniae 

A 
Αίμα (1)  

Bακτηριαιμία από ΚΦΚ 
Κεντρικός φλεβικός καθετήρας (1)  
Βρογχικές εκκρίσεις (1) Φορεία 

Β Κόπρανα (1) Φορεία 

Γ 
Κόπρανα (2) Φορεία 
Βρογχικές εκκρίσεις (2) Φορεία 

Ζ Κεντρικός φλεβικός καθετήρας (1) Φορεία 
11 6/10/04-2/11/04 K.pneumoniae Γ Κόπρανα (2) Φορεία 

12 18/6/04-22/7/04 K.pneumoniae 
Β Κόπρανα (1) Φορεία 

Γ 
Αίμα (1)  Πρωτοπαθής Βακτηριαιμία 
Κόπρανα (1) Φορεία 

13 5/4/04-24/5/04 K.pneumoniae 
Ζ Αίμα (1) Πρωτοπαθής Βακτηριαιμία 
Θ Κόπρανα (1) Φορεία 
Ι Κεντρικός φλεβικός καθετήρας (1) Φορεία 

14 9/11/04-17/1 /05 K.pneumoniae 
Γ 

Αίμα (1)  
Bακτηριαιμία από ΚΦΚ 

Κεντρικός φλεβικός καθετήρας (1)  
Παροχέτευση (1)  Φορεία 
Κόπρανα (1) Φορεία 

Θ Κόπρανα (1) Φορεία 

15 13/5/05-27/8/05 
K.pneumoniae 

A Ούρα (1) Φορεία 

E 
Κόπρανα (3) Φορεία 
Βρογχικές εκκρίσεις (2) Φορεία 

E.cloacae 2 Κόπρανα (1) Φορεία 
P.aeruginosa * Ούρα (1) Φορεία 

16 5/8/04-10/11/04 K.pneumoniae 
A Βρογχικές εκκρίσεις (2) Φορεία 
Γ Κόπρανα (2) Φορεία 

17 9/3/04-17/6/04 
K.pneumoniae 

E Κόπρανα (1) Φορεία 
Ζ Κεντρικός φλεβικός καθετήρας (1) Φορεία 
Η Κόπρανα (1) Φορεία 

C.freundii  Κόπρανα (1) Φορεία 
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Ασθενής Ημερομηνία (εισαγωγής-εξόδου ή θανάτου) Είδη Κλώνος Πηγή (αριθμός στελεχών) Κλινική σημασία 

18 20/5/04-28/9/04 K.pneumoniae 

A Ούρα (1) Φορεία 

B Πύον (2)  Λοίμωξη μαλακών μορίων 
Κόπρανα (1) Φορεία 

Ζ Κεντρικός φλεβικός καθετήρας (1) Φορεία 

19 3/6/04-22/10/04 K.pneumoniae 
B Ούρα (1) Φορεία 

Γ 
Βρογχικές εκκρίσεις (1)                Φορεία 
Κόπρανα (1) Φορεία 

20 19/2/05-22/6/05 K.pneumoniae A 
Βρογχικές εκκρίσεις (1)                  Φορεία 
Κόπρανα (1) Φορεία 

21 14/4/04-3/8/04 K.pneumoniae 

Γ Κόπρανα (1) Φορεία 
E Ούρα (1) Φορεία 

Θ 

Αίμα (1) 
Bακτηριαιμία από ΚΦΚ 

Κεντρικός φλεβικός καθετήρας (1) 
Βρογχικές εκκρίσεις (1)                      Φορεία 
Κόπρανα (1) Φορεία 

22 22/10/04-7/12/04 K.pneumoniae 

A 
Ούρα (1) Φορεία 
Κόπρανα (1) Φορεία 

Γ 
Αίμα (2) Δευτεροπαθής Βακτηριαιμία 
Ούρα (1) Φορεία 

Z Βρογχικές εκκρίσεις (1) Πνευμονία σχετιζόμενη με αναπνευστήρα 

23 21/3/05-8/6/05 K.pneumoniae 
Γ 

Βρογχικές εκκρίσεις (1)                      Πνευμονία σχετιζόμενη με αναπνευστήρα 
Ούρα (2) Φορεία 
Κόπρανα (2) Φορεία 

Η Ούρα (1) Φορεία 
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3.3. Έλεγχος ευαισθησίας στα αντιβιοτικά 

Οι ευαισθησίες στα αντιμικροβιακά των εντεροβακτηριακών (80) που 

συμπεριλήφθηκαν στη μελέτη φαίνονται στον Πίνακα 17.  Οι MICs στις 

καρβαπενέμες κυμαίνονταν από 0,5 έως > 32μg/ml για την ιμιπενέμη και από ≤ 0,125 

έως >32μg/ml για την μεροπενέμη και την ντοριπενέμη.  Όλα τα στελέχη της μελέτης 

ήταν ανθεκτικά στις ευρέως φάσματος κεφαλοσπορίνες, πενικιλλίνες με αναστολείς 

και τη σιπροφλοξασίνη.  Ευαισθησία στην αζτρεονάμη παρατηρήθηκε στο 15,8% των 

στελεχών.  Η γενταμικίνη ήταν η πιο δραστική ουσία με 89,6% των στελεχών να 

είναι ευαίσθητα (MIC για το 50% και 90% των στελεχών 2 και 8 μg/ml, αντίστοιχα) 

και ακολουθείται από την κολιστίνη με 66,2% των στελεχών να είναι ευαίσθητα(MIC 

για το 50% και 90% των στελεχών 2 και >32 μg/ml, αντίστοιχα).  Η τιγκεκυκλίνη 

έδειξε δραστικότητα έναντι του 62,3% των στελεχών (MIC για το 50% και 90% των 

στελεχών 1 και 3 μg/ml, αντίστοιχα).  Τα δύο στελέχη P.aeruginosa ήταν ιδιαίτερα 

ανθεκτικά στις καρβαπενέμες (MIC > 32μg/ml) και ήταν επίσης ανθεκτικά σε όλα τα 

αντιμικροβιακά που μελετήθηκαν εκτός της κολιστίνης στην οποία το ένα μόνο 

στέλεχος ήταν ευαίσθητο.  Σύμφωνα με το νέα όρια της CLSI που είναι διαθέσιμα 

από το 2010 για τα εντεροβακτηριακά το ποσοστό ευαισθησίας στις ντοριπενέμη, 

ιμιπενέμη και μεροπενέμη ήταν 6,6%, 10,4% και 3,9%, αντίστοιχα ενώ το ποσοστό 

ευαισθησίας στην αζτρεονάμη παρέμεινε αμετάβλητο (15,8%) (CLSI, 2012). 

