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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

΢θνπφο ηεο παξνχζαο κειέηεο είλαη ε ζπγθξηηηθή αμηνιφγεζε ηεο 

νμεναλζεθηηθφηεηαο θαη ν πξνζδηνξηζκφο ησλ νξίσλ αλάπηπμεο παξνπζία νξγαληθψλ 

νμέσλ (growth/no growth limits) 10 ζηειερψλ Salmonella sp. πνπ έρνπλ απνκνλσζεί 

απφ δσνηξνθέο ρσξψλ ηεο Βφξεηαο Δπξψπεο ηα ηειεπηαία 15 ρξφληα. Ζ αλάπηπμε 

ησλ ζηειερψλ έγηλε ζε δηαιχκαηα ζξεπηηθνχ ππνζηξψκαηνο BHI (Brain Heart 

Infusion Broth)  κε πξνζζήθε θνξκηθνχ θαη γαιαθηηθνχ νμένο ζε δηάθνξεο 

ζπγθεληξψζεηο (25mM, 50mM θαη 100mM). Παξαζθεπάζηεθαλ ππνζηξψκαηα κε pH 

απφ 4,2 έσο 5,6 κε δηαβάζκηζε 0,2, ξπζκηζκέλα κε NaOH θαη HCl. Ζ αλάπηπμε ησλ 

κηθξννξγαληζκψλ κειεηήζεθε ζηνπο 10, 15, 20 θαη 25°C. 

Παξαηεξήζεθε ειαθξηά δηαθχκαλζε ηεο αλζεθηηθφηεηαο ησλ δηαθνξεηηθψλ 

ζηειερψλ έλαληη ησλ νξγαληθψλ νμέσλ ζηα δηάθνξα pH, θαζψο επίζεο παξαηεξήζεθε 

θαη έληνλε δηαθνξνπνίεζε ηεο δξάζεο ησλ δχν νξγαληθψλ νμέσλ ζηηο δηάθνξεο 

ζεξκνθξαζίεο επψαζεο.  

Δλ ζπλερεία αθνινχζεζε αλάιπζε ηνπ πξσηεφκαηνο αληηπξνζσπεπηηθψλ 

ζηειερψλ γηα ην θάζε νξγαληθφ νμχ κε ρξήζε ηεο κεζφδνπ δηζδηάζηαηεο 

ειεθηξνθφξεζεο πξσηετλψλ (2-D Electrophoresis). Δπηιέρζεθαλ ηέζζεξα ζηειέρε 

πνπ παξνπζίαδαλ ηα κεγαιχηεξα φξηα αλάπηπμεο παξνπζία γαιαθηηθνχ νμένο, 

θνξκηθνχ νμένο, «ελδηάκεζε» ζπκπεξηθνξά αλάπηπμεο θαη έλα εξγαζηεξηαθφ 

ζηέιερνο, κε ζθνπφ ηνλ εληνπηζκφ δηαθνξψλ ζηα πξσηετληθά ηνπο πξνθίι. 

Παξαηεξήζεθε δηαθνξνπνίεζε ηνπ πξσηετληθνχ πξνθίι κεηαμχ ησλ  ηεζζάξσλ 

ζηειερψλ πνπ επηιέρζεθαλ γηα αλάιπζε.  

Μεηέπεηηα αθνινχζεζε ε δηαδηθαζία ηαπηνπνίεζεο ησλ πξσηετλψλ ησλ 

νπνίσλ δηέθεξε ε έθθξαζε ρξεζηκνπνηψληαο MALDI-TOF MS (Ηλζηηηνχην 

Βηνινγηθψλ Δξεπλψλ Αθαδεκίαο Αζελψλ) θαη ζηε ζπλέρεηα βηβιηνγξαθηθή έξεπλα 

γηα ηνλ βηνινγηθφ ξφιν ησλ ηαπηνπνηεκέλσλ πξσηετλψλ. Παξαηεξήζεθε θάπνηεο απφ 

ηηο ελ ιφγσ πξσηεΐλεο λα εκπιέθνληαη ζε θπηηαξηθνχο κεραληζκνχο απφθξηζεο ζε 

ζπλζήθεο ζηξεο, γεγνλφο πνπ πηζαλφλ λα ζπζρεηίδεηαη κε αλζεθηηθφηεηα ζε ζπλζήθεο 

φμηλεο θαηαπφλεζεο θαη ζηελ εθαξκνγή νξγαληθψλ νμέσλ. Σα απνηειέζκαηα 

κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ζηνλ ηνκέα ηεο εμπγίαλζεο ησλ δσνηξνθψλ θαη 

εηδηθφηεξα ζηε βειηηζηνπνίεζε ησλ φμηλσλ κεηαρεηξίζεσλ ηνπο, κε ζθνπφ ηε κείσζε 

ηνπ θηλδχλνπ επηβίσζεο παζνγφλσλ κηθξννξγαληζκψλ φπσο ε ζαικνλέια. 
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ABSTRACT 

The purpose of this study is to comparatively evaluate the acid resistance and 

define the limits of growth in the presence of organic acids (growth / no growth limits 

of 10 Salmonella sp. strains isolated from Northern European countries feed samples 

over the past 15 years). The growth of the strains took place in broth nutrient medium 

BHI (Brain Heart Infusion Broth) supplemented with formate and lactate acid at 

different concentrations (25mM, 50mM and 100mM). The substrates prepared with 

pH between 4.2 to 5.6 (adjusted with NaOH and HCl) with a grade of 0.2. The growth 

of microorganisms was estimated at 10, 15, 20 and 25 ° C.  

There was observed slight variation in the resistance of the ten different strains 

against the organic acids in various pH, and also significant modulation of the action 

of the organic acids at two different incubation temperatures.  

This was followed by proteome analysis of representative strains for each 

organic acid using the method of two-dimensional protein electrophoresis (2-D 

Electrophoresis). Four strains were selected which showed the greatest growth rates in 

the presence of lactic acid, formic acid, intermediate growth behavior and a laboratory 

strain, in order to identify differences in their protein profiles. There was observed a 

variation of protein profile among the four strains that were selected for analysis. 

Thereafter, proteins whose expression differed were at first identified using 

MALDI-TOF MS (Biological Research Academy of Athens) and then literaturely 

reviewed for their biological role. Some of these proteins were shown to be involved 

in the cellular mechanisms regarding stress response and subsequently they might be 

related to acid stress response and application of organic acids. These results could be 

applied to the feed decontamination sector and especially in the optimization of acid 

treatments in order to eliminate the risk of pathogens‟ survival such as Salmonella. 
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Δπραξηζηίεο 

Ζ παξνχζα κεηαπηπρηαθή κειέηε εθπνλήζεθε ζην Δξγαζηήξην Πνηνηηθνχ 

Διέγρνπ θαη Τγηεηλήο Σξνθίκσλ ηνπ ηκήκαηνο Δπηζηήκεο θαη Σερλνινγίαο Σξνθίκσλ 

ηνπ Γεσπνληθνχ Παλεπηζηεκίνπ Αζελψλ. Θα ήζεια λα απεπζχλσ ηηο ζεξκφηεξεο 

επραξηζηίεο κνπ ζηνλ επηβιέπνληα απηήο ηεο κεηαπηπρηαθήο εξεπλεηηθήο κειέηεο θαη 

Δπίθνπξν Καζεγεηή ηνπ ηκήκαηνο Δπηζηήκεο θαη Σερλνινγίαο Σξνθίκσλ θ. 

΢θαλδάκε Παλαγηψηε, φρη κφλν γηα ηελ αλάζεζε ηνπ ζέκαηνο θαη γηα ηελ 

εκπηζηνζχλε ηνπ ζην πξφζσπφ κνπ, φζνλ αθνξά ζηε ζσζηή δηεθπεξαίσζε ηεο 

κεηαπηπρηαθήο κειέηεο είηε ζε επίπεδν δηεμαγσγήο ησλ πεηξακάησλ είηε ζε επίπεδν 

ζπγγξαθήο ηεο, αιιά θαη γηα ηελ πνιχηηκε βνήζεηα, θαζνδήγεζε θαη ελ γέλεη 

ζπκβνιή ηνπ θαζ‟ φιε ηε δηάξθεηα ηνπ Πξνγξάκκαηνο Μεηαπηπρηαθψλ ΢πνπδψλ. Γε 

ζα κπνξνχζα λα παξαιείςσ ηελ έθθξαζε ησλ ζεξκφηεξσλ επραξηζηηψλ κνπ ζην Γξ. 

Παξακπζηψηε ΢ππξίδσλα, κέινο ηνπ Δξγαζηεξίνπ Πνηνηηθνχ Διέγρνπ θαη Τγηεηλήο 

Σξνθίκσλ ηνπ Γεσπνληθνχ Παλεπηζηεκίνπ Αζελψλ γηα ηε βνήζεηα θαη ηελ 

αλεθηίκεηε ζπλεηζθνξά ηνπ ζηελ εθπφλεζε απηήο ηεο κειέηεο, γηα ηελ πξνζπκία ηνπ 

θαη ηε ζπκκεηνρή ηνπ ζηελ επεμεξγαζία ησλ απνηειεζκάησλ. Δπηπιένλ ζα ήζεια λα 

επραξηζηήζσ φιν ην πξνζσπηθφ ηνπ εξγαζηεξίνπ γηα ηελ άςνγε ζπλεξγαζία καο θαη 

ηε δεκηνπξγία ελφο επράξηζηνπ πεξηβάιινληνο ζηνλ εξγαζηεξηαθφ ρψξν αιιά θαη 

φινπο φζνπο έκκεζα ή άκεζα ζπλεηζέθεξαλ ζηελ νινθιήξσζε απηήο ηεο 

κεηαπηπρηαθήο κειέηεο. Σέινο, ζα ήζεια λα εθθξάζσ ηηο ζεξκέο κνπ επραξηζηίεο 

ηφζν ζηνπο γνλείο κνπ φζν θαη ζηνπο θίινπο κνπ γηα ηελ ακέξηζηε ζπκπαξάζηαζε 

θαη ζηήξημή ηνπο κέρξη ηελ νινθιήξσζε ηεο κεηαπηπρηαθήο απηήο κειέηεο. 
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1. ΔΗ΢ΑΓΧΓΖ 

 

1.1 Ζ ΒΗΟΜΖΥΑΝΗΑ ΕΧΟΣΡΟΦΧΝ 

1.1.1 Γεληθά 

Σα ηειεπηαία 50 ρξφληα ε γεσξγία έρεη εληαηηθνπνηεζεί θαη έρεη ππνζηεί 

ξηδηθέο αιιαγέο. Απηφ ζε ζπλάξηεζε κε πιεζψξα ινηπψλ παξαγφλησλ (νηθνλνκηθνί, 

θνηλσληθνί θ.α.) έρεη νδεγήζεη ζε αχμεζε ηεο δήηεζεο κεηαπνηεκέλσλ πξντφλησλ 

δσνηξνθψλ γηα εθηξνθή δψσλ πνπ πξννξίδνληαη γηα αλζξψπηλε θαηαλάισζε. Οη 

επηρεηξήζεηο παξαγσγήο δσνηξνθψλ αμηνπνηνχλ ηξίκκαηα θξέαηνο θαη άιια 

ππνπξντφληα ζθαγήο, αλακηγλχνπλ δσηθέο θαη θπηηθέο πξσηεΐλεο κε ζηφρν ηελ 

παξαγσγή ελφο κίγκαηνο δσνηξνθψλ θαηάιιειν γηα ηα εθηξεθφκελα δψα αλάινγα κε 

ην είδνο ηνπο, ηελ ειηθίαο ηνπο θ.α.  

Οη δσνηξνθέο θαη ηα ζπζηαηηθά ηνπο δηαδξακαηίδνπλ ζπνπδαίν ξφιν ζην 

παγθφζκην εκπφξην. Σν 1999 πεξηζζφηεξεο απφ 100 ρψξεο πνπ ππνβάιινπλ ζηνλ 

Οξγαληζκφ Ζλσκέλσλ Δζλψλ Σξνθίκσλ θαη Γεσξγίαο δεδνκέλα, δήισζαλ εηζαγσγέο 

δσηθψλ πξντφλησλ πεξηζζφηεξεο απφ δχν εθαηνκκχξηα ηφλνπο. ΢ηηο Ζλσκέλεο 

Πνιηηείεο ε βηνκεραλία δσνηξνθψλ παξήγαγε πεξίπνπ 120 εθαηνκκχξηα ηφλνπο 

δσνηξνθψλ θαηά ην έηνο 2000 θαη νη αγξφηεο δαπάλεζαλ πεξίπνπ 25 δηο δνιάξηα γηα 

ηηο δσνηξνθέο (πεξίπνπ ην 80% απηψλ ησλ δσνηξνθψλ πξνήξρεην απφ θπηηθήο 

πξνέιεπζεο πξντφληα (FAO, 2002, Feedstuffs, 2001). Δθηηκάηαη φηη ζπλνιηθά 

ππάξρνπλ πεξίπνπ 8000 κνλάδεο παξαγσγήο δσνηξνθψλ θαη 264 κνλάδεο 

επεμεξγαζίαο πξσηετληθψλ ζπζηαηηθψλ ησλ δσνηξνθψλ ζηηο Ζλσκέλεο Πνιηηείεο.  

Δηθφλα 1.1 Σα ζηάδηα παξαγσγήο ησλ δσνηξνθψλ 
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1.1.2 Οη θίλδπλνη ησλ δσνηξνθψλ 

Οη δσνηξνθέο είλαη ζηελ αξρή ηεο αιπζίδαο αζθάιεηαο ησλ ηξνθίκσλ ζην 

κνληέιν «απφ ην αγξφθηεκα ζην ηξαπέδη».  

Οη δσνηξνθέο θαη ηα εθηξεθφκελα δψα είλαη ε βάζε ηεο παξαγσγήο ησλ 

ηξνθίκσλ δσηθήο πξνέιεπζεο. Οη δσνηξνθέο δελ είλαη κφλν πεγή ελέξγεηαο θαη 

ζξεπηηθψλ ζπζηαηηθψλ (Coleman & Moore, 2003) αιιά κπνξνχλ επίζεο λα 

επεξεάζνπλ δπζκελψο ηελ πνηφηεηα ησλ ηξνθίκσλ, κε δηάθνξνπο ηξφπνπο, κέζσ ηεο 

παξνπζίαο αλεπηζχκεησλ νπζηψλ πνπ κπνξνχλ λα πεξηέρνπλ. ΢πλεπψο, ηδηαίηεξε 

πξνζνρή πξέπεη λα δνζεί ζηελ αζθάιεηα ησλ δσνηξνθψλ γηα ηα δψα θαη γηα ηνλ 

θαηαλαισηή (Petersen & Flachowsky, 2004, Flachowsky & Danicke, 2005). Ζ 

πγηεηλή ησλ δσνηξνθψλ δηαδξακαηίδεη ζεκαληηθφ ξφιν γηα ηελ αζθάιεηα ησλ 

ηξνθίκσλ δσηθήο πξνέιεπζεο (Kan & Meijer, 2007). Οη θίλδπλνη ησλ δσνηξνθψλ 

πεξηιακβάλνπλ, κεηαμχ άιισλ, ηελ παξνπζία κπθνηνμηλψλ θαη ηελ αλάπηπμε 

παζνγφλσλ βαθηεξίσλ φπσο ε ζαικνλέια θαη ε ιηζηέξηα πνπ είλαη ππεχζπλα γηα ηηο 

ηξνθηκνγελείο λφζνπο (Sofos, 2006). Αλ θαη ην δήηεκα ηεο κηθξνβηνινγηθήο 

αζθάιεηαο ησλ ηξνθίκσλ έρεη κειεηεζεί εθηελψο, σζηφζν, ππάξρεη έιιεηςε 

πιεξνθνξηψλ ζρεηηθά κε ηε κηθξνβηνινγηθή αζθάιεηα ησλ δσνηξνθψλ (Smulders et 

al., 2006).  

Οη δσνηξνθέο θαη ην λεξφ απνηεινχλ ηηο πξσηνγελείο πεγέο παζνγφλσλ 

κηθξννξγαληζκψλ γηα ηα δψα θαη ηα ηξφθηκα δσηθήο πξνέιεπζεο (Hurst & Ward, 

2001, Primm, 1998, Richardson & Weiss, 2000). Οη κνιπζκέλεο δσνηξνθέο έρνπλ 

επηζεκαλζεί σο ζεκαληηθφο «θνξέαο» ηξνθηκνγελψλ παζνγφλσλ κηθξννξγαληζκψλ 

πνπ δχλαληαη λα εηζαρζνχλ  ζην δσηθφ θεθάιαην θαη ζηα πνπιεξηθά κέζσ ηεο ηξνθήο 

(Anderson et al., 2001, Boyer et al., 1962, Davis et al., 2003, Fedorka-Cray et al., 

1997, Fox, 1974). Οη κηθξννξγαληζκνί απηνί κνιχλνπλ ηα δψα ή απιά δνπλ ζε απηά 

σο μεληζηέο πεξλψληαο κεηέπεηηα, κέζσ ηεο ηξνθηθήο αιπζίδαο, ζηνλ άλζξσπν θαη 

κπνξνχλ δπλεηηθά λα πξνθαιέζνπλ ηξνθηκνγελείο λφζνπο (Hinton, 2002, Roberts et 

al., 1995). 
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1.1.3 Ζ ζαικνλέια ζηηο δσνηξνθέο 

Ζ ακεξηθάληθε ππεξεζία «Food and Drug Administration‟s Center for 

Veterinary Medicine» (CVM) ην 1993 δεκνζίεπζε απνηειέζκαηα εξεπλψλ ζχκθσλα 

κε ηα νπνία, απφ δείγκαηα 151 δσνηξνθψλ, πνπ είραλ ζπιιερζεί απφ 124 βηνκεραλίεο 

δσνηξνθψλ, ν επηπνιαζκφο ζαικνλέιαο ησλ δσηθψλ ζπζηαηηθψλ ησλ δσνηξνθψλ 

ήηαλ 56% θαη ησλ θπηηθψλ πξσηετλψλ ήηαλ 36%.   

Σν 2003 ζχκθσλα κε ην CVM, ζε αληίζηνηρε έξεπλα, 122 δσηθήο θαη 79 

θπηηθήο πξνέιεπζεο πξσηετληθά δείγκαηα ζπιιέρζεθαλ θαη ειέγρηεθαλ γηα 

Enterococcus, Salmonella θαη E. coli. Ο επηπνιαζκφο ησλ δσηθήο πξνέιεπζεο 

πξσηετληθψλ ζπζηαηηθψλ ησλ δσνηξνθψλ ήηαλ 84%, 34% θαη 40%, αληίζηνηρα. Όζνλ 

αθνξά ζηα θπηηθήο πξνέιεπζεο πξσηετληθά ζπζηαηηθά, ν επηπνιαζκφο ήηαλ 91%, 5% 

θαη 43%, αληίζηνηρα (Wagner, 2004). Σα επίπεδα κφιπλζεο ησλ δσνηξνθψλ θαη ησλ 

ζπζηαηηθψλ ηνπο, απφ ζαικνλέια θπκαίλνληαη απφ 0% κέρξη 6% (ΔΔ) (EFSA, 2006).  

Ζ ζαικνλέια κπνξεί λα απνκνλσζεί ηφζν απφ θπηηθά ζπζηαηηθά ησλ 

δσνηξνθψλ (Williams, 1981, Jones et al., 1982, Davies, 1992, Kohler, 1992, Mc 

Chesney et al., 1995, Harris et al., 1997, Anonymous, 1999) φζν θαη απφ έηνηκεο 

δσνηξνθέο (Davies, 1992, MC chesney et al., 1995, Anonymous, 1999, Κorsak et al., 

2003). Γηα παξάδεηγκα, ζηελ Οιιαλδία ην 5,11% ησλ πξφζζεησλ θπηηθψλ 

ζπζηαηηθψλ, γηα αχμεζε ηελ πξσηετληθήο πεξηεθηηθφηεηαο, ησλ δσνηξφθσλ βξέζεθε 

ζεηηθφ γηα ζαικνλέια ζε ειέγρνπο πνπ δηελεξγήζεθαλ ην 1999-2000. 

΢ηε δσηθή παξαγσγή, νη δσνηξνθέο είλαη έλα ελ δπλάκεη κνλνπάηη κέζσ ηνπ 

νπνίνπ είλαη δπλαηή ε εηζαγσγή ηεο ζαικνλέιαο ζηηο θηελνηξνθηθέο κνλάδεο 

(Shapcott, 1984, Blackman et al, 1992). Όζνλ αθνξά ζηνπο ρνίξνπο, νη κνιπζκέλεο 

δσνηξνθέο θαη νη λενεηζεξρφκελνη ζηε κνλάδα ρνίξνη ζεσξνχληαη νη πην ζεκαληηθέο 

πεγέο κφιπλζεο (Oosterom, 1984, Berends et al, 1996, Neumann θαη Kniffen, 1999, 

Schwartz, 1999,  Kranker et al, 2001). Οη λεαξνί απνγαιαθηηζκέλνη ρνίξνη πιήηηνληαη 

πην ζπρλά απφ ζαικνλέια θαη ζπλήζσο ε κφιπλζε ηνπο πξνθαιεί θαη αζζέλεηα, φκσο 

θαη νη ελήιηθνη ρνίξνη είλαη εππαζήο ζε πξνζβνιέο απφ ζαικνλέια (Van der Wolf et 

al, 1999, von Altrock et al., 2000, Berends et al., 1996). Οη ελήιηθνη ρνίξνη ζπάληα 

παξνπζηάδνπλ θιηληθά ζπκπηψκαηα, έηζη ηα ζηειέρε ζαικνλέιαο κπνξνχλ λα 

εηζέιζνπλ ζηε δηαδηθαζία ηεο ζθαγήο (Harris et al., 1997) ρσξίο λα γίλεη αληηιεπηφ 

ην πξφβιεκα. 
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Ζ ζαικνλέια έρεη αλαγλσξηζηεί σο ν θπξηφηεξνο κηθξνβηνινγηθφο θίλδπλνο 

ζηηο δσνηξνθέο, αιιά νη ζπλέπεηεο απηνχ γηα ηελ πγεία ησλ δψσλ θαη ηνπ αλζξψπνπ 

παξακέλνπλ αζαθήο (Davies et al., 2001, ΔFSA, 2006). Οη θπξηφηεξνη νξφηππνη 

ζαικνλέιαο πνπ παξνπζηάδνληαη ζηηο δσνηξνθέο είλαη νη : S. Livingstone, S. 

Senftenberg θαη S. Montevideo. Ο νξφηππνο S. Enteritidis πνπ είλαη θαη απφ ηνπο πην 

θνηλνχο φζνλ αθνξά ηνλ άλζξσπν, απνκνλψλεηαη πην ζπάληα απφ ηηο δσνηξνθέο. 

΢ε ρψξεο κε ρακειφ επηπνιαζκφ ζαικνλέιαο ζηα δψα, νη δσνηξνθέο, 

ζεσξνχληαη φηη είλαη ε θχξηα πεγή απηνχ ηνπ παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ. Χζηφζν, 

είλαη δχζθνιν λα πνζνηηθνπνηεζεί ν θίλδπλνο γηα ηε δεκφζηα πγεία πνπ ζπλδέεηαη κε 

ηελ παξνπζία ζαικνλέιαο ζε δσνηξνθέο ζηηο ρψξεο κε πςειά πνζνζηά επηπνιαζκνχ 

(ΔFSA, 2008). Παξφιν πνπ κφλν ειάρηζηνη απφ ηνπο νξφηππνπο πνπ απνκνλψλνληαη 

απφ ηηο δσνηξνθέο πξνθαινχλ παζνγέλεηα ζηα πξνζβεβιεκέλα δψα, είλαη πηζαλφ 

αθφκε θαη φινη απηνί νη νξφηππνη λα είλαη παζνγφλνη γηα ηνλ άλζξσπν. 

 

 

Δηθφλα 1.2  Σν κνληέιν "Απφ ηε θάξκα ζην πηξνχλη". Σα βέιε ππνδεηθλχνπλ πηζαλέο πεγέο επηκφιπλζεο 

κε ζαικνλέια θαηά ηελ παξαγσγηθή δηαδηθαζία.  
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1.1.4 Αίηηα-πεγέο επηκφιπλζεο ησλ δσνηξφθσλ θαη ηξφπνη αληηκεηψπηζεο 

Γηάθνξνη παξάγνληεο παίδνπλ ξφιν ζηελ πηζαλή επηκφιπλζε ησλ δσνηξνθψλ 

φπσο ε πξνέιεπζε ησλ πξψησλ πιψλ, νη δηαδηθαζίεο θαη ν ηξφπνο κεηαθνξάο ηνπο, νη 

ρεηξηζκνί κεηαπνίεζεο, νη ζπλζήθεο απνζήθεπζεο θ.α. (Durand et al., 1990, Whyte et 

al., 2002).  

Όζνλ αθνξά ζηηο παξαγσγηθέο κνλάδεο δσνηξνθψλ, ε κφιπλζε κε ζαικνλέια 

κπνξεί λα ζπλδέεηαη κε δηάθνξνπο παξάγνληεο φπσο: κφιπλζε κέζσ ηεο ζθφλεο θαηά 

ηελ θφξησζε-εθθφξησζε (Davies & Wray, 1996, Whyte et al., 2002), παξνπζία 

κνιπζκαηηθψλ θνξέσλ (έληνκα, πνπιηά θ.α.), (Maciorowski et al., 2006) θαη θαθέο 

ζπλζήθεο πγηεηλήο (ESFA, 2008). Οη ζπλζήθεο παξαγσγήο φπσο ε πγξαζία θαη ε 

ζεξκνθξαζία έρνπλ επίζεο επηπηψζεηο ζην επίπεδν ηεο επηκφιπλζεο ησλ δσνηξνθψλ. 

Ζ θνθθνπνίεζε, ζαλ κέηξν ειέγρνπ, δελ είλαη ζε ζέζε λα απαιείςεη εληειψο ηηο 

κηθξνβηαθέο κνιχλζεηο αιιά ζαθψο κεηψλεη ην κηθξνβηνινγηθφ θνξηίν ησλ 

δσνηξνθψλ (Hacking et al., 1978, McCapes et al., 1989).  

Πνιιέο πξσηετλνχρεο πξψηεο χιεο ησλ δσνηξνθψλ είλαη πηζαλέο πεγέο 

κφιπλζεο ζαικνλέιαο (EFSA, 2009, Hoszowski et al., 2008, Malmqvist et al., 1995) 

θαη κπνξεί κέζσ απηψλ ησλ πξψησλ πιψλ λα εηζαρζεί ν παζνγφλνο ζηηο βηνκεραλίεο 

παξαζθεπήο δσνηξνθψλ ή θαη ζηα εθηξνθεία ρνίξσλ. Μέζσ ησλ ζπζηαηηθψλ ησλ 

δσνηξνθψλ ζα κπνξνχζαλ λα εηζαρζνχλ ζηελ ηξνθηθή αιπζίδα λέα ζηειέρε, φπσο 

παξάδεηγκα ε S. Agona ε νπνία βξίζθνληαλ ζε κνιπζκέλα ηρζπάιεπξα ηα νπνία 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαηά ηελ παξαγσγή δσνηξνθψλ πνπιεξηθψλ (Clark et al., 1973).  

 

Δηθφλα 1.3  Ο “θχθινο” επηκφιπλζεο ησλ δσνηξνθψλ κε ζαικνλέια (WHO, 1983) 
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Ζ παξνπζία παζνγφλσλ βαθηεξίσλ ζηηο δσνηξνθέο θαη ηδηαίηεξα ε παξνπζία 

ζαικνλέιαο κπνξεί λα νδεγήζεη ζε κφιπλζε ησλ ηξνθίκσλ πνπ πξνέξρνληαη απφ ηα 

δψα πνπ έρνπλ ηξαθεί κε ηηο κνιπζκέλεο δσνηξνθέο θαζψο είλαη πηζαλφ ηα βαθηήξηα 

λα κνιχλνπλ ηα ζθάγηα ησλ δψσλ ή κπνξεί λα πξνθιεζεί δηαζηαπξνχκελε 

επηκφιπλζε άιισλ εηδψλ δηαηξνθήο, πνπ κπνξεί λα νδεγήζεη ζε αλζξψπηλε αζζέλεηα. 

Αλ θαη ν εληνπηζκφο ηελ αξρηθήο πεγήο ηεο κφιπλζεο είλαη δχζθνινο, αξθεηέο 

δηαηξνθηθέο θξίζεηο (outbreaks) έρνπλ αλαρζεί ζε κνιπζκέλεο δσνηξνθέο 

(Paramithiotis et al., 2009). Οη βειηηψζεηο πνπ αθνξνχλ ζηελ αζθάιεηα ησλ 

δσνηξνθψλ ζα πξέπεη λα πεξηιακβάλνπλ αθελφο ηελ ελίζρπζε ησλ ειέγρσλ ησλ ίδησλ 

δσνηξνθψλ θαη ησλ ζπζηαηηθψλ ηνπο θαη αθεηέξνπ ηελ παξαθνινχζεζε θαη ην 

ζπζρεηηζκφ ηνπο κε ηελ αλζξψπηλε ηξνθηθή αιπζίδα. 

Ζ δεκφζηα πγεία θαη ην επίπεδν θηλδχλνπ πνπ ζπλδένληαη κε ηελ παξνπζία 

ζαικνλέιαο ζηηο δσνηξνθέο εμαξηψληαη θαη απφ ηα ζηειέρε πνπ είλαη ππεχζπλα γηα 

ηελ κφιπλζε (Ζerikstad et al., 2002, ΔFSA, 2008). Ζ ΔΔ ζηνπο «ζηφρνπο» ηεο 

πεξηιακβάλεη κεηαμχ άιισλ θαη ηνλ έιεγρν γηα ζηειέρε ζαικνλέιαο φπσο ηα 

Enteritidis, Typhimurium, Infantis, Virchow θαη Hadar δεδνκέλνπ φηη είλαη ππεχζπλα 

γηα ηα πεξηζζφηεξα θξνχζκαηα αλζξψπηλσλ κνιχλζεσλ (ΔFSA, 2009a). 

Γεδνκέλνπ φηη φιεο νη πξψηεο χιεο θαη ηα ζπζηαηηθά ησλ δσνηξνθψλ πξέπεη 

λα ζεσξεζνχλ σο πηζαλέο πεγέο ζαικνλέιαο, είλαη απαξαίηεηε ε ζέζπηζε 

δηαδηθαζηψλ ειέγρνπ θαη εμπγίαλζεο ψζηε λα απνηξαπεί ε εμάπισζε ηεο κφιπλζεο 

(Nielsen and Wegener, 1997, Anonymous, 2000b). Γηάθνξα ζηάδηα θαηά ηε 

δηαδηθαζία παξαγσγήο ησλ δσνηξνθψλ ζηνρεχνπλ ζηε κείσζε ή εμάιεηςε ηεο 

ζαικνλέιαο: ε εθαξκνγή ζεξκηθήο επεμεξγαζίαο (Vanderwal, 1979, Sreenivas, 1990, 

Hansen & Israelsen, 1998, Beal et al., 2002), ε ρξήζε νξγαληθψλ νμέσλ (Vanderwal, 

1979, Hinton and Linton, 1988, Van Winsen et al., 1999), ή άιισλ ρεκηθψλ 

ζπληεξεηηθψλ (Rouse et al., 1988). ΢ήκεξα, νη πεξηζζφηεξεο επξσπατθέο ρψξεο 

δηελεξγνχλ θάπνην είδνο ηαθηηθψλ ειέγρσλ ησλ πξψησλ πιψλ θαηά ηε δηαδηθαζία 

παξαγσγήο ή ζην ηειηθφ πξντφλ (Anonymous, 1999). Οξηζκέλεο δε ρψξεο έρνπλ 

ζεζπίζεη ππνρξεσηηθά πξνγξάκκαηα γηα ηνλ έιεγρν ηεο ζαικνλέιαο θαηά ηελ 

παξαγσγή δσνηξνθψλ γηα ρνίξνπο. ΢ηε Γαλία θαη ηε Ννξβεγία γηα παξάδεηγκα, νη 

δσνηξνθέο ησλ ρνίξσλ πξέπεη λα είλαη ζεξκηθά επεμεξγαζκέλεο (Nielsen and 

Wegener, 1997, Anonymous, 2002b).   
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Ζ θαηαλνκή ηεο ζαικνλέιαο ζηηο κνιπζκέλεο δσνηξνθέο δελ είλαη εληαία θαη 

θαζνιηθή. Έηζη, ηα δεηγκαηνιεπηηθά πξσηφθνιια πξέπεη λα ζρεδηάδνληαη ζχκθσλα 

κε κηα θαηάιιειε ζηαηηζηηθή αλάιπζε (Legan et al., 2001). Σν πξφηππν ISO 

6579:2002, κε επαηζζεζία κέρξη θαη 65% θαη αθξίβεηα κέρξη θαη 97% (Koyuncu & 

Ζaggblom, 2009), εγθξίζεθε απφ ηελ ΔΔ σο πξφηππν γηα ηελ παξαθνινχζεζε ηεο 

παξνπζίαο ζαικνλέιαο ζε δείγκαηα δσνηξνθψλ (ΔFSA, 2008).  

