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1. Mycobacterium tuberculosis 

complex which can cause TB :

M. tuberculosis, M. bovis,

M. africanum, M. microti,

M. Canetti, M pinnipedii

2. M. leprae and M. lepromatosis 
which can cause Hansen’s 
disease

3.  Non-tuberculous
mycobacteria (NTM)
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     Το μυκοβακτηρίδιο της φυματίωσης ανήκει στο γένος μυκοβακτήρια, μαζί  
με πάνω από 190 ακόμα είδη, που έχουν απομονωθεί και χαρακτηριστεί 
μέχρι στιγμής. Μαζί με ένα πολύ μικρό αριθμό εξελικτικά πολύ κοντινών 
ειδών, συγκροτούν μια ομάδα γνωστή ως Mycobcterium TuBerculosis 
Complex (MTBC) τα οποία είναι εξελικτικά κοντά σε δύο ακόμη 
μυκοβακτηρία, που έχουν ως ξενιστή τους τον άνθρωπο και τα οποία 
προκαλούν την ασθένεια της λέπρας, τα  Mycobacterium leprae & Μ. 
lepromatosis. Τα υπόλοιπα είδη γνωστά και ως μη φυματιώδη 
μυκοβακτήρια  (ΝΤΜ) είναι είτε σαπροφυτικά / περιβαλλοντικά ή έχουν 
άλλους ξενιστές. Αρκετά από αυτά είναι δυνάμει παθογόνα και για τον 
άνθρωπο. 
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• Human TB is caused by bacteria of the M. 

tuberculosis complex (MTBC), predominantly 

M. tuberculosis, M. bovis and M. africanum 

(W. Africa, ~25% of cases).

• Occasional cases of infection with M. caprae, 

M. microti, M. pinnipedii, M. orygis 

and 

• M. canetti (Horn of Africa)
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      Από τα είδη που ανήκουν στο MTB Complex κύριος παράγοντας 
πρόκλησης νόσου στον άνθρωπο είναι το M. tuberculosis. Ο πολύχρονος 
έλεγχος των κοπαδιών των βοοειδών και η παστερίωση έχει περιορίσει 
σημαντικά στις αναπτυγμένες χώρες την νόσο από το είδος M. bovis  (0.04 
- 0.05 περιστατικά /100.000 στην Ε.Ε. την περίοδο 2014-2018). Το είδος 
Μ. africanum - που μολύνει αποκλειστικά τον άνθρωπό - αποτελεί 
πρόβλημα κυρίως στις χώρες της Δ. Αφρικής. Περιστατικά λοίμωξης του 
ανθρώπου από τα άλλα είδη του MTBC, που κυρίως μολύνουν ζώα, όπως 
χοίρους, μικρά τρωκτικά ή γαζέλες, ελάφια, έχουν καταγραφεί και 
αποδίδονται σε επαφές με τα ζώα φορείς της νόσου. Ενώ τέλος η 
εξάπλωση του είδους M. canetti – που εκτιμάται ότι είναι εξελικτικά πιο 
κοντά στο κοινό πρόγονο των μελών του  MTBC - περιορίζεται στο κέρας 
της Αφρικής. 
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“The global priorities for tuberculosis (TB) 
care and control are to improve case-
detection and to detect cases earlier, 
including cases of smear-negative disease 
which are often associated with coinfection 
with the human immunodeficiency virus (HIV) 
and young age, and to enhance the capacity 
to diagnose multidrug-resistant tuberculosis 
(MDR-TB)”

World Health Organization 2013
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      Κλειδί για την αντιμετώπιση και τον έλεγχο της διασποράς κάθε 
μολυσματικής νόσου και της φυματίωσης είναι η έγκαιρη διάγνωση της. Σ’ 
αυτήν καθοριστικό ρόλο καλούνται να παίξουν οι μοριακές μεθοδολογίες, 
ειδικά στους μικροσκοπικά αρνητικούς  ασθενείς, όπως επίσης και για την 
έγκαιρη διάγνωση των ανθεκτικών στελεχών του βακίλου, δεδομένων των 
προβλημάτων που έχουν οι συμβατικές μέθοδοι διάγνωσης, κυρίως σε ότι 
αφόρα την ταχύτητα ή την ευαισθησία τους, όπως θα δούμε και στην 
συνέχεια.   
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• CDC Updated Guidelines for the Use of Nucleic Acid Amplification Tests in the Diagnosis of 
Tuberculosis (MMWR, January 16, 2009) : “NAA testing should be performed on at least 
one respiratory specimen from each patient with signs and symptoms of pulmonary TB for 
whom a diagnosis of TB is being considered but has not yet been established. 

• Among all 67,082 verified TB cases with NAA testing information from 2011 to 2017 in the 
USA, 45.9% were reported as not having an NAA test performed. (Kumar V, et al. Open 
Forum Infect Dis. 2021;doi:10.1093/ofid/ofab528)  
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A WHO-recommended rapid molecular test was used as the initial diagnostic test for only 47% of 

the 7.5 million people newly diagnosed with TB in 2022, up from 38% in 2021 and 33% in 2020.

 

 

Μάλιστα ο ΠΟΥ στο πλαίσιο της στρατηγικής «End TB», στην οποία και 
αναφερθήκαμε πριν,  θέτει ως προϋπόθεση για την εργαστηριακή διάγνωση 
της φυματίωσης την χρησιμοποίηση μιας εκ των εγκεκριμένων –
προτεινόμενων από τον ΠΟΥ μοριακών διαγνωστικών μεθόδων, ως την 
πρώτη διαγνωστική προσέγγιση για όλους τους ασθενείς με υπόνοια 
φυματίωσης. Ο στόχος τέθηκε το 2016 και είχε ως πρώτο ορόσημο το 2020 
οπού θα έπρεπε να έχει καλυφθεί το 80% των ασθενών και ως το 2025 το 
100% των ασθενών παγκοσμίως.  Στην φετινή έκθεση του ΠΟΥ αναφέρεται 
ότι αυτό επετεύχθητε μόνο για το 47% των ασθενών που διαγνώστηκαν με ΤΒ 
το 2022 .  
Στη χώρα του κόσμου με το μεγαλύτερο ΑΕΠ,  τις ΗΠΑ,  ο στόχος που έθεσε 
το 2009 το CDC για άμεση εφαρμογή, κάθε ασθενής που διερευνάται για 
πνευμονική ΤΒ να έχει τουλάχιστο ένα μοριακό τεστ, μόνο κατά το ήμισυ είχε 
υλοποιηθεί μέχρι το 2017, όπως έδειξε μελέτη που δημοσιεύθηκε τον 
Οκτώβριο του 2021.  
Το δύσκολο με τους στόχους δεν είναι να τεθούν αλλά να υλοποιηθούν, ειδικά 
όταν «σκοντάφτουν» σε  περιορισμούς μέσων, ανθρώπων, υποδομών, 
χρηματοδότησης.  
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WHO endorses new rapid tuberculosis test (2010)

TB Xpert Project

• WHO recommended use of the technology 
in December 2010 and is monitoring the 
global roll-out of the technology. 

• The test enables simultaneous detection of 
rifampicin resistance via the rpoB gene.

• The TBXpert Project, a three-year UNITAID-
funded collaboration (2013-2015), making 
available up to USD 25.9 million for roll-out 
of the Xpert MTB/RIF technology to 21 
recipient countries. The TBXpert Project is 
being managed by the WHO Global TB 
Programme and the Stop TB Partnership 
secretariat. 

• Xpert MTB/RIF test price:

Effective August 6th, 2012, the public sector 
in eligible countries can now purchase test 
cartridges at the cost of US$ 9.98, Ex works 
and prepaid.

• At current annual volumes of ~ 12 

million tests in the public sector alone, 

manufacturing costs are estimated to 

be as low as $3 per cartridge, 

according to MSF. This low cost 

leaves room to lower the price to $5, 

inclusive of service and maintenance
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      Ο ΠΟΥ έχει «υιοθετήσει» και προτείνει την εισαγωγή συγκεκριμένων 

μοριακών διαγνωστικών μεθόδων. Μια τέτοια μέθοδος με υψηλή 
ευαισθησία που ταυτόχρονα δίνει και πληροφορία  για την αντοχή στην 
ριφαμπικίνη, υιοθετήθηκε ήδη από το 2010. Επιπρόσθετα ο ΠΟΥ 
εξασφάλισε α) την χρηματοδότηση για την εγκατάσταση της σε 21 φτωχές 
χώρες με υψηλή επίπτωση της νόσου και β) επιδοτούμενη τιμή στα 9.98 $/ 
τεστ για περίπου 130 χώρες.  Ενδεικτικά εμείς το αγοράζουμε 8 φορές 
ακριβότερα.  Όπως φαίνεται και στο διάγραμμα μέχρι το τέλος του 2016 και 
μόνο στα πλαίσια του προγράμματος της επιδοτούμενης χρηματοδότησης, 
χρησιμοποιήθηκαν πάνω από 23 εκατ. τεστ. Ήταν η πρώτη φορά που μια 
διαγνωστική μέθοδος, που στηρίζεται σε τεχνολογία αιχμής, βρήκε άμεση 
και εκτεταμένη εφαρμογή εκεί που είναι εξ’ άλλου και ο μεγαλύτερος όγκος 
των περιστατικών. Όμως ακόμη και αυτή η τιμή είναι απαγορευτική για 
πολλές χώρες, πολύ περισσότερο μάλιστα όταν ο αριθμός των τεστ πρέπει 
να 10-πλασιαστει μόνο και μόνο για επιτευχτεί ο στόχος του ΠΟΥ να έχουν 
πρόσβαση στο τεστ όλοι όσοι ελέγχονται για φυματίωση στις 30 χώρες με 
την πιο υψηλή επίπτωση. Φέτος και  μετά από χρόνια πιέσεων ο 
κατασκευαστής έριξε την τιμή για τις χώρες υψηλής επίπτωσης στα 7,97$ . 
Με βάση την εκτιμώμενη κατανάλωση το κόστος παραγωγής ανά τεστ 
υπολογίζεται μόλις στα 3$  
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In principle, the genome sequence of an 

isolate contains all, or nearly all, of the 

information required to direct both 

individual treatment and to inform public 

health measures.

Ideally, all this information would be gained 

in a single step 
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      Οι μοριακές μέθοδοι  διαβάζουν πληροφορίες που υπάρχουν στο γενετικό 
υλικό. Σαν γενική αρχή μπορούμε να πούμε  ότι, οτιδήποτε χρειάζεται για 
την καθοδήγηση της θεραπείας, αλλά και για την επιδημιολογική 
διερεύνηση – για τον έλεγχο επιδημικών εξάρσεων  - μπορεί να εξαχθεί ως 
πληροφορία από το γονιδίωμα  του μικροοργανισμού ή σε συνδυασμό με 
αυτό του ασθενούς, (π.χ. να προβλεφθούν γενετικά καθοριζόμενες 
δυσανεξίες σε φάρμακα). Το ιδανικό θα ήταν όλη αυτή την πληροφορία να 
την αποκτούμε σε ένα βήμα, με ένα τεστ και αυτό υπόσχονται να κάνουν 
πράξη οι ταχέως εξελισσόμενες μοριακές μέθοδοι που στηρίζονται στις 
μεθοδολογίες του NGS - μέθοδοι αλληλουχοποίησης επόμενης  γενιάς - 
που φέρνουν την νέα επανάσταση στην μοριακή-γενετική ανάλυση και όχι 
μόνο στην μικροβιολογία και για τις οποίες θα αναφερθώ στο τέλος, αφού 
ήδη σε αρκετές χώρες έχουν μπει ή μπαίνουν σύντομα, σε εφαρμογή στην 
εργαστηριακή διερεύνηση της φυματίωσης .  
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Current molecular diagnostic approaches 

target specific genomic loci and are used:

• To identify an organism by detecting 

species specific sequences at his genome  

• To detect mutations or polymorphisms 

associated with specific strain 

characteristics such as antibiotic 

resistance, virulence e.t.c. 
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      Μέχρι τότε ας δούμε πως δουλεύουν οι τρέχουσες μοριακές μέθοδοι  ως 
εργαστηριακές εξετάσεις ρουτίνας. Γενικά μιλώντας και πάλι, το κοινό 
χαρακτηριστικό τους είναι η στοχευμένη ανάλυση επιμέρους περιοχών του 
γενετικού υλικού με σκοπό να εντοπίσουν τη παρουσία ενός 
μικροοργανισμού στο δείγμα του ασθενούς  ή να τον ταυτοποιήσουν μετά 
από την ανάπτυξη του στη καλλιέργεια . Και αυτό το πετυχαίνουν 
ανιχνεύοντας γενετικές αλληλουχίες που είναι 
αποκλειστικές/χαρακτηριστικές για τον οργανισμό που διερευνούμε. 
Επίσης μπορεί να αναλύουν συγκεκριμένες γενετικές περιοχές για να 
εντοπιστεί η πιθανή παρουσία μεταλλάξεων ή πολυμορφισμών που 
συνδέονται με κρίσιμα χαρακτηριστικά του παθογόνου οργανισμού όπως η 
αντοχή στα αντιβιοτικά ή η υψηλή λοιμογονικότητα 
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• MTB genome 4,441,529 bp, high CG content (~65%). 4111 
genes. Numerous repetitive sequences, no plasmids 

Cole, Nature 1998

• Members of the MTBC are indistinguishable in their 
16SrRNA and rpoB genes, recombination does not occur 
between strains and have approximately the same genome 
length.

• No exchange of genetic material via plasmid and horizontal 
gene transfer.  

