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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 
 

Το κρέας των πουλερικών σχετίζεται με υψηλό φορτίο ανθεκτικών βακτηρίων σε πολλές χώρες 

του κόσμου, και θεωρείται σημαντική πηγή μετάδοσης της ανθεκτικότητας στον άνθρωπο. Στην 

παρούσα μελέτη, εκτιμήσαμε τον επιπολασμό της ανθεκτικότητας ανάμεσα στα είδη Escherichia 

coli και Enterococcus spp, που απομονώθηκαν από το κρέας πουλερικών, από τρεις εγχώριες 

πτηνοτροφικές μονάδες (Α, Β, Γ). Κατατάξαμε τον πληθυσμό των E. coli (n=227) στις τέσσερις 

κύριες φυλογενετικές ομάδες (Α, Β1, Β2, D) και τον ελέγξαμε για την παρουσία γονιδίων β-

λακταμασών (blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, ampC), ενώ παράλληλα αναλύσαμε 37 απομονώσεις με 

multilocus sequence typing (MLST). O πληθυσμός των enterococci διαχωρίστηκε σε E. faecium 

(n=98) και E. faecalis (n=32). Ολόκληρος ο πληθυσμός του E. faecium αναλύθηκε με multilocus 

variable-number tandem repeat analysis (ΜLVA), ενώ 28 απομονώσεις αναλύθηκαν με MLST. 

Το κρέας από τις φάρμες Α και Γ είχε αυξημένα ποσοστά ανθεκτικών στην κεφοταξίμη (CTX-

R) E.coli, 40% και 68% αντίστοιχα, σε αντίθεση με τη φάρμα Β όπου τα CTX-R E. coli ήταν 

μόνο 12%. Tα γονίδια ampC (CIT) βρέθηκαν στο 41% των CTX-R E. coli και τα blaCTX-M 

(CTX-M-1, CTX-M-9) στο 26% των CTX-R E. coli. Οι φυλογενετικές ομάδες Β1 και D, 

περιλαμβάνουν CTX-R E. coli σε ποσοστά 81% και 86% αντίστοιχα. Oι συχνότεροι τύποι 

αλληλουχίας (ST) των E. coli από το κρέας των πουλερικών, ήταν τα ST10, 93, 117 και 2309. 

Το ST117 θεωρείται στέλεχος υψηλού κινδύνου για πρόκληση επιδημιών με πολυανθεκτικά 

(MDR) E. coli στον άνθρωπο. Το κρέας της φάρμας Β, είχε αυξημένα ποσοστά ανθεκτικών E. 

faecium (72% στην αμπικιλλίνη και 68% στη γενταμυκίνη υψηλής συγκέντρωσης-HLGN), σε 

αντίθεση με τις φάρμες Α και Γ όπου η ανθεκτικότητα στους enterococci ήταν κάτω του ορίου 

ανίχνευσης (< 250 cfu/g). Όλες οι απομονώσεις του Ε.faecalis ήταν ευαίσθητες στα αντιβιοτικά. 

Ο Ε. faecium επικρατεί στις φάρμες Α και Β (72% και 96% αντίστοιχα), ενώ στη φάρμα Γ 

επικρατεί ο Ε. feacalis (100%). Τα συχνότερα στελέχη του Ε. faecium ήταν τα ST148, 157 και 

236. Τα ST148 που βρέθηκαν αποκλειστικά στη φάρμα Β, είχαν 100% ανθεκτικότητα στην 

αμπικιλλίνη και στην HLGN. Από τα αποτελέσματα μας συμπεραίνουμε ότι στις φάρμες Α και Γ 

ευνοείται η επιλογή της ανθεκτικότητας στις κεφαλοσπορίνες ανάμεσα στα Ε. coli, κάτι που δεν 

συμβαίνει στη φάρμα Β. Δεδομένου ότι η χρήση των κεφαλοσπορινών στα κοτόπουλα 

απαγορεύεται, μια πιθανή εξήγηση είναι η χρήση κινολόνων στις φάρμες Α και Γ, οι οποίες είναι 
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γνωστό ότι συνεπιλέγουν την ανθεκτικότητα στις κεφαλοσπορίνες. Το φαινόμενο αυτό, γνωστό 

ως PMQR (plasmid-mediated quinolone resistance), είναι πρόσφατη ανακάλυψη, και απαιτείται 

περαιτέρω έρευνα για το χαρακτηρισμό των γενετικών στοιχείων που εμπλέκονται. Στη φάρμα 

Β, ευνοείται η επικράτηση ανθεκτικών στελεχών Ε. faecium, γεγονός που μπορεί να εξηγηθεί 

από τη χρήση αμοξυκιλλίνης. Επομένως, φαίνεται ότι η αντιμικροβιακή στρατηγική κάθε 

φάρμας, καθορίζει την επιλογή της ανθεκτικότητας και πιθανόν την επικράτηση συγκεκριμένων 

στελεχών. Η παρουσία ανθεκτικών βακτηρίων στο κρέας, τα οποία στην περίπτωση των Ε.coli 

φέρουν γονίδια που κωδικοποιούν β-λακταμάσες ευρέως φάσματος (blaCTX-M, ampC) που 

πιθανότατα συνδέονται με ανθεκτικότητα στις κινολόνες, και μπορούν να μεταδοθούν στον 

άνθρωπο μέσω της κατανάλωσης ατελώς ψημένου κρέατος ή λόγω λανθασμένων πρακτικών 

υγειινής, εγείρουν ανησυχητικά ερωτήματα για την ασφάλεια της δημόσιας υγείας. 
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

 
Ερευνητικό πεδίο της παρούσας εργασίας, αποτελεί η ανθεκτικότητα των μικροοργανισμών στα 

αντιβιοτικά. Το συγκεκριμένο θέμα είναι μείζονος σημασίας και συγκεντρώνει το ερευνητικό 

ενδιαφέρον ολοένα και περισσότερων επιστημονικών ομάδων. Η αντιμικροβιακή αντοχή όπως 

αποκαλείται αλλιώς, εξελίσσεται σε σοβαρή απειλή της δημόσιας υγείας, με παγκόσμια 

εξάπλωση και ταχύτατη διάδοση. Η αλόγιστη χρήση αντιβιοτικών τόσο στην ιατρική όσο και 

στην κτηνιατρική επιστήμη είναι η κύρια αιτία πρόκλησης του προβλήματος. 

Βασικός πυλώνας της εργασίας είναι η επιδημιολογική καταγραφή της ανθεκτικότητας ανάμεσα 

σε δύο περιβαλλοντικά είδη βακτηρίων: Εscherichia coli και Εnterococcus spp. Τα είδη αυτά 

ονομάζονται και βακτήρια δείκτες γιατί αντικατοπτρίζουν την εικόνα της ανθεκτικότητας 

ανάμεσα σε άλλα παθογόνα είδη βακτηρίων. Ως δείγμα για την απομόνωση τους επιλέχθηκε το   

κρέας των πουλερικών από τρεις εγχώριες πτηνοτροφικές μονάδες. Η επιλογή του δείγματος 

προέκυψε μετά από μελέτη της τρέχουσας διεθνούς βιβλιογραφίας γύρω από την ανθεκτικότητα, 

όπου πολλές έρευνες υποστηρίζουν ότι τα πουλερικά είναι φορείς σημαντικού φορτίου 

ανθεκτικών μικροοργανισμών, και συμβάλλουν στη διάδοση της ανθεκτικότητας διαμέσου της 

τροφικής αλυσίδας.  

Σκοπός της εργασίας είναι να αναδείξει το πρόβλημα της αντιμικροβιακής αντοχής στην Κύπρο, 

με βάση ένα τρόφιμο ζωικής προέλευσης που θεωρείται εν δυνάμει φορέας της ανθεκτικότητας. 

Στόχος είναι η ευαισθητοποίηση του κοινού και των αρμόδιων αρχών για τη λήψη μέτρων προς 

την κατεύθυνση της αντιμετώπισης του προβλήματος. 
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1. Εισαγωγή 

1.1. Ανθεκτικότητα στο περιβάλλον 

Η ανθεκτικότητα είναι όρος που περιγράφει την σχετική απευαισθητοποίηση ενός 

μικροοργανισμού σε ένα συγκεκριμένο αντιβιοτικό κάτω από ορισμένες συνθήκες. Εκφράζεται 

ως η ελάχιστη συγκέντρωση του αντιβιοτικού η οποία απαιτείται για την επίτευξη ενός 

καθορισμένου αποτελέσματος (π.χ. αναστολή ανάπτυξης) σε ένα πληθυσμό κυττάρων. Πολλοί 

μικροοργανισμοί είναι από τη φύση τους ανθεκτικοί σε ένα συγκεκριμένο αντιβιοτικό λόγω της 

δομής, φυσιολογίας ή βιοχημείας τους. Οι ευαίσθητοι μικροοργανισμοί μπορούν να γίνουν 

ανθεκτικοί μέσω μετάλλαξης ή ενσωμάτωσης της γενετικής πληροφορίας που κωδικοποιεί την 

ανθεκτικότητα (Murray, 1997).  

Η μεταφορά γονιδίων ανθεκτικότητας ευνοείται από την παρουσία αντιβιοτικών γιατί η πίεση 

επιλογής γίνεται με στόχο την επιβίωση σε δυσμενές περιβάλλον (Davies and Davies, 2010). Η 

έκθεση των βακτηρίων στα αντιβιοτικά για μεγάλα χρονικά διαστήματα σε υποθανατηφόρες 

συγκεντρώσεις, όπως για παράδειγμα η χρήση τους ως αυξητικοί παράγοντες ή η προληπτική 

χορήγηση στην πτηνοτροφία, εντείνει το ρυθμό επιλογής των ανθεκτικών στελεχών (Salyers, 

2002).  Τα γονίδια που προσδίδουν ανθεκτικότητα βρίσκονται είτε στο βακτηριακό χρωμόσωμα  

 

 

Eικόνα 1: Μηχανισμοί οριζόντιας γονιδιακής μεταφοράς μεταξύ βακτηρίων: μεταφορά πλασμιδίων 

(σύζευξη/conjucation), πρόσληψη ελεύθερου DNA (μετασχηματισμός/transformation) και μεταφορά με 

φάγους ως φορείς (μεταγωγή/transduction).  

είτε σε εξω-χρωμοσωμικά πλασμίδια και μεταβιβάζονται στην επόμενη γενιά (κάθετη γονιδιακή 

μεταφορά). Γενετικά στοιχεία όπως τα πλασμίδια, μπορούν επίσης να ανταλλαγούν μεταξύ 

conjugation 

(plasmid transfer) 
  

 

 

 
transformation 

(uptake of free DNA) 

transduction 

(viral transfer) 
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βακτηρίων διαφορετικής ταξινομικής προέλευσης (οριζόντια γονιδιακή μεταφορά). Η οριζόντια 

γονιδιακή μεταφορά μπορεί να επιτευχθεί μέσω α) σύζευξης με άμεση διακυτταρική επαφή, β) 

μεταγωγής με φάγους ως γονιδιακούς φορείς ή γ) μετασχηματισμού όπου ελεύθερο DNA 

μεταφέρεται εντός του βακτηριακού κυττάρου (Μadigan et al., 1997). 

Τα αντιβιοτικά χρησιμοποιούνται εκτενώς για την πρόληψη ή θεραπεία μικροβιακών λοιμώξεων 

στην ιατρική και την κτηνιατρική. «Δεξαμενές» όπως τα νοσοκομεία, οι κοινότητες και οι 

μονάδες εντατικής κτηνοτροφίας είναι οι κύριοι χώροι ανάπτυξης αντιμικροβιακής αντοχής 

(Κümmerer, 2004). Τα συζευκτικά βακτηριακά πλασμίδια είναι ο αποτελεσματικότερος τρόπος 

οριζόντιας διάδοσης γονιδίων και θεωρείται μια από τις κυριότερες αιτίες αύξησης του αριθμού 

των πολυανθεκτικών βακτηρίων. Η χρήση των αντιβιοτικών παρέχει την πίεση επιλογής η οποία 

διευκολύνει την διάδοση της ανθεκτικότητας μέσω του μηχανισμού της σύζευξης (Levy and 

Marshall, 2004). Η ανθεκτικότητα που αποκτάται μέσω οριζόντιας γονιδιακής μεταφοράς 

μπορεί να διαδοθεί ταχύτατα μέσα σε ένα βακτηριακό πληθυσμό είτε μέσω διασποράς 

συγκεκριμένων κλώνων είτε με συνεχή ανταλλαγή γενετικού υλικού μεταξύ κυττάρων που 

ανήκουν στα ίδια ή διαφορετικά ευαίσθητα στελέχη (D’Costa et al., 2006). Η ενσωμάτωση 

γονιδίων ανθεκτικότητας είναι συχνή σε συστήματα όπου η πίεση επιλογής από τη χρήση 

αντιβιοτικών και η πυκνότητα των βακτηριακών κυττάρων είναι υψηλές, όπως για παράδειγμα ο 

γαστρεντερικός σωλήνας του ανθρώπου και των ζώων (Murray, 1997). 

 

1.2. Εscherichia coli και Enterococcus spp ως δείκτες της ανθεκτικότητας 

Τα είδη Escherichia coli και Enterococcus  spp είναι βακτήρια της φυσιολογικής χλωρίδας του 

γαστρεντερικού σωλήνα του ανθρώπου και των ζώων όπου δρουν συμβιωτικά (Τenaillon et al., 

2010, Benyacoub et al., 2003). Είναι γνωστό ότι γονίδια ανθεκτικότητας που επιλέγονται σε 

συμβιωτικά βακτήρια μπορούν στη συνέχεια να μεταφερθούν σε παθογόνα βακτηριακά είδη 

(Phillips et al., 2004, Wassenaar, 2005). Συνεπώς, τα βακτήρια της φυσιολογικής χλωρίδας 

μπορούν να διαδραματίσουν ρόλο κλειδί ως αποδέκτες και δότες της μικροβιακής αντοχής 

(Saenz et al., 2004).  
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O λόγος που επιλέχθηκαν τα δύο αυτά βακτηριακά είδη στην παρούσα μελέτη, είναι ότι 

εκπροσωπούν τις δύο μεγάλες κατηγορίες βακτηρίων: τα Gram-αρνητικά και τα Gram-θετικά 

αντίστοιχα. Η λογική της παρακολούθησης των δύο αυτών συμβιωτικών βακτηρίων είναι ότι 

αποτελούν δεξαμενές κινητών γενετικών στοιχείων ανθεκτικότητας, που μπορούν να 

μεταφερθούν σε βακτήρια κλινικής σημασίας. Επιπλέον, ο επιπολασμός της ανθεκτικότητας 

ανάμεσα στα «βακτήρια δείκτες» θεωρείται ότι αντικατοπτρίζει το μέγεθος της πίεσης επιλογής 

από τη χρήση των αντιβιοτικών σε ένα πληθυσμό (van den Bogaard and Stobberingh, 2000). 

 

1.3. Εscherichia coli – κλινική σημασία 

O πληθυσμός των E. coli διαιρείται σε τέσσερις κύριες φυλογενετικές ομάδες που ορίστηκαν ως 

Α, Β1, Β2 και D (Ochman and Selander, 1984,  Herzer et al., 1990).  Οι τέσσερις αυτές ομάδες 

διαφέρουν ως προς τα φαινοτυπικά και γονοτυπικά τους χαρακτηριστικά (Selander et al., 1987, 

Bergthorsson and Ochman, 1998). Τα παθογόνα εξω-εντερικά στελέχη (ExPEC) ανήκουν 

κυρίως στις ομάδες Β2 και D, ενώ τα συμβιωτικά και λιγότερο παθογόνα στελέχη ανήκουν στις 

ομάδες Α ή Β1 (Boyd and Hartl, 1998, Picard et al., 1999). Oι ομάδες αυτές αρχικά 

ανιχνεύτηκαν με τη χρήση multi locus enzyme electrophoresis (MLEE) και επαληθεύτηκαν 

μετέπειτα με multi locus sequence typing (MLST) (Herzer et al., 1990, Maiden, 2006). 

Επιπλέον, η τυποποίηση με MLST, ανέδειξε συχνό ανασυνδυασμό μεταξύ στελεχών που 

προέρχονται από διαφορετικές φυλογενετικές ομάδες, με αποτέλεσμα την ανάδυση υβριδικών 

ομάδων στον πληθυσμό των Ε. coli (ΑxB1 και ABD). Οι υβριδικές ομάδες ΑxB1 και ΑΒD, 

συγκεντρώνουν περισσότερο παθογόνα στελέχη Ε. coli σε σχέση με τις κλασσικές ομάδες, 

καταδεικνύοντας έτσι μια σύνδεση μεταξύ παθογένειας και συχνότητας ομόλογου 

ανασυνδυασμού (Wirth et al., 2006). 

Τα ExPEC είναι υπεύθυνα για εντερικές ασθένειες, λοιμώξεις του ουροποιητικού συστήματος, 

ενδοκοιλιακές λοιμώξεις, μηνιγγίτιδα στα νεογνά, πνευμονία, και βακτηριαιμία. Η βακτηριαιμία 

είναι η 10
η
 κύρια αιτία θανάτου στις ανεπτυγμένες χώρες και το E. coli είναι ο συχνότερος 

αιτιολογικός παράγοντας (Kaper 2005, Jaureguy et al., 2008). Έχει αποδειχθεί ότι τα ExPEC 

στελέχη συχνά φέρουν μεγάλα κινητά πλασμίδια πολυανθεκτικότητας (multi-drug resistant - 

MDR) (Johnson and Nolan, 2009). Eφόσον τα ExPEC στελέχη θεωρείται ότι αναδύονται από 
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την εντερική μικροχλωρίδα υγιών ξενιστών, είναι λογικό ότι ορισμένα συμβιωτικά E. coli 

φέρουν επίσης κινητά πλασμίδια που αποδίδουν MDR φαινότυπο. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

συγκεντρώνουν τα παθογόνα στελέχη των πτηνών (APEC) γιατί αφενός προκαλούν 

κολιβακίλλωση στα πτηνά με σημαντικές οικονομικές απώλειες για την πτηνοτροφία και 

αφετέρου επειδή συνδέονται με τα ExPEC στελέχη του ανθρώπου (Εwers et al., 2007, Johnson 

et al., 2007). 

H μικροβιακή αντοχή στα συμβιωτικά και παθογόνα E. coli εγείρει παγκόσμιες ανησυχίες όχι 

μόνο στην κτηνιατρική και την ιατρική, αλλά και στην ασφάλεια των τροφίμων (EFSA, 2010a). 

H μεταφορά ανθεκτικών στελεχών E. coli από τα κοτόπουλα στην τροφική αλυσίδα είναι ένα 

καλά γνωστό φαινόμενο (Seza and Ayla, 2011). Λόγω της έντονης χρήσης αντιβιοτικών στη 

ζωική παραγωγή και δη στην πτηνοτροφία, το κρέας των πουλερικών επιμολύνεται συχνά από 

ανθεκτικά στελέχη E. coli κατά τη διαδικασία της σφαγής, με την επαφή με το περιεχόμενο του 

εντερικού σωλήνα. Οι άνθρωποι μπορούν να αποικιστούν με E. coli ζωικής προέλευσης, και 

εξαιτίας της ανθεκτικότητας τους σε αντιβιοτικά συχνής χρήσης, τα στελέχη αυτά μπορούν να 

προκαλέσουν λοιμώξεις για τις οποίες οι διαθέσιμες θεραπευτικές επιλογές είναι περιορισμένες 

(Hammerum and Heuer, 2009). Τα συμβιωτικά βακτήρια (Ε. coli, Enterococci) ζωικής 

προέλευσης τα οποία φέρουν ανθεκτικότητα σε  αντιβιοτικά που θεωρούνται κρίσιμα στη 

θεραπευτική του ανθρώπου (π.χ. αμινογλυκοσίδες, φλουοροκινολόνες, κεφαλοσπορίνες 3
ης

 και 

4
ης

 γενιάς), είναι εξαιρετικού ενδιαφέροντος για τη δημόσια υγεία (WHO 2007).  

 

1.4. Οι β-λακταμάσες ευρέος φάσματος - ESBLs  

Την τελευταία δεκαετία η ανθεκτικότητα στα Enterobacteriaceae έχει αυξηθεί δραματικά 

παγκόσμια (εικόνα 2). Η αύξηση αυτή έχει προκληθεί κυρίως λόγω της αύξησης του 

επιπολασμού των Enterobacteriaceae που παράγουν β-λακταμάσες ευρέος φάσματος (extended-

spectrum β-lactamases-ESBLs) (Canton et al., 2008). Η παραγωγή των ESBLs είναι η κύρια 

αιτία ανθεκτικότητας των Gram-αρνητικών βακτηρίων στα αντιβιοτικά της β-λακτάμης. H 

ανθεκτικότητα στις β-λακτάμες εκδηλώνεται με τρεις κύριους μηχανισμούς: α) ενζυμική 

αποδόμηση - απενεργοποίηση του φαρμάκου, β) τροποποίηση του στόχου από το βακτηριακό 

κύτταρο έτσι ώστε να μην αναγνωρίζεται από το αντιβιοτικό και γ) μείωση της διαπερατότητας 
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του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος, με αποτέλεσμα να παρεμποδίζεται η είσοδος του 

αντιβιοτικού. Τα ΕSBLs προσδίδουν ανθεκτικότητα στα Gram-αρνητικά βακτήρια μέσω 

ενζυμικής αποδόμησης του δακτυλίου της β-λακτάμης, καθιστώντας τα β-λακταμικά αντιβιοτικά 

αδρανή (Coque et al., 2008). Tα ένζυμα αυτά, κωδικοποιούνται από πλασμιδιακά γονίδια τα 

οποία μπορούν εύκολα να μεταφερθούν μεταξύ βακτηρίων του ίδιου ή διαφορετικού είδους και 

είναι η κυρίαρχη αιτία εξάπλωσης της ανθεκτικότητας των Gram-αρνητικών βακτηρίων στις 

κεφαλοσπορίνες 3
ης

 γενιάς (Βοnnet, 2004). 

Εικόνα 2: Ποσοστά ανθεκτικών απομονώσεων E. coli σε κεφαλοσπορίνες 3
ης 

γενιάς από νοσηλευτικά 

ιδρύματα σε χώρες της Ευρώπης το 2011 

Πηγή: http://EARS-Net/database  

 

1.4.1. Oμάδες των ΕSBLs 

Τα ESBLs προέρχονται από ένζυμα με στενότερο φάσμα δράσης όπως τα πολύ διαδεδομένα 

ΤΕΜ-1, SHV-1 και OXA-1 τα οποία προσδίδουν ανθεκτικότητα στις αμινοπενικιλλίνες και 

κεφαλοσπορίνες 1
ης

 γενιάς (Gniadkowski, 2001) Μεταλλάξεις αντικατάστασης ή ένθεσης στα 

http://ears-net/database
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γονίδια που κωδικοποιούν τα TEM και SHV, οδηγούν σε επέκταση του φάσματος δράσης σε 

περισσότερα υποστρώματα (οξυαμινο-κεφαλοσπορίνες και μονοβακτάμες) καθώς και σε 

αυξημένο ρυθμό διάσπασης τους. O αριθμός των γνωστών ενζύμων των οικογενειών TEM και 

SHV αυξάνεται συνεχώς (Jacoby and Munoz-Price, 2005). Την περασμένη δεκαετία, μετά και 

την εισαγωγή των κεφαλοσπορινών 3
ης

 γενιάς στην ιατρική και την κτηνιατρική, αναδύθηκε μια 

νέα ομάδα ESBLs, τα ένζυμα CTX-M (cefotaximases). Παρόλο που τα CTX-M 

κωδικοποιούνται από πλασμιδιακά γονίδια στα Ε. coli, έχει πρόσφατα αποδειχθεί ότι προήλθαν 

από το χρωμόσωμα του άφθονου στη φύση Gram-αρνητικού βακτηρίου Kluyvera ascorbata 

(Rodriguez et al., 2004). Η οικογένεια των CTX-M υποδιαιρείται με βάση φυλογενετικές 

μελέτες της αμινοξικής αλληλουχίας τους σε πέντε κύριες ομάδες: τα ένζυμα της ομάδας CTX-

M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 και CTX-M-25. Όλα έχουν σαν κοινό χαρακτηριστικό 

την υδρόλυση της κεφοταξίμης και ορισμένα της κεφεπίμης  (κεφαλοσπορίνες 3
ης 

και 4
ης

 γενιάς 

αντίστοιχα) καθώς και το γεγονός ότι η δράση τους αναστέλλεται από το κλαβουλανικό οξύ 

(αναστολέας των β-λακταμασών) (Bonnet, 2004). 

