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ÓõãêñéôéêÞ ëïéìïãüíïò éêáíüôçôá åõáßóèçôùí
êáé ðïëõáíèåêôéêþí óôåëå÷þí
Pseudomonas aeruginosa
In vitro êáé in vivo ìåëÝôç

ÓÊÏÐÏÓ H óýãêñéóç ôçò ëïéìïãüíïõ éêáíüôçôáò áíÜìåóá óå åõáßóèçôá
êáé ðïëõáíèåêôéêÜ óôåëÝ÷ç Pseudomonas aeruginosa ôüóï in vitro üóï
êáé in vivo. ÕËÉÊÏ-ÌÅÈÏÄÏÓ ÅðéëÝ÷èçêáí 8 åõáßóèçôá êáé 12 ðïëõáíèå-
êôéêÜ óôåëÝ÷ç, üëá ãåíåôéêÜ äéáêñéôÜ, üðùò êáèïñßóôçêå ìåôÜ áðü çëå-
êôñïöüñçóç ôïõ ïëéêïý DNA ôïõò óå åíáëëáóóüìåíï ðåäßï. ÌåëåôÞèç-
êå ç áðåëåõèÝñùóç åëáóôÜóçò êáé åíäïôïîéíþí ìå ÷ñùìáôïìåôñéêÞ ìÝ-
èïäï, åíþ åíïöèÜëìéóìá ëïãáñéèìéêÞò öÜóçò áíÜðôõîçò êÜèå óôåëÝ-
÷ïõò ðñïóôÝèçêå óå êáëëéÝñãåéá áíèñþðéíùí ìïíïêõôôÜñùí. Ïé óõãêå-
íôñþóåéò ôïõ ðáñÜãïíôá íÝêñùóçò ôùí üãêùí (TNF) êáé ôùí éíôåñëåõêé-
íþí IL-1â, IL-6, IL-8, IL-10 êáé IL-12 ðñïóäéïñßóôçêáí óôï õðåñêåßìåíï
ôùí êáëëéåñãåéþí ìå EIA, ôçò ìáëïíéêÞò äéáëäåàäçò (MDA) ìå ôç ìÝèïäï
ôïõ èåéïâáñâéôïõñéêïý ïîÝïò êáé ôçò ðñïêáëóéôïíßíçò ìå áíïóï÷çìåéï-
öùôáýãåéá. ÅðéðëÝïí, ðñïóäéïñßóôçêå ç åðéâßùóç óå 20 áñïõñáßïõò, áðü
ôïõò ïðïßïõò åíÝèçêå åíäïðåñéôïíáúêÜ óå 10 åõáßóèçôï êáé óå 10 ðï-
ëõáíèåêôéêü óôÝëå÷ïò. ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ ÓçìáíôéêÞ äéáöïñÜ äéáðéóôþèç-
êå óôçí ðáñáãùãÞ MDA, IL-1â êáé IL-6 áðü ôá ìïíïêýôôáñá ìåôÜ áðü
äéÝãåñóç áðü ôá åõáßóèçôá, óõãêñéôéêÜ ìå ôá ðïëõáíèåêôéêÜ óôåëÝ÷ç.
Áí êáé áíÜëïãåò äéáöïñÝò âñÝèçêáí ãéá ôçí åëáóôÜóç, ôïí TNF êáé ôçí
IL-8, áõôÝò äåí Þôáí óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÝò. Óå êáíÝíá áðü ôá äéåãåñèÝ-
íôá êýôôáñá äåí äéáðéóôþèçêå ðáñáãùãÞ IL-10 êáé IL-12, åíþ äåí âñÝ-
èçêáí äéáöïñÝò óôçí ðáñáãùãÞ ôçò ðñïêáëóéôïíßíçò. Ç ìÝóç (±SE) åðé-
âßùóç ôùí æùéêþí ðñïôýðùí, óôá ïðïßá åíïöèáëìßóôçêå ôï åõáßóèçôï
óôÝëå÷ïò, Þôáí 21,80 (±7,87) þñåò, åíþ óå áõôÜ üðïõ åíÝèçêå ôï ðï-
ëõáíèåêôéêü óôÝëå÷ïò Þôáí 61,8±11,81 þñåò (Ñ=0,0065). ÓÕÌÐÅÑÁÓÌÁÔÁ
Äéáðéóôþíåôáé óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ óôç ëïéìïãüíï éêáíüôçôá ôùí åõáß-
óèçôùí óôá áíôéìéêñïâéáêÜ óå óýãêñéóç ìå ôá ðïëõáíèåêôéêÜ óôåëÝ÷ç
P. aeruginosa, üðùò öáßíåôáé áðü ôç äéáöïñÜ ôüóï óôçí ðáñáãùãÞ öëåã-
ìïíùäþí êõôôáñïêéíþí ìåôÜ ôç äéÝãåñóç ôùí áíèñþðéíùí ìïíïêõôôÜ-
ñùí, üóï êáé óôçí åðéâßùóç ôùí æùéêþí ðñïôýðùí, óõìðÝñáóìá ðïõ åí-
äÝ÷åôáé íá ïäçãÞóåé óå êëéíéêïýò ðñïâëçìáôéóìïýò êáôÜ ôç ëÞøç èåñá-
ðåõôéêþí áðïöÜóåùí.

Ç Pseudomonas aeruginosa áðïôåëåß ðáèïãüíï ìé-

êñïïñãáíéóìü ðïõ óõ÷íÜ ðñïóâÜëëåé áíïóïêáôáóôáë-

ìÝíïõò êáé âáñéÜ ðÜó÷ïíôåò áóèåíåßò. Åßíáé áßôéï óõ-

óôçìáôéêþí ëïéìþîåùí óå ïõäåôåñïðåíéêïýò áóèåíåßò

êáé óå áóèåíåßò ìå êõóôéêÞ ßíùóç, áëëÜ êáé óõ÷íü áßôéï

íïóïêïìåéáêÞò óÞøçò óôéò ìïíÜäåò åíôáôéêÞò èåñáðåßáò

(ÌÅÈ).1 Ôá ðáèïãüíá óôåëÝ÷ç ôçò åßíáé óõ÷íÜ ðïëõáí-

èåêôéêÜ êáé ôï ðïóïóôü áíôï÷Þò ôïõò óôç ÌÅÈ óôçí

ÅëëÜäá êõìÜíèçêå áðü 47–62% óôï ðñþôï åîÜìçíï

ôïõ 2002.2

Ç áíôéìåôþðéóç ìéáò íïóïêïìåéáêÞò ëïßìùîçò áðü

Ýíá ðïëõáíèåêôéêü óôÝëå÷ïò äçìéïõñãåß óôïí êëéíéêü

éáôñü ðïëëáðëÜ åñùôçìáôéêÜ ãéá ôç ëïéìïãüíï éêáíü-

ôçôÜ ôïõ êáé ôïí ôñüðï ìå ôïí ïðïßï áõôü áëëçëåðéäñÜ

ìå ôïí îåíéóôÞ. Ôá åñùôçìáôéêÜ áõôÜ áíáæçôïýí êáèç-

ìåñéíÜ åðéôáêôéêÞ áðÜíôçóç, êáèüóïí äéáöáßíåôáé üôé ç

áíôéìåôþðéóç ôùí ëïéìþîåùí áðü ðïëõáíèåêôéêÜ óôåëÝ-

÷ç ðñïóáíáôïëßæåôáé óôçí åöáñìïãÞ áíïóïôñïðïðïßç-

óçò, äåäïìÝíïõ üôé ïé èåñáðåõôéêÝò åðéëïãÝò ðåñéïñß-

æïíôáé óå áíôéìéêñïâéáêÜ ðåñéïñéóìÝíçò âáêôçñéïêôü-
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íïõ éêáíüôçôáò êáé õøçëÞò ôïîéêüôçôáò, üðùò ç êïëéìé-