• Resistance to anti-TB drugs is caused predominantly by   
chromosomal mutations

• Rate of change in DNA sequences ~ 0·5 single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) per genome per year. 

Walker, The Lancet Infectious Diseases 2013
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      Το πλήρες γονιδίωμα του  MTB αποκωδικοποιήθηκε το 1998 και στην 
συνέχεια αλληλουχοποιήθηκε πλήρως και το γενετικό υλικό των 
υπόλοιπων  ειδών του MTBC - τα όποια και δείχνουν φυσικά υψηλό βαθμό 
γενετικής συγγένειας. Τα είδη του MTBC δεν κάνουν ανταλλαγή γενετικού 
υλικού και η αντοχή στα αντιβιοτικά οφείλεται αποκλειστικά σε μεταλλάξεις 
- κυρίως σημειακές - σε συγκεκριμένα γονίδια. Ο ρυθμός 
μεταλλαξογένεσης εχει υπολογιστεί  ότι είναι πολύ χαμηλός  
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Laboratory diagnostic Methodologies
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      Στην διαφάνεια φαίνεται ο διαγνωστικός αλγόριθμος του ΕΚΑΜ. Η 
διάγνωση απαιτεί τον συνδυασμό διαφορετικών μεθοδολογιών που 
αναπτύσσονται σε βάθος χρόνου, μέρος των οποίων είναι και οι μοριακές 
διαγνωστικές προσεγγίσεις.  Μέχρι την ολοκλήρωση του ελέγχου της 
φαρμακευτικής αντοχής, με την μέθοδο της καλλιέργειας, το διάστημα 
μπορεί να φτάσει ως και τις 8 εβδομάδες. Μοριακές μέθοδοι 
χρησιμοποιούνται σε κλινικά δείγματα  για την ανίχνευση της παρουσίας 
του ΜΤΒ.  Χρησιμοποιούνται στα θετικά κλινικά δείγματα, για τον έλεγχο 
της αντοχής στα πρωτεύοντα και αν είναι ανάγκη και στα δευτερεύοντα 
Α/Φ φάρμακα.  Μοριακές μέθοδοί χρησιμοποιούνται επίσης, σε στελέχη 
που έχουν αναπτυχθεί σε υγρή ή στερεή καλλιέργεια για την ταυτοποίηση  
τους σε επίπεδο είδους ή για τον έλεγχο αντοχής, αν αυτό δεν έχει 
επιτευχθεί ήδη, στο κλινικό δείγμα του ασθενούς.  
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Laboratory diagnostic Methodologies

Method Microbes Time to result Comments

Microscopy ~104 Few hours

Non specific

(Mycobacterium genus, 

Nocardia, Rhodococcus

κ.λ.π.)

Culture on solid 

media (LJ)

102 -103 4-6 weeks Gold standard

Culture on liquid 

media 

102 -103 ~14 days Risk of contamination

Molecular Test 

based on NAA

1 (Theoretically)

~10 - <102

Few hours Risk of contamination

Detection of dead 

organism (DNA)
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      Θα αναφερθώ στα  τεστ που χρησιμοποιούμε κυρίως στο εργαστήριο και 
κατ’ αρχάς σε αυτά που επιτρέπουν την ανίχνευση του βακίλου στα κλινικά 
δείγματα. Στο πίνακα παρατίθενται ορισμένα από τα χαρακτηριστικά τους 
συγκρινόμενα με τις άλλες μεθόδους. Η μικροσκοπία, μετά από οξεάντοχη 
χρώση –που είναι ειδική για οργανισμούς που έχουν μυκολικό  οξύ στο 
κυτταρικό τους τοίχωμα - και η καλλιέργεια, σε ειδικά στερεά ή υγρά  
θρεπτικά μέσα, υποφέρουν A) η πρώτη από χαμηλή ευαισθησία και 
ειδικότητα.  Αν και είναι κυρίως το ΜΤΒ αυτό που συναντάται στα θετικά 
κλινικά δείγματα, είναι πολύ δύσκολο αν όχι αδύνατο να γίνει η διάκριση 
του μορφολογικά με την μικροσκοπική εξέταση του κλινικού δείγματος  ή 
και του  καλλιεργημένου μικροβίου,  από τα αλλά  οξεάντοχα βακτήρια. B) 
η καλλιέργεια, ιδίως η στερεή, είναι εξαιρετικά αργή, μιας και ο βάκιλος, 
τόσο in-vivo  όσο και in-vitrο,  έχει χρόνο διπλασιασμού πάνω από 18 hrs . 
Η ανάγκη για μια ειδική, εξαιρετικά ευαίσθητη και γρήγορη μέθοδο είναι 
προφανής για το εντοπισμό οργανισμών με τέτοια χαρακτηριστικά και αυτό 
το προσφέρουν τα  μοριακά τεστ που στηρίζονται στον πολλαπλασιασμό 
ειδικών για τον οργανισμό στόχων στο γενετικό υλικό, αξιοποιώντας την 
τεράστια καταλυτική ισχύ των ένζυμων.  Τα κυριότερα προβλήματα τους 
είναι ο κίνδυνος των επιμολύνσεων,  όπως  και το ότι δεν μπορούν να 
διακρίνουν ανάμεσα σε ζωντανό ή νεκρό μικροοργανισμό. Αυτό το 
τελευταίο αφορά κυρίως μεθόδους που έχουν ως στόχο το DNA.  
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Condition

(as determined by "Gold standard")

Condition positive Condition negative

Test

outcome

Test

outcome

positive

True positive
False positive

(Type I error)

Precision (PPV) =

Σ True positive

Σ Test outcome positive

Test

outcome

negative

False negative

(Type II error)
True negative

Negative predictive value =

Σ True negative

Σ Test outcome negative

Sensitivity =

Σ True positive

Σ Condition positive

Specificity =

Σ True negative

Σ Condition negative

Accuracy= 

Σ True positive + Σ True 

negative/Σ Total population 
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Για το πώς δουλεύουν στην πράξη οι μοριακές μέθοδοι θα δούμε στην 
συνέχεια  στοιχεία για την ακρίβεια τους (την ευαισθησία και ειδικότητα) και 
την θετική και αρνητική προγνωστική αξία τους, συγκρινόμενες πάντα με την 
καλλιέργεια που θεωρείται ακόμη ως η εργαστηριακή μέθοδος  αναφοράς 
(gold standard). 
Η ευαισθησία μιας μεθόδου, είναι η παράμετρος που δείχνει, από τα 
πραγματικά θετικά περιστατικά πόσα ταυτοποιεί η μέθοδος σαν τέτοια ενώ η 
ειδικότητα δείχνει από τα πραγματικά αρνητικά πόσα αναγνωρίζει ως 
αρνητικά.  
Η  θετική και η αρνητική προγνωστικά αξία δείχνουν αντίστοιχα την 
πιθανότητα  ένα  περιστατικό  να  είναι  όντως  παθολογικό  όταν  η δοκιμασία 
 αποβαίνει  θετική και την πιθανότητα να μην είναι παθολογικό όταν η 
δοκιμασία είναι αρνητική. Οι δύο πρώτες παράμετροι είναι αποκλειστικό 
χαρακτηριστικό της μεθόδου. Είναι προφανές ότι επιδιώκουμε να δουλεύουμε 
με μεθόδους με την υψηλότερη δυνατή ευαισθησία και ειδικότητα, ιδανικά στο 
100%. Στην πράξη βεβαία καμία μέθοδος δεν το πετυχαίνει αυτό, ενώ επίσης 
ισχύει ότι όσο  αυξάνεται η ευαισθησία μιας μεθόδου τόσο επηρεάζεται προς 
την αντίθετη  κατεύθυνση – μειώνεται δηλαδή -  η ειδικότητα. .  
 
 

  



Διαφάνεια 13 

 

The Impact on Positive Predictive Value (PPV) as Prevalence 

Changes, for a test with 99% Sensitivity and 95% Specificity

Prevalence 1% 10% 20%

a # in population 1,000 1,000 1,000

b Diseased 10 100 200

c Not diseased 990 900 800

d True Positives on the test (b x 0.99) 10 99 198

e False positives on the test (c x (1-0.95)) 50 45 40

f Total # positive on test (d + e) 60 144 238

PPV (d / f) 17% 69% 83%

Dr. Chan Shah: Public health and preventive medicine in Canada. Elsevier, Canada, 2003
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Από την άλλη η θετική και  η αρνητική προγνωστική αξία επηρεάζονται και 
από την επίπτωση της νόσου, δηλαδή το ποσοστό των θετικών περιστατικών, 
στον πληθυσμό που εξετάζουμε. Ας το δούμε με ένα παράδειγμα. Ας 
υποθέσουμε ότι έχουμε μια μέθοδο με εξαιρετικά υψηλή ευαισθησία (99%) και 
υψηλή ειδικότητα 95% . Με ευαισθησία 99% η μέθοδος, θα ανιχνεύσει το 99% 
των πραγματικά θετικών περιστατικών, ενώ η ειδικότητα ίση με  95% 
μεταφράζεται σε 5% ψευδώς θετικά αποτελέσματα. Σε πληθυσμούς  1000 
ατόμων με επίπτωση 1%, 10% και 20% αντίστοιχα, η μέθοδος θα ανιχνεύσει 
τα 10, 99 & 198 από τα θετικά περιστατικά και αντίστοιχα θα δώσει και 50, 45  
& 40 ψευδώς θετικά περιστατικά. Έτσι η θετική προγνωστική αξία είναι  
αντίστοιχα 17%, δηλαδή εξαιρετικά χαμηλή, 69% ικανοποιητική και 83% 
αρκετά ικανοποιητική.  
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Οι πρώτες εγκρίσεις  από τον FDA των ΗΠΑ,  δύο εμπορικών μεθόδων για 
την ανίχνευση του γενετικού υλικού του ΜΤΒ σε δείγματα του αναπνευστικού,  
δόθηκαν το 1995  & 1996. Η μία είχε στόχο το ριβοσωμικό RNA και η άλλη 
περιοχή του 16S γονιδίου. Η πρώτη πολλαπλασιάζει τον στόχο μέσω 
μεταγραφής (Τranscription Μediated Αmplification ) και η άλλη χρησιμοποιεί 
την μέθοδο της real time PCR.  H τεράστια επιτυχία της μέθοδου Xpert 
MTB/RIF, που υιοθετήθηκε το 2010 από τoν ΠΟΥ, αναζωπύρωσε το 
ενδιαφέρον για τις μοριακές προσεγγίσεις διάγνωσης της φυματίωσης με 
αποτέλεσμα μια έκρηξη στην ανάπτυξη μοριακών τεχνολογιών για εφαρμογή 
σε όλα τα επίπεδα, από το πρωτοβάθμιο εργαστήριο μέχρι τα εργαστήρια 
αναφοράς. Στη διαφάνεια αναφέρονται μερικές από αυτές που είναι σήμερα 
στο στάδιο της αξιολόγησης  και που περιλαμβάνουν από μεθόδους απλά πιο 
ανταγωνιστικές οικονομικά  του Xpert ή και πιο πλήρεις όσον αφορά την 
γκάμα  φαρμάκων για τα οποία δίνουν πληροφορία για την αντοχή, μέχρι 
μεθόδους για την ανίχνευση αλλαγών στην γονιδιακή έκφραση του ασθενούς 
που υποδηλώνουν εξέλιξη της λανθάνουσας σε ενεργό νόσο.  Η ακόμη και 
την ανάπτυξη μεθόδων συλλογής και εμπλουτισμού, για την αξιοποίηση στην 
διάγνωση κλινικού υλικού που συλλέγεται πιο εύκολα όπως π.χ. ο 
εμπνεόμενος αέρας ή το επίχρισμα από τη γλώσσας.  
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Transcription Mediated Amplification (TMA)

(AMTD Biomerieux, FDA approved 1996)

rRNAdenaturation

95 oC

Primer 
Hybridization

42 oC
T

em
p

er
at

u
re

100

0

50

Time

Enzyme Addition . Target 

Amplification

Enzymes:
• Reverse Transcriptase (RT): Uses ss RNA or DNA as a template 

to synthesize  cDNA  

• RNase H activity of RT: Denatures the RNA strand on DNA:RNA 

hybrids

• T7 RNA polymerase: Transcribes ds DNA to RNA  
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Στο εργαστήριο ως κύρια μοριακή προσέγγιση χρησιμοποιούμε μεθοδολογία 
που στηρίζεται στον πολλαπλασιασμό του RNA. Υπάρχουν δύο εμπορικά 
διαθέσιμες μέθοδοι, η AMTD & η TRCReady®-MTB και οι δύο στηρίζονται 
στην ενίσχυση του σήματος μέσω μεταγραφής. Θα αναφερθώ στις κοινές 
γενικές αρχές λειτουργίας τους. Τα ένζυμα που χρησιμοποιούνται και οι 
καταλυτικές τους ιδιότητες  αναφέρονται στην διαφάνεια και θα δούμε πως 
δουλεύουν. Το μόριο στόχος είναι το  rRNA του μυκοβακτηριδίου. Η μέθοδος 
είναι ισοθερμική αφού μετά ένα αρχικό στάδιο αποδιάταξης των δίκλωνων 
περιοχών, που  ως γνωστόν σχηματίζει αναδιπλούμενο το rRNA και την 
προσθήκη των εκκινητών και των ενζύμων οι αντιδράσεις γίνονται στους 
42οC. 
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TMA