Εκτός από τις παραπάνω ομάδες ESBLs οι οποίες εδράζονται σε πλασμίδια, υπάρχει και μια 

μεγάλη ομάδα ενζύμων που κωδικοποιούνται από το χρωμόσωμα των Gram-αρνητικών 

βακτηρίων, οι τύπου Amp-C β-λακταμάσες. Οι Αmp-C β-λακταμάσες έχουν ευρύτερο φάσμα 

δράσης που περιλαμβάνει και τις κεφαμυκίνες και δεν αναστέλλονται από το κλαβουλανικό οξύ. 

Επομένως, οι θεραπευτικές επιλογές σε λοιμώξεις από μικροοργανισμούς που παράγουν ESBLs 

ή/και AmpC είναι περιορισμένες (Philippon et al., 2002). 

 

1.4.2. Επιδημιολογία των ESBLs 

Την δεκαετία του ’90 οι περισσότερες αναφορές σε γονίδια ESBL αφορούσαν τους τύπους ΤΕΜ 

και SHV που σχετίζονταν με ενδονοσοκομειακές λοιμώξεις. Ωστόσο, η πρόσφατη παγκόσμια 

αύξηση των ESBLs οφείλεται κυρίως στα CTX-M γονίδια τα οποία φαίνεται να κινητοποιούνται 

από περιβαλλοντικά-εξωνοσοκομειακά βακτήρια (Ηawkey and Jones, 2009). Το φορτίο του 

εντερικού περιεχομένου των ζώων σε γονίδια ESBL, έχει ταυτοποιηθεί ως σημαντική δεξαμενή 

τους στο περιβάλλον (Smet et al., 2008). Επειδή τα βακτηριακά είδη που μεταφέρουν γονίδια 
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ESBL είναι μέλη της φυσιολογικής χλωρίδας της πεπτικής οδού, τα τρόφιμα ζωικής προέλευσης 

είναι μια πιθανή πηγή τους για τον άνθρωπο (Machado et al., 2008, DuPont, 2007).  

Η παρουσία γονιδίων ESBL έχει καταγραφεί επανειλημμένα στα παραγωγικά ζώα και ιδιαίτερα 

στα πουλερικά. Η ανθεκτικότητα στα ζώα έχει προκληθεί κυρίως εξαιτίας της μεγάλης 

ποσότητας αντιβιοτικών φαρμάκων που χρησιμοποιούνται στη ζωική παραγωγή (Overdevest et 

al., 2011). Ανησυχία προκαλεί η αυξανόμενη παρουσία γονιδίων ESBL στο κρέας, με το 

υψηλότερο ποσοστό να καταγράφεται στο κρέας των πουλερικών (Seza and Ayla, 2010). H 

οριζόντια μεταφορά γονιδίων ανθεκτικότητας μεταξύ βακτηρίων που αποικίζουν τα ζώα και 

αυτών που αποικίζουν τους ανθρώπους έχει αποδειχθεί σε πολλές μελέτες (Lester et al., 2006, 

Mulvey et al., 2008, Smet et al., 2010, Johnson et al., 2012). Συνεπώς, ο χειρισμός κρέατος 

επιμολυσμένου με βακτήρια που παράγουν ESBL αποτελεί ορατό κίνδυνο για τη δημόσια υγεία. 

Συγκεκριμένα, επαγγελματίες που σχετίζονται με την πτηνοτροφία (πτηνοτρόφοι, κτηνίατροι) 

και την επεξεργασία του κρέατος (σφαγείς, μεταποιητές), διατρέχουν αυξημένο κίνδυνο 

(Castillo Neyra et al., 2012).  

 

1.4.3. Συν-επιλογή της ανθεκτικότητας στις κεφαλοσπορίνες από άλλες ομάδες 

αντιβιοτικών στα Εnterobacteriaceae: ο ρόλος των κινολόνων 

Τα E. coli που παράγουν ESBLs ή/και AmpC συχνά είναι ανθεκτικά και σε άλλες ομάδες 

αντιβιοτικών. Σε αυτές τις περιπτώσεις, τα γονίδια που κωδικοποιούν την ανθεκτικότητα στα μη 

κεφαλοσπορινούχα αντιβιοτικά, συνδέονται στο ίδιο πλασμίδιο ή κινητό γενετικό στοιχείο στο 

οποίο κωδικοποιούνται και τα ESBLs (Canton and Coque, 2006). Παραδείγματα συν-

ανθεκτικότητας στις αμινογλυκοσίδες, τετρακυκλίνες και σουλφοναμίδες αναφέρονται συχνά σε 

απομονώσεις Εnterobacteriaceae από ζώα (Blanc et al., 2006,B Li et al., 2007, Kazuki and 

Tetsuo, 2010). Ιδιαίτερη ανησυχία προκαλεί η σύνδεση μεταξύ γονιδίων που κωδικοποιούν 

ένζυμα CTX-M ή AmpC με πλασμίδια που κωδικοποιούν ανθεκτικότητα στις 

φλουοροκινολόνες, δεδομένου ότι οι τελευταίες χρησιμοποιούνται κατά κόρον στην κτηνιατρική 

και την ιατρική (Robicsek et al., 2006, Thorsteinsdottir et al., 2010). Οι (φλουορο)κινολόνες 

είναι μια πλήρως συνθετική βακτηριοκτόνος ομάδα αντιβιοτικών ουσιών, εξαιρετικά πολύτιμη 

στην αντιμετώπιση λοιμώξεων από ανθεκτικά Gram-αρνητικά και Gram-θετικά βακτήρια 
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(Collignon et al., 2009). Το 1998 αναφέρθηκε για πρώτη φορά πλασμιδιακά επαγώμενη 

ανθεκτικότητα στις κινολόνες (plasmid-mediated quinolone resistance – PMQR), σε ένα κλινικό 

στέλεχος Klebsiella pneumoniae  (Martinez-Martinez et al., 1998). To πλασμίδιο pMG252 της 

συγκεκριμένης απομόνωσης, κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη που προστατεύει το βακτηριακό DNA 

από τη δράση των κινολόνων (Tran and Jacoby, 2002), και το υπεύθυνο γονίδιο ονομάστηκε 

qnrA (quinolone resistance). Από τότε μέχρι σήμερα έχουν χαρακτηριστεί διεθνώς πολυάριθμα 

παράγωγα qnr, σε διάφορα πλασμίδια από Εnterobacteriaceae στους ανθρώπους και  τα ζώα 

(Rodriquez-Martinez et al., 2011). Πολλά γονίδια β-λακταμασών (π.χ. blaCTX-M και  ampC), 

σχετίζονται με qnr-θετικά πλασμίδια τα οποία μεταδίδονται με μηχανισμούς οριζόντιας 

γονιδιακής μεταφοράς. Oι Μammeri et al. απέδειξαν το 2005 ότι ένα συζευκτικό πλασμίδιο 

μετέφερε μια γενετική κασέττα που απέδιδε ανθεκτικότητα στις κινολόνες, τις β-λακτάμες, τις 

αμινογλυκοσίδες, τις σουλφοναμίδες, την τριμεθοπρίμη και την χλωραμφενικόλη. Σήμερα οι 

ερευνητές είναι πεπεισμένοι για την τεράστια σημασία της PMQR στα φαινόμενα 

συνανθεκτικότητας και πολλές μελέτες το καταδεικνύουν (Poirel et al., 2012, Strahilevitz et al., 

2009), ενώ η έρευνα στα PMQR επεκτείνεται ραγδαία. 

Οι κινολόνες (διφλοξασίνη) και τα μακρολίδια (τυλβαζολίνη) είναι οι μόνες ομάδες 

αντιβιοτικών που είναι επίσημα εγκεκριμένες από τον Ευρωπαϊκό Οργανισμό Φαρμάκων 

(Εuropean Medicines Agency - EMA) για χρήση στα κοτόπουλα (http://www.ema.europa.eu). 

Ωστόσο, η ανθεκτικότητα στις κεφαλοσπορίνες έχει καταγραφεί σε πτηνοτροφικά συστήματα 

πολλών ευρωπαϊκών χωρών όπου δεν επιτρέπεται η χρήση τους. Επομένως, η συν-επιλογή της 

ανθεκτικότητας στις κεφαλοσπορίνες από άλλα αντιβιοτικά (π.χ κινολόνες), φαίνεται να έχει 

σημαντικό ρόλο στην διάδοση πολυ-ανθεκτικών στελεχών, με όλους τους κινδύνους που 

απορρέουν για τη θεραπευτική των ζώων και του ανθρώπου (Greco et al., 2009).  

 

1.5. Enterococcus spp – κλινική σημασία 

Οι εντερόκοκκοι είναι Gram-θετικά προαιρετικά αναερόβια βακτήρια που αποικούν τον 

εντερικό σωλήνα του ανθρώπου και των ζώων (Murray, 1990). Κάτω από φυσιολογικές 

συνθήκες είναι συμβιωτικά μη παθογόνα βακτήρια που θεωρείται ότι έχουν και ευεργετική 

επίδραση σε διάφορες λειτουργίες του οργανισμού (Franz et al., 2011, Benyacoub et al., 2003). 

http://www.ema.europa.eu/
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Τα τελευταία χρόνια όμως αναγνωρίζονται ως σημαντικά ευκαιριακά παθογόνα, που προκαλούν 

κυρίως νοσοκομειακές λοιμώξεις με ποικιλία κλινικών συνδρόμων όπως μηνιγγίτιδα, 

βακτηριαιμία, ενδοκαρδίτιδα, περιτονίτιδα και λοιμώξεις του ουροποιητικού (Fisher and 

Phillips, 2009). Τα πιο σημαντικά είδη από κλινικής άποψης είναι ο E. faecalis και ο E. faecium, 

oι οποίοι αποτελούν τον τρίτο κατά σειρά αιτιολογικό παράγοντα νοσοκομειακών λοιμώξεων σε 

μονάδες εντατικής θεραπείας στις Η.Π.Α (Werner et al., 2008, CDC, 2001). Παρόλο που ο E. 

faecalis είναι ο αιτιολογικός παράγοντας για τις περισσότερες εντεροκοκκικές λοιμώξεις, τα 

τελευταία χρόνια παρατηρείται μια τάση αντικατάστασης του E. faecalis από τον E. faecium 

(Damborg et al., 2009, Iwen et al., 1997). Η επικράτηση του E. faecium έναντι του E. faecalis σε 

ένα πληθυσμό, συνδέεται με αλλαγές στη χρήση των αντιβιοτικών και φαίνεται να ευνοείται 

ιδιαίτερα όταν υπάρχει πίεση επιλογής από αμπικιλλίνη (Willems et al., 2005, Willems and 

Schaick, 2010). Η αμπικιλλίνη είναι πολύτιμη θεραπευτική ουσία στις εντεροκοκκικές 

λοιμώξεις, σε αντίθεση με τα Enterobacteriaceae όπου θεωρείται αχρηστευμένο αντιβιοτικό 

(Klare et al., 2003). Η αύξηση της ανθεκτικότητας στην αμπικιλλίνη ανάμεσα στον πληθυσμό 

του Ε. faecium είναι ένα άκρως ανησυχητικό φαινόμενο (Fontana et al., 1994). 

Οι εντερόκοκκοι είναι ανθεκτικοί σε ποικιλία αντιβιοτικών και η ανθεκτικότητα αυτή μπορεί να 

είναι εγγενής ή επίκτητη (Μurray, 1990). Ιδιαίτερη σημασία έχει η εγγενής ανθεκτικότητα των 

εντερόκοκκων στις αμινογλυκοσίδες χαμηλής συγκέντρωσης, που οφείλεται στην έλλειψη ενός 

ενζύμου υπεύθυνου για την ενεργειακή πρόσληψη των αμινογλυκοσιδών ενδοκυτταρικά (Rice 

and Bonomo, 1996). Ωστόσο, αυτή η χαμηλού επιπέδου ανθεκτικότητα, παρακάμπτεται με 

συνδυασμένη θεραπεία αμινογλυκοσίδης με αμπικιλλίνη. Σε περιπτώσεις όμως ανθεκτικότητας 

του εντεροκοκκικού στελέχους στην αμπικιλλίνη ή/και επίκτητης ανθεκτικότητας σε 

αμινογλυκοσίδες υψηλής συγκέντρωσης, ο συνεργικός μηχανισμός παύει να λειτουργεί (Klare et 

al., 2003).    

O E. faecium συγκεντρώνει μεγαλύτερη σημασία λόγω της συχνής ανθεκτικότητας που 

παρουσιάζει στα αντιβιοτικά (French, 1998). Η πλειοψηφία των κλινικών απομονώσεων του E. 

faecium φέρουν το γονίδιο esp (enterococcal surface protein) το οποίο κωδικοποιεί μια 

εντεροκοκκική πρωτεΐνη επιφανείας που σχετίζεται με την ικανότητα σχηματισμού βιοφιλμ 

πάνω σε αβιοτικές επιφάνειες (Εaton and Gasson, 2002). Συνεπώς, θεωρείται ότι η παρουσία του 

έχει σημαντικό ρόλο στην παθογένεια των λοιμώξεων από E. faecium. Επιπλέον, έχει 
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καταγραφεί υψηλή συσχέτιση μεταξύ της παρουσίας του γονιδίου esp και νοσοκομειακών 

επιδημιών από ανθεκτικούς στη βανκομυκίνη E. faecium (Willems et al., 2001, Leavis et al., 

2003, van der Steen et al., 2000). H χρήση αντιβιοτικών ως αυξητικών παραγόντων στις 

ζωοτροφές ήταν μια κοινή και διαδεδομένη πρακτική για αρκετά χρόνια στην Ευρώπη. 

Γλυκοπεπτίδια όπως η αβοπαρυκίνη, χρησιμοποιούνταν για το σκοπό αυτό στην κτηνοτροφία, 

ενώ παράλληλα άλλα παράγωγα γλυκοπεπτιδίων όπως η βανκομυκίνη χρησιμοποιούνται ως 

φάρμακα έσχατης λύσης για τη θεραπεία εντεροκοκκικών λοιμώξεων στον άνθρωπο που δεν 

αντιμετωπίζονται με κοινά αντιβιοτικά. Η αβοπαρυκίνη προσδίδει διασταυρούμενη 

ανθεκτικότητα με την βανκομυκίνη, και η ανεξέλεγκτη χρήση της στην ζωική παραγωγή είχε ως 

αποτέλεσμα την ανάδυση ανθεκτικών στη βανκομυκίνη στελεχών enterococci: τα γνωστά VRE - 

Vancomycin Resistant Enterococcus spp (Klare et al., 2003). H χρήση της αβοπαρυκίνης στην 

Ευρώπη απαγορεύτηκε το 1997 (van den Bogaard et al., 2000). Ωστόσο, χρόνια μετά την 

διακοπή της χρήσης της συνεχίζουν να απομονώνονται VRE από ζώα σε χώρες στις οποίες 

χρησιμοποιούσαν αβοπαρυκίνη στο παρελθόν (Jung et al., 2007, Nilsson, 2012). Η πιθανότητα ο 

εντερικός σωλήνας των ζώων να συνιστά δεξαμενή ανθεκτικών στελεχών εντεροκόκκων που 

μπορούν δυνητικά να μεταδοθούν στον άνθρωπο μέσω της τροφικής αλυσίδας, είναι ένα 

ερώτημα που εγείρει ανησυχίες και απασχολεί τους ερευνητές (Dogru et al., 2010, Koluman et 

al., 2009). 

Oι εντερόκοκκοι παρουσιάζουν αξιοσημείωτη αντοχή σε δυσμενείς συνθήκες περιβάλλοντος 

(υψηλές και χαμηλές θερμοκρασίες, ακραίες τιμές pH και αλατότητας) γεγονός που εξηγεί την 

ικανότητα τους να αποικίζουν ποικίλους οικολογικούς θώκους και να διασπείρονται στην 

τροφική αλυσίδα μέσω μολυσμένων ζώων και τροφών (Foulquié-Moreno et al., 2006). H 

τροφική αλυσίδα έχει αναγνωριστεί ως πηγή ανθεκτικών στα αντιβιοτικά εντερόκοκκων. Πολλές 

μελέτες έχουν αξιολογήσει την αντιμικροβιακή αντοχή των εντερόκοκκων (Aslam et al., 2012, 

Dogru et al., 2010, Rizzoti et al., 2005, Busani et al., 2004), λόγω του κινδύνου μεταφοράς 

ανθεκτικών στελεχών στον άνθρωπο μέσω μολυσμένου κρέατος. Πράγματι, η κατανάλωση 

κρέατος επιμολυσμένου με ανθεκτικούς βακτηριακούς πληθυσμούς είναι μια πιθανή οδός 

μεταφοράς από τα ζώα στον άνθρωπο και μπορεί να οδηγήσει είτε σε αποικισμό του πεπτικού 

συστήματος από τα ίδια τα ανθεκτικά στελέχη είτε στην οριζόντια μεταφορά γονιδίων 

ανθεκτικότητας στα στελέχη της φυσιολογικής χλωρίδας του ξενιστή (Sparo et al., 2012, Lester 

et al., 2006).  
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H παρουσία των εντερόκοκκων στο πεπτικό σύστημα των ζώων οδηγεί σε υψηλές πιθανότητες 

επιμόλυνσης του κρέατος κατά τη διαδικασία της σφαγής (Franz et al., 2003). Συνεπώς οι 

εντερόκοκκοι χρησιμοποιούνται και ως δείκτες επιμόλυνσης με κόπρανα. Δεν επιμολύνουν μόνο 

νωπό κρέας αλλά έχουν συσχετιστεί και με επεξεργασμένο ή θερμικά κατεργασμένο κρέας 

(Foulquié-Moreno et al., 2006). Η θέρμανση του επεξεργασμένου κρέατος κατά τη διαδικασία  

παραγωγής μπορεί να προσδώσει ένα επιλεκτικό πλεονέκτημα στους εντερόκοκκους, καθώς 

είναι ανάμεσα στα πιο θερμοάντοχα μη σποριογόνα βακτήρια (Βradley and Fraise, 1996). Οι 

εντερόκοκκοι έχουν απομονωθεί από επιδημίες διατροφικών λοιμώξεων και τα κοτόπουλα έχουν 

αναφερθεί ως σημαντικός φορέας (Radu et al., 2001, Gambarotto et al., 2001). Συγκεκριμένα, τα 

πουλερικά παρουσιάζουν αυξανόμενη συσχέτιση με τη μεταφορά πολυ-ανθεκτικών στελεχών 

εντερόκοκκων (Joseph et al., 2001). H συνάθροιση όλων των πιο πάνω δεδομένων οδηγεί στο 

συμπέρασμα ότι είναι επιτακτική η ανάγκη παρακολούθησης και αξιολόγησης της 

ανθεκτικότητας των πληθυσμών των Enterococcus spp που απομονώνονται στο κρέας και 

ιδιαίτερα στο κρέας των πουλερικών. 

1.6. Ερευνητικοί στόχοι   

Μέχρι στιγμής ο χαρακτηρισμός της αντιμικροβιακής αντοχής και η μελέτη της επιδημιολογίας 

της Κύπρου παρεμποδίζεται από ορισμένα μείζονα ζητήματα. Πρώτον υπάρχει ανεπάρκεια 

δεδομένων από τις κύριες δεξαμενές (νοσοκομεία, κοινότητες, κτηνοτροφικές εκμεταλλεύσεις) 

καθώς επίσης και από τις πιθανές οδούς μετάδοσης της αντιμικροβιακής αντοχής (π.χ. τρόφιμα 

ζωικής προέλευσης). Άλλο εμπόδιο είναι η απόλυτη απουσία μοριακού χαρακτηρισμού των 

βακτηριακών πληθυσμών που αποικίζουν τις διάφορες δεξαμενές και τους ξενιστές μεταφοράς 

της ανθεκτικότητας. Τέτοια μοριακά δεδομένα είναι ιδιαίτερα χρήσιμα καθώς παρέχουν 

πολύτιμες πληροφορίες για την γενετική δομή των βακτηριακών πληθυσμών και κατ’επέκταση 

για την πιθανή συμπεριφορά και προέλευση τους (π.χ. νοσοκομειακά, περιβαλλοντικά, 

σχετιζόμενα με την ζωική παραγωγή). H ελλειπής τοπική επιδημιολογία δυσχεραίνει την 

επιτακτική ανάγκη για καθιέρωση και εφαρμογή ενιαίας εθνικής στρατηγικής για την χρήση των 

αντιβιοτικών. Ως αποτέλεσμα, συνεχίζεται απρόσκοπτα η διάδοση της ανθεκτικότητας με 

κίνδυνο την «αχρήστευση» ολοένα και περισσότερων αντιβιοτικών και την εμφάνιση επιδημιών 

με εξαιρετικά περιορισμένη έως ανύπαρκτη θεραπευτική αντιμετώπιση. Συνεπώς αναδύεται η 
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ανάγκη για έρευνα προς αυτή την κατεύθυνση, σε μια προσπάθεια παρακολούθησης της 

επιδημιολογίας της αντιμικροβιακής αντοχής στην Κύπρο. 