Γεληθφηεξα ν θίλδπλνο επηκφιπλζεο ησλ δσνηξνθψλ κε ζαικνλέιια κπνξεί 

λα κεησζεί κε δηάθνξεο δηαδηθαζίεο ζηα αξρηθά ζηάδηα παξαγσγήο ηνπο (ζην 

αγξφθηεκα) φπσο: 

 Απνζήθεπζε ηνπ ιηπάζκαηνο γηα πεξηζζφηεξν απφ 2 κήλεο, ρσξίο θακία λέα 

εηζξνή, 

 θνκπνζηνπνίεζε,  

 νξγσκα κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπ ιηπάζκαηνο, 

 αχμεζε ηνπ παξεξρφκελνπ ρξφλνπ κεηαμχ εθαξκνγήο ησλ ιηπαζκάησλ θαη ηεο 

βνζθήο ησλ δψσλ ή ηελ ζπγθνκηδή ηεο θαιιηέξγεηαο, 

 ζεξκηθή επεμεξγαζία ησλ ιηπαζκάησλ πξηλ απφ ηε ρξήζε, 

 επεμεξγαζία ησλ ιηπαζκάησλ κε ηελ πξνζζήθε αζβέζηε (lime). 

Δηθφλα 1.4  Γηάγξακκα ξνήο κε ηηο πεγέο επηκφιπλζεο κε ζαικνλέια θαηά 

ηα ζηάδηα παξαγσγήο ησλ δσνηξνθψλ θαη ηα αληίζηνηρα κέηξα ειέγρνπ. 



  ΔΗ΢ΑΓΧΓΖ 

 

16 

 

Όζνλ αθνξά ζηηο δηαδηθαζίεο επεμεξγαζίαο θαη κεηαπνίεζεο ησλ δσνηξνθψλ, 

γηα κείσζε ηνπ θηλδχλνπ επηκφιπλζεο ηνπο κε ζαικνλέιια κπνξεί λα εθαξκνζηνχλ 

ηα παξαθάησ (EFSA 2008): 

 ζεξκηθή επεμεξγαζία 

 ρξήζε ρεκηθψλ (νξγαληθά νμέα θ.α.) 

 θαζαξηζκφο θαη απνιχκαλζε ησλ εγθαηαζηάζεσλ επεμεξγαζίαο θαη έιεγρνο 

ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο ησλ δηαδηθαζηψλ εμπγίαλζεο, 

 εθαξκνγή νξζψλ πξαθηηθψλ πγηεηλήο,  

 έιεγρνο ηεο πεξηεθηηθφηεηαο πγξαζίαο θαη αλάινγεο  ελέξγεηεο 

 δηελέξγεηα ηαθηηθψλ κηθξνβηνινγηθψλ ειέγρσλ ζηηο πξψηεο χιεο θαη ζηα 

παξαγφκελα πξνηφληα,  

 θαζαξηζκφο θαη απνιχκαλζε ησλ εγθαηαζηάζεσλ ησλ ζηιφ θαη ησλ 

απνζεθεπηηθψλ ρψξσλ γηα ηνλ εμνπιηζκφ, 

 δηαηήξεζε θαινχ εμαεξηζκνχ ησλ ζηιφ, 

 έιεγρνο δσπθίσλ -εληφκσλ θαηά ηελ απνζήθεπζε θαη κεηαθνξά. 

 

1.2 ΔΤΘΤΝΔ΢ ΚΑΗ ΝΟΜΟΘΔ΢ΗΑ 

΢ρεηηθά κε ηελ αζθάιεηα ησλ δσνηξνθψλ 

Σα δψα πνπ πξννξίδνληαη γηα παξαγσγή ηξνθήο είλαη νη θχξηεο πεγέο κε 

ηπθνεηδψλ νξνηχπσλ ηεο  S. enterica, νη νπνίνη ππνινγίδεηαη φηη πξνθαινχλ 

1.412.498 αλζξψπηλσλ αζζελεηψλ, 16.430 εηζαγσγέο ζε λνζνθνκεία, θαη 582 

ζαλάηνπο εηεζίσο ζηηο Ζλσκέλεο Πνιηηείεο. Δίλαη ινηπφλ εκθαλήο ε αλάγθε 

ζέζπηζεο λφκσλ θαη θαλφλσλ γηα αχμεζε ηεο αζθάιεηαο ησλ δσνηξνθψλ.  

Όζνλ αθνξά ζηελ Δπξψπε, κεηά ηηο θξίζεηο πνπ αθνξνχζαλ ζηα ηξφθηκα 

(ζθάλδαιν ζπνγγψδνπο εγθεθαινπάζεηαο (BSE), ζθάλδαιν δηνμηλψλ, δηρνγλσκία 

φζνλ αθνξά ηα GMOs, δηαζηαπξνχκελε αλζεθηηθφηεηα ζηα αληηβηνηηθά, θ.α.) ζην 

δεχηεξν ήκηζπ ηεο δεθαεηίαο ηνπ 1990, ε Δπξσπατθή Έλσζε (ΔΔ) πηνζέηεζε έλα 

λνκηθφ πιαίζην, ηε "γεληθή λνκνζεζία πεξί ηξνθίκσλ" (ΔU, 2002a), „General Food 

Law‟, ε νπνία έζεζε ηηο δσνηξνθέο ζην ίδην επίπεδν κε εθείλν ησλ ηξνθίκσλ φζνλ 

αθνξά ηελ αζθάιεηα ησλ θαηαλαισηψλ. Ο παξψλ θαλνληζκφο, κεηαμχ άιισλ, 
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θαζηέξσζε ην ζηνηρείν ηεο αληρλεπζηκφηεηαο θαηά ηελ ηξνθηθή αιπζίδα. Δπηπιένλ, 

πξφζθαηα, ε ΔΔ πηνζέηεζε έλα πνιχ ζεκαληηθφ θαλνληζκφ πεξί πγηεηλήο ησλ 

δσνηξνθψλ (ΔU, 2005). ΢χκθσλα κε ηελ Δπξσπατθή λνκνζεζία, νη παξαγσγνί 

δσνηξνθψλ είλαη ππεχζπλνη γηα ηελ παξαγσγή αζθαιψλ δσνηξνθψλ (ΔΚ 183/2005) 

θαη γηα ηελ αληρλεπζηκφηεηα ησλ δσνηξνθψλ θαη πξψησλ πιψλ ηνπο (ΔΚ/178/2002). 

Λφγσ ηεο άκεζεο ζπλάξηεζεο ησλ δσνηξνθψλ κε ηα ηειηθά πξντφληα πξέπεη λα 

δηαζθαιίδεηαη ε αζθάιεηα θαηά ηελ παξαγσγή ηνπο κέζσ εθαξκνγήο αξρψλ ηνπ 

HACCP, ησλ GHP θαη GMP, θαζ‟ φια ηα ζηάδηα παξαγσγήο, απφ ηηο πξψηεο χιεο 

θαη ηηο εγθαηαζηάζεηο-εμνπιηζκνχο κέρξη ηα ηειηθά πξντφληα.  

΢ηελ Ακεξηθή αξθεηέο εζληθέο - νκνζπνλδηαθέο ππεξεζίεο είλαη αξκφδηεο γηα 

ηηο δηάθνξεο ζπληζηψζεο ηεο αζθάιεηαο ησλ δσνηξνθψλ. ΢χκθσλα κε ηελ «Federal 

Food, Drug, and Cosmetic Act» ηνπ 1906, φπσο ηξνπνπνηήζεθε, ε Ακεξηθαληθή 

Τπεξεζία Σξνθίκσλ θαη Φαξκάθσλ (FDA) έρεη ηελ εμνπζία λα δηαζθαιίδεη φηη νη 

δσνηξνθέο είλαη θαηάιιεια επηζεκαζκέλεο, είλαη αζθαιείο γηα ηελ πξννξηδφκελε 

ρξήζε ηνπο θαη δε βιάπηνπλ ηελ πγεία ησλ θαηαλαισηψλ, φηαλ ηξαθνχλ κε απηέο ηα 

δψα. Δπηπιένλ, ην Τπνπξγείν Μεηαθνξψλ ησλ ΖΠΑ έρεη ηελ εμνπζία λα επηβάιεη 

θαλνληζκνχο γηα ηελ αζθαιή κεηαθνξά ησλ δσνηξνθψλ. Σν ακεξηθαληθφ ππνπξγείν 

Γεσξγίαο (ηκήκα Animal θαη Plant Health Inspection Service) είλαη ππεχζπλν γηα ηε 

δηαζθάιηζε ηεο πγείαο θαη θξνληίδαο ησλ δψσλ θαη γηα ηε βειηίσζε ηεο 

παξαγσγηθφηεηαο ηεο γεσξγίαο, ζπκβάιινληαο παξάιιεια ζηελ δηαζθάιηζε ηεο 

δεκφζηαο πγεία θαη νηθνλνκίαο. 

 

1.3 Ο ΠΑΘΟΓΟΝΟ΢ ΜΗΚΡΟΟΡΓΑΝΗ΢ΜΟ΢ SALMONELLA SPP. 

1.3.1 Δηζαγσγή θαη ηζηνξηθά ζηνηρεία 

Σα πεξηζζφηεξα ζηειέρε ηνπ είδνπο Salmonella spp. ζεσξνχληαη σο 

αλζξψπηλα παζνγφλα, αλ θαη δηαθέξνπλ ζηα ραξαθηεξηζηηθά θαη ηε δξηκχηεηα ηεο 

αζζέλεηαο πνπ πξνθαινχλ. Ο ηπθνεηδήο ππξεηφο είλαη ην πην δξηκχ αιιά θαη ην 

πξψην ραξαθηεξηζηηθφ ηεο κφιπλζεο απφ ζαικνλέια πνπ πεξηγξάθεθε αμηφπηζηα. 

Απηφ νθείιεηαη ζην γάιιν παζνιφγν Bretonneau θαη ζηε κειέηε ηνπ ην 1829 γηα ηνλ 

ηπθνεηδή ππξεηφ. Σν 1856, ν άγγινο παζνιφγνο William Budd θαηέιεμε ζην 

ζπκπέξαζκα φηη θάζε πεξίπησζε ηπθνεηδνχο πξνζβνιήο ζπλδέεηαη επηδεκηνινγηθά 
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κε κηα πξνεγνχκελε πεξίπησζε θαη φηη κηα ζπγθεθξηκέλε ηνμίλε απνβάιιεηαη κε ηα 

πεξηηηψκαηα ησλ αζζελψλ.  

Οη Salmon θαη Smith ην 1885 απνκφλσζαλ ην κηθξννξγαληζκφ Salmonella 

enterica var. Choleraesuis απφ άξξσζηνπο ρνίξνπο κε ρνιέξα (κηα αζζέλεηα πνπ 

ηψξα είλαη γλσζηφ φηη έρεη ηνγελή πξνέιεπζε) θαη κηα πιεζψξα άιισλ ζηειερψλ πνπ 

πξνθαινχζαλ ηξνθηκνγελείο αζζέλεηεο θαη δσηθέο πξνζβνιέο. Σν γέλνο Salmonella 

spp. «αλαθαιχθζεθε» ηειηθά ην 1900 απφ ηνλ Lignieres θαη νλνκάζηεθε έηζη πξνο 

ηηκήλ ηνπ ακεξηθαλνχ παζνιφγνπ θηελίαηξνπ D.E. Salmon, πνπ ήηαλ ν επηθεθαιήο 

ηνπ πξνγξάκκαηνο ηνπ USDA ην 1885 πνπ πεξηέγξαςε ην κηθξννξγαληζκφ 

Salmonella enterica var. Choleraesuis. Ζ ζαικνλέια έρεη πιένλ θαζηεξσζεί σο κηα 

απφ ηηο ζεκαληηθφηεξεο αηηίεο ηξνθηκνγελνχο αζζέλεηαο παγθνζκίσο 

 

1.3.2 Οηθνγέλεηα Εnterobacteriaceae 

Ζ νηθνγέλεηα απηή είλαη ε κεγαιχηεξε νκάδα απφ ηα κε θσηνζπλζεηηθά 

αξλεηηθά θαηά Gram βαθηήξηα. Υαξαθηεξηζηηθά ηνπο είλαη ην ξαβδνεηδέο 

επζχγξακκν ή θακππινεηδέο ζρήκα, έρνπλ δηαζηάζεηο 0,3-1,0 x 1,0-6,0 κm. 

Οξηζκέλα είλαη αλίθαλα γηα θίλεζε ελψ ηα πεξηζζφηεξα θηλνχληαη κε καζηίγηα πνπ 

κπνξεί λα είλαη πεξίηξηρα, πνιηθά ή κεηθηνχ ηχπνπ (πνιηθά θαη πεξίηξηρα). ΢ε 

αλαεξφβηεο ζπλζήθεο ε ελέξγεηα πξνέξρεηαη απφ ηε δχκσζε ζαθράξσλ ελψ ζε 

αεξφβηεο ζπλζήθεο, γηα ηελ νμεηδσηηθή αλαπλνή, ρξεζηκνπνηείηαη κεγάιε πνηθηιία 

νξγαληθψλ ελψζεσλ (νξγαληθά νμέα, ακηλνμέα, πδαηάλζξαθεο). Ο πην ζπλεζηζκέλνο 

ηχπνο δχκσζεο ζηα εληεξνβαθηήξηα είλαη ε δχκσζε κε ηελ νπνία ζρεκαηίδνληαη ηα 

νμέα γαιαθηηθφ, νμηθφ, ειεθηξηθφ θαη κπξκεθηθφ (ή CO2 θαη H2) θαζψο θαη αηζπιηθή 

αιθνφιε (mixed acid fermentation), (Holt, 1974). Ο ζρεκαηηζκφο πνζνηήησλ αεξίσλ 

ζαλ απνηέιεζκα ηεο δχκσζεο ηνπ ζαθράξνπ είλαη ηδηφηεηα ρξήζηκε γηα ηελ 

ηαπηνπνίεζε ησλ δηάθνξσλ κειψλ ησλ εληεξνβαθηεξίσλ: ην γέλνο Escherichia πνπ 

ζπζζσξεχεη αέξηα, δηαρσξίδεηαη απφ ηα παζνγφλα ηνπ γέλνπο Shigella θαη απφ ην 

είδνο Salmonella Σyphi ηα νπνία δπκψλνπλ ηα ζάθραξα ρσξίο λα δεκηνπξγνχλ αέξηα. 

Σα πεξηζζφηεξα είδε αλαπηχζζνληαη θαιά ζηνπο 37°C. Χζηφζν πνιιά είδε 

αλαπηχζζνληαη θαιχηεξα ζηνπο 25-30°C θαη είλαη ζπρλά πεξηζζφηεξν ελεξγά 

κεηαβνιηθά ζε απηέο ηηο ζεξκνθξαζίεο. Σα εληεξνβαθηήξηα είλαη αξλεηηθά ζηε 
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δνθηκή ηεο νμεηδάζεο θαη ζεηηθά ζηελ δνθηκή ηεο θαηαιάζεο, εθηφο απφ ηε Yersinia 

dysenteriae θαη είδε ηνπ γέλνπο Xenorhabdus φπσο ην X. luminescens.  

Ζ θαηαλνκή ηνπο πνηθίιεη ζε κεγάιν βαζκφ. Βξίζθνληαη ζην έδαθνο, ζην 

λεξφ, ηα θξνχηα, ηα ιαραληθά, ηα δεκεηξηαθά, ηα θπηά θαη ηα δέληξα θαη ζηα δψα 

απφ ηα ζθνπιήθηα θαη ηα έληνκα κέρξη θαη ηνλ άλζξσπν (Vassos, 2004). Με βάζε 

θξηηήξηα βηνρεκηθά (αληίδξαζε θαηαιάζεο θαη νμεηδάζεο), κνξθνινγηθά (ηχπνο 

καζηηγίσλ) θαη γελεηηθά (νκφινγεο αιιεινπρίεο βάζεσλ), ε νηθνγέλεηα 

Enterobacteriaceae πεξηιακβάλεη ηα παξαθάησ γέλε (Holt, 1974): Salmonella, 

Escherichia, Klebsiella, Yersinia, Proteus, Citrobacter, Edwardsiella, Shigella, 

Enterobacter, Habnia, Serratia, Erwinia, Arsenophonus, Budvicia, Buttiauxella, 

Cedecea, Ewingella, Kluyvera, Leclercia, Leminorella, Moellerella, Morganella, 

Obesumbacterium, Pantoea, Pragia, Prividencia, Rahnella, Tatumella, Yokenella, 

Xenorhabdus. Δλδηαθέξνλ γηα ηελ κηθξνβηνινγία ηξνθίκσλ παξνπζηάδνπλ θπξίσο ηα 

γέλε : Salmonella, Escherichia, Klebsiella, Proteus,Yersinia και Erwinia. 

 

1.3.3 Μειέηε ηνπ γέλνπο Salmonella 

Σν γέλνο Salmonella έρεη επξεία εμάπισζε. Αληρλεχεηαη ζην εληεξηθφ 

ζχζηεκα ησλ δψσλ θαη ηνπ αλζξψπνπ, ζηα θφπξαλα, ζηα νχξα, ζηα ηξφθηκα θαη ζηηο 

δσνηξνθέο. Ζ νλνκαηνινγία ησλ εηδψλ ηνπ γέλνπο Salmonella είλαη ακθηζβεηνχκελε, 

δεδνκέλνπ φηη ε αξρηθή ηαμηλφκεζε ηνπ γέλνπο δελ βαζίζηεθε ζηελ νκνινγία DNA, 

αιιά ηα νλφκαηα δφζεθαλ ζχκθσλα κε ηηο θιηληθέο εθηηκήζεηο, π.ρ., Salmonella 

typhi, Salmonella cholerae-suis, S. abortus-ovis, S. typhimurium, S. pullorum, S. 

gallinarum, S. enteritidis,S. paratyphi, S. dublin, S.bongor ή ηελ γεσγξαθηθή ζέζε 

πνπ ε αζζέλεηα εκθαλίζηεθε. Έρνπλ πεξηγξαθεί πνιινί νξφηππνη ηνπ γέλνπο 

Salmonella.. Σν ζρέδην ηαμηλφκεζεο αλά νξφηππν ησλ Kauffman-White έρεη 

απνδεηρηεί ε πην ρξήζηκε ηερληθή γηα νξηζκφ δηαθνξνπνηήζεσλ εληφο ηνπ γέλνπο. 

Απηή ε ηερληθή πεξηγξάθεη ηνπο κηθξννξγαληζκνχο βάζεη ησλ  ζσκαηηθψλ αληηγφλσλ 

ηνπο (O) θαη ησλ αληηγφλσλ ησλ καζηηγίσλ (H) αιιά θαη βάζεη ησλ αληηγφλσλ ησλ 

θαςηδίσλ (Vi) πνπ δηαζέηνπλ ηα ζηειέρε S. typhi, S. dublin θαη ζε κεξηθέο 

πεξηπηψζεηο ηα ζηειέρε S. paratyphi. Ζ ηερληθή απηή δηέθξηλε 100 δηαθνξεηηθνχο 

νξφηππνπο ην έηνο 1941. ΢ήκεξα απηή ε ηαμηλφκεζε αλά νξφηππν δηαθξίλεη 2463 

νξφηππνπο (Kaufmann, 1966). 
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Σειηθά δηαπηζηψζεθε φηη φινη νη νξφηππνη ηνπ γέλνπο Salmonella απνηεινχλ 

κηα εληαία νκάδα πβξηδνπνίεζεο DNA, δειαδή έλα εληαίν είδνο πνπ απνηειείηαη απφ 

επηά ππνείδε. Γηα λα απνθεπρζεί ε ζχγρπζε κε ηα γλσζηά νλφκαηα ησλ νξφηππσλ, ην 

είδνο Salmonella enterica πξνηάζεθε κε ηα αθφινπζα νλφκαηα γηα ηα ππνείδε: 

enterica Η, salamae ΗΗ, houtenae IV, bongori Β, diarizonae IIIb, arizonae IIIa, Indica V 

I (Holt, 1974). 

Πίνακαρ 1 

Δίδε σαλμονέλων, ππνείδε, νξφηππνη, θαη νη ζπλεζηζκέλνη βηφηνπνί ηνπο ,ζρέδην 

Kaufmann-White 

Δίδε θαη ππνείδε σαλμονέλων 
Αξηζκφο νξφηππσλ 

ζηα ππνείδε 

΢πλεζηζκέλνο 

βηφηνπνο 

S. enterica subsp. enterica (I) 1454 Θεξκφαηκα δψα 

S. enterica subsp. salamae (II) 489 
Φπρξφαηκα δψα θαη 

ην πεξηβάιινλ 

S. enterica subsp. arizonae (IIIa) 94 
Φπρξφαηκα δψα θαη 

ην πεξηβάιινλ 

S. enterica subsp. diarizonae (IIIb) 324 
Φπρξφαηκα δψα θαη 

ην πεξηβάιινλ 

S. enterica subsp. houtenae (IV) 70 
Φπρξφαηκα δψα θαη 

ην πεξηβάιινλ 

S. enterica subsp. indica (VI) 12 
Φπρξφαηκα δψα θαη 

ην πεξηβάιινλ 

S. bongori (V) 20 
Φπρξφαηκα δψα θαη 

ην πεξηβάιινλ 

Total 2463  

Πίλαθαο 1.1 Σν ζρέδην ηαμηλφκεζεο αλά νξφηππν ησλ Kauffman-White. 

Δηθφλα 1.5  Φπινγελεηηθφ δέληξν ηεο εμέιημεο ησλ βαθηεξηαθψλ εηδψλ 
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1.3.4 Μνξθνινγία θαη ραξαθηεξηζηηθέο ηδηφηεηεο 

΢ην γέλνο Salmonella αλήθνπλ αξλεηηθά θαηά Gram βαθηήξηα, θηλεηά κε 

πεξίηξηρεο βιεθαξίδεο, αεξφβηα ή πξναηξεηηθά αλαεξφβηα. Δμαίξεζε απνηεινχλ νη S. 

typhi, S. paratyphi θαη S. dublin, πνπ έρνπλ εηδηθφ ειπηξνεηδέο πεξίβιεκα θαη νη S. 

gallinarum, S. pullorum, πνπ είλαη αθίλεηεο. Δίλαη ρεκεηναπηφηξνθα θαη έρνπλ ηελ 

ηθαλφηεηα λα κεηαβνιίδνπλ ηελ ηξνθή ηνπο, ηφζν κε ηελ αλαπλνή φζν θαη κε ηε 

δχκσζε. Σα πεξηζζφηεξα είδε αλαπηχζζνληαη ζηελ επλντθή ζεξκνθξαζία ησλ 37° C. 

Ζ D- γιπθφδε θαη άιινη πδξνγνλάλζξαθεο θαηαβνιίδνληαη κε ηε παξαγσγή νμένο θαη 

ζπρλά παξάγσγε αεξίνπ. Δίλαη αξλεηηθά ζηε δνθηκή ηεο νμεηδάζεο θαη ζεηηθά ζηελ 

δνθηκή ηεο θαηαιάζεο, αξλεηηθά ζηηο δνθηκέο ηεο ηλδφιεο θαη ηε Voges-Proskauer 

θαη ζεηηθά ζηηο δνθηκέο εξπζξνχ ηνπ κεζπιίνπ θαη ηεο ρξεζηκνπνηήζεσο ησλ 

θηηξηθψλ αιάησλ ηνπ Simmon (Holt, 1974). Παξάγνπλ H2S θαη δελ πδξνιχνπλ ηελ 

νπξία. Οη πδαηάλζξαθεο πνπ ζπλήζσο δπκψλνληαη είλαη νη εμήο: 

 L- αξαβηλφδε 

 καιηφδε 

 D-καληηφιε 

 D-καλφδε 

 L- ξακλφδε 

 D-ζνξβηηφιε 

 D-μπιφδε 

 Σξεραιφδε. 

Οη πδαηάλζξαθεο απηνί θέξνπλ ζεκαληηθά αληηγφλα πνπ είλαη ζπζηαηηθά ηνπ 

θπηηάξνπ θαη δηαθξίλνληαη ζηα ζσκαηηθά αληηγφλα (αληηγφλα Ο), βιεθαξηδηθά 

αληηγφλα (αληηγφλα Ζ) θαη αληηγφλα θάςαο (αληηγφλα Κ). 

 ΢σκαηηθά αληηγφλα (αληηγφλα Ο). Δίλαη ιηπνπνιπζαθραξίηεο θαη απνηεινχλ 

ζπζηαηηθά ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο. Σα αληηγφλα Ο είλαη αλζεθηηθά (2 ½ ψξεο 

ζε 100°C) θαη δελ θαηαζηξέθνληαη απφ ηελ αιθνφιε θαη ηα νμέα. Απνηεινχληαη 

απφ δηάθνξα αληηγνληθά ζπζηαηηθά πνπ ραξαθηεξίδνληαη κε αξαβηθνχο αξηζκνχο. 

 Βιεθαξηδηθά αληηγφλα (αληηγφλα Ζ). Δίλαη νπζίεο πξσηετληθήο θχζεσο, 

επαίζζεηεο ζηε ζεξκφηεηα, ζηελ αιθνφιε θαη ζηα νμέα. Σα βιεθαξηδηθά αληηγφλα 

απνηεινχληαη απφ πεξηζζφηεξα αληηγνληθά ζπζηαηηθά. Οη δηάθνξνη νξφηππνη ηνπ 

γέλνπο Salmonella έρνπλ δηαθνξεηηθφ ζπλδπαζκφ αληηγνληθψλ ζπζηαηηθψλ, ηα νπνία 

ζχκθσλα κε ην ζρήκα Kauffmann-White ρσξίδνληαη ζε δχν είδε πνπ νλνκάδνληαη 
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θάζε 1 (εηδηθή θάζε) θαη θάζε 2 (κε εηδηθή θάζε). Έλαο νξφηππνο ζαικνλέιαο είλαη 

δπλαηφ λα έρεη αληηγφλα κφλν ηεο κίαο θάζεο, φπσο ε S. enteritidis, ή λα έρεη 

αληηγφλα θαη ησλ δχν θάζεσλ, φπσο ε S. typhimurium θαη η S. cholerae-suis. Οη S. 

gallinarum θαη S. pullorum, ζηεξνχληαη βιεθαξίδσλ, επνκέλσο δελ έρνπλ 

βιεθαξηδηθά αληηγφλα. 

 Αληηγφλα θάςαο (αληηγφλα Κ). Σα αληηγφλα απηά παξαηεξνχληαη κφλν ζηνπο 

παζνγφλνπο γηα ηνλ άλζξσπν νξφηππνπο S. typhi θαη S. paratyphi. Δίλαη αληηγφλα 

ηνπ βαθηεξηδηαθνχ ειχηξνπ, πνιπζαθραξηδηθήο θχζεσο. Δκπνδίδνπλ ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ηνπ αληηγφλνπ Ο, επεηδή πεξηβάιινπλ ην θπηηαξηθφ ηνίρσκα. Γηα ην 

ιφγν απηφ πξηλ απφ ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ αληηγφλνπ Ο πξέπεη λα πξνεγεζεί 

θαηαζηξνθή ησλ αληηγφλσλ ηεο θάςαο κε θαηάιιειν ηξφπν. Απφ ηα πεξηζζφηεξν 

γλσζηά αληηγφλα ηνπ ειχηξνπ, είλαη ην αληηγφλν Vi (νλνκαζία πνπ πξνέξρεηαη απφ ηε 

ιέμε Virulent =ινηκνγφλνο). Καηαζηξέθεηαη ππφ ηελ επίδξαζε ηεο θαηλφιεο φηαλ 

ζεξκαλζεί ζηνπο 60°C γηα κία ψξα. Σα είδε ηνπ γέλνπο Salmonella πνπ έρνπλ ην 

αληηγφλν Vi ζεσξνχληαη πεξηζζφηεξν ινηκνγφλα (Moise, 1978). ΢ην γέλνο 

Salmonella ε ιεπηνκεξήο αλάιπζε ησλ αληηγφλσλ Ο θαη Ζ είρε ζαλ απνηέιεζκα ηελ 

αλαγλψξηζε πνιιψλ εθαηνληάδσλ δηαθνξεηηθψλ νξφηππσλ. Ζ αληηγνληθή απηή 

ηαπηνπνίεζε αλ θαη δελ έρεη κεγάιε ηαμηλνκηθή αμία είλαη ζεκαληηθή απφ 

επηδεκηνινγηθή άπνςε. Ο νξφηππνο ελφο παζνγνληθνχ ζηειέρνπο Salmonella, 

απνηειεί δείθηε αλαγλψξηζεο ηνπ θαη έηζη γίλεηαη δπλαηή ε παξαθνινχζεζε θαη 

ηαπηνπνίεζε ηνπ ζηειέρνπο ζε πεξηπηψζεηο καδηθψλ ηξνθηθψλ δειεηεξηάζεσλ.  

Σα ζηειέρε ζαικνλέιαο επίζεο ηαμηλνκνχληαη ζε δηάθνξνπο ηχπνπο κε βάζε 

ηελ επαηζζεζία ηνπο ζηνπο βαθηεξηνθάγνπο.  

Ζ ζαικνλέια είλαη αλζεθηηθφο κηθξννξγαληζκφο θαη επηδεί αθφκε θαη φηαλ 

ζηεξείηαη ησλ απαξαίηεησλ ζξεπηηθψλ ζπζηαηηθψλ γηα ην κεηαβνιηζκφ ηεο. Ηδηαίηεξα 

ζεκαληηθή είλαη ε αλζεθηηθφηεηα ηνπο ζε νξηζκέλεο ρξσζηηθέο θαη ρεκηθέο νπζίεο 

πνπ αλαζηέιινπλ ηελ αλάπηπμε άιισλ βαθηεξίσλ. Αλαπηχζζνληαη ζε pΖ 4-9 θαη ζε 

άικε ππθλφηεηαο κέρξη 7 έσο 8% NaCl. Όπσο ζε φια ηα Gram-αξλεηηθά βαθηήξηα, 

ην θπηηαξηθφ ηνίρσκα ηνπο πεξηέρεη ιηπνπνιπζαθραξίηεο. Με ηε ιχζε ησλ θπηηάξσλ 

νη ιηπνπνιπζαθραξίηεο ειεπζεξψλνληαη θαη ελεξγνχλ σο ελδνηνμίλεο. Ζ ζαικνλέια 

δελ παξάγεη εμσηνμίλεο θαη ν κεραληζκφο παζνγέλεηαο ηεο θαίλεηαη φηη έρεη ζρέζε κε 

ην Ο αληηγφλν ηεο πνπ δξα σο ελδνηνμίλε (Holt, 2000).  
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1.3.5 Παζνγέλεηα θαη θιηληθά ραξαθηεξηζηηθά 

Ο κηθξννξγαληζκφο Salmonella spp. είλαη ππεχζπλνο γηα έλαλ αξηζκφ 

δηαθνξεηηθψλ θιηληθψλ ζπλδξφκσλ.  