3.4. Ανίχνευση και ταυτοποίηση του γονιδίου blaVIM  

Σε όλα τα στελέχη που παρήγαγαν MBL βρέθηκε με μέθοδο PCR το γονίδιο 

blaVIM.  Όλα τα εντεροβακτηριακά έφεραν το γονίδιο blaVIM-1, όπως φάνηκε μετά από 

την πέψη του PCR «προϊόντος» με την περιοριστική ενδονουκλεάση SacI, ενώ τα 

στελέχη P. aeruginosa έφεραν το blaVIM-2 (Εικόνα 11). Τα αποτελέσματα αυτά 

επιβεβαιώθηκαν με ανάγνωση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας (sequencing). 
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Kpn, K.pneumoniae; Ecl, E.cloacae; Cfr, C.freundii; ESBL, Ευρέως φάσματος β-λακταμάση; IMP, ιμιπενέμη; MER, μεροπενέμη; DOR, ντοριπενέμη; ATM, αζτρεονάμη; 

AMK, αμικασίνη; GEN, γενταμικίνη; TIG, τιγεκυκλίνη; COL, κολιστίνη. 
α MIC που καθορίστηκε με E-test 

Πίνακας 17. Ευαισθησίες Εντεροβακτηριακών που παρήγαγαν MBL, ταξινομημένα σύμφωνα με το είδος και τον κλώνο, που καθορίστηκε από 
την REP-PCR (CLSI, 2012) 
Στελέχη       

(ανά κλώνο) 
Αριθμός 
στελεχών 

Φαινότυπος ESBL 
(%) IMPα MERα DORα ATM AMK GEN TIGα COLα 

   Εύρος MIC (μg/ml)  
(Ευαισθησία, %) 

Kpn-A 14 11  
(78,6) 

1->32  
(7,1) 

2->32  
(0) 

4->32  
(0) 

≤0,125->32 
(21,4) 

8-32  
(71,4) 

0,5->32 
(92,9) 

0,25-4 
(21,4) 

1->32  
(50) 

Kpn-B 7 6 
(85,7) 

4->32  
(0) 

8->32     
(0) 

4->32  
(0) 

0.5->32  
(16,7) 

8-32  
(83,3) 

1-4   
(100) 

0,5-2 
(66,7) 

0,125->32 
(66,7) 

Kpn-Γ 22 18 
(81,8) 

1->32 
(4,5) 

≤0,125->32 
(4.5) 

≤0,125->32 
 (4.5) 

≤0,125->32 
(18,2) 

8->32 
(52,4) 

0,5->32 
(85,7) 

0.38-4 
(47,6) 

0,125->32 
(66,7) 

Kpn-Δ 1 1 32 >32 >32 >32 16 2 2 8 

Kpn-E 13 12 
(92,3) 

2->32 
(0) 

1->32 
(7,7) 

0,125->32  
(7,7) 

≤0,125->32 
(7,7) 

16->32 
(23,1) 

1->32 
(76,9) 

0,38->256 
(76,9) 

0,5->32 
(76,9) 

Kpn-Ζ 5 4 
(80) 

0,5-8 
(60) 

1-32 
(20) 

≤0,125-16  
(20) 

1->32 
(80) 

8-16 
(100) 

0,5-2 
(100) 

0,5-6 
(80) 

0,125->32 
(60) 

Kpn-Η 3 3 
(100) 

2->32 
(0) 

2->32 
(0) 

4->32  
(0) 

>32 
(33,3) 

16->32 
(33,3) 

2->32 
(33,3) 

0,125-1 
(100) 

0,125->32 
(33,3) 

Kpn-Θ 9 9 
(100) 

1->32 
(11,1) 

4->32 
(11,1) 

2->32  
(11,1) 

>32 
(0) 

8-32 
(88,9) 

0,5-4 
(100) 

0,25-1 
(100) 

0,125->32 
(77,8) 

Kpn-I 1 1 0,5 8 16 >32 16 1 1 2 

Kpn-Κ 2 0 
(0) 

8-16 
(0) 

2-8 
(0) 

2-16   
(0) 

≤0,125 
(100) 

4 
(100) 

1 
(100) 

0,25-0,38 
(100) 

0,5-4 
 

Ecl-1 1 0 8 >32 8 >32 8 1 3 0,125 

Ecl-2 1 0 8 8 1,5 >32 >32 4 0,5 0,125 

Cfr 1 0 1 4 1 32 16 1 1 0,25 

Total 80  0,5->32  
(10) 

 0,125->32 
(3,8) 

≤0,125->32   
(6,3) 

≤0,125->32 
(15,8) 

4->32  
(63,6) 

0,5->32 
(89,6) 

0,125->256 
(62,3) 

0,125->32 
(66,2) 

MIC50/MIC90 80  16/>32 >32/>32 32/>32 >32/>32 16/32 2/8 1/3 2/>32 
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3.5. Αποτελέσματα βακτηριακής σύζευξης 

Στα πειράματα σύζευξης χρησιμοποιήθηκε τουλάχιστον ένα στέλεχος από 

κάθε κύριο τύπο κλώνων.  Tο γονίδιο blaVIM-1 μεταφέρθηκε ελεύθερα από 6 από τα 

11 στελέχη (54,5%) K.pneumoniae στο E. coli στέλεχος-δέκτη.  Τα τέσσερα από τα 

έξι στελέχη έφεραν επίσης το γονίδιο blaSHV-5 το οποίο συν-μεταφέρθηκε στο 

στέλεχος δέκτη μόνο σε μία περίπτωση (Πίνακας 18). 

3.6. Ανίχνευση παραγωγής β-λακταμασών με ισοηλεκτρική εστίαση (IEF) 

Ισοηλεκτρική εστίαση έγινε για όλα τα κλινικά στελέχη K.pneumoniae, 

E.cloacae και C.freundii, καθώς και τα μετασυζευγμένα στελέχη που 

δημιουργήθηκαν. Σε όλα πιστοποιήθηκε η παρουσία της αντίστοιχης του είδους 

Εικόνα  11. Πέψη του blaVIM  PCR προϊόντος με SacI περιοριστική ενδονουκλεάση για τον 
διαχωρισμό του blaVIM-1  και του blaVIM-2.   

   

blaVIM-2/SacI

blaVIM-1/SacI

1,353bp
1,078bp

872bp 

603bp

312bp 
281/271bp   

234bp  
194bp

1       2        3        4        5        6        7        8        9       10     11

blaVIM-2/SacI

blaVIM-1/SacI

1,353bp
1,078bp

872bp 

603bp

312bp 
281/271bp   

234bp  
194bp

1       2        3        4        5        6        7        8        9       10     11

   
Σειρά 1 : ΦΧ DNA/HaeIII 
Σειρές 2-9  : blaVIM PCR προϊόντα από DNA στελεχών K. pneumoniae μετά από πέψη με SacI 

περιοριστική ενδονουκλεάση. 
Σειρά 10  : blaVIM PCR προϊόντα από DNA στελέχους P. aeruginosa μετά από πέψη με SacI 

περιοριστική ενδονουκλεάση. 
Σειρά 11  : blaVIM PCR προϊόντα από DNA στελέχους Ε. cloacae μετά από πέψη με SacI 

περιοριστική ενδονουκλεάση. 
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χρωμοσωμικής κεφαλοσπορινάσης όπως της β-λακταμάσης με pI 7,6 για τα στελέχη 

K.pneumoniae (SHV-1-τύπου), της β-λακταμάσης με pI 8,0 για τα στελέχη E.cloacae 

και της β-λακταμάσης με pI 9.0 για το στέλεχος C.freundii (Εικόνα 12).  Σε κανένα 

στέλεχος δεν ανιχνεύτηκε β-λακταμάση με pI 5,3 που αντιστοιχεί στην VIM.  Είναι 

γνωστή από την βιβλιογραφία η χαμηλή υδρολυτική ικανότητα της VIM έναντι της 

νιτροσεφίνης (Rasmussen BA et al, 1997). Σε 64 στελέχη K.pneumoniae ανιχνεύτηκε 

β-λακταμάση με pI 8,2 που αντιστοιχεί στις ευρέως φάσματος β-λακταμάσες SHV-5 

και SHV-12. 