 

1.7. Σχεδιασμός του πειράματος  

Στόχος της παρούσας μελέτης είναι να χαρακτηρίσει τους πληθυσμούς Ε. coli και Εnterococcus  

spp που απομονώνονται στο κρέας των κοτόπουλων κρεοπαραγωγής της Κύπρου. Ο 

χαρακτηρισμός περιλαμβάνει την ποσοτικοποίηση των ολικών πληθυσμών των βακτηρίων, των 

ανθεκτικών πληθυσμών στα επιμέρους αντιβιοτικά, καθώς και τον μοριακό χαρακτηρισμό των 

απομονώσεων. Οι απομονώσεις θα εξεταστούν ως προς την ανθεκτικότητα τους σε αντιβιοτικά 

που θεωρούνται πρώτης γραμμής ή/και κρίσιμα στην ιατρική και την κτηνιατρική όπως οι β-

λακτάμες, οι κεφαλοσπορίνες 3
ης

 γενιάς, οι σουλφοναμίδες, οι αμινογλυκοσίδες και τα 

γλυκοπεπτίδια.  Η ποσοτικοποίηση θα γίνει με κλασσικές μικροβιολογικές μεθόδους σε τρυβλία 

με θρεπτικά υποστρώματα χωρίς αντιβιοτικά για την καταμέτρηση των ολικών πληθυσμών, 

καθώς και σε θρεπτικά υποστρώματα με προσθήκη αντιβιοτικών στις κατάλληλες 

συγκεντρώσεις, για την επιλογή των ανθεκτικών πληθυσμών. Η επιλογή των Ε. coli θα γίνει σε 

τρυβλία με αμπικιλλίνη, κεφοταξίμη και γενταμυκίνη ενώ η επιλογή των enterococci σε τρυβλία 

με αμπικιλλίνη, γενταμυκίνη υψηλής συγκέντρωσης (ορίζεται στο 2.2.) και βανκομυκίνη. Ο 

σκοπός της καλλιέργειας σε τρυβλία με αντιβιοτικά, είναι η προεπιλογή ανθεκτικών στελεχών, 

σε αντιβιοτικές ουσίες που θεωρούνται πρώτης γραμμής για το κάθε είδος. Στη συνέχεια οι 

απομονώσεις από τα διάφορα υποστρώματα θα εξεταστούν για την ευαισθησία τους με τη χρήση 

αντιβιοτικών δισκίων διάχυσης. Ο μοριακός χαρακτηρισμός των E. coli περιλαμβάνει την 

κατάταξη τους στις τέσσερις κύριες φυλογενετικές ομάδες (A, B1, B2, D) και την ανίχνευση 

διαφόρων ομάδων ESBLs. Ο μοριακός χαρακτηρισμός των enterococci περιλαμβάνει την 

ταυτοποίηση του είδους (Ε. faecium ή E. feacalis), την ανίχνευση του γονιδίου esp και την 

πραγματοποίηση multi-locus variable-number tandem repeat analysis (MLVA) για την μοριακή 

τυποποίηση των απομονώσεων. Το πειραματικό μέρος θα ολοκληθωθεί με multi-locus sequence 

typing (ΜLST) σε ένα αριθμό αντιπροσωπευτικών απομονώσεων από κάθε βακτηριακό είδος. 

To MLST θα πραγματοποιηθεί  για τους εξής λόγους: α) για να επαληθευτεί ο διαχωρισμός των 

απομονώσεων των E. coli στις φυλογενετικές ομάδες β) για να επιβεβαιωθεί η γενετική 
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συσχέτιση των τύπων MLVA των Εnterococcus  spp γ) για να αποδειχθεί ότι τα ανθεκτικά 

στελέχη που απομονώνονται στο κρέας προέρχονται από επιμόλυνση του σφάγιου από το 

εντερικό περιεχόμενο των πτηνών κατά τη διαδικασία της σφαγής και όχι από μεταγενέστερους 

χειρισμούς (θα γίνει σύγκριση των αποτελεσμάτων με ήδη υπάρχουσες βάσεις δεδομένων ΜLST 

σχετικά με την προέλευση των απομονώσεων) και δ) για τη διερεύνηση πιθανής συσχέτισης 

μεταξύ φαινότυπων ανθεκτικότητας με άλλα χαρακτηριστικά (π.χ. φυλογενετική ομάδα, τύπος 

αλληλουχίας - ST). 

 Έγινε η υπόθεση ότι το κρέας των πουλερικών της Κύπρου φέρει σημαντικούς πληθυσμούς 

ανθεκτικών στελεχών Ε. coli και Εnterococcus  spp δεδομένης και της εντατικής μορφής των 

συστημάτων εκτροφής. Θεωρείται ότι η πίεση από τα αντιβιοτικά στην εντατική πτηνοτροφία, 

ευνοεί την επιλογή και επικράτηση των ανθεκτικών στελεχών στο πεπτικό σύστημα των πτηνών, 

με αποτέλεσμα να υπάρχει αυξημένος κίνδυνος επιμόλυνσης του κρέατος από την επαφή με το 

εντερικό περιεχόμενο κατά τη διαδικασία της σφαγής. Τέλος, τέθηκε το ερώτημα αν οι 

ενδεχόμενες διαφορές ως προς τη στρατηγική χρήσης των αντιβιοτικών σε κάθε πτηνοτροφική 

μονάδα, συμβάλλουν στη διαμόρφωση της τοπικής επιδημιολογίας των μικροοργανισμών και 

της επικράτησης συγκεκριμένων κλώνων. 
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2. Yλικά και μέθοδοι 

2.1. Συλλογή του δείγματος 

Έγιναν τρεις δειγματοληψίες την περίοδο Ιουνίου-Ιουλίου 2012. Σε κάθε δειγματοληψία 

λαμβάνονταν τρία νωπά κοτόπουλα της ίδιας ημερομηνίας σφαγής και της ίδιας εκτροφής, 

συσκευασμένα και διατηρημένα σε συνθήκες 0-4
0
C σε σημεία λιανικής πώλησης. Τα δείγματα 

επιλέχθηκαν τυχαία από τρεις διαφορετικές εκτροφές εντατικής πτηνοτροφίας, πτηνών 

κρεοπαραγωγής (broilers). Έγινε άμεση μεταφορά των δειγμάτων στο εργαστήριο υπό συνθήκες 

ψύξης και ελεγχόμενης θερμοκρασίας και τα δείγματα επεξεργάστηκαν εντός τριών ωρών από 

την ώρα της συλλογής τους. 

2.2. Απομόνωση, ταυτοποίηση και ποσοτικοποίηση 

Από κάθε δείγμα λήφθηκαν ασηπτικά 50 gr δέρματος από ολόκληρο το ημιμόριο του σώματος 

του πτηνού και τοποθετήθηκαν σε στείρες σακούλες  πολυαιθυλενίου για Stomacher®. 

Προστέθηκαν 200 ml φυσιολογικού διαλύματος πεπτόνης (MRD – Maximum Recovery Diluent) 

(Oxoid, CM0733) και έγινε ομογενοποίηση στο Stomacher® για 1,5 λεπτό με 230 παλμούς ανά 

λεπτό. Το ομογενοποιημένο υλικό αποτέλεσε την 1
η
 αραίωση (1:5). Ακολούθησαν  δύο 

δεκαδικές αραιώσεις της αρχικής που αποτέλεσαν τη 2
η
 και 3

η
 αραίωση.  

Για την απομόνωση των Ε. coli ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία:  

Α) Για τον ολικό πληθυσμό τα δείγματα επωάστηκαν σε υπόστρωμα χωρίς προσθήκη 

αντιβιοτικού. Ως θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε το ευαίσθητο στα αντιβιοτικά στέλεχος 

του E. coli ATCC 25922 και ως αρνητικός μάρτυρας το στέλεχος ATCC 29212 του 

Enterococcus faecalis. 

Β) Για την επιλογή των ανθεκτικών στην αμπικιλλίνη στελεχών έγινε επώαση σε υπόστρωμα με 

αμπικιλλίνη σε συγκέντρωση 16mg/L. 

Γ) Για την επιλογή των ανθεκτικών στην κεφοταξίμη στελεχών έγινε επώαση σε υπόστρωμα με 

κεφοταξίμη σε συγκέντρωση 2mg/L. 

Δ) Για την επιλογή των ανθεκτικών στη γενταμυκίνη στελεχών έγινε επώαση σε υπόστρωμα με 

γενταμυκίνη σε συγκέντρωση 8mg/L. 
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Για τα Β-Γ-Δ ως θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε το ανθεκτικό στέλεχος Δ97 του E. coli και 

ως αρνητικός μάρτυρας το στέλεχος ATCC 25922.Τα δείγματα επωάστηκαν στους 30
0
C για 6 

ώρες και ακολούθως στους 44
0
C για 18 ώρες. 

Για την απομόνωση των Enterococci  ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία: 

Α) Για τον ολικό πληθυσμό τα δείγματα επωάστηκαν σε υπόστρωμα χωρίς προσθήκη 

αντιβιοτικού. Ως θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε το ευαίσθητο στέλεχος ATCC 29212 του 

Enterococcus faecalis και ως αρνητικός μάρτυρας το στέλεχος του E. coli ATCC 25922. 

Β) Για την επιλογή των ανθεκτικών στην αμπικιλλίνη στελεχών έγινε επώαση σε υπόστρωμα με 

αμπικιλλίνη σε συγκέντρωση 16mg/L. Ως θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε το στέλεχος Δ93 

του Enterococcus faecium 

Γ) Για την επιλογή των ανθεκτικών στη γενταμυκίνη στελεχών έγινε επώαση σε υπόστρωμα με 

γενταμυκίνη σε συγκέντρωση 200mg/L (γενταμυκίνη υψηλής συγκέντρωσης - HLGN). Ως 

θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε το στέλεχος Δ91 του Enterococcus faecium 

Δ) Για την επιλογή των ανθεκτικών στη βανκομυκίνη στελεχών έγινε επώαση σε υπόστρωμα με 

βανκομυκίνη σε συγκέντρωση 8mg/L. Ως θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε το στέλεχος Δ94 

του Enterococcus faecium. Ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε και στις τρεις περιπτώσεις  

το στέλεχος ATCC 29212 του Enterococcus faecalis. 

Τα δείγματα επωάστηκαν στους 30
0
C για 6 ώρες και στους 44

0
C για 42 ώρες.  

 

Όλα τα Δx στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες ήταν ευγενική παραχώρηση της Δρ. 

Μαρίας Αλεξάνδρου, Μικροβιολόγου του Γενικού Νοσοκομείου Λεμεσού. Πρόκειται για 

στελέχη που απομονώθηκαν από καλλιέργειες αίματος από νοσηλευόμενους ασθενείς, τα οποία 

είναι πλήρως χαρακτηρισμένα βιοχημικά και φαινοτυπικά. 

Σε όλες τις περιπτώσεις έγιναν δύο επαναλήψεις από κάθε αραίωση. Ο όγκος ενοφθαλμισμού 

ήταν 100 μl και η επίστρωση έγινε με τη μέθοδο  plating σε τρυβλία Petri 90 mm x 15 mm. 

Για την απομόνωση των Ε. coli χρησιμοποιήθηκε το χρωμογόνο υπόστρωμα ΗiCrome 

(HiMedia, M12951-500G) ενώ για τους Enterococci το υπόστρωμα Slanetz and Bartley 

(HiMedia, M612-500G). Οι συγκεντρώσεις των αντιβιοτικών που προστέθηκαν κατά περίπτωση 

στα υποστρώματα, έγιναν με βάση τα επιδημιολογικά σημεία καμπής (breakpoints) του 

Εuropean Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). 
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Στην καταμέτρηση συμπεριλήφθηκαν όσα τρυβλία είχαν μεταξύ 5-150 αποικίες, άρα με βάση τις 

αραιώσεις που προηγήθηκαν, το όριο ανίχνευσης ήταν 250 cfu/ml.  Στην καταμέτρηση των E. 

coli λήφθηκαν υπόψη μόνο όσες αποικίες είχαν χαρακτηριστικό μπλε χρωματισμό λόγω της 

διάσπασης του ενζύμου Χ-gal του υποστρώματος από το βακτήριο. Στην καταμέτρηση των 

Enterococci συμπεριλήφθηκαν όσες αποικίες είχαν χαρακτηριστικό μαύρο χρωματισμό. 

Ακολούθησαν ανακαλλιέργειες για την απομόνωση 25 καθαρών αποικιών από τον κάθε 

πληθυσμό. Με στείρο βακτηριακό κρίκο μεταφέρθηκαν μονές αποικίες που επιλέχθηκαν τυχαία, 

σε αντίστοιχα υποστρώματα με αυτά από τα οποία απομονώθηκαν αρχικά. Η επίστρωση έγινε με 

γραμμική διασπορά. Τα Ε.coli επωάστηκαν για 24 ώρες στους 44
0
C ενώ οι Enterococci για 48 

ώρες στους 44
0
C. 

 

2.3. Θρεπτικά υποστρώματα 

2.3.1. Απομόνωση των Ε.coli  

Χρησιμοποιήθηκε το HiCrome E. coli Agar  (HiMedia, M12951-500G). Αιωρηματοποιήθηκαν 

36,58gr σκόνης του υποστρώματος σε ένα λίτρο απιονισμένου νερού (15ΜΩ). Το διάλυμα 

θερμάνθηκε μέχρι βρασμού με ταυτόχρονη ανάδευση μέχρι πλήρους ομογενοποίησης. 

Ακολούθησε αποστείρωση σε υγρό κλίβανο στους 121
0
C για 15 λεπτά. Το υπόστρωμα ψύχθηκε 

στους 50
0
C σε υδατόλουτρο. Σε αυτό το στάδιο προστέθηκαν τα αντιβιοτικά στην κατάλληλη 

συγκέντρωση κατά περίπτωση με βάση τα επιδημιολογικά σημεία καμπής του EUCAST. Μετά 

από προσεκτική ανάδευση, το υπόστρωμα  περιχύθηκε σε στείρα τρυβλία Petri 90mm x 15mm 

σε συνθήκες στείρου αέρα. Τα τρυβλία αφέθηκαν για 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου μέχρι 

να στερεοποιηθεί το υπόστρωμα και στη συνέχεια διατηρήθηκαν στους 4
0
C έως τη χρήση τους.   

 

2.3.2. Απομόνωση των Εnterococcus  spp  

Χρησιμοποιήθηκε το υπόστρωμα Slanetz & Bartley Media (HiMedia, M612-500G) το οποίο 

είναι πλούσιο σε χολικά οξέα, επιτρέποντας την εκλεκτική ανάπτυξη μόνο των enterococci. 

Αιωρηματοποιήθηκαν 46,5gr σκόνης του υποστρώματος σε ένα λίτρο απιονισμένου και 

απoστειρωμένου νερού (121
0
C για 15 λεπτά). Στη συνέχεια προστέθηκαν τα διαλύματα των 

αντιβιοτικών στις συγκεντρώσεις που ορίζει το EUCAST. Το υπόστρωμα περιχύθηκε σε στείρα 
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τρυβλία Petri 90mm x 15mm σε συνθήκες στείρου αέρα. Τα τρυβλία διατηρήθηκαν στους 4
0
C 

έως τη χρήση τους.   

2.3.3. Έλεγχος ευαισθησίας στα αντιβιοτικά  

Διαλυτοποιήθηκαν 38gr σκόνης του υποστρώματος Μueller Hinton Agar No.2 (ΗiMedia, 

M1084-500G) σε ένα λίτρο απιονισμένου νερού (15ΜΩ). Το διάλυμα θερμάνθηκε μέχρι 

βρασμού με ταυτόχρονη ανάδευση μέχρι πλήρους ομογενοποίησης. Ακολούθησε αποστείρωση 

σε υγρό κλίβανο στους 121
0
C για 15 λεπτά. Στη συνέχεια τοποθετήθηκε σε υδατόλουτρο μέχρι  

η θερμοκρασία του να μειωθεί στους  50
0
C και περιχύθηκε σε τρυβλία Petri τα οποία 

διατηρήθηκαν στους 4
0
C έως τη χρήση τους.   

 

 

2.4. Διαλύματα αντιβιοτικών 

2.4.1. Αμπικιλλίνη 

Πρόκειται για αντιβιοτικό της ομάδας της β-λακτάμης. Αναστέλλει τη σύνθεση της 

πεπτιδογλυκάνης του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος με αποτέλεσμα τη λύση του 

βακτηριακού κυττάρου (Madigan et al., 1997). Η αμπικιλλίνη παρουσιάζει στενό φάσμα δράσης 

που περιλαμβάνει Streptococcus, Staphylococcus που δεν παράγουν β-λακταμάσες καθώς και 

άλλους gram-θετικούς κόκκους και βάκιλλους. Οι πλείστοι εντερικοί gram-αρνητικοί βάκιλλοι 

της οικογένειας Enterobacteriaceae είναι ανθεκτικοί (Papich, 2011). Χρησιμοποιήθηκε 

Αmpicillin Trihydrate Compacted (Remedica, A0016D1). Μελέτες κατέδειξαν ότι η 

σταθερότητα της αμπικιλλίνης σε διάλυμα είναι συνάρτηση του pH και της θερμοκρασίας 

(Florey, 1973). Παρόλο που η αμπικιλλίνη έχει μεγαλύτερη διαλυτότητα στα αλκάλια, χάνει 

γρήγορα τη δραστικότητα της όταν διατηρείται σε pH πάνω από 7 (Florey, 1973, Gallelli, 1967, 

Lynn, 1981). Οι ιδανικές συνθήκες διατήρησης  διαλύματος αμπικιλλίνης που προτείνονται είναι 

σε θερμοκρασία -20
0
C και pH 3,8-5. Για τη ρύθμιση του pH του διαλύματος χρησιμοποιήθηκε 

ΗCl 1M. Ζυγίστηκαν 100mg της ουσίας και προστέθηκαν σε 1ml απιονισμένου και 

αποστειρωμένου νερού. Στη συνέχεια ρυθμίστηκε το pH του διαλύματος στο 4,2 με την 

προσθήκη κατάλληλης αναλογίας οξέος και βάσης. Το διάλυμα συμπληρώθηκε με νερό έως 
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συνολικού όγκου 10ml έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση της δραστικής ουσίας να είναι 

10mg/ml. Ακολούθησε διήθηση του διαλύματος με στείρα φίλτρα 0,22μm σε αποστειρωμένους 

μικροσωλήνες φυγοκέντρησης Εppendorf
® 

και αποθήκευση στους -20
0
C.  

 

2.4.2. Κεφοταξίμη 

 

Η κεφοταξίμη είναι κεφαλοσπορίνη 3
ης

 γενεάς. Έχει παρόμοιο μηχανισμό δράσης με άλλα 

αντιβιοτικά της β-λακτάμης. Ως κεφαλοσπορίνη 3
ης

 γενεάς, έχει αυξημένη δραστικότητα έναντι 

Gram-αρνητικών βάκιλλων, ιδίως των Enterobacteriaceae, οι οποίοι είναι ανθεκτικοί σε 

κεφαλοσπορίνες πρώτης και δεύτερης γενεάς καθώς και σε παράγωγα της αμπικιλλίνης (Papich, 

2011). Παρασκευάστηκε διάλυμα κεφοταξίμης συγκέντρωσης 20mg/ml. Ζυγίστηκαν 100mg 

Cefotaxime Sodium (Medochemie, Valoran
®

) και διαλυτοποιήθηκαν με έντονη ανάδευση σε 

5ml αποστειρωμένου και απιονισμένου νερού. Το διάλυμα κατανεμήθηκε σε στείρους 

μικροσωλήνες φυγοκέντρησης Eppendorf
®

 ύστερα από διήθηση με φίλτρα 0,22μm και το στοκ 

αποθηκεύτηκε στους -20
0
C. 

 

2.4.3. Γενταμυκίνη 

 

Η γενταμυκίνη ανήκει στις αμινογλυκοσίδες. Έχει βακτηριοκτόνο δράση, αναστέλλοντας την 

πρωτεϊνοσύνθεση του βακτηριακού κυττάρου, μέσω δέσμευσης στην 30S ριβοσωμική 

υπομονάδα. Παρουσιάζει ευρύ φάσμα δράσης έναντι Staphylococcus και Gram-αρνητικών 

βάκιλλων της οικογένειας των Enterobacteriaceae (Papich, 2011). Χρησιμοποιήθηκε έτοιμο 

διάλυμα γενταμυκίνης με τη μορφή θειικού άλατος, συγκέντρωσης 40mg/ml (Medochemie, 

Gentamed Injection). Το διάλυμα διήθηκε με φίλτρο 0,22μm και  αποθηκεύτηκε στους -20
0
C. 

 

2.4.4. Βανκομυκίνη 

 

Η βανκομυκίνη ανήκει στα γλυκοπεπτίδια. Αναστέλλει τη σύνθεση του κυτταρικού τοιχώματος 

μέσω δέσμευσης στις πρόδρομες ουσίες D-αλανυλ-D-αλλανίνη και αναστολής της δράσης των 

τρανσγλυκοσιδασών και τρανσπεπτιδασών. Η βακτηριοκτόνος δράση ενισχύεται με την 

ενεργοποίηση των αυτολυσινών του κυτταρικού τοιχώματος. Η βανκομυκίνη είναι δραστική 
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έναντι Streptococcus και Staphylococcus (βακτηριοκτόνος), καθώς και Enterococcus 

(βακτηριοστατική), ενώ δεν έχει καμία επίδραση έναντι gram-αρνητικών βακτηρίων. Η κλινική 

σημασία της έγκειται στη χρήση της έναντι στελεχών Staphylococcus aureus ανθεκτικών στη 

μεθικιλλίνη (MRSA) και Staphylococcus pseudintermedius (MRSP), καθώς και ανθεκτικών 

στελεχών Enterococcus στα ζώα και στον άνθρωπο (Papich, 2011). Παρασκευάστηκε διάλυμα 

βανκομυκίνης συγκέντρωσης 5mg/ml. Χρησιμοποιήθηκε vancomycin hydrochloride (Mylan, 

Vancomycine). Το διάλυμα αποθηκεύτηκε στους -20
0
C. 

 

 

2.5. Έλεγχος ευαισθησίας στα αντιβιοτικά 

 Ο έλεγχος έγινε με τη μέθοδο αντιβιοτικών δισκίων διάχυσης (http://www.eucast.org/ 

disk_diffusion_methodology/) σε τρυβλία Petri με το θρεπτικό υπόστρωμα Mueller Hinton 

(ΗiMedia, M1084-500G). Λήφθηκαν αποικίες 18-24 ωρών από κάθε απομόνωση με 

αποστειρωμένο μάκτρο και εμβαπτίστηκαν σε γυάλινους δοκιμαστικούς σωλήνες που περιείχαν 

1 ml NaCl 0,45%. Έγινε μέτρηση της πυκνότητας του εναιωρήματος σε φασματοφωτόμετρο. Ως 

αποδεκτά όρια ορίστηκαν 0,5-0,62 μονάδες στην κλίμακα ΜcFarland που ισοδυναμούν με 

βακτηριακό εναιώρημα που περιέχει 150 x 10
6
 cfu/ml. Στη συνέχεια με στείρο μάκτρο έγινε 

επίστρωση του εναιωρήματος πάνω στα τρυβλία σε τρία στρώματα. Το δεύτερο στρώμα ήταν 

κάθετο πάνω στο πρώτο και το τρίτο στρώμα σε γωνία 60
0 

σε σχέση με το δεύτερο. Οι 

απομονώσεις των Ε. coli εξετάστηκαν για την ευαισθησία τους χρησιμοποιώντας τα εξής 

αντιβιοτικά δισκία: αμπικιλλίνη 10μg (AMP10) (Oxoid, CT0003), κεφοταξίμη 5μg (CTX5) 

(Oxoid, CT0407), γενταμυκίνη 10μg (GN10) (Oxoid, CT0024), 

τριμεθοπρίμη/σουλφομεθοξαζόλη 25μg (SXT25) (Oxoid, CT0052), και τριμεθοπρίμη 5μg (W5) 

(Oxoid, CT0076). Οι απομονώσεις των enterococci εξετάστηκαν για την ευαισθησία τους 

χρησιμοποιώντας τα εξής αντιβιοτικά δισκία: αμπικιλλίνη 2μg (AMP2) (Oxoid, CT0002), 

γενταμυκίνη 30μg (GN30) (Oxoid, CT0072), και βανκομυκίνη 5μg (VAN5) (Oxoid, CT0188). 