RT

rRNA target
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RNase H
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Μετά την αποδιάταξη του rRNA, προσδένεται σε ομόλογη αλληλουχία το 
μόριο εκκινητής που φέρει επιπρόσθετα στο 5’ άκρο του και την αλληλουχία 
αναγνώρισης της Τ7 RNA πολυμεράσης. Η αντίστροφη μεταγραφάση  ξεκινάει 
από τον εκκινητή και συνθέτει συμπληρωματική αλυσίδα DNA με καλούπι το 
rRNA.  
Σε «δεύτερο» στάδιο το ίδιο ένζυμο με την ιδιότητα της ριβονουκλεάσης - 
RNAse H - αποικοδομεί την αλυσίδα RNA στο υβριδικό μόριο DNA:RNA. 
Προσδένεται νέος εκκινητής, στο άλλο ακρο  και συντίθεται δίκλωνο μόριο  
DNA  
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TMA

Primer  2

T7 RNA pol

RNA amplicon

100-1000 RNA copies/ dsDNA molecule

RT

RNase H

RT

T7 Promoter-primer

~ 109 amplicons < 60 min
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Η Τ7 RNA πολυμεράση αναγνωρίζει τον υποκινητή της μεταγραφής,  που 
όπως είδαμε προστέθηκε  τεχνητά στο 5΄ άκρο του μορίου και αντιγράφει 100-
1000 μόρια RNA ανά δίκλωνο μόριο DNA.  Κάθε ένα από αυτά τα νέα RNA με 
την σειρά του μπορεί να γίνει το καλούπι για τον σχηματισμό νέων δίκλωνων 
μορίων DNA που επίσης με την σειρά τους  θα μεταγραφούν. Με αυτό τον 
τρόπο γίνονται συνεχείς κύκλοι. Η ανίχνευση των αντιγράφων RNA που 
σχηματίζονται  στην μεν  μέθοδο AMTD γίνεται μετά τον τελικό κύκλο, ενώ 
στην πιο σύγχρονη μέθοδο TRCReady®-MTB  γίνεται σε πραγματικό χρόνο.  
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Performance of AMTD using culture as end point

Specimen /Origin Sensitivity Specificity PPV NPV

All samples

(n=2564)

79,9 % 98,6% 88,8 % 97,2 %

Pulmonary

AFB (+)

(n=200)

95% 88,8% 98,8% 64%

AFB (-)

(n=1910)

57% 98,9% 75% 92,7%

Extra-pulmonary 

AFB (+)

(n=10)

3/4 3/6 3/6 3/4

AFB (-)

(n=409)

66,6% 97,9% 69,2% 97,6%

Greeks  

TB Prevalence = 11,1%

AFB (+)

(n=143)

93,6% 83,3% 97,5% 65,2%

AFB (-)

(n=2008)

63,1% 98,5% 68,95% 98,17%

Foreigners  

TB Prevalence = 24,5%

AFB (+)

(n=73)

96,9% 4/8 94% 4/6

AFB (-)

(n=340)

45,5% 98% 71,4% 94,3%
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Τα δεδομένα στην διαφάνεια αναφέρονται στα χαρακτηριστικά της απόδοσης 
της μεθόδου AMTD σε ένα αντιπροσωπευτικό δείγμα κατά το διάστημα που 
ήταν ακόμη σε χρήση στο εργαστήριο. Πλέον την έχουμε  αντικαταστήσει  με 
την μέθοδο TRCReady®-MTB που έχει υψηλό βαθμό αυτοματισμού τόσο 
στην απομόνωση του RNA όσο και στην απεικόνιση σε πραγματικό χρόνο  
των προϊόντων της αντίδρασης.  
Η ευαισθησία και θετική προγνωστική αξία  ήταν χαμηλότερες στα 
μικροσκοπικά αρνητικά δείγματα, τόσο του αναπνευστικού όσο και στα εξω-
αναπνευστικά, που αποτελούν και το δυσκολότερο διαγνωστικό πρόβλημα . 
Οι ασθενείς έχουν χωρισθεί σε γηγενείς και ξένους και θα δούμε στην 
συνέχεια τον λόγο.  
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WHO endorses new rapid tuberculosis test (2010)

Product name: Xpert® MTB/RIF
Developers: FIND and Cepheid

• ‘The Cartridge-Based Automated NAAT is a self-contained 
and fully automated technological platform that integrates 
sputum processing, DNA extraction and amplification, TB 
and MDR-TB diagnosis. It has similar sensitivity to culture, 
targets Mycobacterium tuberculosis specifically and enables 
simultaneous detection of rifampicin resistance via the rpoB
gene.

• The closed system ensures that there is no risk of 
contamination and no requirement for bio-safety facilities. 

• Test results can be obtained in just 90 minutes.
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Η μέθοδος Xpert MTB/RIF έφερε επανάσταση στην διάγνωση της 
φυματίωσης για μία σειρά λόγους όπως η πλήρης αυτοματοποίηση της, η 
υψηλή βιολογική ασφάλεια, η ταχύτητα της (αποτέλεσμα σε 90 λεπτά) και η 
ευαισθησία της, ενώ επιπρόσθετα επιτρέπει και τη ταυτόχρονη ανίχνευση της 
αντοχής στην ριφαμπικίνη που μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως υποκατάστατος 
δείκτης MDR-TB. 
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Xpert MTB/RIF (Cepheid)

5 ιχνηθέτες που φθορίζουν σε 
διαφορετικό μήκος κύματος 
καλύπτουν την hot-spot region 
του rpoB γονιδίου
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       Η μέθοδος είναι μια  Real-time PCR και βλέπουμε σε πραγματικό χρόνο 
τα προϊόντα  που σχηματίζονται σε κάθε κύκλο. Η μέθοδος επιτρέπει 
επίσης και ημι-ποσοτική εκτίμηση της συγκέντρωσης του βακτηριακού 
φορτίου στο κλινικό δείγμα.  Στην real-time PCR για την ανίχνευση  του 
σχηματιζόμενου προϊόντος χρησιμοποιούνται ιχνηθέτες που εκπέμπουν 
σήμα – συνήθως μέσω φθορισμού - μετά την ειδική πρόσδεση τους σε 
αυτό.  Στην μέθοδο Gene Xpert χρησιμοποιούνται 5 ιχνηθέτες που 
φθορίζουν σε διαφορετικό μήκος κύματος. Οι ιχνηθέτες αναγνωρίζουν 
ειδικά και καλύπτουν διαδοχικά την περιοχή των 81 bp του γονιδίου rpoB 
στην οποία  εντοπίζονται οι μεταλλάξεις που ενέχονται στην αντοχή στην 
ριφαμπικίνη.  
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Helb, D. et al. 2010. J. Clin. Microbiol. 48(1):229-237

FIG. 2. Detection of RRDR mutations
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Σε περίπτωση στελέχους αγρίου τύπου, το σήμα και από τους πέντε 
 ιχνηθέτες εμφανίζεται σε παραπλήσιους κύκλους.  
Σε περιπτώσεις μετάλλαξης το σήμα στον συγκεκριμένο ιχνηθέτη  
δεν εμφανίζεται καθόλου ή εμφανίζεται σε πολύ μεταγενέστερο κύκλο  
και έτσι το δείγμα αυτό χαρακτηρίζεται ως μεταλλαγμένο στην περιοχή  
που καλύπτει αυτός ο ιχνηθέτης.  Το ποια ακριβώς  είναι η μετάλλαξη 
 η μέθοδος – στην πρώτη εκδοχή της -δεν ήταν σε θέση να την 
 ανιχνεύσει 
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S. Chakravorty et al. The New Xpert MTB/RIF Ultra: Improving Detection of 

Mycobacterium tuberculosis and Resistance to Rifampin in an Assay Suitable for Point-

of-Care Testing mBio Aug 2017, 8 (4) e00812-17

Ultra also enables improved detection of 
RRDR mutations associated with RIF-R.  

The replacement of the delta CT, used in 
Xpert, for mutation detection, with the delta 
Tm approach used in Ultra can resolve 
limitations such as the identification of
silent mutations as causes of RIF-R and the 
reduced ability to detect hetero-resistance. 
An additional benefit of the delta Tm
approach is that the many RRDR mutations 
can also be specifically identified by their 
Tm values
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      Παρά την υψηλή ευαισθησία της μεθόδου αυτή δεν είναι επαρκής σε 
μικροσκοπικά αρνητικά δείγματα και γενικά σε ασθενείς με νόσο φτωχή σε 
βάκιλο (π.χ. οι ασθενείς με AIDS ή τα παιδιά).  Η νέα έκδοση της - που 
ονομάζεται  Xpert ΜΤΒ/RIF Ultra – εισήχθη για να αντιμετωπίσει αυτόν τον 
περιορισμό μιας και έχει συγκριτικά μεγαλύτερη ευαισθησία Α) στη 
διάγνωση της νόσου αλλά και Β) στην ανίχνευση μεταλλάξεων στο γονίδιο 
rpoB. Αυτές τις ανιχνεύει πλέον με διαφορετική  προσέγγιση, αυτή της 
ανάλυσης της θερμοκρασίας αποδιάταξης (Tm) του υβριδίου που 
σχηματίζει το  προϊόν της PCR (amplicon) και σημασμένος - ειδικά 
σχεδιασμένος - ιχνηθέτης (Sloppy Molecular Beacon). Tο Τm είναι 
χαρακτηριστικό για κάθε δίκλωνο DNA μόριο και είναι άλλο για τα υβριδικά 
μόρια που σχηματίζουν οι αγρίου τύπου και άλλο για αυτά των σημειακά 
μεταλλαγμένων  αλληλουχιών, οι οποίες και  ανιχνεύονται λόγω της 
χαρακτηριστικής μετατόπισης της καμπύλης αποδιάταξης. Τουλάχιστον για 
τις ποιο συχνές μεταλλάξεις – όπως π.χ. την πιο S531L – o σχεδιασμός 
των ιχνηθετών επιτρέπει σε περίπτωση μεικτού πληθυσμού, να πάρουμε 
σήμα με την μορφή διπλού peak, ακόμη και αν η συχνότητα των  
μεταλλαγμένων και των αγρίου τύπου στελεχών είναι 5% & 95% 
αντίστοιχα. Αυτή είναι μια επιπρόσθετη δυνατότητα της νέας έκδοσης  και 
αποτελεί μια σημαντική βελτίωση που  θα μπορούσε θεωρητικά να 
καλύψει ακόμη και την αδυναμία που έχει ορισμένες φορές η καλλιέργεια 
να ανιχνεύσει μεταλλαγμένα στελέχη, όταν αυτά βρίσκονται σε χαμηλή 
συγκέντρωση στο αρχικό πληθυσμό, λόγω διαφορικής in-vitro ανάπτυξης 
τους.  
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Performance of Xpert MTB/RIF using culture as end point

Specimen   Sensitivity Specificity PPV NPV

All samples 

(n=439)

79,6 % 97,1% 88 % 94,6 %

Pulmonary 

(n=292)

83,3 % 98,1 % 94,2 % 94,1 %

Extra-pulmonary 

(n=147)

60 % 95,4 % 60 % 95,4 %

AFB (+)

(n=31)

100% 4/5 96,3% 4/4

AFB (-)

(n=406)

71% 97,3% 84% 94,5%

Greeks (n = 309)

TB Prevalence = 17,1%

86,7 % 97,6% 88,5% 97,2% 

Foreigners (n=130)

TB Prevalence = 30,7%

70% 95,5% 87,5% 87,7%
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Η μέθοδος Xpert  χρησιμοποιείται στο εργαστήριο  σε επιλεγμένα δείγματα με 
κριτήριο την υπόνοια ανθεκτικής νόσου ή  την πιθανή αναζωπύρωση παλιάς 
φυματίωσης ή δείγματα από δύσκολα προσβάσιμα ανατομικά σημεία, 
λεμφαδένες, ΕΝΥ κ.λ.π.  Τα δεδομένα στην διαφάνεια αφορούν εργαστηριακά 
αποτελέσματα από την πρώτη version του Xpert : Όπως βλέπουμε η σχέση 
πνευμονικών –εξωπνευμονικών δειγμάτων ήταν 4:3 ενώ περίπου το ~ 30% 
των ασθενών είναι μετανάστες. Και στην περίπτωση της πρώτης version του 
Xpert MTB/RIF η ευαισθησία και η θετική προγνωστική αξία  ήταν χαμηλότερη 
στα μικροσκοπικά αρνητικά και στα  εξωαναπνευστικά δείγματα, που 
αποτελούν και το δυσκολότερο διαγνωστικό πρόβλημα. Οι ασθενείς έχουν και 
πάλι χωριστεί σε  γηγενείς και ξένους.  
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Performance of Method F/T using culture as end point

Specimen   Sensitivity Specificity PPV NPV

All samples 

(n=886)

85,4 % 97,0% 58,3 % 99,3 %

Pulmonary 

(n=745)

91,7 % 98,0 % 61,1 % 95,5 %

Extra-pulmonary 

(n=136)

40 % 97,7 % 33,3 % 97,7 %

AFB (-)

(n=874)

81,8% 97,7% 53% 99,3%

Greeks (n = 764)

TB Prevalence = 3%

91,3% 97,2% 50% 99,7%

Foreigners (n=122)

TB Prevalence = 14,4%

77,8% 96,2% 77,8% 96,2%
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Τα δεδομένα στην διαφάνεια αφορούν μια τρίτη μοριακή μέθοδο - την 
ονομάζω F/T  - που για ένα διάστημα ήταν σε χρήση στο εργαστήριο και 
παρατίθενται γιατί θα τα χρειαστούμε στην συνέχεια. Και εδώ πάλι δίνονται 
χωριστά οι γηγενείς και ξένοι ασθενείς.  
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Comparison of methods
Method

