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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Τα β-λακταµικά αντιβιοτικά αποτελούν µια κατηγορία αντιβιοτικών µε ευρεία χρήση 

τόσο σε λοιµώξεις της κοινότητας όσο και σε επιπλεγµένες ενδονοσοκοµιακές 

λοιµώξεις (Livermore, 2009a). Περιλαµβάνουν τις πενικιλλίνες, κεφαλοσπορίνες, 

καρβαπενέµες και µονοµπακτάµες. Η τάξη αυτή των αντιβιοτικών έχει δεχτεί την 

τελευταία δεκαετία ένα σηµαντικό πλήγµα, µε την ανάπτυξη µηχανισµών αντοχής, 

ικανών να επηρεάσουν την δραστικότητα τους, οδηγώντας στον περιορισµό των 

διαθέσιµων θεραπευτικών σχηµάτων για την αποτελεσµατική αντιµετώπιση 

λοιµώξεων από στελέχη µε αντοχή σε πολλαπλές κατηγορίες αντιβιοτικών 

(Livermore, 2009b; Nordmann et al., 2012a; Patel and Bonomo, 2013).  

Ο βασικός µηχανισµός αντοχής στα β-λακταµικά αντιβιοτικά όσον αφορά τα 

εντεροβακτηριακά στελέχη, είναι ένζυµα ικανά να υδρολύουν τον β-λακταµικό 

δακτύλιο (Livermore, 2003; Medeiros, 1997). Τα ένζυµα αυτής της κατηγορίας είναι 

πολλαπλά (http:/www.lahey.org/studies) και εµφανίζουν διαφοροποιήσεις και 

εκλεκτικότητα όσον αφορά το υπόστρωµα που υδρολύεται (Bush, 2013; Bush et al., 

1995). Κωδικοποιούνται από γονίδια µε χρωµοσωµιακή εντόπιση ή από 

πλασµιδιακούς γόνους φερόµενους επί µεταθετών στοιχείων ή ιντεγκρόνιων(Jacoby, 

2009; Nordmann et al., 2012a; Poirel et al., 2011a, 2012). 

Υπό την πίεση της αυξανόµενης και εκτός συνταγογράφισης χρήσης αντιβιοτικών οι 

βακτηριακοί πληθυσµοί προσαρµόζονται υιοθετώντας αυτούς τους µηχανισµούς 

άµυνας έναντι των β-λακταµικών αντιβιοτικών (Walsh and Toleman, 2012; Walsh et 

al., 2011). Δεδοµένου ότι η ανάπτυξη νεοτέρων αντιβιοτικών, ανθεκτικών στην 

υδρόλυση από τις β-λακταµάσες ή αντιβιοτικών µε διαφορετικούς µηχανισµούς 

δράσης, δεν διαφαίνεται στο εγγύς µέλλον παρά τις έντονες ερευνητικές προσπάθειες, 

η ανάγκη για έγκαιρη, αξιόπιστη ανίχνευση και τυποποίηση των ενζύµων αυτών, η 
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γνώση της δεδοµένης επιδηµιολογικής κατάστασης και ο εξορθολογισµός της χρήσης 

των διαθέσιµων σχηµάτων αποτελούν τον ακρογωνιαίο λίθο για τον περιορισµό της 

διασποράς µικροβιακών αντοχών. 

Με την παρούσα διατριβή επιχειρείται, αφενός η καταγραφή και διερεύνηση 

πλασµιδιακών AmpC β-λακταµασών σε στελέχη εντεροβακτηριακών, µε ταυτόχρονη 

συγκριτική εκτίµηση της αποτελεσµατικότητας διαφόρων αναστολέων στην 

ανίχνευση τους και αξιολόγηση ενός τροποποιηµένου CLSI ESBL τεστ και αφετέρου 

η καταγραφή και διερεύνηση των νεωτέρων καρβαπενεµασών που έχουν ανιχνευθεί 

στην Ελληνική επικράτεια.  

1. Γενικοί µηχανισµοί µικροβιακής αντοχής. 

1.1. Απόκτηση γονιδίων αντοχής 
Η επιτυχής επιβίωση των µικροβίων σε ένα περιβάλλον αυξανόµενης πίεσης εξαιτίας 

της χρήσης αντιµικροβιακών ουσιών επιβάλλει την απόκτηση στοιχείων 

ανθεκτικότητας. Γονίδια αντοχής υπάρχουν στον µικροβιακό κόσµο και µπορούν να 

αποκτηθούν από τα ευαίσθητα στελέχη του ιδίου οικολογικού συστήµατος. Η 

πρόσληψη αυτή µπορεί πραγµατοποιείται µε τις ακόλουθες διαδικασίες.   

Καταρχάς µε την φυσική µεταµόρφωση (transformation) που συνίσταται στην 

απόκτηση τµηµάτων DNA από το περιβάλλον και µέσω οµόλογου ανασυνδιασµού, 

ενσωµάτωση τους στο βακτηριακό χρωµόσωµα µε πιθανότητα δηµιουργίας 

λειτουργικών γονιδίων (Hakenbeck and Coyette, 1998). Με µεταγωγή (transduction), 

κατά την οποία η µεταφορά της γονιδιακής πληροφορίας πραγµατοποιείται µέσω των 

βακτηριοφάγων που χρησιµοποιούν τους µηχανισµούς του κυττάρου ξενιστή για τον 

πολλαπλασιασµό τους. Κατά την συναρµολόγηση των ιϊκών σωµατιδίων, µαζί µε το 

ιϊκό DNA παγιδεύονται και κοµµάτια χρωµοσωµιακού DNA που εν συνεχεία 

διασπείρονται µε την προσβολή των νέων κυττάρων ξενιστών. Διακρίνονται δύο 
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τύποι µεταγωγής, η γενικευµένη (generalized) µε µεταφορά οποιοδήποτε τµήµατος 

DNA και η εξειδικευµένη (specialized) µε µεταφορά µόνο γειτνιαζόντων τµηµάτων 

DNA µε την θέση πρόσδεσης του φάγου (Lyon and Skurray, 1987). Τέλος µέσω 

βακτηριακής σύζευξης και οριζόντιας µεταφοράς συζευτικών πλασµιδιών που 

ενδέχεται να φέρουν γονίδια αντοχής, µεταξύ βακτηριδίων του ιδίου αλλά και 

διαφορετικού είδους (Dunny et al., 1995). 

1.1.1. Πλασµίδια 
Τα πλασµίδια είναι εξωχρωµοσωµιακά τµήµατα δίκλωνου DNA που διαθέτουν 

µηχανισµούς για την αυτόνοµη αντιγραφή τους, τον έλεγχο του αριθµού των 

αντιγράφων τους και την διατήρησή τους κατά την διχοτόµηση του κυττάρου. 

Ποικίλλουν σε µέγεθος και διακρίνονται σε συζευκτικά και µη ανάλογα µε τα αν 

διαθέτουν τα απαραίτητα γονίδια για την κωδικοποίηση των λειτουργιών που 

χρειάζονται για την µεταφορά τους ή χρειάζονται άλλα συζευκτικά πλασµίδια στο 

κύτταρο ξενιστή για την ολοκλήρωση της διαδικασίας (Carattoli, 2009). Η συχνότητα 

µεταφοράς ποικίλει. Για την λειτουργική κατάταξη των πλασµιδιών χρησιµοποιείται 

η διάκριση µε βάση την ασυµβατότητά τους (Couturier et al., 1988; Datta and 

Hedges, 1971). Η ασυµβατότητα αφορά την αδυναµία πλασµιδιών που ελέγχονται 

από κοινό σύστηµα αντιγραφής να συνυπάρχουν στην ίδια κυτταρική σειρά. Για την 

εργαστηριακή ανίχνευση και διάκριση έχει αναπτυχθεί και προταθεί µια µέθοδος 

τυποποίησης µε βάση την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR based replicon 

typing-PBRT) που στοχεύει σε θέσεις αντιγραφής των πιο σηµαντικών οικογενειών 

πλασµιδιών (Carattoli et al., 2005). Επί των πλασµιδίων ενδέχεται να εντοπίζονται 

µεταθετά στοιχεία φέροντα γονίδια αντοχής, συντελώντας στην διασπορά τους (Rice, 

2000). 
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1.1.2. Μεταθετά στοιχεία. 
Χαρακτηριστικά µεταθετά στοιχεία είναι τα τρανσποζόνια και τα ιντεγρόνια 

(Bennett, 2008; Collis and Hall, 1992). Τα στοιχεία αυτά έχουν την ιδιότητα να 

µεταφέρονται σε άλλη θέση εντός της ίδιας περιοχής DNA, από DNA µόριο σε 

διαφορετικό DNA µόριο, από πλασµίδιο σε πλασµίδιο ή τέλος από πλασµίδιο στο 

βακτηριακό γονιδίωµα ή και ανάποδα. Τα µεταθετά στοιχεία επιτυγχάνουν την 

µεταφορά τους είτε κωδικοποιώντας τις απαραίτητες συζευκτικές λειτουργίες ή αν 

δεν διαθέτουν αυτούς τους µηχανισµούς χρησιµοποιώντας για τον σκοπό αυτό την 

προσωρινή ή µη ενσωµάτωση τους σε πλασµίδια.  

Τα τρανσποζόνια είναι µεταθετά στοιχεία που έχουν ενσωµατώσει τουλάχιστον ένα 

γονίδιο αντοχής. Τα ιντεγρόνια αποτελούν γενετικά στοιχεία ενσωµατωµένα σε 

τρανσποζόνια που ενδέχεται να εντοπίζονται είτε σε πλασµίδια είτε στο βακτηριακό 

χρωµόσωµα. Αποτελούν γενετικές δοµές ικανές να ενσωµατώνουν γονιδιακές 

κασέτες. Δοµικά αποτελούνται από δύο σταθερές τελικές περιοχές (constant 

sequences CS) και µία ενδιάµεση µεταβλητή στην οποία ενσωµατώνονται τα διάφορα 

γονίδια αντοχής ως γονιδιακές κασέτες. Στην 5΄ CS περιοχή εντοπίζεται το γονίδιο 

που κωδικοποιεί µια DNA ιντεγκράση (int) και η παρακείµενη περιοχή 

ανασυνδιασµού (attI). Οι γονιδιακές κασέτες ενσωµατώνονται στην θέση 

ανασυνδιασµού (attI) µέσω της ιντεγράσης µε συνέπεια να εντοπίζονται στην 

µεταβλητή περιοχή.  

1.2. Παραγωγή αδρανοποιητικών ενζύµων 
Τα ένζυµα αυτά µπορεί να είναι υδρολυτικά ή µη. Χαρακτηριστικό παράδειγµα 

υδρολυτικού ενζύµου αποτελούν οι β-λακταµάσες που επιτυγχάνουν την καταστροφή 

του β-λακταµικού δακτυλίου, ενώ µη υδρολυτικού µηχανισµού οι τρανσπεπτιδάσες 

που προσθέτουν χηµικές οµάδες στις αµινογλυκοσίδες µε αποτέλεσµα να καθίσταται 

αδύνατη η πρόσδεσή τους στο RNA και ως εκ τούτου να είναι αδρανείς Εικόνα 1 
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(Azucena and Mobashery, 2001; Jacoby and Sutton, 1985). Η πλειονότητα των 

ενζύµων αυτών είναι επίκτητα περιγράφονται όµως και ενδογενή γονίδια όπως οι 

χρωµοσωµικές β-λακταµάσες των Gram-αρνητικών βακτηριδίων, των οποίων η 

έκφραση διατηρείται σε χαµηλά επίπεδα ή αφορά την αδρανοποίηση πολύ 

ευαίσθητων β-λακταµών. Απώλεια ή διατάραξη του ρυθµιστικού αυτού ελέγχου 

οδηγεί σε υπερέκφραση των γονιδίων αυτών και εκδήλωση αντοχής (Jacoby, 2009; 

Livermore, 1992).   

1.3. Αλλαγή του στόχου δράσης 
Για την επίτευξη της δράσης ενός αντιβιοτικού απαραίτητη προϋπόθεση είναι η 

αποτελεσµατική και σταθερή πρόσδεση το στόχο. Οι θέσεις σύνδεσης του 

αντιβιοτικού και του κυτταρικού στόχου είναι ειδικές. Αλλαγές στην νουκλεοτιδική 

αλληλουχία ακόµα και σηµειακές δύναται να οδηγήσουν σε αλλαγή του 

µεταγραφικού προϊόντος µε αποτέλεσµα να επηρεάζεται η συνάφεια και ικανότητα 

πρόσδεσης του αντιβιοτικού στο µόριο στόχο Εικόνα 1 (Eliopoulos et al., 1984; 

Wehrli, 1983). Αποτυχία σύνδεσης είναι ικανή να οδηγήσει σε εµφάνιση αντοχής. 

Χαρακτηριστικά παραδείγµατα αποτελούν η τροποποίηση των 

πενικιλλινοδεσµευτικών πρωτεϊνών (Penicillin binding proteins-PBPs), µε συνέπεια 

να επηρεάζεται η συγγένεια τους για τα β-λακταµικά αντιβιοτικά, µηχανισµός που 

παρατηρείται κυρίως στα Gram-θετικά βακτήρια, η αντοχή στα γλυκοπεπτίδια, η 

αντοχή στις φθοριοκινολόνες λόγω αλλαγών στην DNA γυράση και στην 

τοποϊσοµεράση IV και οι µεταλλάξεις στην RNA πολυµεράση που προσδίδουν 

αντοχή στην ριφαµπικίνη (Hakenbeck and Coyette, 1998; Morais Cabral et al., 1997; 

Wehrli, 1983). 
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1.4. Αποτυχία πρόσδεσης στο στόχο δράσης 
Δύο βασικοί µηχανισµοί σχετίζονται µε την αποτυχία του αντιβιοτικού να φτάσει στο 

στόχο δράσης του σε επαρκή ποσότητα ώστε να εκδηλωθεί κλινικά σηµαντική 

δράση, ο περιορισµός της πρόσβασης, κυρίως λόγω αλλαγών στις πρωτεΐνες φορείς 

της εξωτερικής κυτταρικής µεµβράνης και η ενεργητική µεταφορά του αντιβιοτικού 

εκτός κυττάρου από αντλίες εκροής Εικόνα 1.  

Απώλεια, µειωµένη παραγωγή ή παραγωγή τροποποιηµένων πρωτεϊνών φορέων 

(πορινών, outer membrane proteins-OMPs)) οδηγεί σε ελαττωµένη διείσδυση του 

αντιβιοτικού και µπορεί να επιφέρει αντοχή. Χαρακτηριστικά παραδείγµατα 

αποτελούν η αντοχή στην ερταπενέµη στην Klebsiella pneumoniae, στην ιµιπενέµη 

στην Pseudomonas aeruginosa, και στην κεφεπίµη στο Enterobacter cloacae 

(Livermore, 1992; Poulou et al., 2013; Tsai et al., 2013). Για την εκδήλωση υψηλών 

επιπέδων αντοχής συνήθως απαιτείται και η παρουσία ενός επιπλέον µηχανισµού 

συνήθως µε την µορφή υδρολυτικών ενζύµων (εκδήλωση αντοχής στις καρβαπενέµες 

στα Gram-αρνητικά βακτήρια λόγω συνδιασµού µειωµένης διαπερατότητας και 

παρουσίας εκτεταµένου φάσµατος β-λακταµάσες (ESBLs) ή ΑmpC τύπου β-

λακταµασών) (Cornaglia and Rossolini, 2010; Nordmann et al., 2012a; Poirel et al., 

2012). 

Σηµαντικός αριθµός βακτηριδίων διαθέτουν συστήµατα ενεργούς εκροής (efflux 

pumps). Οι αντλίες αυτές ενδέχεται να παρουσιάζουν εκλεκτικότητα. Η παρουσία 

τους έχει ως συνέπεια το αντιβιοτικό να αποβάλλεται µε πολύ µεγαλύτερο ρυθµό 

απ’ότι εισέρχεται στο κύτταρο µε συνέπεια η ενδοκυτταρική του συγκέντρωση να 

παραµένει χαµηλή και ανεπαρκής.  
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Εικόνα 1 Σχηµατική απεικόνιση δυνητικών µηχανισµών αντοχής. Α. Μεµβρανική 

αδιαβατότητα, Β. Αντλίες εκροής, C.Αλλαγή στόχου σύνδεσης, Δ Αδρανοποιητικά 

ένζυµα. 

2. Αντοχή Εντεροβακτηριακών στα β-λακταµικά αντιβιοτικά. 

2.1. Δοµή κυτταρικού τοιχώµατος 
Για την επαρκή κατανόηση των µηχανισµών αντοχής των Εντεροβακτηριακών στα β-

λακταµικά αντιβιοτικά οφείλουµε να λαµβάνουµε υπ’όψιν µας καταρχάς την δοµή 

του κυτταρικού τους τοιχώµατός. 

Το κυτταρικό τοίχωµα αποτελείται από την εσωτερική κυτταροπλασµατική 

µεµβράνη, την πεπτιδογλυκάνη, την εξωτερική µεµβράνη µε δύο στοιβάδες 

(εσωτερική φωσφολιπιδίων και πρωτεϊνών και εξωτερική λιποπολυσακχαριτών-LPS) 

και το έλυτρο. 

Η κυτταροπλασµατική µεµβράνη αποτελεί το όριο µεταξύ κυτταροπλάσµατος και 

περιβάλλοντος. Είναι υπεύθυνη για την ροή θρεπτικών συστατικών και προϊόντων 
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µεταβολισµού εντός και εκτός του κυττάρου και συµµετέχει στην ανάπτυξη και τον 

µεταβολισµό του βακτηριδίου καθώς δοµικά συστατικά του κυττάρου όπως η 

πεπτιδογλυκάνη, οι LPS και τα φωσφολιπίδια συντίθενται από ένζυµα εντός αυτής 

(Osborn et al., 1972). 

Η πεπτιδογλυκάνη διαφυλάσσει την δοµική ακεραιότητα και το σχήµα του κυττάρου. 

Αποτελείται από ένα δίκτυο γραµµικών αλυσίδων άµινο-σακχάρων που περιέχουν 

εναλλασσόµενα κατάλοιπα Ν-ακετύλ-γλυκοζαµίνης (NAG) και Ν-ακετύλ-

µουραµικού οξέως (NAM) συνδεδεµένα σε τετραπεπτίδια για την σύνθεση των 

οποίων βασικό ρόλο διαδραµατίζουν οι PBPs που εµφανίζουν δράση 

τρανσπεπτιδάσης, δηµιουργώντας τον δεσµό D-αλανίνη-D-αλανίνη (Goffin and 

Ghuysen, 1998; Osborn, 1969).  

Εντός της εξωτερικής µεµβράνης εντοπίζονται οι πρωτεΐνες φορείς (πορίνες) δια 

µέσου των οποίων τα αντιβιοτικά διαχέονται στο εσωτερικό του κυττάρου. 

2.2. Μηχανισµοί αντοχής. 
Στα Εντεροβακτηριακά στελέχη η αντοχή στα β-λακταµικά αντιβιοτικά µπορεί να 

εκδηλωθεί µε τέσσερεις διαφορετικούς µηχανισµούς που συχνά βρίσκονται και σε 

δυναµική σχέση µεταξύ τους. 

Η εµφάνιση µεταλλάξεων στα γονίδια που κωδικοποιούν τις PBPs ή η απόκτηση 

γονιδίων που συνθέτουν τροποποιηµένες PBPs αποτελούν παράγοντες που 

σχετίζονται µε αλλαγές στο ενεργό κέντρο των PBPs και ενδέχεται να οδηγούν σε 

µικρότερη συνάφεια προς τα β-λακταµικά αντιβιοτικά. Ο µηχανισµός αυτός αν και 

συχνότερος στους Gram θετικούς κόκκους έχει συσχετιστεί και µε την αντοχή στην 

ιµιπενέµη στελεχών Proteus spp στην (Donskey et al., 2000; Neuwirth et al., 1995; 

Pitout et al., 1997; Rybkine et al., 1998). 
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Για να εκδηλωθεί η αντιµικροβιακή δράση των β-λακταµών το αντιβιοτικό πρέπει 

διαπερνόντας το κυτταρικό τοίχωµα να συνδεθεί µε τις PBPs. Τα Gram αρνητικά 

βακτήρια διαθέτουν ένα ισχυρό κυτταρικό τοίχωµα πολυσακχαριτών, λιπιδίων και 

πρωτεϊνών, η διέλευση µέσω του οποίου είναι εφικτή µόνο µέσω ειδικών OMPs. Η 

δυσχερής διέλευση του β-λακταµικού αντιβιοτικού στον περιπλασµικό χώρο λόγω 

είτε ελαττωµένης έκφρασης των OMPs, εκλεκτικής απουσίας φυσιολογικών 

πρωτεϊνών ή σύνθεσης τροποποιηµένων πρωτεϊνών µε µειωµένη δυνατότητα 

πρόσδεσης οδηγεί σε περιορισµό της πρόσβασης των β-λακταµών (Doumith et al., 

2009; Lee et al., 2007; Livermore, 2001). 

Η υπερέκφραση αντλιών εκροής συντελεί στην απαγωγή των β-λακταµικών 

αντιβιοτικών από τον περιπλασµικό χώρο στο εξωτερικό περιβάλλον του κυττάρου 

µε συνέπεια να αποτυγχάνουν να συνδεθούν µε τις PBPs και να εκδηλώσουν την 

δράση τους (Poole, 2004). 

Τέλος βασικός µηχανισµός αποτελεί η παραγωγή ενζύµων µε δραστικότητα β-

λακταµάσης που υδρολύουν το β-λακταµικό δακτύλιο, αδρανοποιώντας το 

αντιβιοτικό στον περιπλασµικό χώρο (Livermore and Woodford, 2006; Queenan and 

Bush, 2007). Η αποτελεσµατικότητα των ενζύµων αυτών εξαρτάται από ένα 

συνδιασµό παραγόντων όπως η εντόπιση του ενζύµου, η ποσοτική του έκφραση και η 

συνάφεια πρόσδεσης του. 

 

3. β-λακταµικά αντιβιοτικά. 
 

3.1. Πενικιλλίνες. 
Πρόκειται για µία κατηγορία φυσικών και ηµισυνθετικών αντιβιοτικών που 

περιέχουν τον χηµικό πυρήνα του 6-αµινοπενικιλλανικού οξέως που αποτελείται από 
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τον β-λακταµικό δακτύλιο συνδεδεµένο µε ένα δακτύλιο θιαζολιδίνης. Τα φυσικά 

αντιβιοτικά αυτής της κατηγορίας παράγονται από στελέχη Penicillium spp. 

Διαφέρουν λόγω υποκαταστάσεων στην θέση 6, µε συνέπεια αυτές οι αλλαγές στις 

πλευρικές αλυσίδες να επιφέρουν διαφοροποιήσεις στην φαρµακοκινητικές τους 

ιδιότητες και στην αντιβακτηριδιακή τους δράση (Εικόνα 2). 

 

Εικόνα 2 Σχηµατική απεικόνιση δοµής πενικιλλινών, κεφαλοσπορινών και 

καρβαπενεµών (Papp-Wallace et al., 2011). 

Η αντιµικροβιακή τους δράση βασίζεται κυρίως στην ικανότητα τους να 

αναστέλλουν την σύνθεση του βακτηριακού τοιχώµατος µε άµεση συνέπεια την 

κατάλυση της ακεραιότητας του (Waxman and Strominger, 1983). Η δράση αυτή 

επιτυγχάνεται µέσω της αναστολής διαφόρων βακτηριακών ενζύµων κυρίως όµως 

των PBPs. Ο β-λακταµικός δακτύλιος µοιάζει δοµικά µε την D-αλανίνη-D-αλανίνη 

µε άµεση συνέπεια να ανταγωνίζεται για τις θέσεις πρόσδεσης επί των PBPs. Η 

πρόσδεση αυτή έχει ως συνέπεια την ακετυλίωση των PBPs που καθίστανται 

ανενεργές, µε παράλληλη ενεργοποίηση µεµβρανικών αυτολυτικών µηχανισµών που 

οδηγούν στην καταστροφή του κυτταρικού τοιχώµατος. 

Δευτερεύοντες µηχανισµοί δράσης αφορούν αφενός την αναστολή των βακτηριακών 

ενδοπεπτιδασών και γλυκοσιδασών, που είναι ένζυµα σχετιζόµενα µε την ανάπτυξη 

του κυττάρου και αφετέρου υπάρχουν ενδείξεις ότι µπορεί σε συγκεκριµένα στελέχη 
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να αναστέλλουν την σύνθεση του mRNA προκαλώντας κυτταρικό θάνατο απουσία 

κυτταρικής λύσης (McDowell and Reed, 1989). 

3.2. Κεφαλοσπορίνες. 
Βασικό δοµικό συστατικό τους είναι ο πυρήνας 7-αµινοκεφαλοσπορανικού οξέως, 

που περιλαµβάνει ένα β-λακταµικό δακτύλιο συνδεδεµένο µε ένα διυδροθιαζιδικό 

δακτύλιο (Εικόνα 2). Διάφορες υποκαταστάσεις στις θέσεις 3 και 7 αλλάζουν τις 

βακτηριοκτόνες δράσεις των ενζύµων και τις φαρµακοκινητικές τους ιδιότητες. Η 

προσθήκη στην θέση 7 του β-λακταµικού δακτυλίου µίας µεθόξυ οµάδας δηµιουργεί 

την οµάδα των κεφαµυκινών. Η δράση των ενζύµων αυτών είναι παρόµοια µε αυτή 

των πενικιλλινών και στηρίζεται στην σύνδεση µε τις PBPs (Waxman and 

Strominger, 1983). 

3.3. Καρβαπενέµες. 
Αποτελούν µια ξεχωριστή κατηγορία β-λακταµικών αντιβιοτικών και έχουν το 

ευρύτερο φάσµα αντιµικροβιακής δράσης. Δοµικά διαφοροποιούνται από της 

υπόλοιπες β-λακτάµες καθώς διαθέτουν µια υδροξυεθυλ πλευρική αλυσίδα σε trans 

διαµόρφωση στην θέση 6 και δεν φέρουν άτοµο οξυγόνου ή θείου στον δικυκλικό 

πυρήνα (Εικόνα 2). Συνδέονται µε τις PBP1 και PBP2 προκαλώντας µεγέθυνση του 

κυττάρου και λύση (Spratt et al., 1977). 

3.4. Μονοµπακτάµες. 
Η αζτρεονάµη αποτελεί την µόνη µονοβακτάµη µε κλινική χρήση. Οι µονοµπακτάµες 

είναι β-λακτάµες µε διάφορες πλευρικές αλυσίδες ενωµένες µε τον µονοκυκλικό 

πυρήνα. Συνδέονται µε την PBP3 διαταράσσοντας την σύνθεση του κυτταρικού 

τοιχώµατος (Bush et al., 1982). 
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4. β-λακταµάσες. 
Η παρουσία των β-λακταµασών προηγήθηκε της χρήσης τους ως θεραπευτικό 

εργαλείο. Η πρώτη πενικιλλινάση ανιχνεύτηκε σε στέλεχος Escherichia coli πριν την 

χρήση της πενικιλλίνης. Λίγα χρόνια αργότερα αποµονώθηκε πλασµιδιακό ένζυµο 

από στέλεχος Staphylococcus aureus (Livermore, 2009a). Σηµειώνεται ότι υπάρχουν 

Gram αρνητικοί µικροοργανισµοί όπως πχ Enterobacter spp, Citrobacter freundii, 

Serratia marcescens και P.aeruginosa που φέρουν χρωµοσωµικές β-λακταµάσες, 

πιθανώς στα πλαίσια ενός εξελικτικού µηχανισµού άµυνας έναντι των β-λακταµών 

που παράγονται από περιβαλλοντικούς µικροοργανισµούς (Ghuysen, 1991). 

Με την εισαγωγή των β-λακταµικών αντιβιοτικών στην θεραπευτική φαρέτρα των 

λοιµώξεων παρατηρήθηκε και η παράλληλη εµφάνιση και διάδοση των αντίστοιχων 

β-λακταµασών µε πρώτο ένζυµο την πλασµιδιακή TEM-1. Έκτοτε η διασπορά και 

βιοποικιλότητα των ενζύµων αυτών παρουσίασε σηµαντική εξέλιξη και παγκόσµια 

κατανοµή (Livermore, 2009a; Nordmann et al., 2012a; Poirel et al., 2012). 

4.1. Μηχανισµός δράσης. 
Η β-λακταµάση συνδέεται µε το β-λακταµικό αντιβιοτικό σχηµατίζοντας ένα µη 

οµοιοπολικό σύµπλοκο Michaelis. Στα ένζυµα που εµφανίζουν δραστικότητα σερίνης 

το ελεύθερο υδροξύλιο της πλευρικής αλυσίδας που βρίσκεται στο ενεργό κέντρο του 

ενζύµου προσβάλλει το β-λακταµικό δακτύλιο και σχηµατίζεται µε οµοιοπολικό 

δεσµό ένας ακυλ-εστέρας (Knox, 1995). Με την υδρόλυση του εστέρα 

απελευθερώνεται το ένζυµο και το υδρολυµένο, πλέον ανενεργό β-λακταµικό 

αντιβιοτικό (Sacha et al., 2008). Τα ένζυµα της τάξης Β καταλύουν την ίδια ακριβώς 

υδρόλυση µε την διαφορά ότι χρησιµοποιούν ένα ή ζεύγος ιόντων ψευδαργύρου 

(Zn2+) σε συνέργεια µε τις His/His/Asp του ενεργού τους κέντρου (Εικόνα 3) 

(Rasmussen and Bush, 1997). 
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Εικόνα 3 Μηχανισµοί υδρόλυσης β-λακταµικών αντιβιοτικών από ένζυµα µε 

δραστικότητα σερίνης και από µέταλλο-β-λακταµάσες (Sacha et al., 2008) 

4.2. Ταξινόµηση. 
Η αρχική κατάταξη των β-λακταµασών βασίστηκε στην χρήση αντιορρών, στο είδος 

του υδρολυτικού υποστρώµατος ή στο ισοηλεκτρικό σηµείο των ενζύµων (Richmond 

and Sykes, 1973; Sawai et al., 1968; Sykes and Matthew, 1976). 

Οι κατατάξεις όµως αυτές ήρθαν σύντοµα να αντικατασταθούν από µια πιο 

λειτουργική ταξινόµηση που προτάθηκε από τον Ambler και στηρίζεται στον 

προσδιορισµό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των γονιδίων που κωδικοποιούν τις β-

λακταµάσες (Ambler, 1980; Ambler et al., 1991). 

Με βάση την κατηγοριοποίηση κατά Ambler οι β-λακταµάσες κατατάσσονται σε 4 

µοριακές τάξεις A, B, C και D. Τα ένζυµα των τάξεων Α, C, D αδρανοποιούν τον β-

λακταµικό δακτύλιο µέσω µιας καταλυτικά ενεργού σερίνης, ενώ τα τάξης Β ένζυµα 
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είναι µέταλλο-ενζυµα που απαιτούν για να εκφράσουν την καταλυτική τους δράση 

ιόντα Zn2+. 

Αναλυτικά µε βάση την ταξινόµηση κατά Ambler τα β-λακταµικά αντιβιοτικά 

µπορούν να ανήκουν στις ακόλουθες τάξεις: 

Τάξη Α (class A): Περιλαµβάνει ένζυµα συνήθως ευαίσθητα στους β-λακταµικούς 

ανασταλείς (κλαβουλανικό, ταζοµπακτάµη και σουλµπακτάµη). Η κατηγορία αυτή 

περιλαµβάνει τις TEM-1, TEM-2 και SHV-1 πενικιλλινάσες, τις εκτεταµένου 

φάσµατος β-λακταµάσες (Extended spectrum β-lactamases, ESBLs) που υδρολύουν 

τις κεφαλοσπορίνες ευρέως φάσµατος και τις KPC-τύπου καρβαπενεµάσες 

(Klebsiella pneumoniae carbapenemases-KPCs) που υδρολύουν την πλειονότητα των 

β-λακταµικών αντιβιοτικών συµπεριλαµβανοµένου και της αζτρεονάµης. 

Τάξη Β (class Β): Πρόκειται για µέταλλο-β-λακταµάσες (MBLs). Διαφέρουν 

λειτουργικά από τις υπόλοιπες β-λακταµάσες καθώς χρησιµοποιούν ένα ή ζεύγος 

ιόντων Zn2+ στο ενεργό τους κέντρο για να εκδηλώσουν την καταλυτική τους δράση 

και υποδιαιρούνται σε υποκατηγορίες, Β1, Β2, και Β3 ανάλογα µε το είδος των 

αµινοξέων που περιβάλλουν τα ιόντα Zn2+. Υδρολύουν τα β-λακταµικά αντιβιοτικά 

µε εξαίρεση την αζτρεονάµη. 