 

 

 

3.7. Ανίχνευση και χαρακτηρισμός ιντεγκρονίων που φέρουν το blaVIM  

Από την χαρτογράφηση με PCR φάνηκε ότι σε όλες τις περιπτώσεις το 

γονίδιο blaVIM-1 ήταν μέρος ενός ιντεγκρονίου τάξεως 1.  Αναδείχθηκε ένας κύριος 

τύπος ιντεγκρονίου με τέσσερις γονιδιακές κασέτες που περιλαμβάνουν από το 5΄- 

άκρο προς το 3΄- άκρο, τα γονίδια blaVIM-1, aacA7, dhfrI και aadA1. Το ιντεγκρόνιο 

αυτό που ανιχνεύτηκε σε όλα τα στελέχη K. pneumoniae και στα δύο στελέχη 

Εικόνα  12. Ισοηλεκτρική εστίαση πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων από κλινικά στελέχη 
K.pneumoniae..  
 
 

pI 8.2

pI 7.6

SHV-12

SHV-11

pI 8.2

pI 7.6

SHV-12

SHV-11

 
Σειρά 1 & Σειρά 7 : Πρότυπο στέλεχος  K. pneumoniae με SHV-12 & 

SHV-11 
Σειρές 2-6  & Σειρές 8-12  : Κλινικά στελέχη K. pneumoniae  

 

 1    2    3    4   5    6          7   8  9  10  11  12
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E.cloacae (Πίνακας 18) έμοιαζε με το ήδη χαρακτηρισμένο ιντεγκρόνιο In-e541 

(Vourli S. et al, 2006). Η μελέτη της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας σε επιλεγμένα 

στελέχη επαλήθευσε την μεγάλη ομολογία  με το In-e541. 

Το στέλεχος C. freundii έφερε ένα ιντεγκρόνιο που περιελάμβανε τα γονίδια blaVIM-1 

και aac(6΄)-IIc και ήταν πανομοιότυπο με το ιντεγκρόνιο In87 (GenBank αριθμός 

κατάθεσης no. AY648125), το οποίο έχει στο παρελθόν περιγραφεί από την 

ερευνητική μας ομάδα σε κλινικό στέλεχος E. cloacae (Galani I. et al, 2005).  Μεταξύ 

των δύο ασθενών από τους οποίους απομονώθηκαν τα παραπάνω μικρόβια δεν 

υπήρχε καμία εμφανής επιδημιολογική σχέση καθώς ο πρώτος μεταφέρθηκε με 

βακτηριαιμία από Ε. cloacae από ένα περιφερειακό νοσοκομείο στην παθολογική 

πτέρυγα του Νοσοκομείου «Αττικόν» το 2003 ενώ ο δεύτερος νοσηλεύθηκε στη 

ΜΕΘ το 2004.  

 Το ιντεγκρόνιο In87 στην 5΄συντηρημένη περιοχή έχει το γονίδιο της 

ιντεγκράσης τύπου Ι (IntI1), έναν ισχυρό υποκινητή P1 (TTGACAN17TAAACT), 

μια αδρανή μορφή του υποκινητή Ρ2 (TTGTTAN14TACAGT) και την ειδική θέση 

ανασυνδυασμού attI1. Περιέχει δύο γονιδιακές κασέτες τις blaVIM-1 and aac(6΄)-IIc, 

με την γονιδιακή κασέτα blaVIM-1 να έχει ενσωματωθεί στο ιντεγκρόνιο στη θέση 

attI1.  Ακολουθεί η γονιδιακή κασέτα aac(6΄)-IIc και τέλος στο 3΄-CS άκρο του 

ιντεγκρονίου ανιχνεύτηκε το γονίδιο qacED1 που ευθύνεται για την αντοχή στα 

άλατα του τεταρτοταγούς αμμωνίου. Το γονίδιο  aac(6′)-IIc κωδικοποιεί μια 6′-N-

ακετυλοτρανσφεράση που ακετυλιώνει τη γενταμικίνη, την τομπραμυκίνη και τη 

νετιλμικίνη αλλά όχι την αμικασίνη (Hu Z. et al, 2009). Το ένζυμο AAC(6΄)-IIc 

παρουσιάζει 31–80% ομολογία με άλλες γνωστές ακετυλοτρανσφεράσες.   

3.8. Έλεγχος πλασμιδιακού περιεχομένου 

Με εξαίρεση ένα μόνο στέλεχος, αυτό που ανήκει στον κλώνο Κ, όλα τα 

στελέχη Κ. pneumoniae περιείχαν τουλάχιστον ένα και μέχρι τέσσερα πλασμίδια με 

μεγέθη που κυμαίνονται από 20 έως 220 kb. όπως φαίνεται από την πέψη του ολικού 

DNA με την S1 νουκλεάση (Πίνακας 18, Εικόνα 13).   Για τα στελέχη εκείνα που 

περιείχαν ένα μόνο πλασμίδιο ή ήταν επιτυχής η μεταφορά του πλασμιδίου που έφερε 

το blaVIM-1 σε εργαστηριακό στέλεχος-δέκτη E. coli, έγινε απομόνωση πλασμιδιακού 

DNA (Εικόνα 14) και  πέψη με περιοριστική ενδονουκλεάση (Εικόνα 15).  
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Αναδείχτηκαν πέντε διαφορετικά πλασμίδια που περιείχαν το γονίδιο blaVIM-1 με 

μεγέθη 200, 70, 65, 55 και 50 kb, το πρώτο από τα οποία έφερε επίσης το γονίδιο 

blaSHV-5.  Και τα δύο στελέχη Ε. cloacae που συμπεριλήφθηκαν στη μελέτη έφεραν 

από ένα ίδιου μεγέθους πλασμίδιο (90 kb) και από ένα διαφορετικό πλασμίδιο 

μεγέθους 280 kb το ένα και 200 kb το άλλο στέλεχος.  Το ιντεγκρόνιο που περιείχε το 

blaVIM-1 ήταν παρόμοιο με εκείνο που περιγράφεται στα στελέχη K. pneumoniae 

(Πίνακας 18). 

Το στέλεχος C. freundii έφερε ένα πλασμίδιο μεγέθους 40 kb με διαφορετικό 

ιντεγκρόνιο που περιλάμβανε τα γονίδια blaVIM-1 και aac(6΄)-IIc.  

727.5bp
679.0bp
630.5bp
582.0bp
533.5 bp
485.0 bp
436.5 bp
388.0 bp

339.5 bp
291.0 bp
242.5 bp

194.0 bp

145.5 bp

97.0 bp

48.5 bp

680bp

610bp

555bp

450bp

375bp

295bp

225bp

1       2      3     4       5      6      7     8      9     10 11    12

727.5bp
679.0bp
630.5bp
582.0bp
533.5 bp
485.0 bp
436.5 bp
388.0 bp

339.5 bp
291.0 bp
242.5 bp

194.0 bp

145.5 bp

97.0 bp

48.5 bp

680bp

610bp

555bp

450bp

375bp

295bp

225bp

1       2      3     4       5      6      7     8      9     10 11    12

 

 

Σειρά 1 : Lambda Ladder PFG Marker 
Σειρές 2-11 : Αντιπροσωπευτικά στελέχη K.pneumoniae  
Σειρά 12 : Yeast Chromosome PFG Marker 
   

Εικόνα 13. Ηλεκτροφόρηση πλασμιδιακών εκχυλισμάτων σε εναλλασσόμενο πεδίο (PFGE)  
μετά από πέψη με S1 νουκλεάση. 
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Εικόνα 14. Ηλεκτροφόρηση πλασμιδιακών εκχυλισμάτων σε πήκτωμα αγαρόζης. 
 