êßíç.3

Ç ëïéìïãüíïò äñÜóç ôçò P. aeruginosa áðïäßäåôáé ôüóï

óôçí ðáñáãùãÞ äéáöüñùí åîùôïîéíþí (åîùôïîßíç Á, åîùÝí-

æõìï S, åëáóôÜóç ê.Ü.) üóï êáé óôï ëéðïðïëõóáê÷áñßôç

(LPS) ôçò åîùôåñéêÞò ìåìâñÜíçò ôïõ âáêôçñéáêïý êõôôÜ-

ñïõ.4 Ï ëåðôïìåñÞò êáèïñéóìüò ôçò ëïéìïãïíéêüôçôáò äåí

âáóßæåôáé ìüíï óôçí ðáñáãùãÞ åîùôïîéíþí êáé åíäïôïîé-

íþí áðü ôï âáêôçñéáêü êýôôáñï, áëëÜ êõñßùò óôïí ôñüðï

ìå ôïí ïðïßï ôï âáêôçñéáêü êýôôáñï áëëçëåðéäñÜ ìå ôá

êýôôáñá ôçò ìç åéäéêÞò áíïóßáò ôïõ îåíéóôÞ.5

Óêïðü ôçò ðáñïýóáò ìåëÝôçò áðïôÝëåóå ç óýãêñéóç

ôçò ëïéìïãüíïõ éêáíüôçôáò ôùí åõáßóèçôùí êáé ôùí

ðïëõáíèåêôéêþí óôá áíôéìéêñïâéáêÜ óôåëå÷þí P. aeru-

ginosa, óýãêñéóç ãéá ôçí ïðïßá äåí ðáñÝ÷ïíôáé âéâëéï-

ãñáöéêÜ äåäïìÝíá. Ç óýãêñéóç áõôÞ Ýãéíå óå ôñßá åðß-

ðåäá: (á) áðåëåõèÝñùóç åíäïôïîéíþí êáé åëáóôÜóçò áðü

ôá óôåëÝ÷ç, (â) éêáíüôçôá äéÝãåñóçò ôùí áíèñþðéíùí

ìïíïêõôôÜñùí ãéá ðáñáãùãÞ öëåãìïíùäþí êáé áíôé-

öëåãìïíùäþí êõôôáñïêéíþí êáé (ã) ìåëÝôç åðéâßùóçò

óå ðåéñáìáôéêü ìïíôÝëï óÞøçò óå éíäéêÜ ÷ïéñßäéá.

ÕËÉÊÏ ÊÁÉ ÌÅÈÏÄÏÓ

ÓôåëÝ÷ç

ÅðéëÝ÷èçêáí 20 óôåëÝ÷ç P. aeruginosa áðü êëéíéêÜ äåßãìá-

ôá áóèåíþí (ïýñá: 7, ðýïí: 5, âñïã÷éêÝò åêêñßóåéò/ðôýåëá: 5,

áßìá: 3). Ùò ðïëõáíèåêôéêÜ ïñßóôçêáí ôá óôåëÝ÷ç ðïõ åêäÞ-

ëùóáí áíôï÷Þ óå 2 Þ ðåñéóóüôåñåò ïìÜäåò áíôéìéêñïâéáêþí

äéáöïñåôéêÞò ÷çìéêÞò óýíèåóçò.6 Ï ðñïóäéïñéóìüò ôçò åõáé-

óèçóßáò ôïõò óå 12 áíôéìéêñïâéáêÜ êáèïñßóôçêå ìå ôç ìÝôñç-

óç ôùí åëÜ÷éóôùí áíáóôáëôéêþí ðõêíïôÞôùí ôùí áíôéìéêñï-

âéáêþí (ÅÁÐ). Ïé ÅÁÐ ðñïóäéïñßóôçêáí ìå ôç ìÝèïäï ìéêñï-

äéÜëõóçò ôïõ áíôéìéêñïâéáêïý óå ôåëéêü üãêï 0,1 mL ìå ôç

÷ñÞóç åíïöèáëìßóìáôïò ëïãáñéèìéêÞò öÜóçò áíÜðôõîçò ßóïõ

ìå 5´105 cfu/mL. Ùò ÅÁÐ ïñßóôçêå ç åëÜ÷éóôç ðõêíüôçôá

ôïõ áíôéìéêñïâéáêïý ðïõ áíÝóôåéëå ôçí ïñáôÞ âáêôçñéáêÞ áíÜ-

ðôõîç ìåôÜ áðü 18ùñç åðþáóç óôïõò 35 °C. Ôá üñéá ôùí ÅÁÐ

ðïõ áðïôÝëåóáí êñéôÞñéï áíôï÷Þò ãéá ôá ìåëåôçèÝíôá áíôéìé-

êñïâéáêÜ Þôáí: ôéêáñêéëßíç êáé ðéðåñáêéëßíç 64 ìg/mL, êå-

öôáæéäßìç êáé êåöåðßìç 8 ìg/mL, éìéðåíÝìç êáé ìåñïðåíÝìç 4

ìg/mL, óéðñïöëïîáóßíç 2 ìg/mL, ãåíôáìéêßíç êáé ôïìðñáìõ-

êßíç 4 ìg/mL êáé áìéêáóßíç 16 ìg/mL.7

Ãéá ôïí êáèïñéóìü ôçò ãåíåôéêÞò äéáêñéôüôçôáò ôùí óôåëå-

÷þí Ýãéíå çëåêôñïöüñçóç ôïõ ïëéêïý DNA êÜèå óôåëÝ÷ïõò

óå åíáëëáóóüìåíï ðåäßï (PFGE).8 Óå óõíôïìßá, ìåôÜ áðü ëýóç

ôïõ âáêôçñéáêïý êõôôÜñïõ ìå áêôéíïâïëßá ìå õðåñÞ÷ïõò êáé

áðïìüíùóç ôïõ ïëéêïý DNA, Ýãéíå ðÝøç ôïõ DNA ìå ôçí

åíäïíïõêëåÜóç ðåñéïñéóìïý SpeI êáé çëåêôñïöüñçóç óå ãÝëç

áãáñüæçò 1,5% óå ôÜóç 200 Volt óå èåñìïêñáóßá 12 °C óå

äýï öÜóåéò äéÜñêåéáò 15 êáé 23 ùñþí, áíôßóôïé÷á, óå óõóêåõÞ

Gene Navigator (Pharmacia, Upsala, Sweden).