Τάξη C (class C): Πρόκειται για κεφαλοσπορινάσες µε πλασµιδιακή ή χρωµοσωµική 

εντόπιση. Υδρολύουν τις πενικιλλίνες, τους συνδιασµούς τους µε β-λακταµικούς 

αναστολείς και τις κεφαλοσπορίνες συµπεριλαµβανοµένου και των κεφαµυκινών. 

Δεν υδρολύουν την κεφεπίµη και τις καρβαπενέµες, εµφανίζουν χαµηλή υδρολυτική 

δράση έναντι της αζτρεονάµης και αναστέλλονται από την κλοξασιλλίνη. Τα 

πλασµιδιακά ένζυµα ανάλογα µε τις διαφορές τους σε νουκλεοτιδικό επίπεδο έχουν 

κατανεµηθεί σε οχτώ οµάδες (CMY,FOX,ACC,MIR,DHA,ACT και MOX). Τα 

χρωµοσωµικά ένζυµα ανιχνεύονται ενδογενώς σε Enterobacter spp, C.freundii, 
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S.marcescens και P.aeruginosa εµφανίζουν συνήθως χαµηλά επίπεδα έκφρασης λόγω 

καταστολής, δύναται όµως να επαχθούν παρουσία κεφοξιτίνης ενώ εκφράζονται 

πλήρως µε αποκαταστολή (derepression). 

Τάξη D (class D): Στην οµάδα αυτή ανήκουν οξασιλλινάσες µε την δυνατότητα 

υδρόλυσης διαφόρων υποστρωµάτων. Περιλαµβάνονται ένζυµα που µπορούν να 

υδρολύουν πενικιλλίνες, κεφαλοσπορίνες ευρέως φάσµατος (ΟΧΑ-type ESBLs)  

καθώς και καρβαπενέµες (ΟΧΑ-type carbapenemases). Με εξαίρεση τις ΟΧΑ-12 και 

ΟΧΑ-18 πρόκειται για ένζυµα που δεν αναστέλλονται από το κλαβουλανικό οξύ 

αλλά από το NaCl. 

Σε συνέχεια της κατηγοριοποίησης κατά Ambler προέκυψε η ανάγκη για µια 

κατάταξη που να βασίζεται στα λειτουργικά χαρακτηριστικά των ενζύµων. Η  

νεώτερη κατάταξη κατά Bush-Jacoby-Medeiros στηρίζεται στο υπόστρωµα δράσης 

(πενικιλλίνη, οξασιλλίνη, καρµπενικιλλίνη, κεφαλοριδίνη, ευρέως φάσµατος 

κεφαλοσπορίνες και ιµιπενέµη) και το είδος του αναστολέα (κλαβουλανικό οξύ, 

ταζοµπακτάµη, σουλµπακτάµη) (Bush and Jacoby, 2010; Bush et al., 1995; Medeiros, 

1997). Διακρίνονται τρείς βασικές οµάδες ενζύµων. 

Η οµάδα 1 περιλαµβάνει κεφαλοσπορινάσες πλασµιδιακές ή µε χρωµοσωµική 

εντόπιση τύπου AmpC που δεν αναστέλλονται από το κλαβουλανικό και ανήκουν 

στην τάξη C κατά Ambler (Jacoby, 2009). Εµφανίζουν µεγάλη συγγένεια για την 

αζτρεονάµη και η έκφραση τους µπορεί να είναι επαγόµενη από την έκθεση τους 

στην αµοξυκιλλίνη, την αµπικιλλίνη, την ιµιπενέµη και το κλαβουλανικό οξύ 

(Jacoby, 2009; Livermore et al., 1987; Weber and Sanders, 1990). Στην υποοµάδα 1e 

ανήκουν οι εκτεταµένου φάσµατος AmpC (ESAC) που παρουσιάζουν µεγαλύτερη 

δραστικότητα έναντι της κεφταζιδίµης. 
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Η οµάδα 2 περιλαµβάνει β-λακταµάσες µε δράση πενικιλλινάσης, κεφαλοσπορινάσης 

η και τα δύο που αναστέλλονται από το κλαβουλανικό οξύ και αντικατοπτρίζουν τα 

αρχικά ΤΕΜ και SHV ένζυµα. Αποτελεί την πολυπληθέστερη οµάδα και 

περιλαµβάνει β-λακταµάσες τάξης Α και D. Οι κυριότερες υποοµάδες είναι οι 

ακόλουθες: 

Υποοµάδα 2a: Πενικιλλινάσες τάξης Α που ανιχνεύονται σε Gram θετικούς κόκκους 

Υποοµάδα 2b: Ευρέως φάσµατος β-λακταµάσες τάξης Α που υδρολύουν πενικιλλίνες 

και κεφαλοσπορίνες. Περιλαµβάνει τις πλασµιδιακές ΤΕΜ-1, ΤΕΜ-2 και την 

χρωµοσωµική SHV-1 (Bush et al., 1995). Από τη υποοµάδα 2b διαχωρίζονται και δύο 

νέες υποοµάδες η υποοµάδα 2be µε εκτεταµένου φάσµατος β-λακταµάσες τάξης Α 

(ΕSBLs), που αναστέλλονται από το κλαβουλανικό οξύ και υδρολύουν 

κεφαλοσπορίνες τρίτης γενιάς (κεφταζιδίµη, κεφοταξίµη και κεφποντοξίµη) καθώς 

και την αζτρεονάµη και η υποοµάδα 2br που περιλαµβάνει τις ευρέως φάσµατος β-

λακταµάσες τάξης Α που δεν αναστέλλονται από τους αναστολείς (κλαβουλανικό οξύ 

και σουλµπακτάµη και διατηρούν συνήθως την ευαισθησία τους στην ταζοµπακτάµη, 

εκτός και αν περιγράφεται αµινοξική αντικατάσταση στην θέση met69.  

Υποοµάδα 2c: Ενζυµα µε δράση καρβασιλλινάσης, τάξης Α. 

Υποοµάδα 2d: ΟΧΑ-τύπου β-λακταµάσες που υδρολύουν την κλοξασιλλίνη και την 

οξασιλλίνη ανήκουν στην τάξη D και αναστέλλονται από το NaCl. Η υποοµάδα 2de 

περιλαµβάνει τις εκτεταµένου φάσµατος β-λακταµάσες τύπου ΟΧΑ που υδρολύουν 

την οξασιλλίνη αλλά και τις οξυ-ίµινο κεφαλοσπορίνες ενώ η υποοµάδα 2df 

περιλαµβάνει τις ΟΧΑ-τύπου λακταµάσες µε δράση καρβαπενεµάσης (ΟΧΑ-23, 

ΟΧΑ-48, ΟΧΑ-48-like και ΟΧΑ-181) που δεν ανταποκρίνονται στην αναστολή µε το 

κλαβουλανικό οξύ.   
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Υποοµάδα 2e: Κεφαλοσπορινάσες τάξης Α που υδρολύουν την αζτρεονάµη και 

αναστέλλονται από το κλαβουλανικό και την ταζοµπακτάµη.  

Υποοµάδα 2f: Καρβαπενεµάσες µε δραστικότητα σερίνης  που ανήκουν στην τάξη Α 

(KPC,SME, IMI-1,NMC-1 και ορισµένες GES) 

Η οµάδα 3 περιλαµβάνει µεταλλοένζυµα (MBLs) που δεν αναστέλλονται από το 

κλαβουλανικό οξύ και την ταζοµπακτάµη, εµφανίζουν δράση καρβαπενεµάσης και 

ανήκουν στην τάξη Β. Η υποοµάδα 3α αντιστοιχεί στις υποκατηγορίες Β1 και Β3 

κατά Ambler, εµφανίζει ευρύ φάσµα υδρόλυσης και περιλαµβάνει τις VIM, NDM και 

IMP µέταλλο-β-λακταµάσες καθώς και την χρωµοσωµική L1 της Stenotrophomonas 

maltophilia. Τα ένζυµα αυτής της κατηγορίας φέρουν δύο ιόντα Zn2+ στο δραστικό 

τους κέντρο που προσδένονται µε τις αντίστοιχες His116/H118/His196 και 

Asp120/Cys221/His263 ή Asp120/His121/His263 αντίστοιχα (Merino et al., 2010). Η 

υποοµάδα 3b περιλαµβάνει την χρωµοσωµική καρβαπενεµάση της Aeromonas spp 

και απαιτεί µόνο ένα ιόν Zn2+ για την υδρολυτική της δράση σε συνέργεια µε τις 

Asp120/Cys221/His263 του ενεργού της κέντρου, παρουσία δεύτερου ιόντος Zn2+ 

έχει ανασταλτική δράση, ανήκει στην υποκατηγορία Β2 κατά Ambler και έχει 

υδρολυτικό φάσµα περιορισµένο για τις καρβαπενέµες. 

Σήµερα οι β-λακταµάσες ταξινοµούνται µε ένα σύνθετο σύστηµα που στηρίζεται 

στην αντιστοίχηση των δύο αυτών βασικών ταξινοµήσεων, συνδιάζοντας τα δοµικά 

και λειτουργικά χαρακτηριστικά των ενζύµων Πίνακας 1(Bush and Jacoby, 2010; 

Drawz and Bonomo, 2010). 
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Πίνακας 1. Σχήµα κατάταξης β-λακταµασών (Bush and Jacoby, 2010) 

 

5. AmpC β-λακταµάσες 

5.1. Οµαδοποίηση και γενικά χαρακτηριστικά. 
Πρόκειται για κεφαλοσπορινάσες µε πλασµιδιακή ή χρωµοσωµική εντόπιση που 

ανήκουν στην τάξη C κατά Ambler (Jacoby, 2009). Το πρώτο ένζυµο της κατηγορίας 

ανιχνεύτηκε σε στέλεχος E.coli και εµφάνιζε δράση έναντι της πενικιλλίνης 

(Abraham and Chain, 1988). Υδρολύουν τις πενικιλλίνες, τους συνδιασµούς µε β-
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λακταµικούς αναστολείς, τις κεφαλοσπορίνες συµπεριλαµβανοµένου των 

κεφαµυκινών και των οξυΐµινοκεφαλοσπορινών και σε µικρό βαθµό την αζτρεονάµη 

(Jacoby, 2009). Δεν υδρολύουν την κεφεπίµη και τις καρβαπενέµες ενώ 

αναστέλλονται από την κλοξασιλλίνη και από παράγωγα του βορονικού οξέως 

(Beesley et al., 1983; Jacoby, 2009; Tan et al., 2009). Στην περίπτωση που η 

παρουσία τους συνδιαστεί µε προβλήµατα διαπερατότητας µπορούν να εκφέρουν 

υψηλού επιπέδου αντοχή στις καρβαπενέµες (Mammeri et al., 2010; Oteo et al., 

2008). 

Τα χρωµοσωµικά ένζυµα ανιχνεύονται ενδογενώς σε Acinetobacter spp, Aeromonas 

spp, Chromobacterium violacium, C.freundii, Escherichia coli, Enterobacter spp, 

Hafnia alvei, Morganella morganii, Providencia rettgeri, Providencia stuartii, 

S.marcescens, P.aeruginosa και Yersinia enterocolitica, εµφανίζουν συνήθως χαµηλά 

επίπεδα έκφρασης λόγω καταστολής, δύναται όµως να επαχθούν παρουσία 

κεφοξιτίνης ενώ εκφράζονται πλήρως µε αποκαταστολή (derepression) (Jacoby, 

2009).  

Τα πλασµιδιακά ένζυµα ανάλογα µε τις διαφορές τους σε νουκλεοτιδικό επίπεδο 

έχουν κατανεµηθεί σε πέντε οµάδες: την οµάδα του C. freundii που 

αντιπροσωπεύεται από την CMY-2, το γκρουπ του Enterobacter  µε το MIR-1 και 

την ACT-1, την οµάδα της M. morganii  µε την DHA-1, το γκρουπ της Hafnia αlvei 

µε την ACC-1, και τέλος η οµάδα της Aeromonas  µε την MOX-1 (ή αλλιώς CMY-1) 

και την FOX-1 που αποτελούν δύο σαφείς υποοµάδες (Philippon et al., 2002).  

Παρουσιάζουν το ίδιο φάσµα υδρόλυσης µε τα χρωµοσωµικά ενζυµα µε εξαίρεση την 

ACC-1 που αναστέλλεται από την κεφοξιτίνη και δεν επάγει αντοχή στις 

κεφαµυκίνες και την ACC-2 που υδρολύει αποτελεσµατικά την κεφπιρόµη 

(Bauernfeind et al., 1999; Girlich et al., 2000). 
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Οι πλασµιδιακές AmpC β-λακταµάσες παρουσιάζουν παγκόσµια κατανοµή. Στην 

Ελλάδα τα ένζυµα αυτά παραµένουν ασυνήθη και µέχρι σήµερα έχουν αποµονωθεί 

από στελέχη Εντεροβακτηριακών (E.coli και K.pneumoniae) τα ακόλουθα ένζυµα 

MOX-2 από την οµάδα της Aeromonas, CMY-2, CMY-4, CMY-6 CMY-13, CMY-30 

και CMY-31 από την οµάδα του Citrobacter και τέλος τα πιο ασυνήθη ACC-4 και 

LAT-1 ένζυµα (Gazouli et al., 1998; Kotsakis et al., 2009; Miriagou et al., 2004; 

Papagiannitsis et al., 2010, 2011; Raskine et al., 2002; Tsakris et al., 2011). 

5.2. Ανίχνευση. 
Οι AmpC β-λακταµάσες χαρακτηρίζονται από τις δυσκολίες που υπάρχουν για την 

ανίχνευση τους. Η PCR αποτελεί και στην περίπτωση αυτών των ενζύµων την µέθοδο 

αναφοράς για την εύρεση και ταυτοποίηση τους (Perez-Perez and Hanson, 2002).  

Καθώς οι µοριακές τεχνικές δεν είναι εύκολα εφαρµόσιµες σε όλα τα εργαστήρια, 

έχουν προταθεί διάφορα φαινοτυπικά τεστ που βασίζονται είτε στην υδρόλυση των 

κεφαµυκινών είτε στην αναστολή των AmpC ενζύµων και στοχεύουν στην 

διαφοροποίηση τους από τα ESBL ένζυµα και τα προβλήµατα µεµβρανικής 

διαπερατότητας  (Jacoby, 2009).  

Επιβεβαιωτικά φαινοτυπικά τεστ που ανιχνεύουν την υδρόλυση των κεφαµυκινών 

περιλαµβάνουν το κεφοξιτίνη-Hodge test, τα τρισδιάστατα τεστ και το AmpC τεστ 

δισκίων (Black et al., 2005; Lee et al., 2005; Thomson and Sanders, 1992). Το 

κεφοξιτίνη-Hodge test, διενεργείται µε την χρήση ενός ευαίσθητου στελέχους E.coli, 

ποιοτικά στρωµένου, κεντρική τοποθέτηση επί του τρυβλίου ενός δισκίου 

κεφοξιτίνης, ενοφθαλµισµό των υπό εξέταση µικροοργανισµών σε ευθεία γραµµή 

από την άκρη του τρυβλίου µέχρι την άκρη του κεντρικού δισκίου κεφοξιτίνης και 

εκτίµηση της ενίσχυσης της ανάπτυξης γύρω από την γραµµή του εξεταζόµενου 

οργανισµού στο σηµείο τοµής της γραµµής και της επαγόµενης ζώνης αναστολής 
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(Lee et al., 2005). Στα τρισδιάστατα τεστ πραγµατοποιείται αρχικά η κλασσική 

µέθοδος διάχυσης δισκίων µε ένα ευαίσθητο στέλεχος και σε µία εσωτερική χαραγή 

σε απόσταση 3 mm από τα δισκία ενοφθαλµίζεται εναιώρηµα του υπό εξέταση 

στελέχους (Thomson and Sanders, 1992). Τέλος στο AmpC τεστ δισκίων σε τρυβλίο 

Mueller-Hinton (ΜΗ) µε ποιοτικά στρωµένο ευαίσθητο στέλεχος E.coli, εκτιµάται η 

από το υπό διερεύνηση µικροοργανισµό, έπειτα από επεξεργασία µε Tris-EDTA, 

επαγόµενη υδρόλυση κεφοξιτίνης, µε την χρήση ενός απλού δισκίου άνευ 

αντιβιοτικού στο οποίο έχει ενοφθαλµιστεί εναιώρηµα τοποθετηµένο σε άµεση 

γειτνίαση µε το δισκίο κεφοξιτίνης, (Black et al., 2005).  

Οι αναστολείς των AmpC ενζύµων που έχουν χρησιµοποιηθεί διακρίνονται σε β-

λακταµικούς όπως η κλοξασιλλίνη και µη β-λακταµικούς όπως το βορονικό οξύ και 

τα παράγωγα του (Jacoby, 2009). Με την αναστολή των AmpC β-λακταµασών 

επιτυγχάνεται ενίσχυση της υδρολυτική δραστικότητας των κεφαλοσπορινών που 

εξετάζονται ως υπόστρωµα. Βασική διαφορά ανάµεσα στους β-λακταµικούς και µη 

αναστολείς αποτελεί το γεγονός ότι το βορονικό οξύ και τα παράγωγα του σε 

αντίθεση µε την κλοξασιλλίνη αναστέλλουν και τις KPC-τύπου καρβαπενεµάσες µε 

άµεση συνέπεια να χρειάζεται ιδιαίτερη προσοχή στην εκτίµηση των αποτελεσµάτων 

στην περίπτωση στελεχών µε µειωµένη ευαισθησία στις καρβαπενέµες (Pournaras et 

al., 2010). Για την αποφυγή επίσης ψευδώς θετικών αποτελεσµάτων συνιστάται και η 

ταυτόχρονη χρήση δισκίων αποκλειστικά µε βορονικό οξύ ή τα παράγωγα του ως 

κοντρόλ για την εκτίµηση πιθανής αναστολής της ανάπτυξης των στελεχών υπό 

εξέταση (Thomson, 2010). Υποστρώµατα που έχουν προταθεί για των έλεγχο της 

παρουσίας AmpC ενζύµων είναι οι κεφαµυκίνες (κεφοξιτίνη και κεφοτετάνη) καθώς 

και η κεφταζιδίµη και η κεφοταξίµη σε συγκεντρώσεις 30µg ανά δισκίο (Coudron, 

2005; Peter-Getzlaff et al., 2011; Polsfuss et al., 2011; Tan et al., 2009; Tenover et al., 
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2009; Yagi et al., 2005). Παρατηρούνται διαφοροποιήσεις όσον αφορά το 

προτεινόµενο cut-off για τα θεωρούµενα ως θετικά δείγµατα, µε ορισµό του σε 

επιθυµητή αύξηση της ζώνης αναστολής παρουσία του αναστολέα είτε ≥4mm είτε 

≥5mm (Coudron, 2005; Polsfuss et al., 2011). Παράγωγα του βορονικού οξέως που 

έχουν µέχρι στιγµής µελετηθεί περιλαµβάνουν το φαινύλ-βορονικό οξύ (PBA) και το 

3-άµινο-φαινύλ βορονικό οξύ (APΒA) (Coudron, 2005; Tenover et al., 2009). Πέρα 

από την χρήση δισκίων διατίθεται και εµπορικά διαθέσιµα Etest µε βάση τον 

συνδιασµό κεφοτετάνης και κεφοτετάνης-κλοξασιλλίνης ή κεφοξιτίνης και 

κεφοξιτίνης-κλοξασιλλίνης (Peter-Getzlaff et al., 2011). 

Τέλος σηµειώνεται ότι µε εξαίρεση την χρήση µοριακών τεχνικών οι λοιπές 

φαινοτυπικές δοκιµασίες δεν δύναται να διακρίνουν τα χρωµοσωµικά de-repressed 

και επαγόµενα ένζυµα από τις επίκτητες πλασµιδιακές AmpC.  

6. NDM καρβαπενεµάσες 
Πρόκειται για µια νέα τάξη µέταλλο-β-λακταµασών. Ανήκουν στην υποτάξη B1 που 

απαιτεί δύο ιόντα Zn2+ για την καταλυτική της δράση, διαφέρει όµως από τις 

υπόλοιπες MBL καθώς εµφανίζει µεγαλύτερο ενεργό κέντρο (Kim et al., 2011). 

Μέχρι στιγµής έχουν αναγνωριστεί δώδεκα παραλλαγές του NDM-1 ενζύµου (NDM-

2 µε NDM-12) (http://www.lahey.org/studies/). Έχει εντοπιστεί σε διαφορά στελέχη 

της οικογένειας των Εντεροβακτηριακών κυρίως K.pneumoniae και E.coli αλλά και 

λιγότερο συχνά E.cloacae, M.morganii, C. freundii P. rettgeri καθώς και σε άλλα 

gram αρνητικά βακτήρια όπως το Vibrio cholerae, Pseudomonas spp και 

Acinetobacter baumannii (Darley et al., 2012; Flateau et al., 2012; Kumarasamy et al., 

2010; Peirano et al., 2014; Rozales et al., 2014).  

Παρά το γεγονός ότι έχει περιγραφεί σε συγκεκριµένα στελέχη και χρωµοσωµική 

εντόπιση του ενζύµου, η NDM καρβαπενεµάση έχει συσχετιστεί κυρίως µε πολλαπλά 
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ξεχωριστά γεγονότα πρόσληψης µέσω πλασµιδίων διαφορετικών µεγεθών που 

ανήκουν σε µία πολυπληθή παλέτα από γκρουπ ασυµβατότητας όπως IncF, IncA/C, 

IncL/M, IncH, IncN και IncX3 (Hishinuma et al., 2013; Johnson and Woodford, 

2013; Kumarasamy et al., 2010; Poirel et al., 2011a; Sonnevend et al., 2013; Villa et 

al., 2012). Παρατηρούνται επί συζευτικών ή µη πλασµιδίων και συχνά απαιτείται η 

παρουσία βοηθητικών πλασµιδιών για την επιτυχή µεταφορά τους (Poirel et al., 

2011a). Πλασµίδια που ανήκουν σε περιορισµένου φάσµατος δέκτες όπως τα IncF 

µπορούν να διασπαρούν µόνο µεταξύ στελεχών της οικογένειας των 

Εντεροβακτηριακών ενώ πλασµίδια µε πιο ευρύ φάσµα δεκτών όπως τα IncA/C και 

σε άλλα γένη όπως Acinetobacter και Pseudomonas (Poirel et al., 2011a). 

Σε αντίθεση µε άλλες επίκτητες β-λακταµάσες (blaVIM και blaIMP) η NDM 

καρβαπενεµάση δεν έχει συσχετιστεί µε µεταθετά στοιχεία επί ιντεργκρονίων τάξεως 

1 (Walsh et al., 2005). Από την γενετική ανάλυση του περιβάλλοντος που πλαισιώνει 

το blaNDM γονίδιο φαίνεται ότι σταθερά προηγείται του γονιδίου το ISAba125 

στοιχείο ολόκληρο ή τµηµατικά ενώ συνήθως έπεται το bleMBL, ένα νέο γονίδιο που 

εκφέρει αντοχή στην βλεοµυκίνη (Εικόνα 4).  
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Εικόνα 4. Σχηµατική απεικόνιση των γενετικών περιοχών που φέρουν το blaNDM-1 

γονίδιο όπως έχουν συσχετιστεί σε Εντεροβακτηριακά στελέχη (Poirel et al., 2011a).  

 

Σε στελέχη A.baumannii το γονίδιο εντοπίζεται µεταξύ δύο αντιγράφων του στοιχείου 

ISAba125 σχηµατίζοντας ένα σύνθετο τρανσποζόνιο το Τn125 (Εικόνα 5) (Dortet et 

al., 2014). 

 

Εικόνα 5.Σχηµατική απεικόνιση της γενετικής περιοχής που φέρει το blaNDM-1 γονίδιο 

σε στελέχη A.baumannii (Dortet et al., 2014). 
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Την αρχική εµφάνιση του ενζύµου στην ινδική/πακιστανική χερσόνησο ακολούθησε 

η επιτυχής παγκόσµια διασπορά του µε αναφορές από την Αγγλία και άλλες 

Ευρωπαϊκές χώρες, Ρωσία, Καναδά, Αυστραλία, Βόρια και Νότια Αµερική, Νέα 

Ζηλανδία, Κίνα, Ταιβάν και την Αραβική Χερσόνησο (Ageevets et al., 2014; 

Bushnell et al., 2013; Johnson and Woodford, 2013; Kumarasamy et al., 2010; Liu et 

al., 2014; Patel and Bonomo, 2013; Wang et al., 2013). Στην Ευρώπη οι επιδηµίες 

παραµένουν λίγες και µε περιορισµένο αριθµό περιστατικών (Decousser et al., 2013; 

Gaibani et al., 2011; Koo et al., 2012; Poirel et al., 2014). Εκτός από την 

ινδική/πακιστανική χερσόνησο, τα Βαλκάνια αποτελούν µια περιοχή εντός του 

Ευρωπαϊκού χώρου που ενδέχεται να υποκρύπτει ένα δεύτερο θύλακα διασποράς 

καθώς τα περιστατικά που έχουν αναφερθεί δεν συσχετίστηκαν µε περιοχές γνωστής 

ενδηµικότητας (Gecaj-Gashi et al., 2011; Nordmann et al., 2011a; Patel and Bonomo, 

2013; Struelens et al., 2010). 

7. ΟΧΑ-48 καρβαπενεµάσες 
Πρόκειται για β-λακταµάσες που ανήκουν στην τάξη D κατά Ambler και δεν 

αναστέλλονται από το κλαβουλανικό οξύ, την ταζοµπακτάµη και την σουλµπακτάµη 

ενώ in vitro η δραστικότητα τους αναστέλλεται από το NaCl (Poirel et al., 2010a). 

Παρουσιάζουν χαµηλή υδρολυτική ικανότητα για τις καρβαπενέµες ενώ δεν 

υδρολύουν τις εκτεταµένου φάσµατος κεφαλοσπορίνες (Poirel et al., 2004, 2012). 

Όταν η παρουσία των ενζύµων αυτών συνδυαστεί µε την έκφραση ESBL ενζύµων ή 

προβληµάτων στην µεµβρανική διαπερατότητα, η επαγόµενη αντίσταση στις 

κεφαλοσπορίνες και καρβαπενέµες δύναται να είναι υψηλή (Pfeifer et al., 2012; Pitart 

et al., 2011; Poirel et al., 2012).  

Φέρονται συνήθως επί ενός σύνθετου τρανσποζονίου του Tn1999 που περιλαµβάνει 

δύο αντίγραφα του IS1999 ή επί των παραλλαγών του Tn1999.2 και Τn1999.3, που 
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έχουν ένα αντίγραφο του IS1R να προηγείται (Tn1999.2) ή να προηγείται και να 

έπεται (Τn1999.3) (Εικόνα 6) (Aubert et al., 2006; Giani et al., 2012). Τα 

τρανσποζόνια αυτά εντοπίζονται επί συζευτικών πλασµιδίων µε οµοιοµορφία ως προς 

την οµάδα ασυµβατότητας, ανήκοντας στην IncL/M, µε µέγεθος ~ 62 kb (Dimou et 

al., 2012; Pfeifer et al., 2012; Pitart et al., 2011; Poirel et al., 2012). 

 

Εικόνα 6. Σχηµατική απεικόνιση του τρανσποζονίου Tn1999 και των νεωτέρων 

Tn1999.2 και Tn1999.3 (Giani et al., 2012) 

Η αρχική αποµόνωση του ενζύµου έγινε από στέλεχος K.pneumoniae στην 

Κωνσταντινούπολη το 2001 (Poirel et al., 2004). Έκτοτε η ΟΧΑ-48 καρβαπενεµάση 

έχει παρουσιάσει µια επιτυχή παγκόσµια διασπορά έχοντας αποµονωθεί εκτός από 

χώρες της λεκάνης της µεσογείου και της µέσης Ανατολής όπως η Αίγυπτος, 

Τυνησία, το Μαρόκο, η Αλγερία, ο Λίβανος, η Σαουδική Αραβία και το Οµάν και 

από λοιπές Ευρωπαϊκές χώρες µη γειτνιάζουσες µε την Τουρκία όπως η Αγγλία, 

Ιρλανδία, Γαλλία, Βέλγιο, Γερµανία, Ισπανία, Ιταλία, Ελβετία και Πολωνία (Agabou 

et al., 2014; Cantón et al., 2012; Dimou et al., 2012; Giani et al., 2013; Glupczynski et 

al., 2012; Majewski et al., 2014; Oteo et al., 2013; Pantel et al., 2014; Pfeifer et al., 

2012; Pitart et al., 2011; Poirel et al., 2012; Seiffert et al., 2014; Wrenn et al., 2014). 

Μεµονωµένα περιστατικά που συχνά συνδέονται µε µεταφορά ασθενών από 

ενδηµικές περιοχές έχουν αναφερθεί επίσης στην Ιαπωνία, Σιγκαπούρη, ΗΠΑ, 
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Καναδά και την Τανζανία ((Ellis et al., 2013; Hashimoto et al., 2014; Marimuthu et 

al., 2014; Mathers et al., 2013; Mushi et al., 2014). Παράλληλα έχουν σηµειωθεί 

επιδηµίες στην Αγγλία, Γαλλία, Ισπανία, Ιρλανδία, Ρωσία, στις χώρες της Βαλτικής 

και το Ισραήλ (Cantón et al., 2012; Pitart et al., 2011; Poirel et al., 2012; Villa et al., 

2014; Wrenn et al., 2014).  

8. ΟΧΑ-48-like β-λακταµάσες 
Η αρχική ανακάλυψη της ΟΧΑ-48 β-λακταµάσης συνοδεύτηκε από την σταδιακή 

αναγνώριση και νεοτέρων παραλλαγών του ενζύµου. Μέχρι σήµερα έχουν περιγραφεί 

7 νέα ένζυµα µε υδρολυτική δράση έναντι των καρβαπενεµών καθώς και ένα µε 

µεγαλύτερη δράση έναντι των εκτεταµένου φάσµατος κεφαλοσπορινών.   

Η ΟΧΑ-162 καρβαπενεµάση, προϊόν σηµειακής υποκατάστασης (Thr223Ala) που 

εµφανίζει παρόµοια υδρολυτική δράση έναντι των β-λακταµών µε την πρόδροµη 

ΟΧΑ-48, αποµονώθηκε αρχικά από στέλεχος K.pneumoniae στην Τουρκία και έκτοτε 

έχει αναγνωριστεί σε µεµονωµένα περιστατικά στην Γερµανία που αφορούσαν 

στελέχη E.coli, C.freundii και R.ornithinolytica και πρόσφατα σε K.pneumoniae στην 

Ουγγαρία (Jánvári et al., 2014; Kasap et al., 2013; Pfeifer et al., 2012).  

Η ΟΧΑ-181 καρβαπενεµάση διαφέρει από το ΟΧΑ-48 ένζυµο κατά 4 σηµειακές 

αντικαταστάσεις (Thr104Ala, Asn110Asp, Glu175Gln και Ser179Ala), έχει 

αποµονωθεί σε στελέχη K.pneumoniae, C.freundii, P.rettgeri και E.coli και έχει µια 

εκτεταµένη διασπορά µε αναφορές από την Ινδία, Νέα Ζηλανδία, Οµάν, Αγγλία, 

Γαλλία, Νορβηγία, Ρουµανία, και Σιγκαπούρη (Balm et al., 2013a; Castanheira et al., 

2011; Dimou et al., 2012; Poirel et al., 2012; Potron et al., 2011a; Ruppé et al., 2014; 

Samuelsen et al., 2013; Székely et al., 2013). Σηµειώνεται ότι έχει παρατηρηθεί 

ταυτόχρονη έκφραση της ΟΧΑ-181 και της NDM-1 καρβαπενεµάσης σε στελέχη 

K.pneumoniae (Balm et al., 2013b; Samuelsen et al., 2013; Székely et al., 2013). 
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Η ΟΧΑ-204 καρβαπενεµάση έχει αποµονωθεί σε στελέχη K.pneumoniae από την 

Τυνησία και εµφανίζει δύο υποκαταστάσεις (Gln98His και Thr99Arg) σε σχέση µε 

την OXA-48 καρβαπενεµάση, η ΟΧΑ-232 διαφέρει κατά 5 σηµειακές 

αντικαταστάσεις και έχει βρεθεί στην Ινδία και την Σιγκαπούρη και οι ΟΧΑ-244 και 

ΟΧΑ-245 µε σηµειακές υποκαταστάσεις (Arg222Gly και Glu125Tyr αντίστοιχα) 

έχουν βρεθεί σε στελέχη K.pneumoniae στην Ισπανία (Oteo et al., 2013; Potron et al., 

2013a, 2013b; Teo et al., 2013). 