 

10Kb

8Kb

6Kb

5Kb

4Kb

1        2       3       4        5       6

10Kb

8Kb

6Kb

5Kb

4Kb

1        2       3       4        5       6

 
 
Σειρά 1 : Supercoiled DNA Ladder 
Σειρές 2-6 : Πλασμιδιακό εκχύλισμα από κλινικά στελέχη K.pneumoniae 
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Εικόνα 15. RFLP ανάλυση πλασμιδίων με PstI.  

Α Β 

10Kb
8Kb
5Kb
4Kb
3Kb
2kb

1.5Kb

1Kb

23,1Kb
9,4Kb
6,5Kb
4,3Kb

2,3Kb
2,0Kb

1   2   3   4    5   6   7   8

10Kb
8Kb
5Kb
4Kb
3Kb
2kb

1.5Kb

1Kb

23,1Kb
9,4Kb
6,5Kb
4,3Kb

2,3Kb
2,0Kb

1   2   3   4    5   6   7   8

 

10Kb
6Kb
3Kb
2kb
1.5Kb

1Kb

0.5KB

23,1Kb

4,3Kb
2,3Kb
2,0Kb

0,5Kb

1        2   3            4   5              6   7       8

10Kb
6Kb
3Kb
2kb
1.5Kb

1Kb

0.5KB

23,1Kb

4,3Kb
2,3Kb
2,0Kb

0,5Kb

1        2   3            4   5              6   7       8

 

Σειρά 1 : 1 kb DNA Ladder Σειρά 1 : λ DNA-HindIII Digest 
Σειρές 2-7 : Πλασμίδια κερματισμένα με PstI Σειρές 2-7 : Πλασμίδια κερματισμένα με PstI 
Σειρά 8 : λ DNA-HindIII Digest Σειρά 8 : 1 kb DNA Ladder 
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Πίνακας 18. Κλινικά, επιδημιολογικά και μοριακά χαρακτηριστικά των ασθενών και των Εντεροβακτηριακών που παρήγαγαν ΜΒL και συμπεριελήφθησαν στην μελέτη 

Αρ. 
Ασθενή 

Ημερομηνία 
(εισαγωγής-
εξόδου ή 
θανάτου) 

Είδος Κλώνος Πηγή 
(αριθμός 
στελεχών) 

Κλινική 
σημασία 

Άλλα bla γονίδια 
 

Μέγεθος 
πλασμιδίου (kb) 

 

Σύζευξη 
 

Σειρά γονιδιακών κασσετών 
στο ιντεγκρόνιο 

(από 5΄  3΄) 

1 
 

17/06/05-
31/10/05 

Kpn E Αίμα ΒΚΚ 

SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 190+170+100 

ΔΕ blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 
ΚΦΚ 

Βρογχικές 
εκκρίσεις 

Φορεία 

Ορθικό Φορεία 
Θ Ορθικό Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 
Κ Αίμα BΑ SHV-1- τύπου Κανένα ΔΕ blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 

Ορθικό Φορεία 190+90 
2 
 

8/4/04-
13/5/04 

Kpn Γ Ορθικό Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 
Πύον ΧΛ SHV-1-τύπου 

E Βρογχικές 
εκκρίσεις 

Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 

3  
 

19/11/04-
29/12/04 

Kpn Γ 
 

Ορθικό Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 
Παροχέτευση Φορεία 

4 
 

10/11/04-
16/11/04 

Kpn E Αίμα BΑ 
SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 

200+180+100+20 ΔΕ blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 
Ορθικό Φορεία 

5 
 

11/3/04-
12/5/04 

Kpn A Πύον ΛΜΜ SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 200 ΔΕ ΔΕ 

E Ορθικό Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 
ΚΦΚ Φορεία 

Η Πύον ΛΜΜ SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου, 
TEM-1-τύπου 

55 ΔΕ blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 

Θ Βρογχικές 
εκκρίσεις 

ΠΑν SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 
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Αρ. 
Ασθενή 

Ημερομηνία 
(εισαγωγής-
εξόδου ή 
θανάτου) 

Είδος Κλώνος Πηγή 
(αριθμός 
στελεχών) 

Κλινική 
σημασία 

Άλλα bla γονίδια 
 

Μέγεθος 
πλασμιδίου (kb) 

 

Σύζευξη 
 

Σειρά γονιδιακών κασσετών 
στο ιντεγκρόνιο 

(από 5΄  3΄) 

6 
 

6/4/04-
10/5/04 

Kpn A Αίμα BΑ SHV-1-τύπου 190+40 ΔΕ blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 
Θ Βρογχικές 

εκκρίσεις 
ΠΑν SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 

7 
 

23/6/04-
29/7/04 

Kpn B Παροχέτευση Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 

8 
 

26/2/05-
1/6/05 

Kpn Α Βρογχικές 
εκκρίσεις 

Φορεία 

SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 

200 Επιτυχής 
(μεταφέρθηκε 
και το γονίδιο 
της SHV-5) 

ΔΕ 

Ορθικό Φορεία 200+70 Επιτυχής 
Β Ορθικό Φορεία SHV-1-τύπου 125+70 Επιτυχής blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 
Δ Ορθικό Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 70 ΔΕ blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 

Ecl 1 Ορθικό Φορεία AmpC 280+90 ΔΕ blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1* 
9 
 

20/12/04-
8/2/05 

Kpn Γ Ορθικό Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 

10 
 

23/8/04-
7/2/05 

Kpn A Αίμα ΒΚΚ 

SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 

65 ΔΕ 
 

blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 
ΚΦΚ 

Βρογχικές 
εκκρίσεις 

Φορεία 

Β Ορθικό Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 
Γ Ορθικό Φορεία 

SHV-1-τύπου 
ΔΕ ΔΕ ΔΕ 

Βρογχικές 
εκκρίσεις 

Φορεία 

Ζ ΚΦΚ Φορεία SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 
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Αρ. 
Ασθενή 

Ημερομηνία 
(εισαγωγής-
εξόδου ή 
θανάτου) 

Είδος Κλώνος Πηγή 
(αριθμός 
στελεχών) 

Κλινική 
σημασία 

Άλλα bla γονίδια 
 

Μέγεθος 
πλασμιδίου (kb) 

 

Σύζευξη 
 

Σειρά γονιδιακών κασσετών 
στο ιντεγκρόνιο 

(από 5΄  3΄) 

11 
 

6/10/04-
2/11/04 

Kpn Γ Ορθικό Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 

12 
 

18/6/04-
22/7/04 

Kpn B Ορθικό Φορεία 
SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 

55 ΔΕ ΔΕ 
Γ Ορθικό Φορεία 50 ΔΕ ΔΕ 

13 5/4/04-
24/5/04 

Kpn Ζ Αίμα BΑ SHV-5-τύπου,  SHV-1-τύπου 180+55 ΔΕ blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 
Θ Ορθικό Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 
Ι CVC Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 55 ΔΕ blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 