Όλα τα τρυβλία επωάστηκαν για 24 ώρες στους 37
0
C. Ακολούθως μετρήθηκε η διάμετρος 

αναστολής ανάπτυξης γύρω από κάθε δισκίο και εκτιμήθηκε η ευαισθησία του μικροοργανισμού 

στο κάθε αντιβιοτικό με βάση τα επιδημιολογικά σημεία καμπής του EUCAST. Για τα Ε.coli ως 

http://www.eucast.org/eucast_susceptibility_testing/disk_diffusion_methodology/
http://www.eucast.org/eucast_susceptibility_testing/disk_diffusion_methodology/
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θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε το πολυανθεκτικό στέλεχος Δ97 και ως αρνητικός μάρτυρας 

το ευαίσθητο στέλεχος ATCC 25922. Για τους enterococci ως θετικός μάρτυρας 

χρησιμοποιήθηκε το πολυανθεκτικό στέλεχος Δ94 και ως αρνητικός μάρτυρας το ευαίσθητο 

στέλεχος ATCC 29212. 

Πίνακας 1: Επιδημιολογικά σημεία καμπής των Ε. coli και συγκεντρώσεις επιλογής των ανθεκτικών 

πληθυσμών στα θρεπτικά υποστρώματα 

E. COLI EPIDEMIOLOGICAL BREAKPOINTS 

MIC Concentration Selected Disk content R S 

AMP > 8 mg/L  16 mg/L AMP10 < 14 mm  ≥ 14mm  

GN > 4 mg/L 8 mg/L GN10 < 16 mm  ≥ 16 mm 

CTX > 0.25 mg/L 2 mg/L CTX5 < 23 mm  ≥ 23 mm 

- - SXT25 < 16 mm  ≥ 16 mm 

- - W5 < 20 mm  ≥ 20 mm 

Πηγή: EUCAST, 2012 

 

Πίνακας 2: Επιδημιολογικά σημεία καμπής των Εnterococci και συγκεντρώσεις επιλογής των ανθεκτικών 

πληθυσμών στα θρεπτικά υποστρώματα 

ENTEROCOCCI EPIDEMIOLOGICAL BREAKPOINTS 

MIC Concentration Selected Disk content R S 

AMP > 4 mg/L 16 mg/L AMP2 < 10mm  ≥ 10mm 

GN > 32 mg/L 200 mg/L GN30  < 8mm ≥ 8mm 

VAN > 4 mg/L 8 mg/L VAN5 < 12mm  ≥ 12mm 

Πηγή: EUCAST, 2012 

 

2.6. Εξαγωγή ολικού DNA 

Απομονώθηκαν συνολικά 227 Ε.coli (75 από τον ολικό πληθυσμό, 74 από την αμπικιλλίνη, 37 

από την κεφοταξίμη και 41 από την γενταμυκίνη) και 130 Enterococci (74 από τον ολικό 

πληθυσμό, 28 από την αμπικιλλίνη και 28 από την γενταμυκίνη). Από κάθε απομόνωση 
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λήφθηκαν ασηπτικά 6  αποικίες και επαναιωρηματοποιήθηκαν σε 20μl Lysis Buffer (0.25% 

SDS, 0.05% NaOH, Merck). Ακολούθησε επώαση στους 95
0
C για 5 λεπτά και σύντομη 

φυγοκέντρηση. Τα δείγματα στη συνέχεια, αραιώθηκαν σε 180μl 10mM Tris-HCl, pH 8.5 

(Merck), αναμείχθηκαν με έντονο vortex, και φυγοκεντρήθηκαν για 5 λεπτά στις 16,100 rpm για 

την απομάκρυνση των κυτταρικών υπολειμμάτων. Η υπερκείμενη φάση αραιώθηκε κατά 10 

φορές (50 μl μεταφέρθηκαν σε 450μl αποστειρωμένου νερού) και τα δείγματα αποθηκεύτηκαν 

στους -30
0
C  για μεταγενέστερη χρήση. 

 

 

2.7. Δημιουργία βιβλιοθήκης 

Όλες οι απομονώσεις μεταφέρθηκαν άσηπτα σε κρυογονικούς μικροσωλήνες με 1ml στείρου 

διαλύματος γλυκερόλης 22% και αποθηκεύτηκαν στους -80
0
C, από όπου μπορούν να αντληθούν 

ξανά ανά πάσα στιγμή για μελλοντικές μελέτες. 

 

2.8. Αντιδράσεις PCR, ηλεκτροφόρηση και οπτικοποίηση των προϊόντων  

Όλες οι αντιδράσεις PCR ήταν συνολικού όγκου 10μl και πραγματοποιήθηκαν σε PCR strips 

0,2ml (Nippon Genetics). Στα υποκεφάλαια 2.10.-2.13. τα διαλύματα της PCR (PCR Mastermix) 

στήθηκαν με βάση τις οδηγίες του KapaTaq
™

 PCR kit (KapaBiosystems). Στο υποκεφάλαιο 2.9. 

χρησιμοποιήθηκε το Κapa SYBR
®

 FAST qPCR kit (KapaBiosystems) για βελτιστοποίηση των 

αντιδράσεων. Σε όλες τις αντιδράσεις χρησιμοποιήθηκαν συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια-dNTPs 

(Invitrogen) συγκέντρωσης 10mM το καθένα. Όλοι οι εκκινητές που αναφέρονται πιο κάτω 

παραγγέλθηκαν και συντέθηκαν από την εταιρεία Μicrosynth AG σε λυοφιλοποιημένη μορφή 

και αραιώθηκαν με ddH2O για τελική συγκέντρωση 10mM με βάση τις οδηγίες της 

κατασκευάστριας εταιρείας.  Τα πρωτόκολλα PCR που εφαρμόστηκαν περιγράφονται ξεχωριστά 

σε κάθε υποκεφάλαιο. Οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν στους θερμικούς κυκλοποιητές 

C1000
™

 (BioRad). Tα προϊόντα PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε gel αγαρόζης 1% (Sigma
®
) με 

χρήση του ρυθμιστικού διαλύματος ΤΑΕ 1× με ταχύτητα 90V/100mA σε οριζόντιες συσκευές 

ηλεκτροφόρησης (ΗU series, Scie-Plas). Ως δείκτες χρησιμοποιήθηκαν DNA ladders 100 bp 
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(Invitrogen) ενώ για τη χρώση του gel χρησιμοποιήθηκε η φθορίζουσα χρωστική SYBR
® 

Safe 

(Invitrogen). Η οπτικοποίηση των προϊόντων έγινε με έκθεση των gels σε UV (Infinity system, 

Vilbert Lourmat, France). 

 

2.9. Καθορισμός φυλογενετικής ομάδας των απομονώσεων E. coli 

Η φυλογενετική ομαδοποίηση μπορεί να γίνει με πολυτοπική ενζυμική ηλεκτροφόρηση 

(multilocus enzyme electrophoresis - MLEE) (Herzer et al., 1990, Selander et al., 1986) ή 

ανάλυση του ριβότυπου (ribotyping) (Bingen et al., 1994), όμως και οι δύο αυτές τεχνικές είναι 

πολύπλοκες και χρονοβόρες ενώ απαιτούν και μια συλλογή από τυποποιημένα στελέχη.  

 

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος που ανέπτυξαν οι Clermont et al. (2000) για 

τον προσδιορισμό της φυλογενετικής ομάδας των απομονώσεων των E. coli. Η μέθοδος  

Clermont βασίζεται σε ένα πρωτόκολλο μιας (τριπλής) triplex PCR με την οποία προσδιορίζεται 

η παρουσία ή απουσία δύο γονιδίων (chuA και yjaA) και ενός ανώνυμου κλάσματος DNA 

(ΤspE4C2). Η παρουσία/απουσία των τριών προϊόντων PCR, χρησιμοποιείται σε ένα διχοτομικό  

 

Εικόνα 3. Διχοτομικό δενδρόγραμμα για τον καθορισμό της φυλογενετικής ομάδας ενός στελέχους E. coli με 

βάση τα αποτελέσματα της ενίσχυσης με PCR των γονιδίων chuA και yjaA και του κλάσματος DNA 

TSPE4.C2 

Πηγή: Clermont, 2000 
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δενδρόγραμμα το οποίο κατατάσσει μια άγνωστη απομόνωση E. coli σε μια από τις τέσσερις  

φυλογενετικές oμάδες (Α, Β1, Β2, D). Ένα ποσοστό των στελεχών της Α ομάδας είναι αρνητικά 

και στα τρία προϊόντα PCR (Clermont et al.,2000). Στα στελέχη όπου δεν παράχθηκε κανένα 

από τα τρία προϊόντα PCR, η αντίδραση επαναλήφθηκε. Όσα στελέχη ήταν εκ νέου αρνητικά 

και στα τρία προϊόντα PCR, ταξινομήθηκαν στην ομάδα Α0. Το πρωτόκολλο που 

χρησιμοποιήθηκε είχε ως εξής: αρχική αποδιάταξη για 3 min στους 94
0
C και ακολούθως 34 

κύκλοι από 15 sec στους 94
0
C (αποδιάταξη) και 45 sec στους 59

0
C (υβριδισμός εκκινητών και 

επέκταση σε ένα στάδιο). Aκολούθησε τελική επέκταση για 3 min στους 72
0
C. Τα ζεύγη των 

εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν ήταν ChuA.1 (5΄-GACGAACCAACGGTCAGGAT-3΄), 

ChuA.2 (5΄-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3΄), YjaA.1 (5΄-TGAAGTGTCAGGAGACGCT 

G-3΄), YjaA.2 (5΄-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3΄), ΤspE4C2.1 (5΄-GAGTAATGTCGG 

GGCATTCA-3΄) και ΤspE4C2.2 (5΄-CGCGCCAACAAAGTATTACG-3΄), τα οποία παράγουν 

τμήματα 279-, 211-, και 152 βάσεων αντίστοιχα (Clermont et al.,2000). 

 

 

2.10. Aνίχνευση ESBLs στις απομονώσεις των E. coli 

Oι απομονώσεις των E. coli υποβλήθηκαν σε τρεις πολλαπλές (multiplex) και μια απλή 

(simplex) PCR με βάση τα πρωτόκολλα που σχεδίασαν οι Dallene et. al. (2010) για γρήγορη και 

αξιόπιστη ανίχνευση των πιο συχνά απαντούμενων β-λακταμασών (bla). Η πρώτη και δεύτερη 

πολλαπλή (multiplex) PCR περιλάμβαναν τις πλασμιδιακές blaTEM/blaSHV/blaOXA-1 και blaCTX-M-1,2,9 

αντίστοιχα, και η τρίτη multiplex τις χρωμοσωμικές AmpC blaACC/blaFOX/blaMOX/blaDHA/blaCIT. H 

απλή (simplex) PCR σχεδιάστηκε για τις ομάδες blaCTX-M-8/-25. Η ενίσχυση των επιθυμητών 

τμημάτων έγινε ως εξής: αρχική αποδιάταξη στους 94
o
C για 10 min, ακολούθως 30 κύκλοι 

στους 94
o
C για 40 sec, 60

o
C για 40 sec, 72

o
C για 1 min και τελικό στάδιο επιμήκυνσης στους 

72
o
C για 7 min (Dallene et.al., 2010). 
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Πίνακας 3: Εκκινητές για την ανίχνευση των ESBLs στα E. coli 

 

 

 

α
Υ = Τ ή C, R = A ή G, S = G ή C, D = A ή G ή Τ 

Πηγή: Dallene et al., 2010 

 

PCR name Primer name β-Lactamases targeted Sequence (5΄- 3΄)
Amplicon 

size (bp)

MultiTSO-T_for CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC

MultiTSO-T_rev CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC

MultiTSO-S_for AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC

MultiTSO-S_rev ATCCCGCAGATAAATCACCAC

MultiTSO-O_for GGCACCAGATTCAACTTTCAAG

MultiTSO-O_rev GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG

MultiCTX-MGp1_for TTAGGAARTGTGCCGCTGYA
α

MultiCTX-MGp1-2_rev CGATATCGTTGGTGGTRCCAT
α

MultiCTX-MGp2_for CGTTAACGGCACGATGAC

MultiCTX-MGp1-2_rev CGATATCGTTGGTGGTRCCAT
α

MultiCTX-MGp9_for TCAAGCCTGCCGATCTGGT

MultiCTX-MGp9_rev TGATTCTCGCCGCTGAAG

CTX-MGp8/25_for AACRCRCAGACGCTCTAC
α

CTX-MGp8/25_rev TCGAGCCGGAASGTGTYAT
α

MultiCaseACC_for CACCTCCAGCGACTTGTTAC

MultiCaseACC_rev GTTAGCCAGCATCACGATCC

MultiCaseFOX_for CTACAGTGCGGGTGGTTT

MultiCaseFOX_rev CTATTTGCGGCCAGGTGA

MultiCaseMOX_for GCAACAACGACAATCCATCCT

MultiCaseMOX_rev GGGATAGGCGTAACTCTCCCAA

MultiCaseDHA_for TGATGGCACAGCAGGATATTC

MultiCaseDHA_rev GCTTTGACTCTTTCGGTATTCG

MultiCaseCIT_for
CGAAGAGGCAATGACCAGAC

MultiCaseCIT_rev
ACGGACAGGGTTAGGATAGY

α

346

162

895

997

538

713

564

688

404

561

326Simplex CTX-M 

group 8/25
CTX-M group 8, group 25

Multiplex III 

Amp C

ACC-1 and ACC-2

FOX-1 to FOX-5

MOX-1, MOX-2, CMY-8 

to CMY-11 and CMY-19

DHA-1 and DHA-2

LAT-1 to LAT-3, BIL-1, 

CMY-2 to CMY-7, CMY-

12 to CMY-18 and CMY-

21 to CMY-23

TEM variants

Multiplex I 

TEM, SHV and 

OXA-1 like 

Multiplex II 

CTX-M group 1, 

group2, group 9

SHV variants

OXA-1 like variants

CTX-M group 1 variants

CTX-M group 2 variants

CTX-M group 9 variants

800
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2.11. Ταυτοποίηση του είδους των Εnterococci 

Μέχρι στιγμής είναι γνωστά 24 είδη εντερόκοκκων. Τα είδη E.faecalis και E.faecium είναι τα 

σημαντικότερα μιας και αντιπροσωπεύουν πάνω από το 95% των απομονώσεων σε ένα 

πληθυσμό, και επιπλέον ευθύνονται για την πλειοψηφία των εντεροκοκκικών λοιμώξεων στους 

ανθρώπους (Κlare et al., 2003).  Με αυτά τα δεδομένα, οι απομονώσεις εξετάστηκαν για την 

ταυτοποίηση μόνο των δύο αυτών ειδών. Η μέθοδος βασίστηκε στην ενίσχυση ενός τμήματος 

εσωτερικά του γονιδίου ddl το οποίο κωδικοποιεί μια D-Ala-D-Ala λιγάση. Χρησιμοποιήθηκε το 

εξής πρωτόκολλο PCR: αρχική αποδιάταξη στους 94
o
C για 3 min και ακολούθως 34 κύκλοι 

αποτελούμενοι από 30 sec στους 94
o
C, 30 sec στους 54

o
C, 70 sec στους 72

o
C και τελικό στάδιο 

επιμήκυνσης στους 72
o
C για 7 min (Dutka-Malen et al., 1995). 

 

Πίνακας 4: Εκκινητές για την ταυτοποίηση των E. faecalis και E. faecium 

 

Πηγή: Dutka-Malen et al., 1995 

 

2.12. Ανίχνευση του γονιδίου esp στις απομονώσεις των Enterococci 

Όλες οι απομονώσεις των enterococci εξετάστηκαν για την παρουσία του esp με PCR 

χρησιμοποιώντας το ακόλουθο πρωτόκολλο: αρχική αποδιάταξη στους 95
o
C για 15 min, 

ακολούθως 34 κύκλοι από 30 sec στους 94
o
C, 30 sec στους 52

o
C, 30 sec στους 72

o
C και τελικό 

στάδιο επέκτασης για 5 min στους 72
o
C (Leavis et al., 2003). 

 

 

 

 

 

Primer name Sequence (5΄-3΄) Gene Encoding
Amplicon 

size (bp)

ddlEfcm_for GAGTAAATCACTGAACGA

ddlEfcm_rev CGCTGATGGTATCGATTCAT

ddlEfca_for CACCTGAAGAAACAGGC

ddlEfca_rev ATGGCTACTTCAATTTCACG

D-Ala-D-Ala ligase 

of E.faecium

D-Ala-D-Ala ligase 

of E.faecalis

1091

475

ddl
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Πίνακας 5: Εκκινητές για την ανίχνευση του γονιδίου esp 

 

Πηγή: Leavis et al., 2003 

 

2.13. Multi-locus variable-number tandem repeat analysis (MLVA) 

Η μέθοδος MLVA χρησιμοποιείται για τη μοριακή τυποποίηση διάφορων βακτηριακών ειδών 

(Keim et al., 2000, van Belkum et al., 1998). Βασίζεται στην ανίχνευση πολυμορφίας ως προς 

τον αριθμό των αντιγράφων μιας επαναλαμβανόμενης αλληλουχίας νουκλεοτιδίων (variable-

number tandem repeat-VNTR) για ένα σύνολο γενετικών τόπων (loci). Πρόκειται για μια 

γρήγορη, εύκολη και φθηνή μέθοδο με υψηλή αναπαραγωγιμότητα αποτελεσμάτων. Άλλες 

μέθοδοι μοριακής τυποποίησης είναι τα ΑFLP και ΜLST. Η πρώτη έχει το μειονέκτημα ότι τα 

αποτελέσματα της δεν είναι επαναλήψιμα άρα ούτε και συγκρίσιμα ενώ η δεύτερη είναι 

χρονοβόρα και ακριβή μέθοδος (Top et al., 2004). Στην παρούσα εργασία ακολουθήθηκε η 

μέθοδος MLVA που σχεδιάστηκε για τον E. faecium. Επιλέξαμε να αναλύσουμε με MLVA μόνο 

τις απομονώσεις του E. faecium γιατί μόνο αυτές παρουσίασαν ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά, 

σε αντίθεση με τον πληθυσμό του Ε. feacalis που ήταν εξολοκλήρου ευαίσθητος. 

Με βάση τη μέθοδο MLVA των Top et al. (2004), χρησιμοποιήθηκαν έξι VNTR loci για την 

μελέτη της φυλογένειας και επιδημιολογίας του Ε. faecium. Με βάση τους αλληλόμορφους που 

προέκυψαν για κάθε VNTR, δημιουργήθηκε ένα προφίλ MLVA για κάθε απομόνωση του Ε. 

faecium. Σε κάθε προφίλ MLVA ανατέθηκε ένας τύπος MLVA (MT) χρησιμοποιώντας τη βάση 

δεδομένων της ιστοσελίδας http://www.umcutrecht.nl.  

 

 

Primer name Sequence (5΄-3΄) Gene Encoding
Αmplicon size 

(bp)

esp_for AGATTTCATCTTTGATTCTTGG

esp_rev AATTGATTCTTTAGCATCTGG
esp

enterococcal 

surface protein
510

http://www.umcutrecht.nl/
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Locusname Repeat 

length (bp)

Range no. 

repeats

No.of alleles Estimated 

size (bp)

Primer sequence (5΄-3΄)

F: CTGTGATTTGGAGTTAGATGG

R: CATTGTCCAGTAGAATTAGATTTG

F: GATGCTTATTTCCACTGCTTGTTG

R: GTTTTACCCTCTCTTTTAAGGTCAATG

F: CTATCAGTTTCAGCTATTCCATC

R: CTGGTACGAATCAAATCAAGTG

F: GGGGAGTGGCAAAAAATAGTGTG

R: CAGATCATCAACTATCAACCGCTG

F: CTGCATCTAATAACAAGGACCCATG

R: ACATTCCGATTAACGCGAAATAAG

F: CCTACAGAAAATCCAGACGG

R: TTTTTTCCATCCTCT TGAATTG

VNTR-2 279 1 to 14 13 724-4351

VNTR-1 123 0 to 8 8 250-1012

VNTR-7 121 1 to 7 7 416-1021

VNTR-8 121 1 to 7 7 237-963

VNTR-9 121 1 to 3 3 205-447

VNTR-10 121 0 to 3 4 174-474

2.13.1. Συνθήκες PCR 

VNTR-1: Αρχική αποδιάταξη στους 95
o
C για 15 min και ακολούθως 35 κύκλοι από 30 sec 

στους 94
o
C, 30 sec στους 52

o
C, 1 min στους 72

o
C και τελική επέκταση στους 72

o
C για 5 min.  

VNTR-2: Αρχική αποδιάταξη στους 95
o
C για 15 min. Στη συνέχεια εφαρμόστηκε touch down 

PCR που περιλάμβανε 10 κύκλους. Σε κάθε κύκλο η θερμοκρασία υβριδισμού των εκκινητών 

μειωνόταν κατά 1
o
C ξεκινώντας από τους 70

o
C και φτάνοντας στους 60

o
C στο τέλος του 10

ου
 

κύκλου. Ακολούθησαν άλλοι 30 κύκλοι από 30 sec στους 94
o
C, 30 sec στους 60

o
C και 4 min 

στους 72
o
C. Η τελική επέκταση έγινε στους 72

o
C για 5 min. 

VNTR-7,-8,-9,-10: Η αρχική αποδιάταξη έγινε στους 95
o
C για 15 min. Στη συνέχεια 

εφαρμόστηκε touch down PCR που περιλάμβανε 10 κύκλους. Σε κάθε κύκλο η θερμοκρασία 

υβριδισμού των εκκινητών μειωνόταν κατά 1
o
C ξεκινώντας από τους 65

o
C και φτάνοντας στους 

55
o
C στο τέλος του 10

ου
 κύκλου. Ακολούθησαν άλλοι 30 κύκλοι από 30 sec στους 94

o
C, 30 sec 

στους 55
o
C και 1 min στους 72

o
C. Η τελική επέκταση έγινε στους 72

o
C για 5 min (Top et al., 

2004). 

Πίνακας 6: Χαρακτηριστικά των VNTR 

 

 

Πηγή: http://www.umcutrecht.nl 

http://www.umcutrecht.nl/VNTR-characteristics.htm
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2.14. Μulti-locus sequence typing (MLST) 

 Η μέθοδος MLST παρέχει μια νέα προσέγγιση στη μοριακή επιδημιολογία. Επιτρέπει την 

ταυτοποίηση και παρακολούθηση της παγκόσμιας διασποράς και εξελικτικής βιολογίας 

παθογόνων ή ανθεκτικών στα αντιβιοτικά βακτηριακών απομονώσεων, με τη χρήση της 

βιοπληροφορικής (Βaker et al., 2010). Οι βάσεις δεδομένων MLST περιέχουν εκατοντάδες 

χιλιάδες απομονώσεις μικροοργανισμών και είναι προσβάσιμες μέσω διαδικτύου 

(http://www.mlst.net/ και http://pubmlst.org/). Η μέθοδος βασίζεται στην ανίχνευση 

πολυμορφίας στην αλληλουχία του DNA εσωτερικών τμημάτων 7 δομικών γονιδίων. Σε κάθε 

γονίδιο αντιστοιχεί ένας αριθμός αλληλόμορφων. Ο συνδυασμός των 7 αριθμών καθορίζει τον 

τύπο αλληλουχίας (sequence type-ST) που είναι μοναδικός για κάθε στέλεχος ενός 

μικροοργανισμού (Εnright and Spratt, 1999). 