Η ΟΧΑ-163 β-λακταµάση εµφανίζει διαφορετικό υπόστρωµα υδρόλυσης από την 

ΟΧΑ-48 καρβαπενεµάση καθώς υδρολύει τις εκτεταµένου φάσµατος 

κεφαλοσπορίνες και πολύ ασθενώς τις καρβαπενέµες ενώ αναστέλλεται από το 

κλαβουλανικό αλλά όχι από το NaCl (Poirel et al., 2011b). Σε σχέση µε την ΟΧΑ-48 

έχει µια υποκατάσταση (Ser220Asp) και τέσσερεις σηµειακές απαλοιφές (Arg214, 

Ile215, Glu216 και Pro217) ενώ µέχρι στιγµής υπάρχουν περιορισµένες αναφορές για 

το ένζυµο σε στελέχη K.pneumoniae και E.cloacae στην Αργεντινή και στην Αίγυπτο 

(Abdelaziz et al., 2012; Poirel et al., 2011b). Συνδιασµός µε προβλήµατα 

διαπερατότητας οδηγεί σε αντοχή και στις καρβαπενέµες (Abdelaziz et al., 2012).  

Τέλος η ΟΧΑ-247 αποτελεί µια παραλλαγή της ΟΧΑ-163 µε δράση καρβαπενεµάσης 

και δύο αµινοξικές υποκαταστάσεις σε σχέση µε το αρχικό ένζυµο (Υ219S και 

D220N) και αναγνωρίστηκε σε στέλεχος K.pneumoniae στην Αργεντινή (Gomez et 

al., 2013). 

Σε αντίθεση µε την ΟΧΑ-48 β-λακταµάση που παρουσιάζει µια σχετική οµοιοµορφία 

όσον αναφορά την γενετική περιοχή στην οποία µεταφέρεται, οι ΟΧΑ-48-like 

καρβαπενεµάσες έχουν συσχετιστεί και µε διαφορετικά γενετικά περιβάλλοντα που 

δεν φέρουν το IS1999. Συγκεκριµένα στην περίπτωση της OXA-181 προ του γονιδίου 

φέρεται το ISEcp1  ενώ µετά το γονίδιο εντοπίζονται ΔereA-like και ΔlysR-like open 
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reading frames (ORF) σχηµατίζοντας ένα νέο τρανσποζόνιο το Tn2013, ενώ έχουν 

περιγραφή και πλασµίδια που δεν φέρουν τα ORF και ενδέχεται να αποτελούν νέα 

τρανσποζόνια (Εικόνα 7) (Balm et al., 2013b; Potron et al., 2011a). Η µεταφορά 

επίσης γίνεται σε πλασµίδια ποικίλου µεγέθους (7-200kb) που ανήκουν στα ColE2, 

IncA/C, IncFII ή είναι µη τυποποιήσιµα (Balm et al., 2013b; Castanheira et al., 2011; 

Potron et al., 2011a; Samuelsen et al., 2013). Το ISEcp1 στοιχείο συνδέεται επίσης 

και µε την ΟΧΑ-204 µε την διαφορά ότι απέχει 49bp από το ένζυµο και διακόπτεται 

από το ISkpn15 σχηµατίζοντας ένα νέο τρανσποζόνιο το Tn2016 (Εικόνα 8)(Potron et 

al., 2013a).  

 

Εικόνα 7. Σχηµατικός χάρτης της δοµής του τρανσποζονίου Tn2013 (Potron et al., 

2011a) 
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Εικόνα 8. Σχηµατικός χάρτης της δοµής του τρανσποζονίου Tn2016 (Potron et al., 

2013a). 

Επίσης η ΟΧΑ-163 και ΟΧΑ-247 εµφανίζουν ένα διαφορετικό γενετικό περιβάλλον 

µε ένα IS4321 στοιχείο να προηγείται και ένα διακοπτόµενο IS4-like στοιχείο να 

έπεται (Εικόνα 9) (Abdelaziz et al., 2012; Gomez et al., 2013; Poirel et al., 2011b).  

 

Εικόνα 9. Σχηµατική απεικόνιση των γενετικών περιβαλλόντων που έχουν 

συσχετιστεί µε το blaOXA-163 γονίδιο σε σχέση µε το τρανσποζόνιο Tn1999 (Poirel et 

al., 2011b). 
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Σε αντίθεση µε τα παραπάνω ένζυµα η ΟΧΑ-162 έχει παρατηρηθεί σε IncL/M 

πλασµίδια µεγέθους 40 ή 60kb και οι ΟΧΑ-244 και ΟΧΑ-245 επίσης σε IncL/M 

τύπου πλασµίδια ~60 kb, σε τρανσποζόνια τύπου Τn1999.2 οι δύο πρώτες και 

Τn1999 η τελευταία (Kasap et al., 2013; Oteo et al., 2013; Pfeifer et al., 2012). 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

1. ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΕΣ AmpC β-ΛΑΚΤΑΜΑΣΕΣ 

1.1. Βακτηριακά στελέχη 
Η αρχική συλλογή βακτηριακών στελεχών που µελετήθηκαν περιλάµβανε στελέχη τα 

οποία προήλθαν από τα παρακάτω Ελληνικά νοσοκοµεία: Γενικό Νοσοκοµείο 

Πειραιά «Τζάνειον» και Γενικό Νοσοκοµείο Σερρών κατά την διάρκεια της χρονικής 

περιόδου από το 2004 έως το 2012.Τα στελέχη αυτά προέρχονταν από καλλιέργειες 

βιολογικών υλικών όπως δείγµατα ούρων, αίµατος, τραύµατα, κατακλύσεις και 

κεντρικές φλεβικές γραµµές. Έγινε επιλογή στελεχών K.pneumoniae, K.oxytoca και 

P.mirabilis που παραδοσιακά δεν φέρουν πλασµιδιακά blaAmpC  γονίδια και στελεχών 

E.coli που φέρουν χρωµοσωµικό blaAmpC γονίδιο χαµηλής έκφρασης, και µπορούν να 

εµφανίζουν αντοχή είτε λόγω αλλαγής των ρυθµιστικών χρωµοσωµιακών AmpC 

γονιδίων είτε λόγω εισαγωγής πλασµιδιακών γονιδίων. 

Τα κριτήρια επιλογής των στελεχών που περιελήφθησαν στην µελέτη είναι τα 

ακόλουθα: 

Εµφάνιση µειωµένης ευαισθησίας ή αντοχής τουλάχιστον σε µία κεφαµυκίνη. 

Συγκεκριµένα περιελήφθησαν στελέχη που χαρακτηρίστηκαν είτε για την κεφοξιτίνη 

(FOX) µετρίως ευαίσθητα (MIC>8-32 mg/L) ή ανθεκτικά (MIC≥ 32 mg/L) είτε για 

την κεφοτετάνη (CTT) µετρίως ευαίσθητα (MIC>16-64 mg/L) ή ανθεκτικά (MIC≥ 64 

mg/L) σύµφωνα µε τις οδηγίες του CLSI 2012, σε συνδιασµό µε αντοχή ή µειωµένη 

ευαισθησία σε µία τουλάχιστον εκτεταµένου φάσµατος κεφαλοσπορίνη.  

Συνολικά για τον έλεγχο της παρουσίας πλασµιδιακών AmpC β-λακταµασών 

διερευνήθηκαν 105 στελέχη µε ύποπτα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά. Η κατανοµή 

των στελεχών αυτών ανά είδος απεικονίζεται στον Πίνακα 2. 
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Πίνακας 2. Στελέχη υπό µελέτη για την παρουσία πλασµιδικών AmpC β-

λακταµασών. 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ 

K.pneumoniae 36 

K.oxytoca 10 

E.coli 53 

P.mirabilis 6 

ΣΥΝΟΛΙΚΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ 105 
 

Τα στελέχη αρχειοθετήθηκαν, συµπεριλήφθηκαν στην συλλογή αρχειακών στελεχών 

του εργαστηρίου µικροβιολογίας του Πανεπιστηµίου Αθηνών και αποθηκεύτηκαν 

στους -70°C σε ζωµό Βrain-Ηeart (ΒΗ) µε προσθήκη 15% γλυκερόλης. 

1.1.1. Αρχική αποµόνωση, ταυτοποίηση και έλεγχος ευαισθησίας. 
Η αρχική αποµόνωση των στελεχών πραγµατοποιήθηκε στα παραπέµποντα 

εργαστήρια σε κοινά θρεπτικά υλικά όπως MacConkey (MC) άγαρ στους 37°C για 

18-24 ώρες. Η ταυτοποίηση των µικροβίων και ο έλεγχος ευαισθησίας στα 

αντιβιοτικά έγινε είτε µε το αυτοµατοποιηµένο µηχάνηµα Microscan 4 (Siemens, 

Healthcare Diagnostics, Deerfield, IL, USA) µε panel negative combo 30 για 

ταυτοποίηση είτε µε το Vitek 2 (bioMérieux, Marcy l'Étoile, France) 

χρησιµοποιώντας την κάρτα GN. Τα panel εµβολιάσθηκαν µε µικροβιακό εναιώρηµα 

σε ειδικό ζωµό, επωάσθηκαν στους 37°C για 18h και η ανάγνωση πραγµατοποιήθηκε 

την επόµενη µέρα. Η ταυτοποίηση έγινε σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα ελέγχου 23-24 

βιοχηµικών ιδιοτήτων. Ως στέλεχος ελέγχου χρησιµοποιήθηκε το πρότυπο στέλεχος 

E.coli ATCC 25922.  

Για την περαιτέρω ταυτοποίηση των µικροβίων χρησιµοποιήθηκε και το σύστηµα 

API20E που προσδιορίζει το είδος κάθε µικροβίου µε βάση τις βιοχηµικές του 
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ιδιότητες σύµφωνα µε τον αλγόριθµο που προτείνεται από την κατασκευάστρια 

εταιρεία (bioMérieux, Marcy l'Étoile, France). 

1.1.2. Έλεγχος ευαισθησίας µε διάχυση δισκίων – MIC ερταπενέµης. 
Η προετοιµασία του ενοφθαλµίσµατος των στελεχών έγινε µε την διαδοχική 

εναιώρηση αποικιών, από πρόσφατη ανακαλλιέργεια, 18-20 ωρών, σε MC άγαρ, των 

αρχειακών στελεχών, σε φυσιολογικό ορό έως ότου επιτευχθεί πυκνότητα ισοδύναµη 

µε 0,5 της πρότυπης κλίµακας McFarland, η οποία αντιστοιχεί σε ~ 1,5 Χ 108 cfu/ml. 

Στην συνέχεια ενοφθαλµίστηκαν 10µl από το εναιώρηµα σε τετράγωνα τρυβλία MH 

άγαρ. Ακολούθησε η τοποθέτηση των δισκίων αντιβιοτικών εντός 10 λεπτών. 

Χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα δισκία αντιβιοτικών cefoxitin 30µg, cefotetan 30µg, 

amoxicillin-clavulanate 20/10µg, cefaclor 30µg, cefotaxime 30µg, cefuroxime 30µg, 

ceftazidime 30µg, ceftriaxone 30µg, cefepime 30µg, aztreonam 30µg, meropenem 

10µg, imipenem 10µg, ertapenem 10µg, trimethoprim-sulfomethoxazole 

1,25/23,75µg, ciprofloxacin 5µg, gentamicin 10µg (Becton-Dickinson, BD). Η 

τοποθέτηση των δισκίων έγινε σε απόσταση 25mm. Η ερµηνεία των αποτελεσµάτων 

έγινε σύµφωνα µε τα αναθεωρηµένα  ερµηνευτικά κριτήρια του CLSI,2013. 

Ο προσδιορισµός της MIC για την ερταπενέµη έγινε µε την χρήση διαβαθµισµένων 

ταινιών Etest (bioMérieux, Marcy l'Étoile, France) που τοποθετήθηκαν σε τρυβλία 

MΗ άγαρ µετά από ενοφθαλµισµό µε βακτηριακό εναιώρηµα 0,5 McFarland. 

Ακολούθησε επώαση για 18-20 ώρες στους 37°C εκτίµηση του αποτελέσµατος και 

ερµηνεία των αποτελεσµάτων σύµφωνα µε τα αναθεωρηµένα ερµηνευτικά κριτήρια 

του CLSI,2013.   
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1.2. Μοριακή διερεύνηση στελεχών 

1.2.1. Εκχύλιση βακτηριακού DNA 
Για την εκχύλιση βακτηριακού DNA χρησιµοποιήθηκε το kit QuickGen DNA whole 

blood kitS (Fujifilm ). H λύση των κυττάρων πραγµατοποιήθηκε µετά από επώαση 

του βακτηριακού εναιωρήµατος σε διάλυµα πρωτεϊνάσης-K/SDS. Η εκχύλιση έγινε 

µέσω στηλών. Το κεκαθαρµένο DNA ήταν άµεσα χρησιµοποιούµενο. Αναλυτικά ή 

διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν η ακόλουθη: 

Αρχική ανακαλλιέργεια του στελέχους σε MC άγαρ και επώαση στους 37˚C για 16-

18 ώρες. Δηµιουργία βακτηριακού εναιωρήµατος από µεµονωµένες αποικίες µε 

θολερότητα αντίστοιχη µε 0,5 της κλίµακας McFarland σε αποστειρωµένο σωληνάριο 

µε στείρο διάλυµα απεσταγµένου ύδατος (WFI). Οµογενοποίηση του διαλύµατος µε 

έντονη ανάδευση (vortex) για 15 sec. 

Εκχύλιση DNA µε το ηµιαυτόµατο σύστηµα στηλών της FujiFilm life science ως 

εξής: Μεταφορά 200 µl βακτηριακού εναιωρήµατος σε σωληνάριο τύπου eppendorf 

1,5 ml. Προσθήκη 30 µl πρωτεϊνάσης Κ και 250 µl λυτικού διαλύµατος ( Lysis Buffer 

LDB ) και άµεσο πιπετάρισµα 5 φορές. Έντονη ανάδευση (vortex) για 15 sec και 

στην συνέχεια καθίζηση του διαλύµατος µε µία σύντοµη φυγοκέντρηση (short spin). 

Επώαση στους 56οC για 2 min. Προσθήκη 250 µl απόλυτης αιθανόλης (>99%) και 

vortex για 15 sec. Καθίζηση του διαλύµατος µε µια σύντοµη φυγοκέντρηση. 

Εισαγωγή του δείγµατος στην συσκευή των στηλών εκχύλισης για το 

αυτοµατοποιηµένο κοµµάτι της έκλουσης του DNA Παραλαβή 200 µl εναιωρήµατος 

DNA. Φύλαξη σε σωληνάρια τύπου eppendorf στους -70οC µέχρι την χρήση. 

1.2.2. Ενίσχυση των γονιδίων β-λακταµασών µε PCR 
Η τεχνική της PCR χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση της παρουσίας γονιδίων 

αντοχής στα β-λακταµικά αντιβιοτικά στα στελέχη υπό διερεύνηση. Έγινε έλεγχος 

για γονίδια πλασµιδιακών AmpC β-λακταµασών, ευρέως φάσµατος β-λακταµασών 
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ESBLs (blaTEM, blaSHV, blaCTX-M), και µέταλλο β-λακταµασών (blaVIM). Σε 

επιλεγµένα στελέχη έγινε επιπλέον έλεγχος για τις blaNDM, blaΟΧΑ-48, blaΟΧΑ-1, blaΟΧΑ-

2 και blaΟΧΑ-10  Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την 

ανίχνευση των παραπάνω γονιδίων και για τον προσδιορισµό των νουκλεοτιδικών 

τους αλληλουχιών καθώς και οι συνθήκες περιγράφονται στους παρακάτω πίνακες 

(Πίνακες 3,4,5 και 6).  

 

Πίνακας 3. Εκκινητές και συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση 

γονιδίων πλασµιδιακών AmpC β-λακταµασών (Perez-Perez and Hanson, 2002) 

 

 

Γονίδιο Εκκινητής Αλληλουχία εκκινητή (5’ – 3’) Προϊόν 
(bp) 

Συνθήκες PCR 
 

 
MOX-1, MOX-2, 
CMY-1, CMY-8 
έως CMY-11 

MOXMF 
MOXMR 

 
GCT GCT CAA GGA GCA CAG GAT 
CAC ATT GAC ATA GGT GTG GTG C  
 

520 

LAT-1 - LAT-4, 
CMY-2 - CMY-
7, BIL-1 

CITMF 
CITMR 
 

TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA TTT 
CTC CTG AAC GTG GCT GGC  
 

462 
 

DHA-1, DHA-2 
 

DHAMF 
DHAMR 

AAC TTT CAC AGG TGT GCT GGG T  
CCG TAC GCA TAC TGG CTT TGC  
 

405 
 

ACC 
 

 
ACCMF 
ACCMR 
 

AAC AGC CTC AGC AGC CGG TTA TTC 
GCC GCA ATC ATC CCT AGC  
 

346 

MIR-1T ACT-1 
 

EBCMF 
EBCMR 

TCG GTA AAG CCG ATG TTG CGG CTT 
CCA CTG CGG CTG CCA GTT  
 

302 

FOX-1 - FOX-5b FOXMF 
FOXMR 

AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G  
CAA AGC GCG TAA CCG GAT TGG 190 

94°C 3min 
 

94° C 30sec 
64° C 30sec (x35) 

72° C 1min 
 

72° C 10min 
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Πίνακας 4. Εκκινητές και συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν για τον προσδιορισµό 

της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των γονιδίων των πλασµιδιακών AmpC 

λακταµασών 

 

 

 

 

 

 

 

Γονίδιο Εκκινητής Αλληλουχία	  εκκινητή	  (5’ – 3’) Συνθήκες PCR Αναφορά 

ΜΟΧ C1 ATG CAA CAA CGA CAA TCC ATC 

MOX C2  GTT GGG GTA GTT GCG ATT GG 

(Pai et al., 

1999) 
CMY/MOX 

MOX 

AmpR 
TTC TGC AGT TAC CTG GCC AGT TGC GT 

(Ye et al., 

2010) 

Amp C F  AAC ACA CTG ATT GCG TCT GAC 

CMY/LAT 
Amp C R  CTG GGC CTC ATC GTC AGT TA 

(Perez-Perez 

and Hanson, 

2002) 

MIR4 F CCT TGA ACT GCT ATT ACG GA 
MIR-4 

MIR4 R  CGC CAC CCG GCA ATG TTT AC 

(Wang et al., 

2008) 

FOX-1H  CAC CAC GAG AAT AAC CAT 
FOX 

FOX-1F  ATG TGG ACG CCT TGA ACT 

(Bauernfeind 

et al., 1997) 

DHA-1A  CTG ATG AAA AAA TCG TTA TC 
DHA 

DHA-1B ATT CCA GTG CAC TCA AAA TA 

 

 

 

94°C 3min 

94° C 45sec 

58° C 45sec (x35) 

72° C 1min 

72° C 10min 

 

(Yan et al., 

2002) 
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Πίνακας 5. Εκκινητές και συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση και τον 

προσδιορισµό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας γονιδίων επιπλέον β-λακταµασών. 

 

 

 

 

 

 

Γονίδιο Εκκινητής Αλληλουχία	  εκκινητή	  (5’ – 3’) Προϊόν Συνθήκες PCR Αναφορά 

CTX-M F GGT TAA AAA ATC ACT GCG 
blaCTX-M 

CTX- M R TTA CAA ACC GTC GGT GA 
873bp 

(Tzelepi et 

al., 2003) 

SHV A ACT GAA TGA GGC GCT TCC 
blaSHV 

SHV B CGC ACC CCG CTT GCT 
220bp 

(Tzelepi et 

al., 2003) 

SHV total F 

sequencing 
GCC CGG GTT ATT CTT ATT TGT CGC 

blaSHV 
SHV total R 

sequencing 
TCT TTC CGA TGC CGC CGC CAG TCA 

1014 bp 

(Nüesch-

Inderbinen et 

al., 1996) 

TEM F TTG GGT GCA CGA GTG GGT TA 
blaTEM 

TEM R TAA TTG TTG CCG GGA AGC TA 
465bp 

(Tzelepi et 

al., 2003) 

OXA-1 F ACA CAA TAC ATA TCA ACT TCG C 

blaOXA-1 
OXA-1 R AGT GTG TTT AGA ATG GTG ATC 

813bp 

(Ouellette et 

al., 1987; 

Steward et 

al., 2001) 

OXA-2 F TTC AAG CCA AAG GCA CGA TAG 
blaOXA-2 

OXA-2 R TCC GAG TTG ACT GCC GGG TTG 
702bp 

(Costa et al., 

2006) 

OXA-10 F TTC AAG CCA AAG GCA CGA TAG 
blaOXA-10 

OXA-10R TCC GAG TTG ACT GCC GGG TTG 
651bp 

 

 

 

 

 

 

95°C 5min 

94° C 45sec 

54° C 45sec (x35) 

72° C 1min 

72° C 10min 

 

(Steward et 

al., 2001) 
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Πίνακας 6. Εκκινητές και συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση και τον 

προσδιορισµό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας γονιδίων επιπλέον καρβαπενεµασών. 

 

 

Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν µε DNA πολυµεράση υψηλής πιστότητας (Kapa 

Taq DNA polymerase, Kapa Biosystems, Boston, USA). Η αντίδραση έλαβε χώρα σε 

ρυθµιστικό διάλυµα 1Χ που περιείχε 1,5mM MgCl2 , 200µΜ από κάθε τριφωσφορικό 

δεοξυριβονουκλεοτίδιο dNTP, 0,2µΜ από κάθε εκκινητή, 1U DNA πολυµεράσης και 

100-200ng γενωµικού DNA σε τελικό όγκο 50 µl. 

Γονίδιο Εκκινητής Αλληλουχία	  εκκινητή	  (5’ – 3’) Προϊόν Συνθήκες PCR Αναφορά 

VIMN-F AGT GGT GAG TAT CCG ACA G 
blaVIM 

VIMN-R ATG AAA GTG CGT GGA GAC 
276bp 

(Woodford et 

al., 2004) 

VIM-1 F 

sequencing 
TTA TGG AGC AGC AAC GAT GT 

blaVIM 
VIM-1R 

sequencing 
CAA AAG TCC CGC TCC AAC GA 

920bp 
(Yan et al., 

2001) 

NDM-W F GGG CAG TCG CTT CCA ACG GT 
blaNDM 

NDM-W R GTA GTG CTC AGT GTC GGC AT 
475 bp 

(Voulgari et 

al., 2014) 

OXA-48 A TTG GTG GCA TCG ATT ATC GG 
blaOXA-48 

OXA-48 B GAG CAC TTC TTT TGT GAT GGC 
725 bp 

(Poirel et al., 

2004) 

OXA-181 F 

sequencing 
ATG CGT GTA TTA GCC TTA TCG 

blaOXA-181 
OXA-181 R 

sequencing 
AAC TAC AAG CGC ATC GAG CA 

798bp 

 

 

 

 

 

95°C 5min 

94° C 45sec 

54° C 45sec (x35) 

72° C 1min 

72° C 10min 

 

 
(Castanheira 

et al., 2011) 



42 
 

Οι ηλεκτροφορήσεις των προϊόντων PCR πραγµατοποιήθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης 

2% χρησιµοποιώντας ως ρυθµιστικό διάλυµα ΤΒΕ 0,5Χ. Για την παρασκευή του τζέλ 

προστέθηκαν 20µl διαλύµατος βρωµιούχου αιθιδίου (EtBr) (από αρχικό stock 

10mg/ml), σε 200ml αγαρόζης.  

Αναµίχθηκαν 10µl από το προϊόν της PCR µε 2µl χρωστικής φόρτωσης 6Χ (6Χ 

Loading Dye Solution, Fermentas), και από το προϊόν αυτό συνολικά 10µl 

µεταφέρθηκαν σε µία από τις θέσεις υποδοχής της πηκτής. Παράλληλα µε τα 

δείγµατα ηλεκτροφορήθηκε και δείκτης µοριακού βάρους (DNA Ladder 100bp ή 

1kb) µε τµήµατα DNA γνωστού µεγέθους (100-1000bp ή 100-3000bp αντιστοίχως). 

Σε κάθε PCR χρησιµοποιήθηκε ένας θετικός µάρτυρα από γνωστά τυποποιηµένα  

στελέχη της συλλογής του εργαστηρίου καθώς και αρνητικός µάρτυρας. Η 

ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε στα 190V για 45 λεπτά, σε ρυθµιστικό διάλυµα 

ΤΒΕ 0,5Χ. Η οπτική απεικόνιση έγινε κάτω από την επίδραση υπεριώδους 

ακτινοβολίας (UV). Η τυποποίηση των στελεχών που δίνουν θετικές µπάντες στα 

προβλεπόµενα µοριακά βάρη έγινε µε νέα PCR χρησιµοποιώντας εκκινητές που 

υβριδίζουν τα υπό µελέτη γονιδιώµατα στο πλήρες µήκος τους. 

Στα προϊόντα που έγινε προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των 

προϊόντων της PCR χρησιµοποιήθηκε εταιρεία παροχής αντίστοιχων υπηρεσιών για 

την επαλήθευση των αποτελεσµάτων και την ανεύρεση τυχόν µεταλλάξεων. Η 

ανάλυση πραγµατοποιήθηκε µε µηχάνηµα αλληλούχισης ΑΒΙ  Prism 377 DNA 

sequencer, Applied Biosystems, Foster City, CA. Οι αλληλουχίες συγκρίθηκαν µε την 

χρήση διαδικτυακής πλατφόρµας (Noucleotide Blast, Blastn, 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), µε τις υπάρχουσες καταχωρηµένες 

αλληλουχίες στην Τράπεζα Γονιδιακών Πληροφοριών (Genbank) όπως διατίθενται 

από το NCBI (National Center for Biological Information). 
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1.2.3. Διερεύνηση κλωνικότητας µε ERIC και REP-PCR. 
H ERIC-RCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR) και η REP-

PCR (Repetitive Extragenic Palindromic Sequence) αναπτύχθηκαν µε την προοπτική 

να παρέχουν ένα απλό και εύχρηστο εργαλείο σε σχέση µε την ηλεκτροφόρηση 

παλλόµενου πεδίου (Pulsed-field gel electrophoresis-PFGE) για την µοριακή 

διερεύνηση της επιδηµιολογικής συγγένειας διαφορετικών στελεχών (Versalovic et 

al., 1991). 

Στηρίζονται στην παρουσία µικρών, συντηρηµένων αλληλουχιών µεγέθους που δεν 

κωδικοποιούν γονίδια αλλά επαναλαµβάνονται σε τυχαίες θέσεις του γονιδιώµατος. 

Ο αριθµός και τα µοριακά µεγέθη των προϊόντων της PCR αντιπροσωπεύουν 

διαφορές στο γενετικό υλικό των υπό εξέταση στελεχών µε συνέπεια να είναι εφικτή  

µε αρκετά καλή διακριτική ικανότητα η διερεύνηση της κλωνικής τους σχέσης. Οι 

εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την ERIC και την REP PCR αναφέρονται στον 

Πίνακα 7. 

Πίνακας 7. Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την ERIC-PCR και την REP-PCR. 

 

Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν µε DNA πολυµεράση υψηλής πιστότητας (Kapa 

Taq DNA polymerase, Kapa Biosystems, Boston, USA).  

Εκκινητής Αλληλουχία	  εκκινητή	  (5’ – 3’) Αναφορά 

ERIC2  AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G 

ERIC1R ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C 

REP-1R I III ICG ICG ICA TCI GGC  

REP-2 I ICG ICT TAT CIG GCC TAC 

(Versalovic et 
al., 1991) 
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Η αντίδραση για την ERIC-PCR για τα στελέχη E.coli έλαβε χώρα σε ρυθµιστικό 

διάλυµα 1Χ που περιείχε 1,5mM MgCl2, 300µΜ από κάθε τριφωσφορικό 

δεοξυριβονουκλεοτίδιο dNTP, 50 µM από κάθε εκκινητή, 10% DMSO, 2U DNA 

πολυµεράσης και 100-400ng γενωµικού DNA σε τελικό όγκο 50 µl. 

Πραγµατοποιήθηκε στις ακόλουθες συνθήκες: αρχική αποδιάταξη στους 95°C για 3 

λεπτά, αποδιάταξη στους 95°C για 1 λεπτό, υβριδισµός στους 48°C για ένα λεπτό, 

επιµήκυνση στους 65°C για 8 λεπτά, για 40 κύκλους και τελική επιµήκυνση στους 

65°C για 16 λεπτά.  

Η αντίδραση για την ERIC-PCR για τα στελέχη K.oxytoca  και P.mirabilis έλαβε 

χώρα σε ρυθµιστικό διάλυµα 1Χ που περιείχε 1,5mM MgCl2, 200µΜ από κάθε 

τριφωσφορικό δεοξυριβονουκλεοτίδιο dNTP, 10 µM από κάθε εκκινητή, 1,5U DNA 

πολυµεράσης και 100-200ng γενωµικού DNA σε τελικό όγκο 50 µl. 

Πραγµατοποιήθηκε στις ακόλουθες συνθήκες: αρχική αποδιάταξη στους 95°C για 7 

λεπτά, αποδιάταξη στους 95°C  για 30 δευτερόλεπτα, υβριδισµός στους 48°C για ένα 

λεπτό, επιµήκυνση στους 72°C για 5 λεπτά, για 40 κύκλους και τελική επιµήκυνση 

στους 72°C για 10 λεπτά.  

Η αντίδραση για την REP-PCR για τα στελέχη K.pneumoniae έλαβε χώρα σε 

ρυθµιστικό διάλυµα 1Χ που περιείχε 1,5mM MgCl2, 300µΜ από κάθε τριφωσφορικό 

δεοξυριβονουκλεοτίδιο dNTP, 50 µM από κάθε εκκινητή, 10X DMSO, 2U DNA 

πολυµεράσης και 100-400ng γενωµικού DNA σε τελικό όγκο 50 µl. 

Πραγµατοποιήθηκε στις ακόλουθες συνθήκες: αρχική αποδιάταξη στους 95°C για 3 

λεπτά, αποδιάταξη στους 95°C για 45 δευτερόλεπτα, υβριδισµός στους 45°C για ένα 

λεπτό, επιµήκυνση στους 65°C για 8 λεπτά, για 40 κύκλους και τελική επιµήκυνση 

στους 65°C για 16 λεπτά.  
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Τα προϊόντα ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης 1,5% χρησιµοποιώντας ως 

ρυθµιστικό διάλυµα ΤΒΕ 0,5Χ για 3 ώρες στα 80V. Για την παρασκευή του 

πηκτώµατος προστέθηκαν 20µl διαλύµατος EtBr (από αρχικό stock 10mg/ml), σε 

200ml αγαρόζης. Παράλληλα µε τα δείγµατα ηλεκτροφορήθηκαν και δείκτες 

µοριακού βάρους (DNA Ladder) µε τµήµατα DNA γνωστού µεγέθους (100-1000bp ή 

100-3000bp). Σε κάθε PCR χρησιµοποιήθηκε ένας αρνητικός µάρτυρας. H ανάγνωση 

των αποτελεσµάτων και σύγκριση των ζωνών ηλεκτροφόρησης µεταξύ των 

διαφορετικών στελεχών έγινε οπτικά. 

1.2.4. Πρωτόκολλο MLST για στελέχη K.pneumoniae. 
Η περαιτέρω διερεύνηση της µοριακής επιδηµιολογίας επιλεγµένων στελεχών 

K.pneumoniae έγινε µε την χρήση τυποποίησης µε νουκλεοτιδική ανάλυση 

πολλαπλών γενετικών τόπων (multilocus sequence typing-MLST) 

(www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst) µε την χρήση διαδικτυακών 

εργαλείων (Πίνακας 8). Η MLST αποτελεί µία προέκταση της τυποποίησης µε 

ηλεκτροφόρηση πολλαπλών γενετικών τόπων (multilocus enzyme electrophoresis-

MLEE) (Selander et al., 1986) που βασίζεται στην µοριακή διερεύνηση και λήψη 

πληροφοριών από πολλές χρωµοσωµικές περιοχές, µε την µελέτη 7-10, ανάλογα µε 

το είδος συντηρηµένων γονιδίων (housekeeping genes) και υβριδισµό εσωτερικών 

περιοχών τους. Τα γονίδια αυτά έχουν επιλεγεί καθώς θεωρούνται ζωτικής σηµασίας 

για την βιωσιµότητα του κυττάρου, εκφράζονται σε όλα τα στελέχη ενός 

συγκεκριµένου είδους και οι µεταλλάξεις στο εσωτερικό τους θεωρούνται σιωπηλές. 