14 
 

   9/11/04 - 
17/1 /05 

Kpn Γ Αίμα ΒΚΚ 

SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 

ΔΕ ΔΕ blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 
ΚΦΚ 

Παροχέτευση Φορεία 
Ορθικό Φορεία 

Θ Ορθικό Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 
15 
 

13/5/05-
27/8/05 

Kpn A Ούρα Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 
E Ορθικό Φορεία SHV-1-τύπου ΔΕ Επιτυχής blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 

Βρογχικές 
εκκρίσεις 

Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 200+100 Ανεπιτυχής 

Ecl 2 Ορθικό Φορεία AmpC 200+90 ΔΕ blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1* 
16 
 

5/8/04-
10/11/04 

Kpn A Βρογχικές 
εκκρίσεις 

Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 

Γ Ορθικό Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 
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Αρ. 
Ασθενή 

Ημερομηνία 
(εισαγωγής-
εξόδου ή 
θανάτου) 

Είδος Κλώνος Πηγή 
(αριθμός 
στελεχών) 

Κλινική 
σημασία 

Άλλα bla γονίδια 
 

Μέγεθος 
πλασμιδίου (kb) 

 

Σύζευξη 
 

Σειρά γονιδιακών κασσετών 
στο ιντεγκρόνιο 

(από 5΄  3΄) 

17 
 

9/3/04-
17/6/04 

Kpn E Ορθικό Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 
Ζ ΚΦΚ Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 
Η Ορθικό Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 55 Επιτυχής blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 

Cfr  Ορθικό Φορεία AmpC 40 Ανεπιτυχής blaVIM-1, aac(6’ )-IIc 
18 20/5/04-

28/9/04 
Kpn A Ούρα Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 

B Πύον ΛΜΜ 
SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 

55 Ανεπιτυχής ΔΕ 
Ορθικό Φορεία ΔΕ 

Ζ ΚΦΚ Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 170+90+60 Ανεπιτυχής ΔΕ 
19 
 

3/6/04-
22/10/04 

Kpn B Ούρα Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 
Γ Βρογχικές 

εκκρίσεις 
Φορεία 

SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 
50 Επιτυχής ΔΕ 

Ορθικό Φορεία ΔΕ 
20 
 

19/2/05-
22/6/05 

Kpn A Βρογχικές 
εκκρίσεις 

Φορεία 
SHV-1-τύπου 

ΔΕ ΔΕ ΔΕ 

Ορθικό Φορεία 
21 
 

14/4/04-
3/8/04 

Kpn Γ Ορθικό Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 
E Ούρα Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 220+200+100+60 ΔΕ ΔΕ 
Θ Αίμα ΒΚΚ 

SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 

180+80+50 Ανεπιτυχής ΔΕ 
ΚΦΚ 160+80+50 

Βρογχικές 
εκκρίσεις 

Φορεία ΔΕ 

Ορθικό Φορεία ΔΕ 
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* βασισμένο στη χαρτογράφηση με PCR με τη χρήση εναρκτήριων ολιγονουκλεοτιδικών αλληλουχιών βάση της αλληλουχίας του In-e541 [bibl] 
(δεν έγινε ανάγνωση ολόκληρης της αλληλουχίας). 
 
Kpn, K.pneumoniae; Ecl, E.cloacae; Cfr, C.freundii; BΑ, βακτηριαιμία; ΚΦΚ, κεντρικός φλεβικός καθετήρας; ΒΚΚ, βακτηριαιμία σχετιζόμενη 
με κεντρικό φλεβικό καθετήρα; ΧΛ, χειρουργική λοίμωξη; ΛΜΜ, λοίμωξη μαλακών μορίων; ΠΑν, πνευμονία σχετιζόμενη με αναπνευστήρα; 
ΔΕ, δεν έγινε. 

 

 
 

Αρ. 
Ασθενή 

Ημερομηνία 
(εισαγωγής-
εξόδου ή 
θανάτου) 

Είδος Κλώνος Πηγή 
(αριθμός 
στελεχών) 

Κλινική 
σημασία 

Άλλα bla γονίδια 
 

Μέγεθος 
πλασμιδίου (kb) 

 

Σύζευξη 
 

Σειρά γονιδιακών κασσετών 
στο ιντεγκρόνιο 

(από 5΄  3΄) 

22 
 

22/10/04-
7/12/04 

Kpn A Ούρα Φορεία SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 
Ορθικό Φορεία 

Γ Αίμα BΑ SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 55 ΔΕ blaVIM-1, aacA7, dhfrI, aadA1 
Ούρα Φορεία ΔΕ 

Ζ Βρογχικές 
εκκρίσεις 

ΠΑν SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου ΔΕ ΔΕ ΔΕ 

23 
 

21/3/05-
8/6/05 

Kpn Γ Βρογχικές 
εκκρίσεις 

ΠΑν SHV-5-τύπου, SHV-1-τύπου 55 ΔΕ ΔΕ 

Ούρα Φορεία SHV-1-like ΔΕ 
Ορθικό Φορεία SHV-5-like, SHV-1-like ΔΕ 

Η Ούρα Φορεία SHV-5-like, SHV-1-like 55 ΔΕ ΔΕ 
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3.9. Κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών της μελέτης 

Κατά την διάρκεια της μελέτης, από τους 23 ασθενείς, 12 υπέστησαν μία ή 

περισσότερες κλινικές λοιμώξεις από εντεροβακτηριακά που παρήγαγαν 

καρμπαπενεμάση τύπου MBL.  Σε αυτή την ομάδα ασθενών καταγράφηκαν συνολικά 

εννέα επεισόδια βακτηριαιμίας, τέσσερα από τα οποία οφείλονταν σε ΚΦΚ, τέσσερις 

πνευμονίες σχετιζόμενες με αναπνευστήρα, τρεις λοιμώξεις μαλακών μορίων και μία 

λοίμωξη χειρουργικού πεδίου. Σε όλους τους ασθενείς με ή χωρίς επιβεβαιωμένη 

λοίμωξη ανιχνεύθηκε αποικισμός σε μία ή περισσότερες περιοχές από 

μικροοργανισμό που παρήγαγε MBL τύπου VIM.  O γαστρεντερικός σωλήνας ήταν η 

πιο κοινή εστία αποικισμού με 21 από τους 23 ασθενείς να είναι αποικισμένοι 

(91,3%) και ακολουθούσε το αναπνευστικό σύστημα με 9 ασθενείς να είναι 

αποικισμένοι (39,1%).  Σε δύο ασθενείς (αριθ. 8 και 15) εντοπίστηκε στέλεχος  

blaVIM-2-θετικής P. aeruginosa στις βρογχικές εκκρίσεις στον ένα και στα ούρα στον 

άλλο.  Προφανώς δεν υπήρξε οριζόντια μεταφορά του γονιδίου blaVIM από μη 

ζυμώντα τη λακτόζη σε εντεροβακτηριακά δεδομένου ότι δεν έχουν την ίδια 

παραλλαγή του γονιδίου. Ο μέσος χρόνος εμφάνισης VIM-θετικού 

Εντεροβακτηριακού στελέχους στους ασθενείς της μελέτης σε σχέση με την 

ημερομηνία εισαγωγής τους ήταν 21 ημέρες (διάμεσος χρόνος 19 ημέρες, εύρος 0-81 

ημέρες) που επιβεβαιώνει την ενδονοσοκομειακή απόκτηση του στελέχους στην 

πλειονότητα των ασθενών, όπως φαίνεται αναλυτικά και στο Σχήμα 2. 
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Σχήμα 2. Χρόνος πρώτης απομόνωσης VIM-θετικού Εντεροβακτηριακού στελέχους σε σχέση με την ημερομηνία εισαγωγής των ασθενών της 
μελέτης. Κάθε γενετικά διακριτός κλώνος συμβολίζεται με διαφορετικό χρώμα. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