Ðñïóäéïñéóìüò åëáóôÜóçò êáé åíäïôïîéíþí (LPS)

Ç äñáóôéêüôçôá ôçò åëáóôÜóçò ðñïóäéïñßóôçêå ìå ÷ñùìá-

ôïìåôñéêÞ ìÝèïäï ìå õðüóôñùìá åëáóôßíçò óõíäåäåìÝíçò ìå

åñõèñü ôïõ Congo (Elastin-Congo red, Sigma, St. Louis, USA).9

ËåðôïìåñÝóôåñá, áðïéêßåò ôùí óôåëå÷þí åðùÜóôçêáí åðß 15

þñåò óå èñåðôéêü æùìü Mueller-Hinton (Oxoid, London, UK)

åìðëïõôéóìÝíï ìå 5% ðåðôüíç (Difco, London, UK) êáé 0,25%

Triptycase soy broth (Didco). Óôç óõíÝ÷åéá, ôï êáëëéÝñãçìá

áñáéþèçêå 1:100 ìå èñåðôéêü æùìü Mueller-Hinton êáé åðùÜ-

óôçêå óôïõò 32 ïC ãéá 22 þñåò. ÌåôÜ áðü öõãïêÝíôñçóç óôá

10.000 g ãéá 20 min, óå 1 mL õðåñêåéìÝíïõ ðñïóôÝèçêáí 2

mL áíôéäñáóôçñßïõ trismaleate buffer 0,1 M êáé 1 mM CaCl
2

êáé 10 mg Elastin Congo red. Áêïëïýèçóå åðþáóç ãéá 2 þñåò

óôïõò 37 ïC óå õäáôüëïõôñï ìå áíáêßíçóç êáé ç áíôßäñáóç

ôåñìáôßóôçêå ìå 2 mL PBS (0,7 M, pH 6,0). Ôï õðüóôñùìá

áðïìáêñýíèçêå ìåôÜ áðü äéÜâáóç áðü âáêôçñéïêñáôçôéêü çèìü

êáé ðñïóäéïñßóôçêå ç áðïññüöçóç ìå öáóìáôïöùôüìåôñï óôá

495 nm. Ç äñáóôéêüôçôá åëáóôÜóçò åêöñÜóôçêå óå ìïíÜäåò

ïðôéêÞò ðõêíüôçôáò.9

Ãéá ôïí ðñïóäéïñéóìü ôçò áðåëåõèÝñùóçò ôùí LPS, åíï-

öèÜëìéóìá ëïãáñéèìéêÞò öÜóçò áíÜðôõîçò õðïâëÞèçêå óå ôñåéò

äéáäï÷éêÝò ðëýóåéò ìå æùìü Mueller-Hinton. ÔåëéêÜ, ôá âáêôç-

ñéáêÜ êýôôáñá áñáéþèçêáí ìå 10 mL æùìoý Mueller-Hinton

êáé åðùÜóôçêáí óôïõò 37 ïC óå õäáôüëïõôñï ìå áíÜäåõóç,

áöïý ðñïóäéïñßóôçêå ìå áêñßâåéá ôï åíïöèÜëìéóìÜ ôïõò óå

cfu/mL ìåôÜ ôç ëÞøç äåßãìáôïò üãêïõ 0,1 mL, ôç äéáäï÷éêÞ

áñáßùóÞ ôïõ 1:10 êáé ôçí êáëëéÝñãåéá üãêùí 0,1 mL êÜèå

áñáßùóçò óå Üãáñ McConkey (Becton Dickinson, Cockeysville

Md). ÌåôÜ áðü åðþáóç 0,5, 2 êáé 4 ùñþí, 1 mL êáëëéåñãÞìá-

ôïò öõãïêåíôñÞèçêå óôá 1700 g åðß 7 min. Ï ðñïóäéïñéóìüò

ôùí LPS Ýãéíå óôï õðåñêåßìåíï ìå ôç ÷ñùìáôïìåôñéêÞ ìÝèïäï

QCL-1000 LAL (BioWhitaker, Maryland, USA, êáôþôåñï üñéï

áíß÷íåõóçò 0,1 EU/mL). Ïé óõãêåíôñþóåéò ôùí åëåõèÝñùí

LPS åêöñÜóôçêáí óå ÅU/106 cfu åíïöèáëìßóìáôïò.

In vitro äéÝãåñóç áíèñþðéíùí ìïíïêõôôÜñùí

Áíèñþðéíá ìïíïêýôôáñá áðïìïíþèçêáí áðü 2 õãéåßò åèå-

ëïíôÝò çëéêßáò 30 åôþí, ùò áêïëïýèùò:10 ÇðáñéíéóìÝíï öëå-

âéêü áßìá åðéóôéâÜóôçêå óå Ficoll Hypaque (Biochrom, Berlin,

Germany) êáé öõãïêåíôñÞèçêå. Ôï áðïìïíùèÝí ëåìöïìïíï-

ðõñçíéêü êëÜóìá ðëýèçêå 3 öïñÝò ìå PBS (pH 7,2) (Merck,

Darmstadt, Germany) êáé ðñïóôÝèçêå óå RPMI 1640

(Biochrom, Berlin, Germany) åìðëïõôéóìÝíï ìå 10% fetal bovine

serum (FBS, Biochrom, Berlin, Germany) êáé 2 mM ãëïõôáìß-

íç (Biochrom, Berlin, Germany) ðáñïõóßá 100 U/mL ðåíéêé-

ëßíçò G êáé 0,1 mg/mL óôñåðôïìõêßíçò (Sigma, St. Louis,

USA) óå öéÜëåò ôùí 75 cm3. ÌåôÜ áðü 1 þñá åðþáóç óôïõò

37 ïC óå áôìüóöáéñá 5% CO
2
 áðïìáêñýíèçêáí ôá ìç ðñï-

óêïëëçìÝíá êýôôáñá, åíþ ôá ðñïóêïëëçìÝíá ìïíïêýôôáñá



ËÏÉÌÏÃÏÍÏÓ ÉÊÁÍÏÔÇÔÁ ÅÕÁÉÓÈÇÔÙÍ ÊÁÉ ÐÏËÕÁÍÈÅÊÔÉÊÙÍ ÓÔÅËÅ×ÙÍ PSEUDOMONAS AERUGINOSA 247

ðëýèçêáí ôñåéò öïñÝò ìå äéÜëõìá Hawks (Biochrom, Berlin,

Germany). Ôá ôåëåõôáßá áðïìáêñýíèçêáí áðü ôç öéÜëç ìå ôç

÷ñÞóç äéáëýìáôïò 0,25% èñõøßíçò/0,02% EDTA (Biochrom,

Berlin, Germany) êáé äéáìïéñÜóôçêáí óå ðëÜêá 12 êõøåëßäùí

óå óõãêÝíôñùóç ðåñßðïõ 1´105 êýôôáñá áíÜ êõøåëßäá ðáñïõ-

óßá RPMI 1640 åìðëïõôéóìÝíïõ ìå 10% FBS êáé 2 mM ãëïõ-

ôáìßíçò. Ï ôåëéêüò üãêïò áíÜ êõøåëßäá Þôáí 2,4 mL êáé ç

êáèáñüôçôá ôùí ìïíïêõôôÜñùí áíÜ êõøåëßäá >95%. ÌåôÜ áðü

åðþáóç ãéá 30 min óôïõò 37 ïC óå áôìüóöáéñá 5% CO
2
,

ðñïóôÝèçêáí óå êÜèå êõøåëßäá 20 ìL åíïöèáëìßóìáôïò óôå-

ëÝ÷ïõò P. aeruginosa ëïãáñéèìéêÞò öÜóçò áíÜðôõîçò, þóôå ôï

ôåëéêü åíïöèÜëìéóìá áíÜ êõøåëßäá íá åßíáé 5´104cfu/mL

êáé 5´106cfu/mL. Ðñéí áðü ôçí ðñïóèÞêç óôçí êõøåëßäá, ôá

âáêôçñéáêÜ êýôôáñá åß÷áí ðëõèåß ôñåéò öïñÝò ìå PBS (pH:

7,2), ðñïêåéìÝíïõ íá áðïìáêñõíèïýí ïé åëåýèåñåò åíäïôïîß-

íåò. Óôç óõíÝ÷åéá, ôá êýôôáñá åðùÜóôçêáí åðß 2 êáé 4 þñåò

óôïõò 37 ïC óå áôìüóöáéñá 5% CO
2
 ðáñïõóßá ôùí ìåëåôçèÝ-

íôùí óôåëå÷þí, ïðüôå ôï õðåñêåßìåíï êÜèå êõøåëßäáò áðïìá-

êñýíèçêå êáé äéáôçñÞèçêå óôïõò –70 ïC ìÝ÷ñé ôçí åðåîåñãá-

óßá.