Για κάθε γονίδιο οι διαφορετικές αλληλουχίες καταχωρούνται ως διακριτά αλλήλια 

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

housekeeping genes (τύπος αλληλουχιών, sequence type ST) (Maiden et al., 1998; 

Urwin and Maiden, 2003).  
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Πίνακας 8. Εκκινητές και συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν για την MLST σε 

στελέχη K.pneumonia (Diancourt et al., 2005). 

 

 

Γονίδιο 
 

Αλληλουχία	  εκκινητή	  (5’ – 3’) 
 

Συνθήκες PCR 
 

rpoB : F : Vic3 : GGCGAAATGGCWGAGAACCA 

rpoB : R : Vic2 : GAGTCTTCGAAGTTGTAACC 

mdh : F : 130 : CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 
mdh : R : 867 : 
 CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG 

pgi : F : 1R : GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC 

pgi : R : 1F : CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT 

phoE : F : 604.1 : ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG 

phoE : R : 604.2 : TGATCAGAACTGGTAGGTGAT 

infB : 1F : CTCGCTGCTGGACTATATTCG 

infB : 1R : CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC 

95°C 5min 
95° C 45sec 

50° C 45sec (x35) 
72° C 1min 
72° C 10min 

 

gapA : F : 173 : 
gapA : R : 181 

TGAAATATGACTCCACTCACGG 
CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT 

 
95°C 5min 
95° C 45sec 

60° C 45sec (x35) 
72° C 1min 
72° C 10min 

 

tonB : 1F : 
tonB : 2R : 

CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT 
ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG 

95°C 5min 
95° C 45sec 

45° C 45sec (x35) 
72° C 1min 
72° C 10min 

 
infB :2 
sequencing :  ACTAAGGTTGCCTCCGGCGAAGC 

pgi :2F 
sequencing :  CTGCTGGCGCTGATCGGCAT 

pgi :2R 
sequencing : TTATAGCGGTTAATCAGGCCGT 

95°C 5min 
95° C 45sec 

50° C 45sec (x35) 
72° C 1min 
72° C 10min 
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Σηµειώνεται ότι οι παραπάνω εκκινητές χρησιµοποιήθηκαν και για την αλληλούχιση 

των γονιδιωµάτων µε εξαίρεση τα γονίδια infB και pgi για τα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν για το µεν infB ο εκκινητής infB2f αντί για τον infB1f , και για το 

δε pgi το ζεύγος εκκινητών pgi2F και pgi2R. 

Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν µε DNA πολυµεράση υψηλής πιστότητας (Kapa 

Taq DNA polymerase, Kapa Biosystems, Boston, USA). Η αντίδραση έλαβε χώρα σε 

ρυθµιστικό διάλυµα 1Χ που περιείχε 1,5mM MgCl2 , 200µΜ από κάθε τριφωσφορικό 

δεοξυριβονουκλεοτίδιο dNTP, 0,2µΜ από κάθε εκκινητή, 1U DNA πολυµεράσης και 

100-200ng γενωµικού DNA σε τελικό όγκο 50 µl.  

Οι ηλεκτροφορήσεις των προϊόντων PCR πραγµατοποιήθηκαν όπως στα 

προηγούµενα πειράµατα και στα προϊόντα έγινε προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας από εταιρεία παροχής αντίστοιχων υπηρεσιών. Η εύρεση των ST έγινε 

µε την χρήση διαδικτυακών εργαλείων (http://www.pasteur.fr/cgi-

bin/genopole/PF8/mlstdbnet.pl?file=klebs_profiles.xml).  

1.3. Φαινοτυπικός έλεγχος. 

1.3.1. Φαινοτυπικός έλεγχος για AmpC β-λακταµάσες. 
Τα Εντεροβακτηριακά στελέχη που αναγνωρίσθηκαν κατόπιν µοριακού ελέγχου ότι 

φέρουν πλασµιδιακές AmpC β-λακταµάσες διερευνήθηκαν συγκριτικά για την 

εκτίµηση του αποδοτικότερου αναστολέα. Συγκεκριµένα πραγµατοποιήθηκε 

δοκιµασία ανίχνευσης του ενζύµου µε ενσωµάτωση σε δισκία κεφοξιτίνης (FOX) 

30µg και κεφοτετάνης (CTT) 30µg, κεφταζιδίµης (CAZ) 30µg και κεφοταξίµης 

(CTX) 30µg διαφορετικών παραγώγων βορονικού οξέως και κλοξασιλλίνης. 

Χρησιµοποιήθηκαν διαδοχικά ως αναστολείς 400µg φαινύλ-βορονικού οξέως (PBA), 

300µg ακετύλ-φαινύλ βορονικού οξέως (APA), 300µg 3-άµινο-φαινύλ-βορονικου 
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οξέως (ΑPBA), 600µg 3-άµινο-φαινύλ-βορονικου οξέως (ΑPBA) και 750 µg 

κλοξασιλλίνης (CLOX) (Εικόνα 10). 

 

  
Phenyl boronic acid (PBA) 

 
3-amino phenyl boronic 

acid (APBA) 
 

3-acetyl phenyl boronic acid 
(APA) 

Εικόνα 10. Δοµή του φαινύλ βορονικού οξέως και των παραγώγων του. 

 

Η δοκιµή πραγµατοποιήθηκε σε MH άγαρ χρησιµοποιώντας ενοφθάλµισµα 0,5 

McFarland και ακολούθησε επώαση στους 37°C για 18 ώρες. Διαφορά ≥5mm µεταξύ 

των διαµέτρων στις ζώνες αναστολής γύρω από τα δισκία κεφαλοσπορίνης µε και 

χωρίς αναστολέα θεωρήθηκε ενδεικτική AmpC φαινοτύπου. Επιπλέον 

πραγµατοποιήθηκε συγκριτική εκτίµηση της παρατηρούµενης αύξησης της ζώνης 

αναστολής ανάλογα µε το χρησιµοποιούµενο υπόστρωµα και αναστολέα. 

Τα δισκία µε τις επιθυµητές συγκεντρώσεις βορονικού οξέως, παραγώγων βορονικού 

οξέως και κλοξασιλλίνης ετοιµάστηκαν ως εξής: 

• PBA: 120mg φαινύλ-βορονικού  οξέος διαλύθηκαν σε 3 ml  διµέθυλο 

σουλφοξείδιο (DMSO) και 3ml αποστειρωµένου αποσταγµένου νερού 

προστέθηκαν στο προηγούµενο διάλυµα. 20µl του διαλύµατος στοκ 

µοιράστηκαν στα δισκία µε το αντιβιοτικό (Coudron, 2005).  

• APA: 150mg 3-ακετύλ-φαινύλ-βορονικού οξέος διαλύθηκαν σε 2,5 ml  

DMSO και 2,5 ml αποστειρωµένου αποσταγµένου νερού προστέθηκαν στο 
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προηγούµενο διάλυµα. 10µl του διαλύµατος στοκ µοιράστηκαν στα δισκία µε 

το αντιβιοτικό.  

• APBΑ 300µg: 150mg 3-άµινο-φαινύλ-βορονικού οξέος διαλύθηκαν σε 5 ml 

αποστειρωµένου αποσταγµένου νερού. 10µl του διαλύµατος στοκ 

µοιράστηκαν στα δισκία µε το αντιβιοτικό. 

• APBΑ 600µg: 300mg 3-άµινο-φαινύλ-βορονικού οξέος διαλύθηκαν σε 5 ml 

αποστειρωµένου αποσταγµένου νερού. 10µl του διαλύµατος στοκ 

µοιράστηκαν στα δισκία µε το αντιβιοτικό. 

• Κλοξασιλλίνη: 150mg κλοξασιλλίνης σε 2 ml αποστειρωµένου αποσταγµένου 

νερού. 10µl διαλύµατος στοκ µοιράστηκαν στα δισκία µε το αντιβιοτικό. 

Τα δισκία αφέθηκαν να στεγνώσουν για 30 λεπτά και χρησιµοποιήθηκαν αµέσως. 

1.3.2. Φαινοτυπικός έλεγχος για ESBL. 
Ο φαινοτυπικός έλεγχος για πιθανή παραγωγή ESBL τύπου β-λακταµάσης 

πραγµατοποιήθηκε µε τρία διαφορετικά τεστ. 

Αρχική εκτίµηση έγινε κατά την διεξαγωγή του ελέγχου ευαισθησίας µε την χρήση 

δισκίων αντιβιοτικών µε το τεστ επαγωγής συνέργειας µε την χρήση ως επαγωγέα 

δισκίων κλαβουλανικού οξέως. Συγκεκριµένα σε απόσταση 25mm από το κέντρο 

δίσκου αµοξυκιλλίνης-κλαβουλανικού (20/10µg) και σε διάταξη σταυρού 

τοποθετήθηκαν δισκία κεφοταξίµης (CTX) (30µg), κεφταζιδίµης (CAZ) (30µg), 

κεφεπίµης (FEP) (30µg) και αζτρεονάµης (AZT) (30µg). Εµφάνιση συνέργειας 

µεταξύ των δισκίων ερµηνεύτηκε ως ενδεικτική παραγωγής ESBL τύπου β-

λακταµάσης. 

Επιπλέον οι µικροοργανισµοί ελέγχθηκαν και µε την µέθοδο συνδυασµένων δισκίων 

DDTS (double disk synergy test), µε κλαβουλανικό οξύ για την επιβεβαίωση του 

φαινοτύπου ESBL. Χρησιµοποιήθηκαν σύµφωνα µε τις οδηγίες του CLSI, δισκία 
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CTX (30µg) και CAZ (30µg) χωρίς και σε συνδιασµό µε κλαβουλανικό οξύ (CL)  

(10µg). Η δοκιµή πραγµατοποιήθηκε σε MH άγαρ χρησιµοποιώντας ενοφθάλµισµα 

0,5 McFarland και ακολούθησε επώαση στους 37°C για 18 ώρες. Διαφορά ≥5mm 

µεταξύ των διαµέτρων στις ζώνες αναστολής γύρω από τα δισκία κεφαλοσπορίνης µε 

και χωρίς κλαβουλανικό οξύ θεωρήθηκε ενδεικτική ESBL φαινοτύπου.  

Τέλος χρησιµοποιήθηκε και το κεφεπίµη ESBL Etest (bioMérieux, Marcy l'Étoile, 

France). Το κεφεπίµη ESBL Etest διενεργείται µε ταινία δύο όψεων που περιέχει 

βαθµίδωση σκέτης κεφεπίµης στην µία άκρη και σε συνδυασµό µε κλαβουλανικό οξύ  

στην άλλη άκρη. Τοποθετήθηκαν σε τρυβλία MΗ άγαρ µετά από ενοφθαλµισµό µε 

βακτηριακό εναιώρηµα 0,5 McFarland. Ακολούθησε επώαση για 18-20 ώρες στους 

37°C. Το τεστ θεωρείται θετικό όταν υπάρχει τριπλάσια ή και µεγαλύτερη µείωση της 

MIC της κεφεπίµης παρουσία του κλαβουλανικού οξέως.  

Ως αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το E.coli ATCC 25922 .  

1.3.3. Τροποποιηµένο CLSI-ESBL επιβεβαιωτικό τεστ. 
Το τροποποιηµένο CLSI-ESBL τεστ σχεδιάστηκε να διαφέρει από το κλασσικό 

CLSI-ESBL τεστ στην ταυτόχρονη χρήση ενός αναστολέα των AmpC β-

λακταµασών. Το φαινοτυπικό τεστ πραγµατοποιήθηκε µε την εκ των προτέρων 

προσθήκη στα δισκία FOX (30µg) και CAZ (30µg) και των συνδιασµών τους µε 

κλαβουλανικό οξύ (CL) (10µg) και επιπλέον ενός από τους προαναφερθέντες 

λακταµικούς και µη αναστολείς (CLOX, PBA, APBA, APA) στις ίδιες 

συγκεντρώσεις που χρησιµοποιήθηκαν για την ανίχνευση των AmpC β-λακταµασών.  

Διαφορά ≥5mm µεταξύ των διαµέτρων στις ζώνες αναστολής γύρω από τα δισκία 

κεφαλοσπορίνης/αναστολέα και κεφαλοσπορίνης/αναστολέα µε κλαβουλανικό οξύ 

θεωρήθηκε ενδεικτική ESBL φαινοτύπου.  



51 
 

Έγινε συγκριτική εκτίµηση των αποτελεσµάτων του τροποποιηµένου CLSI-ESBL 

τεστ σε σχέση µε το κλασσικό CLSI-ESBL τεστ. 

1.4. Στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων. 
Οι µέσες τιµές (mean) και οι τυπικές αποκλίσεις (Standard Deviation=SD) 

χρησιµοποιήθηκαν για την περιγραφή των ποσοτικών µεταβλητών. Οι απόλυτες (Ν) 

και οι σχετικές (%) συχνότητες χρησιµοποιήθηκαν για την περιγραφή των ποιοτικών 

µεταβλητών. Για τη σύγκριση αναλογιών χρησιµοποιήθηκε το Pearson’s χ2 test ή το 

Fisher's exact test όπου ήταν απαραίτητο. Για τη σύγκριση των αυξήσεων στις 

διαµέτρους των δισκίων µεταξύ των διαφόρων συνδυασµών χρησιµοποιήθηκε το 

paired t-test. Επίσης, υπολογίστηκε η ευαισθησία (Se), η ειδικότητα (Sp), η αρνητική 

(NPV) και θετική προγνωστική αξία (PPV) που έχουν οι συνδυασµοί CAZ vs 

CAZ/CL ή/και CTX vs CTX/CL στο κλασσικό CLSI-ESBL τεστ σε σύγκριση µε 

τους συνδυασµούς τους µε τους αναστολείς CLOX, PBA, APBA, APA στο 

προτεινόµενο τροποποιηµένο CLSI-ESBL τεστ. Τα επίπεδα σηµαντικότητας είναι 

αµφίπλευρα και η στατιστική σηµαντικότητα τέθηκε στο 0,05. Για την ανάλυση 

χρησιµοποιήθηκε το στατιστικό πρόγραµµα SPSS 18.0.  

 

2. ΝΕΩΤΕΡΕΣ ΚΑΡΒΑΠΕΝΕΜΑΣΕΣ 

2.1. Βακτηριακά στελέχη 
Η αρχική συλλογή βακτηριακών στελεχών που µελετήθηκαν περιλάµβανε στελέχη τα 

οποία προήλθαν από τα παρακάτω Ελληνικά νοσοκοµεία: Πανεπιστηµιακό 

Νοσοκοµείο Ιωαννίνων, Γενικό Νοσοκοµείο Σερρών, Γενικό Νοσοκοµείο Πειραιά 

«Τζάνειον», κατά την διάρκεια της χρονικής περιόδου από 2010 έως 2013.Τα 

στελέχη αυτά προέρχονται από καλλιέργειες βιολογικών υλικών όπως δείγµατα 
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ούρων, αίµατος, τραύµατα, κατακλύσεις, βρογχικές εκκρίσεις, κεντρικές και 

περιφερικές φλεβικές γραµµές. 

Τα κριτήρια επιλογής των στελεχών που περιελήφθησαν στην µελέτη είναι τα 

ακόλουθα: 

Αντοχή ή µειωµένη ευαισθησία σε τουλάχιστον µία καρβαπενέµη (ιµιπενέµη και 

µεροπενέµη >1mg/L,ερταπενέµη >0,5mg/L), µε θετικό αρχικό φαινοτυπικό έλεγχο 

για παραγωγή καρβαπενεµάσης µε το τροποποιηµένο Hodge τεστ (MHT) µε βάση τις 

επικαιροποιηµένες οδηγίες του CLSI, 2013 και υποψία παραγωγής καρβαπενεµάσης 

τάξης Β µετά τα αρχικά φαινοτυπικά τεστ ή και αρνητικά αρχικά φαινοτυπικά τεστ 

για την παραγωγή καρβαπενεµασών τάξης Α ή Β.  

Διερευνήθηκαν 148 στελέχη που περιγράφονται στον Πίνακα 9. 

Πίνακας 9. Στελέχη εντεροβακτηριακών µε µειωµένη ευαισθησία ή αντοχή σε 

τουλάχιστον µια καρβαπενέµη. 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ 

K.pneumoniae 143 

E.cloacae 4 

P.mirabilis 1 

ΣΥΝΟΛΙΚΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ 148 
 

Στην µελέτη αυτή χρησιµοποιήθηκαν σαν στελέχη ελέγχου τα πρότυπα στελέχη 

E.coli ATCC 25922, K.pneumoniae ATCC BAA 2146 (NDM+), K.pneumoniae 

NZTCC 13442 (OXA-48+) καθώς και εσωτερικά στελέχη ελέγχου. 

Τα στελέχη αρχειοθετήθηκαν, συµπεριλήφθηκαν στην συλλογή αρχειακών στελεχών 

του εργαστηρίου µικροβιολογίας του Πανεπιστηµίου Αθηνών και αποθηκεύτηκαν 

στους -70°C σε ζωµό ΒΗ µε προσθήκη 15% γλυκερόλης. 
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2.1.1. Αρχική αποµόνωση, ταυτοποίηση και έλεγχος ευαισθησίας. 
Η αρχική αποµόνωση των στελεχών έγινε σε MC άγαρ στους 37°C για 18-24 ώρες 

στα παραπέµποντα εργαστήρια. Η αρχική ταυτοποίηση των µικροβίων και ο έλεγχος 

ευαισθησίας στα αντιβιοτικά πραγµατοποιήθηκαν µε το Vitek 2 (bioMérieux, Marcy 

l'Étoile, France) χρησιµοποιώντας την κάρτα GN. Τα panel εµβολιάσθηκαν µε 

µικροβιακό εναιώρηµα σε ειδικό ζωµό, επωάσθηκαν στους 37°C για 18h και η 

ανάγνωση πραγµατοποιήθηκε την επόµενη µέρα. Η ταυτοποίηση έγινε σύµφωνα µε 

τα αποτελέσµατα ελέγχου 23-24 βιοχηµικών ιδιοτήτων. 

Για την περαιτέρω ταυτοποίηση συγκεκριµένων στελεχών χρησιµοποιήθηκε και το 

σύστηµα API20E που προσδιορίζει το είδος κάθε µικροβίου µε βάση τις βιοχηµικές 

του ιδιότητες σύµφωνα µε τον αλγόριθµο που προτείνεται από την κατασκευάστρια 

εταιρεία (bioMérieux, Marcy l'Étoile, France). 

Οι MIC για τις καρβαπενέµες, την τιγεκυκλίνη και την κολιστίνη, κατά περίπτωση, 

προσδιορίστηκαν µε την χρήση ταινιών Etest (bioMérieux, Marcy l'Étoile, France) σε 

τρυβλία ΜΗ έπειτα από ανακαλλιέργεια των αρχειακών στελεχών. Η ερµηνεία των 

αποτελεσµάτων έγινε µε βάση τις οδηγίες του CLSI 2012 για τα Εντεροβακτηριακά, 

για την κολιστίνη χρησιµοποιήθηκαν οι συστάσεις του CLSI για τα Acinetobacter 

spp. (ευαίσθητο ≤ 2mg/l, ανθεκτικό ≥ 4mg/l) και για την τιγεκυκλίνη  οι συστάσεις 

της Αµερικανικής Υπηρεσίας τροφίµων και φαρµάκων (FDA), (ευαίσθητο ≤ 2mg/l, 

ανθεκτικό ≥ 8mg/l). 

2.2. Φαινοτυπικός έλεγχος και τυποποίηση. 

2.2.1. Έλεγχος για παρουσία καρβαπενεµασών. 
Η παρουσία καρβαπενεµάσης ελέγχθηκε µε το MHT χρησιµοποιώντας το στέλεχος 

E.coli ATCC 25922 ως δείκτη και δισκία µεροπενέµης 10mg ή ερταπενέµης 10mg 

(http://www.cdc.gov/hai/pdfs/labsettings/hodgetest_carbapenemase_enterobacteriacea

e.pdf) (Lee et al., 2003). Έγινε παρασκευή εναιωρήµατος 0,5 McFarland από το 
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στέλεχος δείκτη και στην συνέχεια 0,5ml του εναιωρήµατος προστέθηκαν σε 4,5ml 

φυσιολογικού ορού ώστε να επιτευχθεί µια αραίωση 1:10. Ακολούθησε ποσοτικό 

στρώσιµο σε ένα τρυβλίο MH. Το τρυβλίο αφέθηκε να στεγνώσει για 3-10 λεπτά  και 

στην συνέχεια τοποθετήθηκε το δισκίο της καρβαπενέµης. Σε µια ευθεία γραµµή 

ενοφθαλµίστηκαν τα στελέχη προς εξέταση από την άκρη του τρυβλίου µέχρι την 

άκρη του δισκίου. Σε κάθε τρυβλίου δύναται να ελεγχθούν έως 4 στελέχη. 

Χρησιµοποιήθηκαν παράλληλα και ένας θετικός και αρνητικός µάρτυρας. 

Ακολούθησε επώαση στους 37°C για 16-18 ώρες. Τα τρυβλία ελέγχθηκαν για 

ενισχυµένη ανάπτυξη γύρω από την γραµµή του εξεταζόµενου οργανισµού στο 

σηµείο τοµής της γραµµής και της ζώνης αναστολής. Θετικά θεωρούνται τα τεστ µε 

ενισχυµένη ανάπτυξη. 

2.2.2. Τυποποίηση καρβαπενεµασών τάξης Α και Β.  
Ο ταυτοποίηση των ενζύµων έγινε µε την δοκιµή συνδιασµένων δισκίων µε την 

χρήση µεροπενέµης ως υπόστρωµα υδρόλυσης.  Ως αναστολείς χρησιµοποιήθηκαν 

EDTA, PBA και συνδυασµός τους (Tsakris et al., 2010).  

Σε δισκία µεροπενέµης 10mg προστέθηκαν EDTA σε συγκέντρωση 292µg/δισκίο και 

PBA σε συγκέντρωση 400µg ανά δισκίο. Για το EDTA χρησιµοποιήθηκε 10µl/δισκίο 

έτοιµου διαλύµατος EDTA 0,1M. Για την παρασκευή του PBA, 120mg PBA 

διαλύθηκαν σε 3 ml DMSO και 3ml WFI, 20µl του διαλύµατος στοκ µοιράστηκαν σε 

έκαστο δισκίο αντιβιοτικού, αφέθηκαν να στεγνώσουν για 30 λεπτά και 

χρησιµοποιήθηκαν αµέσως. To τεστ πραγµατοποιήθηκε σε τρυβλία MΗ όπου 

ενοφθαλµίστηκε βακτηριακό εναιώρηµα 0,5 McFarland και στην συνέχεια έγινε 

τοποθέτηση των δισκίων σε απόσταση 30mm. Μετά από επώαση 18-24 ωρών έγινε 

σύγκριση των ζωνών αναστολής γύρω από το δισκίο της µεροπενέµης, και των 

δισκίων µε τους αναστολείς και τους συνδιασµούς τους.  
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Στην περίπτωση παρουσίας καρβαπενεµάσης τάξης A, η ζώνη αναστολής γύρω από 

το δισκίο της µεροπενέµης µε το PBA µεγαλώνει λόγω της ανασταλτικής δράσης του 

PBA. Μια διαφορά ≥5mm στις διαµέτρους ζωνών αναστολής γύρω από τα δισκία 

µεροπενέµης µε PBA και µεροπενέµης µε PBA και EDTA σε σχέση µε το απλό 

δισκίο µεροπενέµης είναι ενδεικτική θετικού αποτελέσµατος. 

Στην περίπτωση παρουσίας της µέταλλο-β-λακταµάσης η ζώνη αναστολής γύρω από 

το δισκίο της µεροπενέµης µε το EDTA µεγαλώνει λόγω της ανασταλτικής δράσης 

του EDTA στην µέταλλο-β-λακταµάση. Μια διαφορά ≥5mm στις διαµέτρους ζωνών 

αναστολής γύρω από τα δισκία µεροπενέµης και µεροπενέµης µε EDTA και 

µεροπενέµης µε PBA και EDTA είναι ενδεικτική θετικού αποτελέσµατος.  

Θεωρήθηκε ότι ένα στέλεχος παράγει και τις δύο τάξεις ενζύµων όταν η ζώνη 

αναστολής γύρω από το δισκίο µεροπενέµης µε PBA και EDTA µεγαλώνει  ≥5mm σε 

σχέση µε τον απλό δίσκο µεροπενέµης, ενώ οι ζώνες αναστολής γύρω από τα δισκία 

µεροπενέµης µε PBA και µεροπενέµης µε EDTA µεγαλώνουν <5mm σε σχέση µε το 

απλό δισκίο µεροπενέµης. 

Στην περίπτωση που δεν παρατηρήθηκε αύξηση της ζώνης αναστολής γύρω από 

κανένα αναστολέα το στέλεχος θεωρήθηκε αρνητικό για παραγωγή 

καρβαπενεµενασών τάξης Α και Β. 

2.2.3. Έλεγχος για ESBL. 
O φαινοτυπικός έλεγχος για παραγωγή ESBL πραγµατοποιήθηκε µε την χρήση ενός 

τροποποιηµένου CLSI-ESBL τεστ, όπως περιγράφεται στις προηγούµενες ενότητες, 

µε την εκ των προτέρων προσθήκη PBA και EDTA (262µg) στα δισκία FOX (30µg) 

και CAZ (30µg) και των συνδιασµών τους µε κλαβουλανικό οξύ (CL) (10µg) (Poulou 

et al., 2014; Tsakris et al., 2009). Διαφορά ≥5mm µεταξύ των διαµέτρων στις ζώνες 

αναστολής γύρω από τα δισκία κεφαλοσπορίνης/αναστολέα και 
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κεφαλοσπορίνης/αναστολέα µε κλαβουλανικό οξύ θεωρήθηκε ενδεικτική ESBL 

φαινοτύπου.  

2.3. Μοριακή διερεύνηση 

2.3.1. Εκχύλιση βακτηριακού DNA 
Η εκχύλιση του βακτηριακού DNA έγινε µε θέρµανση βακτηριακού εναιωρήµατος 

στους 100°C. Αναλυτικά ή διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι ή ακόλουθη: 

Ανακαλλιέργεια των στελεχών σε MC άγαρ και επώαση στους 37˚C για 16-18 ώρες. 

Δηµιουργία βακτηριακού εναιωρήµατος από τµήµα µίας αποµονωµένης αποικίας σε 

αποστειρωµένο σωληνάριο eppendorf µε στείρο διάλυµα WFI. Οµογενοποίηση του 

διαλύµατος µε έντονο vortex για 15 sec. Εκχύλιση του DNA µε θέρµανση 500µl 

βακτηριακού εναιωρήµατος στους 100°C για 5 λεπτά. Καθίζηση του διαλύµατος µε 

µία σύντοµη φυγοκέντρηση (short spin). Φύλαξη σε σωληνάρια τύπου eppendorf 

στους -70οC µέχρι την χρήση. 

2.3.2. Ενίσχυση των γονιδίων β-λακταµασών µε PCR. 
Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την ανίχνευση γονιδίων 

πλασµιδιακών AmpC β-λακταµασών, ευρέως φάσµατος β-λακταµάσες ESBL blaTEM, 

blaSHV, blaCTX-M, καρβαπενεµασών τάξεων Β και D κατά Ambler περιγράφονται 

στους Πίνακες 3,4,5 και 6. Για την ανίχνευση των γονιδίων των τάξης Α 

καρβαπενεµασών οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν αναφέρονται στον Πίνακα 10. 

Πίνακας 10. Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση των τάξης Α κατά 

Ambler καρβαπενεµασών. 

Γονίδιο Εκκινητής Αλληλουχία	  εκκινητή	  (5’ – 3’) 
Μέγεθος 
προϊόντος 
(bp) 

Αναφορά 

KPC-F TCG CTA AAC TCG AAC AGG 
blaKPC 

KPC-R TTA CTG CCC GTT GAC GCC CAA TCC 
780 bp (Lomaestro et 

al., 2006) 
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Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν µε τον ίδιο τρόπο και στις ίδιες συνθήκες που 

αναφέρθηκαν στις προηγούµενες ενότητες.  

2.3.3. Διερεύνηση γονιδιακού περιβάλλοντος. 
Με την χρήση συνδιασµών εκκινητών καθορίστηκε το περιεχόµενο και η σειρά των 

αλληλουχιών εισδοχής (insertion sequences IS) και των γονιδίων αντοχής των υπό 

µελέτη στελεχών. Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν µε τον ίδιο τρόπο που 

αναφέρθηκε στις προηγούµενες ενότητες χρησιµοποιώντας διαδοχικά σετ εκκινητών. 

Η χαρτογράφηση της σχετικής θέσης ως προς τα γονίδια των β-λακταµασών έγινε 

χρησιµοποιώντας ζευγάρια εκκινητών µε έναν από τους εκκινητές για το στοιχείο 

εισδοχής και έναν από τους εκκινητές για το γονίδιο που κωδικοποιεί την β-

λακταµάση (Πίνακας 11). 

Πίνακας 11. Εκκινητές και συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν για την διερεύνηση και 

χαρτογράφηση του υφιστάµενου γονιδιακού περιβάλλοντος 

 

Εκκινητής Αλληλουχία	  εκκινητή	  (5’ – 3’) Συνθήκες PCR Αναφορά 

IS1999A CAGCAATTCTTTCTCCGTG 

IS1999B CAAGCACAACATCAAGCGC 

OXA-48 A TTG GTG GCA TCG ATT ATC GG 

OXA-48 B GAG CAC TTC TTT TGT GAT GGC 

 
95° C 5min 
95° C 45sec 

50° C 45sec (x35) 
72° C 1min 
72° C 10min 

 
 

(Poirel et al., 
2004) 

IsAba125A TGT ATA TTT CTG TGA CCC AC 

IsAba125ext ACA CCA TTA GAG AAA TTT GC 

bleo-Rev GGC GAT GAC AGC ATC ATC CG 

(Poirel et al., 
2011a) 

NDM-W F GGG CAG TCG CTT CCA ACG GT 

NDM-W R GTA GTG CTC AGT GTC GGC AT 

 
 

95° C 5min 
95° C 45sec 

50° C 45sec (x35) 
72° C 1min 
72° C 10min 

 
 

(Voulgari et al., 
2014) 
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Σε κάθε PCR χρησιµοποιήθηκε ένας αρνητικός µάρτυρας και αντίστοιχος θετικός 

µάρτυρας ( ATCC BAA 2146, NDM(+), NZTCC 13442 OXA-48(+) ). Σε επιλεγµένα 

προϊόντα που έγινε προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των προϊόντων 

της PCR και σύγκριση µε την χρήση διαδικτυακής πλατφόρµας (Noucleotide Blast, 

Blastn, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), µε τις υπάρχουσες καταχωρηµένες 

αλληλουχίες στην Τράπεζα Γονιδιακών Πληροφοριών (Genbank).  

2.3.4. Διερεύνηση των OmpK35 και OmpK36 πορινών των Κ.pneumoniae.  
Τα στελέχη K.pneumoniae φέρουν παραδοσιακά στην εξωτερική τους µεµβράνη τις 

πορίνες OmpK35 και OmpK36 που σχετίζονται µε την διαβατότητα της µεµβράνης 

και κατ’επέκταση την ικανότητα των β-λακταµικών αντιβιοτικών να φτάνουν 

επιτυχώς στις θέσεις δράσης τους. Με την χρήση κατάλληλων εκκινητών 

διερευνήθηκε σε πρώτη φάση η ύπαρξη των γονιδίων που κωδικοποιούν αυτές τις 

πορίνες στα στελέχη υπό µελέτη και σε δεύτερη φάση η ύπαρξη γνωστών 

µεταλλάξεων που να σχετίζονται µε επηρεασµένη διαπερατότητα. Οι εκκινητές και 

συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν αναφέρονται στον Πίνακα 12. 

Πίνακας 12. Εκκινητές και συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν για την διερεύνηση των 

OmpK35 και Οmp36 γονιδίων. 