Η ΜΕΘ του Γενικού Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου «Αττικόν» άρχισε να 

λειτουργεί στα τέλη του 2003. Ένα χρόνο νωρίτερα, το 2002, είχαν διαπιστωθεί οι 

τρεις πρώτες εστίες επιδημίας K. pneumoniae που παρήγαγαν VIM-1 σε τρία 

τριτοβάθμια νοσοκομεία των Αθηνών (Scoulica EV et al, 2004).  Η συστηματική 

παρακολούθηση των καλλιεργειών αποικισμού των ασθενών μας έδωσε τη 

δυνατότητα να διαπιστώσουμε ότι το γονίδιο blaVIM-1 εισήχθηκε στην ΜΕΘ του 

«Αττικόν» με τη μεταφορά αποικισμένων ασθενών από άλλα νοσοκομεία. Σύντομα 

έγινε σαφές ότι η αντοχή των Εντεροβακτηριακών στις καρβαπενέμες στη ΜΕΘ του 

«Αττικόν» οφειλόταν κυρίως στη διασπορά αυτού του γονιδίου. Τα διαθέσιμα 

στοιχεία του Εθνικού Συστήματος Επιτήρησης της Αντοχής στα Αντιμικροβιακά 

(http://www.mednet.gr/whonet/top.htm) επιβεβαιώνουν και σε εθνικό επίπεδο τη 

συσχέτιση της πολυαντοχής της Κ. pneumoniae με τη διασπορά των blaVIM-1-θετικών 

στελεχών στα μεγάλα Ελληνικά νοσοκομεία από το 2002 ως το 2007 (Vatopoulos A 

et al, 2008).                 

Η παρούσα μελέτη διεξήχθη για να απαντήσει σε ερωτήματα σχετικά με την 

επιδημιολογία των blaVIM-1-θετικών εντεροβακτηριακών στην αρχή της επιδημίας 

στη ΜΕΘ ενός μεγάλου Πανεπιστημιακού νοσοκομείου της Αθήνας: Μήπως η 

αυξημένη συχνότητα απομόνωσης των στελεχών αυτών στο νοσοκομείο μας 

οφειλόταν στην διασπορά ενός συγκεκριμένου κλώνου, ή μήπως ήταν αποτέλεσμα 

οριζόντιας μεταφοράς γονιδίων μεταξύ περισσότερων κλώνων;  Θα μπορούσε να 

οφείλεται στη διάδοση ενός συζευκτικού πλασμιδίου μεταξύ των διαφόρων 

μικροβιακών ειδών;  Ήταν πιθανό τα MBL-θετικά στελέχη P. aeruginosa, των 

οποίων η εμφάνιση προηγήθηκε αυτής των MBL-θετικών εντεροβακτηριακών, να 

αποτελούσαν την δεξαμενή αυτών των γονιδίων;  Ποιος ήταν ο ρόλος του αποικισμού 

από στελέχη που παρήγαγαν MBL στην ανάπτυξη κλινικής λοίμωξης;  Υπάρχει 

διαφορά μεταξύ των διαφόρων κλώνων στην πιθανότητα να προκαλέσουν λοίμωξη; 

Μεταξύ των εντεροβακτηριακών που παρήγαγαν VIM  στους ασθενείς της 

ΜΕΘ του νοσοκομείου μας διαπιστώθηκε πολυκλωνικότητα δεδομένου ότι τα 77 

στελέχη MBL-θετικής K. pneumoniae αντιστοιχούσαν σε δέκα διαφορετικούς 

γενετικούς κλώνους, με τα 49 (63,6%) να ανήκουν στους τρεις μεγαλύτερους 

κλωνικούς τύπους.  Ένας ασθενής μπορούσε να φέρει περισσότερους από ένα, και 
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μέχρι τέσσερις, γενετικά διακριτούς κλωνικούς τύπους.  Παρατηρήθηκε επίσης 

διαφορετικοί ασθενείς που νοσηλεύθηκαν διαφορετικά χρονικά διαστήματα και χωρίς 

εμφανή επιδημιολογική συσχέτιση μεταξύ τους, να έχουν αποικισμό ή/και λοίμωξη 

από κοινούς κλώνους K. pneumoniae (οι ασθενείς αριθ. 1, 2 και 4 μοιράζονταν 

στελέχη κλωνικού τύπου Ε), κάτι που υποδηλώνει ότι η επιδημία αυτή τροφοδοτείται 

από πολλές διαφορετικές πηγές είτε από το περιβάλλον της ΜΕΘ είτε εκτός ΜΕΘ (σε 

άλλες πτέρυγες ή πιθανότερα σε άλλα νοσοκομεία). 

Οι περισσότεροι κλωνικοί τύποι βρέθηκε να είναι υπεύθυνοι τόσο για 

αποικισμό όσο και για λοίμωξη.  Συγκεκριμένα, οι κλώνοι Ε και Κ του ασθενούς Αρ. 

1 ή ο κλώνος Γ του ασθενούς Αρ. 14 βρέθηκαν υπεύθυνοι αποικισμού στο 

γαστρεντερικό αλλά ταυτόχρονα υπεύθυνοι για βακτηριαιμία στους ίδιους ασθενείς.  

Ωστόσο παρατηρήθηκε και το αντίθετο φαινόμενο όπου ασθενείς αποικισμένοι από 

κάποιους κλωνικούς τύπους έκαναν λοίμωξη από στελέχη που άνηκαν σε άλλους 

κλώνους.  Συγκεκριμένα, ο ασθενής Αρ. 13 ήταν αποικισμένος από τους κλώνους Θ 

και Κ αλλά εμφάνισε βακτηριαιμία από στέλεχος που ανήκε στον κλώνο Ζ.  Τέλος, 

ορισμένοι ασθενείς είχαν αποικιστεί από περισσότερους του ενός κλώνους ή 

περισσότερα από ένα μικροβιακά είδη στο γαστρεντερικό σωλήνα, αλλά ποτέ δεν 

εμφάνισαν κλινική λοίμωξη (π.χ. Αρ. ασθενή 17).  Πιθανότατα, η εμφάνιση ή όχι 

κλινικής λοίμωξης από τη χλωρίδα του ασθενούς σχετίζεται περισσότερο με τα 

χαρακτηριστικά του ξενιστή δηλαδή τις συν-νοσηρότητες και την επάρκεια του 

ανοσολογικού του συστήματος. Δεν κατέστη δυνατό να αναγνωρίσουμε κάποιους 

κλώνους με υψηλή λοιμογονικότητα δηλαδή ιδιαίτερη ικανότητα να προκαλούν 

κλινική λοίμωξη.  Δεν εντοπίστηκε επίσης κάποια συσχέτιση μεταξύ συγκεκριμένων 

κλώνων και είδους λοίμωξης (π.χ. βακτηριαιμία).  Από την παρούσα μελέτη δεν 

μπόρεσε να διευκρινισθεί η ακριβής σημασία του προηγηθέντος αποικισμού για την 

ανάπτυξη κλινικής λοίμωξης και αυτό παραμένει ένα «ανοικτό» ζήτημα για 

μελλοντική έρευνα. 