¼ëá ôá óôåëÝ÷ç ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí ãéá ôç äéÝãåñóç ôùí

ìïíïêõôôÜñùí êáé ôùí äýï åèåëïíôþí. Ç áíùôÝñù äéåñãáóßá

äéÝãåñóçò ôùí ìïíïêõôôÜñùí Ýãéíå ãéá êÜèå óôÝëå÷ïò äýï

öïñÝò, åíþ ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí ùò ìÜñôõñåò ìïíïêýôôáñá ðïõ

äåí äéåãÝñèçêáí áðü âáêôçñéáêÜ êýôôáñá.

Ðñïóäéïñéóìüò êõôôáñïêéíþí, ìáëïíéêÞò äéáëäåàäçò
êáé ðñïêáëóéôïíßíçò

Ïé óõãêåíôñþóåéò ôïõ ðáñÜãïíôá íÝêñùóçò ôùí üãêùí

(TNF) êáé ôùí éíôåñëåõêéíþí IL-1â, ÉL-6, IL-8, IL-10 êáé IL-

12 óôá õðåñêåßìåíá ôùí êáëëéåñãåéþí ôùí ìïíïêõôôÜñùí ìåôÜ

ôçí in vitro äéÝãåñóÞ ôïõò ìåôñÞèçêáí ìå áíïóïåíæõìéêÞ ìÝ-

èïäï (EIA, Amersham, London, UK). Ôá êáôþôåñá üñéá áíß-

÷íåõóçò Þôáí ãéá ôïí TNFá 15,1 pg/mL, ãéá ôéò IL-1â êáé IL-

6 10 pg/mL êáé ãéá ôéò IL-8, IL-10 êáé IL-12 30 pg/mL. ¼ëåò

ïé ìåôñÞóåéò Ýãéíáí äýï öïñÝò êáé ïé óõãêåíôñþóåéò ôùí êõô-

ôáñïêéíþí åêöñÜóôçêáí óå pg/104 ìïíïêýôôáñá.

Ç óõãêÝíôñùóç ôçò ìáëïíéêÞò äéáëäåàäçò (MDA) ðñïó-

äéïñßóôçêå ìå ôç ìÝèïäï ôïõ èåéïâáñâéôïõñéêïý ïîÝïò, ùò áêï-

ëïýèùò:11 ¼ãêïò 0,1 mL õðåñêåéìÝíïõ êáëëéÝñãåéáò ìïíïêõô-

ôÜñùí áñáéþèçêå 1:10 ìå ôñé÷ëùñïîéêü ïîý 20% (Merck,

Darmstadt, Germany) êáé öõãïêåíôñÞèçêå óôá 12.000 g óôïõò

4 ïC ãéá 10 min. Ôï õðåñêåßìåíï áðïìáêñýíèçêå êáé åðùÜ-

óôçêå ìå 1 mL PBS pH 7,0 êáé 1 mL èåéïâáñâéôïõñéêïý ïîÝïò

0,6% (Merck) ãéá 20 min óôïõò 90 ïC. Ç ïðôéêÞ ðõêíüôçôá

ìåôñÞèçêå óôá 535 nm, ÷ñçóéìïðïéþíôáò ùò ôõöëü äåßãìá

ýäáôïò ðïõ õðïâëÞèçêå óå áíÜëïãç åðåîåñãáóßá (Hitachi

Spectrophotometer, Tokyo, Japan). Ïé óõãêåíôñþóåéò ôçò MDA

ðñïóäéïñßóôçêáí ìå ðñüôõðç êáìðýëç ðïõ ó÷åäéÜóôçêå ìå ãíù-

óôÝò óõãêåíôñþóåéò 1,1,3,3-ôåôñáìåèïîõ-ðñïðáíßïõ (Merck) êáé

åêöñÜóôçêáí óå mmoL/104 ìïíïêýôôáñá. ¼ëåò ïé ìåôñÞóåéò

Ýãéíáí äýï öïñÝò êáé ôï êáôþôåñï üñéï áíß÷íåõóçò Þôáí 0,03

mmoL/mL. O ðáñÜãïíôáò ìåôáâëçôüôçôáò ôïõ áðïôåëÝóìá-

ôïò áõôÞò ôçò ìåèüäïõ ãéá ôç ìÝôñçóç ôçò MDA õðïëïãßóôçêå

óå 5,45% ãéá ìåôñÞóåéò ôçò ßäéáò çìÝñáò êáé óå 11,45% ãéá

ìåôñÞóåéò äéáöïñåôéêþí çìåñþí.

Ç ìÝôñçóç ôùí óõãêåíôñþóåùí ôçò ðñïêáëóéôïíßíçò óôá

õðåñêåßìåíá ôùí êáëëéåñãåéþí ôùí ìïíïêõôôÜñùí Ýãéíå äýï

öïñÝò ìå ìÝèïäï áíïóï÷çìåéïöùôáýãåéáò (BRAHMS Diagno-

stica GmbH, Berlin, Germany, êáôþôåñï üñéï áíß÷íåõóçò 0,08

ng/mL). Ïé óõãêåíôñþóåéò åêöñÜóôçêáí óå ng/104 ìïíïêýô-

ôáñá.

ÌåëÝôç óå æùéêÜ ðñüôõðá

Ùò æùéêÜ ðñüôõðá ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí 20 áñóåíéêïß áñïõ-

ñáßïé ôýðïõ Wistar ìÝóïõ âÜñïõò (±SD) 300,1±26,4 g. Ôá

æùéêÜ ðñüôõðá äéÝìåíáí óå ìåôáëëéêïýò êëùâïýò êáé åß÷áí

åëåýèåñç ðñüóâáóç óå íåñü êáé ôñïöÞ. Ç èåñìïêñáóßá êõìáé-

íüôáí ìåôáîý 18 êáé 22 ïC, ç ó÷åôéêÞ õãñáóßá ìåôáîý 55% êáé

65% êáé ï êýêëïò öùôüò Þôáí 6 ð.ì./6 ì.ì. Ç ìåëÝôç Ýëáâå

Üäåéá áðü ôç Íïìáñ÷ßá Áèçíþí, óýìöùíá ìå ôéò ðñïäéáãñá-

öÝò ôçò ÅõñùðáúêÞò ̧ íùóçò. ×ñçóéìïðïéÞèçêáí äýï óôåëÝ÷ç

P. aeruginosa, Ýíá åõáßóèçôï êáé Ýíá ðïëõáíèåêôéêü. ÌïíÞñåéò

áðïéêßåò åðùÜóôçêáí óå æùìü Mueller-Hinton óôïõò 37 ïC åðß

18 þñåò, ïðüôå ôá âáêôçñéáêÜ êýôôáñá õðïâëÞèçêáí óå ôñåéò

ðëýóåéò ìå PBS (pH: 7,2) ðñïò áðïìÜêñõíóç ôùí åëåýèåñùí

åíäïôïîéíþí. ÅíïöèÜëìéóìá 1´108/kg êÜèå óôåëÝ÷ïõò óå üãêï

1 mL åíÝèçêå åíäïðåñéôïíáúêÜ óå 10 æùéêÜ ðñüôõðá.12 Ç

åðéâßùóç ôùí æùéêþí ðñïôýðùí ìåôñÞèçêå áíÜ 4 þñåò.