 

Εκκινητής Αλληλουχία	  εκκινητή	  (5’ – 3’) Συνθήκες PCR Αναφορά 

OMP K 36 F ACA GAG GGT TAA TAA CAT GAA 

OMP K 36 R TAG AAC TGG AAA CCA GGC 

OMP K 35 F TGA TCC CTG CCC TGC TGG T 

OMP K 35 R CCG GAG TCA TGT TGT AAG TCT 

 
95° C 5min 
95° C 45sec 

50° C 45sec (x35) 
72° C 1min 
72° C 10min 

 
 

(Lee et 
al., 2007) 
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Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν µε τον ίδιο τρόπο που αναφέρθηκε στις 

προηγούµενες ενότητες. Χρησιµοποιήθηκε αρνητικός µάρτυρας και θετικός 

µάρτυρας. Ακολούθησε αλληλούχιση των προϊόντων. 

2.3.5. Έλεγχος κλωνικότητας µε ERIC-PCR. 
Έγινε µοριακή διερεύνηση της κλωνικότητας των στελεχών υπό µελέτη µε την 

µεθοδολογία που αναπτύχθηκε στις προηγούµενες ενότητες.  

2.3.6. Πρωτόκολλο PFGE για στελέχη K.pneumoniae. 
Η PFGE αποτελεί βασικό εργαλείο της µοριακής επιδηµιολογίας. Βασίζεται στην 

ηλεκτροφόρηση του βακτηριακού γονιδιώµατος έπειτα από πέψη µε κατάλληλα 

περιοριστικά ένζυµα, µε εναλλαγή της κατεύθυνσης του ηλεκτροφορητικού πεδίου 

κατά 60 µοίρες ώστε να επιτυγχάνεται ο διαχωρισµός τµηµάτων DNA µε µέγεθος 

µεγαλύτερο από 15kb (Schwartz and Cantor, 1984).   

Αναλυτικά ή διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι η ακόλουθη: 

Ανακαλλιέργεια των στελεχών σε Nutrient agar (NH) και επώαση στους 37˚C για 16-

18 ώρες. Παρασκευή βακτηριακού εναιωρήµατος σε διάλυµα SE (0.75 M NaCl, 0.25 

M EDTA, pH8.0) µε θολερότητα 2 της κλίµακας McFarland. Μεταφορά 500µl του 

εναιωρήµατος σε αποστειρωµένα eppendorf. Φυγοκέντρηση για 1 λεπτό και 30 

δευτερόλεπτα σε ψυχόµενη φυγόκεντρο στα 10000 rpm. Απόρριψη του υπερκείµενου 

και έκπλυση του ιζήµατος µε 1ml SE. Επανάληψη της διαδικασίας δύο φορές. 

Απόρριψη του υπερκείµενου και ανασύσταση του ιζήµατος σε 300µl EC (6mM Tris 

pH 8.0, 1M NaCl, 100mM EDTA pH 8.0, 0,2% Na deoxycholate, 0,5% Na 

laurylsarcosine). Παρασκευή µε βρασµό αγαρόζης χαµηλού σηµείου τήξεως (low 

melting temperature agarose LMT) 2% σε διάλυµα λύσης EC. Διατήρηση στους 56°C 

σε υδατόλουτρο. Ανάµιξη 300µl αγαρόζης/EC και 20µl λυσοζύµης (25mg/ml) µε 

βακτηριακό εναιώρηµα. Ανάδευση για 5 δευτερόλεπτα στο vortex και γέµισµα δύο 
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θέσεων βυσµάτων ανά στέλεχος. Διατήρηση βυσµάτων στους 4°C για 10 λεπτά. 

Τοποθέτηση σε 500µl EC. Επώαση στους 37°C για 90 λεπτά ώστε να γίνει λύση του 

κυτταρικού τοιχώµατος. Επώαση για 10 λεπτά στους 4°C. Αφαίρεση µε προσοχή του 

EC και πλυσίµατα µε 850µl 0,5M EDTA pH 9.0 για 5 λεπτά. Αφαίρεση µε προσοχή 

του υγρού και προσθήκη 500µl ESP  που περιέχει πρωτεϊνάση Κ ( 8ml EDTA pH 8.0, 

2 ml sarcosyl 5%, 100µl ProtK 1mg/ml). Ολονύκτια επώαση στους 55°C. 

Τοποθέτηση εκ νέου των βυσµάτων στους 4°C για 10 λεπτά. Διαδοχικά πλυσίµατα µε 

850µl αποστειρωµένο διάλυµα ΤΕ (Tris EDTA) (10mM Tris-HCL, 10mM EDTA 

Na2, pH 8.0-8.5). Πέψη µε περιοριστική ενδονουκλεάση XbaI για 20 ώρες στους 

37°C 12,5µl 10X διάλυµα πέψης, 0,25µl XbaI 5U/µl, 112,25µl δις απεσταγµένο 

νερό). Τοποθέτηση εκ νέου των βυσµάτων στους 4°C για 10 λεπτά. Αφαίρεση του 

διαλύµατος του ενζύµου και προσθήκη 500µl 0,5X TBE (44,5 mM βορικό οξύ, 1mM 

EDTA Na2, pH 8,0-8,5). Παρασκευή πηκτώµατος αγαρόζης 1% σε διάλυµα 0,5Χ 

ΤΒΕ. Τοποθέτηση στα βοθρία του πηκτώµατος των βυσµάτων τα οποία 

σφραγίστηκαν µε 1% LMT αγαρόζη καθώς και των δεικτών µοριακού βάρους (Pulse 

MakerTM 50-1000kb Sigma-Aldrich). Τοποθέτηση του πηκτώµατος αγαρόζης στην 

συσκευή ηλεκτροφόρησης CHEF-DRIII (Biorad). Προστέθηκαν 2 λίτρων 0,5Χ ΤΒΕ 

που είχε προηγουµένως ψυχθεί στους 14°C. Ηλεκτροφόρηση στις ακόλουθες 

συνθήκες: αρχικός χρόνος εναλλαγής 5 δευτερόλεπτα και τελικός χρόνος εναλλαγής 

37 δευτερόλεπτα, για 23 ώρες. Χρωµατισµός του πηκτώµατος µετά το πέρας της 

ηλεκτροφόρησης για 45 λεπτά µε βρωµιούχο αιθίδιο (0,5µg/ml), υπό ανάδευση και σε 

συνθήκες σκότους. Αποχρωµατισµός µε απεσταγµένο νερό και φωτογράφιση σε 

υπεριώδες φώς. Η αξιολόγηση των αποτελεσµάτων έγινε µε βάση τα κριτήρια του 

Tenover et al (Tenover et al., 1995). Η ψηφιακή ανάλυση και εξαγωγή της 

φυλογενετικής σχέσης των στελεχών έγινε µε το λογισµικό Quality One (Biorad). 
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2.3.7. Πειράµατα βακτηριακής σύζευξης. 
Ελέγχθηκε η δυνατότητα µεταφοράς των γονιδίων µέσω πλασµιδίων από τα υπό 

µελέτη στελέχη-δότες σε γνωστά στελέχη-δέκτες. Κατά την βακτηριακή σύξευξη 

γίνεται µεταφορά γενετικού υλικού µεταξύ δότη και δέκτη µέσω µίας πρωτεϊνικής 

γέφυρας που αποτελείται από συζευκτικά ινίδια. Μεταφορά των γονιδίων αντοχής 

από τον δότη στον δέκτη είναι ενδεικτική πλασµιδιακής εντόπισης. 

Για τα στελέχη K.pneumoniae χρησιµοποιήθηκε ως δέκτης το στέλεχος E.coli 

39R793, lactose (-), rifampicin (R). 

Αναλυτικά η διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι η ακόλουθη: 

Έγιναν ανακαλλιέργειες των δοτών και του δέκτη σε τρυβλία ΜΗ άγαρ χωρίς 

προσθήκη αντιβιοτικού για τους δέκτες και µε προσθήκη αµοξυκιλλίνης (100mg/L) 

για τους δότες. Ακολούθησε επώαση για 18 ώρες στους 37°C. Έγινε λήψη µίας 

αποικίας από το στέλεχος δότη και εµβολισµός σε 10ml θρεπτικό ζωµό Luria Bertani 

(LB) µε αµοξυκιλλίνη (100mg/L), και µίας αποικίας του δέκτη και εµβολισµός σε 

10ml ζωµό LB µε ριφαµπικίνη (100mg/L). Ακολούθησε επώαση στους 37°C υπό 

ανάδευση για 18ώρες. Μετά από φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στα 10000 rpm σε 

θερµοκρασία δωµατίου, απορρίφθηκε ο υπερκείµενος ζωµός και αφέθηκε το ίζηµα να 

στεγνώσει σε θερµοκρασία δωµατίου για 30-60 λεπτά. Έγινε ανασύσταση του 

ιζήµατος µε 1ml ζωµό LB χωρίς αντιβιοτικό. Αναµίχθηκαν σε ένα αποστειρωµένο 

σωληνάριο τύπου eppendorf 150µl εναιωρήµατος δότη µε 750µl εναιωρήµατος δέκτη. 

Το εναιώρηµα φυγοκεντρήθηκε σε θερµοκρασία δωµατίου για 15 λεπτά στα 

10000rpm. Έγινε απόρριψη του υπερκείµενου και το ίζηµα αφέθηκε σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 1 ώρα. Ακολούθησε µεταφορά του ιζήµατος σε ένα τρυβλίο µε LB 

άγαρ και επώαση στους 37°C για 18 ώρες. Στην περίπτωση των NDM-1 στελεχών τα 

πειράµατα σύζευξης πραγµατοποιήθηκαν στους 37° και στους 30°C. Έγινε 

παρασκευή διπλών εκλεκτικών υλικών για την αποµόνωση των διασυζευτικών 
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στελεχών (transconjugants) µε την προσθήκη εκλεκτικού αντιβιοτικού 

(αµοξυκιλλίνης 100mg/L ή ερταπενέµης 0,5mg/L ή 0,25 mg/L κατά περίπτωση) και 

ριφαµπικίνης (100mg/L) σε MC άγαρ και αντίστοιχων τρυβλίων ελέγχου MC µε 

αµοξυκιλλίνη (100mg/L) για τον έλεγχο της ανάπτυξης του δότη και MC µε 

ριφαµπικίνη (100mg/L) για τον έλεγχο ανάπτυξης του δέκτη. Με την προσθήκη 1ml 

LB ζωµού άνευ αντιβιοτικού έγινε η ανασύσταση του βακτηριακού ιζήµατος και 

µεταφορά του σε αποστειρωµένο σωληνάριο τύπου eppendorf. Σε 900µl LB ζωµού 

άνευ αντιβιοτικού µεταφέρθηκαν 100µl εναιωρήµατος. Ακολούθησε η παρασκευή 

επιπλέον αραιώσεων από10-2 έως 10-8. Έγινε ενοφθαλµισµός 100µL από τις 

αραιώσεις 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 στα διπλά εκλεκτικά υλικά και ποσοτικό στρώσιµο. 

Επίσης έγινε  ενοφθαλµισµός 100µL από τις αραιώσεις 10-6, 10-7, 10-8 στα τρυβλία 

ελέγχου και ποσοτικό στρώσιµο. Τα τρυβλία επωάστηκαν για 18 ώρες στους 37°C. 

Στα τρυβλία µε τα αντιβιοτικά επιλογής µετρήθηκαν οι αποικίες των διασυζευκτών, 

ενώ στα τρυβλία χωρίς αντιβιοτικά έγινε καταµέτρηση των αποικιών του δότη και 

του δέκτη µε βάση την ιδιότητα διάσπασης της λακτόζης. 

Η συχνότητα µεταβίβασης υπολογίζεται από τον λόγο του αριθµού των αποικιών των 

διασυζευκτών προς τον αριθµό των αποικιών του δότη. 

Ακολούθησε µοριακός έλεγχος µε PCR για την ανίχνευση των γονιδίων αντοχής και 

αντιβιόγραµµα των διασυζευκτών για φαινοτυπική επιβεβαίωση της µεταφοράς των 

γονιδίων αντοχής. 

2.3.8. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µε αλκαλική λύση. 
Η αλκαλική λύση επιτυγχάνει το διαχωρισµό του πλασµιδιακού από το χρωµοσωµικό 

DNA. Στηρίζεται στην αύξηση του pH>12 η οποία έχει ως αποτέλεσµα την 

αποδιάταξη του χρωµοσωµιακού DNA ενώ το πλασµιδιακό DNA αποδιατάσσεται 

µερικώς.  
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H διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι η ακόλουθη (Schwarz and Liebisch, 1994): 

Μια αποικία ενοφθαλµίστηκε σε 3ml LB ζωµό µε αµπικιλλίνη σε τελική 

συγκέντρωση 100mg/l και επωάστηκε στους 37°C, υπό ανάδευση στα 210 rpm. 

Εναιώρηµα 1,5ml µεταφέρθηκε σε ένα αποστειρωµένο φιαλίδιο τύπου eppendorf και 

φυγοκεντρήθηκε για 10 λεπτά στα 7000rpm στους 4°C. Έγινε απόρριψη του 

υπερκείµενου διαλύµατος και προσθήκη 100µl P1 (25mM Tris HCL, 10mM EDTA, 

50mM Glucose, pH8,0 µε 100µl/ml Pure link RNAseA) µε ανασύσταση του 

διαλύµατος και καλή ανάδευση. Προστέθηκαν 200µl διαλύµατος P2 (1% SDS, 0,2 N 

NaOH) και έγινε προσεκτική ανάδευση του εναιωρήµατος µε ήπιες κινήσεις 

αναποδογυρίζοντας το eppendorf µέχρι το διάλυµα να γίνει βλεννώδες. Ακολούθησε 

επώαση για 5 λεπτά σε πάγο. Προστέθηκαν 150µl από το διάλυµα Minilysat III (3M 

NaAc, 5M Acetate), µε σύντοµη ανάδευση σε Vortex µέχρι το χρώµα να γίνει 

γαλακτώδες και εντός τους διαλύµατος να παρατηρηθεί κροκύδωση. Επώαση εκ νέου 

σε πάγο για 10 min και φυγοκέντρηση για 30 λεπτά στα 13000rpm στους 4°C. 

Μεταφέρθηκε το υπερκείµενο (400µl) σε ένα νέο eppendorf  µε 1ml παγωµένης 

αιθανόλης 100% χωρίς την χρήση πιπέττας και έγινε ανάδευση του διαλύµατος 

αναποδογυρίζοντας το eppendorf 14 φορές. Ακολούθησε επώαση για 1 ώρα σε 

θερµοκρασία περιβάλλοντος και φυγοκέντρηση εκ νέου για 30 λεπτά στα 13.000rpm 

στους 4°C. Έγινε απόρριψη του υπερκείµενου και προσθήκη 500µl αιθανόλης 80% 

χωρίς ανάδευση, µε φυγοκέντρηση στην συνέχεια για 10 λεπτά στα 13.000rpm. Έγινε 

απόρριψη του υπερκείµενου µε αρχική αφαίρεση 1ml µε πιπέττα τύπου pasteur 

αρχικά και µετά επιπλέον 100µl. To ίζηµα αφέθηκε σε θερµοκρασία περιβάλλοντος 

για τουλάχιστον 1 ώρα και αναδιαλύθηκε µε 30µl δισ-απεσταγµένου ύδατος µε ήπιο 

vortex. Μεταφέρθηκαν 10µl µετά από την προσθήκη 2µl loading buffer σε πήκτωµα 

αγαρόζης 1% σε ΤΒΕ 0,5Χ µε προσθήκη βρωµιούχου αιθιδίου. Ακολούθησε 
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ηλεκτροφόρηση για 1 ώρα και 30 λεπτά στα 40V και στην συνέχεια στα 80V για 

τρείς ώρες.  

Για την συγκριτική εκτίµηση του µεγέθους των πλασµιδίων χρησιµοποιήθηκε ως 

δείκτης µοριακού βάρους το πρότυπο στέλεχος 39R861 που φέρει πλασµίδια 

γνωστού µοριακού βάρους (98kb, 42kb,  23,9kb, 4,6kb) 

Η αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA έγινε µε την χρήση του NucleoSpin® and 

PCR clean-up (Mackerey-Nagel). Η εκχύλιση έγινε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο του 

κιτ. 

2.3.9. Τυποποίηση πλασµιδίων µε βάση την PCR 
Η τυποποίηση των πλασµιδίων βασίζεται στις οµάδες ασυµβατότητας 

(Incompatibility groups) (Novick, 1987). Η κατάταξη των πλασµιδίων στηρίζεται 

στην παραδοχή ότι πλασµίδια που χρησιµοποιούν το ίδιο σύστηµα πολλαπλασιασµού 

(replication control) είναι ασύµβατα και δεν µπορούν να υπάρχουν ταυτόχρονα στον 

ίδιο κύτταρο δέκτη (Couturier et al., 1988; Datta and Hughes, 1983). Ο έλεγχος των 

οµάδων ασυµβατότητας πραγµατοποιήθηκε σε πλασµιδιακό DNA µε την χρήση των 

εκκινητών του Πίνακα 13 που αναγνωρίζουν τις µείζονες οµάδες ασυµβατότητας 

FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1-Ig, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X, Y , F, και FIIA  για 

τα Εντεροβακτηριακά στελέχη (Carattoli et al., 2005). 
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Πίνακας 13. Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την τυποποίηση των πλασµιδίων 

(Carattoli et al., 2005). 
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Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν µε DNA πολυµεράση υψηλής πιστότητας (Kapa 

Taq DNA polymerase, Kapa Biosystems, Boston, USA) ανά γονίδιο. Η αντίδραση 

έλαβε χώρα σε ρυθµιστικό διάλυµα 1Χ που περιείχε 1,5mM MgCl2 , 200µΜ από κάθε 

τριφωσφορικό δεοξυριβονουκλεοτίδιο dNTP, 0,2µΜ από κάθε εκκινητή, 1U DNA 

πολυµεράσης και 100-200ng γενωµικού DNA σε τελικό όγκο 50 µl, στις ακόλουθες 

συνθήκες αρχική αποδιάταξη στους 95°C για 5 λεπτά, αποδιάταξη στους 95°C  για 1 

λεπτό, υβριδισµός στους 55°C για 45 δευτερόλεπτα, επιµήκυνση στους 72°C για 1 

λεπτό, για 30 κύκλους και τελική επιµήκυνση στους 72°C για 10 λεπτά. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

1. Αποτελέσµατα µελέτης πλασµιδιακών AmpC. 

1.1. Αποτελέσµατα µοριακού ελέγχου. 
Συνολικά έγινε έλεγχος 105 Εντεροβακτηριακών στελεχών (53 E.coli, 36 

K.pneumoniae, 10 K.oxytoca και 6 P.mirabilis) µε ύποπτα φαινοτυπικά 

χαρακτηριστικά και 59 στελέχη βρέθηκαν να εκφράζουν πλασµιδιακές AmpC β-

λακταµάσες, συγκεκριµένα 23 (39%) K.pneumoniae, 23 (39%) E.coli, 7 (11,9%) 

K.oxytoca και 6 (10,2%) P.mirabilis. Επιπλέον 25 στελέχη (42,3%) πέρα από τους 

πλασµιδιακούς AmpC γόνους έφεραν και ESBL β-λακταµάσες, συγκεκριµένα 4 

έφεραν την CTX-M 15 β-λακταµάση ενώ τα υπόλοιπα SHV και TEM τύπου γονίδια 

(Πίνακας 14). Σηµειώνεται ότι καµία από τις K.oxytoca και τους P.mirabilis δεν 

κωδικοποιούσε ESBL β-λακταµάσες. Θετικά για την VIM µέταλλο-β-λακταµάση 

ήταν 7 στελέχη ενώ ένα έφερε την ΟΧΑ-162 καρβαπενεµάση. Επιπλέον 27 από τα 59 

στελέχη έφεραν την TEM-1 και ένα στέλεχος την ΟΧΑ-1 β-λακταµάση.  
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Πίνακας 14. Συχνότητα ESBL αρνητικών και θετικών στελεχών ανάµεσα στα 

στελέχη µε πλασµιδιακές AmpC β-λακταµάσες. 

  ESBL(-) ESBL(+) 

 N (%) N (%) 

   E.coli 9 (39.1) 14 (60.9) 

   K.oxytoca 7 (100.0) 0 (0.0) 

   K.pneumoniae 2 (8.7) 21 (91.3) 

   P.mirabilis 6 (100.0) 0 (0.0) 
 

Η νουκλεοτιδική αλληλούχιση των πλασµιδιακών AmpC β-λακταµασών αναγνώρισε 

από το Aeromonas γκρουπ τη MOX-2 λακταµάση, από το C.freundii γκρουπ τα 

CMY-2, CMY-4, CMY-13, CMY-16, CMY-31 και CMY-4-like, από το Enterobacter 

ένα MIR-4-like και από το Μ.morganii ένα DHA-1. Οι συχνότητες αποµόνωσης 

συνολικά και ανά είδος συνοψίζονται στους Πίνακες 15 και 16. 

Πίνακας 15. Πλασµιδιακές AmpC β-λακταµάσες που ανιχνεύθηκαν και συνολική 

συχνότητα αποµόνωσης. 

 Πλασµιδιακές AmpC  N (%) 

   MOX-2 28 47,5 

   CMY-2 10 16,9 

   CMY-31 10 16,9 

   CMY-4 like 3 5,1 

   CMY-4 3 5,1 

   CMY-16 2  3,4 

   CMY-13 1  1,7 

   DHA-1 1 1,7 

   ΜIR-2-like 1 1,7 
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Πίνακας 16. Πλασµιδιακές AmpC και λοιπές β-λακταµάσες ανά είδος. 

 
 pAmpC Επιπλέον β-λακταµάσες N 

SHV-ESBL, TEM-1 11 

SHV-ESBL 7 

MOX-2 
(n=19) 
(82,6%) 

TEM-1 1 

CTX-M-15,VIM 2  CMY-4 
(n=3) 
(13%) SHV-ESBL, CTX-M-15 1 

K.pneumoniae 
(n=23) 

DHA-1 
(n=1) 
(4,4%) 

OXA-1,ΟΧΑ-162 1  

SHV-ESBL, TEM-1 7 

TEM-1 1 

MOX-2 
(n=9)  

(39,1%) 
TEM-ESBL 1 

SHV-ESBL, TEM-1 1 

TEM-ESBL 2 

(-) 4 

CMY-2 
(n=9) 

(39,1%) 

SHV-ESBL 2 

(-) 2  CMY-31 
(n=3) 
(13%) CTX-M-15 1 

CMY-13 
(n=1) 
(4,4%) 

SHV-ESBL,VIM 1 

E.coli (n=23) 

MIR-4-like 
(n=1) 
(4,4%) 

TEM-1,VIM 1 

(-) 5 
K.oxytoca (n=7) 

CMY-31 
(n=7)  

(100%) VIM-1 2 
CMY-4 like 

(n=3) 
(50%) 

TEM-1 3 

TEM-1 1 CMY-16 
(n=2) 

(33,4%) ΤΕΜ-1, VIM-1 1 
P.mirabilis (n=6) 

CMY-2 
(n=1) 

(16,6%) 
TEM-1 1 
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Σηµειώνονται τρία πρωτοεµφανιζόµενα στον Ελλαδικό χώρο ένζυµα, η DHA-1 και 

δύο νεώτερες AmpC β-λακταµάσες µία CMY-4-like και µία MIR-4-like. Σε σχέση µε 

την διαφοροποίηση των ενζύµων αυτών από τα πρόδροµα ένζυµα φάνηκε ότι η 

CMY-4-like διαφέρει κατά ένα αµινοξύ από την CMY-4 (Asp218Tyr) ενώ η MIR-4-

like λακταµάση κατά ένα αµινοξύ από την MIR-4 και κατά δύο αµινοξέα από την 

MIR-2. 

1.2. Αποτελέσµατα ελέγχου ευαισθησίας. 
Συνολικά ελέγθηκαν συµπληρωµατικά 59 στελέχη µε την µέθοδο διάχυσης δισκίων 

για τον προσδιορισµό της ευαισθησίας τους σε συγκεκριµένες τάξεις αντιβιοτικών. 

Στα στελέχη αυτά έγινε επιπλέον προσδιορισµός των MIC για την ερταπενέµη µε την 

µέθοδο των Etest. Οι ευαισθησίες στα βασικά αντιβιοτικά που ελέχθησαν 

συνοψίζονται στον Πίνακα 17. Για τα β-λακταµικά αντιβιοτικά δεν υπήρχαν 

σηµαντικές διαφορές ανάµεσα στα ESBL θετικά και µη στελέχη µε εξαίρεση τα 

ποσοστά ανθεκτικών στελεχών στην αζτρεονάµη που ήταν σηµαντικά ψηλότερα για 

τα στελέχη που έφεραν ESBL β-λακταµάσες. Όσον αφορά της καρβαπενέµες 

παρατηρήθηκαν συνολικά 13 στελέχη που παρουσίαζαν µειωµένη ευαισθησία ή 

αντοχή σε τουλάχιστον µία καρβαπενέµη. Σε οχτώ από τα στελέχη αυτά η παρουσία 

καρβαπενεµάσης (VIM ή OXA-162) θεωρήθηκε υπεύθυνη, ενώ για τα υπόλοιπα 

ενδέχεται να εµπλέκονται προβλήµατα διαπερατότητας. Οι MIC για την ερταπενέµη 

για τα ανθεκτικά στελέχη κυµαίνονταν από 3-≥32µg/ml ενώ για τα µετρίως 

ευαίσθητα από 0,75-1µg/ml. Σηµειώνεται επιπλέον ότι η πλειονότητα των στελεχών 

παρουσίαζαν επιπλέον αντοχή στην τριµεθοπρίµη σουλφοµεθοξαζόλη (84,7%) και 

στην σιπροφλοξασίνη (64,4%) ενώ το διατηρούσαν την ευαισθησία τους για την 

γενταµυκίνη (61%). 

 



70 
 

Πίνακας 17 . Αποτελέσµατα ελέγχου ευαισθησίας έναντι των αντιβιοτικών των 

στελεχών µε πλασµιδιακές AmpC β-λακταµάσες µε την µέθοδο διάχυσης δισκίων 

συνολικά καθώς και σε σχέση µε την παραγωγή ESBL β-λακταµασών. 

Antibiotics Susceptibility 
pattern 

Total isolates 
N (%) 

Non-ESBL 
isolates (n=24) 

N (%) 

ESBL 
producing 

isolates 
(n=35) 
N (%) 

resistant 55 (93.2) 22 (91.7) 33 (94.3) 
intermediate 4 (6.8) 2 (8.3) 2 (5.7) 

Cefoxitin 

sensitive 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
resistant 18 (30.5) 5 (20.8) 13 (37.1) 
intermediate 18 (30.5) 2 (8.3) 16 (45.7) 

Cefotetan 

sensitive 23 (39) 17 (70.8) 6(17.1) 
resistant 58 (98.3) 23 (95.8) 35 (100) 
intermediate 1 (1.7) 1 (4.2) 0 (0) 

Cefotaxime 

sensitive 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
resistant 46 (78) 17 (70.8) 29 (82.9) 
intermediate 13 (22) 7 (29.2) 6 (17.1) 

Ceftazidime 

sensitive 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
resistant 44 (74.6) 17 (70.8) 27 (77.1) 
intermediate 12 (20.3) 5 (20.8) 7 (20) 

Ceftriaxone 

sensitive 3 (5.1) 2 (8.3) 1 (2.9) 
resistant 2 (3.4) 0 (0) 2 (5.7) 
intermediate 9 (15.3) 3 (12.5) 6 (17.1) 

Cefepime 

sensitive 48 (81.4) 21 (87.5) 27 (77.1) 
resistant 1 (1.7) 1 (4.2) 0 (0) 
intermediate 6 (10.2) 4 (16.7) 2 (5.7) 

Imipenem 

sensitive 52 (88.1) 19 (79.2) 33 (94.3) 
resistant 4 (6.8) 4 (16.7) 0 (0) 
intermediate 5 (8.5) 5 (20.8) 0 (0) 

Meropenem 

sensitive 50 (84.7) 15 (62.5) 35 (100) 
resistant 5 (8.5) 5 (20.8) 0 (0) 
intermediate 5 (8.5) 4 (16.7) 1 (2.9) 

Ertapenem 

sensitive 49 (83) 15(62.5) 34 (97.1) 
resistant 33 (55.9) 4 (16.7) 29 (82.9) 
intermediate 8 (13.6) 5 (20.8) 3 (8.6) 

Aztreonam 

sensitive 18 (30.5) 15 (62.5) 3 (8.6) 
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1.3. Αποτελέσµατα φαινοτυπικού ελέγχου για AmpC β-λακταµάσες. 
Η κεφοξιτίνη υπερτερούσε σηµαντικά σε σχέση µε την κεφοτετάνη στην δυνατότητα 

χρήσης ως αρχικό screening για την επιλογή πιθανών στελεχών µε AmpC τύπου β-

λακταµάσες. Θέτοντας την κεφοτετάνη ως υπόστρωµα υδρόλυσης, 39% (23/59) των 

στελεχών, εµφανίζουν ευαισθησία και διαφεύγουν δυνητικά της διερεύνησης σε 

αντίθεση µε την κεφοξιτίνη που δίνει όλα τα στελέχη είτε µετρίως ευαίσθητα είτε 

ανθεκτικά (Πίνακας 17). 

Στα πλαίσια του φαινοτυπικού ελέγχου για AmpC β-λακταµάσες έγινε προσπάθεια να 

εκτιµηθούν δύο παράγοντες, καταρχάς το καλύτερο υπόστρωµα υδρόλυσης ανάµεσα 

στην FOX, CTT, CAZ και CTX και αφετέρου ο καλύτερος αναστολέας. Η µέση 

κατανοµή των ζωνών αναστολής των FOX, CTX, CAZ, CTT πριν και µετά την 

προσθήκη CLOX, PBA, APA, APΒA 300, APΒA 600 φαίνεται στον Πίνακα 18 και 

σχηµατικά στις Εικόνες 11 και 12.  
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Πίνακας 18. Μέση διάµετρος των ζωνών αναστολής χωρίς και µε την προσθήκη 

αναστολέων για τα ESBL (-) και ESBL (+) στελέχη αντίστοιχα.  

 
 

ESBL(-) ESBL(+)  
Mean SD Mean SD 

FOX 8.9 2.8 7.1 2.8 
FOX/CLOX 18.7 5.7 12.8 4.1 
FOX/PBA 14.2 5.5 15.7 3.8 
FOX/APA 19.4 2.4 18.0 2.2 
FOX/APBA 300 12.7 4.5 14.6 3.1 
FOX/APBA 600 13.2 5.1 15.6 3.5 

 
CTX 13.8 6.0 14.5 4.7 
CTX/CLOX 23.1 4.9 18.0 4.5 
CTX/PBA 23.0 4.6 18.7 4.9 
CTX/APA 22.2 2.6 20.8 2.5 
CTX/APBA 300 19.9 4.2 17.9 5.3 
CTX/APBA 600 21.1 4.2 18.0 5.5 

 
CAZ 13.2 5.2 12.1 4.4 
CAZ/CLOX 21.9 7.1 15.6 4.1 
CAZ/PBA 21.9 7.9 15.1 4.9 
CAZ/APA 22.4 2.9 20.2 1.7 
CAZ/APBA 300 19.0 6.3 13.9 4.8 
CAZ/APBA 600 20.2 7.0 14.1 4.9 

 
CTT 17.4 6.1 13.0 3.3 
CTT/CLOX 23.7 3.6 17.6 2.4 
CTT/PBA 23.4 3.3 23.1 2.4 
CTT/APA 22.6 2.4 19.0 2.3 
CTT/APBA 300 20.8 4.1 21.7 1.4 
CTT/APBA 600 21.6 4.1 22.6 1.4 
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                FOX+CLOX   FOX+PBA    FOX+APA    FOX+APBA  FOX+APBA 
                                                                                       300                 600 

                FOX+CLOX   FOX+PBA    FOX+APA    FOX+APBA  FOX+APBA 
                                                                                       300                 600 

  

                CTT+CLOX   CTT+PBA    CTT+APA    CTT+APBA  CTT+APBA 
                                                                                       300                 600 

                CTT+CLOX   CTT+PBA    CTT+APA    CTT+APBA  CTT+APBA 
                                                                                       300                 600 

 

Εικόνα 11. Σχηµατική απεικόνιση των διακυµάνσεων των διαµέτρων των ζωνών 

αναστολής για την FOX και CTT για τα ESBL αρνητικά και θετικά στελέχη µε την 

χρήση των διαφόρων αναστολέων. 
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                CTX+CLOX   CTX+PBA    CTX+APA    CTX+APBA  CTX+APBA 
                                                                                       300                 600 

                CTX+CLOX   CTX+PBA    CTX+APA    CTX+APBA  CTX+APBA 
                                                                                       300                 600 

  

                CAZ+CLOX   CAZ+PBA    CAZ+APA    CAZ+APBA  CAZ+APBA 
                                                                                       300                 600 

                CAZ+CLOX   CAZ+PBA    CAZ+APA    CAZ+APBA  CAZ+APBA 
                                                                                       300                 600 

 

Εικόνα 12. Σχηµατική απεικόνιση των διακυµάνσεων των διαµέτρων των ζωνών 

αναστολής για την CTX και CAZ για τα ESBL αρνητικά και θετικά στελέχη µε την 

χρήση των διαφόρων αναστολέων. 