AMTD F/T Xpert MTB/RIF

GR 

n=2151

F

n=413

GR

n=764

F

n=122

GR

n=309

F

n=130

Prevalence
95%CI

11,1%            24,5%

9,1- 11,7               20,1 -28,6

3%            14,75%
1,9 -4,5           8,9 – 22,3

17,1%          30,7%

13,1 – 21,8            23- 34,5

Sensitivity
95%CI

80%               80%

74,3 – 85,2         70,8 – 87,3

91,3%           77,8%

71,9 - 98,9          52,3 - 93,6

86,8%            70%
74,6 - 94,5           53,5 - 83,4

Specificity
95%CI

98,75 %         97,5%

98,1 – 99,2           95 – 98,9

97,2 %          97,5%
95,7 - 98,2         90,4 - 98,9

97,6 %         95,6%
94,9 - 99,1         89 - 98,8

Falce Positive 

Rate

0,012%          0,025% 0,028%          0,025% 0,024%          0,045%

PPV
95%CI

88,1%           90,9%
82,8 – 92,2          82,9 - 96

50%           77,8%

34.2-65.8        52.3- 93.6

88,5%           87,5%
76,6 - 95,6 71 - 96.5

NPV
95%CI

97,7%           93,8%
97 – 98,3           90,6 – 96,2

99,7%           96,2%

99 – 99,9 90,4 – 98,9

97,2%           87,7%
94.4 - 98.9         79,6 – 93,5 

Detection Limit 3 cfu/ml 3 cfu/ml 132 cfu/ml
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Το ζήτημα που θέλω να αναδειχθεί από αυτή την διαφάνεια είναι η σημασία που έχει 
ο σκοπός για τον οποίο χρησιμοποιείται μια μοριακή μέθοδος. 
Τα δεδομένα στον πίνακα είναι των τριών μεθόδων που προαναφέρθηκαν και έχουν 
χωριστεί για κάθε μία - AMTD, FT και Xpert - στους πληθυσμούς ελλήνων και ξένων 
ασθενών και ο λόγος είναι γιατί οι δύο πληθυσμοί εμφανίζουν διαφορετική επίπτωση 
της νόσου.  Με κόκκινο είναι τα ζεύγη του χαρακτηριστικού της μεθόδου που 
εμφανίζονται στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ Ελλήνων και ξένων για την ίδια 
μέθοδο . Η μικρές μεν αλλά στατιστικά σημαντικές   διαφορές  στη ευαισθησία 
και ειδικότητα  αντίστοιχα, για την μέθοδο Xpert και AMTD μπορούν να αποδοθούν 
στο διαφορετικό % πνευμονικών -εξωπνευμονικών & μικροσκοπικά 
θετικών/αρνητικών δειγμάτων στους δύο πληθυσμούς και δεν θα σταθώ 
περισσότερο.  
Θα σταθώ στη πολύ χαμηλή ΘΕΤΙΚΗ ΠΡΟΓΝΩΣΤΙΚΗ ΑΞΙΑ της μεθόδου F/Τ στο 
δείγμα των ελλήνων, που το συγκεκριμένο διάστημα είχε επίπτωση μόλις 3% 
(επόμενο).  
Έτσι βλέπουμε ότι μια μέθοδος με ευαισθησία  >90% και ειδικότητα 97%  - αρκετά 
υψηλές και οι δύο – όταν  εφαρμόζεται  σε ένα πληθυσμό με επίπτωση 3% οδηγεί 
μεν σε αρνητική προγνωστική αξία ~ 100% - δηλαδή, το αρνητικό αποτέλεσμα 
ουσιαστικά αποκλείει την νόσο - αλλά σε θετική προγνωστική αξία μόνο 50% 
(επόμενο). Αυτό συνέβη γιατί στο συγκεκριμένο πληθυσμό των Ελλήνων ασθενών, η 
επίπτωση ήταν ίδια με τη πιθανότητα ψευδώς θετικού αποτελέσματος .  Έτσι αν μια 
μέθοδος δεν έχει σκοπό το πληθυσμιακό screening, για να αποκλείσει δηλαδή την 
νόσο – και αυτό ισχύει για αυτές που αναφερόμαστε  -  η εφαρμογή της πρέπει να 
γίνεται σε ασθενείς με πραγματικά υψηλή pre-test πιθανότητα νόσου, ώστε το 
αποτέλεσμα να προσθέτει στην διάγνωση.  
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Χαρακτηριστικό είναι το παράδειγμα που αναφέρει ο καθ. Veziris και αφορά 
την μέθοδο MTB-Rif ULTRA . Αν στο Lesotho, για παράδειγμα, μια από τις 
χώρες με την υψηλότερη επίπτωση της ΤΒ, κάνουμε screening, χωρίς επιλογή 
στο γενικό πληθυσμό,  τότε παρά την επίπτωση 700/100.000, η θετική 
προγνωστική αξία της μεθόδου θα είναι κάτω από 50%. Αντίθετα στην Γαλλία 
με επίπτωση τα νόσου στο γενικό πληθυσμό  100 φόρες μικρότερη  αν η 
μέθοδος εφαρμοστεί σε επιλεγμένο πληθυσμό π.χ. HIV-positive ή άστεγους, 
με το κλινικό σύμπτωμα του βήχα να διαρκεί για > από 2 εβδομάδες, ακριβώς 
επειδή o σχετικός κίνδυνος ΤΒ, στους ασθενείς αυτούς, είναι αυξημένος κατά 
1200 φόρες, η θετική προγνωστική αξία της μεθόδου γίνεται  92%. Τον κλινικό 
γιατρό στην πράξη  δεν τον απασχολεί η ευαισθησία ή η ειδικότητα μιας 
μεθόδου,  αλλά η θετική & αρνητική προγνωστική αξία της. Όταν, λοιπόν,  ο 
κλινικός γιατρός, που μας στέλνει το δείγμα,  δεν έχει αξιολογήσει σωστά 
ποιους ασθενείς θα ελέγξει, με βάση κλινικά ή/και άλλα κριτήρια και η pre-test 
πιθανότητα είναι χαμηλή , τότε το θετικό αποτέλεσμα που θα πάρει γίνεται 
εξαιρετικά αναξιόπιστο.  Στην προκειμένη περίπτωση είναι σαν να στρίβουμε 
ένα νόμισμα. Δεν ισχύει βέβαιο το ίδιο αν ο σκοπός είναι να αποκλείσει η 
νόσος, όπου και μας ενδιαφέρει η πολύ υψηλή NPV 
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Detection of mutations involved in drug 

resistance
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      Να περάσουμε στην μοριακή ανάλυση των μεταλλάξεων που ενέχονται 
στην αντοχή στα Α/Φ. Δεν θα αναφερθώ ξανά στους μηχανισμούς. Στον 
πίνακα φαίνονται τα κυριότερα από τα γονίδια στα οποία  έχουν εντοπισθεί 
μεταλλάξεις που ενέχονται στην αντοχή στα αντίστοιχα φάρμακα και το 
ποσοστό των φαινομένων αντοχής που αποδίδεται στη παρουσία αυτών 
των μεταλλάξεων. Στις περισσότερες περιπτώσεις οι μεταλλάξεις 
εντοπίζονται σε περιορισμένες περιοχές των αντίστοιχων γονιδίων και αυτό 
διευκόλυνε την ανάπτυξη τεστ με μεθόδους ανάστροφου υβριδισμού που 
επιτρέπουν την ανίχνευση των συγκεκριμένων μεταλλάξεων. Εξαίρεση 
αποτελεί η αντοχή στην πυραζιναμίδη, όπου οι μεταλλάξεις που 
εντοπίζονται στα ανθεκτικά στελέχη είναι διάσπαρτες σε όλο το γονίδιο 
pncA.    
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Reverse hybridization
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Στις μεθόδους ανάστροφου υβριδισμού πολλαπλασιάζουμε με  PCR και με την 
χρήση σημασμένων  εκκινητών, τις  περιοχές των γονιδίων στις οποίες 
εντοπίζονται οι πιθανές μεταλλάξεις. Στην συνέχεια τα σημασμένα  προϊόντα 
που προκύπτουν από τον πολλαπλασιασμό  υβριδίζονται σε ιχνηθέτες που 
είναι ακινητοποιημένοι σε ταινίες νιτροκυτταρίνης και γίνεται η εμφάνιση  του 
σήματος. 
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GenoType® MTBDRplus v.2- Hain 

Lifescience, Nehren, Germany
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Στην διαφάνεια φαίνονται οι μεμβράνες υβριδισμού της μεθόδου MTBDRplus 
που χρησιμοποιείται για την ανίχνευση των κυριότερων μεταλλάξεων που 
ευθύνονται για την αντοχή στην RIF & την INH. Οι ακινητοποιημένοι στις 
μεμβράνες ιχνηθέτες αντιστοιχούν στις άγριου τύπου αλληλουχίες και στις 
συχνότερες μεταλλάξεις. Το προϊόν της PCR  ανάλογα με την σύσταση του -  
που διαφέρει ανάλογα με το αν έχει προέλθει από τον πολλαπλασιασμό 
άγριου τύπου ή μεταλλαγμένου γονιδίου -θα υβριδιστεί ειδικά με τον 
αντίστοιχο ιχνηθέτη. Έτσι παίρνουμε διαφορά patterns  υβριδισμού που 
ενδεικτικά μπορεί να αντιστοιχούν σε (επόμενο, επόμενο, επόμενο) … 
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Genotype

Conventional DST on L-J

(20 μg/ml RIF)

Resistant  (n) Susceptible  (n)

rpoB wt 0 1415

rpoB mut 51 4

(H526L, H526N,S531F, 

ΔWT8)

rpoB ΔWT7(pol1341C>T) 0 10 (6)

Correlation of rpoB genotype and 
in vitro susceptibility testing 

(n= 1480 strains)

Se =100%, Sp=99%, PPV=92,3%, NPV= 100%
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Ποια η συσχέτιση των γενετικών δεδομένων με τον φαινότυπο ?  
Επειδή στις ταινίες υβριδισμού  δεν υπάρχουν ιχνηθέτες για όλες τις πιθανές 
μεταλλάξεις,  υπάρχουν  στελέχη στα οποία μπορεί να εντοπισθεί απουσία της 
αγρίου τύπου αλληλουχίας χωρίς όμως να ανιχνεύεται και η μετάλλαξη.  
Χαρακτηριστικά,  για ένα διάστημα 2 χρόνων απομονώσαμε στο ΕΚΑΜ έναν 
αριθμό στελεχών που εμφάνιζαν  έλλειψη «σήματος» υβριδισμού  σε έναν 
από τους ιχνηθέτες που αντιστοιχεί σε άγριου τύπου αλληλουχία χωρίς όμως 
και σήμα υβριδισμού σε ιχνηθέτη που αντιστοιχεί σε γνωστή μετάλλαξη. Τα 
στελέχη αυτά ήταν φαινοτυπικά ευαισθησία σε  στερεή καλλιέργεια L-J.  H 
αλληλουχοποίηση ενός αριθμού από αυτά τα στελέχη, εντόπισε την παρουσία 
σιωπηλής μετάλλαξης, άρα η πρωτεΐνη ήταν λειτουργική -δηλαδή ικανή να 
προσδένει την ριφαμπικίνη -   και ως εκ τούτου το στέλεχος ευαίσθητο. 
Διαφοροποιήσεις μεταξύ των μεθόδων μπορούν να εντοπιστούν και στην 
περίπτωση ορισμένων σπάνιων μεταλλάξεων με γνωστό χαμηλό MIC  
(Ελάχιστη ανασταλτική συγκέντρωση του φαρμάκου). Έτσι στα υπόλοιπα 
1470 στελέχη που είχαν αναλυθεί την συγκεκριμένη περίοδο, εντοπίσθηκαν 4 
ακόμη διαφοροποιήσεις, η μια αφορούσε στέλεχος χωρίς γνωστή μετάλλαξη 
(ΔWT8) το όποιο δεν διερευνήθηκε περεταίρω, 2 στελέχη με μεταλλάξεις με 
γνωστό χαμηλό MIC  και ένα για το όποιο η διαφοροποίηση πιθανότητα 
οφείλονταν σε τεχνικό σφάλμα στην φαινοτυπική ανάλυση.  
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Comparison between MTBDRplus and DST results 
(n=1480 strains)

Genotype 

Conventional DST on L-J

(0.2μg/ml ISO)

Resistant (n) Susceptible (n)

Wild type 10 1334

Mutated 114

22

1 InhA [-17G>T], 13 InhA [-15C>T],  2 InhA 

[-15C>T]+WTInhA, 1 InhA ΔWT1, 1

ΔInhA,  2 katG (S315T1), 1Δ katG, 1 

katGΔWT

Se =92%, Sp=98,3%, PPV=83,8%, NPV= 99,2% 31  

 