Όλες οι αντιδράσεις PCR για την ενίσχυση των εσωτερικών τμημάτων των δομικών γονιδίων 

ήταν συνολικού όγκου 25μl: 14,9μl ddH2O 18μΩ, 2,5μl buffer A (Κapa Βiosystems), 0,5μl 

dNTPs 10mM, 1μl από κάθε εκκινητή 10mM, 0,1μl KapaTaq polymerase 5U/μl (Κapa 

Βiosystems) και 5μl template DNA (5-20 ng/μl).  

 

2.14.1. MLST- Enterococcus faecium 

Η μέθοδος MLST έχει μεγαλύτερη διακριτική ικανότητα για τα στελέχη του E. faecium σε 

σχέση με τη μέθοδο MLVA (Werner et al., 2007). Για το λόγο αυτό, η γενετική συσχέτιση των 

τύπων MLVA επιβεβαιώθηκε με MLST σε ένα υποσύνολο 28 αντιπροσωπευτικών 

απομονώσεων του E. faecium που ονομάστηκαν Εntm-1-28. Χρησιμοποιήθηκε το πρωτόκολλο 

MLST του E. faecium των Homan et al. (2002) με τις ακόλουθες συνθήκες PCR: αρχική 

αποδιάταξη στους 95
o
C για 15 min, 35 κύκλοι από 30 sec στους 94

o
C, 30 sec στους 55

o
C και 30 

sec στους 72
o
C και τελική επέκταση για 5 min στους 72

o
C. 

http://www.mlst.net/
http://pubmlst.org/
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Housekeeping 

gene

Primer 

name

Sequence (5΄-3΄) Amplicon size (bp)

adk1n GAACCTCATTTTAATGGGG

adk2n TGATGTTGATAGCCAGACG

atpA1n TTCAAATGGCTCATACGG

atpA2n AGTTCACGATAAGCAACAGC

ddl1 GAGACATTGAATATGCCTTATG

ddl2 AAAAAGAAATCGCACCG

gdh1 GGCGCACTAAAAGATATGGT

gdh2 CCAAGATTGGGCAACTTCGTCCCA

gyd1 CAAACTGCTTAGCTCCAATGGC

gyd2 CATTTCGTTGTCATACCAAGC

purk1n CAGATTGGCACATTGAAAG

purk2n TTCATTCACATATAGCCCG

pstS1n TTGAGCCAAGTCGAAGC

pstS2 CGTGATCACGTTCTACTTCC

purk

pstS

437

556

465

530

395

492

583

adk

atpA

ddl

gdh

gyd

Πίνακας 7: Δομικά γονίδια στο πρωτόκολλο ΜLST του E. faecium  

 

Πηγή: http://efaecium.mlst.net 

 

2.14.2.  MLST- Escherichia coli 

Για λόγους εργονομικότητας επιλέχθηκαν 37 αντιπροσωπευτικές απομονώσεις από το σύνολο 

των 227 απομονώσεων Ε. coli. Η επιλογή των στελεχών έγινε έτσι ώστε να συμπεριληφθούν 

όλοι οι συνδυασμοί γονότυπων ανθεκτικότητας από κάθε φυλογενετική ομάδα. Tα 37 στελέχη 

ονομάστηκαν Εcom-1-37. Για την ενίσχυση των εσωτερικών τμημάτων των 7 δομικών γονιδίων 

που περιλαμβάνονται στο πρωτόκολλο MLST του E. coli (Wirth et al., 2006), 

χρησιμοποιήθηκαν οι εξής συνθήκες PCR: αρχική αποδιάταξη στους 95
o
C για 3 min, ακολούθως 

30 κύκλοι από 30 sec στους 95
o
C, 30 sec στους 61

o
C και 1 min στους 72

o
C, και τελική επέκταση 

για 5 min στους 72
o
C. 

 

 

 

 

 

 

http://efaecium.mlst.net/
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Housekeeping 

gene

Primer name Sequence (5΄-3΄) Amplicon 

size (bp)

adkF ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG

adkR CCGTCAACTTTCGCGTATTT

fumCF TCACAGGTCGCCAGCGCTTC

fumCR GTACGCAGCGAAAAAGATTC

gyrBF TCGGCGACACGGATGACGGC

gyrBR ATCAGGCCTTCACGCGCATC

icdF ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA

icdR GGACGCAGCAGGATCTGTT

mdhF1 AGCGCGTTCTGTTCAAATGC

mdhR1 CAGGTTCAGAACTCTCTCTGT

purAF CGCGCTGATGAAAGAGATGA

purAR CATACGGTAAGCCACGCAGA

recAF CGCATTCGCTTTACCCTGACC

recAR TCGTCGAAATCTACGGACCGGA

recA

583

806

911

878

932

816

780

adk

fumC

gyrB

icd

mdh

purA

Πίνακας 8: Δομικά γονίδια στο πρωτόκολλο MLST του E. coli 

Πηγή: http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli  

 

2.14.3. Aλληλούχιση DNA 

Τα προϊόντα PCR καθαρίστηκαν με κατακρήμνιση με ισοπροπανόλη/οξικό νάτριο για την 

απομάκρυνση υπολειμμάτων εκκινητών, αλάτων Mg
2+

 και dNTPs και επαναιωρηματοποιήθηκαν 

σε 25μl ddH2O. Aκολούθως εξετάστηκαν για την παρουσία μη ειδικών προϊόντων με 

ηλεκτροφόρηση σε gel αγαρόζης 1% και οπτικοποιήθηκαν με έκθεση σε UV. Η παρουσία μονής 

ζώνης στο επιθυμητό μήκος βάσεων κάθε γονιδίου υποδήλωνε την απουσία μη ειδικών 

προϊόντων. 

Ακολούθησε η αντίδραση αλληλούχισης των καθαρισμένων προϊόντων PCR. Όλες οι 

αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν μέσα σε 96-well plates (MicroAmp
®

 Optical) και ήταν συνολικού 

όγκου 10,5μl ως εξής: 1,75μl 5× BigDye
®
 terminator sequencing buffer (Applied Biosystems), 

0,6μl BigDye
®

 terminator v3.1 (Applied Biosystems), 0,5μl εκκινητή (5mM), 1μl από τα πιο 

πάνω προϊόντα PCR (5-20 ng/μl) και 6,65 ddH2O 18μΩ. Χρησιμοποιήθηκαν οι ακόλουθες 

http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli
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συνθήκες PCR: αρχική αποδιάταξη στους 92
o
C για 2 min κι έπειτα 30 κύκλοι από 15 sec στους 

94
o
C, 15 sec στους 50

o
C και 4 min στους 60

o
C. 

Στη συνέχεια τα προϊόντα επέκτασης της αντίδρασης αλληλούχισης καθαρίστηκαν για την 

απομάκρυνση υπολειμμάτων ddNTPs, αλάτων Mg
2+

 και εκκινητών, με τη μέθοδο 

κατακρήμνισης με αιθανόλη/EDTA και επαναιωρηματοποιήθηκαν σε 10 μl formamide. Τα 

δείγματα φορτώθηκαν στο γενετικό αναλυτή ΑΒI 3130 (Αpplied Biosystems/Hitachi) με βάση 

τις οδηγίες του κατασκευαστή. Τα αποτελέσματα διαβάστηκαν, ευθυγραμμίστηκαν και 

συγκρίθηκαν με τα πρότυπα σύνολα αλληλόμορφων με ΒLAST, και σε κάθε προφίλ MLST 

αποδόθηκε ένας τύπος αλληλουχίας (sequence type - ST) . H oμαδοποίηση (clustering) των STs 

έγινε με τον αλγόριθμο eBURST (Feil et al., 2004) o oποίος εφαρμόζεται στο λογισμικό 

Phyloviz (http://goeburst.phyloviz.net). Tα minimal spanning trees (MSTREE) που 

χρησιμοποιήθηκαν για την οπτικοποίηση της γενετικής δομής των πληθυσμών των Ε. coli και E. 

faecium με βάση τη γενετική τους απόσταση, κατασκευάστηκαν με το λογισμικό Phyloviz 

(Francisco et al., 2012) 

 

 

 

 

  

http://goeburst.phyloviz.net/
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3. Aποτελέσματα: Escherichia coli 

3.1. Kαταμέτρηση των πληθυσμών Ε. coli που απομονώθηκαν στο κρέας των 

πουλερικών 

Oι αριθμοί των πληθυσμών των Ε. coli προσδιορίστηκαν με καλλιεργητικές μεθόδους όπως 

περιγράφηκε στο υποκεφάλαιο 2.2. Tα αποτελέσματα της καταμέτρησης των συνολικών 

πληθυσμών, που υπολογίστηκαν ως ο γεωμετρικός μέσος όρος των τριών δειγμάτων που 

λήφθηκαν από κάθε πτηνοτροφική μονάδα, αποδίδονται με Boxplot (εικόνα 4). 

 

Εικόνα 4: Πληθυσμοί των Ε.coli στο κρέας των πουλερικών ως ο γεωμετρικός μέσος όρος των τριών 

δειγμάτων που λήφθηκαν από κάθε φάρμα σε log cfu/g 

 

Ο πληθυσμός των ολικών Ε. coli ήταν παραπλήσιος και στις τρεις φάρμες Α, Β και Γ   (3,28, 

3,60 και 3,09 log cfu/g αντίστοιχα). Oι ανθεκτικοί στην αμπικιλλίνη πληθυσμοί κυμαίνονταν 

σχεδόν στα ίδια επίπεδα με τους αντίστοιχους ολικούς πληθυσμούς και στις τρεις φάρμες (3,10, 

3,53 και 3,19 log cfu/g). Οι πληθυσμοί της κεφοταξίμης για τις φάρμες Β και Γ υπολογίστηκαν 

κοντά στο όριο ανίχνευσης (0,85 log cfu/g) ενώ στη φάρμα Α ήταν πολύ μεγαλύτερος (2,63 log 

cfu/g). Oι πληθυσμοί της γενταμυκίνης στις φάρμες Β και Γ ήταν επίσης κοντά στο όριο 
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ανίχνευσης (0,85 log cfu/g)  ενώ στη φάρμα Α υπολογίστηκε συγκριτικά μεγαλύτερος (1,94 log 

cfu/g). 

 

Στη φάρμα Α καταγράφηκαν τα εξής ποσοστά ανθεκτικότητας: 97% (+/- 20%) στην 

αμπικιλλίνη, 36% (+/- 54%) στην κεφοταξίμη και  6% (+/- 27%) στη γενταμυκίνη. Στη φάρμα 

Β: 88% (+/- 37%) στην αμπικιλλίνη, 0% (+/- 8%) στην κεφοταξίμη και 1% (+/- 8%) στη 

γενταμυκίνη. Στη φάρμα Γ: 82% (+/- 43%) στην αμπικιλλίνη, 0% (+/- 7%) στην κεφοταξίμη και 

0% (+/- 8%) στη γενταμυκίνη. Τα ποσοστά υπολογίστηκαν με διάστημα εμπιστοσύνης 95%. Τα 

μεγάλα διαστήματα σφάλματος οφείλονται στον μικρό αριθμό επαναλήψεων (μόνο τρεις ανά 

δειγματοληψία). Τα στενά χρονικά περιθώρια ολοκλήρωσης της παρούσας εργασίας και άλλοι 

λόγοι εργονομικότητας δυστυχώς δεν επέτρεψαν την πραγματοποίηση επιπλέον 

δειγματοληψιών. 

   

 

3.2. Επιπολασμός της ανθεκτικότητας σε κάθε φάρμα 

Από τη φάρμα Α απομονώθηκαν 25 αποικίες E. coli από τον ολικό πληθυσμό, 25 από την 

αμπικιλλίνη, 25 από την κεφοταξίμη και 25 από τη γενταμυκίνη. Από τη φάρμα Β 

απομονώθηκαν 25, 24, 9 και 12 αποικίες αντίστοιχα. Από τη φάρμα Γ απομονώθηκαν 25, 25, 3 

και 4 αποικίες αντίστοιχα. Όλες εξετάστηκαν για την ευαισθησία τους με αντιβιοτικά δισκία 

διάχυσης (υποκεφάλαιο 2.5.). Τα αποτελέσματα των δοκιμών ευαισθησίας (qDisk diffusion) 

φαίνονται στις εικόνες 5 και 6. 

Από τους ολικούς πληθυσμούς (Total)  παρατηρούμε ότι στις φάρμες Α και Γ καταγράφεται ένα 

προφίλ πολυανθεκτικότητας (εικόνα 5). Δηλαδή η πλειοψηφία των στελεχών που 

απομονώθηκαν στον ολικό πληθυσμό στις φάρμες Α και Γ, παρουσιάζει ανθεκτικότητα σε 

περισσότερα από δύο αντιβιοτικά ταυτόχρονα. Συγκεκριμένα στη φάρμα Α από το σύνολο των 

25 απομονώσεων, το 96% (+/- 8%) ήταν ανθεκτικές στην αμπικιλλίνη, το 92% (+/- 11%) στην 

σουλφομεθοξαζόλη-τριμεθοπρίμη, το 84% (+/- 14%) στην τριμεθοπρίμη και το 40% (+/- 19%) 

στην κεφοταξίμη, ενώ μόλις το 4% (+/- 8%) ήταν ανθεκτικές στη γενταμυκίνη. Από τη φάρμα Γ 

σε σύνολο 25 απομονώσεων, το 92% (+/- 11%) ήταν ανθεκτικές στην αμπικιλλίνη, το 80% (+/- 

16%) στην τριμεθοπρίμη, το 76% (+/- 17%) στη σουλφομεθοξαζόλη-τριμεθοπρίμη και το 68% 
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(+/- 18%) στην κεφοταξίμη. Στο σημείο αυτό παρατηρούμε μια αντίφαση: προηγουμένως 

αναφέρθηκε (υποκεφάλαιο 3.1.) ότι ο CTX-R πληθυσμός της φάρμας Γ ήταν κοντά στο όριο 

ανίχνευσης, ενώ από τα αποτελέσματα της δοκιμής ευαισθησίας φαίνεται να καταγράφεται  

σημαντική ανθεκτικότητα στην κεφοταξίμη ανάμεσα στον Total πληθυσμό της Γ (68%). Η 

αδυναμία ανάπτυξης αποικιών στα υποστρώματα με κεφοταξίμη στη φάρμα Γ, πιθανότατα να 

οφείλεται σε τεχνικό σφάλμα (προσθήκη μεγαλύτερης ποσότητας αντιβιοτικού κατά την 

παρασκευή του υποστρώματος ή μικρότερος όγκος ενοφθαλμισμού). Ο υψηλός επιπολασμός της 

ανθεκτικότητας στην κεφοταξίμη στη φάρμα Γ, φαίνεται και ανάμεσα στον ΑΜP-R πληθυσμό 

της φάρμας Γ (72%) (εικόνα 6), γεγονός που επαληθεύει το αποτέλεσμα του Total πληθυσμού 

της Γ. 

 

Eικόνα 5: Επιπολασμός της ανθεκτικότητας των Ε. coli στον ολικό πληθυσμό κάθε φάρμας με βάση τον 

έλεγχο ευαισθησίας στα αντιβιοτικά δισκία διάχυσης 

Η φάρμα Β παρουσιάζει χαμηλότερο επιπολασμό της ανθεκτικότητας συγκριτικά με τις άλλες 

δύο, που περιορίζεται κυρίως στην αμπικιλλίνη και τις σουλφοναμίδες. Συγκεκριμένα, από τις 

25 απομονώσεις, το 80% (+/- 16%) ήταν ανθεκτικές στην αμπικιλλίνη, το 44% (+/- 19%) στη 

σουλφομεθοξαζόλη-τριμεθοπρίμη, το 20% (+/- 16%) στην τριμεθοπρίμη και το 12% (+/- 10%) 

στην κεφοταξίμη. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι και στις τρεις φάρμες, ο επιπολασμός της 

MA (n=25) MB (n=25) MC (n=25)

AMP10 96% 80% 92%

CTX5 40% 12% 68%

SXT25 92% 44% 76%

W5 84% 20% 80%

GN10 4% 0% 0%
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E. coli resistance proportion distribution within the Total population of 

each farm (qDisk diffusion) 
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ανθεκτικότητας ανάμεσα στους AMP-R πληθυσμούς (εικόνα 6) και στους αντίστοιχους Total 

πληθυσμούς (εικόνα 5), κυμαίνεται στα ίδια σχεδόν επίπεδα. Άλλη σημαντική παρατήρηση είναι 

ότι ο GN-R πληθυσμός της φάρμας Α είναι εξολοκλήρου ανθεκτικός σε όλα τα αντιβιοτικά 

(εικόνα 6). Ωστόσο στον Total πληθυσμό της φάρμας Α, η ανθεκτικότητα στη γενταμυκίνη είναι 

πολύ μικρή (μόλις 4%). 

Eικόνα 6: Επιπολασμός της ανθεκτικότητας των Ε. coli στους πληθυσμούς των αντιβιοτικών με βάση τη 

δοκιμή ευαισθησίας στα αντιβιοτικά δισκία διάχυσης 

 

3.3. Φαινότυποι ανθεκτικότητας: κατανομή στον ολικό πληθυσμό κάθε 

φάρμας 

Για συντόμευση της καταγραφής των προφίλ ανθεκτικότητας θα χρησιμοποιούνται οι κωδικοί 

“R” για ανθεκτικό και “S” για ευαίσθητο. Η σειρά αναφοράς αντιστοιχεί στα αντιβιοτικά δισκία 

ως εξής: ΑMP10, CTX5, SXT25, W5, GN10. 

Στη φάρμα Α το 80% των απομονώσεων (n=20/25) κατανέμεται σε 2 συγκεκριμένους 

φαινότυπους πολυανθεκτικότητας: ο συχνότερος φαινότυπος είναι ο RSRRS με ποσοστό 48% 
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AMP10 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

CTX5 48% 100% 100% 21% 100% 42% 72% 100% 75%

SXT25 88% 84% 100% 63% 100% 50% 68% 0% 25%

W5 88% 84% 100% 46% 100% 50% 76% 33% 25%

GN10 12% 4% 100% 0% 11% 100% 0% 0% 100%
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(+/- 20%) και ακολουθεί ο RRRRS με συχνότητα 32% (18%). Μόλις το 4% (+/- 5%) των 

απομονώσεων χαρακτηρίστηκε ευαίσθητο (SSSSS). 

Στη φάρμα Β το 50% των απομονώσεων κατανέμεται στους «ευαίσθητους» φαινότυπους ως 

εξής: το 28% (+/- 18%) χαρακτηρίζεται από ανθεκτικότητα μόνο στην αμπικιλλίνη (RSSSS) που 

αποτελεί και το συχνότερο φαινότυπο, ενώ το 20% (+/- 16%) των απομονώσεων είναι ευαίσθητο 

σε όλες τις ομάδες αντιβιοτικών (SSSSS).  Ακολουθεί ο φαινότυπος RSRRS με συχνότητα 16% 

(+/- 14%). O πολυανθεκτικός φαινότυπος RRRRR απουσιάζει εντελώς ενώ μία μόνο 

απομόνωση φέρει ανθεκτικότητα στην κεφοταξίμη.  

Στη φάρμα Γ ο συχνότερος φαινότυπος με ποσοστό 56% (+/- 19%) είναι ο RRRRS, ενώ 

ακολουθεί με 20% (+/- 16%) o φαινότυπος RSRRS. Eπομένως φαίνεται και σε αυτή την 

περίπτωση να επικρατούν oι ίδιοι πολυανθεκτικοί φαινότυποι με την φάρμα Α αλλά με αντίθετη 

σειρά. 

Μέσα στα αποτελέσματα μας καταγράφηκε και ο φαινότυπος RSRSS ο οποίος είναι 

λανθασμένος και δεν λήφθηκε υπόψη γιατί αφενός ανευρέθηκε σε μικρό αριθμό απομονώσεων 

(16/227 Ε.coli), και αφετέρου δεν επηρεάζει τη συνολική εικόνα των αποτελεσμάτων.  

 

3.4. Γονότυποι ανθεκτικότητας: επιπολασμός σε κάθε φάρμα 

3.4.1. Ολικός πληθυσμός (Total) 

 Στη φάρμα Α συναντώνται οι εξής ομάδες β-λακταμασών: η ομάδα ΤΕΜ στο 76% (n=19/25), η 

CTX-M-1 στο 16% (n=4/25) και η CIT στο 20% (n=5/25) των απομονώσεων. Στη φάρμα Β 

καταγράφηκαν οι ομάδες ΤΕΜ στο 72% (n=18/25) και SHV στο 8% (n=2/25) των 

απομονώσεων. Η φάρμα Γ χαρακτηρίζεται από την παρουσία των ομάδων ΤΕΜ στο 76% 

(n=19/25), SHV στο 44% (n=11/25) και CIT στο 12% (n=3/25) των απομονώσεων. 

Παρατηρούμε ότι η ομάδα ΤΕΜ βρίσκεται στα ίδια επίπεδα και στις τρεις φάρμες. Επίσης η 

φάρμα Β στερείται της παρουσίας β-λακταμασών ευρέος φάσματος (CTX-M, AmpC), σε 

αντίθεση με τις φάρμες Α και Γ όπου ανευρίσκονται οι συγκεκριμένοι γονότυποι 

ανθεκτικότητας. 
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3.4.2. Πληθυσμός αμπικιλλίνης (AMP-R) 

Στην Α φάρμα η ομάδα ΤΕΜ ανευρέθηκε στο 100% (n=25/25) των απομονώσεων, η SHV στο 

12% (n=3/25), η CTX-M-1 στο 16% (n=4/25), η CTX-M-9 στο 4% (n=1/25) και η CITστο 16% 

(n=4/25) των απομονώσεων. Στη φάρμα Β συναντώνται οι ομάδες ΤΕΜ με συχνότητα 88% 

(n=22/25) και SHV 16% (n=4/25) . Η φάρμα Γ χαρακτηρίζεται από τις ομάδες ΤΕΜ (88%, 

n=22/25), SHV (28%, n=7/25) και CIT (20%, n=5/25). 

O πληθυσμός της αμπικιλλίνης παρουσιάζει παρόμοια κατανομή με τον ολικό πληθυσμό ως 

προς τη συχνότητα των γονότυπων ανθεκτικότητας στις τρεις φάρμες. Ωστόσο, καταγράφεται 

μια ελαφρώς αυξημένη επικράτηση τους λόγω της επιλογής της ανθεκτικότητας στην 

αμπικιλλίνη. 

3.4.3. Πληθυσμός κεφοταξίμης (CTX-R) 

Στη φάρμα Α βρέθηκαν οι ομάδες ΤΕΜ (84%, n=21/25), SHV (4%, n=1/25), CTX-M-1 (48%, 

n=12/25), CTX-M-9 (16%, n=4/25) και CIT (50%, n=13/25). Στη φάρμα Β βρέθηκαν οι ομάδες 

ΤΕΜ (100%, n=9/9), SHV (11%, n=1/9), CTX-M-1 (22%, n=2/9), CTX-M-9 (11%, n=1/9) και 

CIT (56%, n=5/9). Στη φάρμα Γ βρέθηκε μόνο η ομάδα CIT (25%, n=1/4). 

Παρατηρούμε ότι ανάμεσα στον πληθυσμό της κεφοταξίμης είναι μεγαλύτερα τα ποσοστά 

επικράτησης των β-λακταμασών ευρέως φάσματος (CTX-M-1, CTX-M-9 και CIT) σε σύγκριση 

με τον ολικό πληθυσμό και τον πληθυσμό της αμπικιλλίνης. Το γεγονός αυτό είναι αναμενόμενο 

λόγω της επιλογής της ανθεκτικότητας στην κεφοταξίμη. 