Δληεξίηηδα. Οη γαζηξεληεξηθέο κνιχλζεηο είλαη θπξίσο ζπλδεδεκέλεο κε εθείλνπο ηνπο 

νξφηππνπο πνπ εκθαλίδνληαη επξέσο ζηα δψα θαη ηνπο αλζξψπνπο. Μπνξνχλ λα 

θπκαλζνχλ απφ πιεπξάο δξηκχηεηαο απφ αζπκπησκαηηθή κεηαθνξά κέρξη δηάξξνηα 

πνπ είλαη θαη ν πην θνηλφο ηχπνο ζαικνλέισζεο. Ζ πεξίνδνο επψαζεο γηα εληεξίηηδα 

είλαη κεηαμχ 6 θαη 48 σξψλ. Σα θχξηα ζπκπηψκαηα ηνπ ήπηνπ ππξεηνχ, ηεο λαπηίαο, 

ηνπ εκεηνχ, ησλ θνηιηαθψλ πφλσλ θαη ηεο δηάξξνηαο δηαξθνχλ γηα κεξηθέο εκέξεο 

αιιά ζε κεξηθέο πεξηπηψζεηο, κπνξνχλ λα εκκείλνπλ γηα κηα εβδνκάδα ή 

πεξηζζφηεξν. Ζ αζζέλεηα ζπλήζσο πεξηνξίδεηαη απφ κφλε ηεο κε ηελ πάξνδν ηνπ 

ρξφλνπ αιιά κπνξεί λα θαηαζηεί πην ζνβαξή ζηηο ηδηαίηεξα επαίζζεηεο νκάδεο 

πιεζπζκνχ, φπσο ζηνπο πνιχ λένπο, ζηνπο πνιχ ειηθησκέλνπο θαη ζηνπο ήδε 

αζζελείο. Καηφπηλ θαηάπνζεο, ν κηθξννξγαληζκφο ζα επηδήζεη ηεο δηέιεπζεο κέζσ 

ηνπ φμηλνπ πεξηβάιινληνο ηνπ ζηνκάρνπ, ζα πξνζθνιιεζεί ζηα επηζειηαθά θχηηαξα 

ηνπ εληέξνπ κέζσ ζπλδέζκσλ αλζεθηηθψλ ζηε καλφδε. ΢ηε ζπλέρεηα εηζάγνληαη 

εληφο ησλ θπηηάξσλ κε κηα δηαδηθαζία γλσζηή σο ελδνθχηησζε κέζσ δέθηε (receptor 

mediated endocytosis). Ζ ηθαλφηεηα ηεο Salmonella spp. λα εηζάγεηαη ζε κε 

θαγνθπηηαξηθά θχηηαξα πξνζδίδεη νπζηαζηηθή δπλακηθφηεηα ζηελ παζνγέλεηά ηεο. Ζ 

θαηαλφεζε ηεο κνξηαθήο βάζεο απηήο ηεο δηαδηθαζίαο έρεη απμεζεί αξθεηά κε ηελ 

Δηθφλα 1.7 Μηθξνγξαθία αλαπαξάζηαζεο ηνπ 

βαθηεξίνπ ζαικνλέιαο Δηθφλα 1.6 Απνηθίεο ζαικνλέιαο ζε ππφζηξσκα XLD 
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αλαθάιπςε φηη θσδηθνπνηείηαη θαηά έλα κεγάιν κέξνο απφ κηα πεξηνρή 35-40 kb ηνπ 

ρξσκνζψκαηνο, πνπ πεξηγξάθεηαη σο πεξηνρή παζνγέλεηαο. Απηή ε πεξηνρή ηνπ DNA 

θσδηθνπνηεί έλα ζχλζεην ζχζηεκα έθθξηζεο πξσηετλψλ, γλσζηφ σο ζχζηεκα 

έθθξηζεο ηχπνπ ΗΗΗ, πνπ απαηηνχληαη γηα ηελ απνζηνιή ζεκάησλ πνπ απνζπληνλίδνπλ 

ηα θχηηαξα ηνπ μεληζηή θαη ηειηθά νδεγνχλ ζηελ είζνδν ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ. 

Σέηνηα ζπζηήκαηα ππάξρνπλ επίζεο θαη ζε δηάθνξνπο άιινπο εληεξνπαζνγφλνπο 

κηθξννξγαληζκνχο φπσο ηα είδε Shigella, Yersinia θαη ηα εληεξνπαζνγφλα θαη 

εληεξναηκνξξαγηθά ζηειέρε Ε. coli. Ζ ζαικνλέια πνπ έρεη εηζαρζεί κε ελδνθχησζε 

πεξλά κέζα ζηα επηζειηαθά θχηηαξα δηακέζνπ ελφο ζπλδεδεκέλνπ ζηε κεκβξάλε 

ρπκνηνπίνπ, φπνπ πνιιαπιαζηάδνληαη θαη απειεπζεξψλνληαη έπεηηα ζην 

κεκβξαλψδεο βιελλνγφλν. Απηφ πξνθαιεί κηα ξνή θιεγκνλσδψλ θπηηάξσλ πνπ 

νδεγνχλ ζηελ απειεπζέξσζε πξνζηαγιαδηλψλ πνπ ελεξγνπνηνχλ ηελ αδελπιηθή 

θπθιάζε ε νπνία πξνθαιεί έθθξηζε ξεπζηψλ ζηνλ εληεξηθφ απιφ. Ζ εηθφλα είλαη ιίγν 

πην ζχλζεηε αλ αλαινγηζηεί θαλείο φηη ππάξρνπλ ηνπιάρηζηνλ άιιεο ηέζζεξηο 

πεξηνρέο παζνγέλεηαο πνπ ζπκβάιινπλ θη απηέο ζηελ φιε παζνγέλεηα ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ.  

΢πζηεκαηηθή λφζνο. Οη νξφηππνη Salmonella spp. πνπ πξνζαξκφδνληαη αλάινγα κε 

ηνλ μεληζηή είλαη πην επηζεηηθνί θαη ηείλνπλ λα πξνθαιέζνπλ ζπζηεκαηηθέο λφζνπο 

ζηνπο μεληζηέο ηνπο, έλα ραξαθηεξηζηηθφ γλψξηζκα ηνπο πνπ ζπλδέεηαη κε ηελ 

αλζεθηηθφηεηά ηνπο ζηελ θαηαπνιέκεζε απφ ηα θαγνθχηηαξα. ΢ηνπο αλζξψπνπο, 

απηφ ηζρχεη γηα ηνπο ηπθνεηδείο θαη παξαηπθνεηδείο βαθίινπο S. typhi θαη S. 

Paratyphi Α, Β, θαη C, νη νπνίνη πξνθαινχλ ζεςαηκηθέο αζζέλεηεο θαη εληεξηθφ 

ππξεηφ. Ο ηπθνεηδήο ππξεηφο έρεη κηα πεξίνδν επψαζεο απφ 3 έσο 56 εκέξεο, αλ θαη 

ζπλήζσο θπκαίλεηαη κεηαμχ 10 θαη 20 εκεξψλ. Ο επηηηζέκελνο κηθξννξγαληζκφο 

Salmonella spp. δηαπεξλά ην εληεξηθφ επηζήιην θαη έπεηηα κεηαθέξεηαη απφ ηα 

ιεκθηθά θχηηαξα ζηνπο κεζεληεξηθνχο ιεκθαδέλεο. Μεηά απφ ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ 

ηνπ ην παζνγφλν ζηα καθξνθάγα, απειεπζεξψλεηαη ζηε ξνή ηνπ αίκαηνο θαη 

δηαδίδεηαη ζε νιφθιεξν ην ζψκα. Αθαηξνχληαη απφ ην αίκα θαη πάιη κε ρξήζε ησλ 

καθξνθάγσλ αιιά ζπλερίδνπλ λα πνιιαπιαζηάδνληαη κέζα ζε απηά θάηη ην νπνίν 

έρεη σο ζπλέπεηα θαηαζηξνθή ηειηθά ησλ καθξνθάγσλ ηα νπνία απειεπζεξψλνπλ κε 

ηε ζεηξά ηνπο κεγάινπο αξηζκνχο βαθηεξίσλ ζηε ξνή ηνπ αίκαηνο πξνθαιψληαο 

ζεςαηκία. Καηά ηε δηάξθεηα ηνπ δεχηεξνπ ζηαδίνπ ηεο αζζέλεηαο, ν κηθξννξγαληζκφο 

θζάλεη ζηε ρνιεδφρν θχζηε φπνπ πνιιαπιαζηάδεηαη ζηε ρνιή. Ζ ξνή κνιπζκέλεο 
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ρνιήο επηκνιχλεη ην ιεπηφ έληεξν νπφηε θαη πξνθαιείηαη θιεγκνλή θαη έιθνο. Ο 

ππξεηφο εκκέλεη κε παξάιιειε δηάξξνηα θαηά ηελ νπνία απνβάιινληαη κεγάιεο 

πνζφηεηεο βαθηεξίσλ. ΢ε ζνβαξφηεξεο πεξηπηψζεηο, κπνξεί λα εκθαληζηεί 

αηκνξξαγία ησλ ειθψλ θαη δηάηξεζε ηνπ εληέξνπ πνπ νδεγεί ζε πεξηηνλίηηδα. ΢ε 

επηφηεξεο πεξηπηψζεηο, ηα έιθε ζεξαπεχνληαη θαη ν ππξεηφο πέθηεη ζηαδηαθά κεηά 

απφ 4-5 εβδνκάδεο αλάξξσζεο. Ζ κνξηαθή θαη γελεηηθή βάζε γηα ηελ πξνζθφιιεζε 

θαη εηζβνιή ηνπ βαθηεξίνπ Salmonella spp. εληφο ησλ θπηηάξσλ ησλ μεληζηψλ θαη ε 

ελ γέλεη παζνγέλεηά ηεο είλαη θαη ζχλζεηε θαη μερσξηζηή. Σνπιάρηζηνλ 60 γνλίδηα 

είλαη ππεχζπλα γηα ηε ινηκνηνμηθφηεηα ηνπ παζνγφλνπ απηνχ κηθξννξγαληζκνχ 

(Groisman θαη Ochman, 1997). Αξθεηά απφ απηά ηα γνλίδηα εδξεχνπλ σο νπεξφλην ζε 

έλα κεγάιν πιαζκίδην θνηλφ γηα ηνπο πεξηζζφηεξνπο νξνηχπνπο Salmonella spp. ελψ 

αθφκε έλαο κεγάινο αξηζκφο βξίζθεηαη ζε δηάθνξεο πεξηνρέο ηνπ ρξσκνζψκαηνο 

κέζα ζε δψλεο παζνγνληθφηεηαο (pathogenicity islands). Ζ δψλε παζνγνληθφηεηαο 

ηεο νπνίαο ε δξάζε έρεη αλαιπζεί πεξηζζφηεξν είλαη ε SPI-1, κηα πεξηνρή 40 kb πνπ 

δηαζέηεη πάλσ απφ 30 γνλίδηα θαη θσδηθνπνηεί δχν ξπζκηζηηθέο πξσηεΐλεο πνπ 

επηηεινχλ δηαθνξεηηθνχο ξφινπο, ηελ InvF θαη HilA. Δπίζεο θσδηθνπνηεί θαη ηα 

ζηνηρεία ηνπ ζπζηήκαηνο έθθξηζεο ηχπνπ ΗΗΗ, πνπ θαινχληαη Inv/SPA θαη είλαη 

απαξαίηεηα γηα ηελ πξνζβνιή θαη ηε ινηκνηνμηθφηεηα πνπ πξνθαινχλ ζηα 

επηζειηαθά θχηηαξα ηνπ εληέξνπ. Μηα δεχηεξε δψλε παζνγέλεηαο 40 kb, ε SPI-2, έρεη 

εληνπηζηεί ζε ρξσκφζσκα ζην ζηέιερνο S. enterica serovar Typhimurium (Ochman et 

al., 1996· Shea et al., 1996). Ζ δψλε SPI-2 πνπ επζχλεηαη γηα ηελ πξφθιεζε 

ζπζηεκαηηθψλ λνζεκάησλ (systemic disease), πεξηέρεη ηνπιάρηζηνλ 17 γνλίδηα πνπ 

θσδηθνπνηνχλ έλα ξπζκηζηηθφ ζχζηεκα δχν ζηνηρείσλ θαη έλα ζχζηεκα έθθξηζεο 

ηχπνπ ΗΗΗ πνπ θαιείηαη ζχζηεκα Spi/SsA. Απηά ηα ζπζηήκαηα μερσξίδνπλ απφ 

πιεπξάο δνκήο θαη ιεηηνπξγίαο απφ ην ζχζηεκα SPI-1 Inv/Spa θαη ην ζχζηεκα 

έθθξηζεο ηχπνπ ΗΗΗ πνπ είλαη ππεχζπλν γηα ηε δεκηνπξγία θαη ηε ιεηηνπξγία ησλ 

καζηηγίσλ ζε άιια βαθηεξηαθά γέλε. Μηα αθφκα πεξηνρή 7.8 kb ε νπνία εληνπίδεηαη 

ζην κεγάιν πιαζκίδην ινηκνηνμηθφηεηαο (large virulence plasmid) ηνπ βαθηεξίνπ 

Salmonella spp θαη θσδηθνπνηεί πέληε γνλίδηα spvRABCD, είλαη επίζεο ππεχζπλε γηα 

ηελ ινηκνηνμηθφηεηα πνπ πξνθαιεί ην παζνγφλν. 
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1.3.6 ΢πζρεηηζκφο κε ηα ηξφθηκα 

Ζ ζαικνλέισζε πεξηγξάθεηαη σο κφιπλζε πξνεξρφκελε απφ ηα δψα, 

δεδνκέλνπ φηη ε ζεκαληηθφηεξε αηηία ηεο αζζέλεηαο απηήο ζηνλ άλζξσπν είλαη ε 

επαθή κε ηα κνιπζκέλα δψα ή ηα πξντφληα ηνπο. Αλεπαξθήο ή απνχζα ηειηθή 

ζεξκηθή επεμεξγαζία είλαη νη πην θνηλνί παξάγνληεο πνπ ζπκβάιινπλ ζηελ πξφθιεζε 

θξνπζκάησλ ζαικνλέισζεο θαη επηηξέπνπλ ζην παζνγφλν λα αλαπηπρζεί ζηα 

ηξφθηκα. Σν θξέαο, ην γάια, ηα πνπιεξηθά θαη ηα απγά είλαη ελ δπλάκεη θνξείο ηνπ 

βαθηεξίνπ, νη νπνίνη αλ δελ δερηνχλ ηελ απαηηνχκελε επεμεξγαζία επηηξέπνπλ ζηε 

ζαικνλέια λα επηδήζεη θαη δχλαληαη λα πξνθαιέζνπλ δηαζηαπξνχκελε επηκφιπλζε 

άιισλ ηξνθίκσλ πνπ θαηαλαιψλνληαη ρσξίο πεξαηηέξσ καγείξεκα. Ζ δηακίαλζε 

κπνξεί λα εκθαληζηεί κέζσ ηεο άκεζεο επαθήο ή έκκεζα κέζσ ηνπ κνιπζκέλνπ 

εμνπιηζκνχ. 

Σα ηξφθηκα κπνξνχλ λα κνιπλζνχλ κε: 

• ηα θφπξαλα ησλ δψσλ.  

• ηα ρέξηα αηφκσλ θνξέσλ πνπ αζρνινχληαη κε ηελ επεμεξγαζία ησλ ηξνθίκσλ. 

• ηελ επαθή ηνπο κε κνιπζκέλα εξγαιεία θαη ζθεχε. 

• κνιπζκέλα δψα ή θηελνηξνθηθά πξντφληα (π.ρ. απγά) (Doyle et al., 2001). 

 

 

 

 

 

Δηθφλα 1.8  Γηάγξακκα κεηαθνξάο-επηκφιπλζεο κε ζαικνλέια. 
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1.3.7 Μέηξα πξνθχιαμεο 

Σα κέηξα πνπ πξνηείλνληαη γηα ηνλ πεξηνξηζκφ ηεο παξνπζίαο ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ ζαικνλέιαο θαη ηελ απνθπγή ησλ ηξνθνινηκψμεσλ είλαη 

πνιιαπιά. Απηά εθηείλνληαη απφ ειέγρνπο ησλ Κξαηηθψλ Τπεξεζηψλ θαη 

Πξνγξάκκαηα ζε Δζληθφ θαη Γηεζλέο Δπίπεδν κε ξεαιηζηηθά θξηηήξηα θαη αλάιπζε 

ζηαηηζηηθψλ δεδνκέλσλ, κέρξη απιέο ελέξγεηεο πνπ πξέπεη λα έρεη ππφςε ηνπ ν θάζε 

άλζξσπνο . Έηζη δηαθξίλνπκε ηα παξαθάησ δσνηερληθά κέηξα: 

• Δθπφλεζε Πξνγξακκάησλ ζε Δζληθφ Δπίπεδν πξφιεςεο ηεο κεηάδνζεο ηεο 

ζαικνλέιαο ζηα δψα θαη ζηα πηελά.  

• Έιεγρνο ησλ δσνηξνθψλ. 

• Πξνιεπηηθή πγηεηλή ησλ δψσλ θαη ησλ πηελψλ θαη ηνπ πεξηβάιινληνο ζηνπο 

ζηάβινπο θαη ηηο θάξκεο. 

• Παξαγσγή δψσλ απαιιαγκέλσλ απφ παζνγφλνπο κηθξννξγαληζκνχο, κεηαμχ ησλ 

νπνίσλ ζπγθαηαιέγεηαη θαη ε ζαικνλέια (specific pathogen free). 

• Δθπαίδεπζε ηνπ πξνζσπηθνχ ησλ ζηαβιηθψλ εγθαηαζηάζεσλ. 

• Απνηειεζκαηηθφο έιεγρνο πξηλ ηελ ζθαγή ησλ δψσλ θαη ησλ πηελψλ. 

• Πιεξνθνξηαθή ζχλδεζε ησλ επξεκάησλ ησλ ζθαγείσλ κε φιν ην θχθισκα 

παξαγσγήο θαη δηαθίλεζεο ηνπ θξέαηνο (Δζληθφ θαη Γηεζλέο Δπίπεδν). 

• Αληηκεηψπηζε ησλ αζζελεηψλ κε ρξήζε θαηάιιεισλ θαξκάθσλ. 

 

1.3.8 Δπηβίσζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ Salmonella spp. ππφ ζπλζήθεο φμηλεο 

θαηαπφλεζεο 

Ζ νκνηφζηαζε ηνπ εζσηεξηθνχ pH ηνπ θπηηάξνπ ηνπ κηθξννξγαληζκνχ 

Salmonella spp. φηαλ απηφο εθηίζεηαη ζε αθξαία φμηλεο ηηκέο pH, δηαηεξείηαη φηαλ ν 

κηθξννξγαληζκφο έρεη πξνεγνπκέλσο ππνζηεί ήπηα φμηλε θαηαπφλεζε. Απηφ 

επηηξέπεη ηε ζχλζεζε εθ κέξνπο ηνπ βαθηεξηαθνχ θπηηάξνπ πξσηετλψλ φμηλεο 

θαηαπφλεζεο (acid stress proteins) φηαλ βξεζεί αξγφηεξα ζε πνιχ ρακειέο ηηκέο pH 

πεξηβάιινληνο, θάηη ην νπνίν ζα ήηαλ αλέθηθην ζε θχηηαξα πνπ δελ ζα είραλ ππνζηεί 
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απηή ηελ αξρηθή πξνζαξκνγή θαη ζα εθηίζνληαλ απεπζείαο ζε αθξαία φμηλεο ηηκέο 

pH. Έλα απφ ηα ζπζηήκαηα πνπ ζπκβάιινπλ ζηε δηαηήξεζε ηεο αλζεθηηθφηεηαο ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ ζε ζπλζήθεο φμηλεο θαηαπφλεζεο είλαη ην ζχζηεκα 

απνθαξβνμπιάζεο ηεο ιπζίλεο (lysine decarboxylase - CadA) ην νπνίν ιεηηνπξγεί ζε 

ζπλδπαζκφ κε έλα κεηαθνξέα ιπζίλεο:θαδαβεξίλεο (CadB) (Park et al., 1996). Ο 

κηθξννξγαληζκφο Salmonella spp. κπνξεί λα επηδήζεη πνιιψλ δηαθνξεηηθψλ 

ζπλζεθψλ φμηλεο θαηαπφλεζεο, αθνχ ε επηβίσζή ηνπ εμαξηάηαη απφ ην πνηά 

ακηλνμέα είλαη δηαζέζηκα ζην πεξηβάιινλ αλάπηπμεο (ιπζίλε, νξληζίλε, αξγηλίλε) 

νπφηε θαη ζέηεη ζε «ιεηηνπξγία» ην αληίζηνηρν ζχζηεκα επαγσγήο 

νμεναλζεθηηθφηεηαο. Έρνπλ αλαγλσξηζηεί ηξείο ξπζκηζηηθέο πξσηεΐλεο , νη RpoS, Fur 

θαη PhoP, πνπ ειέγρνπλ δηάθνξα ζπζηήκαηα αλζεθηηθφηεηαο ζηελ φμηλε θαηαπφλεζε 

θαη πξνθαινχλ ηελ έθθξαζε κηαο νκάδαο πξσηετλψλ ζε απηέο ηηο ζπλζήθεο. Αθφκε ν 

παξάγνληαο ζίγκα, ζS, πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην rpoS ξπζκίδεη έλα κέξνο ηεο 

νμεναλζεθηηθφηεηαο ηεο Salmonella spp. θαη απνηειεί επίζεο έλα θξίζηκν ξπζκηζηή 

ηεο θπζηνινγίαο ηνπ θπηηάξνπ θαηά ηελ ζηαηηθή θάζε αλάπηπμεο αιιά έρεη 

απνδεηρηεί ε ρξεζηκφηεηά ηνπ θαη θαηά ηελ εθζεηηθή θάζε (Hengge-Aronis, 1996). 

Μεηαιιάμεηο ησλ γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνχλ ηηο αλσηέξσ ξπζκηζηηθέο πξσηεΐλεο 

νδεγνχλ ζε πηζαλή κείσζε ηεο αλζεθηηθφηεηαο ηνπ θπηηάξνπ ζε ζπλζήθεο φμηλεο 

θαηαπφλεζεο, απνδεηθλχνληαο ην ζπνπδαίν ξφιν πνπ επηηεινχλ ζ‟ απηφ ηνλ ηνκέα. 

 

1.4 ΟΡΓΑΝΗΚΑ ΟΞΔΑ 

1.4.1 Γξάζε ησλ νξγαληθψλ νμέσλ 

 Δίλαη πιένλ ζαθέο φηη είλαη απαξαίηεηε ε εμπγίαλζε ησλ δσνηξφθσλ κε 

ζηφρν ηελ αζθάιεηα ησλ ηειηθψλ πξντφλησλ – ηξνθίκσλ. Γηα ηε κείσζε ηνπ 

κηθξνβηαθνχ θνξηίνπ ζαικνλέιαο ησλ δσνηξφθσλ πέξα ησλ άιισλ κεζφδσλ γίλεηαη 

θαη ρξήζε νξγαληθψλ νμέσλ, θπξίσο θνξκηθνχ, πξνπηνληθνχ θαη γαιαθηηθνχ θαζψο 

θαη κίμε απηψλ. 

Σα νξγαληθά νμέα κε κηθξφ αξηζκφ αηφκσλ άλζξαθα (short-chain fatty acids, 

SCFAs) φπσο κπξκεθηθφ (θνξκηθφ), νμηθφ, πξνπηνληθφ, βελδντθφ, θηηξηθφ θαη 

γαιαθηηθφ είλαη γλσζηφ φηη έρνπλ αληηκηθξνβηαθέο ηδηφηεηεο (Bergeim, 1940). Ζ 

βαθηεξηνζηαηηθή δξάζε ησλ SCFAs έρεη κειεηεζεί εθηελέζηεξα ζηα εληεξνβαθηήξηα, 

φπσο ε Salmonella spp., ε Escherichia coli θαη ε Shigella flexneri, κε 
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απνηειεζκαηηθή ζπγθέληξσζε ησλ νμέσλ κεηαμχ 10 θαη 100 mΜ (Van immerseel et 

al., 2003).  

Ζ αληηκηθξνβηαθή δξάζε ησλ νξγαληθψλ νμέσλ νθείιεηαη ζην αδηάζηαην 

κφξην ηνπο. ΢ηελ αδηάζηαηε κνξθή ηνπο νξηζκέλα νξγαληθά νμέα είλαη πνιχ δηαιπηά 

ζηηο θπηηαξηθέο κεκβξάλεο. Δπίζεο, κφλν ηα ιηπφθηια νμέα παξνπζηάδνπλ 

αληηκηθξνβηαθή δξάζε. Ζ pKa ελφο νμένο είλαη ε ηηκή pH ζηελ νπνία ην 50% ηνπ 

ζπλνιηθνχ νμένο είλαη αδηάζηαην. Σα νξγαληθά νμέα, φληαο αζζελή νμέα, έρνπλ pKa 

πςειή, επνκέλσο βξίζθνληαη θπξίσο ζηελ αδηάζηαηε (άξα θαη ιηπφθηιε) κνξθή ηνπο, 

ηδίσο ζηα φμηλα πεξηβάιινληα. Γεδνκέλνπ φηη ε θπηηαξηθή κεκβξάλε δελ είλαη 

δηαπεξαηή απφ ελψζεηο ζηελ ηνληηθή κνξθή ηνπο, ηα νξγαληθά νμέα είλαη 

πεξηζζφηεξν δξαζηηθά απφ ηα ηζρπξά αλφξγαλα νμέα γηαηί δηαπεξλνχλ επθνιφηεξα 

ηηο θπηηαξηθέο κεκβξάλεο θαη απμάλνπλ πεξηζζφηεξν ηε δηαπεξαηφηεηα ηνπο. Έηζη, ηα 

νξγαληθά νμέα κπνξνχλ θαη δηαπεξλνχλ ηηο θπηηαξηθέο κεκβξάλεο, θαζψο έρνπλ 

ιηπφθπιν ραξαθηήξα (αθνξά ην πνζνζηφ πνπ βξίζθεηαη ζηελ αδηάζηαηε κνξθή ηνπ) 

θαη είλαη ρεκηθά ζπγγελή κε ηε ιηπηδηαθή ζχζηαζε ηεο κεκβξάλεο ησλ θπηηάξσλ. 

Δπίζεο έρνπλ επαξθή δηαιπηφηεηα θαη ζηα πδάηηλα κέζα, νχησο ψζηε λα παξακέλνπλ 

δξαζηηθά ζην πδάηηλν έζσ- αιιά θαη έμσ-θπηηαξηθφ πεξηβάιινλ. Απηφ ηζρχεη γηα ηα 

νξγαληθά νμέα κε κηθξφ αξηζκφ αηφκσλ άλζξαθα. 

 

Σν αδηάζηαην νξγαληθφ νμχ σο ιηπφθηιν εηζρσξεί κέζσ ηεο θπηηαξηθήο 

κεκβξάλεο ζην εζσηεξηθφ ηνπ θπηηάξνπ, φπνπ δηίζηαηαη, απειεπζεξψλεη Ζ
+
, 

κεηψλνληαο έηζη ην pH ζην εζσηεξηθφ ηνπ θπηηάξνπ. Σν θχηηαξν πξνθεηκέλνπ λα 

επαλαπνθηήζεη ην αξρηθφ ηνπ pH απνβάιιεη ηελ πεξίζζεηα πξσηνλίσλ. Ζ απνβνιή 

απηή φκσο απαηηεί ελέξγεηα δηφηη ε θπηηαξηθή κεκβξάλε ησλ κηθξννξγαληζκψλ είλαη 

αδηαπέξαηε ζηα Ζ
+
, θαη γίλεηαη κφλν κε ελεξγφ κεηαθνξά. Οη αλαεξφβηνη νξγαληζκνί 

παξάγνπλ ηελ ελέξγεηα απηή (ππφ κνξθή ATP) κέζσ ηεο γιπθφιπζεο ελψ νη 

αλαεξφβηνη κέζσ ηεο νμεηδσηηθήο θσζθνξπιίσζεο.  

Δηθφλα 1.2  Φνξκηθφ νμχ Δηθφλα 1.3  Γαιαθηηθφ νμχ 
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Tα νξγαληθά νμέα απηφ πνπ πξνθαινχλ είλαη έλα stress Ζ
+
 ζην θχηηαξν, κε 

ζπλέπεηα ηελ εμάληιεζε ηνπ ειεθηξνρεκηθνχ δπλακηθνχ (κεδεληζκφο ηνπ ΓpH), 

δηαηαξαρή ηεο νμενβαζηθήο ηζνξξνπίαο θαη απνζχδεπμε ηεο ελεξγνχο κεηαθνξάο απφ 

ην κνλνπάηη ηεο παξαγσγήο ελέξγεηαο ηεο νμεηδσηηθήο θσζθνξπιίσζεο. Οη 

πξσηεΐλεο ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο αιινδνκνχληαη, κε ζπλέπεηα ηηο δνκηθέο 

αιιαγέο ζηε κεκβξάλε θαη αχμεζε ηεο δηαπεξαηφηεηάο ηεο. Σν θχηηαξν αδπλαηεί λα 

πξνζιάβεη ζξεπηηθά ζπζηαηηθά απφ ην πεξηβάιινλ ηνπ ελψ ζπγρξφλσο δηαξξένπλ 

εζσθπηηαξηθά ζπζηαηηθά, ράλεηαη ε ηζνξξνπία θαη ελ ηέιεη ην θχηηαξν 

θαηαζηξέθεηαη.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.2 Παξεκπφδηζε ηεο παζνγέλεηαο απφ ηα SCFAs 

Δθηφο απφ ηελ αλαζηαιηηθή επίδξαζε ζηελ αλάπηπμε ησλ κηθξννξγαληζκψλ 

φπσο πεξηγξάθεηαη αλσηέξσ, ηα νξγαληθά νμέα κε κηθξφ αξηζκφ αηφκσλ άλζξαθα 

(SCFA) έρεη επίζεο δηαπηζησζεί φηη κπνξνχλ λα επεξεάζνπλ παξάγνληεο παζνγέλεηαο 

ησλ βαθηεξίσλ (virulence factors). Γηα παξάδεηγκα, φζνλ αθνξά ζηε Salmonella 

enterica, φηαλ αλαπηχρζεθε ζε ππνζηξψκαηα ζηα νπνία είρε πξνζηεζεί πξνπηνληθφ ή 

βνπηπξηθφ νμχ παξαηεξήζεθε κεησκέλε παζνγέλεηα πξνο ηα HEp-2 θχηηαξα θαη ηα 

επηζειηαθά θχηηαξα (Van immerseel et al., 2003). Υξεζηκνπνηψληαο κεζφδνπο 

ζπγθξηηηθήο κεηαγξαθηθήο αλάιπζεο απνδείρηεθε φηη ην βνπηπξηθφ νμχ κπνξεί λα 

Δηθφλα 1.11  Μεραληζκφο δξάζεο ησλ νξγαληθψλ νμέσλ. Ζ αδηάζηαηε κνξθή ηνπ νμένο 

εηζέξρεηαη ζην εζσηεξηθφ ηνπ θπηηάξνπ δηάκεζνπ ηεο κεκβξάλεο. ΢αλ ζπλέπεηα απηνχ ην 

θχηηαξν πξέπεη λα δαπαλήζεη ελέξγεηα (ΑΣP) πξνθεηκέλνπ λα απνβάιιεη ηελ πεξίζζεηα 

πξσηνλίσλ. 
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πξνθαιέζεη κείσζε ζηελ έθθξαζε ηνπ παξάγνληα παζνγέλεηαο « island 1» (Gantois 

et al., 2006).  