      Όσον αφορά την ισονιαζίδη εδώ εντοπίζονται περισσότερες αναντιστοιχίες 
με τα φαινοτυπικά αποτελέσματα. ‘Έναν αριθμό ανθεκτικών  στελεχών τον 
χάνουμε λόγω της πιθανής παρουσίας μεταλλάξεων σε άλλα γονίδια, 
πέραν των δύο περιοχών  που εστιάζει  το τεστ – τις μεταλλάξεις S315T 
του γονιδίου katG και μεταλλάξεις στα  -15 & -17 nts στον υποκινητή του 
γονιδίου  inhA . Επίσης  για έναν αριθμό  στελεχών με μετάλλαξη στο 
υποκινητή του γονιδίου inhA,  η καλλιέργεια έδειξε ευαισθησία. Αυτό 
οφείλεται στο γεγονός ότι αυτές οι μεταλλάξεις συνδέονται με αντοχή σε 
χαμηλές συγκεντρώσεις του φαρμάκου, μιας και δρουν μεταβάλλοντας τα 
επίπεδα έκφρασης του γονιδίου  Συνήθως, λόγω του μηχανισμού με τον 
όποιον ασκούν την δράση τους οι μεταλλάξεις στο γονίδιο inhA, η αντοχή 
στην ΙΝΗ, σε αυτούς τους ασθενείς, αντιμετωπίζεται θεραπευτικά με 
αύξηση   της δόσης του φαρμάκου.  Οι διαφορές αυτές υποδηλώνουν την 
αξία που έχει η επιβεβαίωση της τελικής εικόνας με την καλλιέργεια. 
Βέβαια υπάρχουν μεταλλάξεις - όπως η S315T στο κωδικόνιο του γονιδίου 
katG , η οποία  είναι και η πιο συχνή - που η παρουσία τους συνδέεται 
απόλυτα με αντοχή στην ισονιαζίδη.  Για αυτές η PPV =100%.  
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GenoType® MTBDRsl- Hain Lifescience, 

Nehren, Germany

Multiplex PCR with labeled 
(biotinylated) primers 

Amplicons: 

1. Amplification control

2. Mtb complex

3. gyrA gene

4. rrs gene

5. embB gene

Hybridization of PCR 
products to 
immobilized probes

32

 

 

Για τα δευτερεύοντα Α/Φ χρησιμοποιούνται τεστ με  ανάλογη προσέγγιση 
ανάστροφου υβριδισμού.  Στο MTBDRsl v.1, που χρησιμοποιείτο μέχρι 
πρόσφατα,  στόχοι ήταν οι  περιοχές των γονιδίων της  gyrA και του rrs που 
εντοπίζονται οι πιο κοινές μεταλλάξεις που ενέχονται στην αντοχή στις FQ και 
τα ενέσιμα Α/Φ αντίστοιχα, ενώ επιπρόσθετα το τεστ έχει τη δυνατότητα να 
ελέγχει και για μεταλλάξεις στο γονίδιο embB που ενέχονται στην αντοχή στην 
εθαμβουτόλη.  
 
 

  



Διαφάνεια 33 

 

Drugs Pooled Sen

(%)

95% CI Pooled Sp

(%)

95% CI Studies

(Subjects)

FQ* 83.1 78.7-86.7 97.7 94.3-99.1 16 (1766)

AMK* 87.9 82.1-92 99.5 97.5-99.9

14 (1637)
KAN* 66.9 44.1-83.8 98.6 96.1-99.5

CAP* 79.5 58.3-91.4 95.8 93.4-97.3

EMB** 60 52-68 98 94-100 3 (280)

*Theron G. et al. The diagnostic accuracy of the GenoType® MTBDRsl assay for the detection 

of resistance to second-line anti-tuberculosis drugs The Cochrane Library 2014

**ECDC GUIDANCE : Use of the rapid molecular assays for the diagnosis and rapid screening 

of patients at risk of MDR-TB
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Στην διαφάνεια φαίνονται τα δεδομένα μετά-αναλύσεων που συμπεριέλαβαν 
πάρα πολλά περιστατικά και αφορούν την ευαισθησία και ειδικότητα της 
μεθόδου, για κάθε επιμέρους δεύτερης γραμμής αντιφυματικο φάρμακο 
συγκρινόμενα πάντα με την φαινοτυπικό αποτέλεσμα.   
Η ευαισθησία κυμαίνεται από 60- ~88% ενώ η ειδικότητα με εξαίρεση την 
καπρεομυκίνη είναι πάνω από 98% 
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GenoType® MTBDRsl v2- Hain 

Lifescience, Nehren, Germany
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Και εδώ έχουμε την εισαγωγή πρόσφατα νεώτερης έκδοσης του τεστ. Οι 
αλλαγές φαίνονται στην διαφάνεια  με κόκκινο. Δεν υπάρχει στην v2  το panel 
για το γονίδιο embB, που όπως είδαμε είχε χαμηλή ευαισθησία, ενώ έχουν 
προστεθεί α) panel με την αγρίου τύπου αλληλουχία και τις δύο κοινότερες 
μεταλλάξεις στο γονίδιο της  gyrΒ για να αυξηθεί η ευαισθησία διάγνωσης 
αντοχής στις F/Q και panels με μεταλλάξεις στον υποκινητή του γονιδίου eis 
που οδηγούν σε υπερέκφραση του συγκεκριμένου γονιδίου και αντίστοιχα σε 
αυξημένη παραγωγή του ένζυμου aminoglycoside acetyltransferase που 
αδρανοποιεί ειδικά την  kanamycin.  
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      Με την χρήση των μεθόδων αυτών μπορεί να μειωθεί δραματικά ο χρόνος 
διάγνωσης της φαρμακευτικής αντοχής. Θεωρητικά μπορεί να περιοριστεί 
στις 1-2 ημέρες μετά από το θετικό μικροσκοπικό ή μοριακό αποτέλεσμα  
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Application of the MTBDRplus assay on primary 
samples

MICROSCOPY

INFORMATIVE RESULT*

YES NO

POSITIVE 302 (93,8%) 20 (6,2%)

NEGATIVE 80 (65%) 43 (35% )

SUSPICIOUS 2 1

* Culture Positive samples
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Στην πράξη για το εργαστήριο μας η αποτελεσματικότητα της μεθόδου 
MTBDRplus σε ότι αφορά την δυνατότητα να πάρουμε αξιοποιήσιμο - 
πληροφοριακό – αποτέλεσμα είναι πολύ υψηλή στα μικροσκοπικά θετικά 
δείγματα >90%,  αλλά χαμηλότερη ~ 65% στα μικροσκοπικά αρνητικά 
δείγματα – δηλαδή αυτά με χαμηλότερο βακτηριακό φορτίο  
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TIME TO RESULT 

Days

First Line TB Drugs Mean  S.D. Min –Max

AFB - (n=30) 6,75  3,22 2 - 15

AFB + (n=94) 5,68  3,16 1 - 22

Days

MDR Mean  S.D. Min –Max

First Line Drugs (n=7) 5,14  3,9 2 - 13

Second Line Drugs (n=5) 7,8  5,6 3 - 17

REDUCTION IN TIME TO DIAGNOSIS

Mean ( SD) : 48,7  14,6 days

Min-Max: 13 - 82 day
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Όταν  οι μέθοδοι είναι πληροφοριακές στο άμεσο δείγμα, τότε το αποτέλεσμα 
της αντοχής  το έχουμε κατά μέσον όρο 49 ήμερες νωρίτερα από το 
αποτέλεσμα της φαινοτυπικής ευαισθησίας και είναι προφανές τι σημαίνει 
αυτό και για τον ασθενή και για τον έλεγχο της διασποράς της νόσου  
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• Non Tuberculous Mycobacteria 
(NTM) are found throughout 
nature in water and soil. 

• Over 190 different species and 
subspecies. 

• Μost do not seem to cause 
human disease 

• Contitionally pathogenic 
spieces in susceptible 
individuals: M.avium complex,
M. abscessus, M. fortuitum, M.
Kansasii, M. chelonae, M.
marinum etc 

• Can cause: lung disease, 
lympadenitis, soft tissue 
disease, disseminated disease

• NTM are relatively resistant to 
antibiotics 
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      Εκτός από τα είδη του ΜΤΒC και τα δύο που προκαλούν την λέπρα, τα 
υπόλοιπα είδη μυκοβακτηριδίων χαρακτηρίζονται γενικά - και σε 
αντιδιαστολή - ως μη φυματιώδη μυκοβακτηρίδια. Έχουν χαρακτηριστεί 
πάνω από 190 είδη. Αυτά είτε είναι σαπροφυτικά / περιβαλλοντικά ή έχουν 
άλλους από τον άνθρωπο, ζωικούς ξενιστές. Αρκετά από αυτά όμως, είναι 
δυνάμει παθογόνα και για τον άνθρωπο. Μπορούν να προκαλέσουν 
ανάλογα, πνευμονική νόσο, λεμφαδενίτιδα, νόσους των μαλακών μορίων ή 
ακόμη και διάσπαρτη νόσο, κυρίως σε ανασοκατασταλμένα άτομα. Πολλά 
είναι σχετικά ανθεκτικά στα αντιβιοτικά και απαιτούν μακρόχρονη θεραπεία 
με συνδυασμό φαρμάκων. Ο χαρακτηρισμός τους σε επίπεδο είδους είναι 
αναγκαίος και για το σχεδιασμό της θεραπείας και για την πρόγνωση και 
την παρακολούθηση της εξέλιξης της νόσου.  
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Μια εκτεταμένη διερεύνηση των ειδών των ΝΤΜ που απομονώθηκαν 
παγκοσμίως από δείγματα ασθενών με αναπνευστική νόσο κατά το έτος 2008, 
έδειξε διαφορές στην κατανομή τους στις διάφορες ηπείρους. 
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Αλλά και εντός της ίδιας ηπείρου – όπως φαίνεται για παράδειγμα για την  
Ευρώπη για την οποία υπήρχαν και τα πιο αναλυτικά δεδομένα - βρέθηκαν 
διαφορές μεταξύ χωρών ή γεωγραφικών περιοχών. 
Για το που οφείλονται  αυτές οι διαφορές δεν υπάρχει επαρκής εξήγηση. 
Μπορεί  να οφείλονται σε διαφορετική περιβαλλοντική διασπορά των ειδών 
των μυκοβακτηριδίων ή σε διαφορετική ευαισθησία των επιμέρους 
ανθρωπίνων πληθυσμών (και αν πράγματι ισχύει γεννιέται το ερώτημα για 
ποιους λόγους συμβαίνει ) ή ακόμη και σε διαφορετικές συμπεριφορές (π.χ. 
για την αύξηση των περιστατικών λοίμωξης από συγκεκριμένα ΝΤΜ έχει 
ενοχοποιηθεί η χρήση των ντους, που θεωρείται ότι διευκολύνει,  λόγω του 
σχηματισμού αεροσταγονιδίων την μόλυνση με μυκοβακτηρίδια που 
υπάρχουν στο νερό) ή τέλος και στο συνδυασμό όλων των παραπάνω  
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Forward Primer 

Reverse Primer

CGG GAT       M. tuberculosis

CGG AAC M. genavense

CGA GGC M. heidelbergence/

M. interjectum

CTC GGC M intermedium

GCC CTA

GCC TTG

16S rRNA
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     Για την ταυτοποίηση  σε επίπεδο είδους των ΝΤΜ (ή αλλιώς ΑΤΥΠΩΝ 
ΜΥΚΟΒΑΚΤΗΡΙΔΙΩΝ)  χρησιμοποιούνται επίσης  μέθοδοι ανάστροφου 
υβριδισμού αντίστοιχες με αυτές που αναφέρθηκαν για την διερεύνησης 
της αντοχής του M tuberculosis στα Α/Φ. Πολλαπλασιάζουμε με 
σημασμένους ιχνηθέτες  την υπερμεταβλητή περιοχή του 16S 
ριβοσωμικού RNA - που είναι ο στόχος μας στην προκειμένη περίπτωση - 
και το προϊόν της PCR  υβριδίζεται σε ακινητοποιημένους ιχνηθέτες που 
φέρουν ο καθένας την χαρακτηριστική για το κάθε είδος αλληλουχία  
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Identification of ΝΤΜ (CM/AS Hain Life Science)

16 species

14 species
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Τα patterns υβριδισμού που παίρνουμε είναι χαρακτηριστικά του είδους και 
μας επιτρέπουν να διάφορο-διαγνώσουμε, με τις δυο μεθόδους που είναι σε 
χρήση στο εργαστήριο, 14 & 16 κοινά και σχετικά πιο σπάνια ειδή ΝΤΜ 
αντίστοιχα. 
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• GenoType NTM-DR allows the detection and differentiation of M. 
avium complex (M. avium, M. intracellulare, and M. chimaera)  and M. 
chelonae Abscessus group spieces (M. abscessus ssp. Massiliense, 
M. abscessus ssp. Abscessus, M. abscessus ssp. Bolletii and M. 
chelonae)

• and their resistance to macrolides and aminogycosides from cultured 
material. Thus, this test system is an additional tool for the diagnosis 
and treatment regimen of NTMs.
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       Μια επιπρόσθετη μέθοδος, ανάστροφου υβριδισμού ,  επιτρέπει την 
ταυτοποίηση σε επίπεδο είδους των μελών πού ανήκουν στα Μ. avium & 
M. abscessus/chelonae complexes – που αποτελούν τις πιο κοινές αιτίες 
λοίμωξης με ΝΤΜ -  όπως και την μοριακή διερεύνηση της   αντοχής τους 
στα ειδικά φάρμακα – τις  μακρολίδες & αμινογλυκοσίδες -  που 
χρησιμοποιούνται για να αντιμετωπιστούν αυτές οι σχετικά δύσκολες, στη 
θεραπεία τους, λοιμώξεις.  
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MTBC assay (Hain Life Science)

The GenoType MTBC assay: based on an M. tuberculosis complex-specific 23S 

ribosomal DNA fragment, gyrB DNA sequence polymorphisms, and the RD1 

deletion of M. bovis BCG
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Μεθόδους ανάστροφου υβριδισμού χρησιμοποιούμε στα εργαστήριο και για το 
διαχωρισμό σε επίπεδο είδους των μελών του MTBC,  αν αυτό κρίνεται 
απαραίτητο. Τα είδη αυτά που έχουν πανομοιότυπη 16S ριβοσωμική RNA  
αλληλουχία διαχωρίζονται με την στόχευση περιοχών τoυ 23 S ριβοσωμικού 
RNA, του γονιδίου της γυράσης Β και μιας γενετικής περιοχή γνωστής ως 
Region of Difference 1 που απουσιάζει στο M. bovis BCG 
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• Next-generation sequencing (NGS) is a powerful tool 
with the capacity to improve tuberculosis (TB) 
management and control through the rapid and 
accurate detection of all clinically relevant mutations, 
and thereby the rapid diagnosis of drug-resistant TB 
(DR-TB) in clinical specimens. 