3.4.4. Πληθυσμός γενταμυκίνης (GN-R) 

Στη φάρμα Α βρέθηκαν οι γονότυποι ΤΕΜ (88%, n=22/25), CTX-M-9 (8%, n=2/25) και CIT 

(76%, n=19/25). Στη φάρμα Β βρέθηκαν οι γονότυποι ΤΕΜ (100%, n=12/12), SHV (17%, 

n=2/12), και CTX-M-9 (25%, n=3/12). Στη φάρμα Γ καταγράφηκαν οι γονότυποι ΤΕΜ (25%, 

n=1/4), CTX-M-1 (75%, n=3/4) και CIT (25%, n=1/4). 

Aξιοσημείωτο είναι το υψηλό ποσοστό επικράτησης του γονότυπου CIT στη φάρμα Α, ενώ στη 

φάρμα Β δεν ανευρέθηκε σε καμία απομόνωση. Ο πληθυσμός της γενταμυκίνης (όπως και της 

κεφοταξίμης) πιθανότατα φέρει και άλλα πλασμίδια ανθεκτικότητας εκτός των ΕSBLs.   
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3.5. Συσχέτιση γονότυπων ανθεκτικότητας με φαινότυπους ανθεκτικότητας 

Από τα 227 E. coli μόνο οι 8 απομονώσεις ήταν ευαίσθητες σε όλα τα αντιβιοτικά (SSSSS), ενώ 

οι υπόλοιπες 219 έφεραν ανθεκτικότητα σε ένα τουλάχιστον αντιβιοτικό, συμπεριλαμβανομένης 

πάντoτε της αμπικιλλίνης. Από τις 219 απομονώσεις Ε.coli με φαινότυπο ανθεκτικότητας, οι 12 

στερούνται γονότυπου. Η ανθεκτικότητα σε αυτές τις περιπτώσεις κατά πάσα πιθανότητα 

οφείλεται σε άλλους μηχανισμούς αντιβιοαντοχής (π.χ. γονίδια που κωδικοποιούν 

καρβαπενεμάσες - ΚPCs) που δεν εξετάστηκαν στην παρούσα μελέτη για λόγους 

εργονομικότητας. 

Ο φαινότυπος RRRRR χαρακτηρίζεται κατά 52% (n=17/33) από το γονότυπο ανθεκτικότητας 

ΤΕΜ-CIT-CTX-M-9. To υπόλοιπo 48% κατανέμεται διάσπαρτα σε διάφορους συνδυασμούς 

γονότυπων.  O φαινότυπος RRRRS χαρακτηρίζεται σε ποσοστό 75% (n=53/71) από τρεις 

κυρίως γονότυπους: τον TEM-CTX-M-1 κατά 31% (n=22/71), τoν TEM-CIT-CTX-M-9 κατά 

27% (n=19/72) και τον TEM-SHVκατά 17% (n=12/71). Oι φαινότυποι RSRRS και RSSSS 

χαρακτηρίζονται σχεδόν αποκλειστικά από τη μοναδική παρουσία του γονότυπου ΤΕΜ σε 

ποσοστά 95% (n=42/44) και 94% (n=15/16) αντίστοιχα. 

Οι ανθεκτικοί στην κεφοταξίμη φαινότυποι (RRRRR, RRRRS, RRSRS, RRSSR, RRSSS), 

συνοδεύονται σε ποσοστό 93% (n=126/135) από ένα τουλάχιστο γονότυπο ανθεκτικότητας, με 

τους επικρατέστερους να είναι οι ΤΕΜ-CIT-CTX-M-9, TEM-CTX-M-1 και ΤΕΜ-SHV, oι 

οποίοι καλύπτουν το 66% (n=83/126) των περιπτώσεων ανθεκτικότητας στην κεφοταξίμη. Η 

παρουσία των γονότυπων CTX-M-1, CTX-M-9 και CIT μόνων τους ή σε συνδυασμό με 

οποιοδήποτε άλλο γονότυπο, συνοδεύεται σε ποσοστό 98% (n=85/87) από φαινότυπο ανθεκτικό 

στην κεφοταξίμη. Ο γονότυπος CIT βρέθηκε στο 41% (n=55/135) των περιπτώσεων 

ανθεκτικότητας στην κεφοταξίμη και ο CTX-M στο 26% (n=35/135) των περιπτώσεων.  

Οι γονότυποι ΟΧΑ-1, CTX-M-2 και CTX-M-8/25 δεν ανευρέθηκαν σε καμία περίπτωση.  
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A (n=71) A0 (n=31) B1 (n=68) B2 (n=1) D (n=56)

R,R,R,R,R. 3% 41% 5%

R,R,R,R,S. 11% 16% 31% 66%

R,R,S,R,S. 4% 1% 7%

R,R,S,S,R. 4% 4%

R,R,S,S,S. 11% 6% 100% 7%

R,S,R,R,R. 1% 10% 2%

R,S,R,R,S. 45% 19% 1% 9%

R,S,R,S,S. 4% 19% 10%

R,S,S,S,R. 10%

R,S,S,S,S. 14% 10% 3% 2%

S,S,S,S,S. 1% 16% 1% 2%
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3.6. Φυλογενετικές ομάδες: συσχέτιση με φαινότυπο ανθεκτικότητας 

Από το σύνολο των 227 Ε.coli το 31% ανήκουν στην ομάδα Α, το 14% στην ομάδα Α0, το 30% 

στην ομάδα Β1, το 25% στην ομάδα D και το 0,4% στην ομάδα Β2.  

To 99% (n=67/68) των Ε.coli της ομάδας Β1 και το 96% (n=54/56) της ομάδας D, 

χαρακτηρίζονται από MDR φαινότυπους, ενώ το 81% (n=57/70) και 86% (n=48/56)  εξ αυτών 

αντίστοιχα, φέρει ταυτόχρονη ανθεκτικότητα στην κεφοταξίμη. Tο 79% (n=19/24) των Ε.coli 

που φέρουν τους “ευαίσθητους” φαινότυπους (SSSSS, RSSSS), ανήκουν στις ομάδες Α και Α0, 

ενώ τo 86% (n=38/44) των Ε.coli που φέρουν τον φαινότυπο RSRRS ανήκει στις ομάδες Α και 

Α0 (εικόνα 7). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7: Επιπολασμός των φαινότυπων ανθεκτικότητας των Ε. coli σε κάθε φυλογενετική ομάδα 
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3.6.1. Ολικός πληθυσμός (Τοtal) 

Από τα 75 E. coli που απομονώθηκαν, το 44% ανήκει στην ομάδα Α, το 13% στην ομάδα Α0 , το 

19% στην ομάδα Β1 και το 24% στην ομάδα D. 

Στην Α φάρμα το 60% (n=15/25) των απομονώσεων ανήκει στην ομάδα Α, το 24% (n=6/25)   

στην ομάδα Β1 και το 16% (n=4/25) στην ομάδα D. H ομάδα Α χαρακτηρίζεται κατά 80% 

(n=12/15) από το φαινότυπο RSRRS. H ομάδα Β1 φέρει τον MDR φαινότυπο RRRRS κατά 

67% (n=4/6), ενώ η D χαρακτηρίζεται κατά 100% (n=4/4) από τον RRRRS. 

Στη φάρμα Β το 52% (n=13/25) του πληθυσμού ανήκει στην ομάδα Α, το 28% (n=7/25) στην 

ομάδα Β1, το 16% (n=4/25) στην ομάδα Α0 και μόλις το 4% (n=1/25) στην ομάδα D. Οι 

φαινότυποι RSSSS και RSRRS χαρακτηρίζουν το 62% (n=8/13) της ομάδας Α και ο SSSSS το 

75% (n=3/4) της oμάδας Α0.   

Στη φάρμα Γ το 52% του πληθυσμού ανήκει στην ομάδα D (n=13/25), το 24% (n=6/25) στην 

ομάδα Α0 και το 20% (n=5/25) στην ομάδα Α, ενώ μόλις το 4% (n=1/25) ανήκει στη Β1. Το 

77% (n=10/13) της ομάδας D φέρει τον MDR φαινότυπο RRRRS. Τo 67% (n=4/6)  της ομάδας 

Α0 χαρακτηρίζεται από το φαινότυπο RSRRS και το υπόλοιπο 33% (n=2/6) από το φαινότυπο 

SSSSS. 

Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι το 92% (n=22/24) των απομονώσεων των ομάδων Β1 και D 

στις φάρμες Α και Γ, φέρουν MDR φαινότυπους με ταυτόχρονη ανθεκτικότητα στην 

κεφοταξίμη. 

3.6.2. Πληθυσμός αμπικιλλίνης (AMP-R) 

Από τα 75 Ε. coli που απομονώθηκαν, το 38% ανήκει στην ομάδα Α, το 17% στην ομάδα Α0, το 

22% στην ομάδα Β1, το 22% στην ομάδα D και το 1% στην ομάδα Β2. 

Η κατανομή των φυλογενετικών ομάδων στις τρεις φάρμες είναι παρόμοια με αυτή του ολικού 

πληθυσμού. Στη φάρμα Γ, καταγράφηκε η μοναδική απομόνωση  που ανήκει στην ομάδα Β2 και 

φέρει φαινότυπο ανθεκτικό στην κεφοταξίμη (RRSSS). 
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3.6.3. Πληθυσμός κεφοταξίμης (CTX-R) 

Από τα 37 Ε.coli που απομονώθηκαν, το 52% ανήκουν στην ομάδα D, το 32% στην ομάδα Β1, 

το 11% στην ομάδα Α και το 5% στην ομάδα Α0. 

Στη φάρμα Α το 84% (n=21/25) των απομονώσεων ανήκει στις ομάδες Β1 (n=12/25) και D 

(n=9/25) και το υπόλοιπο 16% (n=4/25) στην ομάδα Α. Στη φάρμα Β το 78% (n=7/9)  των E. 

coli ανήκει στην ομάδα D και το υπόλοιπο 22% στην Α0. Στη φάρμα Γ όλες οι απομονώσεις 

(n=3/3) ανήκουν στην ομάδα D. Ο επικρατέστερος φαινότυπος είναι ο RRRRS. 

3.6.4. Πληθυσμός γενταμυκίνης (GN-R) 

Από τα 41 Ε.coli που απομονώθηκαν, το 63% ανήκουν στην ομάδα Β1, το 15% στην ομάδα Α, 

το 15% στην ομάδα Α0 και το 7% στην ομάδα D.  

Στη φάρμα Α το 92% (n=23/25) των απομονώσεων ανήκουν στην ομάδα Β1 και όλες φέρουν 

τον MDR φαινότυπο RRRRR. Στη φάρμα Β παρατηρείται διάσπαρτη κατανομή ανάμεσα στις 

ομάδες Α, 33% (n=4/12), A0, 42% (n=5/12) και D, 25% (n=3/12). Στη φάρμα Γ επικρατεί η 

ομάδα Β1 με 75% (n=3/4) και φαινότυπο RRSSR. H συντριπτική πλειοψηφία των Ε.coli του 

πληθυσμού GN-R στις φάρμες Α και Γ, ανήκουν στην ομάδα Β1, σε αντίθεση με τη φάρμα Β 

όπου δεν απομονώθηκε κανένα Β1. 
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3.7. Μulti-locus sequence typing  

Από τα 37 στελέχη Ecom  προέκυψαν 16 διαφορετικά STs: 10, 93, 101, 115, 117, 155, 212, 359, 

373, 752, 949, 1011, 1202, 1596, 2309 και 2838. Σύμφωνα με τη βάση δεδομένων του 

University College Cork (UCC) (http://mlst.ucc.ie), τα συγκεκριμένα STs έχουν απομονωθεί από 

κοτόπουλα και σε προηγούμενες μελέτες. Η απεικόνιση της γενετικής δομής του πληθυσμού των 

Ecom με βάση τα STs τους, φαίνεται στην εικόνες 8-10 (ΜSTREES:1-3). Στα MSTREES, oι  αριθμοί 

πάνω στις διακλαδώσεις που συνδέουν τα STs, υποδηλώνουν τον αριθμό των αλληλόμορφων 

που διαφέρουν μεταξύ δύο παρακείμενων ST. Όσο μεγαλύτερος είναι ο αριθμός αυτός, τόσο 

αυξάνεται η μεταξύ τους γενετική απόσταση. 

Στο MSTREE1 απεικονίζεται η κατανομή των 37 στελεχών Ecom με βάση τα STs τους, ανάμεσα 

σε 1584 στελέχη Ε. coli της βάσης δεδομένων MLST του UCC. Τα 1584 στελέχη UCC 

χαρακτηρίζονται από 291 διαφορετικά STs. Τα 291 STs των στελεχών UCC μαζί με τα 16 STs 

των στελεχών Εcom, αναλύθηκαν με τα προγράμματα Structure (version 2.3) (Evanno et al., 

2005) και BAPS (version 5.3) (Corander and Marttinen, 2006, Corander et al., 2008) για την 

κατανομή τους στις φυλογενετικές ομάδες Α, Β1, Β2, D καθώς και στις υβριδικές ομάδες ΑxB1 

και ΑΒD.  Στην ομάδα Α ανήκουν τα ST10, 93, 373, 752, 1202 και 1596. Στην ομάδα AxΒ1 

ανήκει το ST212 και στην ομάδα Β1 ανήκουν τα ST101, 155, 359 και 949. Η μοναδική 

απομόνωση της ομάδας Β2 ανήκει στο ST2838, ενώ στην ομάδα D ανήκουν τα ST115 και 2309. 

Τέλος, στην ομάδα ΑΒD ανήκουν τα ST117 και 1011. Με βάση τα αποτελέσματα μας, 

παρατηρούμε ότι τα στελέχη των Ε. coli από τα κοτόπουλα, κατανέμονται διάσπαρτα μέσα σε 

όλο τον πληθυσμό του είδους. 

Στο ΜSTREE2 φαίνεται η κατανομή των STs ανάμεσα στις τρεις φάρμες. Από το σύνολο των 16 

STs, το ST-10 είναι το μοναδικό που ανευρέθηκε και στις τρεις φάρμες. Γενικά παρατηρούμε ότι 

κάθε φάρμα τείνει να χαρακτηρίζεται από διαφορετικά στελέχη Ε. coli, αφού από τα υπόλοιπα 

15 STs, τα 10 έχουν μοναδική εντόπιση. Στη φάρμα Α ταυτοποιήθηκαν τα ST10, 101, 117, 155, 

212, 359, 752, στη φάρμα Β τα ST10, 93, 117, 155, 373, 949, 1011, 1202, 1596 και στη φάρμα Γ 

τα ST10, 93, 101, 115, 373, 2309, 2838.  

Στο MSTREE3 απεικονίζεται η κατανομή των STs ανάμεσα στους φαινότυπους ανθεκτικότητας. 

Το ST10 της ομάδας Α παρουσιάζει τη μεγαλύτερη ποικιλομορφία, αφού περιλαμβάνει 

http://mlst.ucc.ie/
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απομονώσεις με ανθεκτικότητα μόνο στην αμπικιλλίνη,  έως ανθεκτικές σε όλα τα αντιβιοτικά. 

Όλα τα STs των ομάδων D και ΑΒD (115, 117, 1011, 2309) χαρακτηρίζονται από MDR 

φαινότυπους, ανθεκτικούς στην κεφοταξίμη. Τα STs της ομάδας Β1 χαρακτηρίζονται επίσης από 

ανθεκτικότητα στην κεφοταξίμη, με εξαίρεση το ST949 που βρέθηκε στη φάρμα Β, το οποίο 

ήταν το μοναδικό της ομάδας Β1 με ευαίσθητο φαινότυπο στην κεφοταξίμη.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eικόνα 8: MSTREE1: Γενετική δομή των 16 STs των 37 Εcom και κατανομή τους ανάμεσα στα 291 STs των 

1584 Ε. coli της βάσης δεδομένων MLST του UCC  

 

 

 

 

 A                                

 AxB1 

 B1 

 

 

 Β2 

 D 

 ABD 
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Eικόνα 9: MSTREE2: Γενετική δομή των 16 STs των 37 Εcom και κατανομή τους ανάμεσα στις τρεις φάρμες 

 

Eικόνα 10: MSTREE3: Γενετική δομή των 16 STs των 37 Εcom και κατανομή τους ανάμεσα στους 

φαινότυπους ανθεκτικότητας (AMP, CTX, SXT, W, GN) 

 MA 

 MB 

 MC 

 RRRRR 

 RRRRS 

 RRSRS 

 RRSSR 

 RRSSS 

 RSRRR 

 RSRRS 

 RSRSS 

 RSSSS 

  
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4. Αποτελέσματα: Εnterococcus spp 
 

4.1. Kαταμέτρηση των πληθυσμών Εnterococcus spp που απομονώθηκαν στο 

κρέας των πουλερικών 

Oι πληθυσμoί των enterococci προσδιορίστηκαν με καλλιεργητικές μεθόδους όπως περιγράφηκε 

στο υποκεφάλαιο 2.2. Τα αποτελέσματα της καταμέτρησης των συνολικών πληθυσμών, που 

υπολογίστηκαν ως ο γεωμετρικός μέσος όρος των τριών δειγμάτων που λήφθηκαν από κάθε 

πτηνοτροφική μονάδα, φαίνονται με μορφή Boxplot (εικόνα 11). 

 

Εικόνα 11: Πληθυσμοί των Εnterococcus spp στο κρέας των πουλερικών ως ο γεωμετρικός μέσος όρος των 

τριών δειγμάτων που λήφθηκαν από κάθε φάρμα σε log cfu/g 

 

Ο ολικός πληθυσμός στις φάρμες Α και Γ υπολογίστηκε σε παρόμοια επίπεδα (2,82 και 2,70 log
 

cfu/g) ενώ στη φάρμα Β ήταν ελαφρώς υψηλότερος (3,69 log cfu/g). Oι AMP-R και ΗLGN-R 

πληθυσμοί στις φάρμες Α και Γ ήταν κάτω από το όριο ανίχνευσης, σε αντίθεση με τη φάρμα Β 

όπου υπολογίστηκαν AMP-R και ΗLGN-R πληθυσμοί, παραπλήσιοι του ολικού (3,63 και 3,34 

log cfu/g αντίστοιχα). Στα υποστρώματα με βανκομυκίνη δεν αναπτύχθηκαν ανθεκτικές αποικίες 

σε καμία φάρμα. 
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Τα ποσοστά ανθεκτικότητας στις τρεις φάρμες έχουν ως εξής: στη φάρμα Α 0% (+/- 4%) στην 

αμπικιλλίνη και 1% (+/- 10%) στην ΗLGN, στη φάρμα Β 42% (+/- 56%) στην αμπικιλλίνη και 

28% (+/- 51%) στην HLGN και στη φάρμα Γ 0% (+/- 4%) στην αμπικιλλίνη και 0% (+/- 4%) 

στην ΗLGN. Τα ποσοστά υπολογίστηκαν με διάστημα εμπιστοσύνης 95%. Όπως και στην 

περίπτωση των Ε. coli, τα μεγάλα διαστήματα σφάλματος οφείλονται στον μικρό αριθμό 

επαναλήψεων (μόνο τρεις ανά δειγματοληψία), που για τους λόγους που επεξηγήθηκαν 

προηγουμένως, δεν κατέστη δυνατό να βελτιωθούν. 

 

 

4.2. Επιπολασμός της ανθεκτικότητας σε κάθε φάρμα 

Από την φάρμα Α απομονώθηκαν 25 αποικίες enterococci από τον ολικό πληθυσμό (Τotal) και 3 

από τον πληθυσμό της γενταμυκίνης υψηλής συγκέντρωσης (HLGN-R). Aπό τη φάρμα Β 

απομονώθηκαν 25 αποικίες από τον ολικό πληθυσμό, 25 από τον πληθυσμό της αμπικιλλίνης 

(AMP-R) και 25 από τον ΗLGN-R. Από τη φάρμα Γ απομονώθηκαν 24 αποικίες από τον ολικό 

πληθυσμό και 3 από τον AMP-R. Όλες εξετάστηκαν για την ευαισθησία τους με αντιβιοτικά 

δισκία διάχυσης (βλέπε 2.5.). Τα αποτελέσματα των δοκιμών ευαισθησίας φαίνονται στην 

εικόνα 12. Από τον ολικό πληθυσμό της φάρμας Α, μόνο το 8% ήταν ανθεκτικό στα αντιβιοτικά 

δισκία διάχυσης (4% στην αμπικιλλίνη και 4% στην HLGN), γεγονός που επαληθεύει τα 

προηγούμενα ευρήματα στα θρεπτικά υποστρώματα με τα αντιβιοτικά (οι πληθυσμοί των  

ανθεκτικών enterococci ήταν κατώτεροι του ορίου ανίχνευσης στη φάρμα Α). 

Στη φάρμα Β, το 72% του ολικού πληθυσμού ήταν ανθεκτικό στην αμπικιλλίνη και το 68% στην 

HLGN. Όλες οι απομονώσεις του πληθυσμού AMP-R φέρουν ταυτόχρονη ανθεκτικότητα στην 

HLGN, ενώ παράλληλα το 96% των απομονώσεων του πληθυσμού HLGN-R είναι ανθεκτικές 

και στην αμπικιλλίνη.  