 

Τόσο στα ESBL αρνητικά όσο και στα ESBL θετικά στελέχη όταν χρησιµοποιήθηκαν 

είτε η κεφοξιτίνη είτε η κεφταζιδίµη τα καλύτερα αποτελέσµατα ήταν εφικτά µε την 

χρήση του APA (µέση αύξηση ζώνης αναστολής 10,5mm και 9,2mm αντίστοιχα). Με 

την κεφοτετάνη για τα µεν ESBL (-) ο καλύτερος αναστολέας ήταν η κλοξασιλλίνη 

ενώ για τα ESBL (+) το PBA (6,3mm και 10,1mm αντίστοιχα). Στην περίπτωση της 
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κεφοταξίµης στα ESBL (-) η κλοξασιλλίνη και το PBA είχαν την καλύτερη δράση 

ενώ στα ESBL (+) υπερείχε το APA (9,3mm και 6,2mm αντίστοιχα). Η 

χρησιµοποίηση µεγαλύτερης συγκέντρωσης APBA (600mg σε σχέση µε 300mg) 

οδήγησε σε µεγαλύτερη αύξηση των διαµέτρων αναστολής για όλα τα υποστρώµατα 

ανεξαρτήτως της παραγωγής ή όχι και επιπλέον ESBL β-λακταµάσης. Παρόλα αυτά 

µε εξαίρεση την κεφοτετάνη ως υπόστρωµα στα ESBL θετικά στελέχη το APBA είχε 

την µικρότερη αύξηση στις ζώνες αναστολής συγκριτικά µε τους υπόλοιπους 

αναστολείς (Πίνακας 19).   

Πίνακας 19. Μέση αύξηση των ζωνών αναστολής των FOX, CTX, CAZ, CTT µε την 

προσθήκη CLOX, PBA, APA, APBA 300, APBA 600 

 
ESBL(-) ESBL(+) 

FOX CTX CAZ CTT FOX CTX CAZ CTT  
Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean(SD) Mean (SD) 

+CLOX 9.8 (5.3) 9.3 (5.7) 8.7 (4.8) 6.3 (4.8) 5.7 (3.3) 3.5 (1.8) 3.6 (2.1) 4.6 (2.4) 

+PBA 5.3 (4.9) 9.3 (5.5) 8.8 (5.4) 6 (3.9) 8.6 (3.8) 4.1 (2.4) 3.1 (2.9) 10.1 (2.9) 

+APA 10.5 (3.6) 8.4 (5.4) 9.2 (4.6) 5.3 (5.4) 10.9 (3.3) 6.2 (3.7) 8.1 (4.1) 6 (3.2) 

+APBA 300 3.9 (3.6) 6.8 (4) 6.2 (4) 3.4 (3.6) 7.5 (3.3) 3.1 (2.3) 1.8 (2.2) 8.7 (3) 

+APBA 600 4.5 (4.1) 8 (4.3) 7.3 (4.5) 4.2 (3.8) 8.5 (3.7) 3.3 (2.6) 2 (2.5) 9.6 (3.2) 

 

Στα ESBL(-) στελέχη 95,8% παρουσίασε αύξηση ≥5 mm µε υπόστρωµα την 

κεφοξιτίνη και αναστολέα το APA σηµειώνοντας την µεγαλύτερη ευαισθησία ως 

φαινοτυπική µέθοδος ανίχνευσης. Αντίστοιχα στα ESBL (+) 97,1% των στελεχών  

αναγνωρίζονταν επιτυχώς µε την χρήση της είτε της κεφοτετάνης ως υπόστρωµα και 

του PBA ως αναστολέα  είτε της κεφοταξίµης και του APA (Πίνακας 20). Αν δούµε 

όµως συνολικά την ευαισθησία ανίχνευσης παρατηρούµε ότι η κεφοξιτίνη ως 

υπόστρωµα ανεξάρτητα από την παρουσία ESBL β-λακταµασών, µε την χρήση του 
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APA ως αναστολέα επέτρεπε την αναγνώριση του µεγαλύτερου αριθµού AmpC 

θετικών στελεχών (57/59) (Πίνακας 21). 

Πίνακας 20. Ποσοστά στελεχών µε αύξηση ≥5 mm στις ζώνες αναστολής των FOX, 

CTX, CAZ, CTT µε την προσθήκη αντίστοιχα αναστολέων CLOX, PBA, APA, 

APBA 300, APBA 600 

 
ESBL(-) ESBL(+)   

  FOX CTX CAZ CTT FOX CTX CAZ CTT 

 N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) 

+CLOX         

   <5 mm 5 (20.8) 7 (29.2) 7 (29.2) 10 (41.7) 14 (40) 29 (82.9) 28 (80) 15 (42.9) 

   ≥5 mm 19 (79.2) 17 (70.8) 17 (70.8) 14 (58.3) 21 (60) 6 (17.1) 7 (20) 20 (57.1) 

+PBA         

   <5 mm 13 (54.2) 7 (29.2) 6 (25) 13 (54.2) 5 (14.3) 20 (57.1) 26 (74.3) 1 (2.9) 

   ≥5 mm 11 (45.8) 17 (70.8) 18 (75) 11 (45.8) 30 (85.7) 15 (42.9) 9 (25.7) 34 (97.1) 

+APA         

   <5 mm 1 (4.2) 6 (25) 5 (20.8) 15 (62.5) 1 (2.9) 14 (40) 8 (22.9) 11 (31.4) 

   ≥5 mm 23 (95.8) 18 (75) 19 (79.2) 9 (37.5) 34 (97.1) 21 (60) 27 (77.1) 24 (68.6) 

+APBA 300         

   <5 mm 13 (59.1) 9 (40.9) 7 (31.8) 13 (59.1) 7 (20.6) 25 (73.5) 29 (85.3) 5 (14.7) 

   ≥5 mm 9 (40.9) 13 (59.1) 15 (68.2) 9 (40.9) 27 (79.4) 9 (26.5) 5 (14.7) 29 (85.3) 

+APBA 600         

   <5 mm 12 (54.5) 5 (22.7) 6 (27.3) 10 (45.5) 5 (14.7) 25 (73.5) 28 (82.4) 4 (11.8) 

   ≥5 mm 10 (45.5) 17 (77.3) 16 (72.7) 12 (54.5) 29 (85.3) 9 (26.5) 6 (17.6) 30 (88.2) 

P CLOX vs PBA 0.017 1.000 0.745 0.386 0.016 0.019 0.569 <0.001 
P CLOX vs APA 0.188 0.745 0.505 0.149 0.001 <0.001 <0.001 0.322 
P CLOX vs APBA300 0.008 0.404 0.845 0.238 0.080 0.348 0.562 0.010 
P CLOX vs APBA600 0.018 0.619 0.887 0.796 0.019 0.348 0.803 0.004 
P PBA vs APBA <0.001 0.745 0.731 0.558 0.428 0.151 <0.001 0.002 
P PBA vs APBA300 0.736 0.404 0.608 0.736 0.490 0.153 0.256 0.106 
P PBA vs APBA600 0.979 0.619 0.861 0.555 0.960 0.153 0.417 0.154 
P APA vs APBA300 <0.001 0.250 0.397 0.813 0.084 0.005 <0.001 0.100 
P APA vs APBA600 <0.001 0.857 0.609 0.246 0.259 0.005 <0.001 0.048 
PAPA300vsAPBA600 0.761 0.195 0.741 0.365 0.525 1.000 0.742 1.000 
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Πίνακας 21. Συνολικά ποσοστά ανίχνευσης AmpC β-λακταµασών ανά αναστολέα. 

Total isolates  Inhibitor  
FOX CTX CAZ CTT 

 N (%) N (%) N (%) N (%) 

+CLOX     

   ≥5 mm 40 23 24 34 

+PBA     

   ≥5 mm 41 32 27 45 

+APA     

   ≥5 mm 57 39 46 33 

+APBA 300     

   ≥5 mm 36 22 20 38 

+APBA 600     

   ≥5 mm 39 26 22 42 
 

1.4. Αποτελέσµατα φαινοτυπικού ελέγχου για ESBL. 
Τα αποτελέσµατα του φαινοτυπικού ελέγχου για την παραγωγή ESBL για τα 59 

ΑmpC θετικά στελέχη υπό εξέταση που περιελάµβαναν 24 ESBL θετικά και 35 

ESBL αρνητικά στελέχη συνοψίζονται στους Πίνακες 22 και 23. Με την χρήση του 

κλασικού CLSI ESBL επιβεβαιωτικού τεστ βρέθηκε ότι στην περίπτωση που δεν 

χρησιµοποιηθούν και τα δύο υποστρώµατα υδρόλυσης ως δείκτες, µειώνεται 

σηµαντικά η ευαισθησία της µεθόδου από 85,7%, µε την ταυτόχρονη χρήση, σε 

74,3% αν χρησιµοποιηθεί αποκλειστικά η CAZ και 28,6% αν χρησιµοποιηθεί 

αποκλειστικά η CTX. Το γεγονός αυτό σχετίζεται µε τα διαφορετικά υδρολυτκά 

χαρακτηριστικά των ESBL ενζύµων καθώς η πλειονότητα των στελεχών της µελέτης 

έφερε SHV-τύπου ένζυµα. Το ίδιο ισχύει και την περίπτωση εφαρµογής του 

τροποποιηµένου CLSI ESBL τεστ ανεξάρτητα από τον αναστολέα που 

χρησιµοποιείται.   
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Πίνακας 22. Ειδικότητα, ευαισθησία, PPV και NPV για την κεφταζιδίµη και τους 

συνδιασµούς της µε CLOX, PBA, APBA, APA µε την προσθήκη CL, καθώς και της 

κεφοταξίµης αντίστοιχα µε συνδιασµούς της µε CLOX, PBA, APBA, APA µε την 

προσθήκη CL για την ανίχνευση της παρουσίας ESBL. 

  Sensitivity 
(%) 

Specificity 
(%) 

PPV 
(%) 

NPV 
(%) 

CAZ CAZ+CL 74.3 66.7 76.5 64.0 

CAZ/CLΟX CAZ/CLΟΧ+CL 88.6 79.2 86.1 82.6 

CAZ/PBA CAZ/PBA+CL 91.4 75.0 84.2 85.7 

CAZ/APA CAZ/APA+CL 45.7 91.7 88.9 53.7 

CAZ/APBA 300 CAZ/APBA 300+CL 91.2 72.7 83.8 84.2 

CAZ/APBA 600 CAZ/APBA 600+CL 91.2 72.7 83.8 84.2 

CTX CTX+CL 28.6 78.3 66.7 41.9 

CTX/CLOX CTX/CLOX+CL 31.4 91.7 84.6 47.8 

CTX/PBA CTX/PBA+CL 77.1 91.7 93.1 73.3 

CTX/APA CTX/APA+CL 17.1 91.7 75.0 43.1 

CTX/APBA 300 CTX/APBA300+CL 64.7 95.5 95.7 63.6 

CTX/APBA 600 CTX/APBA600+ CL 70.6 95.5 96.0 67.7 

 

Πίνακας 23. Ειδικότητα, ευαισθησία, PPV και NPV για την κεφταζιδίµη και τους 

συνδιασµούς της µε CLOX, PBA, APBA, APA µε την προσθήκη CL, καθώς και της 

κεφοταξίµης αντίστοιχα µε συνδιασµούς της µε CLOX, PBA, APBA, APA µε την 

προσθήκη CL για την ανίχνευση της παρουσίας ESBL µε ταυτόχρονη εκτίµηση και 

των δυο υποστρωµάτων. 

  Sensitivity 
(%) 

Specificity 
(%) 

PPV  
(%) 

NPV  
(%) 

CAZ  vs CAZ/CL ή/και CTX vs CTX/CL 85.7 58.3 75.0 73.7 

CAZ/CLOX  vs CAZ/CLOX+CL ή/και CTX/CLOX vsCTX/CLOX+CL 91.4 75.0 84.2 85.7 

CAZ/PBA  vs CAZ/PBA+CL ή/και CTX/PBA vs CTX/PBA+CL 100 75.0 85.3 100 

CAZ/APA  vs CAZ/APA+CL ή/και CTX/APA vs CTX/APA+CL 54.3 83.3 82.6 55.6 

CAZ/APBA 300  vs CAZ/APBA 300+CL ή/και CTX/APBA 300 vs 
CTX/APBA 300+CL 97.1 72.7 84.6 94.1 

CAZ/APBA 600  vs CAZ/APBA 600+CL ή/και CTX/APBA 600 vs 
CTX/APBA 600+CL 97.1 72.7 84.6 94.1 
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Με την εφαρµογή του τροποποιηµένου CLSI ESBL τεστ η ευαισθησία, ειδικότητα, 

PPV και NPV βελτιώνονται αισθητά όπως φαίνεται αναλυτικά στον Πίνακα 22. Από 

τους αναστολείς που εκτιµήθηκαν η µεγαλύτερη ευαισθησία (100%) παρατηρείται µε 

την χρήση του PBA και εν συνεχεία µε το APBA (97,1%) ανεξαρτήτως από την 

συγκέντρωση του αναστολέα. Η CLOX βελτιώνει και αυτήν την απόδοση του τεστ, 

εµφανίζει όµως µικρότερη ευαισθησία (91,4%) σε σχέση µε το PBA και το APBA. 

Με την χρήση του APA ως αναστολέα το τροποποιηµένο CLSI ESBL τεστ 

υπολείπεται σηµαντικά όσον αφορά την ευαισθησία σε σχέση µε το CLSI ESBL τεστ, 

δίνοντας σαν ποσοστό ευαισθησίας της µεθόδου 54,3%, µε βελτιωµένη όµως την 

ειδικότητα (87,5%) και την PPV (85%). Η αδυναµία του APA ως αναστολέα έγκειται 

στο γεγονός ότι συγκριτικά µε τους υπόλοιπους αναστολείς παρέχει την µεγαλύτερη 

αύξηση στις διαµέτρους αναστολείς µε συνέπεια να µην είναι δυνατή σε όλα τα 

στελέχη η περαιτέρω αύξηση ≥5mm µε την προσθήκη του κλαβουλανικού οξέως. 

Στην περίπτωση κατά την οποία η συγκριτική εκτίµηση της αύξησης της ζώνης 

αναστολής ≥5mm στα δισκία µε την CAZ ή CTX παρουσία αναστολέα των 

πλασµιδιακών AmpC και CL γίνει σε σχέση µε το απλό δισκίο CAZ ή CTX, η 

µέθοδος ανιχνεύει όλα τα ESBL στελέχη, επηρεάζεται όµως σηµαντικά η ειδικότητα 

της µεθόδου όπως φαίνεται στους Πίνακες 24 και 25. 
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Πίνακας 24. Ειδικότητα, ευαισθησία, PPV και NPV για την κεφταζιδίµη και/ή την 

κεφοταξίµη και τους συνδιασµούς τους µε CL, CL+CLOX, CL+PBA, CL+APA, 

CL+APBA300 και CL+APBA600 για την ανίχνευση της παρουσίας ESBL. 

 

Πίνακας 25. Ειδικότητα, ευαισθησία, PPV και NPV για την κεφταζιδίµη και τους 

συνδιασµούς της µε CL, CL+CLOX, CL+PBA, CL+APBA, CL+APA300 και 

CL+APA600 καθώς και της κεφοταξίµης αντίστοιχα µε CL, CL+CLOX, CL+PBA, 

CL+APBA, CL+APA300 και CL+APA600 για την ανίχνευση της παρουσίας ESBL. 

 
  Sensitivity 

(%) 
Specificity 

(%) 
PPV  
(%) 

NPV  
(%) 

CAZ vs CAZ/CLOX+CL ή/και CTX vsCTX/CLOX+CL 100.0 4.2 60.3 100.0 

CAZ vs CAZ/PBA+CL ή/και CTX vs CTX/PBA+CL 100.0 0.0 59.3 - 

CAZ  vs CAZ/APA+CL ή/και CTX vs CTX/APA+CL 100.0 8.3 61.4 100.0 

CAZ vs CAZ/APBA 300+CL ή/και CTX vs CTX/APBA 300+CL 100.0 4.5 61.8 100.0 

CAZ vs CAZ/APBA 600+CL ή/και CTX vs CTX/APBA 600+CL 100.0 0.0 60.7 - 

 

 Sensitivity (%) Specificity (%) PPV (%) NPV (%) 

CAZ vs CAZ+CL 74.3 66.7 76.5 64.0 

CAZ vz CAZ+CL+CLOX 97.1 4.2 59.6 50.0 

CAZ vs CAZ+CL+PBA 100.0 4.2 60.3 100.0 

CAZ vs CAZ+CL+APBA 97.1 8.3 60.7 66.7 

CAZ vs CAZ+CL+APA 300 97.1 4.5 61.1 50.0 

CAZ vs CAZ+CL+APA 600 100.0 0.0 60.7 - 

CTX vs CTX+CL 28.6 78.3 66.7 41.9 

CTX vs CTX+CL+CLOX 71.4 20.8 56.8 33.3 

CTX vs CTX+CL+PBA 94.3 16.7 62.3 66.7 

CTX vs CTX+CL+APBA 80.0 29.2 62.2 50.0 

CTX vs CTX+CL+APA 300 91.2 36.4 68.9 72.7 

CTX vs CTX+CL+ APA 600 94.1 36.4 69.6 80.0 
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Τέλος το εµπορικά διαθέσιµο Etest µε την κεφεπίµη σε σύγκριση µε την κεφεπίµη 

κλαβουλανικό παρουσίασε χαµηλή µεν ευαισθησία (88,6%) αλλά ψηλή ειδικότητα 

(100%), PPV (100%) και NPV (85,7%) αντίστοιχα. 

1.5. Αποτελέσµατα µοριακής τυποποίησης . 
Η ERIC-RCR έδειξε ότι τα 6 θετικά στελέχη P.mirabilis για πλασµιδιακές AmpC 

ανεξαρτήτως από τα γονίδια τα οποία έφεραν και των νοσοκοµείων από τα οποία 

προέρχονταν ανήκαν στον ίδιο κλώνο, ενώ αντίστοιχα τα στελέχη K.oxytoca, όλα 

προερχόµενα από το ίδιο νοσοκοµείο εµφάνιζαν δύο κλώνους (Ι και ΙΙ) µε ένα 

διακριτό υπότυπο Ια µε την πλειονότητα των στελεχών να ανήκουν στον κλώνο Ι 

(Εικόνες 13 και 14).  

 

                        Μ       Μ       1       2       3       4       5        6        7       Μ  

 

Εικόνα 13. ERIC-PCR P.mirabilis. Τα ηλεκτροφορητικά πρότυπα των έξι στελεχών 

(σειρές 1-6), θέσεις Μ 1kb και 100 bp DNA ladder και θέση 7 αρνητικός µάρτυρας. 
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                            M       I      Ia     Ia    II      I        I      I       (-)     M 

                            Μ       1      2       3      4       5       6      7       8      Μ 

 

Εικόνα 14. ERIC-PCR K.oxytoca. Τα ηλεκτροφορητικά πρότυπα των επτά στελεχών 

(σειρές 1-7), θέσεις Μ 100bp και 1kb DNA ladder αντίστοιχα και θέση 8 αρνητικός 

µάρτυρας.  

 

Η REP-PCR αντιστοίχησε τα στελέχη K.pneumoniae σε οχτώ διακριτούς κλώνους (Ι-

VIII) (Εικόνα 15). Σηµειώνεται ότι τα στελέχη που έφεραν τα CMY-4 και CTX-M-15 

γονίδια προέρχονταν από το ίδιο νοσοκοµειακό ίδρυµα, από ασθενείς διαφορετικών 

κλινικών, είχαν συλλεχθεί εντός χρονικής περιόδου ενός έτους (από το Νοέµβριο 

2008-Νοέµβριο 2009) και ανήκαν όλα στον ίδιο κλώνο VI. Οµοίως το DHA-1 

στέλεχος διέφερε από τα υπόλοιπα και αντιστοιχήθηκε σε ένα διακριτό ξεχωριστό 

κλώνο VII. 
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             I    I    I     II   III  ΙV           IVa IVb IVc  IV IVb IV          V   VI   VI  VI  V  III            V   V  III  VII VIII 

 Μ     1   2    3    4    5    6    Μ    7   8     9  10  11  12   Μ   13  14  15 16  17  18  Μ   19  20  21  22  23   24 

 

Εικόνα 15. REP-PCR K.pneumoniae. Τα ηλεκτροφορητικά πρότυπα των 23 

στελεχών (σειρές 1-23), θέσεις Μ 100bp και 1kb DNA ladder εναλλάξ και θέση 24 

αρνητικός µάρτυρας. Στις θέσεις 14-16 παρατηρούνται τα στελέχη του κλώνου VI 

που φέρουν τα CMY-4 και CTX-M-15 γονίδια και στην θέση 22 το DHA-1 στέλεχος 

που ανήκει στον διακριτό κλώνο VII. 

 

Τα 23 στελέχη E.coli διαχωρίστηκαν σε 11 διακριτούς κλώνους µε βάση το 

ηλεκτροφορητικό τους προτύπωµα στην ERIC-PCR. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το 

γεγονός ότι τα δύο CMY-31 θετικά στελέχη µε προέλευση το νοσοκοµείο Σερρών 

ανήκουν σε δύο υπότυπους του ιδίου κλώνου ΙΧ αν και έχουν αποµονωθεί µε 

διαφορά 8 ετών, το 2004 και 2011, και διαφέρουν από το µεικτό CMY-31/CTX-M-15 

µε προέλευση το ‘Τζάνειο’ νοσοκοµείο που ανήκει σε ξεχωριστό διακριτό κλώνο 

(VI). Τα στελέχη µε το ένζυµο ΜΟΧ-2 ανήκουν σε τρείς κλώνους Ι, III και VII ενώ 

τα φέροντα το CMY-2 στους κλώνους II, IV, V και XI (Εικόνα 16). 
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              I     I       I       I      Ia     II      II      III   III    IV    V      VI    V   Va   VII   VII  VIII  VII   IXa  IXb   X    XI  XI 

Μ      1   2    3     4    5    6     7     8    9    10  11   12  13  14  15  16  17   18   19  20  21  22  23  C    (-)  Μ 

 

Εικόνα 16. ERIC-PCR E.coli. Απεικονίζονται τα ηλεκτροφορητικά πρότυπα των 23 

στελεχών (σειρές 1-23), στις θέσεις Μ 1kb και 100bp DNA ladder, στην θέση 24 µη 

σχετιζόµενο στέλεχος και στην θέση 24 αρνητικός µάρτυρας. 

2. Αποτελέσµατα µελέτης καρβαπενεµασών. 
Τα αποτελέσµατα της εργασίας αυτής θα διαχωριστούν για λόγους ευκρίνειας σε 

τρείς οµάδες µε βάση το γονίδιο αντοχής που ανιχνεύθηκε και θα αναλυθούν ανά 

ενότητα όσον αφορά τα αποτελέσµατα του πειραµατικού τµήµατος. 

2.1. NDM-1 Καρβαπενεµάση 

2.2.1. Βακτηριακά στελέχη, ασθενείς και επιδηµίες. 
Συνολικά έγινε έλεγχος 132 µη επαναλαµβανόµενων στελεχών Εντεροβακτηριακών 

(127 K.pneumoniae, 4 E.cloacae, 1 P.mirabilis) από δείγµατα ασθενών που είχαν 

ληφθεί εντός µιας περιόδου 3,5 ετών (Ιανουάριο 2010-Ιούνιο 2013). Η παραποµπή 

των στελεχών έγινε σε δύο διαφορετικές φάσεις. Αρχικά εκτιµήθηκαν 24 µη 

επαναλαµβανόµενα, ανθεκτικά στις καρβαπενέµες στελέχη (23 K.pneumoniae και 1 

Ε.cloacae) που συλλέχθηκαν από το Νοέµβριο 2012-Φεβρουάριο 2013 και ήταν 

ύποπτα για την παραγωγή MBL ή MBL και KPC καρβαπενεµάσης µετά τον αρχικό 

φαινοτυπικό έλεγχο µε το συνδιασµένο τεστ PBA και EDTA µε µεροπενέµη ως 

υπόστρωµα. Παρά το γεγονός ότι στην πλειονότητα τους τα στελέχη αυτά ήταν είτε 
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VIM ή VIM/KPC θετικά, η µοριακή τυποποίηση ανέδειξε την ύπαρξη 11 στελεχών 

που έφεραν την NDM καρβαπενεµάση. Η ανίχνευση αυτή οδήγησε στον έλεγχο των 

αρχειακών και πρόσφατων στελεχών σε τελικό βάθος 3,5 ετών (Ιανουάριο 2010-

Ιούνιο 2013) που εµφάνιζαν αντοχή σε τουλάχιστον µια καρβαπενέµη (MIC 

ιµιπενέµη ≥4mg/L, MIC µεροπενέµη ≥2mg/L ή MIC ερταπενέµη ≥4mg/L ) µε βάση 

τα επικαιροποιηµένα κριτήρια του CLSI και είχαν θετικές τις φαινοτυπικές 

δοκιµασίες για παραγωγή καρβαπενεµάσης τάξης Α κατά Ambler. 

Συνολικά βρέθηκαν 78 NDM-1 θετικά στελέχη τα οποία αποµονώθηκαν από 71 

ασθενείς σε δύο διακριτές επιδηµικές εξάρσεις. Η πρώτη έξαρση σηµειώθηκε από τον 

Νοέµβριο 2011 µέχρι το Δεκέµβριο 2011 ενώ η δεύτερη από το Μάιο του 2012 µέχρι 

τον Ιούνιο του 2013. Η πρώτη επιδηµία περιλάµβανε 4 στελέχη K.pneumoniae από 4 

ασθενείς της αιµατολογικής κλινικής. Όλοι οι ασθενείς ήταν Έλληνες και δεν 

ανέφεραν πρόσφατο ταξιδιωτικό ιστορικό εκτός Ελλάδας. Η δεύτερη έξαρση ήταν 

σαφώς µακροβιότερη και συνεχιζόµενη καλύπτοντας µια περίοδο 14 µηνών και 

εµπλέκοντας 64 ασθενείς από τους οποίους αποµονώθηκαν 74 NDM θετικά στελέχη. 

Με την εξαίρεση δύο ασθενών Αλβανικής καταγωγής (ο ένας αναγνωρίστηκε στην 

µέση της επιδηµίας το Σεπτέµβριο του 2012, ενώ ο δεύτερος το Μάιο 2013) οι 

υπόλοιποι ήταν επίσης Έλληνες χωρίς ταξιδιωτικό ιστορικό σε ενδηµικές περιοχές. 

Τα στελέχη αποµονώθηκαν από µια ποικιλία δειγµάτων κυρίως αιµοκαλλιέργειες και 

καλλιέργειες ούρων καθώς και από επιχρίσµατα τραυµάτων, δείγµατα ενδοφλέβιων 

καθετήρων, καλλιέργειες ασκητικών υγρών, πτύελα και βρογχικές αναρροφήσεις και 

ορθικές καλλιέργειες. Η σχηµατική απεικόνιση των  δύο επιδηµιών αποτυπώνεται 

στην Εικόνα 17.  
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Εικόνα 17. Σχηµατική απεικόνιση της εξέλιξης των επιδηµιών 

2.2.2. Περιγραφή αρχικής επιδηµίας. 
Το αρχικό στέλεχος K.pneumoniae αποµονώθηκε από µια τυχαία καλλιέργεια ούρων 

ασθενούς (P1) στην 12η ηµέρα νοσηλείας της στην αιµατολογική κλινική. Εν 

συνεχεία παρόµοια στελέχη αποµονώθηκαν από τρείς επιπλέον ασθενείς της 

αιµατολογικής κλινικής. 

Την περίοδο της µελέτης οι κεντρικές γραµµές για την χορήγηση των σχηµάτων 

χηµειοθεραπείας τοποθετούνταν στην µονάδα εντατικής θεραπείας (ΜΕΘ) όπου οι 

ασθενείς νοσηλεύονταν για 1-2 ηµέρες. Μια τέτοια παρέµβαση είχε λάβει χώρα και 

για τους τέσσερεις αιµατολογικούς ασθενείς. Η χρονική περίοδος από την 

αποµόνωση και την έκθεση στο περιβάλλον της ΜΕΘ κυµαινόταν από 2-32 µέρες. 

Αναδροµική µελέτη των ανθεκτικών στις καρβαπενέµες στελεχών από την ΜΕΘ για 

το 2011 δεν ανέδειξε άλλα NDM θετικά στελέχη. Υπάρχουν δύο πιθανά σενάρια είτε 

η ασθενής P1 εισήγαγε το στέλεχος στο περιβάλλον της αιµατολογικής κλινικής ως 
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µέλος ενός µη αναγνωρισµένου κοινοτικού θύλακα ή η ασθενής εποικίστηκε κατά 

την παραµονή της στην ΜΕΘ από µια πηγή που δεν κατέστη δυνατό να 

αναγνωρίσουµε καθώς στην περίοδο αυτή δεν πραγµατοποιήθηκε συλλογή 

περιβαλλοντικών δειγµάτων και εκτίµηση φορείας. 

2.2.3. Περιγραφή συνεχιζόµενης επιδηµίας. 
Στην δεύτερη επιδηµία (Μάιος 2012-Ιούνιος 2013) αναγνωρίστηκαν 67 ασθενείς 

(Εικόνα 17). Δύο πιθανά µοτίβα πρόσληψης παρατηρήθηκαν, ένα 

ενδονοσοκοµειακής διασποράς και ένα κοινοτικής απόκτησης. 

Η αρχική ασθενής (Ρ5), ήταν ασθενής της ΜΕΘ που στην 8η µέρα νοσηλείας 

παρουσίασε αιµατογενή λοίµωξη από NDM θετικό στέλεχος. Δεδοµένου ότι δεν είχε 

γίνει έλεγχος ορθικού µε την εισαγωγή της ασθενούς δεν είναι δυνατό να 

προσδιοριστεί η πρότερη κατάσταση φορείας της. Επιπλέον δεδοµένου ότι η ασθενής 

είχε στο ιστορικό της έκθεση σε άλλες δοµές υγείας δεν είναι σαφές αν η λοίµωξη 

αυτή θα έπρεπε να θεωρηθεί προερχόµενη από την κοινότητα ή ενδονοσοκοµειακή. 

Με την εξαίρεση δύο ασθενών (Ρ29 και Ρ54) των οποίων οι λοιµώξεις ήταν δυνατόν 

να χαρακτηριστούν χωρίς αµφιβολία ως προερχόµενες από την κοινότητα, καθώς δεν 

είχαν ιστορικό έκθεσης σε µονάδες υγείας και τα στελέχη αποµονώθηκαν από 

δείγµατα ούρων και αίµατος που ελήφθησαν µε την εισαγωγή των ασθενών, οι 

προέλευση των υπολοίπων στελεχών παραµένει ασαφής. Περαιτέρω διερεύνηση των 

κινήσεων των ασθενών εντός του νοσοκοµειακού περιβάλλοντος ανέδειξε ότι  

ανεξάρτητα από την αρχική κλινική εισαγωγής η γενική ΜΕΘ, η καρδιολογική ΜΕΘ, 

η χειρουργική κλινική και η µονάδα φυσικής αποκατάστασης λειτούργησαν ως 

θύλακες από τους οποίους έγινε η διασπορά προς τις υπόλοιπες κλινικές.  