ÓôáôéóôéêÞ áíÜëõóç

Ôá áðïôåëÝóìáôá åêöñÜóôçêáí ùò ìÝóåò ôéìÝò (±SE) êáé

95% üñéá áîéïðéóôßáò. Ïé óõãêñßóåéò ìåôáîý ôùí åõáßóèçôùí

êáé ôùí ðïëõáíèåêôéêþí óôåëå÷þí ðñáãìáôïðïéÞèçêáí ìå ôç

äïêéìáóßa Mann-Whitney. Ç åðéâßùóç ôùí æùéêþí ðñïôýðùí

ìåôÜ ôï âáêôçñéáêü åíïöèáëìéóìü ðñïóäéïñßóôçêå êáôÜ Kaplan-

Meyer êáé ç óýãêñéóç áíÜìåóá óôá æùéêÜ ðñüôõðá, óôá ïðïßá

åíïöèáëìßóôçêå åõáßóèçôï, êáé óå áõôÜ üðïõ åíïöèáëìßóôçêå

ðïëõáíèåêôéêü óôÝëå÷ïò, Ýãéíå ìå ôç äïêéìáóßá log-rank. ÊÜèå

ôéìÞ ôïõ Ñ ìéêñüôåñç Þ ßóç ôïõ 0,05 èåùñÞèçêå óôáôéóôéêÜ

óçìáíôéêÞ.

ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ

Ïêôþ óôåëÝ÷ç Þôáí åõáßóèçôá óå üëá ôá ìåëåôçèÝ-

íôá áíôéìéêñïâéáêÜ êáé 12 ðïëõáíèåêôéêÜ. Ç çëåêôñï-

öüñçóç ôïõ ãåíåôéêïý õëéêïý ôùí óôåëå÷þí öáßíåôáé

óôçí åéêüíá 1, áðü ôçí ïðïßá êáèßóôáôáé óáöÝò üôé üëá

ôá ìåëåôçèÝíôá óôåëÝ÷ç Þôáí ãåíåôéêÜ äéáêñéôÜ. Ç ÅÁÐ
50

ôùí åõáßóèçôùí óôåëå÷þí óôçí ôéêáñêéëßíç, ôçí ðéðå-

ñáêéëßíç, ôçí êåöôáæéíôßìç, ôçí êåöåðßìç, ôçí éìéðåíÝ-

ìç, ôç ìåñïðåíÝìç, ôç óéðñïöëïîáóßíç, ôç ãåíôáìéêßíç,
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Åéêüíá 1. Çëåêôñïöüñçóç åíáëëáóóüìåíïõ ðåäßïõ (PFGE) ôùí 20

ìåëåôçèÝíôùí óôåëå÷þí Pseudomonas aeruginosa. ¼ëá ôá óôåëÝ÷ç åßíáé

ãåíåôéêÜ äéáêñéôÜ. Áðü ôá ìåëåôçèÝíôá óôåëÝ÷ç, ôá 5, 8, 9, 11, 12, 13,

16 êáé 19 åßíáé åõáßóèçôá óå üëá ôá áíôéìéêñïâéáêÜ ìå ãíùóôÞ áíôéøåõ-

äïìïíáäéêÞ äñáóôéêüôçôá êáé ôá 1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 14, 15, 17, 18 êáé

20 åßíáé ðïëõáíèåêôéêÜ.

Ðßíáêáò 1. ÁðåëåõèÝñùóç åëáóôÜóçò êáé åíäïôïîéíþí (LPS) áðü 8
åõáßóèçôá êáé 12 ðïëõáíèåêôéêÜ óôåëÝ÷ç Pseudomonas aeruginosa. Ç
áðåëåõèÝñùóç ôùí LPS ðñïóäéïñßóôçêå óå äéáäï÷éêÜ ÷ñïíéêÜ äéáóôÞ-
ìáôá áðü ôçí Ýíáñîç ôçò âáêôçñéáêÞò áíÜðôõîçò. Ç åëáóôÜóç áðïôåëåß
åîùôïîßíç êáé ï ðñïóäéïñéóìüò ôçò äåí åîáñôÜôáé áðü ôï ÷ñüíï åðþá-
óçò.

Xñüíïò åðþáóçò Åõáßóèçôá ÐïëõáíèåêôéêÜ

(þñåò)

                            ÅëáóôÜóç (ÌÝóç±SE, OD)

0,5 0,70±0,28 0,53±0,14*

                           LPS (ÌÝóç±SE, EU/106 cfu)

0,5 36,75±15,22 83,99±23,97*

2,0 60,87±24,62 81,94±17,29*

4,0 69,29±14,37 84,43±21,20*

*Ìç óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÝò äéáöïñÝò ìåôáîý åõáßóèçôùí êáé ðïëõáíèåêôéêþí
óôåëå÷þí

ôçí ôïìðñáìõêßíç êáé ôçí áìéêáóßíç Þôáí 4, 4, 2, 2, 2,

0,25, 0,12, 1, 1 êáé 1 ìg/mL, áíôßóôïé÷á, êáé ôùí ðï-

ëõáíèåêôéêþí óôåëå÷þí >256, >256, 128, 64, 64, 64,

128, 256, 256 êáé 125 ìg/mL, áíôßóôïé÷á.

Ç áðåëåõèÝñùóç åëáóôÜóçò êáé LPS áðü ôá åõáß-

óèçôá êáé ôá áíèåêôéêÜ óôåëÝ÷ç ðåñéãñÜöåôáé óôïí ðß-

íáêá 1. Åßíáé óáöÝò üôé, ðáñÜ ôçí Ýëëåéøç óôáôéóôéêÜ

óçìáíôéêþí äéáöïñþí ìåôáîý åõáßóèçôùí êáé ðïëõáí-

èåêôéêþí óôåëå÷þí, ç áðåëåõèÝñùóç ôùí LPS áðü ôá

êýôôáñá ôùí åõáßóèçôùí óôåëå÷þí áõîáíüôáí êáôÜ ôçí

åðþáóç, óå áíôßèåóç ìå ôá ðïëõáíèåêôéêÜ óôåëÝ÷ç, üðïõ

äéáôçñåßôï óôáèåñÞ.

Ïé óõãêåíôñþóåéò ôùí êõôôáñïêéíþí, ôçò ðñïêáëóé-

ôïíßíçò êáé ôçò MDA óôá ìïíïêýôôáñá-ìÜñôõñåò Þôáí

ìç áíé÷íåýóéìåò. Ç ðáñáãùãÞ TNFá, ðñïêáëóéôïíßíçò

êáé MDA áðü ôá ìïíïêýôôáñá ìåôÜ áðü äéÝãåñóç áðü

ôá åõáßóèçôá êáé ôá ðïëõáíèåêôéêÜ óôåëÝ÷ç, óå óõíÜñ-

ôçóç ìå ôï ÷ñçóéìïðïéçèÝí åíïöèÜëìéóìá, äßíåôáé óôçí

åéêüíá 2. Óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ äéáðéóôþèçêå

óôéò óõãêåíôñþóåéò MDA ìåôÜ áðü äéÝãåñóç åðß 2 êáé

4 þñåò áðü åíïöèÜëìéóìá ßóï ìå 5´106 cfu/mL ìåôáîý

åõáßóèçôùí êáé ðïëõáíèåêôéêþí óôåëå÷þí (P=0,05). Ç

ðáñáãùãÞ IL-1â, IL-6 êáé IL-8 áðü ôá ìïíïêýôôáñá

ìåôÜ áðü äéÝãåñóç áðü ôá åõáßóèçôá êáé ôá ðïëõáíèå-

êôéêÜ óôåëÝ÷ç óå óõíÜñôçóç ìå ôï ÷ñçóéìïðïéçèÝí åíï-

öèÜëìéóìá öáßíåôáé óôçí åéêüíá 3. Óôáôéóôéêþò óçìá-

íôéêÞ äéáöïñÜ äéáðéóôþèçêå óôéò óõãêåíôñþóåéò ôçò IL-

1â ìåôÜ áðü äéÝãåñóç åðß 4 þñåò áðü åíïöèÜëìéóìá

ßóï ìå 5´106 êáé ôçò IL-6 ìåôÜ áðü äéÝãåñóç åðß 2

þñåò áðü åíïöèÜëìéóìá ßóï ìå 5´104 cfu/mL ìåôáîý

åõáßóèçôùí êáé ðïëõáíèåêôéêþí óôåëå÷þí (P=0,003 êáé

Ñ=0,05, áíôßóôïé÷á). Óå êáíÝíá áðü ôá äéåãåñèÝíôá êýô-

ôáñá äåí äéáðéóôþèçêå ðáñáãùãÞ IL-10 êáé IL-12.