Η πολυκλωνική φύση της επιδημίας στη ΜΕΘ του νοσοκομείου μας έρχεται σε 

αντίθεση με μερικές Ελληνικές δημοσιεύσεις. Οι Σκούλικα και συν. περιέγραψαν μία 

μικρή επιδημία από ένα κλώνο E.coli που παρήγαγε VIM-1 σε νοσοκομείο της 

Κρήτης το 2001 (Scoulica EV et al, 2004), οι Βουρλή και συν. μία μικρή επιδημία 

από έναν κυρίως κλώνο P.mirabilis που παρήγαγε VIM-1 σε νοσοκομείο της 

Θεσσαλονίκης το 2004-2005 (Vourli S et al, 2006), οι Πούλου και συν. μία κλωνική 
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επιδημία από VIM-1-θετική K.pneumoniae στις Σέρρες to 2007-2008 (Poulou A et al, 

2010) και οι Τοκατλίδου και συν. μία κλωνική επιδημία από VIM-12-θετική 

K.pneumoniae στο Ιπποκράτειο Νοσοκομείο της Θεσσαλονίκης, το 2006-2007 

(Tokatlidou D et al, 2008).  Η πρώτη αναφορά της παρουσίας στελεχών  

K.pneumoniae που παρήγαγαν VIM-1 στη χώρα μας περιγράφει τέσσερις κλώνους σε 

τρία νοσοκομεία της Αθήνας το 2002 (Giakkoupi P et al, 2003) ενώ οι Οικονομίδης 

και συν. δημοσίευσαν επιδημία από ένα κλώνο K.pneumoniae σε δύο νοσοκομεία, 

ένα στη Λάρισα και ένα στη Θεσσαλονίκη το 2004-2005 (Ikonomidis A et al, 2005). 

Η πολυκλωνικός χαρακτήρας της επιδημίας του «Αττικόν» συμφωνεί με δεδομένα 

της Ψυχογιού και συν. που περιγράφουν τη διανοσοκομειακή ή/και 

ενδονοσοκομειακή διασπορά πολλών διαφορετικών κλώνων K.pneumoniae σε 

διάφορα νοσοκομεία της Αθήνας το 2004-2006, χαρακτηριστική της εξέλιξης μιας 

επιδημίας σε ενδημία (Psichogiou M et al, 2008).  Όπως λοιπόν προκύπτει, η 

επιδημία του «Αττικόν» αποτελούσε εξ αρχής μέρος της ενδημικής διασποράς 

πολλαπλών VIM-θετικών κλώνων στα νοσοκομεία της χώρας μας. Σε άλλες 

ευρωπαϊκές χώρες περιγράφονται είτε κλωνικές επιδημίες Εντεροβακτηριακών με 

VIM, όπως ενδεικτικά στην Ιταλία (Cagnacci S et al, 2008) και στη Γαλλία (Kassis-

Chikhani N et al, 2006) είτε πρόσφατα πολυκλωνικές επιδημίες όπως στο Bolzano 

της Ιταλίας (Aschbacher R et al, 2011) και σε νοσοκομείο στη Μαδρίτη (Gijón D et 

al, 2012), όπου όμως ξεκίνησε με μια πιο σύνθετη εικόνα με συνύπαρξη 

μονοκλωνικής επιδημίας από VIM-θετικά στελέχη K.pneumoniae και πολυκλωνικής 

επιδημίας από VIM-θετικά στελέχη Enterobacter cloacae (Tato M et al, 2010). 

Παρόμοια δεδομένα δημοσιεύθηκαν από νοσοκομείο της Βικτώρια στην Αυστραλία 

όπου κλωνικές επιδημίες από IMP-4 –θετικά στελέχη S.marcescens και E.cloacae 

συνυπήρχαν με πολυκλωνική επιδημία από K.pneumoniae (Peleg AY et al, 2005). 

Είναι ενδιαφέρον ότι όλοι οι γενετικά διακριτοί κλώνοι K. pneumoniae στο 

νοσοκομείο μας, καθώς και οι δύο κλώνοι Ε. cloacae μοιράζονται την ίδια δομή 

ιντεγκρονίου, η οποία έχει περιγραφεί προηγουμένως σε άλλους κλώνους K. 

pneumoniae (GenBank Αρ. καταχώρησης AY340637) (Scoulica EV et al, 2004; 

Psichogiou M et al, 2008) καθώς και σε E. coli (GenBank Αρ. καταχώρησης 

AY339625) (Miriagou V et al, 2003), Providencia stuartii (Miriagou V et al, 2007), 

Proteus mirabilis (Galani I et al, 2005), Serratia liquefaciens, Klebsiella oxytoca 

(Miriagou V et al, 2008) και Acinetobacter baumannii (GenBank Αρ. καταχώρησης 
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DQ112355) (Tsakris A et al, 2006), που απομονώθηκαν σε διαφορετικά νοσοκομεία 

της Ελλάδας.  Το ιντεγκρόνιο αυτό που έχει χαρακτηρισθεί ως In-e541, έχει κυρίως 

βρεθεί σε μια ποικιλία IncN πλασμιδίων και μόνο σπάνια έχει ανευρεθεί σε 

χρωμόσωμα (Vourli S et al, 2006) ή σε πλασμίδια IncW (Miriagou V et al, 2008). 

Έχει διατυπωθεί η άποψη ότι η αλληλουχία εισδοχής IS26 είναι υπεύθυνη για την 

κινητοποίηση του και τη μεταφορά του μεταξύ διαφορετικών ειδών και μεταξύ 

στελεχών του ίδιου είδους (Miriagou V et al, 2005). Πρόσφατα, παρόμοιες δομές 

ιντεγκρονίων που περιέχουν τα γονίδια blaVIM-4 ή blaVIM-19 ως πρώτη γονιδιακή 

κασέτα έχουν εντοπιστεί σε Εντεροβακτηριακά στην Ελλάδα (Pournaras S et al, 

2010; Ikonomidis A et al, 2007). Οι Carattoli και συν. (Carattoli A et al, 2006) 

επιβεβαιώνουν ότι οι διαφορετικοί κλώνοι των VIM-θετικών στελεχών K.pneumoniae 

από διάφορα ελληνικά νοσοκομεία φέρουν πλασμίδια που έχουν διαφορετικό μέγεθος 

και ηλεκτροφορητικό προφίλ μετά από πέψη με περιοριστικές ενδονουκλεάσες, αλλά 

ανήκουν στην ίδια ομάδα ασυμβατότητας IncN και επομένως έχουν κοινή 

φυλογενετική προέλευση αν και έχουν υποστεί ποικιλία γεγονότων γενετικού 

ανασυνδυασμού . 