• This information is crucial for clinicians to make prompt 
decisions regarding the best therapy to adopt for 
treatment of multi- and extensively DR-TB (M/XDR-TB)

• Over time, NGS technologies that enable 
comprehensive, rapid DST are anticipated to reduce the
need for phenotypic DST for DR-TB diagnosis,
especially for drugs for which phenotypic methods are 
often unreliable, such as pyrazinamide.

The use of next-generation sequencing technologies for the detection 

of mutations associated with drug resistancein Mycobacterium 

tuberculosiscomplex: technical guide (WHO 2018)
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      Φυσικά και στην φυματίωσης, όπως και σε άλλα πεδία, αυτό που αλλάζει 
δραστικά την εργαστηριακή διάγνωση είναι οι δεύτερης και τρίτης γενιάς 
μεθοδολογίες αλληλουχοποίησης του γενετικού υλικού. Αυτές έχουν την 
δυνατότητα, με την παράλληλη αλληλουχοποίηση του DNA, να παράγουν 
τεράστιες ποσότητες δεδομένων σε πολύ μικρό χρόνο και με σχετικά πολύ 
μικρό κόστος . Το DNA μπορεί να έχει απομονωθεί από μια καλλιέργεια ή 
από ένα κλινικό δείγμα . Το ζητούμενο, εκτός από την διάγνωση της 
νόσου, είναι να προσφέρουν και πλήρη εικόνα για την φαρμακευτική 
ευαισθησία ή αντοχή αντικαθιστώντας τις χρονοβόρες- κοστοβόρες και 
επικίνδυνες όσον αφόρα την βιοασφάλεια -και για ορισμένα φάρμακα, 
όπως π.χ. η πυραζιναμίδη, όχι ιδιαίτερα αξιόπιστες – φαινοτυπικές 
προσεγγίσεις που στηρίζονται στην καλλιέργεια. Με στόχο βεβαία την 
εξατομίκευση της θεραπευτική αγωγής για την αποτελεσματικότερη 
αντιμετώπιση της νόσου  
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• “Screening of patients for the NAT2 genetic polymorphisms will be useful for the 
clinical prediction and prevention of ATLI”. Int J Tuberc Lung Dis. 2012 16(5):589-95

• “NRAMP1 might play an important role in the host defense to the development of 
tuberculosis”. (PlosONE DOI: 10.1371/journal.pone.0015831

A Microbiological Revolution Meets an Ancient 
Disease: Improving the Management of Tuberculosis 

with Genomics M. Wlodarska et al. CMR, 2015, 28, 523-539
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Ιδεατός στόχος είναι να δίνεται όσον το δυνατόν πιο γρήγορα η πιο 
αποτελεσματική θεραπεία, παίρνοντας υπ’ όψιν όχι μόνο τα χαρακτηριστικά 
του βακίλου αλλά και  τον γενετικό υπόβαθρο του ασθενούς, έχοντας 
πληροφορίες για κρίσιμους  πολυμορφισμούς όπως π.χ. αυτούς στο γονίδιο  
ΝΑΤ2 που προδιαθέτουν για ηπατοτοξικότητα στην ισονιαζίδη ή ίσως ακόμη 
και την συνολική σύσταση του εντερικού μικροβιωματός, που μπορεί να 
επηρεάζει παραμέτρους, όπως ο μεταβολισμός των φαρμάκων και κατά 
συνέπεια την βιοδιαθεσιμότητα τους. Ακόμη απέχουμε αρκετά από κάτι τέτοιο, 
όχι μόνο από τεχνική άποψη, άλλα και από το να έχουμε την πλήρη εικόνα της 
βιολογικής σημασίας του τεράστιου όγκου των πληροφοριών που μπορούν 
και παράγουν οι μεθοδολογίες του NGS. 
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• Novel katG mutations causing isoniazid resistance in
clinical M. tuberculosis isolates

“We report the discovery and confirmation of 23 novel mutations with previously 
undocumented role in isoniazid (INH) drug resistance, in catalase-peroxidase 
(katG) gene of Mycobacterium tuberculosis (Mtb) isolates. With these mutations, 
a synonymous mutation in fabG1g609a, and two canonical mutations, we were 
able to explain 98% of the phenotypic resistance observed in 366 clinical Mtb 
isolates collected from four high tuberculosis (TB)-burden countries.” 

J.N.Torres et al. Emerging Microbes and Infections (2015); doi:10.1038/emi.2015.42

• A diarylquinoline drug active on the ATP synthase of 
Mycobacterium tuberculosis.
(WGS sequencing of) “Mutants selected in vitro suggest that the drug targets the 
proton pump of adenosine triphosphate (ATP) synthase.” 

Andriers K. et al. Science, 2005 Jan 14;307(5707):223-7.

• “Systematic review of mutations associated with 
resistance to the new and repurposed Mycobacterium 
tuberculosis drugs bedaquiline, clofazimine, linezolid, 
delamanid and pretomanid” 

“..studies characterized 277 mutations in the genes atpE, mmpR, pepQ, Rv1979c, 
fgd1, fbiABC and ddn and their association with resistance to one or more of the 

five drugs”.

S. Kadura et al. J Antimicrob Chemother 2020; 75: 2031–2043
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Σε ερευνητικό επίπεδο οι δυνατότητες που μας παρέχουν οι τεχνολογίες του 
NGS είναι τεράστιες. Η συσχέτιση των γονοτυτικών  και των φαινοτυπικών 
δεδομένων διευκολύνεται σημαντικά  αφού  μπορούμε να έχουμε πολύ εύκολα 
την συνολική εικόνα του γονότυπου του οργανισμού. Κάποια  χαρακτηριστικά 
παραδείγματα για το ΜΤΒ δίνονται στην διαφάνεια:  
 Χρησιμοποιώντας την τρίτης γενιάς τεχνολογία  NGS, ερευνητική ομάδα από 
το Παν/μιο του San Diego, εντόπισε – και επιβεβαίωσε στην συνέχεια με 
μεταλλαξογένεση στο M.  smegmatis – 23 νέες μεταλλάξεις που ενέχονται 
στην αντοχή στην ισονιαζίδη. Με αυτές και τις ήδη γνωστές, που αναφέρθηκαν 
πριν, ήταν σε θέση να ερμηνεύσουν πλέον την αντοχή στο 98% των 366 
στελεχών που μελέτησαν.  
Από την άλλη η αλληλουχοποίηση στελεχών επιλεγμένων για την αντοχή τους 
στα νέα φάρμακα μπορεί να  υποδείξει μηχανισμούς ανάπτυξης αντοχής σε 
αυτά, αλλά και να αποκαλύψει τον ενδοκυττάριο στόχο τους, όταν αυτοί δεν 
είναι  γνωστοί όπως στην περίπτωση των diarylquinolones.  
 
 

  



Διαφάνεια 48 

 

Targeted NGS 

or WGS ?

Clinical sample 

or short culture ?

Do we have all critical 

information ? 

Depth of the information obtained ?
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Υπάρχουν διάφορες πλατφόρμες NGS και δεν θα μπω σε τεχνικά ζητήματα. 
Όλες περιλαμβάνουν τα στάδια που αναφέρονται διαγραμματικά στην 
διαφάνεια. Απομόνωση DNA, πολλαπλασιασμός του  με PCR-– στις δεύτερης 
αλλά όχι στις τρίτης γενιάς μεθόδους – και δημιουργία βιβλιοθήκης με τους 
κλώνους, παράλληλη αλληλουχοποιήση των κλώνων και ανάλυση των 
δεδομένων 
Σε όλα τα στάδια υπάρχουν ανοιχτά ζητήματα τα οποία αφορούν:  
1. Το υλικό από το οποίο μπορούμε να ξεκινήσουμε. Μπορούμε να 
χρησιμοποιήσουμε το  κλινικό δείγμα ή χρειάζεται εμπλουτισμός του μετά από 
καλλιέργεια  ή με άλλο τρόπο π.χ. «ψάρεμα» του βακίλου ?  
2. Η αλληλουχοποιήση θα καλύπτει όλο το γενετικού υλικού ή αρκεί η κάλυψη 
επιλεγμένων περιοχών του (π.χ. γονίδια που ενέχονται στην αντοχή). 
 Τα πτύελα π.χ. είναι πλούσια  σε ανθρωπινά κύτταρα – και άλλη χλωρίδα – 
και  το WGS, χωρίς εμπλουτισμό,   δίνει συνήθως πάνω από 99% 
αλληλουχίες ομόλογες με αυτές του ανθρώπου, με αποτέλεσμα χαμηλή 
ευαισθησία , σε αντίθεση με την στοχευόμενη αλληλουχοποίηση (tNGS)  
3. Έχουμε όλη την κλινικά χρήσιμη πληροφορία?  Γνωρίζουμε την κλινική 
σημασία κάθε μετάλλαξης ή πολυμορφισμού, ώστε να περιοριστούμε στην 
τεχνικά πιο εύκολη στοχευόμενη αλληλουχοποίηση ? 
4. Πόσο εξαντλητική είναι η πληροφορία που παίρνουμε ώστε να μην μας 
διαφεύγει κάτι κλινικά σημαντικό και να μη χρειάζεται να χρησιμοποιήσουμε 
και άλλες προσεγγίσεις ? Ανιχνεύουμε π.χ. ετεροαντοχή (την παρουσία 
δηλαδή υπολειπόμενου πληθυσμού)  και σε ποιο ποσοστό ? Μπορούμε να 
καταργήσουμε τελείως την καλλιέργεια ?  Αυτά είναι ακόμη ανοικτά ζητήματα 
και από τεχνική άποψη και από την άποψη της πληρότητας τηςπληροφορίας.  
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Prediction of Susceptibility to First-LineTuberculosis Drugs by 

DNA Sequencing
The CRyPTIC Consortium and the 100,000 Genomes Project, NEJM, 2018

• We obtained WGS and associated 
phenotypes of resistance or susceptibility to 
the first-line antituberculosis drugs isoniazid, 
rifampin, ethambutol, and pyrazinamide for 
isolates from 16 countries across six 
continents. 

• Mutations associated with drug resistance 
and drug susceptibility were identified across 
nine genes, and individual phenotypes were 
predicted unless mutations of unknown 
association were also present.

• 10,209 isolates were analyzed 

• Resistance to isoniazid, rifampin, 
ethambutol, and pyrazinamide was correctly 
predicted with 97.1%, 97.5%, 94.6%, and 
91.3% sensitivity, respectively, and 
susceptibility to these drugs was correctly 
predicted with 99.0%, 98.8%, 93.6%, and 
96.8% specificity.

• Predictions of pansusceptibility met WHO 
standards for sensitivity & specificity

Public Health Authorities in England, the Netherlands and NY decided to stop 

phenotypic DST of isolates predicted to be pansusceptible to 1st line drugs
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Το 2018 το διεθνές concortium CRyPTIC και το βρετανικό πρόγραμμα των 
100.000 genomes, δημοσίευσε τα δεδομένα μιας εκτεταμένης ανάλυσης, στη 
οποία συσχέτισαν το γονότυπο με το φαινότυπο για πάνω από 10.000 
στελέχη μυκοβακτηριδίων. Η ανάλυση των μεταλλάξεων σε 9 γενετικούς 
τόπους ήταν αρκετή για να προβλέψει με υψηλή ακρίβεια την ευαισθησία για 
τα τέσσερα πρωτεύοντα αντιφυματικά φάρμακα. Προσομοιώνοντας τα 
δεδομένα τους με διαφορετικές  επιπτώσεις αντοχής, βρήκαν ότι η αρνητική 
προγνωστική αξία για την αντοχή στα φάρμακα αυτά, παραμένει πολύ υψηλή, 
ακόμη και αν θεωρήσουμε επιπτώσεις αρκετά μεγάλες -  πολύ πέρα από 
αυτές που συναντώνται στην πραγματικότητα. Γιατί με την NPV  ισχύει το 
αντίστροφο από την PPV: όσο αυξάνει η επίπτωση τόσο μειώνεται η NPV. Mε 
αυτά τα στοιχεία και με το δεδομένο ότι η αξιοπιστία της προσέγγισης 
ικανοποιεί τα standards που θέτει ο ΠΟΥ, η Μ. Βρετανια, η Ολλανδία κ.α. 
σταμάτησαν τον φαινοτυπικό έλεγχο με την καλλιέργεια στα στελέχη που 
γενετικά κρίνονται ως παν-ευαίσθητα.. Το γενετικό υλικό του βακίλου για το 
WGS που εφαρμόζουν, απομονώνεται μετά από ολιγοήμερη (~3 ημέρες) 
ανάπτυξη του σε υγρή καλλιέργεια.  
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Στη Μ. Βρετανία το Εθνικό Σύστημα Αναφοράς για τα Μυκοβακτήριδια δεν 
κάνει φαινοτυπικό έλεγχο αντοχής για τα στελέχη στα οποία  η 
αλληλουχοποίηση δεν εντοπίζει μεταλλάξεις αντοχής στα 4 κύρια Α/Φ, μιας και 
η πρόβλεψη για αυτά είναι ακριβής για τουλάχιστον το 98,5% των 
περιπτώσεων. Αυτό στην πράξη σημαίνει ότι δεν γίνεται κανένας φαινοτυπικός 
έλεγχος για το 70-85% των στελεχών. Και όχι μόνο αυτό: Για τα υπόλοιπα 
στελέχη ο φαινοτυπικός έλεγχος γίνεται στοχευμένα σε συγκεκριμένα Α/Φ με 
βάση την γενετική εικόνα.   
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Jajou et al. “WGS more accurately predicts susceptibility of 

Mycobacterium tuberculosis to first-line drugs than 

phenotypic testing”
J. Antimicrob. Chemother 2019 Sep 1;74(9):2605-2616

RESULTS: 

In total, 1136 isolates were included, of which 1121 were 
routine MTBC isolates from the Netherlands. The 
negative predictive value of WGS was ≥99.3% for all four 
first-line antibiotics. The majority of discrepancies for 
isoniazid and ethambutol were explained by growth at the 
lower concentrations, and for rifampicin by prolonged 
incubation in the MGIT, both indicating low-level 
resistance.