Ç ìÝóç (±SE) åðéâßùóç ôùí æùéêþí ðñïôýðùí óôá

ïðïßá åíïöèáëìßóôçêå ôï åõáßóèçôï óôÝëå÷ïò Þôáí 21,80

(±7,87) þñåò, åíþ óå áõôÜ ðïõ åíÝèçêå ôï ðïëõáíèå-

êôéêü óôÝëå÷ïò Þôáí 61,8±11,81 þñåò (Ñ=0,0065). Ôï

óõãêñéôéêü äéÜãñáììá ôçò åðéâßùóçò ãéá ôá 20 æùéêÜ

ðñüôõðá äßíåôáé óôçí åéêüíá 4.

ÓÕÆÇÔÇÓÇ

H P. aeruginosa áðïôåëåß ðáèïãüíï áßôéï íïóïêï-

ìåéáêþí ëïéìþîåùí ðïõ ÷áñáêôçñßæåôáé áðü õøçëü ðï-

óïóôü äéáóôáõñïýìåíçò áíôï÷Þò óå áíôéìéêñïâéáêÜ äéá-

öïñåôéêÞò ÷çìéêÞò äïìÞò.1 Ç äõó÷Ýñåéá áíôéìåôþðéóçò

ôùí ëïéìþîåùí áðü áõôÜ ôá óôåëÝ÷ç êáèéóôÜ óçìáíôéêÞ

ôç ãíþóç ôçò ëïéìïãüíïõ éêáíüôçôÜò ôïõò, äåäïìÝíïõ

üôé ïé õðÜñ÷ïõóåò èåñáðåõôéêÝò åðéëïãÝò åßíáé ðåñéï-

ñéóìÝíåò. Áí êáé ïé ðáñÜãïíôåò ðïõ êáèïñßæïõí ôç ëïé-

ìïãïíéêüôçôá ôçò P. aeruginosa Ý÷ïõí ðåñéãñáöåß ìå

áñêåôÞ áêñßâåéá,3,5 ïé ãíþóåéò ðïõ óõó÷åôßæïõí ôçí

áíôï÷Þ ìå ôç ëïéìïãüíï äñÜóç ôùí óôåëå÷þí áõôþí

åßíáé ðåñéïñéóìÝíåò. Ç ðáñïýóá ìåëÝôç ó÷åäéÜóôçêå ãéá

íá ðñïóåããßóåé ôï åñþôçìá áí ôá ðïëõáíèåêôéêÜ óôå-

ëÝ÷ç åßíáé ðåñéóóüôåñï, ëéãüôåñï Þ åîßóïõ ëïéìïãüíá

ìå ôá åõáßóèçôá óôá áíôéìéêñïâéáêÜ.

¸íá ðáñüìïéï ðñüâëçìá åßíáé óýíèåôï êáé ç áðÜ-

íôçóÞ ôïõ áðáéôåß åðáñêÞ äéåñåýíçóç êÜèå óõíéóôþóáò.

Ïé óõíéóôþóåò áöïñïýí áöåíüò óôá ÷áñáêôçñéóôéêÜ ôùí

ìåëåôçèÝíôùí óôåëå÷þí êáé áöåôÝñïõ óôçí áëëçëåðß-
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Åéêüíá 2. ÐáñáãùãÞ ôïõ ðáñÜãïíôá íÝêñùóçò ôùí üãêùí (TNFá), ôçò ðñïêáëóéôïíßíçò (PCT) êáé ôçò ìáëïíéêÞò äéáëäåàäçò (MDA) áðü ôá

áíèñþðéíá ìïíïêýôôáñá äýï õãéþí åèåëïíôþí ìåôÜ ôçí åðþáóÞ ôïõò ãéá äýï (2h) êáé ôÝóóåñéò þñåò (4h), ðáñïõóßá åíüò ÷áìçëïý åíïöèáëìßóìáôïò

(×Å) ßóïõ ìå 5´104 cfu/mL êáé åíüò õøçëïý åíïöèáëìßóìáôïò (ÕÅ) ßóïõ ìå 5´106 cfu/mL áðü 8 åõáßóèçôá êáé 12 ðïëõáíèåêôéêÜ óôåëÝ÷ç

Pseudomonas aeruginosa.

Åéêüíá 3. ÐáñáãùãÞ ôùí éíôåñëåõêéíþí IL-1â, ÉL-6 êáé IL-8 áðü ôá áíèñþðéíá ìïíïêýôôáñá 2 õãéþí åèåëïíôþí ìåôÜ ôçí åðþáóÞ ôïõò ãéá äýï (2h)

êáé ôÝóóåñéò þñåò (4h) ðáñïõóßá åíüò ÷áìçëïý åíïöèáëìßóìáôïò (×Å) ßóïõ ìå 5´104 cfu/mL êáé åíüò õøçëïý åíïöèáëìßóìáôïò (ÕÅ) ßóïõ ìå 5´106

cfu/mL áðü 8 åõáßóèçôá êáé 12 ðïëõáíèåêôéêÜ óôåëÝ÷ç Pseudomonas aeruginosa.