Όζνλ αθνξά ζηνλ ζπζρεηηζκφ δξάζεο ησλ νξγαληθψλ νμέσλ θαη ηνπο 

παξάγνληεο παζνγέλεηαο ησλ βαθηεξίσλ εθηφο απφ ηηο άκεζεο επηδξάζεηο ησλ νμέσλ, 

πηζαλφλ λα ζρεηίδνληαη κε ηηο απαηηήζεηο ησλ βαθηεξίσλ γηα ελέξγεηα. Δηδηθφηεξα, 

ζηα βαθηήξηα γηα ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ κεραληζκψλ παζνγέλεηαο ζεκαληηθφ ξφιν 

παίδνπλ κεραληζκνί επηθνηλσλίαο κεηαμχ ησλ θπηηάξσλ (quorum sensing) (Defoirdt 

et al.2008). Γηα ηελ ελεξγνπνίεζε απηψλ ησλ κεραληζκψλ θαη γηα ηελ παξαγσγή ησλ 

«κελπκάησλ» απαηηείηαη ελέξγεηα (Keller and Surette, 2006), πνπ ίζσο δελ είλαη 

δηαζέζηκε, θαζψο παξνπζία νμέσλ ηα θχηηαξα πξνζπαζνχλ λα εμηζνξξνπήζνπλ ην 

εζσηεξηθφ pH ηνπο κε απνηέιεζκα ηελ θαηαλάισζε ελέξγεηαο θαη ζπλεπψο αδπλακία 

παξαγσγήο ησλ «κελπκάησλ-ζηληάισλ» επηθνηλσλίαο θαη αθνινχζσο κεησκέλε 

εκθάληζε παζνγέλεηαο. 

 

1.5 Πξσηενκηθή Αλάιπζε 

1.5.1  Δηζαγσγή 

Ζ πξσηενκηθή είλαη ε κεγάιεο θιίκαθαο κειέηε ησλ πξσηετλψλ, ηδηαίηεξα ηεο 

δνκήο θαη ιεηηνπξγίαο ηνπο (Anderson θαη Anderson, 1998, Blackstock θαη Weir, 

1999). Δίλαη ε κειέηε ησλ πξσηενκάησλ, δειαδή ηνπ ζπλφινπ ησλ πξσηετλψλ ελφο 

βηνινγηθνχ ζπζηήκαηνο (νξγαληζκφο, φξγαλν, ηζηφο, θ.ά.), ησλ δνκψλ ηνπο, ησλ 

αιιειεπηδξάζεσλ, ησλ κεηά-κεηαθξαζηηθψλ ηξνπνπνηήζεσλ θαη ησλ αιιαγψλ ζηα 

επίπεδα ηνπο. 

Ζ ηερλνινγία ηεο Πξσηενκηθήο (Proteomics) αλαπηχρζεθε θπξίσο ιφγσ ηεο 

αικαηψδνπο πξνφδνπ ηερλνινγίαο νξγάλσλ απηνκαηνπνηεκέλεο αλάιπζεο ζε 

ζπλδπαζκφ κε ηηο γλψζεηο θαη ηηο ηερληθέο δηαρσξηζκνχ πξσηετλψλ πνπ πξνυπήξραλ. 

Οη πξσηεΐλεο είλαη δσηηθήο ζεκαζίαο ζπζηαηηθά ησλ δσληαλψλ νξγαληζκψλ, 

αθνχ είλαη ηα θχξηα ζπζηαηηθά ησλ θπζηνινγηθψλ κεηαβνιηθψλ κνλνπαηηψλ ησλ 

θπηηάξσλ. Ο φξνο «proteomics» παξνπζηάζηεθε γηα πξψηε θνξά ην 1997 (James, 

1997) σο αλάινγνο ηνπ φξνπ genomics, ηεο κειέηεο δειαδή ησλ γνληδίσλ. Ζ ιέμε 

«πξσηέσκα» είλαη κηα κίμε ησλ ιέμεσλ «πξσηεΐλεο» θαη «γνληδίσκα», θαη 

θαηαζθεπάζηεθε απφ ηνλ θαζεγεηή Marc Wilkins ην 1994. Σν πξσηέσκα είλαη 
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νιφθιεξν ην ζχκπιεγκα ησλ πξσηετλψλ πνπ παξάγεηαη απφ έλαλ νξγαληζκφ ή έλα 

ζχζηεκα (Wilkins et al., 1996), ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ ρσξνρξνληθψλ 

ηξνπνπνηήζεσλ θαη κεηαβνιψλ πνπ επηζπκβαίλνπλ ζε απηφ. Σν γνληδίσκα είλαη 

ζρεδφλ ζηαηηθή εηθφλα γηα ηνπο πηζαλνχο ηξφπνπο πνπ έλα θχηηαξν ρξεζηκνπνηεί ηα 

γνλίδηά ηνπ, παξφκνην γηα φια ηα θχηηαξα ελφο νξγαληζκνχ, κε κηθξέο 

δηαθνξνπνηήζεηο εληφο ηνπ ίδηνπ είδνπο. Αληηζέησο, ην πξσηέσκα εκθαλίδεη ρξνληθή 

θαη εμαξηψκελε απφ εμσηεξηθνχο παξάγνληεο δπλακηθή, ελψ δηαθέξεη θαη αλάκεζα 

ζηνπο δηάθνξνπο θπηηαξηθνχο ηχπνπο. Ζ Πξσηενκηθή κπνξεί λα αλαιχζεη αθξηβψο 

απηή ηε δπλακηθή πξνζδηνξίδνληαο φρη κφλν γνληδηαθά πξντφληα, αιιά φπσο 

αλαθέξακε παξαπάλσ θαη ηελ πιεζψξα ηξνπνπνηήζεσλ ησλ πξντφλησλ απηψλ. Έλα 

παξάδεηγκα ηνπ φγθνπ πιεξνθνξίαο πνπ θαιείηαη λα αλαιχζεη ε Πξσηενκηθή θαη 

ηαπηφρξνλα εηδνπνηφο δηαθνξά κε ηελ Γνληδησκαηηθή είλαη ην εμήο: Έρεη βξεζεί φηη 

ην αλζξψπηλν γνληδίσκα εκπεξηέρεη 30.000 – 40.000 γνλίδηα, ηα πεξηζζφηεξα απφ ηα 

νπνία θσδηθνπνηνχλ πξσηεΐλεο. Ο ζεσξεηηθφο φκσο αξηζκφο γνληδηαθψλ πξσηετληθψλ 

πξντφλησλ ζε θάζε δεδνκέλε ζηηγκή κπνξεί λα αλέιζεη ζην 1.000.000, ελψ ζε 

νιφθιεξε ηε δσή ηνπ αλζξψπνπ δχλαηαη λα θηάζεη έσο θαη 10.000.000. Δπηπιένλ, 

πεξίπνπ ην 60% ησλ αλζξψπηλσλ γνληδίσλ πθίζηαληαη ελαιιαθηηθφ κάηηζκα θαηά ηε 

κεηαγξαθή ηνπο, πνιιέο πξσηεΐλεο πθίζηαληαη πξσηεφιπζε δίλνληαο πεξηζζφηεξα 

ηνπ ελφο ιεηηνπξγηθά πξντφληα, ελψ θαη νη δηάθνξεο ηξνπνπνηήζεηο (θσζθνξπιίσζε, 

αθεηπιίσζε, κεζπιίσζε, γιπθνδπιίσζε, θαηλπιίσζε, θ. ά.) κπνξνχλ λα ζπκβάινπλ 

ζηελ αχμεζε ηνπ ζπλνιηθνχ αξηζκνχ ιεηηνπξγηθψλ πξσηετληθψλ κνξίσλ. 

Σν ελδηαθέξνλ ησλ επηζηεκφλσλ γηα ηελ πξσηενκηθή είλαη ηεξάζηην ιφγσ ηνπ 

φηη παξέρεη θαιχηεξε θαηαλφεζε ελφο νξγαληζκνχ απφ ηε γνληδησκαηηθή. Πξψηνλ, ην 

επίπεδν κεηαγξαθήο ελφο γνληδίνπ δίλεη κφλν κηα θαηά πξνζέγγηζε εθηίκεζε ηνπ 

επηπέδνπ έθθξαζήο ηνπ ζε πξσηεΐλε. Έλα mRNA πνπ παξάγεηαη ζε αθζνλία κπνξεί 

λα αιινησζεί γξήγνξα ή λα κεηαθξαζηεί αλεπαξθψο, κε ζπλέπεηα παξαγσγή κηθξψλ 

πνζνηήησλ κηαο πξσηεΐλεο. Γεχηεξνλ, πνιιέο πξσηεΐλεο πθίζηαληαη ηξνπνπνηήζεηο 

κεηά ηε κεηάθξαζε πνπ έρνπλ πξνθαλείο επηπηψζεηο ζηε ιεηηνπξγία ηνπο. 

Παξαδείγκαηνο ράξηλ κεξηθέο πξσηεΐλεο δελ είλαη ελεξγέο έσο φηνπ 

θσζθνξπιησζνχλ. Σξίηνλ, ε κεηαγξαθή δχλαηαη λα δψζεη πεξηζζφηεξεο απφ κηα 

πξσηεΐλεο, κέζσ ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο (alternative splicing) ή ησλ ελαιιαθηηθψλ 

κεηα-κεηαθξαζηηθψλ ηξνπνπνηήζεσλ. Σέηαξηνλ, πνιιέο πξσηεΐλεο δηακνξθψλνπλ 

ζχκπινθα κε άιιεο πξσηεΐλεο ή κφξηα RNA θαη ιεηηνπξγνχλ κφλν παξνπζία απηψλ 
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Δηθφλα 1.4  Α) Ζ αιιεινχρηζε γνληδησκάησλ θαη ε κειέηε κεηαγξαθνκάησλ ηξνθνδφηεζε ηελ πξφνδν ηεο 

Πξσηενκηθήο. Β) ΢ηηο κέξεο καο παξαηεξείηαη κηα ζεκαληηθή θίλεζε απφ ηε Γελσκηθή ζηελ Πξσηενκηθή, ε 

νπνία θαη απνηειεί ην επφκελν βήκα ζηελ πξνζπάζεηα λα απνθαιχςνπκε πσο ζρεηίδνληαη γνλίδηα κε 

βηνινγηθέο ιεηηνπξγίεο θαη παζνγελείο θαηαζηάζεηο [10]. Σν πιήζνο δεδνκέλσλ θαη ησλ δπν απηψλ 

ηερλνινγηψλ έξρεηαη λα αλαιχζεη ε Βηνπιεξνθνξηθή 

ησλ κνξίσλ. Σέινο, ν ξπζκφο κείσζεο ηνπ πξσηετληθνχ πεξηερνκέλνπ δηαδξακαηίδεη 

έλαλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ πεξηεθηηθφηεηα ζε πξσηεΐλε ηνπ δείγκαηνο (Belle et al., 

2006). Έλαο ηξφπνο βάζεη ηνπ νπνίνπ κπνξεί λα κειεηεζεί κηα ζπγθεθξηκέλε 

πξσηεΐλε είλαη ε αλάπηπμε ελφο αληηζψκαηνο πνπ είλαη εμεηδηθεπκέλν γηα εθείλε ηελ 

πξσηεΐλε.   

Έλαο πην θνηλφο ηξφπνο λα θαζνξηζηεί ε κεηα-κεηαθξαζηηθή ηξνπνπνίεζε 

κηαο πξσηεΐλεο είλαη κε ηελ ππνβνιή ελφο ζχλζεηνπ κίγκαηνο πξσηετλψλ ζε 

ειεθηξνθφξεζε «δχν-δηαζηάζεσλ», θαηά ηελ νπνία νη πξσηεΐλεο ειεθηξνθνξνχληαη 

πξψηα θαηά κηα δηάζηαζε (π.ρ. θαηά ηζνειεθηξηθφ ζεκείν) θαη έπεηηα θαηά ηελ άιιε 

(π.ρ. θαηά κνξηαθφ βάξνο), κέζσ ελφο δηαδνρηθνχ ζπλδπαζκνχ ηζνειεθηξηθνχ 

εζηηαζκνχ (isoelectric focusing, IEF) θαη ειεθηξνθφξεζεο πεθηήο 

πνιπαθξπιακηδίνπ-δσδεθπινζεηηθνχ λαηξίνπ (sodium dodecyl sulfate – 

polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE), πνπ επηηξέπεη ηελ απεηθφληζε ησλ 

κηθξψλ δηαθνξψλ πνπ εληνπίδνληαη ζε κηα πξσηεΐλε πξαγκαηνπνηψληαο δηαρσξηζκφ 

ηεο ηξνπνπνηεκέλεο κνξθήο ηεο απφ ηε κε ηξνπνπνηεκέλε. ΢ηηο κέξεο καο, ε ηερληθή 

2D ειεθηξνθφξεζε παίδεη έλα ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ πξσηενκηθή έξεπλα πνπ αθνξά 

ζηελ επηζηήκε θαη ηερλνινγία ησλ ηξνθίκσλ αλ θαη πξφζθαηα, κηα άιιε πξνζέγγηζε 

έρεη αλαπηπρζεί θαη ε νπνία νλνκάδεηαη PROTOMAP θαη ζπλδπάδεη ηελ SDS-PAGE 

κε ην ιεγφκελν shotgun proteomics πνπ ρξεζηκνπνηεί έλα ζπλδπαζκφ πγξήο 

ρξσκαηνγξαθίαο πςειήο απφδνζεο (HPLC) θαη θαζκαηνκεηξίαο κάδαο (mass 

spectrometry) (Hu et al., 2007, Fournier et al., 2007, Nesvizhskii, 2007). 
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Οη θιάδνη πνπ αζρνινχληαη κε ηε δνκή ησλ πξσηετλψλ, ηε ιεηηνπξγία θαη ηελ 

έθθξαζε ηνπο νλνκάδνληαη αληίζηνηρα: 

 Γνκηθή Πξσηενκηθή - Τςειήο ξπζκναπφδνζεο Κξπζηαιινγξαθία αθηηλψλ Υ 

θαη θαζκαηνζθνπίαο καγλεηηθνχ ζπληνληζκνχ (NMR) 

 Λεηηνπξγηθή Πξσηενκηθή – ΢χζηεκα δηπινχ Τβξηδίνπ ζηε δχκε (Yeast Two-

hybrid), Αλάιπζε Μνηίβσλ (Motif Analysis), Αλάιπζε Απαινηθήο (Deletion 

Analysis), Σζηπ ΢πλδεηψλ (Ligand Chips) 

 Πξσηενκηθή Έθθξαζεο ή Αλαιπηηθή Πξσηενκηθή - Ζιεθηξνθφξεζε, 

Πξσηετληθά ηζηπ, DNA ηζηπ, Τγξή Υξσκαηνγξαθία Τςειήο Απφδνζεο (HPLC), 

Φαζκαηνκεηξία κάδαο (Mass Spectrometry). 

΢ηε ζπγθεθξηκέλε εξγαζία εθαξκφζηεθαλ ηερληθέο θαη ηερλνινγίεο ηεο 

Αλαιπηηθήο Πξσηενκηθήο θαη ζπγθεθξηκέλα Ζιεθηξνθφξεζε 2 δηαζηάζεσλ θαη 

Φαζκαηνκεηξία Μάδαο. Δηδηθφηεξα, αθνινπζήζεθε ε ηππηθή δηαδηθαζία γηα 

Πξσηενκηθή αλάιπζε : 1) Γηαρσξηζκφο κίγκαηνο νιηθψλ πξσηετλψλ κε 

ειεθηξνθφξεζε 2 δηαζηάζεσλ, 2) Αλάιπζε εηθφλαο πεθησκάησλ, 3) Δμαγσγή 

πξσηετληθψλ θειίδσλ απφ ηα πεθηψκαηα θαη ηαπηνπνίεζε ησλ δηαρσξηζκέλσλ 

πξσηετλψλ κε Φαζκαηνκεηξία κάδαο, 4) Βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε κέζσ έξεπλαο 

ζηηο on line βάζεηο δεδνκέλσλ. 

 

1.5.2 Γηαρσξηζκφο πξσηετληθνχ κίγκαηνο κε Ζιεθηξνθφξεζε  

    2 δηαζηάζεσλ  (2D Gel Electrophoresis) 

Έλα απφ ηα πξψηα βήκαηα ζηελ Πξσηενκηθή αλάιπζε είλαη ν δηαρσξηζκφο 

κίγκαηνο πξσηετλψλ . Ζ ειεθηξνθφξεζε 2 δηαζηάζεσλ είλαη ην βαζηθφ θαη θιαζηθφ 

πιένλ εξγαιείν γηα ηε ζθηαγξάθεζε ηνπ πξσηετληθνχ πξνθίι βηνινγηθψλ δεηγκάησλ 

θαζψο καο δίλεη ηελ ηθαλφηεηα λα αλαιχνπκε ρηιηάδεο πξσηεΐλεο ζε θάζε πείξακα 

ηαπηφρξνλα. Οη αξρέο ηεο ηερληθήο ζεκειηψζεθαλ ην 1975. 

΢ηελ Ζιεθηξνθφξεζε 2 δηαζηάζεσλ νη πξσηεΐλεο δηαρσξίδνληαη κε βάζε ην 

θαζαξφ ηνπο θνξηίν, κέζσ IζνHιεθηξηθήο Eζηίαζεο (ΗΖΔ) θαη αθνινχζσο βάζεη ηνπ 

κνξηαθνχ ηνπο βάξνπο κε ηππηθή ειεθηξνθφξεζε πεθηψκαηνο πνιπαθξπιακηδίνπ 

(SDS – PAGE). ΢ην ηέινο ηεο δηαδηθαζίαο έρνπκε κηα εηθφλα πεθηψκαηνο κε 
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Δηθφλα 1.13  Α) ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο Ζιεθηξνθφξεζεο 2 δηαζηάζεσλ (Ζ2Γ). Οη 

πξσηεΐλεο δηαρσξίδνληαη πξψηα βάζεη ησλ ηζνειεθηξηθψλ ηνπο ζεκείσλ θαη ζηε ζπλέρεηα 

βάζεη ησλ κνξηαθψλ ηνπο βαξψλ. Β) Ζ εηθφλα ελφο πεθηψκαηνο πνιπαθξπιακηδίνπ κε ηηο 

πξσηετληθέο θειίδεο. 

δηάζπαξηεο θειίδεο, θάζε κία απφ ηηο νπνίεο αληηπξνζσπεχεη κηα πξσηεΐλε (ιέκε 

πξσηεΐλε θη φρη γνληδηαθφ πξντφλ θαζψο πνιιέο θειίδεο κπνξεί λα αληηζηνηρνχλ ζην 

ίδην γνληδηαθφ πξντφλ, αιιά ζε δηαθνξεηηθέο ηζνκνξθέο ή θαη κεηα-κεηαθξαζηηθέο 

ηξνπνπνηήζεηο).  

 

΢ηνλ ΗΖΔ εθκεηαιιεπφκαζηε ηελ ηδηφηεηα ησλ πξσηετλψλ λα είλαη ζεηηθά ή 

αξλεηηθά θνξηηζκέλεο αλαιφγσο ηνπ pH ηνπ δηαιχκαηνο ζην νπνίν βξίζθνληαη. 

Γεληθά, είλαη ζεηηθά θνξηηζκέλεο ζε pH<pI, ελψ είλαη αξλεηηθά θνξηηζκέλεο ζε 

pH>pI. Οπφηε ππφ ηελ επίδξαζε ειεθηξηθνχ πεδίνπ πςειήο ηάζεο κεηαθηλνχληαη ζε 

κηα δηαβαζκηζκέλε θιίκαθα pH θαη ζηακαηνχλ (εζηηάδνπλ) ζην ζεκείν εθείλν πνπ ην 

θνξηίν ηνπο είλαη 0, νπφηε θαη δελ κπνξνχλ πιένλ λα θηλεζνχλ ππφ ηελ επίδξαζε 

ειεθηξηθνχ πεδίνπ. Αλ γηα θάπνην ιφγν ε εθάζηνηε πξσηεΐλε θχγεη απφ ην ζεκείν 

φπνπ έρεη εζηηαζηεί, ηφηε ακέζσο θνξηίδεηαη θαη επαλέξρεηαη ζε απηφ. 

Ζ δηαβαζκηζκέλε θιίκαθα pH πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηα πεηξάκαηα ήηαλ 

νπζηαζηηθά κηα ιεπηή επηκήθεο πιαζηηθή ηαηλία ζηε κία πιεπξά ηεο νπνίαο ππάξρεη 

πήθησκα πνιπαθξπιακηδίνπ. ΢ην πήθησκα έρνπλ ελζσκαησζεί κε νκνηνπνιηθνχο 

δεζκνχο, φμηλεο θαη βαζηθέο νκάδεο ρεκηθψλ νπζηψλ (CH2=CH-CO-NH-R, φπνπ R 

είλαη κηα αζζελήο φμηλε ή βαζηθή νκάδα) πνπ νλνκάδνληαη acrylamido buffers, νη 

νπνίεο δεκηνπξγνχλ κία αθηλεηνπνηεκέλε δηαβάζκηζε pH. Οη ηαηλίεο πνπ 

πεξηγξάθεθαλ νλνκάδνληαη Σαηλίεο Αθηλεηνπνηεκέλεο Γηαβάζκηζεο pH (Immobilised 
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pH Gradient Strips ή IPG Strips) (Δηθ. 1.14) θαη ρξεζηκνπνηνχληαη θαηά θφξνλ ζηελ 

IHE. 

  

΢ην ηέινο ηεο ΗΔΖ, έρνπκε πεηχρεη έλαλ πξψην δηαρσξηζκφ ηνπ πξσηετληθνχ 

εθρπιίζκαηνο βάζεη ησλ ηζνειεθηξηθψλ ζεκείσλ ησλ ζπζηαηηθψλ ηνπ. Αθνινπζεί ε 

δεχηεξε δηάζηαζε, φπνπ ν δηαρσξηζκφο γίλεηαη βάζεη ηνπ MB, θάζεηα ζηελ πξψηε 

δηάζηαζε, θαζψο νη ΣΑΚ εθαξκφδνληαη ζε πεθηψκαηα πνιπαθξπιακηδίνπ. Πιένλ νη 

πξσηεΐλεο έρνπλ φιεο ην ίδην θνξηίν (αξλεηηθφ) ιφγσ ηεο πξνζζήθεο πεξίζζεηαο 

θνξηίσλ απφ ηνλ ηνληηθφ απνδηαηαθηηθφ παξάγνληα SDS.  

Βαζηθά πιενλεθηήκαηα ηεο παξαπάλσ ηερληθήο είλαη ε ηθαλφηεηα 

ηαπηφρξνλνπ δηαρσξηζκνχ θαη απεηθφληζεο ρηιηάδσλ πξσηετλψλ θαη πξσηετληθψλ 

κνξθψλ ζε έλα θαη κφλν πείξακα, θαζψο θαη ε αλαιπηηθή ηεο αμία, αθνχ κπνξνχλ λα 

ππνινγηζηνχλ ην ΜΒ, ην ηζνειεθηξηθφ ζεκείν θαη ην ζρεηηθφ πνζνζηφ κηαο 

πξσηεΐλεο ζε έλα δείγκα. Μεηνλεθηήκαηα απνηεινχλ ε κεησκέλε ηθαλφηεηα 

αλίρλεπζεο πξσηετλψλ κηθξήο αθζνλίαο, αθξαίσλ κνξηαθψλ βαξψλ (γηα πξσηεΐλεο κε 

ΜΒ πάλσ απφ 200kb θαη θάησ απφ 10kb απαηηείηαη ξχζκηζε ηεο ζπγθέληξσζε ηεο 

πεθηήο πνιπαθξπιακηδίνπ), αθξαίσλ ηζνειεθηξηθψλ ζεκείσλ (κηθξφηεξα ηνπ 3 θαη 

κεγαιχηεξα ηνπ 10) θαη κεγάιεο πδξνθνβηθφηεηαο (π.ρ. δηακεκβξαληθά κφξηα). 

 

 

 

 

 

Δηθφλα 1.14 Σαηλία αθηλεηνπνηεκέλεο θιίζεο pH (IPG 

strip). Οη ηαηλίεο απηέο εκθαλίδνπλ πιενλεθηήκαηα φπσο 

απμεκέλε επαλαιεςηκφηεηα θαη ηθαλφηεηα λα εζηηάδνπλ 

κεγάιεο πνζφηεηεο πξσηετλψλ. 
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1.6 ΢θνπφο ηεο κειέηεο 

Λακβάλνληαο ππφςε καο πσο ηα κειεηψκελα ζηειέρε ζαικνλέιαο έρνπλ 

απνκνλσζεί απφ δσνηξνθέο ρσξψλ ηεο Βφξεηαο Δπξψπεο ηα ηειεπηαία 15 ρξφληα θαη 

φηη ζχκθσλα κε ηα πξναλαθεξζέληα ε ζαικνλέια απνηειεί θχξην παξάγνληα  

επηκφιπλζεο ησλ δσνηξνθψλ, ζθνπφο ηεο παξνχζαο κειέηεο είλαη ε ζπγθξηηηθή 

αμηνιφγεζε ηεο αλάπηπμεο, θαη εηδηθφηεξα ηεο αλζεθηηθφηεηαο παξνπζία ησλ 

νξγαληθψλ νμέσλ γαιαθηηθφ θαη θνξκηθφ (κπξκεθηθφ) 10 ζηειερψλ Salmonella sp.. 

΢ηφρνο επίζεο είλαη ν πξνζδηνξηζκφο ησλ νξίσλ αλάπηπμεο (growth/no growth limits) 

ησλ ζηειερψλ θαη ελ ζπλερεία ε κειέηε ηνπ πξσηετληθνχ πξνθίι ζπγθεθξηκέλσλ 

ζηειερψλ ησλ νπνίσλ δηέθεξε ην πξνθίι αλάπηπμεο ηνπο. Απψηεξνο ζηφρνο είλαη ε 

εμήγεζε ησλ δηαθνξψλ αλάπηπμεο κεηαμχ ησλ ζηειερψλ παξνπζία νξγαληθψλ νμέσλ 

βάζεη ηνπ πξσηεφκαηνο ηνπ θαζελφο θαζψο θαη ε εχξεζε ησλ πηζαλψλ πξσηετλψλ 

πνπ εκπιέθνληαη θαη επζχλνληαη γηα ηε δηαθνξνπνίεζε απηή.  

Σα απνηειέζκαηα ηεο κειέηεο απηήο θαη ε πεξαηηέξσ δηεξεχλεζε ησλ 

ζπγθεθξηκέλσλ ζηειερψλ ζαικνλέιαο, ζα κπνξνχζαλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα ηε 

βειηηζηνπνίεζε ησλ φμηλσλ κεηαρεηξίζεσλ γηα εμπγίαλζε ησλ δσνηξνθψλ θαη ηε 

κείσζε ηνπ θηλδχλνπ επηβίσζεο ηεο ζαικνλέιαο ζε απηέο, θαζψο επίζεο θαη ηε 

απνθπγή εκθάληζεο αλζεθηηθψλ ζηειερψλ ζαικνλέιαο. 
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2. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

2.1 Αλαιψζηκα πιηθά 

Γηα ηηο αλάγθεο ηεο παξνχζαο εξγαζίαο θαη ηε δηεμαγσγή ησλ πεηξακάησλ 

ρξεζηκνπνηήζεθε κηα πιεζψξα πιηθψλ, αλφξγαλα θαη νξγαληθά ρεκηθά 

αληηδξαζηήξηα αιιά θαη ηππνπνηεκέλα ζθεπάζκαηα ζξεπηηθψλ ππνζηξσκάησλ. 

 

2.1.1 Αλφξγαλα θαη νξγαληθά ρεκηθά αληηδξαζηήξηα 

Απφ πιεπξάο αλφξγαλσλ ρεκηθψλ αληηδξαζηεξίσλ ρξεζηκνπνηήζεθε ην 

ρισξηνχρν λάηξην (sodium chloride) (SDS, Peypin, France), ην φμηλν θσζθνξηθφ 

θάιην (dipotassium hydrogen phosphate) (MERCK, Darmstadt, Germany), ην έλπδξν 

δηζφμηλν θσζθνξηθφ λάηξην (monosodium dihydrogen phosphate) (MERCK) θαη ην 

δηυδξηθφ φμηλν θσζθνξηθφ λάηξην (disodium hydrogen phosphate) (MERCK). Σα 

ζηνηρεία ησλ ππφινηπσλ νξγαληθψλ ρεκηθψλ αληηδξαζηεξίσλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

παξνπζηάδνληαη φπνπ απηά ρξεζηκνπνηήζεθαλ. 

 

2.1.2 Θξεπηηθά ππνζηξψκαηα 

Χο ζξεπηηθφ πιηθφ ζε φιε ηελ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία ρξεζηκνπνηήζεθε ην 

ζηεξεφ ζε κνξθή ζθφλεο ππφζηξσκα Brain Heart Infusion (BHI) Broth (Biolife, 

4012302, Milano, Italia) ηνπ νπνίνπ ην pH ζε πδαηηθφ δηάιπκα ξπζκίδνληαλ είηε κε 

θαπζηηθφ λάηξην (NaOH) είηε κε πδξνρισξηθφ νμχ (HCl). 

Δπίζεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα: 

 Tryptic Soy Agar-Yeast Extract (TSAYE) θαη  

 Xylose Lysine Desoxycholate (XLD)  

Σν XLD Agar (Άγαξ Ξπιφδεο Λπζίλεο Γεζνμπρνιηθνχ άιαηνο) είλαη έλα 

κεηξίσο εθιεθηηθφ θαη δηαθνξηθφ πιηθφ γηα ηελ απνκφλσζε θαη δηαθνξνπνίεζε 

αξλεηηθψλ θαηά Gram  εληεξηθψλ παζνγφλσλ (Salmonella θαη Shigella). Πεξηέρεη 

εθρχιηζκα δπκνκπθήησλ σο πεγή ζξεπηηθψλ ζπζηαηηθψλ θαη βηηακηλψλ. 
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Υξεζηκνπνηεί δεζνμπρνιηθφ λάηξην σο εθιεθηηθφ παξάγνληα θαη, ζπλεπψο, είλαη 

αλαζηαιηηθφ γηα ζεηηθνχο θαηά Gram κηθξννξγαληζκνχο. Ζ μπιφδε ελζσκαηψλεηαη 

ζην πιηθφ γηαηί δπκψλεηαη απφ φινπο ζρεδφλ ηνπο εληεξηθνχο νξγαληζκνχο εθηφο απφ 

ηα είδε ηνπ γέλνπο Shigella θαη ε ηδηφηεηά ηεο απηή επηηξέπεη ηε δηαθνξνπνίεζή ηνπο. 

Ζ ιπζίλε πεξηιακβάλεηαη ψζηε λα επηηξέπεηαη ε δηαθνξνπνίεζε ησλ εηδψλ ηνπ 

γέλνπο Salmonella απφ ηνπο κε παζνγφλνπο νξγαληζκνχο, γηαηί ρσξίο ηε ιπζίλε, ηα 

είδε ηνπ γέλνπο Salmonella ζα δχκσλαλ ηαρέσο ηελ μπιφδε θαη δελ ζα δηαθξίλνληαλ 

απφ ηα κε παζνγφλα είδε. Αθνχ εμαληιήζνπλ ηα είδε Salmonella ηελ πξνκήζεηα 

μπιφδεο, ζηε ζπλέρεηα ρξεζηκνπνηνχλ ηε ιπζίλε κέζσ ηνπ ελδχκνπ απνθαξβνμπιάζε 

ηεο ιπζίλεο, κε αλαζηξνθή ζε αιθαιηθφ pH πνπ κηκείηαη ηελ αληίδξαζε ηνπ Shigella.  