CONCLUSIONS: 

• Applying WGS in a country like the Netherlands, with a 
low TB incidence and low prevalence of resistance, can 
reduce the need for phenotypic DST for ∼90% of isolates 
and accurately detect mutations associated with low-level 
resistance, often missed in conventional DST.

51  

 

Μελέτη στην Ολλανδία βρήκε ακόμη υψηλότερη αρνητική προγνωστική αξία 
με το WGS συγκρίνοντας τα δεδομένα στοχευμένης αλληλουχοποίησης 9 
γενετικών τόπων και του φαινοτύπικου ελέγχου αντοχής των 4 κυριών Α/Φ. 
Και όχι μόνο αυτό, βρήκαν ότι οι διαφορές μεταξύ των μεθόδων μπορούσαν 
να αποδοθούν στις συνθήκες καλλιέργειας και έδειχναν αντοχή σε χαμηλή 
συγκέντρωση του φαρμάκου. Για τα δεδομένα της Ολλανδίας χώρας με 
χαμηλή επίπτωση  και της νόσου και της αντοχής στα Α/Φ, εκτιμάται το WGS 
μπορεί να μειώσει έως και κατά 90% την ανάγκη φαινοτυπικού ελέγχου.  
 
 

  



Διαφάνεια 52 

 

Comprehensive Resistance Prediction for 

Tuberculosis (CRyPTIC Consortium)

• Our ultimate goal is to achieve sufficiently accurate genetic 
prediction of resistance to most of the anti-tuberculosis drugs, so 
that whole genome sequencing replaces culture-based DST for TB.

• The development and validation of a high throughput 14-drug 
microtitre plate assay is a crucial component of CRyPTIC as a 
means to provide standardised quantitative minimum inhibitory 
concentrations (MIC) for drug-susceptibility phenotypes. 

• The use of statistical methods to detect associations between robust 
and accurate MICs and genetic variants identified from whole 
genome sequencing (WGS) data of a large number of isolates will 
enable prediction models to accurately identify resistance-conferring 
genetic variants and to precisely quantify their contribution to the 
degree of drug resistance of an isolate.

• We will assemble a global and clade-representative WGS collection 
to develop and use (i) better WGS assembly methods to identify 
more genomic variants with more precision, and (ii) improved 
statistical methods, both statistical genetic and machine learning, to 
detect associations between genetic variants and both quantitative 
and binary DST.
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Έχουμε όλη την πληροφορία και για όλα τα φάρμακα ? Όχι ακόμη. Για αυτό 
και γίνεται μια συντονισμένη προσπάθεια σε διεθνές επίπεδο μέσω 
συνεργασιών, μια από αυτές είναι και το κονσόρτσιουμ CRyPTIC,  αφ ενός 
μεν να υπάρξουν αξιόπιστα ποσοτικά δεδομένα για τις ελάχιστες ανασταλτικές 
συγκεντρώσεις κάθε φάρμακου (MICs) και αφετέρου να γίνει συσχέτιση τους 
με τους γονοτύπους, για ένα μεγάλο αριθμό στελεχών διαφορετικού γενετικού 
background.   
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All resistance SNPs are not equal
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Γιατί εκτός των άλλων, όλες οι μεταλλάξεις δεν είναι “ίδιες” από την άποψη 
των φαινοτυπικών επιπτώσεων. Για παράδειγμα και σε ότι αφορά την 
δεύτερης γενιάς κινολόνη  Moxifloxacin,  οι διαφορετικές μεταλλάξεις στο 
γονίδιο της γυράσης A - που συνδέονται, όπως προαναφέρθηκε, με την 
αντοχή στις κινολόνες - αυξάνουν μεν την ελάχιστη ανασταλτική συγκέντρωση 
σε όλες τις περιπτώσεις σε σχέση με το άγριου τύπου γονίδιο, σε διαφορετικό 
όμως βαθμό, όπως φαίνεται από την κατανομή των MICs. Έτσι ένας αριθμός 
ασθενών μπορεί να επωφεληθεί από το φάρμακο, με αύξηση της δοσολογίας 
της κινολόνης, στην περίπτωση παρουσίας μετάλλαξης που προσφέρει 
χαμηλό επίπεδο αντοχής.   
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Meehan et al. Whole genome sequencing of Mycobacterium 

tuberculosis: current standards and open issues 

Nat Rev Microbiol 2019 Sep;17(9):533-545.

54  

 

Επιπρόσθετα, με το WGS, μπορεί να αποκαλύπτονται σπάνιες μεταλλάξεις, 
που εντοπίζονται σε ελάχιστα στελέχη παγκοσμίως. Αυτό δημιουργεί την 
ανάγκη να περάσουμε σε νέες προσεγγίσεις διερεύνησης της σχέσης 
γονοτύπου- φαινοτύπου. Η κλασική προσέγγιση που στηρίζεται στο πόσο 
ισχυρή στατιστικά είναι η συσχέτιση ενός συγκεκριμένου γονοτύπου με το 
φαινοτυπικό χαρακτηριστικό μπορεί να μην είναι εφικτή στις περιπτώσεις 
αυτές, λόγω της σπανιότητας των μεταλλάξεων,  και να χρειάζεται να 
συμπληρωθεί ή και να υποκατασταθεί, με πειράματα στοχευμένης 
μεταλλαξηγένεσης και ανάλυσης της γενετικής έκφρασης  ή ακόμη και με την 
ανάλυση in silico π.χ. των στερεοδομών των πρωτεϊνών που επηρεάζονται και 
την πρόβλεψη των επιπτώσεων στην λειτουργικότητα τους.  
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Sensitivity and specificity for all drugs. Sensitivity, bars going upwards from 0, specificity bars going 
downwards from 100. The colour scheme shows the incremental sensitivity gained, and corresponding 
specificity lost, by expanding the catalogue to include first group 1 and then group 2 mutations, in each 
case without the use of expert rules, and then adding in the expert rules. With the exception of 
borderline rpoB mutations, all mutation subject to an expert rule were graded as group 2. Confidence 
intervals are for the total effect of all mutations. 

The 2021 WHO catalogue of Mycobacterium tuberculosis complex mutations
associated with drug resistance: A genotypic analysis

TM Walker, et al. The Lancet Microbe (In press)
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Στο τελευταίο σχετικό κατάλογο του,  ο  ΠΟΥ συσχετίζει μεταλλάξεις και 
αντοχή για 13 Α/Φ που συντείνονται για την θεραπεία της νόσου. Οι 
μεταλλάξεις κατηγοριοποιήθηκαν σε αυτές με ισχυρή συσχέτιση με την αντοχή 
(κόκκινο). Σε αυτές με «προσωρινή» συσχέτιση, δηλαδή με μικρό ακόμη  
αριθμό στελεχών για να υπάρξουν ισχυρά στατιστικά δεδομένα και σε αυτές 
που η φύση της μετάλλαξης επέτρεψε στο panel των ειδικών να τις 
κατατάξουν ως εμπλεκόμενες στην αντοχή χωρίς αρκετά δεδομένα από τεστ 
αντοχής (π.χ. frame sifts, premature stop codons) .  Για κάθε φάρμακο η 
μπάρα από το 0 και προς τα πάνω δείχνει την ευαισθησία και αυτή από το 
100 και προς τα κάτω την ειδικότητα. Για τα Α/Φ rifampicin, isoniazid, 
ethambutol, fluoroquinolones, and streptomycin, η αθροιστική ευαισθησία 
είναι  >80%. Συνολικά η ειδικότητα είναι πάνω από 95% για όλα πλην των  
ethionamide (91·4%), moxifloxacin (91·6%) and ethambutol (93·3%). Όμως 
για τα νέα φάρμακα όπως τα bedaquiline, delamanid, clofazimine, linezolid τα 
δεδομένα είναι ακόμη ελάχιστα λόγω του μικρού αριθμού ανθεκτικών 
στελεχών.   
Ο επικαιροποιημένος κατάλογος αναμένεται μέχρι το τέλος της χρονιάς.  
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• Staphylococcus aureus α-
hemolysin: oligomerization of 
the toxin monomer forms water-
filled channels. 

• φ29 DNA polymerase:

synthesis is continual and 
involves a strand displacement 
mechanism

• Pocket-sized, portable device 

• Sequence outside a lab

• Up to 512 nanopore channels

• Simple 10-min sample prep 
available

• Real-time analysis for rapid, 
efficient workflows

• Adaptable to direct DNA or RNA 
sequencing

• Access to sequencing for $1,000

• 10–20Gb per 48 hrs
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Η τρίτης γενιάς τεχνολογία αλληλουχοποίησης που αναπτύσσει η εταιρεία 
Oxford Nanopores,  έχει  στόχο να μεταφέρει την αλληλουχοποίηση στο πεδίο 
ή παρά την κλίνη. Η μέθοδος στηρίζεται σε ακινητοποιημένους σε  μη 
ηλεκτροδιαπερατό υπόστρωμα νανοπόρους  που φτιάχνει η a-hemolysin 
(διερευνούνται και άλλοι βιολογικής ή τεχνητής ή και «μεικτής» κατασκευής  
πόροι). Διαφορά δυναμικού εξασφαλίζει σταθερή ροή ιόντων μέσω των 
πόρων η οποία διακόπτεται, αν περάσει ένα μεγάλο μόριο και φράξει 
παροδικά το πόρο. Η αλλαγή στην τάση του ρεύματος που καταγράφεται είναι 
χαρακτηριστική για το μόριο. 
Για τις ανάγκες της αλληλουχοποίησησης ελέγχεται η ταχύτητα με την οποία 
περνά μέσα από το πόρο το μονόκλωνο μόριο DNA. Αυτό επιτυγχάνεται με 
την χρησιμοποίηση της DNA πολυμεράσης του φάγου φ29, που έχει και 
καταλυτική ιδιότητα αντίστοιχη των helicases και μπορεί  με συνεχή & σταθερό 
ρυθμό να ανοίγει το δίκλωνο μόριο του DNA,  επιτρέποντας στον έναν από 
τους κλώνους να περνά με σταθερό ρυθμό μέσα από τον πόρο. Η διαφορά 
τάσης, που είναι ανάλογη της σύστασης των βάσεων καταγράφεται ανά 
τριπλέτα και έτσι επιτυγχάνεται η αλληλουχοποίηση.  
Μια βασική αδυναμία της μεθόδου είναι το μεγάλο ποσοστό λάθους που όμως 
αυτό αντισταθμίζεται από το «βάθος» της αλληλουχοποίησης αλλά και 
τεχνικές βελτιώσεις της ίδιας της μεθόδου. 
Η εταιρεία έχει θέσει σε κυκλοφορία mini εκδοχές της μεθόδου, με ελάχιστο 
μέγεθός που συνδεόμενες με φορητό υπολογιστή μεταφέρουν την 
αλληουχοποίηση στο πεδίο έξω από το εργαστήριο.   
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Oxford Nanopore,  have successfully completed phase I of a DR-TB NGS

study, involved the development of a rapid end-to-end sequencing workflow 

to identify mutations associated with drug-resistance across the TB 

genome, directly from clinical samples as part of a research study.

The nanopore targeted sequencing solution succeeded in the Phase I 

analytical evaluation by reaching or surpassing the main WHO performance 

targets, including genotypic sensitivity (>98%), genotypic specificity (>98%), 

limit-of-detection (<1000 cells) failure rates (0%), turnaround time (target 

<24 hours, achieved 8 hours) and ability to detect mixed resistance (≥10% 

heteroresistance detection).