2.2.4. Αποτελέσµατα ελέγχου ευαισθησίας. 
Τα στελέχη εµφάνιζαν υψηλή αντοχή στα περισσότερα β-λακταµικά αντιβιοτικά, 

συµπεριλαµβανοµένων των πενικιλλινών και των συνδιασµών τους µε αναστολείς, 
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των κεφαλοσπορινών εκτεταµένου φάσµατος και των καρβαπενεµών (ιµιπενέµη 

MICs>32 mg/L, µεροπενέµη MICs 16->32 mg/L και ερταπενέµη MICs 24->32mg/L). 

Επτά στελέχη παρέµεναν ευαίσθητα στην αζτρεονάµη (MIC≤1mg/L), που δεν 

υδρολύεται από τις MBL, γεγονός ενδεικτικό της παρουσίας επιπλέον β-λακταµασών 

στα υπόλοιπα στελέχη. Όλες οι K.pneumoniae ήταν ανθεκτικές στην αµικασίνη και 

στην σιπροφλοξασίνη ενώ 9 παρέµειναν ευαίσθητες στην γενταµυκίνη και τέσσερεις 

στην κοτριµοξαζόλη. Οι MICs για την κολιστίνη ήταν σταθερά χαµηλές ≤0,5mg/L 

µε εξαίρεση 11 στελέχη (MICs 11-32mg/dl). Τέλος 20 στελέχη εµφάνιζαν ενδιάµεση 

ευαισθησία στην τιγεκυκλίνη ( MICs 3-4mg/L) και 11 ήταν ανθεκτικά (MICs 8-

16mg/L). 

2.2.5. Αποτελέσµατα φαινοτυπικού και µοριακού ελέγχου. 
Ο φαινοτυπικός έλεγχος µε το MHT ήταν θετικός για την παραγωγή καρβαπενεµάσης 

και το τεστ συνδιασµένων δισκίων ενδεικτικό παραγωγής καρβαπενεµάσης τάξης B. 

Με εξαίρεση επτά στελέχη, τα υπόλοιπα έδιναν θετικό το τροποποιηµένο CLSI-

ESBL τεστ και θεωρήθηκε ότι εκφράζουν µια ESBL τύπου β-λακταµάση. Το γονίδιο 

NDM-1 ανιχνεύθηκε σε όλα τα στελέχη της συλλογής. Η πλειονότητα των στελεχών 

έφερε παράλληλα και τα blaOXA-1, blaCTX-M-15 και blaTEM-1 γονίδια. Η PCR 

επιβεβαίωσε ότι τα επτά στελέχη µε αρνητικό φαινοτυπικό έλεγχο για παραγωγή 

ESBL δεν έφεραν το blaCTX-M-15 γονίδιο, από αυτά τέσσερα στελέχη είχαν µόνο το 

blaNDM-1 ένζυµο. Τρία επιπλέον στελέχη δεν είχαν το blaOXA-1 γονίδιο και τέλος ένα 

στέλεχος έφερε τα blaNDM-1, blaCTX-M-15 και blaOXA-1 γονίδια αλλά όχι το blaTEM-1. 

Ανάλυση του γενετικού περιβάλλοντος του blaNDM-1 γονιδίου έδειξε ότι του γονιδίου 

προηγείτο ένα µη διακεκοµµένο ISAba125 στοιχείο ενώ µετά το γονίδιο ακολουθεί το 

bleMBL γονίδιο. 
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2.2.6. ERIC-PCR, PGFE και MLST. 
Η ERIC-PCR και η PFGE ανέδειξαν ότι όλα τα στελέχη ανήκαν σε ένα διακριτό 

κλώνο Α, µε µια υποοµάδα Α1, και διέφεραν από τους γνωστούς προϋπάρχοντες  

KPC, VIM, KPC/VIM κυκλοφορούντες κλώνους (Εικόνα 18). Η MLST 

συγκεκριµένων στελεχών και από τις δύο επιδηµίες, συµπεριλαµβανοµένου και των 

στελεχών προερχόµενων από την κοινότητα αντιστοίχησε τα στελέχη στο τύπο ST11. 

M	  	  	  	  	  	  	  1	  	  	  	  	  	  	  2	  	  	  	  	  3	  	  	  	  	  	  	  4	  	  	  	  	  	  	  5	  	  	  	  	  	  	  M	  	  	  	  	  6	  	  	  	  	  	  	  	  7	  	  	  	  	  	  8	  	  	  	  	  	  	  	  9	  	  	  10	  	  	  	  	  M	  	  	  	  11	  	  	  	  	  	  12	  	  	  	  13	  	  	  	  	  14	  	  	  	  15	  	  	  M	  	  	  	  	  	  16	  	  	  	  17	  	  	  	  	  18	  	  	  	  	  19	  	  20	  	  	  	  	  	  M	  	  	  	  21	  	  

 

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  A	  	  	  	  	  A	  	  	  	  	  	  A	  	  	  	  	  A	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  B	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  A	  	  	  	  A	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  C	  	  	  	  	  	  D	  	  	  	  	  	  C	  	  	  	  	  	  A	  	  	  	  	  	  	  E	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  A	  	  	  	  	  	  F	  	  	  	  	  	  	  A	  	  	  	  	  	  A1	  	  	  	  	  A	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  F	  

Εικόνα 18. PFGE κλωνικοί τύποι και υπότυποι των  XbaI-επεξεργασµένων DNA των 

K. pneumoniae στελεχών της µελέτης. Στήλες 2-5, 9-10, 14, 16, 18-20: επιδηµικά 

NDM-1-θετικά στελέχη K.pneumoniae, στήλες 6, 11-13: χαρακτηριστικά αρχειακά 

VIM-1-θετικά στελέχη K.pneumoniae, στήλες 17, 21: χαρακτηριστικά αρχειακά 

KPC-2-θετικά στελέχη K.pneumoniae, στήλη 15: KPC-2 and VIM-1-θετικά  

K.pneumoniae. Στήλες M: Δείκτης µοριακού βάρους  (multimers of phage lambda 

DNA (48.5 kb) molecular mass marker). 
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2.2.7. Πειράµατα βακτηριακής σύζευξης και πλασµιδιακή ανάλυση. 
Τα πειράµατα βακτηριακής σύζευξης πραγµατοποιήθηκαν µε τα στελέχη KP36, 

KP37, KP39, KP48 που έφεραν όσον αφορά την αντοχή στα β-λακταµικά αντιβιοτικά 

µόνο το blaNDM-1 γονίδιο και τα στελέχη KP38 και ΚP41 που έφεραν το blaNDM-1 και 

το blaΟΧΑ-1 γονίδιο. Μεταφορά της αντοχής στις καρβαπενεµάσες επιτεύχθηκε µόνο 

µε το στέλεχος KP36 µε πάρα πολύ χαµηλή συχνότητα ~ 1,3x10-7 διασυζευτικά 

στελέχη ανά κύτταρο δότη. Ανάλυση των διασυζευτικών στελεχών ανέδειξε ότι 

προσέλαβαν το blaNDM-1 γονίδιο (Πίνακας 26). Παράλληλα έγινε µεταφορά και της 

αντοχής στην αµικασίνη. Η πλασµιδιακή ανάλυση έδειξε ότι το blaNDM-1 γονίδιο 

φέρεται επί ενός πλασµιδίου µεγέθους ~95kbp και ανήκει στο στενού εύρους ξενιστή 

IncFII γκρουπ ασυµβατότητας. 

Πίνακας 26. Ευαισθησία στα αντιβιοτικά του στελέχους KP36, του χαρακτηριστικού 

του διασυζευκτή που φέρει το pNDM-1 και του δέκτη E.coli 26R793. 

Antibiotic 
K. pneumoniae 
clinical isolate 

KP36 

Tcs E. coli 
26R793 

(pNDM-1) 

E. coli 26R793  
(lac-, RifR) 

Imipenem >32 12 0.25 

Meropenem >32 3 0.03 

Ertapenem >32 4 0.06 

Aztreonam 0.5 0.12 0.12 

Cefotaxime >64 >64 0.12 

Cefepime >32 2 0.12 

Ceftazidime >64 >64 1 

Cefoxitin >64 >64 4 

Amoxicillin >32 >32 4 

Amoxicillin/clavulanate >32 >32 4 

Piperacillin/tazobactam >128 >128 1 

Tigecycline 0.25 0.064 0.12 

Colistin 0.25 0.12 0.12 

Ciprofloxacin >32 0.06 0.06 

Amikacin >32 16 2 

Gentamicin >32 0.5 0.25 
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2.2.ΟΧΑ-48 Καρβαπενεµάση 

2.2.1. Βακτηριακά στελέχη και ασθενείς. 
Συνολικά ελέγθηκαν 13 στελέχη K.pneumoniae ανθεκτικά στην ερταπενέµη 

(MIC>1mg/L) µε φαινοτυπικά τεστ θετικά για την παραγωγή καρβαπενεµάσης και 

αρνητικά τεστ για την παραγωγή καρβαπενεµασών τάξης Α και Β. Τα στελέχη 

αποµονώθηκαν από 9 ασθενείς σε µια περίοδο 4 µηνών από Δεκέµβριο 2011- Μάρτιο 

2012. Οι ασθενείς νοσηλεύτηκαν σε πέντε διαφορετικές κλινικές, µε ηλικίες που 

κυµαίνονταν από 35-89 έτη και δεν ανέφεραν ιστορικό µετανάστευσης ή ταξιδιωτικό 

ιστορικό σε περιοχές µε διασπορά των OXA-48-like ενζύµων. Όλοι οι ασθενείς είχαν 

λάβει πρότερες αντιβιοτικές αγωγές που περιλάµβαναν σιπροφλοξασίνη, τρίτης και 

τέταρτης γενιάς κεφαλοσπορίνες, καρβαπενέµες, κλινδαµυκίνη και αζτρεονάµη. Τα 

χαρακτηριστικά των ασθενών συνοψίζονται στον Πίνακα 27 
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Πίνακας 27 .Χαρακτηριστικά των ασθενών που µολύνθηκαν µε blaOXA48 θετικά στελέχη 
K.pneumoniae. 

Patient Isolate 
no. 

Site of 
isolation Ward 

Reason for 

hospitalizatio
n 

Underlying disease/ 
predisposing factor Status 

Antibiotic 
Regimen 

Administered 

Patient 
Outcome 

K1 Blood Card-
ICU 

1 

K2 Blood Gen-ICU 

ICU 

Arrhythmia Aortic valve stenosis, 
MDS 

BSI Imipenem/colistin/
tigecycline 

Deceased 

2 K3 CVCa Cardiolo
gy 

Arrhythmia DVT Col None Improved 

K4 Wound 
swab 

Surgical 

K5 Wound 
swab 

Surgical 
3 

K6 Wound 
swab 

Surgical 
SUR 

GSI 
haemorrhage 

Gastrointestinal cancer 
STI 

Tigecycline Improved 

4 K7 CVC Cardiolo
gy 

Endocarditis Prosthetic valve Col None Deceased 

5 K8 Blood Card-
ICU 

Arrhythmia Cardiac arrest BSI Imipenem/colistin/
tigecycline 

Deceased 

6 K9 Blood Gen-ICU Head Trauma None BSI Amikacin Improved 

7 K10 Blood Card-
ICU 

Cardiac arrest None BSI Amikacin/tigecycli
ne 

Deceased 

8 K11 Blood Gen-ICU Trauma None BSI Imipenem/colistin/
tigecycline 

Improved 

K12 CVC Medical 
PATH 

9 

K13 Ulcer Medical 

Pneumonia Infection Col None Deceased 

aCVC, central venous catheter; MDS, myelodysplastic syndrome; DVT, deep vein thrombosis; Card-ICU, 

cardiology ICU ; Gen-ICY, general ICU; GSI-haemorrhage, gastrointestinal haemorrhage;BSI, blood 

stream infection; STI, soft tissue infection; Col, colonization
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2.2.2. Περιγραφή επιδηµίας. 
Το αρχικό στέλεχος Κ1 αποµονώθηκε από ασθενή της καρδιολογικής ΜΕΘ την 18η 

µέρα της νοσηλείας της. Λόγω επιδείνωσης της κλινικής της εικόνας  έγινε µεταφορά 

της ασθενούς στην γενική ΜΕΘ. Πιθανώς το γεγονός αυτό συντέλεσε και στην 

εισαγωγή του συγκεκριµένου παθογόνου στο περιβάλλον της γενικής ΜΕΘ. Οι 

ασθενείς από τους οποίους αποµονώθηκαν τα υπόλοιπα στελέχη είχαν σε κάποιο 

σηµείο της νοσηλείας τους µεταφερθεί στην καρδιολογική ή γενική ΜΕΘ ή είχαν 

ταυτόχρονη νοσηλεία στην καρδιολογική ΜΕΘ µε την αρχική ασθενή. 

Ο ασθενής Ρ9 αναγνωρίστηκε περίπου 1 µήνα µετά τον περιορισµό της αρχικής 

επιδηµίας στην παθολογική κλινική. Επρόκειτο για µεταφορά από µονάδα φροντίδας 

ηλικιωµένων και δεν κατέστη δυνατό να βρεθεί σχέση µε τους ασθενείς της 

προηγούµενης επιδηµίας.  

Τα στελέχη αποµονώθηκαν 3-28 µέρες µετά την εισαγωγή των ασθενών και 

χαρακτηρίστηκα ενδονοσοκοµειακά. Εκτός από τον ασθενή Ρ9, επιπλέον τρείς 

ασθενείς συµπεριλαµβανοµένου και του αρχικού Ρ1 είχαν ιστορικό επαναεισαγωγής 

ή νοσηλείας σε άλλο νοσοκοµειακό ίδρυµα ή σε µονάδα φροντίδας ηλικιωµένων 

µέσα στο προηγούµενο έτος. 

2.2.3. Αποτελέσµατα ελέγχου ευαισθησίας. 
Όλες οι K.pneumoniae εµφάνιζαν αντοχή στις πενικιλλίνες, στις κεφαλοσπορίνες 

εκτεταµένου φάσµατος, στην αζτρεονάµη, σιπροφλοξασίνη, γενταµυκίνη, 

τριµεθοπρίµη-σουλφοµεθοξαζόλη ενώ είχαν ετερογενή προφίλ αντοχής στις 

καρβαπενέµες. Οι ΜΙC στην ερταπενέµη κυµαίνονταν από 4-12 mg/L. Αξίζει να 

σηµειωθεί ότι ενώ τα στελέχη Κ1-Κ6 και Κ8-Κ11 ήταν είτε ευαίσθητα είτε ενδιάµεσα 

ευαίσθητα στην ιµιπενέµη και ευαίσθητα στην µεροπενέµη, τα Κ12 και Κ3 ήταν 

ανθεκτικά και στις δύο καρβαπενέµες όπως και το Κ7 που εµφάνιζε και µια ελαφρώς 

µεγαλύτερη αντοχή στην ερταπενέµη (ΜΙC 12 mg/L) (Πίνακας 28). 
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2.2.4. Αποτελέσµατα φαινοτυπικού και µοριακού ελέγχου. 
Το τροποποιηµένο CLSI ESBL τεστ ήταν ενδεικτικό παραγωγής ευρέως φάσµατος β-

λακταµάσης και η µοριακή διερεύνηση ανέδειξε την παρουσία σε όλα τα στελέχη του 

blaOXA-48 γονιδίου καθώς και του blaOXA-1 και του blaCTX-M-15. Η ανάλυση του 

γενετικού περιβάλλοντος του ΟΧΑ-48 γονιδίου πιστοποίησε την παρουσία του 

IS1999 πριν το γονίδιο, σχηµατίζοντας το µεταθετό στοιχείο Tn1999. Η ανάλυση 

αλληλουχιών των γονιδίων των µεµβρανικών πρωτεϊνών ompK35 και ompK36 δεν 

ανέδειξε µεταλλάξεις σχετιζόµενες µε προβλήµατα διαβατότητας. 

2.2.5. PFGE, MLST, πειράµατα σύζευξης και πλασµιδιακή ανάλυση. 
H PFGE οµαδοποίησε τα στελέχη σε ένα διακριτό κλώνο, µε δύο υπότυπους (Ια και 

Ιb), διαφορετικό από τους γνωστούς κυκλοφορούντες κλώνους KPC και KPC/VIM 

του συγκεκριµένου νοσοκοµειακού ιδρύµατος (Εικόνα 19). Η MLST αντιστοίχησε τα 

στελέχη στο ST11.  

    1      2      3      4      M      5     6      7      8      9     M     10    11    12    13    14    M 

 
Εικόνα 19.PFGE κλωνικοί τύποι των OXA-48 K. pneumoniae στελεχών σε σχέση µε 

αντιπροσωπευτικά στελέχη K.pneumoniae της ίδιας περιόδου. Στήλες 1-9 : K1, K3, 

K4, K6- K12, Στήλη 11: K12, Στήλη 10 : KPC/VIM στέλεχος; Στήλη 13-14 : KPC 

στελέχη. Στήλες M: Δείκτης µοριακού βάρους (multimers of phage lambda DNA 

(48.5 kb) molecular mass marker). 
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Η πλασµιδιακή ανάλυση έδειξε την ύπαρξη δύο µεγάλων πλασµιδίων ~140kb και 

~62kb καθώς και 2-3 µικρότερου µεγέθους από 2-7kb. Τα πειράµατα σύζευξης 

µετέφεραν επιτυχώς την αντοχή στις καρβαπενέµες µε υψηλή συχνότητα. 

Ανεξαρτήτως δότη οι δέκτες εµφάνιζαν παρεµφερείς ευαισθησίες στα β-λακταµικά 

αντιβιοτικά (Πίνακας 28). Οι διασυζευκτές προσλάµβαναν µόνο το blaOXA-48 γονίδιο 

επί του 62kb πλασµιδίου της τάξης IncL/M. 

Πίνακας 28.Προφίλ ευαισθησίας στελεχών K.pneumoniae OXA-48 θετικών, 

διασυζευκτών και του δέκτη E.coli 20R793.  

 

 

 

 

 
MIC (mg/L) 

Antibiotic 
K.pneumoniae 
 
K1-K6 
K8-K11 

K.pneumoniae 
 
K7 
 

K.pneumoniae 
 
K12-K13 
 

Tcs E.coli 
26R793 
(K1/K3/K4/K7/K12) 
(pOXA-48) 
 

E.coli  
20R793 

Imipenem 0.75-2 6 4 0.75-1 0.12 
Meropenem 1 8 4-8 0.19-1 0.06 
Ertapenem 4-6 12 6 1.5-2 0.06 
Aztreonam >256 >256 >256 0.064 0.064 
Cefepime 32->128 >128 32-64 0.25-0.38 0.25 
Ceftazidime >256 >256 >256 0.125-0.38 0.125 
Cefoxitin 8-16 16 8 1-2 1 
Amoxicillin >256 >256 >256 >256 4 
Amoxicillin/clavulanate >256 >256 >256 >256 4 
Piperacillin/tazobactam >256 >256 >256 64->256 2 
Tigecycline 0.5-2 1 1 0.125 0.125 
Colistin 0.5-2 1 1 0.5 0.5 
Ciprofloxacin >4 >4 >4 0.03 0.03 
Amikacin 2 2 2 2 2 
Gentamicin >32 >32 >32 1 1 
Cotrimoxazole >32 >32 >32 0.13-0.25 0.13-0.25 
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2.3.ΟΧΑ-162 Καρβαπενεµάση 

2.3.1. Βακτηριακά στελέχη, έλεγχος ευαισθησίας και φαινοτυπικός έλεγχος. 
Ασθενής 57 ετών προσήλθε τον Ιανουάριο 2010 στα τακτικά εξωτερικά ιατρεία του 

νοσοκοµείου Σερρών λόγω δυσουρικών ενοχληµάτων. Από την καλλιέργεια ούρων 

αποµονώθηκε στέλεχος K.pneumoniae µε αντοχή στις πενικιλλίνες και στους 

συνδιασµούς τους µε αναστολείς, στις εκτεταµένου φάσµατος κεφαλοσπορίνες, 

κεφαµυκίνες και στις καρβαπενέµες (MIC ιµιπενέµη 4 mg/L, µεροπενέµη 2 mg/L, 

ερταπενέµη 8 mg/L), ενώ παρέµενε ευαίσθητο στην αζτρεονάµη. Παράλληλα το 

στέλεχος παρουσίαζε αντοχή στην σιπροφλοξασίνη, τριµεθοπρίµη-

σουλφοµεθοξαζόλη, τετρακυκλίνη και τοµπραµυκίνη.  

Ο αρχικός φαινοτυπικός έλεγχος µε το MHT µε δίσκο ερταπενέµης ήταν ενδεικτικός 

παραγωγής καρβαπενεµάσης, ενώ και τα τεστ συνδιασµένων δισκίων αρνητικά για 

παραγωγή καρβαπενεµάσης τάξης Α ή Β. Καθώς το τροποιηµένο CLSI-ESBL τεστ 

ήταν αρνητικό, θεωρήθηκε ότι το στέλεχος δεν εκφράζει ESBL τύπου β-λακταµάση. 

Τα φαινοτυπικά τεστ για την ανίχνευση AmpC β-λακταµασών µε υποστρώµατα την 

κεφοταξίµη και κεφοτετάνη και αναστολείς PBA και κλοξασιλλίνη ήταν θετικά, ενώ 

παρατηρήθηκε και φαινόµενο επαγωγής του ενζύµου µεταξύ των δισκίων κεφοξιτίνης 

και κεφοταξίµης και κεφταζιδίµης Εικόνα 20. 

 

Εικόνα 20. Επαγωγή του ενζύµου και επιπέδωση της ζώνης της κεφοταξίµης. 
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Η ασθενής έλαβε εµπειρική αγωγή µε κεφουροξίµη και µετά από 41 µέρες προσήλθε 

εκ νέου λόγω επιµονής των δυσουρικών της συµπτωµάτων. Από την καλλιέργεια 

ούρων αποµονώθηκε K.pneumoniae µε τα ίδια φαινοτυπικά χαρακτηριστικά µε το 

προηγούµενο στέλεχος και τον ίδιο φαινότυπο αντοχής. Χορηγήθηκε µονοθεραπεία 

µε αµικασίνη.  

Η ασθενής προσήλθε στα τακτικά εξωτερικά ιατρεία µετά από χρονικό διάστηµα 2,5 

ετών µε δυσουρικά ενοχλήµατα. Από την καλλιέργεια ούρων αποµονώθηκε στέλεχος 

K.pneumoniae µε αντοχή στις πενικιλλίνες και στους συνδιασµούς τους µε 

αναστολείς, στις κεφαµυκίνες ενώ παρέµενε ευαίσθητο στις καρβαπενέµες (MIC 

ιµιπενέµη 0,75 mg/L, µεροπενέµη 0,5 mg/L, ερταπενέµη 0,38 mg/L) και στην 

αζτρεονάµη. Παράλληλα παρουσίαζε αντοχή στην σιπροφλοξασίνη, τριµεθοπρίµη-

σουλφοµεθοξαζόλη, τετρακυκλίνη και τοµπραµυκίνη. Ο αρχικός φαινοτυπικός 

έλεγχος µε το ΜΗΤ, το τεστ συνδιασµένων δισκίων για παραγωγή καρβαπενεµάσης 

τάξης Α ή Β και το τροποιηµένο CLSI-ESBL τεστ ήταν αρνητικά. Τα φαινοτυπικά 

τεστ για την ανίχνευση AmpC β-λακταµασών µε υποστρώµατα την κεφοταξίµη και 

κεφοτετάνη και αναστολείς PBA και κλοξασιλλίνη και το φαινόµενο επαγωγής του 

ενζύµου µεταξύ των δισκίων κεφοξιτίνης και κεφοταξίµης, κεφταζιδίµης παρέµεναν 

θετικά. 

2.3.2. Αποτελέσµατα µοριακού ελέγχου. 
Η µοριακή διερεύνηση ανέδειξε την παρουσία του blaOXA-162 γονιδίου καθώς και του 

blaOXA-1 και του blaDHA-1 στα δύο αρχικά στελέχη ενώ το τελευταίο στέλεχος δεν 

έφερε το blaOXA-162 γονίδιο. Η µελέτη του γενετικού περιβάλλοντος του ΟΧΑ-162 

γονιδίου πιστοποίησε την παρουσία του IS1999 πριν το γονίδιο, σχηµατίζοντας το 

µεταθετό στοιχείο Tn1999. Η ανάλυση αλληλουχιών των γονιδίων των µεµβρανικών 
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πρωτεϊνών ompK35 και ompK36 και στα τρία στελέχη δεν ανέδειξε µεταλλάξεις 

σχετιζόµενες µε προβλήµατα διαβατότητας. 

2.3.3. MLST, PFGE, πειράµατα σύζευξης και πλασµιδιακή ανάλυση. 
Η MLST αντιστοίχησε τα στελέχη στο ST11. H PFGE οµαδοποίησε τα στελέχη σε 

ένα διακριτό κλώνο, παράλληλα έγινε συγκριτική εκτίµηση µε αρχειακά στελέχη 

ST11, συγκεκριµένα τα στελέχη των δύο προηγούµενων επιδηµιών φέροντα τα 

blaNDM-1 και blaOXA-48 και παρατηρήθηκε ότι ανήκουν σε συγγενικούς υπότυπους 

(Εικόνα 21). Η πλασµιδιακή ανάλυση έδειξε την ύπαρξη δύο µεγάλων πλασµιδίων 

~140kb και ~62kb καθώς και ενός µικρότερου µεγέθους 2kb στα δύο πρώτα στελέχη, 

ενώ στο τελευταίο απουσίαζε το 62kb πλασµίδιο. Τα πειράµατα σύζευξης που 

πραγµατοποιήθηκαν και µε τα τρία στελέχη, µε δέκτη το E.coli 26R793 (lac-, RifR) 

και έλεγχο σε τρυβλία MC µε αµπικιλλίνη (100mg/L) δεν οδήγησαν στην δηµιουργία 

διασυζευκτών.  

  Μ      1      2      3      4       5      6     M     7      8     9      10    11    Μ    12    13    14      

 

Εικόνα 21. Συγκριτική εκτίµηση στελεχών K.pneumoniae µε NDM-1, OXA-48 και 

ΟΧΑ-162 καρβαπενεµάσες και χαρακτηριστικών αρχειακών στελεχών (KPC, VIM, 

KPC/VIM) καθώς και του στελέχους DHA-1. Στήλες 1-2 : NDM-1, στήλες 3-5: 

ΟΧΑ-162, στήλη 6:  DHA-1 στέλεχος, στήλη 7: OXA-48 θετικό στέλεχος ελέγχου 
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NZTCC 13442,  στήλη 8 KPC/VIM, στήλη 9 KPC/VIM/OXA-48/OXA-162 αρνητικό 

στέλεχος, στήλη 10 KPC, στήλη 11 VIM και στήλες 12-14 ΟΧΑ-48. Στήλες M: 

Δείκτης µοριακού βάρους (multimers of phage lambda DNA (48.5 kb) molecular 

mass marker). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



100 
 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Η συνύπαρξη β-λακταµασών αποτελεί µια από τις τρέχουσες διαγνωστικές 

προκλήσεις στο χώρο της εργαστηριακής µικροβιολογίας. Δεδοµένου ότι η 

ταυτόχρονη έκφραση τέτοιων ενζύµων αποτελεί πλέον ένα καθεστώς στην 

καθηµερινή εργαστηριακή ιατρική κρίνεται επιτακτική η ανάγκη θεµελίωσης 

διαδικασιών και µεθόδων που να προσφέρουν αξιόπιστους και αποτελεσµατικούς 

τρόπους ανίχνευσης και τυποποίησης αυτών των ενζύµων. Οι AmpC και οι ESBL β-

λακταµάσες αποτελούν µια από τις συνιστώσες που χρήζουν περαιτέρω διερεύνησης 

(Pitout et al., 2010; Poulou et al., 2014).  

Όσον αφορά τις AmpC β-λακταµάσες η εκτίµηση της µειωµένης ευαισθησίας ή 

αντοχής στην FOX και µόνο, σε περιοχές όπου ένζυµα όπως η ACC-1 δεν είναι 

ενδηµικά αποτελεί ένα επαρκή προγνωστικό δείκτη για την πιθανή παρουσία αυτών 

των ενζύµων. Οι µοριακές τεχνικές διάγνωσης παραµένουν το gold standard, όµως η 

εφαρµογή τους δεν είναι εύκολη καθώς απαιτεί πόρους και εξειδικευµένο προσωπικό 

(Zahar et al., 2009). Αντιθέτως η χρήση µεθόδων που βασίζονται σε αναστολείς των 

ενζύµων και είναι εύκολα εφαρµόσιµες αλλά και οικονοµικές αποτελεί µια 

ρεαλιστική προοπτική.  

Επιχειρήθηκε η συγκριτική εκτίµηση των διαθέσιµων από την βιβλιογραφία 

αναστολέων (CLOX, PBA και APBA) καθώς και ενός επιπλέον παραγώγου, του 

APA, επί τεσσάρων υποστρωµάτων (FOX, CTT, CAZ και CTX) για στελέχη που 

έφεραν πλασµιδιακές AmpC β-λακταµάσες µε ή χωρίς ταυτόχρονη παραγωγή ESBL 

και VIM/OXA-162 καρβαπενεµασών (Coudron, 2005; Peter-Getzlaff et al., 2011; 

Polsfuss et al., 2011; Tan et al., 2009; Yagi et al., 2005). Θέτοντας ως κριτήριο για 

θετικό αποτέλεσµα µια αύξηση ≥5mm στην ζώνη αναστολής σε κάθε υπόστρωµα 

όπως προκύπτει µετά την προσθήκη του αναστολέα, παρατηρήθηκε ότι ο συνδιασµός 
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της FOX και του APA ως αναστολέα, ανεξάρτητα από την παρουσία επιπλέον 

λακταµασών, επέτρεπε την αναγνώριση του µεγαλύτερου αριθµού AmpC θετικών 

στελεχών (57/59). Τα δύο στελέχη στα οποία δεν παρατηρήθηκε αύξηση της 

διαµέτρου αναστολής ≥5mm αφορούσαν µία K.pneumoniae µε CMY-2, CTX-M-15 

και VIM και ένα E.coli µε CMY-2. Όσον αφορά το πρώτο στέλεχος κανένας 

συνδιασµός δεν έδωσε φαινοτυπική θετική δοκιµασία ενώ για το δεύτερο µε την 

χρήση της FOX και των CLOX, PBA και APBA οι δοκιµασίες ήταν θετικές. Στην 

παρούσα µελέτη δεν επιβεβαιώθηκαν τα υψηλά ποσοστά ευαισθησίας µε την χρήση 

της CTT σε σχέση µε την FOX που σηµειώνονται σε άλλες εργασίες (Pitout et al., 

2010). Το γεγονός αυτό ενδέχεται να οφείλεται σε δύο βασικές παραµέτρους, 

καταρχάς τα διαφορετικά AmpC ένζυµα που έχουν περιληφθεί στην κάθε εργασία, 

δεδοµένου ότι η µεγάλη ευαισθησία της CTT αφορά συλλογές κυρίως µε CMY-like 

ένζυµα και το γεγονός ότι σηµαντικό ποσοστό των στελεχών της παρούσας µελέτης 

ήταν µετρίως ευαίσθητα ή ευαίσθητα στην CTT (41/59). Εκκρεµεί η συγκριτική 

εκτίµηση της ειδικότητας, ευαισθησίας, PPV και NPV µε την εφαρµογή σε στελέχη 

που δεν φέρουν πλασµιδιακές AmpC για την τελική ολοκληρωµένη εκτίµηση της 

µεθόδου. 

Όσον αφορά την ανίχνευση ESBL ενζύµων, στην παρούσα εργασία, το CLSI ESBL 

τεστ µε την εκτίµηση της CTX και της CAZ πέτυχε να ανιχνεύσει σωστά 85,7% 

(50/59) στελέχη που παρήγαγαν ESBL β-λακταµάσες ταυτόχρονα µε τις 

πλασµιδιακές AmpC β-λακταµάσες. Στην περίπτωση κατά την οποία δεν γινόταν 

ταυτόχρονη εκτίµηση και των δύο υποστρωµάτων η ευαισθησία της µεθόδου 

παρουσίαζε σηµαντική πτώση, δίνοντας ποσοστά της τάξης του 74,3% και 28,6% για 

την CAZ και την CTX, ανάλογα µε το ESBL ένζυµο που παρήγαγαν τα στελέχη. Η 

µεγαλύτερη ευαισθησία µε την CAZ, είναι αναµενόµενη δεδοµένου ότι η 
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πλειονότητα των στελεχών που χρησιµοποιήθηκαν παράγουν SHV-τύπου β-

λακταµάσες, είναι όµως και ενδεικτική της αναγκαιότητας συνεκτίµησης και των δυο 

υποστρωµάτων υδρόλυσης.  