Γηα λα εληζρπζεί ε ηθαλφηεηα δηαθνξνπνίεζεο ηεο ζχλζεζεο, ζην πιηθφ 

πεξηιακβάλεηαη έλα ζχζηεκα δείθηε H2S, πνπ απνηειείηαη απφ ζεηνζεητθφ λάηξην θαη 

θηηξηθφ ζίδεξν(ΗΗΗ)ακκψλην, γηα ηελ νπηηθνπνίεζε ηεο παξαγσγήο πδξφζεηνπ, πνπ 

νδεγεί ζην ζρεκαηηζκφ απνηθηψλ κε καχξν θέληξν. Οη κε παζνγφλνη νξγαληζκνί πνπ 

παξάγνπλ H2S δελ επηηπγράλνπλ απνθαξβνμπιίσζε ηεο ιπζίλεο, ζπλεπψο, ε φμηλε 

αληίδξαζε πνπ παξάγεηαη απφ απηά ηα εκπνδίδεη λα δεκηνπξγήζνπλ ην καχξν ρξψκα 

ζηηο απνηθίεο, ην νπνίν πξνθχπηεη κφλν ζε νπδέηεξν ή αιθαιηθφ pH (Taylor, 1965).  

 

2.2 Δξγαζηεξηαθφο εμνπιηζκφο 

Ζ εξγαζηεξηαθή ππνδνκή πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο πεξηειάκβαλε δηάθνξα ζθεχε, φξγαλα θαη ζπζθεπέο πνπ 

αλαθέξνληαη θαη ηα ζηνηρεία ηνπο παξνπζηάδνληαη φπνπ απηά ρξεζηκνπνηήζεθαλ. 

 

2.3 Μηθξνβηαθά ζηειέρε 

΢ηελ παξνχζα εξγαζία κειεηήζεθε ε ζπκπεξηθνξά δέθα ζηειερψλ ηνπ 

παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ Salmonella spp. ππφ ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο εκπνδίσλ 

θαη θαηαπφλεζεο. Σα ελλέα ζηειέρε έρνπλ απνκνλσζεί απφ δσνηξνθέο ρσξψλ ηεο 

Βφξεηαο Δπξψπεο ηα ηειεπηαία 15 ρξφληα ελψ κειεηήζεθε παξάιιεια θαη έλα 

ζηέιερνο πνπ έρεη απνκνλσζεί απφ δείγκαηα ηξνθίκσλ (πνπιεξηθά) θαη δηαηεξεί ην 

Δξγαζηήξην Πνηνηηθνχ Διέγρνπ & Τγηεηλήο Σξνθίκσλ (Πίλαθαο 2.1). Οη 
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κηθξννξγαληζκνί ζπληεξνχληαη ζηνπο -20°C ζε Nutrient broth, παξνπζία γιπθεξφιεο 

ζε πνζνζηφ 50% ηνπ ζπλνιηθνχ φγθνπ. 

Πίλαθαο 2.1  Σα 10 ζηειέρε ζαικνλέιαο πνπ κειεηήζεθαλ ζηελ παξνχζα εξγαζία, κε έληνλν ρξψκα 

επηζεκαίλνληαη απηά ησλ νπνίσλ κειεηήζεθε θαη ην πξσηετληθφ πξνθίι. 

Δπγαζηηπιακόρ 

απιθμόρ 
Οπόηςπορ 

Έηορ 

απομόνωζηρ 
Ππώηη ύλη Κωδικόρ 

167 S. Infantis 2007 αγξηνθξάκβε (ξέβα) Α 

297 S. Putten 2007 αγξηνθξάκβε (ξέβα) Β 

23 S. Agona 1992 αγξηνθξάκβε (ξέβα) C 

355 S. Putten 2007 αγξηνθξάκβε (ξέβα) D 

860 S. Livingstone 1993 αγξηνθξάκβε (ξέβα) E 

252 S. Senftenberg 1995 ζφγηα F 

98 S. Cubana 1991 αγξηνθξάκβε (ξέβα) G 

782 S. Emek 2007 Φνίληθαο (ππξήλαο) H 

655 S. Reading 2007 ζφγηα I 

15100 S. Typhimurium Lab strain, poultry isolated St 

 

 

2.4 Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

Ζ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε θαη νη κηθξνβηαθνί ρεηξηζκνί 

πνπ δηελεξγήζεθαλ – ζε θάζε πεξίπησζε ππφ αζεπηηθέο ζπλζήθεο – παξνπζηάδνληαη 

ζην αθφινπζν δηάγξακκα ξνήο (Δηθφλα 2.1). 

 

2.4.1 Αλαλέσζε ησλ κηθξννξγαληζκψλ 

Πξφθεηηαη γηα ην ζηάδην εθείλν ην νπνίν κεζνιαβεί πξηλ απφ ηνλ 

ελνθζαικηζκφ ησλ κηθξννξγαληζκψλ ζε θάπνην ππφζηξσκα, πξνθεηκέλνπ λα 

αλαθηήζνπλ ηε δσηηθφηεηά ηνπο θαη λα θαηαζηνχλ άκεζα έηνηκνη γηα αλάπηπμε. Ζ 

αλαλέσζε δηαξθεί 18 – 24 ψξεο νπφηε θαη νη κηθξννξγαληζκνί ηνπνζεηνχληαη ζε πγξφ 
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ζξεπηηθφ ππφζηξσκα ΒΖΗ broth κε αθφινπζε επψαζε ζε ζεξκνθξαζία 37
ν
C. 

΢πγθεθξηκέλα, εηζάγεηαη πνζφηεηα ελνθζαικίζκαηνο ζε δνθηκαζηηθνχο ζσιήλεο πνπ 

πεξηέρνπλ πεξίπνπ 10 ml BHI broth θαη αθνινπζεί ζε θάζε πεξίπησζε επψαζε ζηνπο 

37°C γηα 18 - 24 ψξεο. 

Πξνεηνηκαζία εκβνιίσλ 

Έγηλαλ δχν αλαλεψζεηο (ππφ αζεπηηθέο ζπλζήθεο): 

• Ζ πξψηε πεξηιάκβαλε ιήςε θπηηάξσλ Salmonella απφ ηελ ηξάπεδα θπηηάξσλ 

κηθξννξγαληζκψλ ηνπ εξγαζηεξίνπ (stock) κε ηε ρξήζε θξίθνπ θαη ηελ 

πξνζζήθε ηνπο ζε ζσιήλεο κε 10 ml BHI θαη ελ ζπλερεία επψαζε ζηνπο 37ºC 

γηα 18 h 

• Ζ δεχηεξε πεξηιάκβαλε ηε κεηαθνξά 100 κl απφ ηνπο ζσιήλεο ηεο πξψηεο 

αλαλέσζεο ζε ζσιήλεο πνπ πεξηείραλ 10 ml ΒΖI θαη ελ ζπλερεία επψαζε 

ζηνπο 37 ºC γηα 18 h 

• Φπγνθέληξεζε ζηηο 3500 rpm γηα 10 min ζηνπο 4ºC  

• Δθπιχζεηο γηα απνκάθξπλζε ηνπ ζξεπηηθνχ ππνζηξψκαηνο θαη ησλ 

κεηαβνιηθψλ πξντφλησλ ησλ κηθξννξγαληζκψλ ζε δνθηκαζηηθνχο ζσιήλεο κε 

10ml Maximum Recovery Diluent (MRD). 

 

2.4.2 Τπνζηξψκαηα-ζπλζήθεο 

 Παξαζθεπάζηεθαλ ηξείο βαζηθέο νκάδεο ζξεπηηθψλ ππνζηξσκάησλ, κία κε  

ζξεπηηθφ ππφζηξσκα ΒΖ, κία κε ζξεπηηθφ ππφζηξσκα ΒΖ θαη πξνζζήθε ηξηψλ 

δηαθνξεηηθψλ ζπγθεληξψζεσλ γαιαθηηθνχ νμένο (SIGMA L1250), θαη ηέινο κία κε 

ζξεπηηθφ ππφζηξσκα ΒΖ θαη πξνζζήθε ηξηψλ δηαθνξεηηθψλ ζπγθεληξψζεσλ 

θνξκηθνχ νμένο (MERCK, 100264). Κάζε κία νκάδα ππνζηξσκάησλ ρσξίδνληαλ ζε 

8 επηκέξνπο ππνζηξψκαηα κε βάζε ην pH (απφ 4,2 έσο 5,6)( Περάκεηξν pH 526 

WTW). 

Σν ζχλνιν ησλ ππνζηξσκάησλ πνπ παξαζθεπάζηεθαλ θαίλεηαη ζην 

ζρεδηάγξακκα (Δηθφλα 2.1) ιακβάλνληαο ππφςε φηη εθαξκφζηεθε θαηά ηνλ ίδην 

ηξφπν θαη γηα ηηο ηέζζεξηο δηαθνξεηηθέο ζεξκνθξαζίεο (10, 15, 20, 25 
ν
C).  
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Δηθφλα 2.1  Γηάγξακκα πεηξακαηηθνχ ζρεδηαζκνχ ησλ ππνζηξσκάησλ 

Σν pH θάζε ππνζηξψκαηνο ξπζκίζηεθε  κε πξνζζήθε HCl ή NaOH. 

2.4.3 Δλνθζαικηζκφο 

Αθνχ έρνπλ πξνεηνηκαζζεί ηα εκβφιηα θαη έρνπλ εθπιπζεί, 

πξαγκαηνπνηήζεθε ελνθζαικηζκφο ησλ ππνζηξσκάησλ, πνπ είραλ εηζαρζεί εθ ησλ 

πξνηέξσλ ζηηο νπέο ηνπ microplate (πνζφηεηα 250 κl ππνζηξψκαηνο ζε θάζε νπή), κε 

πνζφηεηα 2-6 κl απφ ην εκβφιην. Σα microplates κε ηα ελνθζαικηζκέλα 

ππνζηξψκαηα ηίζεληαη πξνο επψαζε ζηηο εθάζηνηε ζεξκνθξαζίεο (10,15,20,25 
ν
C) 

θαη απφ ηε ζηηγκή ηνπ ελνθζαικηζκνχ ηνπο παξαθνινπζείηαη ε αλάπηπμε ησλ 

κηθξννξγαληζκψλ κέζσ κέηξεζεο ηεο νπηηθήο ππθλφηεηαο (Optical Density - OD)  

ζηα 620 nm(θσηφκεηξν 6100 Spectrophotometer Sunrise Remote Jeniway Tecan), κε 

θχξην ζηφρν ηνλ θαζνξηζκφ απηψλ ησλ ζπλζεθψλ-ππνζηξσκάησλ πνπ επηηξέπνπλ ηελ 

αλάπηπμε (growth) θαη απηψλ πνπ δελ επηηξέπνπλ ηελ αλάπηπμε (no growth). 
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2.5 Πξσηενκηθή αλάιπζε  

 

2.5.1 Παξαιαβή βηνκάδαο 

Πνζφηεηα ελνθζαικίζκαηνο ίζε κε 100 κl ιακβάλεηαη απφ ηελ ηειεπηαία 

αλαλέσζε ησλ κηθξννξγαληζκψλ θαη κεηαθέξεηαη ζε 4 δνθηκαζηηθνχο ζσιήλεο, 1 γηα 

ην θάζε ζηέιερνο, έθαζηνο εθ ησλ νπνίσλ πεξηέρεη 10 ml BHI broth. Με ηελ 

παξέιεπζε 18 – 24 σξψλ επψαζεο ζηνπο 37
ν
C, κεηαθέξνληαη 100 κl απφ ηνλ θάζε 

έλα δνθηκαζηηθφ ζσιήλα ζε 10 λένπο γηα ην θάζε ζηέιερνο, έρνληαο πιένλ ζαξάληα 

δνθηκαζηηθνχο ζσιήλεο, δέθα γηα ην θάζε έλα απφ ηα ηέζζεξα ζηειέρε. ΢ηε ζπλέρεηα 

ηα εκβφιηα πθίζηαληαη δηαδηθαζία έθπιπζεο, ψζηε λα απνκαθξπλζνχλ ηα ηειηθά 

πξντφληα κεηαβνιηζκνχ πνπ ηπρφλ βξίζθνληαη δεζκεπκέλα επί ησλ θπηηάξσλ ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ. Ζ έθπιπζε πξαγκαηνπνηείηαη κε πξνζζήθε ξπζκηζηηθνχ 

δηαιχκαηνο MRD. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηηο 3500 rpm γηα 15 min ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Ζ δηαδηθαζία απηή επαλαιακβάλεηαη εηο ηξηπινχλ. 

Μεηά ηελ έθπιπζε, ην ζχλνιν ηεο βηνκάδαο γηα θάζε δηαθνξεηηθή πεξίπησζε 

ζπιιέγεηαη θαη κεηαθέξεηαη ζε 1 ml ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο δεηγκάησλ (sample 

buffer), πεξηεθηηθφηεηαο 20 mmol/l ζε Tris-HCl κε pH 8.8. 

 

Πίλαθαο 2.2:  ΢χζηαζε 20 mmol/l θσζθνξηθνχ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο (NaPBS) κε pH 7.3 

΢Τ΢ΣΑΣΗΚΑ ΠΔΡΗΔΚΣΗΚΟΣΖΣΑ 

Έλπδξν δηζφμηλν θσζθνξηθφ λάηξην 0.1928 % (w/v) 

Δπηαυδξηθφ φμηλν θσζθνξηθφ λάηξην 0.1616 % (w/v) 

Υισξηνχρν λάηξην 0.8% (w/v) 

 

2.5.2 Λχζε ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ 

΢ην εζσηεξηθφ ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ πνπ πεξηέρνληαη ζην ξπζκηζηηθφ 

δηάιπκα δεηγκάησλ, εθηφο ησλ επηζπκεηψλ πξσηετλψλ πεξηέρνληαη θαη πνιιά άιια 

βηνινγηθά καθξνκφξηα (π.ρ. λνπθιετθά νμέα). ΢ε θάζε πεξίπησζε ηα ζπζηαηηθά απηά 
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απειεπζεξψλνληαη ζην δηάιπκα, κέζσ ηεο ιχζεο ησλ θπηηάξσλ ε νπνία πξνθαιείηαη 

εμαηηίαο ηεο απνδηάηαμεο ηνπ θπηηαξηθνχ πεξηβιήκαηνο. Ζ ιήςε ησλ 

ελδνθπηηαξηθψλ πξντφλησλ απφ ην εζσηεξηθφ ησλ κηθξννξγαληζκψλ ζηελ παξνχζα 

κειέηε έγηλε κε κεραληθέο κεζφδνπο (ππέξερνη (50 W x 5 min)), (ζπζθεπή ππεξήρσλ: 

UP50H Ζielscher), φπνπ ην πεξίβιεκα ηνπ θπηηάξνπ απνδηνξγαλψλεηαη ρσξίο ηελ 

παξνπζία πξφζζεησλ ρεκηθψλ ή άιισλ παξαγφλησλ, νη νπνίνη δχλαληαη λα 

επεξεάζνπλ ζηε ζπλέρεηα ην απνηέιεζκα ηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο. 

Οη ππέξερνη απνηεινχλ κηα επξχηαηα ρξεζηκνπνηνχκελε κεραληθή κέζνδν 

ιχζεο θπηηάξσλ. Πξφθεηηαη γηα ήρνπο πςειήο ζπρλφηεηαο παξαγφκελνπο 

ειεθηξνληθά, νη νπνίνη κεηαθέξνληαη κέζσ ελφο κεηαιιηθνχ ξχγρνπο ζε θπηηαξηθφ 

ελαηψξεκα θαηάιιειεο ζπγθέληξσζεο. Ζ θηινζνθία ηεο ιχζεο κε ππεξήρνπο 

ζηεξίδεηαη ζηε δεκηνπξγία θνηινηήησλ ζην θπηηαξηθφ ελαηψξεκα (Tzannis, 1991). 

Δληνχηνηο, εθηζηάηαη ε πξνζνρή θαηά ηελ εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ, θαζφηη 

παξαηεξείηαη αλάπηπμε πςειψλ ζεξκνθξαζηψλ, ηθαλψλ λα πξνθαιέζνπλ 

αλεπηζχκεηεο κεηνπζηψζεηο ζηηο πξσηεΐλεο. Γη‟ απηφ θαη φιε ε δηαδηθαζία δηεμάγεηαη 

ππφ ςχμε ζε ινπηξφ ππεξήρσλ, κε ελδηάκεζεο δηαθνπέο ελφο ιεπηνχ. 

 

2.5.3 Μέζνδνο πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ πξσηετλψλ  

Ζ κέζνδνο πνπ εθαξκφζηεθε κε ηε 

βνήζεηα ηνπ θσηφκεηξνπ (NanoPhotometer™ 

Implen) είλαη κηα θαζκαηνζθνπηθή αλαιπηηθή 

δηαδηθαζία πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ 

πξσηετλψλ, κε ηελ νπνία κεηξάηαη ε 

ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο ζε θάπνην δηάιπκα.  

Πξφθεηηαη γηα κηα αληηθεηκεληθή κέζνδν 

πξνζδηνξηζκνχ πξσηετλψλ, αθνχ ππάξρεη άκεζε 

εμάξηεζε κεηαμχ ηεο πξνζδηνξηδφκελεο 

πξσηεΐλεο θαη ηεο ζχζηαζήο ηεο ζε πεπηίδηα. Ο πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο είλαη 

απαξαίηεηνο πξνθεηκέλνπ ε πνζφηεηα ηεο πξσηεΐλεο πνπ ζα ιάβνπκε θαη ζα ππνζηεί 

ελ ζπλερεία ειεθηξνθφξεζε λα είλαη ίδηα ζε θάζε πεξίπησζε γηα ηα δείγκαηά καο. 

Δηθφλα 2.2 Σν θσηφκεηξν πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε θαηά ηελ 

πνζνηηθνπνίεζε ησλ πξσηετλψλ. 
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μg πρωτείνησ BSA ανά μl Tris-HCl ςτα 4μl δείγματοσ που φορτώνονται ςτο 
φωτόμετρο 

A280 

Όπσο ζπκβαίλεη κε φιεο ηηο θαζκαηνζθνπηθέο κεζφδνπο, είλαη απαξαίηεηε ε 

δεκηνπξγία πξφηππεο θακπχιεο, κέζσ ηεο νπνίαο επηηπγράλεηαη ν πνζνηηθφο 

πξνζδηνξηζκφο. Δπνκέλσο, θαζίζηαηαη αλαγθαία ε ρξήζε ελφο πξνηχπνπ (BSA, 

APPLICHEM A 1391,0025, Darmstadt, Germany). Ζ πξφηππε θακπχιε είλαη 

γξακκηθή γηα έλα εχξνο ηηκψλ, ην νπνίν εθηείλεηαη απφ 0,05 κg/κl κέρξη 1 κg/κl (κg 

BSA/ κl Tris-HCl). 

Ζ κέζνδνο ιακβάλεη ρψξα κεηά ηε ιχζε ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ θαη 

αθνχ πξψηα ηα ελαησξήκαηα ησλ δεηγκάησλ εληφο ησλ ξπζκηζηηθψλ δηαιπκάησλ 

(Tris-HCl) θπγνθεληξεζνχλ (12000 rpm x 20 min, 4°C), νχηνο ψζηε λα δηαρσξηζηνχλ 

θπηηαξηθά ππνιείκκαηα θαη ηκήκαηα ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο απφ ην ππφινηπν 

δηάιπκα, ην νπνίν πεξηέρεη ηηο πξσηεΐλεο πνπ απειεπζεξψζεθαλ απφ ην εζσηεξηθφ 

ηνπ θπηηάξνπ. Ζ πνζνηηθνπνίεζε γίλεηαη ηφζν γηα ηελ BSA (πξφηππε θακπχιε) φζν 

θαη γηα ηα δείγκαηα ζε δηάιπκα Tris-HCl. ΢χκθσλα κε ηνλ πίλαθα νδεγηψλ ηνπ 

νξγάλνπ γηα θάζε κέηξεζε θνξηψζεθαλ 4 κl απφ ην δηάιπκα. 

 

 

 

 

 

Δηθφλα 2.4 Γξάθεκα ηεο πξφηππεο θακπχιεο (BSA). 

Πίλαθαο  2.3 Δλδεηθλπφκελνο φγθνο πξσηετληθνχ 

δείγκαηνο πνπ „θνξηψλεηαη‟ ζην θσηφκεηξν. 
Δηθφλα 2.3 Φφξησζε 4κl πξσηετληθνχ 

δείγκαηνο ζην θσηφκεηξν 
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Μεηξήζεθαλ νη απνξξνθήζεηο ησλ δεηγκάησλ ζηηο αξαηψζεηο 1:10 θαη 1:100 

θαη ην “θαζαξφ”-αλαξαίσην δείγκα θαη ππνινγίζηεθε ε απαηηνχκελε πνζφηεηα 

ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο ελπδάησζεο πνπ απαηηείηαη, θπξίσο ζχκθσλα κε ηελ 

αξαίσζε 1:10 θαη κε ηε βνήζεηα ηεο πξφηππεο θακπχιεο (Δηθφλα 2.4). 

 

 Πίλαθαο 2.4  Απνηειέζκαηα θσηφκεηξνπ γηα ηα δείγκαηα πνπ κειεηήζεθαλ 

Γείγμα 

(ζηέλεσορ 

ζαλμονέλαρ) 

Απαίωζη 
Αποππόθηζη 

ζηα 280nm 

Σιμή 

ζύμθωνα 

με ηην 

ππόηςπη 

καμπύλη 

(μg ζηα 4 

μl) 

Σιμή ζύμθωνα 

με ηην ππόηςπη 

καμπύλη δια ηος 

4 

(μg/μl) 

Σιμή ηος 

δείγμαηόρ 

(x 10 λόγω 

ηηρ 

απαίωζηρ) 

΢ςνολική 

ποζόηηηα 

ππωηεΐνηρ ζηο 

δείγμα (μg) 

252 

1:10 

0,062 0,391459 0,097865 0,978648 685,0534 

297 0,07 0,427046 0,106762 1,067616 747,331 

655 0,056 0,364769 0,091192 0,911922 638,3452 

15100 0,061 0,387011 0,096753 0,967527 677,2687 

  
    

 

252 

Χωρίς 
αραίωση 

0,684 3,158363 0,789591 0,789591 552,7135 

297 0,712 3,282918 0,82073 0,82073 574,5107 

655 0,684 3,158363 0,789591 0,789591 552,7135 

15100 0,684 3,158363 0,789591 0,789591 552,7135 

 

 

2.5.4 Καηαθξήκληζε κε ηξηρισξνμηθφ νμχ (TCA) 

Μεηά ηελ ηειεπηαία θπγνθέληξεζε, αθνινπζεί ν δηαρσξηζκφο κεηαμχ ησλ 

πξσηετλψλ θαη ησλ θπηηαξηθψλ ζπζηαηηθψλ πνπ αησξνχληαη ζην ππεξθείκελν. Ζ 

θαηαθξήκληζε ηνπο πξαγκαηνπνηείηαη κε ρξήζε ηξηρισξνμηθνχ νμένο (APPLICHEM 

A 1431,0250). Σν ηξηρισξνμηθφ νμχ (TCA) είλαη έλα αλάινγν ηνπ νμηθνχ νμένο, ζην 

νπνίν ηα ηξία πδξνγφλα ηεο κεζπινκάδαο έρνπλ αληηθαηαζηαζεί απφ ηζάξηζκα άηνκα 

ρισξίνπ. Υξεζηκνπνηείηαη επξέσο ζηε βηνρεκεία γηα ηελ θαηαθξήκληζε καθξνκνξίσλ 

(πξσηετλψλ, DNA θαη RNA). Σν TCA ειαηηψλεη ηε δηειεθηξηθή ζηαζεξά ηνπ κέζνπ 

δηαζπνξάο θαη πξνθαιεί αθπδάησζε, νπφηε νη πξσηεΐλεο γίλνληαη αδηάιπηεο θαη 

θαζηδάλνπλ. Δπεηδή νη νξγαληθνί δηαιχηεο κεηνπζηψλνπλ ηηο πξσηεΐλεο, ε 

θαηαθξήκληζε δηεμάγεηαη ζε ζεξκνθξαζίεο γχξσ ζηνπο 0°C, νπφηε θαη ρξεηάδεηαη 

κηθξφηεξν πνζφ ηνπ δηαιχηε εμαηηίαο ηεο ειάηησζεο ηεο δηαιπηφηεηαο ησλ 

πξσηετλψλ ζηηο ρακειέο ζεξκνθξαζίεο. Έηζη ρξεζηκνπνηείηαη δηάιπκα ηξηρισξνμηθνχ 
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νμένο κε ηειηθή πεξηεθηηθφηεηα 10% (w/v). Ζ θαηαθξήκληζε γίλεηαη κε ιήςε ηνπ 

ππεξθεηκέλνπ ηεο θπγνθέληξεζεο θαη ηνπνζέηεζή ηνπ ζην πξναλαθεξζέλ δηάιπκα 

TCA γηα 1 ψξα. 

 

2.5.5 Αλάθηεζε πξσηεΐλεο 

Σν ίδεκα πνπ πξνθχπηεη απφ ηελ επίδξαζε ηξηρισξνμηθνχ νμένο επί ηνπ 

ππεξθεηκέλνπ ηεο θπγνθέληξεζεο δελ απνηειείηαη απνθιεηζηηθά απφ πξσηεΐλεο, αιιά 

πεξηιακβάλεη θαη θάπνηα δεζκεπκέλα κφξηα TCA θαη άιια θαηαθξεκληζζέληα 

βηνινγηθά καθξνκφξηα φπσο DNA θαη RNA. Έηζη πξνθεηκέλνπ ην ίδεκα λα 

απαιιαρζεί απφ ηελ παξνπζία ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ θαη ηνπ TCA, πξνζηίζεηαη ζε 

απηφ αθεηφλε (LAB-SCAN, PLA01 X, Gliwice, Poland). Αθνινχζσο, ην ίδεκα 

αθήλεηαη γηα πεξίπνπ 18 ψξεο ζηνπο -20°C ψζηε ε αθεηφλε λα εθρπιίζεη πιήξσο ηα 

πξναλαθεξζέληα αλεπηζχκεηα ζπζηαηηθά. Μεηά ην πέξαο ησλ 18 σξψλ θαη ηελ 

απαξαίηεηε θπγνθέληξεζε (13000 rpm x 15 min, 4°C), ην ίδεκα εθπιέλεηαη εηο 

δηπινχλ κε αθεηφλε θαη ε παξακνλή ζην δηαιχηε λα δηαξθεί 30 ιεπηά έθαζηε θνξά. 

Σειηθά, κεηά απφ ηηο δηαδνρηθέο εθπιχζεηο κε αθεηφλε θαη ηηο αληίζηνηρεο 

θπγνθεληξήζεηο, ιακβάλεηαη ε θαζαξή πξσηεΐλε ππφ κνξθή ηδήκαηνο. 

 

2.5.6 Γηαδηθαζία ειεθηξνθφξεζεο πεθηήο δχν δηαζηάζεσλ 

Μεηά ηελ παξαιαβή ηνπ πξσηετληθνχ ηδήκαηνο απαιιαγκέλνπ απφ θάζε 

είδνπο πξφζκημε, αθνινπζεί ε δηαδηθαζία ειεθηξνθφξεζεο πεθηήο δχν δηαζηάζεσλ 

πνπ πεξηγξάθεηαη παξαθάησ. 

 

2.5.7 Πξνεηνηκαζία ηνπ δείγκαηνο 

΢ε πξψην ζηάδην είλαη αλαγθαία ε επαλαηψξεζε ηεο ιεθζείζαο πνζφηεηαο 

θαζαξήο πξσηεΐλεο. Ζ επαλαηψξεζε πξαγκαηνπνηείηαη κε δηάιπζε ηεο πξσηετληθήο 

πνζφηεηαο ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ελπδάησζεο (rehydration buffer), ην νπνίν 

πξνζηίζεηαη ζην πξσηετληθφ ίδεκα. Ζ ζχζηαζε ηνπ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο 

ελπδάησζεο θαίλεηαη ζηνλ Πίλαθα 2.5. Καηφπηλ, ε δηαιπζείζα πξσηετληθή πνζφηεηα 
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θαηαλέκεηαη θαη εμαπιψλεηαη ζε εηδηθφ δίζθν ελπδάησζεο/εμηζνξξφπεζεο 

(rehydration/equilibration tray), εληφο ησλ δηαιχζεσλ ηεο νπνίαο ηνπνζεηνχληαη 

έηνηκεο βαζκηδψζεηο pH 4 – 7 ππφ κνξθή ισξίδαο (ready IPG strips) κήθνπο 17 cm 

(L 1632015 BIO-RAD). 

Αθνινχζσο, ε βαζκηδσηή ισξίδα pH επηθαιχπηεηαη κε νξπθηφ έιαην (mineral 

oil, BIO-RAD 163-2129) γηα ηελ παξεκπφδηζε εμάηκηζεο θαηά ηε δηαδηθαζία 

ελπδάησζεο. Σέινο, ην ζχζηεκα αθνχ πξψηα θαιπθζεί κε παξερφκελν πιαζηηθφ 

θάιπκκα ην νπνίν εθαξκφδεη θαηάιιεια ζην δίζθν, αθήλεηαη ζηνλ πάγθν ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 11 – 16 ψξεο, έηζη ψζηε ε πεξηερφκελε πξσηεΐλε λα 

δηαρπζεί θαη λα ελζσκαησζεί ζηε βαζκηδσηή ισξίδα.  

Πίλαθαο 2.5: ΢χζηαζε ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο ελπδάησζεο πξσηετλψλ 

΢Τ΢ΣΑΣΗΚΑ ΠΔΡΗΔΚΣΗΚΟΣΖΣΑ 

Οπξία (APPLICHEM A 1049,1000) 7 Μ 

Θεηνπξία (APPLICHEM A 2535,1000) 2 Μ 

CHAPS 2% (w/v) 

Γηζεηνζξετηφιε (DTT) (APPLICHEM A 1666,0025) 65 mΜ 

Ακθνιχηεο Bio-Lyte 3/10 (BIO-RAD 163-2094) 0.5% (v/v) 

Μπιε βξσκνθαηλφιεο (APPLICHEM A 2331,0005) Ίρλνο 

 

΢ην ζεκείν απηφ νθείινπκε λα δηεπθξηλίζνπκε, φηη γηα ηνλ επθξηλή ελ ηέιεη 

δηαρσξηζκφ ησλ πξσηετληθψλ ζηηγκάησλ θαη ηελ επηηπρία ηεο κεζφδνπ, ε 

ελδεηθλπφκελε  δηαιπζείζα πξσηετληθή πνζφηεηα γηα ην δεδνκέλν κήθνο ηνπ strip 

(17cm) είλαη 504 κg ζε φγθν δηαιχκαηνο 600 κl. 

 

2.5.8 Ηζνειεθηξηθφο εζηηαζκφο 

Ο ηζνειεθηξηθφο εζηηαζκφο (IEF) είλαη κηα ειεθηξνθνξεηηθή κέζνδνο 

δηαρσξηζκνχ ησλ ζπζηαηηθψλ ελφο κίγκαηνο. Καη‟ απηήλ ηα ζπζηαηηθά δηαρσξίδνληαη 

κε βάζε ην ηζνειεθηξηθφ ηνπο ζεκείν (pI). Έηζη, ηαπηφρξνλα κε ην δηαρσξηζκφ 
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επηηπγράλεηαη θαη ν πξνζδηνξηζκφο ηνπ ηζνειεθηξηθνχ ηνπο ζεκείνπ. Με ηε κέζνδν 

απηή, νη πξσηεΐλεο θηλνχληαη ζε έλα ππφζηξσκα κε βαζκίδσζε pH (strip) ζην νπνίν 

έρεη εθαξκνζηεί δηαθνξά δπλακηθνχ (V), κέρξη λα ζπλαληήζνπλ ην pH ζην νπνίν ηα 

ζεηηθά ηνπο θνξηία εμηζψλνληαη κε ηα αξλεηηθά (pI), νπφηε ε θίλεζή ηνπο ζηακαηά, 

αθηλεηνπνηνχληαη θαη εζηηάδνληαη ζε ζηελέο δψλεο. Αθνχ ινηπφλ παξέιζεη ην 

πξνβιεπφκελν ρξνληθφ δηάζηεκα (11-16 ψξεο) θαη ε πξσηετληθή πνζφηεηα έρεη 

ελζσκαησζεί πιήξσο ζηε βαζκηδσηή ισξίδα ηνπ pH, ιακβάλεη ρψξα ν 

ηζνειεθηξηθφο εζηηαζκφο ησλ πξσηετλψλ. Ο ηειεπηαίνο δηεμάγεηαη ζηνπο 20°C, κε ηε 

βνήζεηα ζπζθεπήο ηζνειεθηξηθνχ εζηηαζκνχ Protean IEF Cell (Bio-Rad), ε νπνία θαη 

πξνγξακκαηίδεηαη ζχκθσλα κε έλα πξσηφθνιιν ηξηψλ ζηαδίσλ (Πίλαθαο 2.6). ΢ε 

θάζε πεξίπησζε ην κέγηζην ηνπ δηεξρφκελνπ ξεχκαηνο είλαη 50 κA/strip. 