Στη φάρμα Γ ο ολικός πληθυσμός των enterococci παρουσιάζεται ευαίσθητος και στα δύο 

αντιβιοτικά κατά τον έλεγχο με τα αντιβιοτικά δισκία διάχυσης, γεγονός που συνάδει και με τα 

προηγούμενα ευρήματα στα θρεπτικά υποστρώματα με τα αντιβιοτικά (οι πληθυσμοί των  

ανθεκτικών enterococci ήταν κατώτεροι του ορίου ανίχνευσης στη φάρμα Γ).  
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Εικόνα 12: Επιπολασμός της ανθεκτικότητας των Enterococcus spp σε κάθε φάρμα και πληθυσμιακή ομάδα 

με βάση τη δοκιμή ευαισθησίας στα αντιβιοτικά δισκία διάχυσης 

 

4.3. Επιπολασμός των Ε. faecalis και E. faecium σε κάθε φάρμα 

Aπομονώθηκαν συνολικά 98 αποικίες E. faecium και 32 αποικίες E. faecalis. Η κατανομή τους 

σε κάθε φάρμα φαίνεται στην εικόνα 13. Η φάρμα Α αποικείται κατά 72% από τον E. faecium 

και κατά 28% (n=7/25) από τον E. faecalis. H φάρμα Β αποικείται κατά 96% από τον E. faecium 

(n=24/25) και κατά 4% από τον E. faecalis (n=1/25), ενώ από τη φάρμα Γ απομονώθηκαν μόνο 

E. faecalis. Αξίζει να σημειωθεί ότι όλες ανεξαιρέτως οι απομονώσεις από τους πληθυσμούς 

AMP-R και HLGN-R, είναι στελέχη του E. faecium. 
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 Amp-R
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Εικόνα 13: Επιπολασμός των Ε. faecalis και E. faecium σε κάθε φάρμα και πληθυσμιακή ομάδα 

 

4.4. Επιπολασμός των φαινότυπων ανθεκτικότητας ανάμεσα στoυς Ε. faecalis 

και E. faecium 

Για συντόμευση της καταγραφής των προφίλ ανθεκτικότητας, χρησιμοποιούνται τα αρχικά “S” 

(ευαίσθητο) και “R” (ανθεκτικό), με σειρά αναφοράς στα αντιβιοτικά δισκία διάχυσης ως εξής: 

AMP2, GN30, VAN5. 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 14, όλες οι απομονώσεις με φαινότυπο ανθεκτικό στην αμπικιλλίνη 

ή/και στην HLGN (RRS, RSS, SRS) ανήκουν στο είδος του E. faecium. Όλοι οι Ε. faecalis είναι 

ευαίσθητοι και στις τρεις φάρμες. Aξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι στον ολικό πληθυσμό 

(total) της φάρμας Α, οι απομονώσεις του E. faecium είναι κατά 89% (64/72) ευαίσθητες (SSS), 

σε αντίθεση με τη φάρμα Β, όπου οι αντίστοιχες απομονώσεις του E. faecium είναι κατά 75% 

(72/96) ανθεκτικές στα αντιβιοτικά δισκία (RRS, RSS). Η σαφής αυτή φαινοτυπική αντίθεση, 

εγείρει υποψίες ότι  η γενετική σύνθεση των πληθυσμών του E. faecium στις φάρμες Α και Β, 

διαφέρει σημαντικά.  
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Εικόνα 14: Επιπολασμός των φαινότυπων ανθεκτικότητας ανάμεσα στoυς Ε. faecalis και E. faecium σε κάθε 

φάρμα και πληθυσμιακή ομάδα 

 

 

  

efa efm efm efa efm efm efm efa efm
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4.5. Μulti-locus variable-number tandem repeat analysis 

H ανάλυση MLVA έξι γενετικών τόπων των 98 απομονώσεων E. faecium από τις τρεις φάρμες, 

αποκάλυψε 20 διαφορετικά προφίλ MLVA. Επειδή η πλειοψηφία των προφίλ που ανευρέθηκαν 

δεν έχουν υποβληθεί ποτέ προηγουμένως στη βάση δεδομένων του Univesrity Medical Center 

Utrecht (UMC/http://www.umcutrecht.nl), δεν υπήρχε ακριβής αντιστοιχία με τα διαθέσιμα 

ΜΤs. Για το λόγο αυτό, σε κάθε προφίλ MLVA δόθηκε ένας κωδικός αριθμός ΜΤ από 1 έως 20. 

Σε κάθε κωδικό ΜΤ αντιστοιχεί ένα σύνολο από πιθανά ΜΤs της βάσης δεδομένων, τα οποία 

επιλέχθηκαν με βάση την εγγύτερη γενετική απόσταση ως προς το προφίλ αλληλομόρφων 

(single, double και triple locus variant –  βλέπε παράρτημα: πίνακας 15).  

Το ΜΤ9 (54%, n=53/98) βρέθηκε ότι είναι ο συχνότερος γονότυπος και ακολουθεί το ΜΤ20 

(14%, n=14/98). Όπως φαίνεται στο ΜSTREE της εικόνας 15, τα ΜΤ9 και 20 ανευρέθηκαν 

αποκλειστικά στη φάρμα Β και μαζί χαρακτηρίζουν το 91% (n=67/74) των Ε. faecium της 

φάρμας Β. Τα ΜΤ10 και 11 είναι τα μόνα που ανευρέθηκαν σε δύο φάρμες (Α και Β). Στη 

φάρμα Β κυριαρχούν ξεκάθαρα, συγκεκριμένα στελέχη Ε. faecium (MT9, MT20). Αντίθετα, στη 

φάρμα Α υπάρχει ποικιλομορφία ανάμεσα στον πληθυσμό του Ε. faecium, ενώ στη φάρμα Γ τα 

τρία μοναδικά στελέχη του  Ε. faecium ανήκουν σε τρία διαφορετικά ΜΤs (MT1, MT5, MT14). 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.umcutrecht.nl/
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Εικόνα 15: MSTREE4: Γενετική δομή του πληθυσμού των 98 E. faecium με βάση τα ΜΤ τους και κατανομή 

τους ανάμεσα στις τρεις φάρμες. Οι διακεκομμένες γραμμές δείχνουν ποια ΜΤs περιλαμβάνονται στα 

κυριότερα STs. 

 

4.6. Μulti-locus sequence typing 

Για την επιβεβαίωση της γενετικής συσχέτισης των ΜΤs που βρέθηκαν, επιλέχθηκαν 28 

αντιπροσωπευτικά στελέχη E. faecium και αναλύθηκαν με MLST. Aπό την ανάλυση MLST 

προέκυψαν 15 διαφορετικά STs: 8, 9, 53, 121, 124, 148, 157, 184, 195, 236, 284, 450, 451, 490 

και 532. Από το ΜΤ9 αναλύθηκαν οκτώ στελέχη και από το ΜΤ20 τρία στελέχη και βρέθηκε ότι 

όλα ανήκουν στον ίδιο τύπο αλληλουχίας ST148 (εικόνα 15). Για την αντιστοιχία των ΜΤs με 

τα STs βλέπε παράρτημα πίνακας 16. 

Στην εικόνα 16 φαίνεται η κατανομή των 28 Ε. faecium με βάση τα ST τους ανάμεσα στις τρεις 

φάρμες. Στη φάρμα Β ο πληθυσμός του Ε. faecium τείνει να γίνει ομοιογενής και 

χαρακτηρίζεται από τον αποικισμό συγκεκριμένου στελέχους, του ST148. Στη φάρμα Α ο 

 MA 

 MB 

 MC 
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πληθυσμός του Ε. faecium παρουσιάζει ποικιλομορφία στη γενετική του σύνθεση, ενώ στη 

φάρμα Γ βρέθηκαν μόνο τα στελέχη ST490 και ST451.  

Παρατηρούμε ότι η εικόνα της γενετικής δομής των πληθυσμών του Ε. faecium στις τρεις 

φάρμες με βάση τα ST τους, επαληθεύει την αντίστοιχη με βάση τα ΜΤ. Επομένως, η μέθοδος 

MLVA είναι χρήσιμη για την ταχεία και φτηνή ανάλυση μεγάλου αριθμού δειγμάτων, για την 

απόδοση μιας αξιόπιστης εικόνας της γενετικής σύνθεσης ενός άγνωστου πληθυσμού.  

H εικόνα 17 δείχνει τη γενετική δομή των 28 Ε. faecium με βάση τα ST τους, σε συνάρτηση με 

τα προφίλ ανθεκτικότητας. Για σύντομη καταγραφή των προφίλ ανθεκτικότητας θα 

χρησιμοποιούνται οι κωδικοί “S” για ευαίσθητο και “R” για ανθεκτικό. Η σειρά αναφοράς 

αντιστοιχεί στα αντιβιοτικά δισκία ΑΜP2, GN30, VAN5. Τα στέλεχη του ST148 που 

αποικίζουν αποκλειστικά τη φάρμα Β, είναι όλα ανθεκτικά στην αμπικιλλίνη και στη 

γενταμυκίνη υψηλής συγκέντρωσης (κόκκινο προφίλ). Τα ST8, ST9, ST157, ST195, ST236 και 

ST450 που βρέθηκαν στη φάρμα Α, είναι ευαίσθητα σε όλα τα αντιβιοτικά (πράσινο προφίλ). Tα 

ST53, ST121 και ST184 αντιπροσωπεύουν τα τρία μοναδικά ανθεκτικά στελέχη Ε. faecium που 

βρέθηκαν στη φάρμα Α. Τα ST451 και ST490 που βρέθηκαν στη φάρμα Γ, χαρακτηρίζονται από 

ανθεκτικότητα στην αμπικιλλίνη. Παρατηρούμε ότι υπάρχει σαφής γενετικός και φαινοτυπικός 

διαχωρισμός των στελεχών του Ε. faecium από φάρμα σε φάρμα.  
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Εικόνα 16: MSTREE5: Γενετική δομή του πληθυσμού των 28 E. faecium με βάση τα SΤ τους και κατανομή 

τους ανάμεσα στις τρεις φάρμες 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 17: MSTREE6: Γενετική δομή του πληθυσμού των 28 E. faecium με βάση τα SΤ τους και κατανομή 

τους ανάμεσα στα προφίλ ανθεκτικότητας 
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5. Συζήτηση 

Στόχος της παρούσας μελέτης ήταν να χαρακτηρίσει τους πληθυσμούς Ε.coli και Εnterococcus  

spp που απομονώνονται στο κρέας των πουλερικών της Κύπρου. Ο χαρακτηρισμός έγινε σε δύο 

επίπεδα: φαινοτυπικά και γονοτυπικά. Παράλληλα έγινε σύγκριση της σύνθεσης των πληθυσμών 

των δύο βακτηρίων στις τρεις διαφορετικές φάρμες. 

5.1. Εscherichia coli 

Από την καταμέτρηση των ολικών πληθυσμών των Ε. coli, προκύπτει  ότι το μικροβιακό φορτίο 

βρίσκεται σε παρόμοια επίπεδα και στις τρεις φάρμες. Οι πληθυσμοί της αμπικιλλίνης είναι 

περίπου στα ίδια επίπεδα με τους ολικούς πληθυσμούς σε όλες τις φάρμες, γεγονός που 

αποδεικνύει την ευρύτατα διαδεδομένη ανθεκτικότητα των Gram-αρνητικών βακτηρίων στην 

αμπικιλλίνη. Οι αμπικιλλίνες και τα παράγωγα τους θεωρούνται πλέον «αχρηστευμένη» ομάδα 

αντιβιοτικών σε ότι αφορά τη δράση τους στα Εnterobacteriaceae (Jiang et al., 2011). 

Στον έλεγχο με τα αντιβιοτικά δισκία αποδείχτηκε ότι η ανθεκτικότητα στην αμπικιλλίνη είναι 

εδραιωμένη σε όλες τις φάρμες (96%, 80%, 92% αντίστοιχα). Οι φάρμες Α και Γ έχουν 

αυξημένα ποσοστά ανθεκτικότητας στην κεφοταξίμη (40% και 68% αντίστοιχα), σε αντίθεση με 

τη φάρμα Β όπου το πρόβλημα είναι μικρό (4%). Η ανθεκτικότητα στην τριμεθοπρίμη-

σουλφομεθοξαζόλη είναι παρούσα και στις τρεις φάρμες (92%, 44%, 76%), αλλά στις Α και Γ 

είναι σαφώς υψηλότερη συγκριτικά με τη Β. Στις φάρμες Α και Γ επικρατούν πολυανθεκτικοί 

φαινότυποι (80%, RRRRS και RSRRS), ενώ στη Β ευαίσθητοι φαινότυποι (50%, SSSSS και 

RSSSS). O φαινότυπος RSRRS που υποδηλώνει ανθεκτικότητα στην αμπικιλλίνη και 

τριμεθοπρίμη-σουλφομεθοξαζόλη είναι σταθερό εύρημα και στις τρεις φάρμες.  

Είναι αποδεδειγμένο ότι τα προφίλ ανθεκτικότητας καθορίζονται από την αντιμικροβιακή 

στρατηγική που εφαρμόζεται (Οbeng et al., 2012, Gyles, 2008). Eπομένως, σύμφωνα με τα 

αποτελέσματα μας, πιστεύουμε ότι ο φαινότυπος ανθεκτικότητας RSRRS είναι ο πλέον συνήθης 

ανάμεσα στα κοτόπουλα, λόγω της ευρείας χρήσης των σουλφοναμιδών στην πτηνοτροφία ως 

κοκκιδιοστατικά. Επίσης, αν θεωρήσουμε δεδομένο ότι τηρείται η εθνική νομοθεσία που 

απαγορεύει τη χρήση των κεφαλοσπορινών στα κοτόπουλα, τότε η αυξημένη ανθεκτικότητα 

στην κεφοταξίμη που παρατηρείται στις φάρμες Α και Γ, αποδίδεται στη χρήση 
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φλουοροκινολόνων στις συγκεκριμένες φάρμες, και εξηγείται από το φαινόμενο της συν-

ανθεκτικότητας. Eίναι δηλαδή πιθανή η ύπαρξη μηχανισμών PMQR ανάμεσα στους 

πληθυσμούς των Ε. coli στις φάρμες Α και Γ. Η παρουσία πλασμιδίων τα οποία μεταφέρουν 

γονίδια qnr, μαζί με blaCTX-M, ampC και γονίδια ανθεκτικότητας στις αμινογλυκοσίδες, τις 

σουλφοναμίδες και την τριμεθοπρίμη πάνω σε ενιαίες γονιδιακές κασέττες, εξηγεί την 

επικράτηση των πολυανθεκτικών φαινότυπων στις φάρμες Α και Γ. Γονίδια qnr έχουν 

περιγραφεί σε απομονώσεις Ε. coli από κοτόπουλα στην Κίνα (Υue et al., 2011), από χοίρους 

στην Ουγγαρία (Szmolka et al., 2011) και από άλογα στην Ιταλία (Dolejska et al., 2011). 

Αντίθετα στη φάρμα Β, όπου επικρατούν ευαίσθητοι φαινότυποι και η ανθεκτικότητα στην 

κεφοταξίμη είναι χαμηλή, θεωρούμε ότι δεν γίνεται χρήση κινολόνων. 

Οι β-λακταμάσες στενού φάσματος, ΤΕΜ και SHV, ανευρέθηκαν σε όλες τις φάρμες, ενώ ο 

γονότυπος ΤΕΜ ανευρέθηκε στα ίδια υψηλά επίπεδα και στις τρεις φάρμες. Η ευρεία διάδοση 

του γονότυπου ΤΕΜ (85%, n=185/227) εξηγεί και την διαδεδομένη ανθεκτικότητα των E. coli 

έναντι στην αμπικιλλίνη (96%, n=219/227). Οι β-λακταμάσες ευρέως φάσματος, CTX-M και 

AmpC, ανευρέθηκαν μόνο στις φάρμες Α και Γ ενώ απουσιάζουν πλήρως από τα στελέχη της 

φάρμας Β. Το γεγονός αυτό, επαληθεύει την αυξημένη ανθεκτικότητα που καταγράφηκε στις 

φάρμες Α και Γ έναντι στην κεφοταξίμη. Επιπρόσθετα, ενισχύει την υπόθεση ότι εφόσον η 

χρήση κεφαλοσπορινών στα κοτόπουλα απαγορεύεται, η παρουσία των  ΕSBLs στις φάρμες Α 

και Γ, οφείλεται στην συν-επιλογή της ανθεκτικότητας από φλουοροκινολόνες.  

H επικράτηση των CTX-M ενζύμων διαφέρει γεωγραφικά. Ο CTX-M-1 είναι ο επικρατέστερος 

τύπος στο κρέας πουλερικών στην Μ. Βρεττανία (Randall et al., 2010), στη Γαλλία (Girlich et 

al., 2007) και στην Ολλανδία (Οverdevest et al., 2010) ενώ στην Ισπανία επικρατεί ο τύπος 

CTX-M-9 (Cortés et al., 2010). Στην Άπω Ανατολή επικρατούν οι τύποι CTX-M-14/-15 (Hasan 

et al., 2012), ενώ στη Ν. Αμερική ο τύπος CTX-M-2 (Bonnet, 2004). Τα αποτελέσματα μας είναι 

συμβατά με την υπόλοιπη Ευρώπη αφού ο επικρατέστερος τύπος ήταν ο CTX-M-1 (11%, 

n=25/227) και ακολουθεί ο CTX-M-9 (5%, n=11/227). Tα τελευταία χρόνια παρατηρείται 

δραματική αύξηση του επιπολασμού των ESBLs σε απομονώσεις των Ε. coli από κλινικά 

δείγματα σε ανθρώπους, γεγονός που συμβαδίζει με την αυξημένη παρουσία των ESBLs στο 

κρέας των πουλερικών στην Ευρώπη (Οverdevest et al., 2010, Johnson et al., 2012). H συν-
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επιλογή της ανθεκτικότητας ιδιαίτερα στις φλουροκινολόνες, αμινογλυκοσίδες και 

σουλφοναμίδες συνέβαλε στην διάδοση του προβλήματος (Coque et al., 2008). 

Aπό τα 227 στελέχη Ε. coli το 45% (n=102) ανήκει στην ομάδα Α (η ομάδα Α0 

συνυπολογίστηκε ως Α), τo 30% (n=68) στην ομάδα Β1 και το 25% (n=56) στην ομάδα D. Μια 

μόνο απομόνωση ανήκει στην ομάδα Β2. Tα υψηλότερα ποσοστά των ομάδων Α και Β1 

εξηγούνται από το γεγονός ότι τα στελέχη προέρχονται από υγιή κοτόπουλα τα οποία 

επιθεωρήθηκαν πριν τη σφαγή. Επιπλέον, τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας συμφωνούν 

με προηγούμενες μελέτες στις οποίες οι φυλογενετικές ομάδες Α και Β1 είναι οι επικρατέστερες 

ανάμεσα στα πουλερικά (Οbeng et al., 2012, Unno et al., 2009).  

Το 70% (n=71/101), 97% (n=67/69) και 96% (n=54/56) των στελεχών των φυλογενετικών 

ομάδων Α, Β1 και D αντίστοιχα, ήταν ανθεκτικά σε τρία τουλάχιστον αντιβιοτικά ταυτόχρονα, 

ενώ το 29% (n=29/101), 83% (n=57/69) και 86% (n=48/56) εξ αυτών ήταν ανθεκτικά στην 

κεφοταξίμη. Το 79% (n=19/24) των στελεχών που ήταν ευαίσθητα σε όλα τα αντιβιοτικά ή 

ανθεκτικά μόνο στην αμπικιλλίνη, ανήκουν στην ομάδα Α. Το 86% (n=38/44) των στελεχών που 

ήταν ανθεκτικά μόνο στην αμπικιλλίνη και στη τριμεθοπρίμη-σουλφομεθοξαζόλη (RSRRS), 

ανήκουν επίσης στην ομάδα Α. Το 78% (n=105/134) των στελεχών που ήταν ανθεκτικά στην 

κεφοταξίμη, ανήκουν στις ομάδες Β1 και D. Τα αποτελέσματα του φυλογενετικού 

χαρακτηρισμού, δείχνουν ότι στην ομάδα Α συγκεντρώνονται τα ευαίσθητα στελέχη, και τα 

στελέχη που φέρουν ανθεκτικότητα στην αμπικιλλίνη και στην τριμεθοπρίμη-

σουλφομεθοξαζόλη, ενώ η ανθεκτικότητα στην κεφοταξίμη είναι λιγότερο συχνή. Αντίθετα στις 

ομάδες Β1 και D συγκεντρώνονται τα στελέχη που φέρουν ανθεκτικότητα στην κεφοταξίμη.  

Στη φάρμα Α, το 100% των στελεχών του ολικού πληθυσμού των ομάδων Β1 και D, ήταν 

ανθεκτικά στην κεφοταξίμη. Στη φάρμα Γ, το αντίστοιχο ποσοστό ήταν 86%, ενώ στη φάρμα Β 

μόλις 12%.  Τα στελέχη της ομάδας D, ήταν πολυανθεκτικά ανεξάρτητα από το ποια φάρμα και 

ποιο πληθυσμό προήλθαν. Αντίθετα, τα στελέχη της ομάδας Β1, φαίνεται να αποκτούν 

χαρακτηριστικά ανάλογα με το περιβάλλον στο οποίο βρίσκονται. Έτσι στις φάρμες Α και Γ που 

υποθέτουμε ότι υπάρχει πίεση από φλουoροκινολόνες, τα στελέχη της ομάδας Β1 ήταν 

πολυανθεκτικά, ενώ στη φάρμα Β όπου θεωρούμε ότι δεν γίνεται χρήση της συγκεκριμένης 

ομάδας αντιβιοτικών, τα στελέχη της ομάδας Β1 ήταν στην πλειοψηφία τους ευαίσθητα. 
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Επιπλέον, από τους πληθυσμούς της κεφοταξίμης και της γενταμυκίνης της φάρμας Β, δεν 

απομονώθηκε κανένα στέλεχος που να ανήκει στην ομάδα Β1. Το γεγονός αυτό ενισχύει την 

πεποίθηση ότι η απόκτηση της ανθεκτικότητας ανάμεσα στην ομάδα Β1, διαμορφώνεται από 

την πίεση επιλογής των αντιβιοτικών. 

Tα αποτελέσματα της ανάλυσης με MLST επιβεβαιώνουν την φυλογενετική ομαδοποίηση των 

227 απομονώσεων Ε. coli στις τέσσερις κύριες ομάδες Α, Β1, Β2 και D καθώς και στις υβριδικές 

ομάδες ΑxB1 και ABD. Tα συχνότερα STs που βρέθηκαν είναι το ST10-A, ST93-A, ST117-

ABD και ST2309-D. Tα τέσσερα αυτά STs χαρακτηρίζουν το 54% των 37 απομονώσεων E. coli 

που αναλύθηκαν με MLST. 

Το ST10 είναι o ιδρυτής (founder) του μεγαλύτερου κλωνικού συγκροτήματος (clonal complex) 

του είδους των E. coli, γνωστό και ως συγκρότημα ST10 (ST10 complex) (Gordon et al., 2008). 

Η πλειοψηφία των στελεχών που κατατάσσονται στη φυλογενετική ομάδα Α, ανήκουν στο 

κλωνικό συγκρότημα ST10, το οποίο περιλαμβάνει απομονώσεις Ε. coli από πολύ 

διαφορετικούς ξενιστές (Trobos et al., 2009). Παρόλο που η φυλογενετική ομάδα Α τυπικά 

σχετίζεται με συμβιωτικά Ε. coli, βρέθηκαν πολυανθεκτικά στελέχη ST10 στις φάρμες Α (n=3) 

και Γ (n=2), που φέρουν τους γονότυπους CTX-M-9, AmpC και ΤΕΜ. Στη φάρμα Β βρέθηκε 

επίσης το ST10 με ανθεκτικότητα μόνο στην αμπικιλλίνη και γονότυπο ΤΕΜ. Οι Μοreno et al. 

2006 και Εwers et al. 2007, παρουσίασαν δεδομένα που υποστηρίζουν ότι απομονώσεις της 

φυλογενετικής ομάδας Α, μπορεί να είναι υπεύθυνες για εξω-εντερικές λοιμώξεις (extraintestinal 

infections). Tα ST10 και ST117 έχoυν αναφερθεί ως οι συχνότεροι γονότυποι σε απομονώσεις 

από κοτόπουλα σε πτηνοσφαγεία στην Ισπανία (Βergeron et al., 2012). Η ίδια έρευνα κατέδειξε 

γενετικές ομοιότητες μεταξύ των συγκεκριμένων στελεχών, με ΕxPEC στελέχη που προκαλούν 

λοιμώξεις του ουροποιητικού στον άνθρωπο.  

Tα στελέχη ST117-ΑΒD βρέθηκαν στις φάρμες Α (n=3) και Β (n=1) με προφίλ ανθεκτικότητας 

RRRRS. Tα ST117 της φάρμας Α φέρουν τους γονότυπους CTX-M-1, AmpC και ΤΕΜ-SHV, 

ενώ το στέλεχος της φάρμας Β δεν φέρει κανένα γονότυπο ανθεκτικότητας από αυτούς που 

εξετάστηκαν. Έχουν αναφερθεί πρόσφατα απομονώσεις του ST117 από πτηνά, με 

ανθεκτικότητα στις κεφαλοσπορίνες 3
ης

 γενιάς και στις φλουοροκινολόνες (Giufré et al., 2012). 