äñáóÞ ôïõò ìå ôïí îåíéóôÞ. Ôá óôåëÝ÷ç ðñÝðåé íá åßíáé

ãåíåôéêÜ äéáêñéôÜ, þóôå íá äéáóöáëßæåôáé ï âáèìüò áîéï-

ðéóôßáò êáé åðáíáëçøéìüôçôáò ôùí áðïôåëåóìÜôùí. Óôçí

ðáñïýóá ìåëÝôç, áõôü åîáóöáëßóôçêå ìå ôçí áíÜëõóç

ôïõ ïëéêïý ôïõò DNA (åéê. 1). Ç ïëïêëÞñùóç ôçò ìåëÝ-

ôçò ôùí óôåëå÷þí áðáéôåß ôïí êáèïñéóìü ôçò ðáñáãù-

ãÞò åîùôïîéíþí êáé ôçò áðåëåõèÝñùóçò åíäïôïîéíþí

áðü áõôÜ (ðßí. 1). ÅîÜëëïõ, ç åðáñêÞò ìåëÝôç ôçò ëïé-

ìïãüíïõ éêáíüôçôáò ôùí óôåëå÷þí ðñÝðåé íá êáèïñßæå-

ôáé óå ó÷Ýóç ìå ôï êýôôáñï ôïõ îåíéóôÞ ðïõ åßíáé åðé-

öïñôéóìÝíï ìå ôç ìç åéäéêÞ áíïóéáêÞ áðüêñéóç.13 Ôï

áíèñþðéíï êýôôáñï ðïõ åßíáé õðåýèõíï ãéá ôçí åðáãù-

ãÞ ôçò óõóôçìáôéêÞò öëåãìïíþäïõò áíôßäñáóçò åßíáé

ôï ìïíïêýôôáñï.14 ÊáôÜ óõíÝðåéá, ìåëåôÞèçêå ç ðáñá-

ãùãÞ öëåãìïíùäþí êáé áíôéöëåãìïíùäþí êõôôáñïêé-

íþí, ðñïêáëóéôïíßíçò êáé MDA áðü ôá ìïíïêýôôáñá

õãéþí åèåëïíôþí ìåôÜ ôçí in vitro ÝêèåóÞ ôïõò óôá

ìåëåôçèÝíôá óôåëÝ÷ç. Áí êáé óôéò ðåñéóóüôåñåò ìåëÝôåò

ìå åðéêÝíôñùóç óôçí áëëçëïõ÷ßá ôçò óçðôéêÞò äéåñãá-

óßáò ÷ñçóéìïðïéåßôáé ï ìéêôüò ëåìöïðõñçíéêüò ðëçèõ-

óìüò, äçëáäÞ ôï óýíïëï ôùí ëåìöïêõôôÜñùí êáé ìïíï-

êõôôÜñùí åíüò õãéïýò åèåëïíôÞ,14 óôçí ðáñïýóá ìåëÝ-

ôç ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí áðïêëåéóôéêÜ ìïíïêýôôáñá. ÔÝëïò,

åðé÷åéñÞèçêå êëéíéêÞ óõó÷Ýôéóç ôùí in vitro äåäïìÝíùí

ìå ôá áðïôåëÝóìáôá ôçò åðéâßùóçò ìåôÜ ôïí åíïöèáë-

ìéóìü åõáßóèçôïõ êáé ðïëõáíèåêôéêïý óôåëÝ÷ïõò óå æùéêÜ
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ðñüôõðá. ÁíÜëïãç ðñïóðÜèåéá êáèïñéóìïý ôçò óõãêñé-

ôéêÞò ëïéìïãüíïõ éêáíüôçôáò ôùí åõáßóèçôùí óôá áíôé-

ìéêñïâéáêÜ êáé ôùí ðïëõáíèåêôéêþí óôåëå÷þí äåí Ý÷åé

ðåñéãñáöåß óôç âéâëéïãñáößá, ïýôå ãéá ôá óôåëÝ÷ç P.

aeruginosa ïýôå êáé ãéá Üëëá óôåëÝ÷ç Gram-èåôéêþí

êüêêùí Þ Gram-áñíçôéêþí âáêôçñßùí.

Áðü ôá áðïôåëÝóìáôá (åéêüíåò 2 êáé 3), êáèßóôáôáé

óáöÝò üôé ç ðáñáãùãÞ öëåãìïíùäþí êõôôáñïêéíþí áëëÜ

êáé MDA áðü ôá áíèñþðéíá ìïíïêýôôáñá åßíáé ìåãáëý-

ôåñç ìåôÜ ôçí in vitro äéÝãåñóÞ ôïõò áðü åõáßóèçôá

óôåëÝ÷ç óõãêñéôéêÜ ìå ôá ðïëõáíèåêôéêÜ óôåëÝ÷ç. Ïé

äéáöïñÝò ðïõ ðáñáôçñïýíôáé åßíáé óôáôéóôéêÜ óçìáíôé-

êÝò ãéá ôçí IL-1â êáé ôçí IL-6. Áíôßèåôá, ç IL-10 åßíáé

áíôéöëåãìïíþäçò êõôôáñïêßíç ðïõ åêêñßíåôáé êáèõóôå-

ñçìÝíá óå ó÷Ýóç ìå ôéò öëåãìïíþäåéò,14 ãåãïíüò ðïõ

ðéèáíüôáôá åîçãåß ôçí Ýëëåéøç ðáñáãùãÞò ôçò êáôÜ ôï

÷ñïíéêü äéÜóôçìá ôçò ôåôñÜùñçò äéÝãåñóçò ôùí ìïíï-

êõôôÜñùí.

Ç ðáñáãùãÞ ôùí öëåãìïíùäþí êõôôáñïêéíþí èá

ðñÝðåé íá åîåôáóôåß óå ó÷Ýóç ìå ôçí áðåëåõèÝñùóç

åîùôïîéíþí êáé åíäïôïîéíþí áðü ôá âáêôçñéáêÜ êýôôá-

ñá, åöüóïí ïé ôåëåõôáßåò äéåãåßñïõí ôïõò õðïäï÷åßò

ôùí ìïíïêõôôÜñùí.14,15 Ç áðåëåõèÝñùóç LPS öáßíåôáé

ìåãáëýôåñç áðü ôá ðïëõáíèåêôéêÜ óõãêñéôéêÜ ìå ôá

åõáßóèçôá óôåëÝ÷ç êáôÜ ôçí áñ÷Þ ôçò åðþáóçò ôùí

óôåëå÷þí. Ìå ôçí ðñüïäï üìùò ôçò åðþáóçò ðáñáôç-

ñåßôáé óôáäéáêÞ áýîçóç ôçò áðåëåõèÝñùóçò ôùí LPS

áðü ôá åõáßóèçôá óôåëÝ÷ç, óå áíôßèåóç ìå ôá ðïëõáí-

èåêôéêÜ, áðü ôá ïðïßá ç áðåëåõèÝñùóç LPS äéáôçñåßôáé

óôáèåñÞ (ðßí. 1). Ôï åýñçìá áõôü, óå óõíäõáóìü ìå ôç

ìåãáëýôåñç áðÝêêñéóç ôçò åëáóôÜóçò áðü ôá åõáßóèç-

ôá óôåëÝ÷ç, ìðïñåß íá áéôéïëïãÞóåé åðáñêþò ôç äéáöï-

ñÜ Ýêëõóçò öëåãìïíùäþí êõôôáñïêéíþí áðü ôá ìïíï-

êýôôáñá ìåôáîý åõáßóèçôùí êáé ðïëõáíèåêôéêþí óôåëå-

÷þí.

Éäéáßôåñïò ëüãïò èá ðñÝðåé íá ãßíåé ãéá ôçí MDA, ç

ïðïßá åßíáé äåßêôçò ôïõ ïîåéäùôéêïý äõíáìéêïý êáé áõ-

îÜíåôáé óçìáíôéêÜ óôï áßìá óôá ðëáßóéá ôïõ óçðôéêïý

óõíäñüìïõ.16 Ç âáêôçñéáêÞ åëáóôÜóç åðéäñÜ óôá öù-

óöïëéðßäéá ôùí áíèñþðéíùí êõôôáñéêþí ìåìâñáíþí, äéåõ-

êïëýíïíôáò ôç ìç åíæõìéêÞ õðåñïîåßäùóç ôùí åóôåñï-

ðïéçìÝíùí óå áõôÜ ðïëõáêüñåóôùí ëéðáñþí ïîÝùí óå

MDA. ÊáôÜ óõíÝðåéá, ç áõîçìÝíç ðáñáãùãÞ åëáóôÜ-

óçò áðü ôá åõáßóèçôá óôåëÝ÷ç èá ìðïñïýóå íá åñìç-

íåýóåé ôçí áýîçóç ôçò MDA (åéê. 2).