Πίλαθαο 2.6: Πξφγξακκα ηζνειεθηξηθνχ εζηηαζκνχ πξσηετλψλ, γηα IPG strip κήθνπο 17 cm κε pH 4-7 

ΒΖΜΑ 
ΓΗΑΦΟΡΑ 

ΓΤΝΑΜΗΚΟΤ  (V) 
ΥΡΟΝΟ΢ VOLT-HOURS ΡΤΘΜΟ΢ 

1ν 250 20 min - Γξακκηθφο 

2ν 8,000 2.5 h - Γξακκηθφο 

3ν 8,000 - 20,000 Σαρχο 

΢χλνιν  5.3 h ~30,000  

  

2.5.9 Πξνεηνηκαζία γηα ηε δεχηεξε δηάζηαζε 

Μεηά ηελ νινθιήξσζε ηνπ ηζνειεθηξηθνχ εζηηαζκνχ (1ε δηάζηαζε 2D-GE) 

θαη πξνηνχ πξνρσξήζνπκε ζην δεχηεξν βήκα πνπ δελ είλαη άιιν απφ ην δηαρσξηζκφ 

ησλ πξσηετλψλ θαηά κνξηαθφ βάξνο (2ε δηάζηαζε 2D-GE), είλαη απαξαίηεην λα έρεη 

γίλεη κηα πξνεξγαζία. Καη‟ αξρήλ ζα πξέπεη λα έρνπλ εηνηκαζηεί εθ ησλ πξνηέξσλ νη 

πεθηέο (gels) πνιπαθξπιακηδίνπ (SERVA 10675, Heidelberg, Germany) πνπ ζα 

ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα ηελ ειεθηξνθφξεζε ησλ πξσηετλψλ. Οη πεθηέο απηέο έρνπλ 

πεξηεθηηθφηεηα 12,5%Σ. Δπίζεο, ζα πξέπεη λα έρεη πξνεηνηκαζηεί, αλάινγα κε ηηο 

αλάγθεο, επαξθήο πνζφηεηα ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο ειεθηξνδίσλ (electrode or 

running buffer), ε ζχζηαζε ηνπ νπνίνπ παξνπζηάδεηαη ζηνλ Πίλαθα 2.7.  
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Πίλαθαο 2.7: ΢χζηαζε ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο ειεθηξνδίσλ κε pH 8.3 

΢Τ΢ΣΑΣΗΚΑ ΠΟ΢ΟΣΖΣΑ 

Σξηπδξνμπκεζπινακηλνκεζάλην (Tris-base) (SERVA 37180) 15 g/l 

Γιπθίλε (SERVA 23390) 72 g/l 

SDS (SIGMA L4390, St. Louis, USA) 5 g/l 

 

Κάηη ην νπνίν πξέπεη λα ηνληζηεί ζ‟ απηφ ην ζεκείν είλαη ε αλαγθαηφηεηα ηεο 

δηαδνρηθήο ηνπνζέηεζεο ησλ βαζκηδσηψλ ισξίδσλ pH ζε 4 ml δχν ξπζκηζηηθψλ 

δηαιπκάησλ εμηζνξξφπεζεο (equilibration buffers Η & ΗΗ), κε ηα νπνία θαη 

επηηπγράλνληαη νη απαξαίηεηεο ζπλζήθεο γηα κεηάβαζε ζηελ SDS-PAGE. Ζ ζχζηαζε 

ηνπ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο εμηζνξξφπεζεο Η (equilibration buffer I) δίλεηαη ζηνλ 

Πίλαθα 2.8.  

Πίλαθα 2.8: ΢χζηαζε ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο εμηζνξξφπεζεο Η  

΢Τ΢ΣΑΣΗΚΑ ΠΟ΢ΟΣΖΣΑ 

Οπξία 6 Μ 

SDS 2% (w/v) 

Tris-HCl κε pH 8.8. 0,375 Μ 

Γιπθεξφιε 20% (w/v) 

Γηζεηνζξεηηφιε* 130 mM 

 

*Σν ξπζκηζηηθφ δηάιπκα εμηζνξξφπεζεο ΗΗ (equilibration buffer II) έρεη αθξηβψο ηελ ίδηα ζχζηαζε κε 

ην πξψην, κφλνλ πνπ ζε απηφ δελ πξνζηίζεηαη δηζεηνζξετηφιε. 

 

Σα πξναλαθεξζέληα ξπζκηζηηθά δηαιχκαηα παξαζθεπάδνληαη πεξίπνπ 15 

ιεπηά πξηλ απφ ηε ρξήζε ηνπο, ελψ θαηά ηελ παξακνλή ησλ βαζκηδσηψλ ισξίδσλ pH 

ζην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα εμηζνξξφπεζεο Η θαη ηελ ήπηα αλαθίλεζε πνπ αθνινπζεί γηα 

10 ιεπηά, ζην ελδηάκεζν ρξνληθφ δηάζηεκα γίλεηαη πξνζζήθε 0,5 g ησδναθεηακηδίνπ 

(Applichem A 1666,0025) ζην δεχηεξν ξπζκηζηηθφ δηάιπκα εμηζνξξφπεζεο, κε 

παξάιιειε αλάδεπζε γηα ηελ πιήξε δηαιπηνπνίεζή ηνπ. Με ην πέξαο ηεο 



  ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

51 

 

δηαιπηνπνίεζεο αθνινπζεί ε ηνπνζέηεζε ησλ ισξίδσλ θαη ζ‟ απηφ ην δηάιπκα 

εμηζνξξφπεζεο κε παξάιιειε θαη πάιη αλαθίλεζε. 

 

2.5.10 Ζιεθηξνθφξεζε πξσηετλψλ θαηά Μνξηαθφ Βάξνο 

Ζ κέζνδνο SDS-PAGE ρξεζηκνπνηείηαη ζηα πιαίζηα ηεο ηερληθήο ηεο 

ειεθηξνθφξεζεο πεθηήο δχν δηαζηάζεσλ, κε ηελ νπνία θαη επηηπγράλεηαη ν 

δηαρσξηζκφο ησλ πξσηετλψλ βάζεη ηνπ κεγέζνπο ηνπο, θαζψο πεξλνχλ δηά κέζνπ ησλ 

πφξσλ ηεο πεθηήο πνιπαθξπιακηδίνπ. Οη πξσηεΐλεο κεηνπζηψλνληαη ππφ ηελ 

επίδξαζε δσδεθπινζεητθνχ λαηξίνπ (SDS) θαη δηζεηνζξετηφιεο (DTT). Ζ κέζνδνο 

δηαρσξίδεη θαη επηηξέπεη ηελ εθηίκεζε ηνπ κνξηαθνχ βάξνπο ησλ δηαρσξηδφκελσλ 

πξσηετλψλ ζε πνιχ θαιφ βαζκφ, εάλ παξάιιεια καδί κε ηα εμεηαδφκελα δείγκαηα, 

ππνζηεί ειεθηξνθφξεζε θαη έλα κίγκα πξσηετλψλ γλσζηνχ κνξηαθνχ βάξνπο ην 

νπνίν νλνκάδεηαη θαη δείθηεο κνξηαθψλ βαξψλ (Πίλαθαο 2.9).  

 Πίλαθαο 2.9: ΢χζηαζε δείθηε κνξηαθψλ βαξψλ Prestained SDS-PAGE Standards, Broad Range (BIO-

RAD 161-0318). 

 

ΠΡΧΣΔΨΝΖ ΠΡΟΔΛΔΤ΢Ζ ΜΟΡΗΑΚΟ ΒΑΡΟ΢ (kDa) 

Μπνζίλε ΢θειεηηθφο κπο θνπλειηνχ 207.345 

β-γαιαθηνδηδαζε E.coli 114.363 

Βφεηα αιβνπκίλε νξνχ Πιάζκα αίκαηνο βνφο 78.444 

Οβαιβνπκίλε Αζπξάδη απγνχ 53.086 

Αλζξαθηθή αλπδξάζε Δξπζξνθχηηαξα βνφο 35.719 

Παξεκπνδηζηήο ηξπςίλεο 

ζφγηαο 
΢φγηα 28.329 

Λπζνδχκε Αζπξάδη απγνχ 19.325 

Απξνηηλίλε Πάγθξεαο βνφο 6.973 



  ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

52 

 

Μεηά ηελ απνκάθξπλζή ηνπο απφ ηα ξπζκηζηηθά δηαιχκαηα εμηζνξξφπεζεο, 

νη πξσηεΐλεο ησλ βαζκηδσηψλ ισξίδσλ pH είλαη έηνηκεο λα πεξάζνπλ ζηε δεχηεξε 

δηάζηαζε ηεο 2D-GE θαη λα δηαρσξηζηνχλ ζχκθσλα κε ην κνξηαθφ ηνπο βάξνο. Έηζη 

νη αθηλεηνπνηεκέλεο βαζκηδψζεηο ηνπ pH, κε πνιχ πξνζεθηηθνχο ρεηξηζκνχο, αθνχ 

πξψηα εκβαπηηζηνχλ ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ειεθηξνδίσλ, ελζσκαηψλνληαη ζην άλσ 

κέξνο ησλ πεθηψλ, ρξεζηκνπνηψληαο αγαξφδε (BIO-RAD, 161-3112, Milan, Italy)  

γηα ηελ επηθάιπςε θαη ζηεγαλνπνίεζή ηνπο. ΢ηε ζπλέρεηα αθνινπζεί ε 

ζπλαξκνιφγεζε ηεο ζπζθεπήο ειεθηξνθφξεζεο θαη ε πιήξσζε ησλ δεμακελψλ 

απηήο κε πνζφηεηα ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο ειεθηξνδίσλ. Σν ηκήκα ςχμεο ηεο 

ζπζθεπήο ειεθηξνθφξεζεο ζπλδέεηαη κε παξνρή λεξνχ θαη ηα ειεθηξφδηα κε 

ζπζθεπή ηξνθνδνζίαο ζπλερνχο ξεχκαηνο. Καηφπηλ, μεθηλά ε ειεθηξνθφξεζε, κε 

ξχζκηζε ηνπ ξεχκαηνο ζηα 8 mA αλά πεθηή θαη ζηαζεξή παξνρή λεξνχ. Με ηε 

ζπκπιήξσζε κηαο ψξαο απφ ηελ έλαξμε ηεο ειεθηξνθφξεζεο, ε νπνία ρξνληθά 

πεξίπνπ ζπκπίπηεη κε ηε κεηάβαζε ηνπ νξαηνχ κεηψπνπ ηεο ειεθηξνθφξεζεο απφ ην 

ηκήκα ηεο πεθηήο ζπζζψξεπζεο (stacking gel) ζην ηκήκα ηεο δηαρσξηζηηθήο πεθηήο 

(separating gel) ε έληαζε ηνπ ξεχκαηνο απμάλεηαη ζηα 20 mA θαη δηαηεξείηαη κέρξη 

ην ηέινο ηεο ειεθηξνθνξεηηθήο δηαδηθαζίαο (πεξίπνπ 4-5 ψξεο επηπιένλ απφ ηελ 

έλαξμε, δει. ζχλνιν πεξίπνπ 5-6 ψξεο). Ζ παξαθνινχζεζε ηεο πξνφδνπ ηεο 

ειεθηξνθφξεζεο πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ηεο κεηαηφπηζεο ηνπ κεηψπνπ ηνπ κπιε ηεο 

βξσκνθαηλφιεο (APPLICHEM A2331,0005), πνπ είλαη παξνχζα ζην πξναλαθεξζέλ 

δηάιπκα αγαξφδεο. 

 

2.5.11 Δκθάληζε πξσηετλψλ 

Μεηά ην πέξαο ηεο ειεθηξνθφξεζεο, ην νπνίν θαζνξίδεηαη απφ ηε κεηαθίλεζε 

ηνπ κεηψπνπ ησλ πξσηετλψλ πνπ ξένπλ δηα κέζνπ ησλ πφξσλ ηεο πεθηήο 

πνιπαθξπιακηδίνπ ζην ηκήκα δηαρσξηζκνχ ηεο πεθηήο, ε παξνρή ηνπ ξεχκαηνο 

δηαθφπηεηαη θαη ε ζπζθεπή απνζπλαξκνινγείηαη. Ζ εληαία πεθηή απνθνιιάηαη 

πξνζεθηηθά απφ ηηο πιάθεο ειεθηξνθφξεζεο θαη ην ηκήκα πεθηήο ζπζζψξεπζεο 

(stacking gel) απνθφπηεηαη θαη απνξξίπηεηαη. Ζ ελαπνκείλαζα δηαρσξηζηηθή πεθηή 

(separating gel) πθίζηαηαη εηδηθή επεμεξγαζία γηα ηελ εκθάληζε ησλ δηαρσξηζζέλησλ, 

ππφ κνξθή ζηηγκάησλ, πξσηετλψλ. 
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2.5.12 Υξψζε ησλ πεθηψλ πνιπαθξπιακηδίνπ 

Ζ ρξψζε ησλ πεθηψλ πνιπαθξπιακηδίνπ ηεο ειεθηξνθφξεζεο γίλεηαη κε 

ρξεζηκνπνίεζε ηεο ρξσζηηθήο Coomassie G250 (BIO-RAD 161-0786). Ζ 

ζπγθεθξηκέλε ρξσζηηθή αλήθεη ζηελ επξχηεξε νηθνγέλεηα ησλ ρξσζηηθψλ Coomassie 

(γλσζηέο θαη σο ρξσζηηθέο Coomassie Brilliant), πνπ γεληθά ρξεζηκνπνηνχληαη ζηε 

ρξψζε δηαρσξηζζέλησλ ειεθηξνθνξεηηθά πξσηετλψλ. Απφ ην ζχλνιν ησλ ρξσζηηθψλ 

ηεο νηθνγέλεηαο (R250, G250, R150) ε πην επαίζζεηε είλαη ε G250, παξνπζηάδνληαο 

παξάιιεια 10 θνξέο ρακειφηεξν φξην αληρλεπζηκφηεηαο ζε ζρέζε κε ηελ θνηλά 

ρξεζηκνπνηνχκελε R250. 

Σα πεθηψκαηα κεηά ηελ ειεθηξνθφξεζε εκβαπηίδνληαη ζε fixation δηάιπκα 

(50% κεζαλφιε, 3% θσζθνξηθφ νμχ) γηα κηα ψξα,  ζηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηνχληαη 

ηξεηο εθπιχζεηο κε απηνληζκέλν λεξφ (15 ιεπηά ε θάζε κηα) θαη εκβάπηηζε ζην 

δηάιπκα ηεο θνιινεηδνχο ρξσζηηθήο. 

Πίλαθαο 2.10: ΢χζηαζε ρξσζηηθήο πεθηψλ πνιπαθξπιακηδίνπ 

΢Τ΢ΣΑΣΗΚΑ ΠΔΡΗΔΚΣΗΚΟΣΖΣΑ 

Μεζαλφιε 34% (v/v) 

Φσζθνξηθφ νμχ 3% (w/v) 

Θεηηθφ ακκψλην 15% (w/v) 

G250 0,1% (v/v) 

 

2.5.13 Απνρξσκαηηζκφο ησλ πεθηψλ 

Με ηελ παξαπάλσ δηαδηθαζία ε ρξσζηηθή δηαρέεηαη εληφο ηεο πεθηήο, φκσο 

ζπλδέεηαη κφληκα κφλνλ κε ηηο πξσηεΐλεο. Ζ εκθάληζε ησλ πξσηετληθψλ ζηηγκάησλ 

θαη ε κεηέπεηηα ζάξσζε (ζπζθεπή ζάξσζεο-κέηξεζεο νπηηθήο ππθλφηεηαο πεθηψλ 

ειεθηξνθφξεζεο GS-800 BIO-RAD) θαη ηαπηφρξνλε επεμεξγαζία ησλ πξσηεσκάησλ 

δελ είλαη δπλαηή αλ δελ επέιζεη ν απνρξσκαηηζκφο ηεο πεθηήο, ν νπνίνο θαη 

ζπλίζηαηαη ζηελ απνκάθξπλζε ηεο ρξσζηηθήο απφ ηηο πεξηνρέο εθείλεο φπνπ δελ 

παξαηεξείηαη ζχλδεζε κε ηηο πξσηεΐλεο. Πξνθεηκέλνπ ινηπφλ νη πεθηέο λα 

απνρξσκαηηζηνχλ, εθπιέλνληαη κε απηνληζκέλν λεξφ, ππφ ήπηα αλαθίλεζε, ζε ηαθηά 
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ρξνληθά δηαζηήκαηα κε ζηφρν ηελ  απνκάθξπλζε ηεο ελαπνκείλαζαο ρξσζηηθήο. ΢ην 

ηέινο νη πεθηέο ζπληεξνχληαη ζηνπο 4 
ν
C. 

 

2.6 Σαπηνπνίεζε πξσηετλψλ 

 

2.6.1 Δμαγσγή πξσηετληθψλ θειίδσλ απφ ηα 2Γ πεθηψκαηα 

Ζ ηαπηνπνίεζε ησλ πξσηετλψλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζην Ηλζηηηνχην 

Βηνινγηθψλ Δξεπλψλ Αθαδεκίαο Αζελψλ. 

Ζ δηαδηθαζία απηή έγηλε κε ην ρέξη. Έρεη πξνζαξηεζεί ζην άθξν κηαο ζχξηγγαο 

έλα ξχγρνο πηππέηαο, Σν ξχγρνο θφβεηαη ζηελ άθξε, ψζηε ην άλνηγκά ηνπ λα είλαη 

πεξίπνπ 1,5mm. ΢ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηείηαη ε εμαγσγή ησλ θειίδσλ (Δηθ. 2.5) 

ρξεζηκνπνηψληαο ηε κεηαπνηεκέλε ζχξηγγα θαη ηνπνζεηψληαο θάζε θνκκάηη πιένλ 

πεθηψκαηνο, πνπ έρεη εμαρζεί, ζε ζπγθεθξηκέλε ζέζε ζην plate, καδί κε κηα κηθξή 

πνζφηεηα απηνληζκέλνπ λεξνχ. 

 

2.6.2 Σαπηνπνίεζε ησλ πξσηετληθψλ θειίδσλ κέζσ πεπηηδηθψλ ραξηψλ (peptide 

maps) θαη θαζκαηνκεηξία κάδαο (ΦΜ) (Mass Spectometry) 

H ηερληθή ηεο Ζιεθηξνθφξεζεο δχν Γηαζηάζεσλ (Ζ2Γ) πξνζθέξεη κεγάιε 

αλαιπηηθή ηθαλφηεηα, έηζη ψζηε ζηα 2Γ πεθηψκαηα λα ππάξρεη αληηζηνίρηζε θειίδαο 

– πξσηετληθνχ κνξίνπ. Ζ αλαγλψξηζε ηνπ κνξίνπ απηνχ κπνξεί λα επηηεπρζεί κε ηνλ 

εμήο ηξφπν : πέπηνληάο ην κε έλα πξσηενιπηηθφ έλδπκν θαη ηα πξνθχπηνληα πεπηίδηα 

Δηθφλα 2.5  Δμαγσγή πξσηετληθψλ θειίδσλ απφ ηελ πεθηή κε ην ρέξη 
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(πεπηηδηθφο ράξηεο) λα ηαπηνπνηεζνχλ κε ΦΜ. Οη πεηξακαηηθνί πεπηηδηθνί ράξηεο 

(αλάινγνη ησλ ραξηψλ πεξηνξηζκνχ φηαλ πέπηνπκε έλα ηκήκα DNA κε πεξηνξηζηηθά 

έλδπκα) ζπγθξίλνληαη κε αληίζηνηρνπο ζεσξεηηθνχο ζε εηδηθέο βάζεηο δεδνκέλσλ. Οη 

πξσηεΐλεο (κέζα ζηηο θειίδεο πεθησκάησλ πνπ έρνπλ ήδε εμαρζεί) πέπηνληαη (in gel 

digestion) κε ηξπςίλε. Ζ επηινγή ηεο ηξπςίλεο έγηλε δηφηη αθεηπιησκέλε ηεο κνξθή 

είλαη εκπνξηθά δηαζέζηκε (απνθπγή πέςεο ηεο πξσηεάζεο απφ ηελ ίδηα ηεο ηελ 

ελεξγφηεηα) θαη δηφηη θφβεη ζην θαξβνμπηειηθφ άθξν αξγηλίλεο (R) ή ιπζίλεο (Κ). Ζ 

ιπζίλε θαη ε αξγηλίλε είλαη αξθεηά θνηλά ακηλνμέα θαη απνηεινχλ ην 5% θαη 6% 

αληίζηνηρα ηνπ ζπλνιηθνχ αξηζκνχ ακηλνμέσλ ζηηο πξσηεΐλεο αλσηέξσλ δψσλ. Ζ 

ζπρλφηεηα απηή ζεκαίλεη φηη ζεσξεηηθά ζα έρνπκε 11 ζεκεία πέςεο γηα θάζε 100 

ακηλνμέα ζε κηα πξσηετληθή αιιεινπρία θαη ηα πεπηίδηα ζα έρνπλ κήθνο 9 ακηλνμέα. 

Απηφ δηεπθνιχλεη ηδηαίηεξα ηε ΦΜ, ψζηε λα επηηεπρζεί κεγαιχηεξε αθξίβεηα 

ηαπηνπνίεζεο. 

 

Μεηά ηελ πέςε, ηα πεπηίδηα ηαπηνπνηνχληαη κε ΦΜ θαζψο νη παξαηεξνχκελεο 

πεπηηδηθέο κάδεο ζπζρεηίδνληαη κε πεπηηδηθά απνηππψκαηα, ε δηαδηθαζία είλαη 

γλσζηή θαη σο Peptide Mass Fingerprinting (PMF). 

Ζ πην δηαδεδνκέλε κέζνδνο γηα ηελ ηαπηνπνίεζε πξσηετλψλ ζηελ 

Πξσηενκηθή Αλάιπζε είλαη έλαο ζπγθεθξηκέλνο ηχπνο θαζκαηνκεηξίαο κάδαο κε 

ηίηιν : Φαζκαηνκεηξία Μάδαο Υξφλνπ Πηήζεο κε Δθξφθεζε/Ηνληζκφ απφ Λέηδεξ, 

Τπνβνεζνχκελε απφ Μήηξα (Matrix – Assisted Laser Desroption/Ionisation Time – 

Of – Flight Mass Spectrometry ή ελ ζπληνκία MALDI – TOF MS). Ζ κέζνδνο απηή 

είλαη πνιχ επαίζζεηε, απαηηεί κηθξέο πνζφηεηεο δείγκαηνο θαη κπνξεί άλεηα λα 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα πεηξάκαηα πςειήο ξπζκναπφδνζεο. 

 Δηθφλα 2.6  Πέςε κηαο ηπραίαο πξσηετληθήο αιιεινπρίαο κε ηξπςίλε. 

Φαίλνληαη ηα ζεκεία πέςεο θαζψο θαη ηα πξνθχπηνληα πεπηίδηα. 
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Δηθφλα 2.8  ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο ηερληθήο - κεζφδνπ MALDI –TOF MS 

 

΢χκθσλα κε ηελ παξαπάλσ κέζνδν, ηα πεπηίδηα πνπ έρνπλ πξνθχςεη απφ ηελ 

πέςε πξσηετληθνχ κνξίνπ δηαιπηνπνηνχληαη ζε έλα δηάιπκα νπζίαο πνπ απνξξνθά 

ελέξγεηα ζην κήθνο θχκαηνο πνπ παξάγεη πεγή ιέηδεξ (Μήηξα) θαη ηνπνζεηείηαη 

πάλσ ζε πιάθα (Δηθ. 2.7), γηα λα εηζαρζεί ζην Φαζκαηνγξάθν κάδαο. Καζψο ην 

κίγκα μεξαίλεηαη πάλσ ζηελ πιάθα, ε κήηξα ζρεκαηίδεη θξπζηάιινπο θαη ηα πεπηίδηα 

ελζσκαηψλνληαη ζε απηνχο. Καηφπηλ, παικνί (δηάξθεηαο ιίγσλ λαλνδεπηεξνιέπησλ) 

απφ ππεξηψδεο ιέηδεξ βνκβαξδίδνπλ ηελ πιάθα, κε απνηέιεζκα λα εμαηκίδνληαη 

(Δθξφθεζε) απφ απηή κηθξέο πνζφηεηεο απφ ηε Μήηξα θαη ηα πεξηερφκελα πεπηίδηα 

κεηαθέξνληαη ζηελ αέξηα θάζε. Ο ηνληζκφο ιακβάλεη ρψξα κε πξσηνλίσζε (έλα 

πξσηφλην ζε θάζε πεπηίδην) ζην φμηλν πεξηβάιινλ ηεο Μήηξαο, ε νπνία βνεζά επίζεο 

ζην λα απνξξνθά ην κεγαιχηεξν κέξνο ηεο ελέξγεηαο απφ ην ιέηδεξ, ψζηε λα 

απνθεχγεηαη ν αλεπηζχκεηνο θαηαθεξκαηηζκφο ησλ βηνκνξίσλ. 

Δηθφλα 2.7  Σνπνζέηεζε δεηγκάησλ 

(Μήηξα θαη κίγκα πέςεο) ζε εηδηθή 

πιάθα πξηλ ηελ εηζαγσγή ζηνλ 

θαζκαηνγξάθν. 
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Σα πξνθχπηνληα πεπηίδηα - ηφληα έρνπλ πιένλ θαζέλα κηα ραξαθηεξηζηηθή 

ηηκή κάδαο/θνξηίνπ (mass/charge ratio ή m/z). ΢ηε ζπλέρεηα επηηαρχλνπλ ππφ ηελ 

επίδξαζε ειεθηξηθνχ πεδίνπ (πεξίπνπ 20ΚV) θαη νδεγνχληαη ζηνλ αληρλεπηή. Ο 

ρξφλνο (Υξφλνο Πηήζεο), απφ ην ζεκείν επίδξαζεο ειεθηξηθνχ πεδίνπ κέρξη ηνλ 

αληρλεπηή είλαη ραξαθηεξηζηηθφο θάζε πεπηηδίνπ εθφζνλ έρεη ραξαθηεξηζηηθφ ιφγν 

m/z (ηα πεπηίδηα κε κεγάιν m/z ζα θηάζνπλ αξγφηεξα απφ απηά κε κηθξφ). Mε ηνλ 

ηξφπν απηφ δηαθνξεηηθά πεπηίδηα θηάλνπλ ζε δηαθνξεηηθνχο ρξφλνπο ζηνλ αληρλεπηή 

θη έηζη πξνθχπηεη ην θάζκα, πνπ είλαη θαη ην απνηχπσκα ηεο πέςεο. 

 

 

Αλ κηα πξσηεΐλε κειεηάηαη θαη αλαθέξεηαη γηα πξψηε θνξά, ηφηε ηα 

πεηξάκαηα αιιεινχρηζεο θαη ηαπηνπνίεζήο ηεο εγθαζηδξχνπλ ηε κνλαδηθφηεηά ηεο, 

βξίζθνληαο κηα κνλαδηθή ακηλνμηθή αιιεινπρία (de novo ηαπηνπνίεζε). Αλ άιινη 

επηζηήκνλεο έρνπλ κειεηήζεη κηα δεδνκέλε πξσηεΐλε πξνεγνπκέλσο, ηφηε ηα 

αληίζηνηρα πεηξάκαηα ζπλδένπλ ηελ πξσηεΐλε πνπ κειεηάηαη, κέζσ ηαηξηάζκαηνο 

νιφθιεξσλ ακηλνμηθψλ αιιεινπρηψλ πεπηηδίσλ. Με ηελ παξαπάλσ κέζνδν δελ 

ηαπηνπνηείηαη κηα πξσηεΐλε θάλνληαο de novo ηαπηνπνίεζε. Άιισζηε, ν πεπηηδηθφο 

Δηθφλα 2.9  Πεπηηδηθφ απνηχπσκα (ράξηεο) ηεο νβαιβνπκίλεο κεηά απφ πέςε κε ηξπςίλε. 

΢ηνλ άμνλα x έρνπκε ηηο ηηκέο m/z θαη ζηνλ άμνλα y ηηο ηηκέο ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο. Κάζε 

πεπηίδην αληηπξνζσπεχεηαη απφ κία θάζεηε ζηνλ άμνλα x γξακκή θη απφ έλαλ αξηζκφ. Ο 

αξηζκφο απηφο είλαη ε παξαηεξνχκελε κάδα (Calculated mass) θαη ηαπηνπνηεί θάζε πεπηίδην. 
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ράξηεο – απνηχπσκα δελ παξέρεη απφ κφλνο ηνπ πιεξνθνξία γηα ηελ πξσηεΐλε ε 

νπνία ππέζηε ηελ πέςε. ΢ε απηφ ην ζεκείν κεγάιε είλαη ε ζπκβνιή ησλ βάζεσλ 

δεδνκέλσλ ζηηο νπνίεο πξσηεΐλεο απφ αξθεηνχο νξγαληζκνχο έρνπλ ππνζηεί πέςε in 

silico θαη έρνπλ ππνινγηζηεί νη ζεσξεηηθέο πεπηηδηθέο κάδεο ησλ πξνθππηφλησλ 

πεπηηδίσλ (Δηθ. 2.9). Ζ εηζαγσγή δεδνκέλσλ απφ ηε Φαζκαηνκεηξία Mάδαο θαη ε 

ζχγθξηζε ηνπο κε απηά πνπ ππάξρνπλ ζηηο βάζεηο δεδνκέλσλ, ζα νδεγήζεη ζηελ 

ηαπηνπνίεζε ηεο εθάζηνηε άγλσζηεο πξσηεΐλεο. 
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3. ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ – ΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ 

 

΢θνπφο ηεο παξνχζαο εξγαζίαο ήηαλ ε κειέηε ηεο ζπκπεξηθνξάο δέθα 

ζηειερψλ ζαικνλέιαο, ππφ ζπλζήθεο φμηλεο θαηαπφλεζεο θαη εθαξκνγήο νξγαληθψλ 

νμέσλ. ΢ην θεθάιαην 2 είρε πεξηγξαθεί αλαιπηηθά ε δηαδηθαζία ζπιινγήο ηεο 

βηνκάδαο απφ ηηο θαιιηέξγεηεο ησλ ζηειερψλ θαζψο επίζεο θαη νη  ηερληθέο κειέηεο 

ησλ πξσηετλψλ. Οη δηαδηθαζίεο-κέζνδνη απηέο, ζε ζπλάξηεζε κε ηηο θαηλνηππηθέο 

παξαηεξήζεηο θαη κειέηεο, ζπκβάινπλ ζηελ θαιχηεξε θαηαλφεζε ηεο ζπκπεξηθνξάο 

ησλ ζπγθεθξηκέλσλ ζηειερψλ ζαικνλέιαο αθνχ ππεηζέξρεηαη εληφο ηεο κειέηεο θαη 

ν παξάγσλ πξσηέσκα απαληψληαο εξσηήκαηα γηα ην πνπ νθείιεηαη ε πηζαλά 

ηδηαίηεξε απφθξηζε-αλζεθηηθφηεηα ησλ ζηειερψλ απηψλ ζηηο ζπλζήθεο φμηλεο 

θαηαπφλεζεο θαη ζηε ρξήζε νξγαληθψλ νμέσλ. 