Με την εφαρµογή του τροποποιηµένου CLSI ESBL τεστ εκτός από την συγκριτική 

εκτίµηση µε το κλασσικό CLSI ESBL τεστ έγινε και παράλληλη µελέτη της 

αποδοτικότητας τεσσάρων αναστολέων (CLOX, PBA, APBA και APA). Συγκριτικά 

µε το κλασσικό CLSI ESBL τεστ, το τροποποιηµένο υπερείχε σηµαντικά σε 

ευαισθησία, ειδικότητα, PPV και NPV µε την χρήση της CLOX, του PBA και του 

APBA. Συνολικά καλύτερα αποτελέσµατα επιτεύχθηκαν µε την χρήση του PBA µε 

την ευαισθησία της µεθόδου να αγγίζει το 100% µε ειδικότητα 75%. Στην περίπτωση 

του APBA δεν υπήρχε καµία διαφορά στην απόδοση της µεθόδου µεταξύ των δύο 

συγκεντρώσεων που χρησιµοποιήθηκαν (300µg και 600µg αντίστοιχα), γεγονός που 

είναι ενδεικτικό του ότι το τεστ αποδίδει εξίσου καλά και σε µικρή συγκέντρωση του 

αναστολέα σηµειώνοντας ευαισθησία και ειδικότητα 97,1% και 72,7% και στις δύο 

συγκεντρώσεις. Το APA αποτυγχάνει να λειτουργήσει ικανοποιητικά στο 

τροποποιηµένο CLSI ESBL τεστ δίνοντας χαµηλή ευαισθησία στην µέθοδο (54,3%) 

λόγω πιθανώς της µεγαλύτερης αναστολής του AmpC ενζύµου που επιτυγχάνεται.  

Όσον αφορά τα ένζυµα τα οποία ανιχνεύθηκαν η νουκλεοτιδική αλληλούχιση 

επιβεβαίωσε την διασπορά προϋπαρχόντων γνωστών πλασµιδικών AmpC για τον 

Ελλαδικό χώρο, επιτεύχθηκε όµως και η ταυτοποίηση νεοτέρων νέο-εισαχθέντων 

γονιδίων. Επικρατέστερο ένζυµο αποτέλεσε η ΜΟΧ-2 β-λακταµάση του Aeromonas 

γκρουπ σε στελέχη K.pneumoniae και E.coli, και ακολούθως η CMY-2 σε στελέχη 

E.coli και ένα στέλεχος P.mirabilis. Σε µικρότερη συχνότητα βρέθηκαν η CMY-4, 

CMY-13 και CMY-31 που έχουν ανευρεθεί στο παρελθόν στην Ελληνική επικράτεια 
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καθώς και τρία πρωτοεµφανιζόµενα στην περιοχή ένζυµα η DHA-1 και δύο νεώτερες 

β-λακταµάσες µια CMY-4-like και µία MIR-2-like.  

Οι καρβαπενέµες αποτελούν τον δεύτερο άξονα της παρούσας εργασίας. Η τάξη αυτή 

των β-λακταµικών αντιβιοτικών είναι πλέον µια ‘έσχατη’ λύση για την αντιµετώπιση 

λοιµώξεων από στελέχη τα οποία εκφράζουν φαινότυπο αντοχής σε πολλαπλές τάξεις 

αντιβιοτικών (Nordmann et al., 2012a). Η αποτελεσµατικότητα τους όµως έχει 

υποστεί την τελευταία δεκαετία ένα σοβαρό πλήγµα λόγω της εµφάνισης ανθεκτικών 

στελεχών περιορίζοντας δραστικά την θεραπευτική τους χρησιµότητα (Cantón et al., 

2012; Nordmann et al., 2012a). Η αντοχή αυτή, για την οικογένεια των 

Εντεροβακτηριακών, έχει συνδεθεί κυρίως µε την απόκτηση συγκεκριµένων γονιδίων 

υπεύθυνων για την παραγωγή ενζύµων µε υδρολυτική δραστικότητα έναντι της 

τάξης, καθώς και δευτερευόντως µε ελαττωµένη πρόσληψη των αντιβιοτικών λόγω 

ταυτόχρονης συνύπαρξης προβληµάτων διαπερατότητας της εξωτερικής µεµβράνης 

σε συνδιασµό µε την παρουσία ESBL β-λακταµασών ή µε την υπερέκφραση AmpC 

β-λακταµασών (Cornaglia and Rossolini, 2010; Nordmann et al., 2012a; Poirel et al., 

2012).Οι καρβαπενεµάσες έχουν οµαδοποιηθεί µε βάση στην οµοιογένεια τους όσον 

αφορά την δοµή και τις αλληλουχίες τους, σε τρείς βασικές οµάδες A, B και C κατά 

Ambler, µε τα KPC, VIM, NDM, IMP και ΟΧΑ-48-like ένζυµα να εµφανίζουν 

παγκόσµια διασπορά  (Ambler, 1980; Bush et al., 1995; Queenan and Bush, 2007). 

Όσον αφορά το µέτωπο των NDM τύπου ενζύµων η σταδιακή επιτυχής διασπορά 

τους αποτελεί αυτή την στιγµή ένα από τα σηµαντικότερα προβλήµατα στην 

αντιµετώπιση στελεχών µε αντοχή στις καρβαπενέµες (Bushnell et al., 2013; Johnson 

and Woodford, 2013; Nordmann et al., 2011b; Patel and Bonomo, 2013). Η αρχική 

ανίχνευση του ενζύµου το 2008, σε δείγµα ούρων Σουηδού ασθενή, έπειτα από 
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νοσηλεία στην Ινδία σηµατοδότησε την επιτυχή πορεία του ενζύµου (Yong et al., 

2009).  

Οι αντιδράσεις που σηµειώθηκαν λόγω του συσχετισµού του ενζύµου µε την Ινδική-

Πακιστανική χερσόνησο και η επιλογή του ονόµατος µε αναφορά στην περιοχή, 

(New Delhi Metallo β-lactamase -NDM), δεν µπόρεσαν να κλονίσουν την σαφή 

επιδηµιολογική προέλευση του ενζύµου (Bushnell et al., 2013; Johnson and 

Woodford, 2013; Kumarasamy et al., 2010). Η ινδική χερσόνησος προσφέρει ένα 

ιδιαίτερα πρόσφορο περιβάλλον για την ανάδυση νέων γονιδίων αντοχής καθώς 

συγκεντρώνει ένα σύνολο παραγόντων όπως υποτυπώδεις αποχετευτικές υποδοµές, 

απουσία καθαρού πόσιµου νερού, τριτοκοσµικές συνθήκες διαβίωσης και κατάχρηση 

κατανάλωσης αντιβιοτικών (Walsh and Toleman, 2012; Walsh et al., 2011). Η 

περιοχή των Βαλκανίων αποτέλεσε µια δεύτερη περιοχή που έχριζε ιδιαίτερης 

προσοχής καθώς υπήρχαν ενδείξεις που συνέκλιναν προς την κατεύθυνση ότι 

υπέκρυπτε ένα δεύτερο θύλακα διασποράς (Bogaerts et al., 2011; Göttig et al., 2010; 

Johnson and Woodford, 2013; Nordmann et al., 2011a; Poirel et al., 2014; Struelens et 

al., 2010). 

Αναφορές πάντως σηµειώνουν τον επιπολασµό των γονιδίων αυτών στην κοινότητα 

µε συνέπεια η παγκόσµια διασπορά τους να σχετίζεται όχι µόνο µε περιπτώσεις 

ιατρικού τουρισµού αλλά και µε ταξίδια τουριστικού ενδιαφέροντος (van der Bij and 

Pitout, 2012; Bushnell et al., 2013; Kumarasamy et al., 2010; Poirel et al., 2010b). Οι 

δύο επιδηµίες που αναφέρουµε στην Ελλάδα, διαφέρουν από τις προηγούµενες 

αναφορές του Ευρωπαϊκού χώρου, καθώς δεν τεκµηριώθηκε η εισαγωγή του γονιδίου 

µε την µεταφορά ασθενών από ενδηµικές περιοχές (Bogaerts et al., 2011; Bushnell et 

al., 2013; Kumarasamy et al., 2010; Nordmann et al., 2011b). Επίσης η ύπαρξη 

περιστατικών µε σαφή προέλευση από την κοινότητα ενισχύει την άποψη που 
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πρεσβεύει την ύπαρξη µιας λανθάνουσας εστίας που συντηρεί την αυτόχθονα 

πρόσληψη και διασπορά του γονιδίου κυρίως δεδοµένου ότι ασυµπτωµατικοί 

εποικισµοί µπορούν να έχουν πολύµηνη διάρκεια (D’Andrea et al., 2011; Denis et al., 

2012; Johnson and Woodford, 2013). 

Μέχρι σήµερα τα στελέχη K.pneumoniae που έχουν αποµονωθεί από τις λοιπές 

βαλκανικές χώρες ανήκουν στο ST15 που αποτελεί µια SLV (single locus variant) 

των ST14 και ST25 (Bogaerts et al., 2011; Halaby et al., 2012; Mazzariol et al., 2012; 

Poirel et al., 2011c). Οι αναφορές από τον υπόλοιπο Ευρωπαϊκό χώρο εµπλέκουν µια 

µεγαλύτερη ποικιλία ST, όπως ST11, ST14, ST15, ST16, ST37, ST147, ST231 και 

ST340 (Bogaerts et al., 2011; Bushnell et al., 2013; Giske et al., 2012; Poirel et al., 

2011a). Παρά το γεγονός για την NDM καρβαπενεµάση δεν έχει χαρακτηριστεί ένας 

προεξάρχον κλώνος, οι ST11, ST14 και ST147 που αποτελούν επιτυχείς ενδηµικούς 

κλώνους φαίνονται να είναι συχνοί φορείς του ενζύµου (Giske et al., 2012; Johnson 

and Woodford, 2013; Poirel et al., 2011a).  

Η επιτυχής διαδροµή του ST11 στον Ελλαδικό χώρο, όπου έχει πλέον εδραιώσει την 

παρουσία του ως κυκλοφορούντας κλώνος, ενισχύεται και από την καταγραφή των 

K.pneumoniae στελεχών που φέρουν την ΟΧΑ-48 και την ΟΧΑ-162 β-λακταµάση. 

Ενδιαφέρον επίσης παρουσιάζει το γεγονός ότι οι ST11 κλώνοι που µελετήθηκαν 

παρόλο που φέρουν διαφορετικές καρβαπενεµάσες (NDM, OXA-48 και ΟΧΑ-162) 

φάνηκαν µέσω PFGE να έχουν φυλογενετική συγγένεια ανήκοντας σε διαφορετικούς 

υπότυπους του ιδίου κυκλοφορούντος κλώνου, τονίζοντας την δεκτικότητα του 

συγκεκριµένου ST στην επιτυχή πρόσληψη και διασπορά νέων γονιδίων αντοχής σε 

ένα περιβάλλον όπου παρουσιάζεται προϋπάρχουσα ενδηµικότητα. Το γεγονός αυτό 

ενδέχεται να εξηγεί µερικώς γιατί στον υπόλοιπο Ευρωπαϊκό χώρο η ΟΧΑ-48 β-

λακταµάση έχει συνδεθεί κυρίως µε άλλα ST (ST496, ST395, ST392, ST152, ST147, 
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ST101, ST17 και ST14), ενώ µε το ST11 µόνο προσφάτως µε στελέχη K.pneumoniae 

ΟΧΑ-48 στην Ισπανία καθώς και µε την OXA-181 καρβαπενεµάση (Dimou et al., 

2012; Glupczynski et al., 2012; Göttig et al., 2010; Oteo et al., 2013; Pitart et al., 

2011; Poirel et al., 2012; Potron et al., 2011b). 

Η ανίχνευση της εισαγωγής των νεωτέρων αυτών καρβαπενεµασών (blaNDM-1, 

blaOXA-48, blaOXA-162) στον Ελλαδικό χώρο έρχεται να δώσει έµφαση σε δύο 

εξαιρετικά σηµαντικές παραµέτρους. Καταρχάς στην περίπτωση των NDM-1 

K.pneumoniae διαφαίνεται η πιθανότητα νέα ένζυµα να σηµειώσουν εκτεταµένη 

διασπορά χωρίς να γίνουν εγκαίρως αντιληπτά σε περιοχές µε προϋπάρχουσα 

ενδηµικότητα κυκλοφορούντων καρβαπενεµασών της ίδιας τάξης. Η έγκυρη 

φαινοτυπική µελέτη, για τα ένζυµα τάξης Β κατά Ambler, δίνει πληροφορίες σε 

σχέση µε την τάξη των ενζύµων αλλά αδυνατεί να παράσχει περαιτέρω πληροφορίες 

σε µοριακό επίπεδο. Επιπλέον, για τις τάξης D καρβαπενεµάσες οι φαινοτυπικές 

µέθοδοι ανίχνευσης παραµένουν ανεπαρκείς µε συνέπεια τα ένζυµα αυτά να 

αποτελούν µια ιδιαίτερη διαγνωστική πρόκληση για την οποία απαιτείται η αυξηµένη 

ευαισθητοποίηση των εργαστηρίων ώστε στελέχη µε ύποπτα φαινοτυπικά 

χαρακτηριστικά να παραπέµπονται για συµπληρωµατική διερεύνηση µέσω µοριακών 

τεχνικών (Poirel et al., 2012).  

Στα πλαίσια της επιτυχούς διαχείρισης επιδηµιών από στελέχη που εκφράζουν ένζυµα 

µε δυνατότητα υδρόλυσης των καρβαπενεµών η γρήγορη ανίχνευση και ταυτοποίηση 

αποτελεί ακρογωνιαίο λίθο και οφείλει να είναι προτεραιότητα των διαγνωστικών 

εργαστηρίων. Οι διαθέσιµες µη µοριακές τεχνικές ανίχνευσης περιλαµβάνουν το 

MHT, την χρήση αναστολέων, την αξιολόγηση της ευαισθησίας στην τεµοσιλλίνη, 

την σπεκτρο-φωτοµετρία, την MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption-

ionization time-of-flight mass spectrometry) και το Carba-NP τεστ (Hrabák et al., 
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2012; Nordmann and Poirel, 2013). Ανάλογα µε την µέθοδο υπάρχουν και οι 

αντίστοιχοι περιορισµοί. Το MHT εµφανίζει χαµηλή ευαισθησία όσον αφορά τα 

NDM στελέχη, η χρήση αναστολέων και οι τεχνικές µε βάση την φωτοµέτρηση είναι 

χρονοβόρες και ακριβές, η ειδικότητα της τεµοσιλλίνης είναι υπό εκτίµηση ενώ όσον 

αφορά το Carba NP παραµένουν προβλήµατα σε στελέχη µε χαµηλή υδρολυτική 

ικανότητα και έντονα βλεννώδη χαρακτηριστικά (Doyle et al., 2012; Huang et al., 

2014; Nordmann and Poirel, 2013; Nordmann et al., 2012b; Tijet et al., 2013). 

Παράλληλα η ενσωµάτωση µοριακών τεχνικών PCR, που αποτελούν το gold standard 

του ακριβούς χαρακτηρισµού των καρβαπενεµασών, στην καθηµερινή ρουτίνα δεν 

είναι εύκολα πραγµατοποιήσιµη λόγω έλλειψης διαθέσιµων πόρων και 

εξειδικευµένου προσωπικού (Nordmann and Poirel, 2013). 

Μέχρι στιγµής δεν έχει καταστεί δυνατόν να προταθεί ένας πλήρως αποτελεσµατικός 

και οικονοµικός αλγόριθµος που να µπορεί να εφαρµοστεί µε επιτυχία στην 

πλειονότητα των εργαστηρίων και να επιτρέπει την ανίχνευση όχι µόνο ήδη 

τυποποιηµένων γονιδίων αλλά και νεοεµφανιζόµενων. Στον ήδη επιβαρυµένο 

Ελλαδικό χώρο και ειδικά ενόψει της πρόσφατης ανησυχητικής εµφάνισης και 

νεότερων στελεχών µε προέλευση από τα Βαλκάνια που φέρουν πλέον πολλαπλά 

γονίδια καρβαπενεµασών (NDM-1, OXA-48) κρίνεται επιτακτική αφ’ενός η ανάγκη 

για επιτυχή διαχείριση και εφαρµογή των υπαρχόντων επιδηµιολογικών 

πρωτοκόλλων και αφ’ετέρου για συνεχή συνεργασία των περιφερειακών 

εργαστηρίων µε τα κέντρα αναφοράς, (Seiffert et al., 2014). 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Η παρούσα διατριβή περιστρέφεται γύρω από δύο κεντρικούς άξονες, αφενός την 

καταγραφή και διερεύνηση πλασµιδιακών AmpC β-λακταµασών σε στελέχη 

εντεροβακτηριακών, τη συγκριτική εκτίµηση της αποτελεσµατικότητας διαφόρων 

αναστολέων στην ανίχνευση τους, την αξιολόγηση ενός τροποποιηµένου CLSI ESBL 

τεστ και αφετέρου την καταγραφή και διερεύνηση νεωτέρων καρβαπενεµασών που 

έχουν ανιχνευθεί πρόσφατα στην Ελληνική επικράτεια.  

Για την µελέτη των πλασµιδιακών AmpC β-λακταµασών έγινε έλεγχος 105 

Εντεροβακτηριακών στελεχών (K.pneumoniae, E.coli, K.oxytoca, P.mirabilis) µε 

µειωµένη ευαισθησία ή αντοχή στην κεφοξιτίνη (FOX) ή/και στην κεφοτετάνη (CTT) 

σε συνδιασµό µε αντοχή ή µειωµένη ευαισθησία σε µία τουλάχιστον εκτεταµένου 

φάσµατος κεφαλοσπορίνη. Οι πλασµιδιακές AmpC, ESBL και VIM καρβαπενεµάσες 

ανιχνεύθηκαν µε PCR και προσδιορίστηκαν µε νουκλεοτιδική αλληλούχιση. 

Πραγµατοποιήθηκαν τεστ ευαισθησίας µε την µέθοδο διάχυσης δισκίων, 

προσδιορισµός MIC ερταπενέµης µε Etest και διερεύνηση κλωνικότητας µε ERIC-

PCR και REP-PCR. Έγινε συγκριτική εκτίµηση τεσσάρων αναστολέων, της 

κλοξασιλλίνης (CLOX), του φαινύλ-βορονικού οξέος (PBA), του 3-ακετύλ-φαινύλ 

βορονικού οξέος (APA) και του 3-άµινο-φαινύλ βορονικού οξέως (APBA) το 

τελευταίο σε δύο συγκεντρώσεις µε υποστρώµατα την FOX, CTT, κεφταζιδίµη 

(CAZ) και κεφοταξίµη (CTX). Τέλος εκτιµήθηκε ένα τροποποιηµένο CLSI ESBL 

τεστ µε την χρήση των προηγούµενων αναστολέων.  

Συνολικά βρέθηκαν 59 στελέχη µε πλασµιδιακές AmpC β-λακταµάσες, εκ των 

οποίων 35 έφεραν και ESBL. Η πλειονότητα των στελεχών έφερε την MOX-2 β-

λακταµάση και ακολούθως την CMY-2. Σε µικρότερη συχνότητα βρέθηκαν η CMY-

4, CMY-13 και CMY-31 καθώς και τρία πρωτοεµφανιζόµενα στην Ελλάδα ένζυµα η 

DHA-1 και δύο νεώτερες β-λακταµάσες µια CMY-4-like και µία MIR-2-like. Τα 
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στελέχη P.mirabilis ανήκαν σε ένα κλώνο, οι K.oxytoca εµφάνιζαν δύο κλώνους µε 

ένα διακριτό υπότυπο, ενώ οι E.coli και K.pneumoniae διαχωρίστηκαν σε συνολικά 

11 και 8 κλώνους αντίστοιχα.  

Η FOX υπερτερούσε σε σχέση µε την CTT ως αρχικό screening. Όσον αφορά την 

επιβεβαιωτική φαινοτυπική µέθοδο η FOX σε συνδιασµό µε το APBA δίνει τα 

καλύτερα αποτελέσµατα αναγνωρίζοντας επιτυχώς 57/59 στελέχη. Το τροποποιηµένο 

CLSI ESBL τεστ υπερείχε σηµαντικά σε ευαισθησία και ειδικότητα µε την χρήση 

CLOX (91,4%, 75%), PBA (100%, 75%) ή APBA (97,1%, 79,1%) σε σχέση µε το 

κλασσικό CLSI ESBL τεστ (85,7%, 58,3%). Συνολικά καλύτερα αποτελέσµατα 

επιτεύχθηκαν µε την χρήση του PBA. Το APA απέτυχε να λειτουργήσει 

ικανοποιητικά εµφανίζοντας χαµηλή ευαισθησία (54,3%).  

Στην περίπτωση των NDM καρβαπενεµασών συνολικά έγινε έλεγχος 132 

Εντεροβακτηριακών στελεχών µε αντοχή στις καρβαπενέµες που είχαν συλλεχθεί 

από τον Ιανουάριο 2010 έως τον Ιούνιο 2013, έδιναν θετικό το τροποποιηµένο Hodge 

τεστ (MHT) και τις φαινοτυπικές δοκιµασίες για παραγωγή µέταλλο-β-λακταµάσης 

(MBL). Συνολικά 78 στελέχη K.pneumoniae,  που συγκεντρώθηκαν από 71 ασθενείς 

έφεραν το blaNDM-1 γονίδιο. Η πλειονότητα των στελεχών ήταν επίσης θετικά και για 

τα blaOXA-1, blaCTX-M-15 και blaTEM-1 γονίδια.. Η πλασµιδιακή ανάλυση έδειξε ότι το 

blaNDM-1 γονίδιο φέρεται επί ενός πλασµιδίου µεγέθους ~95kbp και ανήκει στο IncFII 

γκρουπ ασυµβατότητας. Ανάλυση του γενετικού περιβάλλοντος του blaNDM-1 γονιδίου 

έδειξε ότι του γονιδίου προηγείτο ένα µη διακεκοµµένο ISAba125 στοιχείο ενώ µετά 

το γονίδιο ακολουθεί το bleMBL γονίδιο. Η ERIC-PCR και η PFGE ανέδειξαν ότι όλα 

τα στελέχη ανήκαν σε ένα διακριτό κλώνο Α, µε µια υποοµάδα Α1 και η MLST 

αντιστοίχησε τα στελέχη στο τύπο ST11. Μεταφορά της αντοχής στις 

καρβαπενεµάσες επιτεύχθηκε µε πάρα πολύ χαµηλή συχνότητα ~ 1,3x10-7 
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διασυζευτικά στελέχη ανά κύτταρο δότη. Παρατηρήθηκαν δύο επιδηµίες, η πρώτη 

από Νοέµβριο-Δεκέµβριο 2011, µε 4 εµπλεκόµενους ασθενείς και η δεύτερη µε 

έναρξη το Μάιο 2012 και συνεχιζόµενη, µε τα υπόλοιπα περιστατικά. Για δύο 

ασθενείς θεµελιώθηκε η αυτόχθονος πρόσληψη των στελεχών από την κοινότητα. 

Δεν βρέθηκαν συνδετικά στοιχεία που να βεβαιώνουν έκθεση των περιστατικών σε 

ενδηµικές περιοχές. 

Από τον Δεκέµβριο 2011 έως το Μάρτιο 2012 13 στελέχη K.pneumoniae µε αντοχή 

στην ερταπενέµη, µε θετικό MHT αλλά αρνητικές φαινοτυπικές δοκιµασίες για 

παραγωγή MBL και KPC τύπου καρβαπενεµασών, αποµονώθηκαν από 9 ασθενείς.  

Όλα τα στελέχη έφεραν το blaOXA-48 γονίδιο καθώς και το blaOXA-1 και blaCTX-M-15. Το 

blaOXA-48 γονίδιο εντοπίστηκε επί συζευκτικού πλασµιδίου τάξης IncL/M µεγέθους 

~62kb. Η ανάλυση του γενετικού περιβάλλοντος πιστοποίησε την παρουσία του 

IS1999 πριν το γονίδιο, σχηµατίζοντας το µεταθετό στοιχείο Tn1999. Η ανάλυση 

αλληλουχιών των γονιδίων των µεµβρανικών πρωτεϊνών ompK35 και ompK36 δεν 

ανέδειξε µεταλλάξεις σχετιζόµενες µε προβλήµατα διαβατότητας. Η PFGE 

οµαδοποίησε τα στελέχη σε ένα διακριτό κλώνο, µε δύο υπότυπους (Ια και Ιb) και η 

MLST αντιστοίχησε τα στελέχη στο ST11.  

Σε χρονικό διάστηµα περίπου ίσο µε 2,5 χρόνια και έναρξη το 2010 από τρία 

δείγµατα ούρων ασθενούς, τα δύο πρώτα εκ των οποίων προσκοµίσθηκαν µε διαφορά 

41 ηµερών ενώ το τελευταίο µετά από 2,5 χρόνια, αποµονώθηκαν στελέχη 

Κ.pneumoniae µε αντοχή στις κεφαµυκίνες και στις εκτεταµένου φάσµατος 

κεφαλοσπορίνες, θετικά φαινοτυπικά τεστ για παραγωγή AmpC β-λακταµάσης και 

αρνητικό τροποιηµένο CLSI-ESBL τεστ. Τα δύο αρχικά στελέχη παρουσίαζαν επίσης 

αντοχή στις καρβαπενέµες, θετικό ΜΗΤ και αρνητικά φαινοτυπικά τεστ για 

παραγωγή καρβαπενεµάσης τάξης Α ή Β. Η µοριακή διερεύνηση ανέδειξε την 



111 
 

παρουσία του blaOXA-162 γονιδίου καθώς και του blaOXA-1 και του blaDHA-1 στα δύο 

αρχικά στελέχη ενώ το τελευταίο ήταν αρνητικό για το blaOXA-162. Το IS1999 

προηγείτο του blaOXA-162. Δεν βρέθηκαν µεταλλάξεις σχετιζόµενες µε προβλήµατα 

διαβατότητας. Η πλασµιδιακή ανάλυση έδειξε την ύπαρξη δύο µεγάλων πλασµιδίων 

~140kb και ~62kb καθώς και ενός µικρότερου µεγέθους 2kb στα δύο πρώτα στελέχη, 

ενώ στο τελευταίο απουσίαζε το 62kb πλασµίδιο. Τα πειράµατα σύζευξης δεν 

οδήγησαν στην δηµιουργία διασυζευκτών. Η PFGE οµαδοποίησε τα στελέχη σε ένα 

διακριτό κλώνο και η MLST τα αντιστοίχησε στο ST11. 
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ABSTRACT 
The present study has been focused on two main objectives on the one hand the 

detection and characterization of plasmid-mediated AmpC β-lactamases in 

Enterobacteriaceae, along with an evaluation of the effectiveness of various 

inhibitors in their detection and an assessment of a modified CLSI-ESBL test and on 

the other hand the investigation of novel carbapenemase genes which have recently 

been introduced to the Greek region.  

A total of 105 Enterobacteriaceae isolates (K.pneumoniae, E.coli, K.oxytoca, 

P.mirabilis) collected over a 9 year period from 2004 to 2012, exhibiting reduced 

susceptibility or resistance either to cefoxitin (FOX) and/or cefotetan (CTT) along 

with reduced susceptibility or resistance to at least one extended spectrum 

cephalosporin were further investigated for the presence of plasmid AmpC β-

lactamases. Plasmid-mediated AmpCs, ESBLs and the VIM-type carbapenemases 

were sought by PCR amplification and subjected to direct sequencing. Susceptibility 

testing was performed with disk diffusion and ertapenem MICs were evaluated with 

the Etest method. Clonal relationship was investigated by either enterobacterial repetitive 

intergenic consensus PCR (ERIC-PCR) or repetitive sequence based PCR (REP-PCR). 

Four AmpC inhibitors, cloxacillin (CLOX), phenyl-boronic acid (PBA), 3-acetyl-phenyl-

boronic acid (APA) and 3-amino-phenyl-boronic (APBA) acid were evaluated, the latter 

in two final concentrations (300 and 600 µg/disk) with FOX, CTT, ceftazidime (CAZ) 

and cefotaxime (CTX) as substrates. Finally a modified CLSI ESBL test with the use of 

the aforementioned inhibitors and CTX and CAZ was evaluated.  

Altogether 59 isolates harbored plasmid-mediated AmpCs, with 35 also co-producing 

ESBLs. The MOX-2 β-lactamase was identified with the highest frequency followed 

by the CMY-2 enzyme. CMY-4, CMY-13 and CMY-31 were also detected along with 

three novel to the region enzymes, DHA-1 and two new AmpCs a CMY-4-like and a 



113 
 

MIR-2-like. All P.mirabilis belonged to one clonal type, K.oxytoca isolates presented 

two distinct clonal types while K.pneumoniae and E.coli isolates presented 8 and 11 

clonal types respectively.  

FOX resistance was found to be a discriminating parameter performing better than 

CTT as an initial screening tool. In regards to the confirmatory phenotypic AmpC 

disk assay, FOX in combination with APBA produced the best results, successfully 

identifying 57/59 isolates. The proposed modified CLSI ESBL test provided a 

significantly better overall performance when performed with CLOX (sensitivity 

91,4% and specificity 75%), PBA (100%, 75%) and APBA (97,1%, 79,1%) in 

comparison to the standard CLSI ESBL test (85,7%, 58,3%). APA as an inhibitor 

failed to enhance the modified CLSI ESBL test exhibiting a suboptimal sensitivity of 

54,3%. 

Between January 2010 and June 2013, 132 non-repetitive carbapenem-resistant 

Enterobacteriaceae isolates, which gave positive the modified Hodge test (ΜΗΤ) and 

were phenotypically suspected of metallo-β-lactamase production (MBL), were 

recovered from patients hospitalized in Ioannina University Hospital. Molecular 

testing verified the presence in 78 K. pneumoniae isolates, collected from 71 patients, 

of the blaNDM-1 gene. The blaCTX-M-15, blaOXA-1 and blaTEM-1 genes were also present in 

most isolates. The blaNDM-1 gene was located on an IncFII type plasmid, of c. 95kb, 

flanked upstream by a non-truncated ISAba125 element and downstream by the 

bleMBL gene. Carbapenem resistance was transferable at a very low rate of ~ 1,3x10-7. 

Genotyping clustered all K. pneumoniae isolates into a single clonal type with one 

subtype and MLST assigned them to sequence type ST11. Two outbreaks were noted, 

the first between November-December 2011 involving four patients and the second 

initiated in May 2012 and ongoing, involving the remaining patients. All but two 
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cases were characterized as hospital-acquired. No links to immigration or travel 

history to endemic areas were established.  

From December 2011-March 2012, 13 ertapenem-resistant K. pneumoniae isolates, 

with a positive MHT, and negative phenotypic screening tests for MBL and KPC 

production, were recovered from nine patients. All isolates harboured the blaOXA-48 

gene along with blaCTX-M-15 and blaOXA-1 genes. The blaOXA-48 gene was located on a 

self-transferable IncL/M-type plasmid of c. 62 kb, which harboured no other 

resistance genes. IS1999 was located upstream of blaOXA-48 gene. Genetic disruptions 

of the OmpK35 and OmpK36 genes associated with permeability defects were not 

detected. The isolates belonged to a unique PFGE clone and MLST assigned them to 

sequence type ST11. All cases were characterized as hospital-acquired and none of 

them was linked to immigration or had a history of travel in endemic areas.  

Over a period of approximately 2,5 years initiated in 2010, three K.pneumoniae 

isolates were retrieved form urine samples of a single female patient, of which the 

first two with an interval of 41 days, exhibiting resistance to cephamycins and 

extended spectrum cephalosporins, with positive screening tests for AmpC β-

lactamase production and a negative modified CLSI-ESBL test. The initial two 

isolates exhibited carbapenem resistance, gave a positive ΜΗΤ and negative 

screening tests for class A and B carbapenemase production. 

All isolates harbored the blaOXA-1 and blaDHA-1 genes and additionally the first two carried the 

blaOXA-162 gene. IS1999 was located upstream of blaOXA-162 gene. Genetic disruptions of the 

OmpK35 and OmpK36 genes associated with ertapenem resistance were not detected. Plasmid 

profiling indicated the presence of three plasmids of ~140kb, ~62kb and 2kb in the first two 

while the latter lacked 62kb plasmid. Conjugation experiments failed to transfer β-lactam 

resistance. All K.pneumoniae belonged to a unique PFGE clone and MLST assigned them to 

sequence type ST11. 
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