ÁíÜëïãåò äéáöïñÝò äåí äéáðéóôþíïíôáé ãéá ôçí ðñï-

êáëóéôïíßíç, ç ïðïßá áðïôåëåß éó÷õñü ðñïãíùóôéêü äåß-

êôç óïâáñÞò óÞøçò êáé óçðôéêÞò êáôáðëçîßáò.17 Ãéá ôï

ñüëï êáé ôçí åóôßá ðáñáãùãÞò ôçò ôá äåäïìÝíá åßíáé

áíôéöáôéêÜ. Ôá áðïôåëÝóìáôá åíéó÷ýïõí ìåìïíùìÝíá

âéâëéïãñáöéêÜ äåäïìÝíá áðü ìåëÝôåò óå ìéêôü ëåìöï-

ìïíïðõñçíéêü ðëçèõóìü êõôôÜñùí, ðïõ åíï÷ïðïéïýí ôá

ìïíïêýôôáñá ùò åóôßá ðáñáãùãÞò ôçò.18 Ç ðñïêáëóéôï-

íßíç èåùñåßôáé áíôéöëåãìïíþäçò êõôôáñïêßíç, üðùò êáé

ç IL-10. ÊáôÜ óõíÝðåéá, ç áðïõóßá äéáöïñþí óôçí ðá-

ñáãùãÞ ôçò áðü ôá ìïíïêýôôáñá ìåôÜ ôç äéÝãåñóç áðü

åõáßóèçôá êáé áíèåêôéêÜ óôåëÝ÷ç åßíáé áíáìåíüìåíï íá

ìçí åìöáíßæåé äéáöïñÝò (åéê. 2).

Ïé in vitro äéáöïñÝò ôçò ëïéìïãüíïõ éêáíüôçôáò ìå-

ôáîý åõáßóèçôùí êáé ðïëõáíèåêôéêþí óôåëå÷þí åßíáé

ðéèáíü üôé èá áðïêôÞóïõí êëéíéêÞ óçìáóßá, åöüóïí äéá-

ðéóôùèïýí óå ðåéñáìáôéêü ìïíôÝëï óÞøçò õøçëÞò èíç-

ôüôçôáò. Óôçí ðáñïýóá ìåëÝôç, äéáðéóôþèçêå óå áíÜëï-

ãï ìïíôÝëï óÞøçò óçìáíôéêÞ êáèõóôÝñçóç óôçí åðÝ-

ëåõóç èáíÜôïõ ôùí æùéêþí ðñïôýðùí ðïõ åíïöèáëìß-

óôçêáí ìå ðïëõáíèåêôéêü óôÝëå÷ïò P. aeruginosa, óõ-

ãêñéôéêÜ ìå åêåßíá ðïõ åíïöèáëìßóôçêáí ìå åõáßóèçôï

óôÝëå÷ïò (åéê. 4). Óôçí êëéíéêÞ ðñÜîç, åíäéáöÝñïí äåí

Ý÷ïõí ìüíï ïé ìåìïíùìÝíåò äéáöïñÝò ðïõ äéáðéóôþíï-

íôáé in vitro áëëÜ êáé ç óõíéóôáìÝíç ôïõò,19 ç ïðïßá óôï

óõãêåêñéìÝíï ðåéñáìáôéêü ìïíôÝëï õðïóôçñßæåé ôç äéá-

öïñÜ ëïéìïãüíïõ éêáíüôçôáò ìåôáîý åõáßóèçôùí óôá

áíôéìéêñïâéáêÜ êáé ðïëõáíèåêôéêþí óôåëå÷þí, ôïõëÜ÷é-

óôïí ãéá ôï åßäïò ôçò P. aeruginosa.

Åéêüíá 4. ÓõãêñéôéêÝò êáìðýëåò åðéâßùóçò êáôÜ Kaplan-Meyer 10 áñïõ-

ñáßùí ôýðïõ Wistar ìåôÜ áðü åíäïðåñéôïíáúêü åíïöèáëìéóìü åíüò åõáßó-

èçôïõ êáé 10 áñïõñáßùí ôýðïõ Wistar ìåôÜ áðü åíäïðåñéôïíáúêü åíïö-

èáëìéóìü åíüò ðïëõáíèåêôéêïý óôåëÝ÷ïõò Pseudomonas aeruginosa.
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Ôá áðïôåëÝóìáôá ôçò ðáñïýóáò ìåëÝôçò áíáäåéêíýïõí

ôçí ýðáñîç óçìáíôéêÞò äéáöïñÜò óôç ëïéìïãüíï éêáíü-

ôçôá ôùí åõáßóèçôùí óôá áíôéìéêñïâéáêÜ óå óýãêñéóç

ìå ôá ðïëõáíèåêôéêÜ óôåëÝ÷ç P. aeruginosa. Ïé áíùôÝñù

åíäåßîåéò áðáéôïýí ðåñáéôÝñù Üèñïéóç ðåéñáìáôéêþí

ðáñáôçñÞóåùí êáé áðü Üëëá åßäç åõáßóèçôùí êáé áíèå-

êôéêþí ìéêñïïñãáíéóìþí, åöüóïí ãéá êÜèå íïóçëåõü-

ìåíï áóèåíÞ åðéêñÝìåôáé óÞìåñá ç áðåéëÞ ôïõ «ÔÝëïõò

ôùí Áíôéâéïôéêþí».20

ABSTRACT
................................................................................................................................................................................

Comparative virulence of susceptible and multidrug-resistant isolates of Pseudomonas
aeruginosa: An in vitro and in vivo study

D. PLACHOURAS,1 E.J. GIAMARELLOS-BOURBOULIS,1 V. KOUSOULAS,2 A. TZIVRA,1 N. BOLANOS,3

M. RAFTOGIANNIS,1 I. GALANI,1 I. DONTAS,3 A. DIONYSSIOU-ASTERIOU,2 H. GIAMARELLOU1

14th Department of Internal Medicine, 2Department of Biological Chemistry, 3Laboratory

for Experimental Surgery and Surgical Research, University of Athens, Medical School, Athens, Greece

Archives of Hellenic Medicine 2004, 21(3):245–252

OBJECTIVE The comparative virulence properties of susceptible and multidrug-resistant Pseudomonas aeru-

ginosa isolates in vitro and in vivo. METHOD Eight susceptible and 12 multidrug-resistant genetically distinct

isolates were tested, as defined by PFGE. Production of elastase and release of endotoxins were defined by

chromogenic assays. Human monocytes were stimulated in vitro by the selected isolates for the production of

pro-inflammatory (TNFá, IL-1â, IL-6, IL-8, IL-12) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines, of malondialde-

hyde (MDA) and of procalcitonin. Cytokines were estimated by EIA, MDA by the thiobarbiturate assay and

procalcitonin by immunochemiluminescence. Survival of 20 Wistar rats was recorded after intraperitoneal

injection of one susceptible isolate in 10 and one resistant isolate in the other 10. RESULTS Statistically

significantly higher production of MDA, of IL-1â and of IL-6 from monocytes was observed after stimulation by

susceptible isolates than after stimulation by multidrug-resistant isolates. Similar differences were found for

elastase, TNFá and IL-8, but these were not statistically significant. No production of IL-10 or IL-12 was

detected after stimulation with any isolate. Levels of procalcitonin were similar after induction with either

susceptible or multidrug-resistant isolates. Mean (±SE) survival of rats after inoculation with the susceptible

isolate was 21.80 (±7.87) hours and after inoculation with the multidrug-resistant isolate 61.8±11.81 hours

(Ñ=0.0065). CONCLUSIONS Considerable differences were encountered in the virulence properties of sus-

ceptible and resistant isolates of P. aeruginosa, according to both in vitro and in vivo evidence. These results

could influence therapeutic decision.
................................................................................................................................................................................
Key words: Cytokines, Pseudomonas aeruginosa, Resistance, Sepsis, Virulence
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