Μια έρευνα στον Καναδά έδειξε ότι στελέχη του ST117 από κοτόπουλα, ανήκουν στο ίδιο 
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κλωνικό συγκρότημα με ΕxPEC κλινικά στελέχη του ανθρώπου (Manges and Johnson, 2012). 

Oι Μοra et al. 2012, κατέγραψαν αύξηση του επιπολασμού ενός συγκεκριμένου ορότυπου του 

ST117 ανάμεσα στα ΑPEC κλινικά στελέχη των πτηνών, με υψηλό αριθμό λοιμογόνων γονιδίων 

και δυναμική πρόκλησης επιδημιών. Τα δεδομένα αυτά υποστηρίζουν την υπόθεση ότι τα 

τρόφιμα ζωικής προέλευσης και ιδιαίτερα τα κοτόπουλα, αποτελούν δεξαμενή μετάδοσης 

ΕxPEC στελεχών στον άνθρωπο και ότι το ST117 είναι ανάμεσα στα στελέχη υψηλού κινδύνου. 

Tα στελέχη ST2309-D, βρέθηκαν στη φάρμα Γ με προφίλ ανθεκτικότητας RRRRS και φέρουν 

τους γονότυπους TEM-SHV και CIT. Tα στελέχη ST93-A απομονώθηκαν από τις φάρμες Β 

(n=1) και Γ (n=3) με MDR φαινότυπους (RRRRS, RSRRR, RSRRS) και φέρουν τους 

γονότυπους CTX-M-1, CIT και ΤΕΜ. Tα δύο αυτά στελέχη (ST2309-D και ST93-A) που 

κωδικεύουν ESBL/AmpC γονίδια, έχουν απομονωθεί πρόσφατα από πτηνοτρόφους στην 

Ολλανδία, ενώ τα ίδια στελέχη ήταν παρόντα και σε δείγματα από τα πτηνά τους (Dierikx et al., 

2012).  Τα αποτελέσματα αυτά εγείρουν ανησυχίες για τους κινδύνους που προκύπτουν για τους 

επαγγελματίες της ζωικής παραγωγής.  

Από τα υπόλοιπα STs, το ST115-D που απομονώθηκε από τη φάρμα Γ, διαφέρει σε ένα 

αλληλόμορφο (single locus variant- SLV) με το ST2309-D το οποίο βρέθηκε στην ίδια φάρμα. 

To ST373-A το οποίο είναι SLV του ST93-A, βρέθηκε στις ίδιες φάρμες με αυτό (Β και Γ). Το 

ST212-AxB1 με φαινότυπο RRRRR και γονότυπο ΤΕΜ/SHV και CIT που απομονώθηκε από τη 

φάρμα Α, πιστεύουμε ότι χαρακτηρίζει όλες τις απομονώσεις της συγκεκριμένης φάρμας με το 

προφίλ ανθεκτικότητας RRRRR. Μια πρόσφατη έρευνα στη Σουηδία κατέδειξε ότι το 44% των 

φιλέτων κοτόπουλου που αναλύθηκαν, φέρει E. coli που παράγουν ESBLs και μεταξύ άλλων 

απομονώθηκαν τα ST393 και ST212 (Börjesson et al., 2013). Τα ST155-B1 και ST1011-D που 

απομονώσαμε, έχουν απομονωθεί προηγουμένως από πουλερικά στην Ιταλία (Giufré et al., 

2012).  

Το μοναδικό στέλεχος της φυλογενετικής ομάδας Β2 που απομονώσαμε, ανήκει στο ST2838, το 

οποίο αποτελεί SLV του ST131. Τα στελέχη ST131 είναι η κύρια αιτία σοβαρών εξω-εντερικών 

λοιμώξεων του ανθρώπου, με ΜDR E. coli σε πολλές χώρες του κόσμου (Νicolas-Chanoine et 

al., 2008, Johnson et al., 2010). Επιπλέον, το ST131 έχει ταυτοποιηθεί πρόσφατα ως αιτία 

κλινικών λοιμώξεων σε πουλερικά και κατοικίδια ζώα, αλλά έχει απομονωθεί και από κόπρανα 

υγιών ζώων καθώς και από κρέας πουλερικών (Μοra et al., 2010, Vincent et al., 2010, Ewers et 
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al., 2010).  Ανάμεσα στις εξηγήσεις που δίνονται για την ταχεία διάδοση και παγκόσμια 

κατανομή του ST131, περιλαμβάνονται και η μετάδοση μέσω επαφής με ζώα φορείς ή/και η 

κατανάλωση επιμολυσμένου κρέατος πουλερικών (Platell et al., 2011). 

 

5.2. Enterococcus spp 

Η καταμέτρηση των ολικών πληθυσμών των enterococci, έδειξε ότι το μικροβιακό φορτίο 

κυμαίνεται σε παρόμοια επίπεδα και στις τρεις φάρμες. Ωστόσο, στη φάρμα Β καταμετρήθηκαν 

υψηλοί αριθμοί στους πληθυσμούς AMP-R και HLGN-R, ενώ στις φάρμες Α και Γ ήταν κάτω 

από το όριο ανίχνευσης. Συνεπώς, ο πληθυσμός των enterococci της φάρμας Β, διαφοροποιείται 

σημαντικά ως προς την ανταπόκριση και επιβίωση του σε περιβάλλον με αμπικιλλίνη και 

γενταμυκίνη υψηλής συγκέντρωσης.  

Τα αποτελέσματα της δοκιμής ευαισθησίας στα αντιβιοτικά δισκία διάχυσης, επαλήθευσαν την 

εικόνα που έδωσαν τα θρεπτικά υποστρώματα με τα αντιβιοτικά. Συγκεκριμένα στις φάρμες Α 

και Γ η ανθεκτικότητα των enterococci στην ΑΜP και HLGN ήταν κάτω από 4%, ενώ στη 

φάρμα Β ήταν της τάξης του 70% και στα δύο αντιβιοτικά. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι 

στη φάρμα Β η ανθεκτικότητα στην ΑΜP συνοδεύεται σχεδόν 100% και από ταυτόχρονη 

ανθεκτικότητα στην HLGN. Προηγούμενες μελέτες αναφέρουν υψηλούς πληθυσμούς των 

enterococci στο κρέας των πουλερικών, οι οποίοι δείχνουν ανθεκτικότητα σε πολλά αντιβιοτικά 

ταυτόχρονα στον Καναδά (Αslam et al., 2012), στις Η.Π.Α (Hayes et al., 2003), στην Τυνησία 

(Κlibi et al., 2013), στην Τουρκία (Dogru et al., 2010) και στην Ιταλία (Busani et al., 2004).  

Aπό το σύνολο των 130 enterococci που απομονώθηκαν και από τις τρεις φάρμες, κανένα 

στέλεχος δεν ήταν ανθεκτικό στη βανκομυκίνη. Το αποτέλεσμα αυτό είναι συμβατό με άλλες 

μελέτες οι οποίες σημειώνουν την απουσία VRE σε προϊόντα κρέατος (Klibi et al., 2013, Dogru 

et al., 2010). Tην δεκαετία του 1990, πριν απαγορευτεί η χρήση της αβοπαρυκίνης ως αυξητικού 

παράγοντα στην κτηνοτροφία, η απομόνωση VRE στελεχών του E. faecium από πτηνοτροφικές 

μονάδες, ήταν συχνή στην Ευρώπη (Aarestrup, 1995, Klare et al., 1995). Aπό το 1997 όταν η 

αβοπαρυκίνη απαγορεύτηκε, ο επιπολασμός των VRE στα κοτόπουλα μειώθηκε κατακόρυφα 

(Κlare et al., 1999, van den Bogaard et al., 2000). Ωστόσο, πρόσφατη μελέτη στην Ελλάδα 
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αναφέρει την απομόνωση VRE από κοτόπουλα, σε ποσοστά της τάξης του 22%, δεκαπέντε 

χρόνια μετά την απαγόρευση της αβοπαρυκίνης (Tzavaras et al., 2012). Παρόμοιες μελέτες σε 

Ισπανία (Lopez et al., 2009), Πορτογαλία (Novais et al., 2005) και Δανία (Garcia-Migura et al., 

2011) έχουν ανινχεύσει VRE σε προϊόντα κρέατος. Μια εξήγηση που δίνεται για την επιμονή 

των VRE στα δείγματα από παραγωγικά ζώα, είναι η χρήση της τυλοζίνης (μακρολίδιο) στην 

κτηνοτροφία, η οποία θεωρείται ότι συν-επιλέγει την ανθεκτικότητα στη βανκομυκίνη 

(Aarestrup et al., 2000). 

Το επικρατέστερο είδος στις φάρμες Α και Β ήταν ο Ε. faecium (72% και 96% αντίστοιχα) ενώ 

στη φάρμα Γ ήταν ο Ε. faecalis (100%). Προηγούμενες μελέτες αναφέρουν ότι ο Ε. faecium 

ήταν το επικρατέστερο είδος σε δείγματα από κρέας ή κόπρανα πουλερικών στην Σκανδιναβία, 

Ισπανία και Ιταλία (de Jong et al., 2009), στο Μαρόκο (Sanchez et al., 2009), στην Ολλανδία 

(van den Bogaard et al., 2002) και στις Η.Π.Α (Hayes et al., 2003), ενώ άλλες μελέτες στην 

Πορτογαλία (Poeta et al., 2006), το Βέλγιο (Βutaye et al., 2001), τον Καναδά (Αslam et al., 

2012) και τη Βραζιλία (Fracalanzza et al., 2007), αναφέρουν τον Ε. faecalis ως το 

επικρατέστερο είδος. Οι διαφορές αυτές αποδίδονται σε γεωγραφικές αποκλίσεις ή σε 

διαφορετικές μεθόδους απομόνωσης (Jackson et al., 2005). Όλες οι απομονώσεις του Ε. faecalis 

ήταν ευαίσθητες σε όλα τα αντιβιοτικά. H ανθεκτικότητα στην ΑΜP και ΗLGN ανάμεσα στα 

στελέχη του Ε. faecium της φάρμας A ήταν μόλις 6%, ενώ στη φάρμα Β ήταν 71% στην AMP 

και 75% στην HLGN. Μέχρι στιγμής εξ όσων γνωρίζουμε, είναι η πρώτη φορά που αναφέρονται 

τόσο ψηλά ποσοστά ανθεκτικότητας στην ΗLGN, σε απoμονώσεις Ε. faecium από προϊόντα 

κρέατος. Οι Κοluman et al., 2008 αναφέρουν ανθεκτικότητα 24% στην ΗLGN και μόλις 2% 

στην ΑΜP σε απομονώσεις Enterococcus spp από διάφορα τρόφιμα. Mια έρευνα στη Νότιο 

Κορέα έδειξε 38% ανθεκτικότητα στην HLGN σε στελέχη Ε. faecium από κόπρανα πουλερικών 

(Han et al., 2011). Τα υψηλά ποσοστά ανθεκτικότητας που καταγράφηκαν στη φάρμα Β, καθώς 

και η επικράτηση του E. faecium έναντι του E. faecalis, πιστεύουμε ότι είναι αποτέλεσμα της 

αντιμικροβιακής στρατηγικής που εφαρμόζεται στη συγκεκριμένη φάρμα. Ειδικότερα, η πίεση 

από β-λακταμικά αντιβιοτικά εξηγεί την επίκτητη ανθεκτικότητα στην αμπικιλλίνη αλλά και την 

επικράτηση του Ε. faecium (Willems and Schaick, 2010). Η  τριυδρική αμοξυκιλλίνη (β-

λακταμικό αντιβιοτικό) είναι εγκεκριμένη ουσία σε εθνικό επίπεδο (όχι σε κοινοτικό), για χρήση 

στα κοτόπουλα κρεοπαραγωγής, και πιστεύουμε ότι στη φάρμα Β χρησιμοποιείται κατά κόρον. 
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Όσο για την υψηλή ανθεκτικότητα στην ΗLGN, πιθανόν να οφείλεται σε παράνομη χορήγηση 

αμινογλυκοσιδών στη συγκεκριμένη φάρμα. 

Το γονίδιο esp που κωδικοποιεί μια εντεροκοκκική πρωτεΐνη επιφανείας που σχετίζεται με την 

ικανότητα σχηματισμού βιοφιλμ πάνω σε αβιοτικές επιφάνειες, δεν βρέθηκε σε καμία από τις 

130 απομονώσεις enterococci. Το αποτέλεσμα αυτό ήταν αναμενόμενο, αφού το συγκεκριμένο 

γονίδιο σχετίζεται με κλινικά στελέχη Ε. faecium υπεύθυνα για ενδο-νοσοκομειακές λοιμώξεις 

(Willems et al., 2001). 

Tα αποτελέσματα των αναλύσεων MLVA και MLST, κατέταξαν τις απομονώσεις του E. 

faecium σε 20 ΜΤs και 15 STs (βλέπε παράρτημα: πίνακας 16). Τα αποτελέσματα του MLVA 

κατεύθυναν την επιλογή μικρότερου αριθμού δειγμάτων για επαλήθευση με MLST. Πράγματι, η 

γενετική διαφοροποίηση των στελεχών του E. faecium ανάμεσα στις τρεις φάρμες, αποδόθηκε 

επιτυχώς και με τις δύο μεθόδους. Ωστόσο, η μέθοδος ΜLST φαίνεται να πλεονεκτεί στο 

γεγονός ότι ομαδοποιεί καλύτερα τα στελέχη του Ε. faecium, ενώ η μέθοδος MLVA πιθανό να 

αποδίδει γενετικές διαφορές εκεί που δεν υπάρχουν πραγματικά, περιπλέκοντας την εικόνα της 

γενετικής δομής του πληθυσμού. Συμπερασματικά, η μέθοδος MLVA είναι χρήσιμη για ένα 

γρήγορο και φθηνό αρχικό σάρωμα μεγάλου αριθμού δειγμάτων, τα αποτελέσματα του οποίου 

είναι αξιόπιστα και μπορούν να καθοδηγήσουν την επιλογή στελεχών για ανάλυση με ΜLST, 

εκεί όπου κρίνεται επιθυμητό.    

Τα συχνότερα ΜΤs ήταν το ΜΤ9 και 20 που ανευρέθηκαν αποκλειστικά στη φάρμα Β και 

αποτελούν πάνω από το 90% των στελεχών του Ε. faecium της συγκεκριμένης φάρμας. 

Επιπλέον, όλα τα στελέχη ΜΤ9 και 20 που αναλύθηκαν με ΜLST, ανήκουν στον ίδιο τύπο 

αλληλουχίας (ST148). Συνεπώς αποδεικνύεται ότι η φάρμα Β είναι αποικισμένη με το ST148, το 

οποίο χαρακτηρίστηκε ανθεκτικό σε AMP και HLGN. Τα στελέχη του Ε. faecium της φάρμας Α, 

τα οποία ήταν στην πλειοψηφία τους ευαίσθητα, διαφοροποιούνται και γονοτυπικά από αυτά της 

φάρμας Β, διότι ανήκουν σε διαφορετικά ΜΤs και STs. Συγκεκριμένα, τα περισσότερα στελέχη 

της φάρμας Α, είναι SLVs των ST157 και ST236. 

H δομή του πληθυσμού του Ε. faecium, περιλαμβάνει μια ποικιλία από STs, στην οποία υπάρχει 

υπερ-αντιπροσώπευση συγκεκριμένων κλωνικών συγκροτημάτων (CCs). Πρόκειται για το CC9 

που σχετίζεται με τα πουλερικά, το CC5 που σχετίζεται με τους χοίρους, το CC1 που σχετίζεται 
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με τα μυρηκαστικά και τα CC17, CC22, CC94 που σχετίζονται με τους ανθρώπους (Ηοman et 

al., 2002, Camargo et al., 2006). Το CC17, που έχει σήμερα παγκόσμια διασπορά, θεωρείται 

κλωνικό συγκρότημα υψηλού κινδύνου, γιατί συγκεντρώνει στελέχη που απομονώνονται σχεδόν 

αποκλειστικά από νοσηλευόμενους ασθενείς (Leavis et al., 2006). Ωστόσο έχει ανευρεθεί και 

σποραδικά σε υγιείς ανθρώπους, πουλερικά, χοίρους και σκύλους (Βiavasco et al., 2007, 

Damborg et al., 2008, de Leener et al., 2005).  

Eννέα από τα 15 STs που ταυτοποιήσαμε, μεταξύ των οποίων και αυτά με τη μεγαλύτερη 

συχνότητα (ST148, ST157 και ST236), ανήκουν στο CC9 των πουλερικών. Το στέλεχος ST148 

έχει απομονωθεί προηγουμένως από κόπρανα υγιών ανθρώπων και πουλερικών στην Ισπανία 

και έχει χαρακτηριστεί ως ευαίσθητο στην αμπικιλλίνη (López et al., 2010). Το ίδιο στέλεχος 

(ST148) έχει απομονωθεί από κοτόπουλα και υγιείς ανθρώπους στην Πορτογαλία, όπου 

χαρακτηρίστηκε ανθεκτικό σε πολλά αντιβιοτικά, περιλαμβανομένων της αμπικιλλίνης και της 

ΗLGN (Freitas et al., 2009). Oι διαφοροποιήσεις στο προφίλ ανθεκτικότητας ενός 

συγκεκριμένου στελέχους, δεν μπορούν παρά να αποδοθούν στην πίεση επιλογής από 

διαφορετικά αντιβιοτικά. Στη δική μας μελέτη, η κυρίαρχη παρουσία του ST148 στη φάρμα Β, 

σε συνδυασμό με 100% ανθεκτικότητα των στελεχών ST148 σε αμπικιλλίνη και HLGN, 

υποστηρίζουν το συμπέρασμα της χρήσης αμοξυκιλλίνης και πιθανόν παράνομα και 

αμινογλυκοσιδών στη συγκεκριμένη φάρμα. Το ST157 έχει αναφερθεί σε υγιείς σκύλους στην 

Αγγλία (Damborg et al., 2009) και σε κοτόπουλα στο Βέλγιο (de Leener et al., 2005). Στελέχη 

του ST236 έχουν ανευρεθεί σε κοτόπουλα στην Πορτογαλία (Freitas et al., 2009), στη Ν. Κορέα 

(Cha et al., 2012) και στις Η.Π.Α (Hayes et al., 2001). 

Ανάμεσα στα στελέχη του Ε. faecium που ταυτοποιήθηκαν στο κρέας των πουλερικών, 

αναφέρουμε και το ST121 που χαρακτηρίζει μια μοναδική απομόνωση της φάρμας Α. Η 

σημασία του ST121 έγκειται στο ότι αποτελεί SLV του ST78 (Freitas et al., 2009). Το ST-78 

είναι ένα αποκλειστικά ενδονοσοκομειακό στέλεχος του Ε. faecium, υπεύθυνο για πρόκληση 

επιδημιών με VRE,  και θεωρείται ένας από τους κύριους ιδρυτές του CC17 (Willems et al., 

2012, Hsieh et al., 2010). 
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MA (n=25) MB (n=25) MC (n=25)

Total

R,R,R,R,R. 4% 0% 0%

R,R,R,R,S. 32% 4% 56%

R,R,S,R,S. 0% 0% 4%

R,R,S,S,S. 4% 8% 8%

R,S,R,R,S. 48% 16% 20%

R,S,R,S,S. 8% 24% 0%

R,S,S,S,S. 0% 28% 4%

S,S,S,S,S. 4% 20% 8%

0%
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40%

60%

80%

E. coli resistant profile (AMP, CTX, SXT, W, GN) distribution within the 

Total population for each farm 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

8.1. Συμπληρωματικά δεδομένα 

 

Πίνακας 9: Επιπολασμός των φαινότυπων ανθεκτικότητας των Ε. coli ανάμεσα στον ολικό πληθυσμό κάθε 

φάρμας  
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 Πίνακας 10: Επιπολασμός γονότυπων ανθεκτικότητας των E. coli σε κάθε φαινότυπο ανθεκτικότητας 

R,R,R,R,R.

(n=33)

R,R,R,R,S.

(n=71)

R,R,S,R,S.

(n=8)

R,R,S,S,R.

(n=6)

R,R,S,S,S.

(n=17)

R,S,R,R,R.

(n=5)

R,S,R,R,S.

(n=44)

R,S,R,S,S.

(n=16)

R,S,S,S,R.

(n=3)

R,S,S,S,S.

(n=16)

S,S,S,S,S.

(n=8)

0 - 0 - 6% 6% 18% 2% 6% 6% 100%

0 - 0 - CTX-M-1 33%

0 - CIT-  CTX-M-1 6% 3% 13% 12%

0 - CIT-  CTX-M-1 17%

0 - CIT-  CTX-M-9 24%

SHV - 0 - 6% 18%

SHV - CIT - 1%

SHV&TEM - 0 - 9% 17% 38% 33% 6%

SHV&TEM - CIT 3% 1%

TEM - 0 - 12% 8% 25% 6% 80% 95% 94% 100% 94%

TEM - 0 - CTX-M-1 31%

TEM - 0 - CTX-M-9 12% 17% 6% 20%

TEM - CIT - CTX-M-9 52% 27% 25% 12% 2%
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60%

80%

100%

120%

E. coli genotype prevalence for each resistant profile (AMP,CTX,SXT,W,CN) with 95% CI 
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A B1 D A A0 B1 D A A0 B1 D

MA (n=25) MB (n=25) MC (n=25)

Total

R,R,R,R,R. 4%

R,R,R,R,S. 16% 16% 4% 12% 4% 40%

R,R,S,R,S. 4%

R,R,S,S,S. 4% 8% 4% 4%

R,S,R,R,S. 48% 16% 16% 4%

R,S,R,S,S. 8% 4% 4% 16%

R,S,S,S,S. 24% 4% 4%

S,S,S,S,S. 4% 12% 4% 4% 8%
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E. coli resistant profile (AMP,CTX,SXT,W,CN) prevalence and 95% CI among the Total 

population for each farm and phylogroup  

Πίνακας 11: Επιπολασμός των φαινότυπων ανθεκτικότητας των E. coli  στον ολικό πληθυσμό κάθε φάρμας και φυλογενετικής ομάδας    
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Single Double Triple

1 - 96 1

2 - 116 2

3 - 117 1

4 - 101or102 1

5 - 101or102or116 1

6 - 103or104or105 2

7 - 103or104or105or107or109or110or115or118 2

8 - 103or104or105or107or109or110or115or118 1

9 - 106or112or113 53

10 - 107or108or111or115or117or118or119 5

11 - 107or115or118 6

12 - 108or111or119 2

13 - 11or25or26or27or28or29or30 1

14 - 21or22or23or117 1

15 - 25or26or27or139 1

16 - 34or94 1

17 - 68or85or86 1

18 - 78or91or92 1

19 - 88or116 1

20 - 96or97or98 14
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60

98 E. faecium MT - group locus variants 

 

Πίνακας 15: Πιθανά ΜΤs της βάσης δεδομένων του UMC που αντιστοιχούν σε κάθε ομάδα ΜΤ-1-20.  Η επιλογή έγινε με βάση το εγγύτερο προφίλ 

αλληλομόρφων VNTR (single, double και triple locus variants) 
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Πίνακας 16: Κατανομή των 98 απομονώσεων του Ε. faecium ανάμεσα σε 20 ομάδες ΜΤ και 15 ST 

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

8 1

9 1

53 1

121 1

124 1

148 8 3

157 1 1 1

184 1

195 1

236 1 1

284 1

450 1

451 1

490 1

532 1

(blank) 1 1 1 45 3 5 1 1 1 11

ST 

MT - group 

98 E. faecium MT group - ST distribution 