 

3.1 Δπίδξαζε ησλ πεηξακαηηθψλ ζπλζεθψλ ζηελ αλάπηπμε ζηειερψλ ζαικνλέιαο  

Πξνθεηκέλνπ λα θαζνξηζηεί αξρηθά πνηνη είλαη νη ζπλδπαζκνί pH-

ζπγθέληξσζεο νμέσλ - ζεξκνθξαζίαο ζηνπο νπνίνπο νη κηθξννξγαληζκνί δχλαηαη λα 

αλαπηπρζνχλ (πεξηνρέο αλάπηπμεο – κε αλάπηπμεο ή growth – no growth interface) 

έγηλε πξνθαηαξθηηθφ πείξακα θαηά ην νπνίν ηα ζηειέρε ελνθζαικίζηεθαλ ζε 

ππνζηξψκαηα κε δηαβάζκηζε ηνπ pH (4.2, 5,0 θαη 5,6) θαη ζπγθέληξσζε νμέσλ 100 

mM. Οη κηθξννξγαληζκνί επσάζηεθαλ ζηηο εμήο ζεξκνθξαζίεο: 10, 15, 20, 25 
ν
C. Ζ 

ξχζκηζε ηνπ pH γηλφηαλ είηε κε θαπζηηθφ λάηξην είηε κε πδξνρισξηθφ νμχ. Οη 

ζπλδπαζκνί pH θαη ζπγθέληξσζεο νμέσλ ησλ ππνζηξσκάησλ (κε ηξηπιή επαλάιεςε) 

ζε έλα microplate (κηθξνθπςέιεο) θαίλνληαη ζηελ παξαθάησ εηθφλα. 

Δηθφλα 3.1 Απεηθφληζε ελφο plate γηα ηξία δηαθνξεηηθά ζηειέρε θαη κία ζεξκνθξαζία 
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Σα απνηειέζκαηα ηνπ πξνθαηαξηηθνχ πεηξάκαηνο δελ παξαζέηνληαη θαζψο 

ζηφρνο ήηαλ ε δεκηνπξγία κία γεληθήο εηθφλαο ηεο αλάπηπμεο ησλ κηθξννξγαληζκψλ 

ζηηο ζπλζήθεο πνπ κειεηήζεθαλ ζηε ζπλέρεηα, θαη εηδηθφηεξα φζνλ αθνξά ζηηο 

αθξαίεο ηηκέο ησλ ζπλζεθψλ απηψλ (pH, ζπγθέληξσζε νμέσλ). Καηφπηλ, 

ρξεζηκνπνηψληαο ηα ζπκπεξάζκαηα ζρεηηθά κε ηε ζπκπεξηθνξά ησλ ζπγθεθξηκέλσλ 

ζηειερψλ ζαικνλέιαο ζηηο ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο, αθνινχζεζε ην θπξίσο πείξακα 

κε ζθνπφ ηε ιεπηνκεξέζηεξε κειέηε ηεο ηθαλφηεηαο αλάπηπμεο ηνπο, παξνπζία 

νξγαληθψλ νμέσλ. 

Οη ζπλζήθεο αλάπηπμεο ησλ κηθξννξγαληζκψλ αλαπξνζαξκφζηεθαλ. Έηζη νη 

ηηκέο pH θπκάλζεθαλ απφ 4,2 έσο 5,6 (αλά 0,2), ε ξχζκηζε ηνπ pH γηλφηαλ είηε κε 

θαπζηηθφ λάηξην είηε κε πδξνρισξηθφ νμχ θαη νη ζπγθεληξψζεηο νμέσλ (γαιαθηηθνχ 

θαη θνξκηθνχ) ήηαλ 25, 50 θαη 100 mM. Όπσο θαη ζην πξνθαηαξθηηθφ πείξακα έηζη 

θαη ηψξα νη κηθξννξγαληζκνί επσάζηεθαλ ζηηο ζεξκνθξαζίεο 10, 15, 20, 25 
ν
C.  

΢ηελ παξαθάησ εηθφλα παξνπζηάδεηαη κία απεηθφληζε ελφο microplate ην 

νπνίν  αθνξά  ζηε κειέηε ελφο ζηειέρνπο ζαικνλέιαο, ζε ζξεπηηθφ ππφζηξσκα BHI 

κε πξνζζήθε θνξκηθνχ νμένο (ηξεηο δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο), ππφ έλα 

ζεξκνθξαζηαθφ θαζεζηψο θαη γηα ην ζχλνιν ησλ δηαθνξεηηθψλ ηηκψλ pH. Γηα θάζε 

πεξίπησζε ζπλζεθψλ ππάξρεη ηξηπιή επαλάιεςε (ηξία «θειάθηα»). 

 

 

Δηθφλα 3.2 Απεηθφληζε ελφο plate γηα έλα ζηέιερνο ζε ππφζηξσκα BHI κε πξνζζήθε θνξκηθνχ γηα 

κία ζεξκνθξαζία 
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Πίλαθαο 3.1  Πίλαθαο κε ηηκέο απνξξφθεζεο απφ ην θσηφκεηξν. ΢πλζήθεο αλάπηπμεο:15
ν
C, ππφζηξσκα BHI. Ζ αξηζηεξή ζηήιε 

πεξηιακβάλεη ηα δέθα ζηειέρε ζαικνλέιαο κε ηνπο θσδηθνχο αξηζκνχο ηνπο. Σν θφθθηλν ρξψκα ππνδειψλεη αλάπηπμε. 

pH 4,2 pH  4,2 pH  4,2 pH  4,4 pH  4,4 pH  4,4 pH  4,6 pH  4,6 pH  4,6 pH  4,8 pH  4,8 pH  4,8 pH  5,0 pH  5,0 pH  5,0 pH  5,2 pH  5,2 pH  5,2 pH  5,4 pH  5,4 pH  5,4 pH  5,6 pH  5,6 pH  5,6

23 0,2070 0,2600 0,2050 0,3490 0,3750 0,3600 0,4550 0,4600 0,4330 0,4800 0,4540 0,4920 0,2910 0,5240 0,5730 0,5260 0,5450 0,5470 0,6160 0,6150 0,6010 0,6250 0,6230 0,5760

98 0,2900 0,2770 0,2710 0,2640 0,2900 0,2360 0,3850 0,3000 0,2450 0,3460 0,3200 0,2790 0,4360 0,4910 0,5170 0,5940 0,5960 0,6290 0,6470 0,6580 0,6050 0,6820 0,6290 0,5120

167 0,2290 0,1930 0,1840 0,2500 0,2760 0,2860 0,4450 0,3110 0,2920 0,3590 0,3400 0,3250 0,3150 0,3640 0,4260 0,5100 0,5040 0,5440 0,5940 0,5810 0,5830 0,6160 0,6300 0,5860

252 0,2770 0,2490 0,2580 0,3070 0,3220 0,3200 0,3480 0,3500 0,3340 0,3520 0,3870 0,3520 0,3600 0,5260 0,5510 0,6230 0,6120 0,6340 0,6780 0,6450 0,6170 0,7830 0,7340 0,6150

279 0,1670 0,1610 0,1590 0,2870 0,3000 0,2670 0,3130 0,2910 0,2470 0,3400 0,3130 0,3090 0,3940 0,4500 0,4870 0,5660 0,5760 0,5630 0,5910 0,5630 0,4580 0,7180 0,5730 0,5200

355 0,2150 0,2120 0,2380 0,2710 0,2960 0,3030 0,3270 0,3030 0,2560 0,2600 0,3120 0,2660 0,4570 0,4710 0,4710 0,5270 0,5500 0,5580 0,5860 0,5540 0,5240 0,5600 0,5090 0,5310

655 0,3560 0,3170 0,3020 0,3100 0,3190 0,3220 0,3870 0,3570 0,3710 0,3850 0,4230 0,3910 0,4010 0,5290 0,5000 0,5310 0,5720 0,5380 0,5870 0,5790 0,5160 0,5800 0,5200 0,6930

782 0,1980 0,2460 0,2760 0,3520 0,3650 0,3550 0,4070 0,3890 0,3670 0,3960 0,3980 0,4160 0,4570 0,4240 0,4330 0,4900 0,4680 0,4690 0,5270 0,5470 0,5110 0,5790 0,5820 0,5590

860 0,1340 0,1190 0,1270 0,1910 0,1950 0,2010 0,2590 0,2590 0,2360 0,2420 0,2210 0,2260 0,3370 0,3880 0,3930 0,4310 0,4660 0,4400 0,4810 0,4780 0,4440 0,4680 0,4560 0,3550

15100 0,3530 0,2530 0,2500 0,3380 0,2960 0,2830 0,3800 0,3900 0,3660 0,4520 0,4640 0,3450 0,3430 0,4440 0,4760 0,5790 0,6070 0,5910 0,6550 0,6540 0,6490 0,7960 0,7840 0,6840

  15 
O

C

BH

 

Ο αξρηθφο πιεζπζκφο ηνπ εκβνιίνπ ησλ κηθξννξγαληζκψλ ήηαλ ηεο ηάμεο ηνπ 

1*10
6
 cfu/ml - 3*10

6
 cfu/ml.  

΢ηνλ παξαπάλσ πίλαθα 3.1 παξνπζηάδνληαη νη ηηκέο νπηηθήο απνξξφθεζεο 

απφ ην θσηφκεηξν (620 nm) γηα ην ζχλνιν ησλ ζηειερψλ, ζε ππφζηξσκα BHI, γηα 

ηελ ζεξκνθξαζία ησλ 15 
ν
C. Οη κεηξήζεηο είλαη ελδεηθηηθέο θαζψο ηα ζηειέρε ζηε 

ζπγθεθξηκέλε πεξίπησζε επσάδνληαη γηα πεξίπνπ 15 εκέξεο ελψ ε αλάπηπμε θαη 

ζπλεπψο ην απνηέιεζκα γηα αλάπηπμε ή κε, είλαη αθφκα ζε εμέιημε, ηνπιάρηζηνλ 

κέρξη ηηο 25-30 εκέξεο. Φπζηθά, απνηειέζκαηα-ηηκέο νπηηθήο απνξξφθεζεο πνπ είλαη 

δηθνξνχκελεο θαη αβέβαηεο (ηηκέο κεηαμχ 0,35 έσο 0,45) ειέγρνληαη ελ ζπλερεία κε 

κέζνδν επίζηξσζεο ζε ηξπβιία θαη ελ ζπλερεία θαηακέηξεζε ησλ απνηθηψλ θαη 

ζχγθξηζε κε ηνλ αξρηθφ πιεζπζκφ ηνπ εκβνιίνπ.  

Μεηά ηελ πάξνδν ηνπ απαξαίηεηνπ ρξφλνπ επψαζεο, γηα φια ηα ζηειέρε θαη 

φιεο ηηο εμεηαδφκελεο ζπλζήθεο, κεηξήζεθε ε νπηηθή απνξξφθεζε ησλ 

ππνζηξσκάησλ κε ηνπο εκβνιηαζκέλνπο κηθξννξγαληζκνχο κε ζηφρν ηελ εμαγσγή 

ζπκπεξαζκάησλ γηα ηελ αλάπηπμε ή κε ησλ ζηειερψλ (growth-no growth). 

Σα απνηειέζκαηα γηα ηε ζεξκνθξαζία αλάπηπμεο 25
 ν

C θαίλνληαη ζηνλ 

παξαθάησ πίλαθα (Πίλαθαο 3.2). Με θφθθηλν ρξψκα θαη ζχκβνιν «+» 

ππνδειψλνληαη νη ζπλζήθεο φπνπ παξαηεξήζεθε αλάπηπμε ησλ κηθξννξγαληζκψλ, 

ελψ κε θίηξηλν ρξψκα θαη ζχκβνιν «-» φπνπ δελ παξαηεξήζεθε θαζφινπ αλάπηπμε 

θαη αχμεζε ηνπ πιεζπζκνχ ζε ζχγθξηζε κε ηνλ αξρηθφ πιεζπζκφ ελνθζαικηζκνχ. 

Σα κειεηψκελα ππνζηξψκαηα είλαη ηα: ΒΖI, ΒΖΗ κε πξνζζήθε γαιαθηηθνχ νμένο 

(ΒΖ+L) ηξηψλ ζπγθεληξψζεσλ θαη ΒΖΗ κε πξνζζήθε θνξκηθνχ νμένο (ΒΖ+F) ηξηψλ 

ζπγθεληξψζεσλ. 
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΢ηνλ παξαπάλσ πίλαθα γηα ηνπο 25 
ν
C θαίλεηαη φηη φια ηα ζηειέρε, ρσξίο 

θάπνηα εκθαλή δηαθνξνπνίεζε, αλαπηχζζνληαη ζην ππφζηξσκα ΒΖI ζε φιεο ηηο 

δηαθνξεηηθέο ηηκέο pH, αθφκε θαη ζηηο ρακειφηεξεο φπσο ε 4,2. Ζ ζπκπεξηθνξά απηή 

φκσο δελ παξαηεξείηαη θαη ζηελ πεξίπησζε πνπ έρεη πξνζηεζεί ζην ππφζηξσκα 

γαιαθηηθφ νμχ ζε ζπγθέληξσζε 25 mM , φπνπ κε εμαίξεζε ηα ζηειέρε 98 θαη 252, 

πνπ παξνπζηάδνπλ κία ειαθξηά αλζεθηηθφηεηα ζηε ζπγθεθξηκέλε πεξίπησζε 

ζπλζεθψλ, ηα ππφινηπα αλαπηχζζνληαη ζε ππφζηξσκα κε ηηκέο pH απφ 4,4 θαη άλσ. 

Δληνλφηεξν ην θαηλφκελν απηφ γίλεηαη θαη ζηηο επφκελεο πεξηπηψζεηο φπνπ φηαλ ε 

ζπγθέληξσζε ηνπ γαιαθηηθνχ νμένο είλαη 50 mM ε πιεηνςεθία ησλ ζηειερψλ (εθηφο 

ησλ 98 θαη 15100) θαηαθέξλεη λα αλαπηπρζεί ζε ηηκέο pH απφ 4.6 θαη άλσ. Φπζηθά, 

φπσο είλαη αλακελφκελν, ζηελ πεξίπησζε φπνπ ε ζπγθέληξσζε ηνπ γαιαθηηθνχ νμένο 

είλαη 100 mM ε δπλαηφηεηα αλάπηπμεο είλαη κηθξφηεξε απ‟ φηη ζηηο κηθξφηεξεο 

ζπγθεληξψζεηο νμένο θαη ε πιεηνλφηεηα ησλ ζηειερψλ παξνπζηάδεη αλάπηπμε ζε 

ππνζηξψκαηα κε ηηκέο pH ίζεο θαη κεγαιχηεξεο ηνπ 5.0. ΢ηελ ζπγθεθξηκέλε 

πεξίπησζε δηαθνξνπνίεζε παξνπζηάδνπλ ηα ζηειέρε 23, 98 θαη 167. 

Όζνλ αθνξά ζηηο πεξηπηψζεηο πξνζζήθεο θνξκηθνχ νμένο ζην ππφζηξσκα 

ΒΖΗ, ζηελ πεξίπησζε ζπγθέληξσζεο 25mM θνξκηθνχ νμένο παξαηεξείηαη αληίζηνηρε 

εηθφλα κε ηελ πεξίπησζε γαιαθηηθνχ νμένο κε εμαίξεζε ην πνηα ζηειέρε είλαη απηά 

ηα νπνία θαηάθεξαλ λα αλαπηπρζνχλ ζηηο ρακειέο ηηκέο pH (ζηελ πξνθεηκέλε 

πεξίπησζε δηαθνξνπνηήζεθαλ ηα ζηειέρε 169 θαη 297). Αμηνζεκείσην είλαη ην 

γεγνλφο πσο ην ζηέιερνο 655 παξνπζίαζε «ηαρχηεξε» αλάπηπμε ζε ζχγθξηζε κε ηα 

ππφινηπα ζηειέρε ζην ζχλνιν ησλ ππνζηξσκάησλ BHI παξνπζία θνξκηθνχ νμένο, 

είρε δειαδή εκθαλίζεη αλάπηπμε ζε ρακειέο ηηκέο pH (4.4 θαη 4.6) αξθεηέο εκέξεο 

λσξίηεξα απ‟ φηη ε πιεηνςεθία ησλ ππφινηπσλ ζηειερψλ. Οη ππφινηπεο πεξηπηψζεηο 

ζπγθεληξψζεσλ θνξκηθνχ νμένο έρνπλ αληίζηνηρν πξνθίι κε ηνπ γαιαθηηθνχ νμένο. 

΢ηε ζπλέρεηα παξαζέηνληαη νη αληίζηνηρνη πίλαθεο αλάπηπμεο γηα ηηο 

ζεξκνθξαζίεο ησλ 20 
ν
C θαη 15

 ν
C. ΢ηνπο 20 

ν
C (πίλαθαο 3.3) παξαηεξείηαη κείσζε 

ηνπ εχξνπο ηνπ pH πνπ επηηξέπεη αλάπηπμε ζπγθξηηηθά κε ηνπο 25
ν
C. Δθηφο ηνπ 

ζηειέρνπο 252 φια ηα ππφινηπα αλαπηχζζνληαη ζε pH απφ 4.4 θαη άλσ. ΢ηα 

ππνζηξψκαηα φπνπ έρεη πξνζηεζεί γαιαθηηθφ νμχ ζπγθέληξσζεο 25 mM θαη 50 mM 

παξνπζηάδεηαη πεξηζζφηεξν κεησκέλν ην εχξνο αλάπηπμεο κε ειάρηζην pH πνπ 

επηηξέπεη ηελ αλάπηπμε ην 4,8 (εθηφο ηνπ ζηειέρνπο 782 ζηε ζπγθέληξσζε 50 mM 

πνπ αλαπηχζζεηαη ζε pH ≥ 5.0).  
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΢ηνπο 20 
ν
C ζε ππνζηξψκαηα φπνπ έρεη πξνζηεζεί θνξκηθφ νμχ 

ζπγθέληξσζεο 25 mM, 50 mM θαη 100 mM παξνπζηάδεηαη κία κείσζε ηνπ εχξνπο 

ηνπ pH πνπ επηηξέπεη αλάπηπμε, ηεο ηάμεο ηνπ 0,2 ζηηο ζπγθεληξψζεηο 25 mM θαη 50 

mM (κε εμαίξεζε ην ζηέιερνο 782 ζηε ζπγθέληξσζε 50 mM πνπ αλαπηχζζεηαη ζε 

pH ≥ 4,6) θαη ηε ηάμεο ηνπ 0,4 ζηε ζπγθέληξσζε 100 mM. Δκθαλήο είλαη ε 

δηαθνξνπνίεζε ζηελ ηθαλφηεηα αλάπηπμεο ησλ κηθξννξγαληζκψλ κεηαμχ ησλ δχν 

ζπλζεθψλ – ππνζηξσκάησλ γαιαθηηθνχ θαη θνξκηθνχ, φπνπ ην γαιαθηηθφ πξνθαιεί 

κεγαιχηεξε αλαζηνιή ηεο αλάπηπμεο απ‟ φηη ην θνξκηθφ ζηε ζπγθεθξηκέλε 

ζεξκνθξαζία (20 
ν
C) γηα φιεο ηηο ζπγθεληξψζεηο. 

΢ηνλ πίλαθα 3.4 πνπ παξνπζηάδνληαη ηα απνηειέζκαηα γηα ηνπο 15 
ν
C, ην 

κνηίβν αλάπηπμεο ησλ ζηειερψλ ζην ππφζηξσκα BΖΗ είλαη ζρεδφλ ίδην κε ηνπο 20
 ν
C. 

΢ηηο πεξηπηψζεηο φκσο πνπ έρεη πξνζηεζεί γαιαθηηθφ νμχ ζηα ππνζηξψκαηα, 

παξαηεξείηαη κία έληνλε αλαζηνιή ηεο αλάπηπμεο ζηα ρακειά pH κε ειάρηζην pH 

αλάπηπμεο ην 5.0 γηα ζπγθέληξσζε γαιαθηηθνχ 25 mM, ελψ γηα ηηο ζπγθεληξψζεηο 50 

mM θαη 100 mM ε αλάπηπμε ησλ κηθξννξγαληζκψλ είλαη εκθαλήο κφλν ζηα pH 5.4 

θαη 5.6. Όζνλ αθνξά ζην θνξκηθφ, ζηε ζεξκνθξαζία ησλ 15 
ν
C, θαίλεηαη λα έρεη 

αλαζηαιηηθή δξάζε ζε κεγάιν βαζκφ, θαζψο θαλέλα ζηέιερνο δελ παξνπζίαζε 

αλάπηπμε, νχηε θαη ζηα πςειά pH. Δμαίξεζε απνηεινχλ ηα ζηειέρε 23 θαη 15100 

πνπ θαηάθεξαλ λα αλαπηπρζνχλ ζε φιεο ηηο ζπγθεληξψζεηο θνξκηθνχ νμένο, αθφκε 

θαη ζε πνιχ ρακειά pH, γεγνλφο πνπ ηα δηαθνξνπνηεί απφ φια ηα ππφινηπα ζηειέρε. 

Σν απνηέιεζκα απηφ δείρλεη φηη νη ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο επψαζεο απνηεινχλ ην 

θξίζηκν φξην κεηαμχ αλάπηπμεο θαη κε ησλ ζπγθεθξηκέλσλ ζηειερψλ. 

Δίλαη εκθαλέο πσο γηα ηε πιεηνςεθία ησλ ζηειερψλ ζηελ ζπγθεθξηκέλε 

ζεξκνθξαζία ησλ 15
 ν

C, ην θνξκηθφ νμχ έρεη πνιχ κεγαιχηεξε αλαζηαιηηθή δξάζε 

ζηελ αλάπηπμε ησλ κηθξννξγαληζκψλ ζπγθξηηηθά κε ην γαιαθηηθφ νμχ, ζηηο 

αληίζηνηρεο ζπγθεληξψζεηο. Αμηνζεκείσην είλαη ην γεγνλφο φηη ην θαηλφκελν απηφ 

είλαη «αληίζηξνθν» κε ηε ζπκπεξηθνξά ησλ ζηειερψλ ζηνπο 20 
ν
C φπνπ ην γαιαθηηθφ 

πξνθαιεί κεγαιχηεξε αλαζηνιή ηεο αλάπηπμεο απ‟ φηη ην θνξκηθφ, γηα φιεο ηηο 

δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο. 

΢ηνλ πίλαθα 3.5 παξνπζηάδνληαη ηα απνηειέζκαηα γηα ηα δέθα ζηειέρε ζηνπο 

10 
ν
C. ΢ηηο ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο νη κηθξννξγαληζκνί ζην ππφζηξσκα BHI 

παξνπζηάδνπλ κία κηθξή παξαιιαθηηθφηεηα θαζψο ηα ζηειέρε 23, 252, 297, 355 θαη  
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782 αλαπηχζζνληαη ζε pH κεγαιχηεξν ή θαη ίζν ηνπ 4.6, ελψ ηα ππφινηπα ζηειέρε 

98, 167, 655, 860 θαη 15100 παξνπζηάδνπλ αλάπηπμε ζε pH κεγαιχηεξα ή θαη ίζα 

ηνπ 4,8. ΢ηηο πεξηπηψζεηο φπνπ νη κηθξννξγαληζκνί επσάζηεθαλ ζε ππνζηξψκαηα 

BHI κε πξνζζήθε γαιαθηηθνχ νμένο ε ζπκπεξηθνξά ηνπο (growth- no growth) είλαη 

ζρεδφλ φκνηα κε ηελ αληίζηνηρε ζηνπο 15
 ν

C φπνπ γηα ζπγθέληξσζε γαιαθηηθνχ 

νμένο 25 mM θαηψηεξε ηηκή pH πνπ επηηξέπεη ηελ αλάπηπμε είλαη ε 5.0 θαη γηα ηηο 

ζπγθεληξψζεηο 50 mΜ θαη 100 mM ε 5.4. Μνλαδηθή εμαίξεζε απνηειεί ην ζηέιερνο 

655, πνπ ζε ζπγθέληξσζε γαιαθηηθνχ νμένο 25 mM έρεη ζαλ θαηψηεξν pH 

αλάπηπμεο ηελ ηηκή 5.2. 

Όζνλ αθνξά ζηα ππνζηξψκαηα ζηα νπνία έρεη πξνζηεζεί θνξκηθφ νμχ, ε 

εηθφλα ήηαλ θαζνιηθή θαη αδηακθηζβήηεηε θαζψο γηα θακία απφ ηηο ηξεηο 

ζπγθεληξψζεηο νμένο (25 mM, 50 mM θαη 100 mM) , γηα θαλέλα απφ ηα νρηψ pH θαη 

ζε θαλέλα απφ ηα δέθα ζηειέρε δελ παξαηεξήζεθε αλάπηπμε, ζην ζπγθεθξηκέλν 

ζεξκνθξαζηαθφ θαζεζηψο ησλ 10
 ν
C. 

΢πλνςίδνληαο ηα παξαπάλσ θαηλνηππηθά απνηειέζκαηα αλάπηπμεο ησλ 

ζηειερψλ ζαικνλέιαο ζπκπεξαίλεηαη φηη νη κεηαμχ ηνπο δηαθνξέο είλαη κηθξέο θαη 

θπκαίλνληαη ζε δηαθνξνπνηήζεηο ηεο αλάπηπμεο ηνπο πνπ αθνξνχλ ηηκέο pH ηεο 

ηάμεο ηνπ 0,2 έσο 0,4. 

Αμηνζεκείσηε φκσο είλαη ε δηαθνξνπνίεζε ζηελ αλάπηπμε ησλ ζηειερψλ 

κεηαμχ ησλ δχν δηαθνξεηηθψλ νμέσλ ζε ζρέζε κε ην ζεξκνθξαζηαθφ θαζεζηψο, 

παξαηεξείηαη δειαδή φηη ζηηο ζεξκνθξαζίεο 25 
ν
C θαη 20

 ν
C φια ηα ζηειέρε 

αλαπηχζζνληαη θαιχηεξα θαη έρνπλ κεγαιχηεξα φξηα pH πνπ επηηξέπνπλ ηελ 

αλάπηπμε ζην θνξκηθφ νμχ απ‟ φηη ζην γαιαθηηθφ νμχ. Αληίζεηα ζηηο ρακειέο 

ζεξκνθξαζίεο (15 
ν
C θαη 10

 ν
C) ην θαηλφκελν αληηζηξέθεηαη θαη παξαηεξείηαη 

αλάπηπμε (αλ θαη ζε πςειά pH) ησλ κηθξννξγαληζκψλ ζε ππφζηξσκα κε γαιαθηηθφ 

νμχ ελψ ζε ππφζηξσκα παξνπζία θνξκηθνχ νμένο ήηαλ αδχλαηε ε αλάπηπμε γηα φιν 

ην εχξνο ηνπ pH πνπ κειεηήζεθε (εθηφο δχν εμαηξέζεσλ πνπ ήδε αλαθέξζεθαλ: 

ζηειέρε 23 θαη 15100).   

Παξ‟ φια απηά ιακβάλνληαο ππφςε καο φρη κφλν ηα απνηειέζκαηα ηεο 

αλάπηπμεο ή ηεο κε αλάπηπμεο, αιιά θαη ηελ «πνξεία» ηεο αλάπηπμεο θαη ηε 

γεληθφηεξε εηθφλα πνπ παξνπζίαζε ην θάζε ζηέιερνο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο επψαζεο 

ηνπ, κπνξνχκε λα θαηαιήμνπκε ζηα εμήο ζπκπεξάζκαηα: 
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 Δίλαη ζαθέο ην γεγνλφο πσο θαζψο απμάλεηαη ν αξηζκφο θαη ε ηζρχο ησλ 

«εκπνδίσλ» (ζπγθέληξσζε νξγαληθψλ νμέσλ, pH, ζεξκνθξαζία) ε αλάπηπμε ησλ 

κηθξννξγαληζκψλ πεξηνξίδεηαη θαη ε κείσζε θαη δπζθνιία αλάπηπμεο είλαη 

αλάινγε ησλ αλαζηαιηηθψλ παξαγφλησλ. 

 Παξαηεξήζεθε κία κηθξή δηαθνξνπνίεζε ζηα επίπεδα-φξηα αλάπηπμεο ησλ δέθα 

ζηειερψλ ζαικνλέιαο ε νπνία φκσο δελ αθνινπζνχζε έλα ζπγθεθξηκέλν 

πξφηππν γηα ηηο δηαθνξεηηθέο  ζπλζήθεο επψαζεο.  

 Σν ζηέιερνο 252 (S. Senftenberg) παξνπζηάζηεθε ειαθξψο αλζεθηηθφηεξν, ζε 

ζχγθξηζε κε ηα ππφινηπα ζηειέρε, φηαλ αλαπηχρζεθε ζε ππφζηξσκα BHI κε 

πξνζζήθε γαιαθηηθνχ νμένο ελψ ήηαλ απφ ηα ιηγφηεξν αλζεθηηθά φηαλ 

αλαπηχρζεθε ζε ππφζηξσκα BHI κε πξνζζήθε θνξκηθνχ νμένο. 

 Σν ζηέιερνο 297 (S. Putten) είρε «αληίζεηε» ζπκπεξηθνξά απφ ην ζηέιερνο 252, 

δειαδή εκθαλίζηεθε ειαθξψο αλζεθηηθφηεξν, ζε ζχγθξηζε κε ηα ππφινηπα 

ζηειέρε, φηαλ αλαπηχρζεθε ζε ππφζηξσκα BHI κε πξνζζήθε θνξκηθνχ νμένο 

ελψ δελ ήηαλ ηφζν αλζεθηηθφ ζε ππφζηξσκα κε γαιαθηηθφ νμχ.  

 Σν ζηέιερνο 655 (S. Reading) παξνπζίαζε έλα ελδηάκεζν πξφηππν αλάπηπμεο θαη 

ζηηο δχν πεξηπηψζεηο πξνζζήθεο νμέσλ ζην ππφζηξσκα BHI, φκσο ήηαλ 

αμηνζεκείσην ην γεγνλφο φηη εκθάληζε πνιχ «γξήγνξε» αλάπηπμε, ζε ζχγθξηζε 

κε ηα ππφινηπα, ζην ππφζηξσκα πνπ πεξηείρε θνξκηθφ νμχ παξφιν πνπ ην ηειηθφ 

απνηέιεζκα αλάπηπμήο ηνπ ήηαλ ίδην κε ηελ πιεηνςεθία ησλ ππνινίπσλ 

ζηειερψλ. 

 Σέινο, ε αλαζηαιηηθή δξάζε ησλ δχν νμέσλ θαίλεηαη λα εμαξηάηαη απφ ηε 

ζεξκνθξαζία αλάπηπμεο ησλ κηθξννξγαληζκψλ. Σν γαιαθηηθφ νμχ θάλεθε λα 

έρεη κεγαιχηεξε αλαζηαιηηθή δξάζε ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο (25 
ν
C θαη 20

 ν
C) 

ελψ ζε ρακειφηεξεο ζεξκνθξαζίεο (15 
ν
C θαη 10

 ν
C) ην θνξκηθφ νμχ ήηαλ απηφ 

πνπ παξεκπφδηζε ζε κεγαιχηεξν βαζκφ ηελ αλάπηπμε ησλ ζπγθεθξηκέλσλ 

ζηειερψλ. 

Ο πίλαθαο 3.6 παξνπζηάδεη ζπγθεληξσηηθά ηα απνηειέζκαηα αλάπηπμεο ησλ 

ζηειερψλ γηα φιεο ηηο ζπλζήθεο αλάπηπμεο πνπ κειεηήζεθαλ. 