Στα ίδια πλαίσια κινείται και μία δημοσίευση από την Γένοβα της Ιταλίας για 

ένα στέλεχος Κ. pneumoniae που προκάλεσε επιδημία βακτηριαιμιών το 2004 και το 

οποίο έφερε ιντεγκρόνιο πανομοιότυπο με το In87, με blaVIM-1 και aac(6΄)-ΙΙc 

(Cagnacci S et al, 2008).  Το ιντεγκρόνιο αυτό, όπως προαναφέρθηκε, είχε εντοπισθεί 

για πρώτη φορά από την ομάδα μας το 2003 σε Ε. cloacae από Έλληνα ασθενή μετά 

από νοσηλεία σε επαρχιακό νοσοκομείο (Giakkoupi P et al, 2003) καθώς και στο C. 

freundii της παρούσας μελέτης.  Οι συγγραφείς από την Ιταλία υπογράμμισαν την 

πιθανότητα κοινής περιβαλλοντικής πηγής για την προέλευση των εν λόγω 

ιντεγκρονίων, μια και δεν μπόρεσε να βρεθεί καμία επιδημιολογική σχέση μεταξύ του 

πρώτου Ιταλού ασθενούς με την Ελλάδα ή με Έλληνες. Ιντεγκρόνια με δομή 

παρόμοια με του In87 έχουν περιγραφεί σε πολύ απομακρυσμένες γεωγραφικές 

περιοχές όπως την Ιαπωνία: το InK27AT σε στέλεχος K. oxytoca, το οποίο φέρει το 

γονίδιο blaIMP-1 ως πρώτη γονιδιακή κασέτα (Ode T et al, 2006) και τα In-s1 και In-s3 

σε στελέχη Serratia marcescens, τα οποία φέρουν το γονίδιο blaIMP-1 ή blaIMP-10 ως 

πρώτη γονιδιακή κασέτα, αντίστοιχα (Hu Z et al, 2009). Παρόμοια παρατήρηση για 

διασπορά της αντοχής στις καρβαπενέμες με μεταφορά μεταξύ διαφορετικών ειδών 

Εντεροβακτηριακών άλλων δομών ιντεγκρονίων (Ιn110, Ιn113), που περιέχουν το 
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γονίδιο blaVIM-1 δημοσιεύθηκε πρόσφατα και από την Ισπανία, ερμηνεύοντας την 

επιδημία από VIM-1 θετικά στελέχη σε Νοσοκομείο της Μαδρίτης το 2005-2007 

(Τato Μ et al, 2010). Αντίθετα, η μεταφορά συζευκτικών πλασμιδίων μεταξύ 

διαφορετικών ειδών σπάνια έχει αναφερθεί ως αιτία της διασποράς της μεταλλο-β-

λακταμάσης τύπου VIM (Galani I et al., 2007; March A et al, 2010; Luzzaro F et al, 

2004).  

Είναι προφανές ότι υπάρχει μια εξαιρετικά αποτελεσματική μεταφορά 

ιντεγκρονίων τάξεως 1 μεταξύ μικροβιακών ειδών και κλώνων, η οποία 

διαδραματίζει κυρίαρχο ρόλο στην ανάπτυξη και τη διασπορά της πολλαπλής 

αντοχής των Εντεροβακτηριακών στα αντιμικροβιακά και εν μέρει ερμηνεύει την 

πανδημική εξάπλωση της αντοχής στις καρβαπενέμες μέσω των VIM (Leverstein-van 

Hall MA et al, 2003) 

Τέλος, είναι αξιοσημείωτη η διαφορά στην επιδημιολογία των 

Εντεροβακτηριακών και ιδιαίτερα των στελεχών K.pneumoniae που παράγουν VIM-

1, τα οποία επικράτησαν στα Ελληνικά νοσοκομεία από το 2002 ως το 2007, σε 

σχέση με τα στελέχη που παράγουν KPC καρβαπενεμάση, τα οποία επικρατούν από 

το 2008 ως σήμερα. Η επιδημία των KPC ήταν μονοκλωνική, με ένα υπερενδημικό 

κλωνικό τύπο (ST 258) να επικρατεί διεθνώς όπως και στη χώρα μας και μόνο 

πρόσφατα άρχισαν να αναφέρονται νέοι κλώνοι με το γονίδιο blaKPC στα Ελληνικά 

νοσοκομεία (Giakkoupi et al, 2011). Επιπλέον, η μεταφορά του γονιδίου μεταξύ 

διαφορετικών ειδών Εντεροβακτηριακών έχει συσχετισθεί με την παρουσία ενός 

συγκεκριμένου τρανσποζονίου (Tn 4401) ή με μεταφορά ολοκλήρου του πλασμιδίου 

(Munoz-Price LS et al, 2009).  
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5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

Η μελέτη της μοριακής επιδημιολογίας της πρώτης επιδημίας από 

Εντεροβακτηριακά που παρήγαγαν VIM μεταλλο-β-λακταμάση στη ΜΕΘ του 

Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου «Αττικόν» επιβεβαίωσε τον πολυκλωνικό της 

χαρακτήρα και την διασπορά ενός κυρίως ιντεγκρονίου τάξεως 1 μεταξύ 

διαφορετικών κλώνων και διαφορετικών ειδών Εντεροβακτηριακών ενώ τα VIM 

θετικά στελέχη δεν μοιράζονταν κοινά πλασμίδια. Η πλειονότητα των ασθενών της 

μελέτης απέκτησαν το θετικό στέλεχος κατά τη νοσηλεία τους και η συχνότερη θέση 

αποικισμού ήταν ο γαστρεντερικός σωλήνας. Μεταξύ των δέκα διαφορετικών 

κλώνων  K. pneumoniae δεν αναγνωρίσθηκε κάποιος με ιδιαίτερη λοιμογονική δράση 

και δεν κατέστη δυνατό να βρεθεί συσχέτιση κάποιου κλώνου με την πρόκληση 

κάποιας συγκεκριμένης κλινικής λοίμωξης.  Οι παραπάνω παρατηρήσεις 

συνεισφέρουν στην καλύτερη κατανόηση της επιδημιολογίας των 

Εντεροβακτηριακών που παράγουν VIM και στην διαμόρφωση κατάλληλων 

στρατηγικών για την αναχαίτιση της διασποράς τους. 
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6. ABSTRACT  

The molecular epidemiology of VIM-producing Enterobacteriaceae isolated at the 

beginning of an epidemic in the Intensive Care Unit (ICU) of University General 

Hospital “ATTIKON” was studied.  All Gram-negative organisms isolated from 

March 2004 to November 2005 positive for metallo-β-lactamase (MBL) production 

were submitted to polymerase chain reaction (PCR) and sequencing, to repetitive 

sequence-based PCR (Rep-PCR) for molecular typing, and to S1 nuclease digestion 

for plasmid DNA characterization. Conjugation experiments and isoelectric focusing 

were performed to identify co-existing β-lactamases. Amongst 23 patients, 12 

suffered one or more clinical infections. Eighty-two isolates representing one isolate 

per clone, source and ICU patient were studied, including Klebsiella pneumoniae 

(77), Enterobacter cloacae (2), Citrobacter freundii (1) and Pseudomonas aeruginosa 

(2).  High clonal diversity was detected amongst the K. pneumoniae, with 10 distinct 

clones identified.  Conjugation was successful in 54.5% of K. pneumoniae, and five 

different-sized plasmids were detected.  All K. pneumoniae and both E. cloacae 

isolates shared the same blaVIM-1-containing class 1 integron structure also carrying 

aacA7, dhfrI and aadA1 gene cassettes. The C. freundii isolate carried a different 

integron that included blaVIM-1 and aac(6’)-IIc. Both P. aeruginosa isolates were 

positive for blaVIM-2.  It was not possible to identify specific clones with the potential 

to cause clinical infections.  In conclusion, a multiclonal cluster of MBL-producers 

was responsible for the first cases of colonisation and/or infection in the ICU. A 

single integron structure, common in Greek hospitals, efficiently disseminated 

between clones and species, suggesting that the epidemic was mainly the result of 

successful horizontal transfer of mobile genetic material rather than the result of 

horizontal transfer of one or a few clones. 
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