 

 

Η εταιρεία έχει αναπτύξει μια end-to end , όπως λέγεται, εφαρμογή, που 
καλύπτει δηλαδή όλα τα σταδία από το κλινικό δείγμα μέχρι την αναφορά του 
αποτελέσματος .  Είναι μέθοδος tNGS . Τα γονίδια  στοχοι φαίνονται στην 
διαφάνεια και η εταιρεία αναφέρει πολύ ενθαρρυντικά αποτελέσματα μετά την 
ολοκλήρωση της φάση Ι  των κλινικών trials. Τόσο όσον αφορά την 
ευαισθησία και ειδικότητα, το χαμηλό όριο ανίχνευσης ( <1000 βάκιλοι στο 
κλινικό δείγμα), την ταχύτητα και την ικανότητα να ανιχνεύει ετεροαντοχή  
(≥10% ). 
H μέθοδος είναι  μια από τις τρεις που αξιολογούνται αυτή την στιγμή από τον 
ΠΟΥ 
 
 

  



Διαφάνεια 58 

 

58  

 

Εμπορική  end to end μέθοδο για την διαφοροδιάγνωση 140 διαφορετικών 
ειδών μυκοβακτηριδίων  και τον ελέγχο  της αντοχής σε 15 Α/Φ φάρμακα στη 
περίπτωση ταυτοποίησης ΜΤΒ,  όπως επίσης και γονοτυπική ανάλυση του 
στελέχους με την μέθοδο spoligotyping – την οποία  θα  δούμε στην συνέχεια 
- έχει αναπτύξει και η εταιρεία GenoScreen. Η μέθοδος έχει CE/IVD και 
μπορεί να εφαρμοστεί τόσο σε κλινικά δείγματα όσο και  καλλιεργημένα 
στελέχη. Εφαρμόζει targeted NGS, έχει ευαισθησία >97% συγκρινόμενη με 
προσέγγιση WGS και επιπρόσθετα μπορεί να ανιχνεύσει ετεροαντοχη σε 
υποπληθυσμό που βρίσκεται σε ποσοστό 3% του ολικού.   Και αυτή είναι υπό 
αξιολόγηση από τον ΠΟΥ. 
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Use of targeted next-generation sequencing to detect drug-

resistant tuberculosis

WHO,  Rapid communication, July 2023

• Targeted NGS was found to be accurate 

• Among people with confirmed pulmonary TB pooled Se of ≥ 95% for 

rifampicin, isoniazid, moxifloxacin and ethambutol, 94% for 

levofloxacin and 88% for pyrazinamide. Sp ≥ 96% for all drugs. 

• Among people with RR-TB was accurate for isoniazid, levofloxacin, 

moxifloxacin, pyrazinamide and ethambutol (pooled Se ≥ 95%), and 

acceptable for bedaquiline (68%), linezolid (69%), clofazimine (70%), 

amikacin (87%) and pyrazinamide (90%). Sp was ≥ 95% for all drugs 

except streptomycin (75%). 

• Targeted next-generation sequencing was found to be cost-effective 

depending on context 

• Targeted next-generation sequencing was found to be acceptable and 

implementable under routine conditions, despite inherent complexity 

• The products for which eligible data met the class-based performance 

criteria  • Deeplex® Myc-TB (GenoScreen):   • NanoTB® (Oxford 

Nanopore Technologies):   • TBseq® (ShengTing Biotech ).
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Τα ολοκληρωμένα συμπεράσματα αυτής της αξιολόγηση ς αναμένονται στο 
τέλος της χρονιάς.  Εκτός από τις 2 μεθόδους που προαναφερθήκαν 
αξιολογείται και μια τρίτη tNGS end to end μέθοδος, που στηρίζεται μεν στην 
πλατφόρμα της Oxford Nanopore , μπορεί όμως εκτός του MTB και της 
αντοχής του σε 16 Α/Φ,  να δώσει πληροφορίες και για την παρουσία 168 
ΝΤΜ και την αντοχή σε 6 αντιβιοτικά που χρησιμοποιούνται για άτυπα 
μυκοβακτηρίδια.   
Ένα πρώτο report του ΠΟΥ, που δημοσιεύτηκε το περασμένο Ιούλιο, δίνει την 
πληροφορία ότι η ακρίβεια των μεθόδων είναι πολύ υψηλή για πολλά από τα 
φάρμακα, κυρίως τα πρωτεύονται, ενώ υπολείπεται – χαρακτηρίζεται όμως ως 
αποδεκτή – για ορισμένα από τα δεύτερης γραμμής ΑΦ ,που 
χρησιμοποιούνται για την MDR-TB.   
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• With one of the highest tuberculosis (TB) incidences (368 cases/100,000 population) in 

the African region, Mozambique is particularly affected by the TB epidemic.

• Drug-resistant TB is also a major problem, with an estimated 4800 new cases of 

multidrug resistant (MDR)/rifampicin-resistant TB in the country by 2021.

• It has been found, that over 20% of the MDR Mtb strains in Mozambique already exhibit 

fluoroquinolone. Further, bedaquiline resistance is steadily increasing, from 3% in 2016 to 

14% in 2021 among the MDR/RR Mtb strains. 

• The data also indicate a high rate of recent transmission, especially of Mtb strains with 

high levels of drug resistance, such as pre-XDR or XDR strains.

• Equally worrisome is the spread of Mtb strains with a particular rifampicin resistance 

mutation (I491F), which was not detected by Xpert MTB/RIF Ultra and commercially 

available line probe assays. A large proportion of the I491F strains have a further 

resistance to bedaquiline, or even combined resistances to bedaquiline and 

fluoroquinolone.

• the study raises fundamental points regarding the development and introduction of new 

anti-TB agents or regimens. In the absence of effective diagnostics and 

direct translation of results into clinical decisions and resistance-adapted drug regimens, 

there is a high risk of rapid development of resistance, rendering newly developed 

medicines ineffective within a short timeframe.

When (new) drugs don’t work: Mozambique faces 

alarming multidrug-resistant tuberculosis epidemic

DZIF Nov. 10 2023 Press Release

 

 

Να τελειώσουμε αυτό το μέρος με μια είδηση «επί του πιεστηρίου», όπως θα 
λέγαμε. Αναφέρεται σε μελέτη του Γερμανικού Κέντρου Μελέτης Λοιμώξεων- 
δημοσιεύτηκε στο Lancet Inf. Dis. στις 10/11/23 . Αφορά ανάλυση με WGS 
στελεχών TB στην Μοζαμβίκη και παρουσιάζει ορισμένα ανησυχητικά 
δεδομένα: α) την διασπορά MDR ή ανθεκτικού στην ριφαμπικίνη στελέχους με 
μετάλλαξη που δεν ανιχνεύεται από τα ευρέως χρησιμοποιούμενες μεθόδους 
του Xper MTB/RIF και τα line probe assays. Β) την επιπρόσθετη παρουσία σε 
υψηλό ποσοστό σε αυτά τα στελέχη, αλλά και ευρύτερα στα MDR στελέχη 
στην χώρα αυτή, μεταλλάξεων αντοχής στις κινολόνες αλλά και στην 
bedaquiline. Που σημαίνει ότι για αυτά τα στελέχη τα 2 από το 4 φάρμακα του 
νέου 6-μηνου από του στόματος σχήματος είναι αναποτελεσματικά. γ) 
υπάρχει ενεργής διασπορά των στελεχών αυτών  όπως φαίνεται και από την 
σημαντική  αύξηση τους μέσα σε μια 5-ετία. Η μελέτη αυτή αναδεικνύει το 
γενικότερο ζήτημα, ότι στο αγώνα μας με τα νέα φάρμακα κατά του μικροβίου 
που προσπαθεί να ξεφύγει αναπτύσσοντας αντοχή , αν δεν υπάρχει σαφής 
εργαστηριακή εικόνα της αντοχής – που στην προκειμένη περίπτωση οι 
τρέχοντες διαγνωστικοί αλγόριθμοι δεν την δίνουν - και μετάφραση της στο 
κατάλληλα προσαρμοσμένο θεραπευτικό σχήμα, πολύ σύντομα και τα νέα 
φάρμακα θα καταστούν αναποτελεσματικά λογω ανάδειξης και επέκτασης 
ανθεκτικών σε αυτά στελεχών.  
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Δυο λόγια ως προς τις συνθήκες Βιοασφάλειας ,στα εργαστήρια που 
διενεργούν εξετάσεις διάγνωσης φυματίωσης. Οι πρόσφατες  οδηγίες του 
ΠΟΥ τονίζουν ιδιαίτερα τη σπουδαιότητα της διεξοδικής εκτίμησης κινδύνου 
ανά διαδικασία για τις διαφορετικές εργαστηριακές δοκιμασίες, λαμβάνοντας 
υπόψη κυρίως τον κίνδυνο δημιουργίας μολυσματικών αερολυμάτων αλλά και 
τη συγκέντρωση των βακίλων σε κάθε διαγνωστική δοκιμασία (μικροβιακό 
φορτίο). Έτσι αν θεωρήσουμε ως 1 τον σχετικό κίνδυνο του διοικητικού 
προσωπικού, που κανονικά δεν εμπλέκεται σε εργαστηριακές πρακτικές, 
αυτός αυξάνει ως και 21,5 φορές για το προσωπικό που εκτελεί  τα 
φαινοτυπικά τεστ. Σε ότι αφόρα δε τα μοριακά τεστ, ο σχετικός κίνδυνος μέχρι 
την  αδρανοποίηση του βακίλου για την απομόνωση του γενετικού υλικού, 
είναι ανάλογος του βακτηριακού φορτίου που χειριζόμαστε κάθε φορά και δεν 
διαφοροποιείται από άλλες εργαστηριακές εργασίες ανάλογου φορτίου.    
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O ΠΟΥ συστήνει την οργάνωση της διάγνωσης της φυματίωσης από δίκτυο εργαστηρίων από 
την περιφέρεια μέχρι το κεντρικό επίπεδο όπου είναι το εργαστήριο αναφοράς  με τις 
αντίστοιχες κλιμακούμενες  αρμοδιότητες και εφαρμογή των διαγνωστικών εξετάσεων  Οι 
εξετάσεις υψηλότερου κινδύνου, όπως βλέπουμε συγκεντρώνονται από το ενδιάμεσο επίπεδο 
και  πάνω και κυρίως στο εργαστήριο αναφοράς και  πρέπει ιδανικά να διενεργούνται σε 
εργαστήρια που παρέχουν τις απαραίτητες δομές για τον ασφαλή χειρισμό καλλιεργημάτων 
βακίλου της φυματίωσης. Εργαστήρια επιπέδου Βιασφάλειας 3 ικανοποιούν όλες τις 
απαιτήσεις, όμως στις περιπτώσεις εργαστηρίων κατώτερου επιπέδου πχ. Βιοαφάλειας 
επιπέδου 2, όταν δεν είναι δυνατή η δομική μετατροπή τους σε επιπέδου Βιοασφάλειας 3, 
παρέχεται η εναλλακτική λύση της εργασίας με την χρήση πρακτικών και διαδικασιών 
επιπέδου Βιοασφάλειας 3. Αυτό σημαίνει πρακτικές BSL-2 και επιπρόσθετα: 1) περιορισμένη 
πρόσβαση, 2) διενέργεια όλων των εργασιών σε θάλαμο βιολογικής ασφάλειας, 3) πρόσθετα 
μετρά Ατομικής Προστασίας (ιδιαίτερα αναπνευστικής) και 4) απολύμανση όλων των 
αποβλήτων πριν την τελική διάθεση τους (αυτόκαυστο στο χώρο εργασίας). 
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Η μόλυνση του προσωπικού μπορεί να προκληθεί  κυρίως με την εισπνοή 
μολυσμένων αεροσταγονιδίων που δημιουργούνται σε διαφορά στάδια των  
εργαστηριακών δοκιμασιών  όπως π.χ. φυγοκεντρίσεις, πιπεταρίσματα, 
αναδεύσεις, θέρμανση δειγμάτων κ.λ.π.  Η προστασία προϋποθέτει τον 
συνδυασμό των σωστών πρακτικών δουλειάς, με την χρήση των κατάλληλων 
μέσων και στις σωστά σχεδιασμένες υποδομές ώστε να ελαχιστοποιείται η 
δημιουργία αερο-σταγονιδίων ή άλλων πηγών μόλυνσης και όταν αυτά 
δημιουργούνται να περιορίζονται σε προστατευμένο χώρο όπως π.χ. οι 
καμπίνες βιολογικής ασφάλειας  και να επάγονται εκτός του χώρου εργασίας 
μέσω κατευθυνόμενης ροής αέρα και μέσω φίλτρων προς το περιβάλλον. Και 
φυσικά σε πιθανή επαφή με τον εργαζόμενο, αυτός να είναι προστατευμένος 
με την χρησιμοποίηση των  κατάλληλων ατομικών μέτρων προστασίας (π.χ. 
μάσκες FFP3) 
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Δεν θα επεκταθούμε περεταίρω στα μέτρα βιολογικής ασφάλειας που από 
μόνα τους αποτελούν ένα ξεχωριστό κεφάλαιο. Μια μόνο παράμετρος που δεν 
πρέπει να ξεχνιέται, ιδιαίτερα στις νέες εργασιακές συνθήκες που 
διαμορφώνει το τρίπτυχο: «λιγότεροι άνθρωποι, για πιο πολύ δουλειά και σε 
συνθήκες εργασιακής  ανασφάλειας».  Το να τηρείται με ευλάβεια – εκτός 
φυσικά των μέτρων προστασίας- και ο ημερήσιος φόρτος δουλείας, που έχει 
εκτιμηθεί ότι μπορεί να φέρει σε πέρας ένας εργαζόμενος, είναι προϋπόθεση 
όχι μόνο για την ποιότητα της δουλείας, το να αποφύγουμε δηλαδή το λάθος 
που μπορεί να μη επιτρέψει την έγκαιρη διάγνωση ή αντίθετα να οδηγήσει σε 
αχρείαστες πολύμηνες και επιβαρυντικές θεραπείες, αλλά και για να 
αποτραπεί το λάθος που θα βάλει σε κίνδυνο την υγεία του εργαζόμενου  
 
 

 