Γηα ηνπο παξαπάλσ ιφγνπο θαη ζέινληαο λα κειεηήζνπκε πέξα απφ ηα φξηα 

αλάπηπμεο θαη ην πξσηετληθφ πξνθίι ησλ ζηειερψλ, επηιέρζεθαλ γηα πεξεηαίξσ 

κειέηε (πξσηενκηθή αλάιπζε) ηα ζηειέρε κε ηνπο θσδηθνχο αξηζκνχο 252, 297, 655 

θαη 15100.   
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3.2 Πξσηενκηθή αλάιπζε  

Δθηφο απφ ηε κειέηε ηεο αλάπηπμεο ησλ ζπγθεθξηκέλσλ ζηειερψλ 

ζαικνλέιαο, ζηφρνο ηεο παξνχζαο κειέηεο ήηαλ θαη ε κειέηε ηνπ πξσηετληθνχ 

πξνθίι ηνπο. ΢πγθεθξηκέλα, επηιέρηεθαλ γηα πξσηενκηθή αλάιπζε ηέζζεξα ζηειέρε 

απφ ηα δέθα. Σν ζηέιερνο 252 πνπ παξνπζίαζε αλζεθηηθφηεηα φζνλ αθνξά ζηελ 

αλάπηπμή ηνπ ζε ππφζηξσκα πνπ πεξηείρε γαιαθηηθφ νμχ ελψ αληίζεηα ζε ππφζηξσκα 

πνπ πεξηείρε θνξκηθφ ήηαλ αξθεηά επαίζζεην, ην ζηέιερνο 297 πνπ αλαπηχρζεθε 

αξθεηά θαιά ζε ππφζηξσκα κε θνξκηθφ νμχ αιιά ήηαλ αξθεηά επαίζζεην ζε 

ππφζηξσκα κε γαιαθηηθφ νμχ. Σν ζηέιερνο 655 πνπ παξνπζίαζε κία αξθεηά «ηαρεία» 

αλάπηπμε ζε ππφζηξσκα παξνπζία θνξκηθνχ νμένο θαη ηέινο επηιέρζεθε ην ζηέιερνο 

15100 σο ζηέιερνο κάξηπξαο θαζψο δελ έρεη απνκνλσζεί απφ δείγκαηα δσνηξνθψλ. 

Ζ ζχγθξηζε ησλ απνηειεζκάησλ απφ ηηο ειεθηξνθνξήζεηο δχν δηαζηάζεσλ 

θαη ν πξνζδηνξηζκφο ηπρφλ νκνηνηήησλ αιιά θαη δηαθνξψλ ζηελ εκθάληζε ή κε 

νξηζκέλσλ πξσηετληθψλ ζηηγκάησλ (πξσηετλψλ), κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ ζηειερψλ, 

πξαγκαηνπνηείηαη φπσο πξναλαθέξζεθε, κε ζάξσζε θαη ηαπηφρξνλε επεμεξγαζία 

ησλ απνηππσκέλσλ επί ησλ πεθηψλ ηεο ειεθηξνθφξεζεο πξσηεσκάησλ, κε ην 

ινγηζκηθφ PDQuest Advanced 8.0.1 ηεο BIO-RAD. Ο εληνπηζκφο νκνηνηήησλ ή 

δηαθνξψλ έγθεηηαη ζηελ εχξεζε πξσηετληθψλ ζηηγκάησλ θνηλά απαληψκελσλ ζε 

θάπνηα απφ ηα κειεηψκελα ζηειέρε αιιά φρη ζε φια ή θαη ζηελ εχξεζε πξσηετληθψλ 

ζηηγκάησλ πνπ εκθαλίδνληαη κφλν ζε έλα εθ ησλ ζηειερψλ. Δπίζεο δηαθνξέο ζην 

πξσηετληθφ πξνθίι κπνξεί λα νθείινληαη θαη ζε πνζνηηθέο δηαθνξέο έθθξαζεο ησλ 

πξσηετλψλ πνπ απεηθνλίδνληαη ζηηο πεθηέο (gel) ζαλ εληνλφηεξα ή αρλφηεξα 

ζηίγκαηα. 

΢ηε ζπλέρεηα παξνπζηάδνληαη νη ηέζζεξεηο πεθηέο πνιπαθξπιακίδεο γηα ηα 

ηέζζεξα ζηειέρε πνπ κειεηήζεθαλ, θάζε εηθφλα απνηειεί ην απνηέιεζκα ηεο 2D  

ειεθηξνθφξεζεο ησλ θπηηάξσλ ησλ ζπγθεθξηκέλσλ ζηειερψλ ζαικνλέιαο πνπ είραλ 

πξνεγνπκέλσο επσαζηεί (18-24 h, 37 
ν
C) ζε ππφζηξσκα BHI. 
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Δηθφλα 3.3  Πξσηέσκα ηνπ βαθηεξηαθνχ ζηειέρνπο ζαικνλέιαο 252 κεηά απφ ειεθηξνθφξεζε 

πεθηήο πνιπαθξπιακηδίνπ δχν δηαζηάζεσλ.  

Δηθφλα 3.4  Πξσηέσκα ηνπ βαθηεξηαθνχ ζηειέρνπο ζαικνλέιαο 297 κεηά απφ ειεθηξνθφξεζε 

πεθηήο πνιπαθξπιακηδίνπ δχν δηαζηάζεσλ. 
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Δηθφλα 3.5  Πξσηέσκα ηνπ βαθηεξηαθνχ ζηειέρνπο ζαικνλέιαο 655 κεηά απφ ειεθηξνθφξεζε πεθηήο 

πνιπαθξπιακηδίνπ δχν δηαζηάζεσλ. 

Δηθφλα 3.6  Πξσηέσκα ηνπ βαθηεξηαθνχ ζηειέρνπο ζαικνλέιαο 655 κεηά απφ ειεθηξνθφξεζε πεθηήο 

πνιπαθξπιακηδίνπ δχν δηαζηάζεσλ. 



  ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ - ΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ 

 

74 

 

Όηαλ κηα πξσηεΐλε απνηππσζεί θαη εληνπηζηεί επάλσ ζηελ πεθηή ηεο 

ειεθηξνθφξεζεο κε ηε κνξθή ζηίγκαηνο (spot), επφκελν βήκα είλαη ε εκθάληζε θαη ν 

ραξαθηεξηζκφο απηνχ ηνπ ζηίγκαηνο. Οη παξάγνληεο πνπ παίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζ‟ 

απηή ηε δηαδηθαζία είλαη ην κέγεζνο θαη ε έληαζε ηνπ απνηππσκέλνπ ζηίγκαηνο. 

Έληνλα θαη κεγάινπ κεγέζνπο ζηίγκαηα ππνδειψλνπλ παξνπζία κεγάιεο πνζφηεηαο 

πξσηεΐλεο ελ αληηζέζεη κε ηα κηθξά θαη ακπδξά, ηα νπνία ππνδειψλνπλ κηθξέο 

πνζφηεηεο πξσηεΐλεο. Σν πφζν έληνλα φκσο ζα εκθαληζηεί έλα πξσηετληθφ ζηίγκα 

εμαξηάηαη απφ ηελ πνζφηεηα δεζκεπκέλεο ρξσζηηθήο επί ηεο πξσηεΐλεο. 

Δπηπξνζζέησο, έλα κεγάιν πξσηετληθφ ζηίγκα δχλαηαη λα ππνδεηθλχεη ηελ παξνπζία 

ηαπηφρξνλα κηαο ή πεξηζζνηέξσλ πξσηετλψλ, κε κηθξέο δηαθνξέο ζηα κνξηαθά ηνπο 

βάξε. 

΢ηε ζπλέρεηα αθινχζεζε ν εληνπηζκφο ησλ δηαθνξψλ κεηαμχ ησλ ηεζζάξσλ 

πεθηψλ θαη εηδηθφηεξα ν εληνπηζκφο ησλ πξσηετληθψλ θειίδσλ (spots) πνπ ππάξρνπλ 

κφλν ζε θάπνηα απφ ηηο πεθηέο θαη φρη ζε φιεο. Μεηά ην πέξαο ηεο δηαδηθαζίαο απηήο 

εληνπίζηεθαλ 26 θειίδεο, πνπ είηε απνπζίαδαλ απφ ην πξσηετληθφ πξνθίι ελφο απφ ηα 

ηέζζεξα ζηειέρε είηε δηέθεξε ε έληαζε ηνπο κεηαμχ ησλ ζηειερψλ. 

Αθνινχζσο πξαγκαηνπνηήζεθε ηαπηνπνίεζε ησλ επηιερζέλησλ πξσηετληθψλ 

θειίδσλ ζην Ηλζηηηνχην Βηνινγηθψλ Δξεπλψλ Αθαδεκίαο Αζελψλ κε ζηφρν ηε ιήςε 

πιεξνθνξηψλ γηα ηελ πεξαηηέξσ κειέηε ησλ πξσηετλψλ  πνπ δηαθέξνπλ απφ ζηέιερνο 

ζε ζηέιερνο. 

Σα απνηειέζκαηα ηεο ηαπηνπνίεζεο κε ηε κέζνδν MALDI – TOF MS 

θαίλνληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα (3.7) θαη ην ζχλνιν ησλ spots πνπ ζηάιζεθαλ γηα 

ηαπηνπνίεζε παξνπζηάδεηαη ζηελ εηθφλα 3.7, φπνπ θαίλεηαη ε ζέζε ηνπο πάλσ ζηελ 

θάζε πεθηή θαη είλαη δπλαηή ε άκεζε ζχγθξηζε κε ηα πξσηετληθά πξνθίι ησλ 

ππνινίπσλ ζηειερψλ.  
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Πίλαθαο 3.7 Απνηειέζκαηα ηαπηνπνίεζεο ησλ πξσηετλψλ, πνπ επηιέρζεθαλ απφ ηηο πεθηέο, κε ηελ κέζνδν MALDI-TOF MS. 

 

Title Comment 
Mascot 

Score 
Difference 

MS 

Coverage 
Protein 

MW 
Status Accession 

pI-

Value 

Multiphosphoryl transfer 

protein 
Spot 1 139 31 57 39569 Identified PTFAH_SALTY 4,7 

Spermidine/putrescine-binding 

periplasmic protein 
Spot 2 122 0 43 38997 Identified POTD_SALTI 5 

Flagellar hook-associated 

protein 
Spot 3 156 125 74 34154 Identified FLGL_SALTY 4,7 

Fimbrial subunit type 1 Spot 4 49 0 29 19000 Undefined FIM11_SALTY 6,1 

Fimbrial subunit type 1 Spot 5 47 0 29 19000 Undefined FIM11_SALTY 6,1 

Glucose-specific 

phosphotransferase enzyme 

IIA component 

Spot 6 107 0 60 18236 Identified PTGA_SALTI 4,6 

Bacterioferritin Spot 7 97 69 62 18343 Identified BFR_SALTY 4,5 

NAD(P)H-flavin reductase Spot 8 27 5 20 26448 Undefined FRE_SALTY 5 

8-amino-7-oxononanoate 

synthase 
Spot 9 23 0 10 42274 Undefined BIOF_SALA4 10 

Purine nucleoside 

phosphorylase deoD-type 
Spot 10 178 0 84 26190 Identified DEOD_SALDC 5,2 

Ornithine 

carbamoyltransferase, 

catabolic 

Spot 11 108 14 60 37021 Identified OTCC_SALTY 5,2 

50S ribosomal protein L9 Spot 12 160 0 83 15774 Identified RL9_SALA4 6,2 

Phosphoserine 

aminotransferase 
Spot 13 141 0 51 40058 Identified SERC_SALA4 5,3 

Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 
Spot 14 40 0 15 35735 Undefined G3P1_SALTY 6,4 

Outer membrane protein C Spot 15 210 0 62 41214 Identified OMPC_SALTY 4,5 

Outer membrane porin protein 

ompD 
Spot 16 43 0 21 39655 Undefined OMPD_SALCH 4,5 

Methylglyoxal synthase Spot 17 24 0 18 17037 Undefined MGSA_SALA4 6,2 

S-ribosylhomocysteine lyase Spot 18 73 0 44 19467 Uncertain LUXS_SALA4 5,7 

Autoinducer 2 import ATP-

binding protein lsrA 
Spot 19 23 0 8 55939 Undefined LSRA_SALPA 5,7 

UPF0033 protein yedF Spot 20 35 0 50 8747 Undefined YEDF_SALTI 4,7 

Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 
Spot 21 218 0 80 35735 Identified G3P1_SALTY 6,4 

Autoinducer 2 import ATP-

binding protein lsrA 
Spot 22 28 0 8 55912 Undefined LSRA_SALCH 5,7 

Anti-adapter protein iraM Spot 23 31 7 27 13902 Undefined IRAM_SALTY 9,8 

Invasion protein iagB Spot 24 24 0 24 18471 Undefined IAGB_SALTI 10 

DNA protection during 

starvation protein 
Spot 25 45 0 29 18706 Undefined DPS_SALA4 5,7 

S-ribosylhomocysteine lyase Spot 26 74 0 44 19467 Uncertain LUXS_SALDC 5,7 
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΢ηελ εηθφλα 3.7 είλαη ζεκεησκέλα κε κπιε θχθιν ηα 26 πξσηετληθά ζηίγκαηα 

πνπ ζηάιζεθαλ γηα ηαπηνπνίεζε κε ηελ αληίζηνηρε αξίζκεζε ηνπο (πίλαθαο 3.7, 2
ε
 

ζηήιε) θαη κεηαμχ απηψλ κε βέινο θαη αξίζκεζε είλαη ηα 11 spots ηα νπνία κε ηελ 

ηαπηνπνίεζε ραξαθηεξίζηεθαλ σο „identified proteins‟. Ζ πιεηνςεθία ησλ 

ζπγθεθξηκέλσλ ζηηγκάησλ εληνπίδεηαη μεθάζαξα ζηελ πεθηή ηνπ ζηειέρνπο 297 (S. 

Putten) θαη απνπζηάδεη ή εληνπίδεηαη κε κηθξφηεξε έληαζε ζε έλα ή θαη πεξηζζφηεξα 

απφ ηα ππφινηπα ζηειέρε. ΢αθψο ππάξρνπλ θαη spots πνπ βξίζθνληαη ζε θάπνηα απφ 

ηα ππφινηπα ζηειέρε θαη απνπζηάδνπλ απφ ην ζηέιερνο 297. ΢ηνλ πίλαθα 3.8 

θαίλνληαη ηα ηαπηνπνηεκέλα spots κε ηα νλφκαηα ησλ πξσηετλψλ θαη ην ζηέιερνο 

φπνπ εληνπηζηήθαλ μεθάζαξα θαη ελ ζπλερεία απνκνλψζεθαλ. 

 

Απιθμόρ 

spot (από 

MALDI- 

ΣΟF MS) 

Ονομαζία ππωηεΐνηρ 

΢ηέλεσορ ή 

ζηελέση πος 

ενηοπίζεηαι 

ξεκάθαπα 

΢ηελέση 

πος 

ενηοπίζεηαι 

με 

μικπόηεπη 

ένηαζη 

΢ςμμεηοσή 

ζε 

μησανιζμούρ 

απόκπιζηρ 

ηος 

κςηηάπος ζε 

ζςνθήκερ 

ζηπερ 
1 Spot 1 Multiphosphoryl transfer protein 297 

252, 655, 

15100  

2 Spot 2 
Spermidine/putrescine-binding 

periplasmic protein 
297 

252, 655, 

15100 
 

3 Spot 3 Flagellar hook-associated protein 3 297 252, 655, 

15100 
 

4 Spot 6 
Glucose-specific phosphotransferase 

enzyme IIA component 
297 

252, 655, 

15100  

5 Spot 7 Bacterioferritin 297 15100  

6 Spot 10 
Purine nucleoside phosphorylase 

deoD-type 
297,655 15100  

7 Spot 11 
Ornithine carbamoyltransferase, 

catabolic 
297,655 252 ? 

8 Spot 12 50S ribosomal protein L9 297 655,15100 ? 

9 Spot 13 Phosphoserine aminotransferase 655 297 ? 

10 Spot 15 Outer membrane protein C 252 297  

11 Spot 21 
Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 
15100 - ? 

Πίλαθαο 3.8  Οη πξσηεΐλεο νη νπνίεο ραξαθηεξίζηεθαλ σο identified, ν αξηζκφο ηεο θειίδαο (spot) ζηελ νπνία αληηζηνηρεί ε θάζε κία 

πξσηεΐλε θαη ην ζηέιερνο ή ηα ζηειέρε απ‟ φπνπ απνκνλψζεθαλ. Σν ζχκβνιν «V»  ππνδειψλεη ζπκκεηνρή ηεο πξσηεΐλεο παξνπζία 

ζπλζεθψλ ζηξεο. ελψ ην «?»  ππνδειψλεη απνπζία πιεξνθνξηψλ (βηβιηνγξαθηθά) γηα ζπκκεηνρή ηεο πξσηεΐλεο ζε κεραληζκνχο 

απφθξηζεο ζε ζπλζήθεο ζηξεο. 
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3.3 Μειέηε ησλ εληνπηζκέλσλ πξσηετλψλ 

 

Έρνληαο ηα απνηειέζκαηα ηεο ηαπηνπνίεζεο ησλ πξσηετλψλ πνπ 

δηαθνξνπνηνχληαη απφ ζηέιερνο ζε ζηέιερνο θαη εηδηθφηεξα φζνλ αθνξά απηέο πνπ 

ραξαθηεξίζηεθαλ σο «identified proteins» αθνινχζεζε βηβιηνγξαθηθή κειέηε ηεο 

ιεηηνπξγίαο ηεο θάζε κίαο, ηνπ βηνινγηθνχ ηεο ξφινπ θαη ησλ κεραληζκψλ ζηνπο 

νπνίνπο πηζαλά εκπιέθεηαη. ΢ηφρνο ήηαλ ε εμήγεζε θαη ν ζπζρεηηζκφο ησλ 

πξσηετλψλ απηψλ κε κεραληζκνχο απφθξηζεο ηνπ θπηηάξνπ ζε πεξηβαιινληηθνχο 

παξάγνληεο θαη κεηέπεηηα ε εμήγεζε ησλ δηαθνξψλ ζηελ αλάπηπμε κεηαμχ ησλ 

ζηειερψλ κε βάζε ην πξσηετληθφ πξνθίι ηνπο.  

Αλαθνξηθά γηα ηελ θάζε κία απφ ηε πξσηεΐλεο πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ: 

Πξσηετληθή Κειίδα 1 & 2 :  

Οη πξσηεΐλεο «Multiphosphoryl transfer protein» θαη «Spermidine/putrescine-

binding periplasmic protein» πνπ αληηζηνηρνχλ ζηα spots 1 θαη 2 αλαθέξνληαη σο 

stress-responsive proteins (Crr θαη PotD αληίζηνηρα) ζε κειέηεο πνπ έρνπλ γίλεη ζην 

E.coli (Kyung-Yeon Han et al., 2007).  

H PotD θαίλεηαη λα είλαη κία πεξηπιαζκηθή πξσηεΐλε ε νπνία πξνζδέλεηαη κε 

ζπγθεθξηκέλεο νπζίεο (πνιπακίλεο θαη ηδηαίηεξα ηε ζπεξκηδίλε) θαη άιιεο 

ππνκνλάδεο (PotB and PotC; integral inner membrane protein) ηνπ ζπζηήκαηνο 

κεηαθνξάο πνιπακηλψλ (Kashiwagi et al., 1996) Oη πνιπακίλεο (πνπηξεζθίλε, 

ζπεξκηδίλε, ζπεξκίλε) είλαη απαξαίηεηεο θαη ζπκκεηέρνπλ ζε αξθεηέο θπηηαξηθέο 

ιεηηνπξγίεο (Taboret et al., 1984, Pegg, 1988). 

Γηα παξάδεηγκα, ζην E.coli νη ελδνθπηηαξηθέο πνιπακίλεο πξνζηαηεχνπλ ην 

θχηηαξν απφ απνδηαηαθηηθφ ζηξεο επηηαρχλνληαο ηελ έθθξαζε γνληδηαθψλ πξντφλησλ 

(hydrogen peroxide-inducible gene activator (oxyR), RNA polymerase sigma factor 

rpoS (rpoS), alkyl hydroperoxide reductase subunit C (ahpC), catalase HPI (katG) θαη 

catalase HPII (katE)) πνπ είλαη γλσζηφ φηη ζπκκεηέρνπλ ζηελ αλζεθηηθφηεηα ηνπ 

θπηηάξνπ ζε ζπλζήθεο ζηξεο. 
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Ζ πξσηεΐλε «Multiphosphoryl transfer protein» πεξηιακβάλεη δχν ππνκνλάδεο: 

1. Phosphocarrier protein HPr, Short name=Protein H 

2. Fructose-specific phosphotransferase enzyme IIA component 

Alternative names: EIIA-Fru, EIII-Fru, PTS system fructose-specific EIIA   

component 

Οη PTSs είλαη ηαμηλνκεκέλεο ζε ηέζζεξεηο ππεξνηθνγέλεηεο κε βάζε ηε θπινγέλεηα 

ησλ EIIs θαη έρνπλ δηαθξηηή εμειηθηηθή πξνέιεπζε: 

 Τπεξνηθνγέλεηα γιπθφδεο-θξνπθηφδεο-ιαθηφδεο  

 Τπεξνηθνγέλεηα αζθνξβηθνχ-γαιαθηηθνχ 

 Τπεξνηθνγέλεηα καλφδεο 

 

Ζ ππεξνηθνγέλεηα γιπθφδεο-θξνπθηφδεο-ιαθηφδεο απνηειείηαη απφ 

 Σελ νηθνγέλεηα γιπθφδεο (E.coli EIIA
Glc

/EIICB
Glc

) 

 Σελ νηθνγέλεηα θξνπθηφδεο-καληηφιεο (E. coli EIICBA
Mtl

)  

 Σελ νηθνγέλεηα ιαθηφδεο (L. casei EIIA
Lac

/EIICB
Lac

) 

 

Ζ Crr είλαη έλα έλδπκν ηχπνπ IIA ηνπ ζπζηήκαηνο PTS ππεχζπλν γηα ηε 

κεηαθνξά ηεο γιπθφδεο ζην θπηφπιαζκα ηνπ θπηηάξνπ ηνπ E. coli.  

Οη πξσηεΐλεο ηνπ ζπζηήκαηνο PTS επίζεο θαίλεηαη λα παίδνπλ αξθεηά 

ζεκαληηθφ ξφιν θαηά ηελ απφθξηζε ηνπ θπηηάξνπ ζε ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο ζηξεο 

θαζψο αλάινγα ην ζηξεο είηε ππεξπαξάγνληαη είηε κεηψλεηαη δξακαηηθά ε πνζφηεηά 

ηνπο. Παξάδεηγκα ε HPr ηνπ L. lactis πθίζηαηαη δξαζηηθή κείσζε φηαλ ηα θχηηαξα 

έρνπλ εθηεζεί ζε πεξηβάιινλ κε pH 5,5 ελψ ζε pH 4,5 δελ παξάγεηαη θαζφινπ. 

(Freeset al., 2003). Αληίζεηα ηα θχηηαξα ηνπ E. coli φηαλ εθηεζνχλ ζε ρακειφ pH 

πεξηέρνπλ απμεκέλεο πνζφηεηεο πξσηετληθψλ ζπζηαηηθψλ ηνπ κεραληζκνχ PTS φπσο 

HPr θαη EIIABMan (ManX) (Blankenhorn et al., 1999). Παξφκνηα ζπκπεξηθνξά 

παξαηεξείηαη θαη ζηε L. monocytogenes φπνπ ζε νζκσηηθφ ζηξεο απμάλεηαη ε 

παξαγσγή ησλ CcpA θαη ηνπ EIIA πνπ αλήθνπλ ζηελ ππεξνηθνγέλεηα ηεο καλφδεο 

(Duche et al., 2002). Σέινο, ζε ζπλζήθεο ςπρξνχ ζνθ απμάλεηαη ε παξαγσγή ηεο HPr 

ζην κηθξννξγαληζκφ B. subtilis (Graumann et al., 1996). 
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Πξσηετληθή Κειίδα 3: 

Σα καζηίγηα (flagella) παξέρνπλ έλα αληαγσληζηηθφ πιενλέθηεκα ζηα 

βαθηήξηα επηηξέπνληάο ηνπο λα «θνιπκπήζνπλ» πξνο ηα ζξεπηηθά ζπζηαηηθά θαη λα 

απνκαθξπλζνχλ απφ επηβιαβείο-ηνμηθέο νπζίεο. Σα καζηίγηα είλαη πνιχπινθνη 

κεραληζκνί πνπ απνηεινχληαη απφ πεξίπνπ δχν δσδεθάδεο δνκηθψλ πξσηετλψλ ζηα 

βαθηήξηα Salmonella θαη Escherichia coli (Chilcott et al., 2000, Macnab, 2003). 

Σα γνλίδηα ησλ καζηίγησλ ζε πνιιά βαθηεξηαθά είδε νξγαλψλνληαη ζε 

κεηαγξαθηθέο ηεξαξρίεο νη νπνίεο εθθξάδνπλ νκάδεο γνληδίσλ ζε δηαθνξεηηθά ζηάδηα 

θαηά ηε δηάξθεηα βηνγέλεζεο ησλ καζηηγίσλ (Soutourina & Bertin, 2003). ΢ηε 

ζαικνλέια ππάξρνπλ ηξεηο θιάζεηο καζηηγηαθψλ πξναγσγέσλ ζηελ κεηαγξαθηθή 

ηεξαξρία (Kutsukake et al., 1990). 

Οη πξσηεΐλεο FliD, FlgK θαη FlgL είλαη απαξαίηεηεο γηα ηε δνκηθή θαηαζθεπή 

ησλ καζηηγίσλ θαη εθθξάδνληαη ηφζν απφ ηελ 2 φζν θαη ηελ 3 θιάζε πξναγσγέσλ 

(Kutsukake & Ide, 1995). ΢ηελ παξαθάησ εηθφλα παξνπζηάδνληαη ηα ηέζζεξα 

νπεξφληα ησλ νπνίσλ ε έθθξαζή ειέγρεηαη απφ ηηο δχν θιάζεηο πξναγσγέσλ, ζηε 

ζαικνλέια. ΢ην ηειεπηαίν νπεξφλην ππάξρεη θαη ην γνλίδην (flgL) γηα ηελ πξσηεΐλε 

πνπ έρεη εληνπίζεη ζηηο πεθηέο καο (Flagellar hook-associated protein 3, spot 3). 

 

Δηθφλα 3.8  Σα ηέζζεξα νπεξφληα πνπ ειέγρνληαη απφ ηνπο πξναγσγείο ηεο θιάζεο 2 θαη 3 γηα ηελ 

θαηαζθεπή ησλ καζηηγίσλ ζηε ζαικνλέια. Πεξηιακβάλεηαη θαη ζεκεηψλεηαη κε θφθθηλν πεξίγξακκα 

ην γνλίδην ηεο κειεηψκελεο πξσηεΐλεο flgL (HAP3).  
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Δπίζεο, απφ κειέηεο έρεη βξεζεί φηη ηνπιάρηζηνλ έλα κέξνο ηεο ξχζκηζεο ησλ 

ηεζζάξσλ νπεξνλίσλ απφ ηηο θιάζεηο πξναγσγέσλ 2 θαη 3 ξπζκίδεηαη σο κέξνο 

απφθξηζεο ηνπ θπηηάξνπ ζε πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο (Wozniak et al.,2010). 

 

Πξσηετληθή Κειίδα 6: 

Ζ πξσηεΐλε «Glucose-specific phosphotransferase enzyme IIA component» ή 

αιιηψο Crr EIIA-Glc αλήθεη φπσο θαη ε πξσηεΐλε ηνπ 1
νπ

 spot ζην ζχζηεκα PTS θαη 

αθνξά ηελ κεηαθνξά γιπθφδεο ζην θπηφπιαζκα κε πηζαλφ ξφιν θαη ζε απνθξίζεηο 

ηνπ θπηηάξνπ ζε ζηξεζνγφλεο ζπλζήθεο.  

 

 

Πξσηετληθή Κειίδα 7: 

Ζ πξσηεΐλε «Bacterioferritin» ή αιιηψο Bfr έρεη σο θπηηαξηθφ ξφιν ηελ 

κεηαθνξά θαη απνζήθεπζε ζηδήξνπ. Δπίζεο ζπκκεηέρεη θαη ζηελ πξνζηαζία ηνπ 

θπηηάξνπ απφ ζηξεο ιφγσ αθξαίσλ πνζνηήησλ ζηδήξνπ ζην πεξηβάιινλ θαη 

ζπκκεηέρεη ζηε δηαζθάιηζε ηεο νκνηφζηαζεο ηνπ ζηδήξνπ ζην θχηηαξν. 

Δηθφλα 3.9 Σν ζχζηεκα Pts θαη νη εκπιεθφκελεο πξσηεΐλεο θαη γνλίδηα. 



  ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ - ΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ 

 

82 

 

΢χκθσλα κε κειέηεο (Velayudhan et al., 2007) ε πξσηεΐλε Bfr έρεη σο βηνινγηθφ 

ξφιν θαη είλαη ππεχζπλε ζηε S. Typhimurium: 

 γηα ηελ απνζήθεπζε ηνπ κεγαιχηεξνπ πνζνζηνχ ζηδήξνπ ζην θχηηαξν  

 γηα ηνλ πεξηνξηζκφ ηνπ ειεχζεξνπ ελδνθπηηάξηνπ ζηδήξνπ θαη  

 γηα ηε αχμεζε ηεο αληνρήο ηνπ θπηηάξνπ ζε νμεηδσηηθά ζηξεο. 

 

Πξσηετληθή Κειίδα 10: 

 Ζ πξσηεΐλε «Purine nucleoside phosphorylase deoD-type» ή αιιηψο «PNP deoD-

type» ζπκκεηέρεη ζην ζρεκαηηζκφ ειεχζεξεο πνπξίλεο θαη 1-θσζθνξν-(δενμπ) 

ξηβφδεο (Zalkin & Nygaard, 1996). Σν έλδπκν απηφ εκπιέθεηαη ζην κνλνπάηη 

δηάζσζεο ησλ πνπξηλψλ θαη ζηελ απνηθνδφκεζε ησλ λνπθιενζηδίσλ. Δπίζεο είλαη 

απαξαίηεην γηα ηελ αθνκνίσζε ησλ εμσγελψλ ειεχζεξσλ βάζεσλ ή λνπθιενζηδίσλ 

απφ ην πεξηβάιινλ θαζψο θαη γηα ηελ επαλαρξεζηκνπνίεζε ησλ βάζεσλ θαη ησλ 

λνπθιενζηδίσλ πνπ πξνέξρνληαη απφ ηε δηαδηθαζία αλαθχθισζεο ησλ λνπθιενηηδίσλ.   

΢χκθσλα κε κειέηε ησλ Rallu et al. (2000) κεηαιιάγκαηα (insertional mutants) 

ηνπ Lactococcus lactis, ηα νπνία επηδείθλπαλ αλζεθηηθφηεηα ζε πνιιαπιά ζηξεο (pH, 

ζηαηηθή θάζε, ζέξκαλζε θαη νμεηδσηηθφ ζνθ) είραλ ππνζηεί αιιαγέο ζε γνλίδηα πνπ 

εκπιέθνληαη ζην κεηαβνιηζκφ πνπξηλψλ. Μεηαιιάγκαηα γηα ην γνλίδην deoB, ην 

νπνίν είλαη ηκήκα ηνπ νπεξνλίνπ deoB-orfC-deoD, επέδεημαλ αλζεθηηθφηεηα ζε 

ζεξκηθφ ζνθ. Σν γνλίδην deoD, ην νπνίν θσδηθνπνηεί γηα ηελ πξσηεΐλε PNP, είλαη 

κέινο ηνπ παξαπάλσ νπεξνλίνπ θαη ζχκθσλα κε ηνπο Varcamonti et al. (2003) 

θαίλεηαη λα εκπιέθεηαη ζε κεραληζκνχο αλζεθηηθφηεηαο έλαληη ζεξκνθξαζηαθνχ 

ζηξεο. ΢πγθεθξηκέλα κειέηεο έδεημαλ φηη ε έιιεηςε ηεο PNP πξσηεΐλεο, ζε knock out 

κεηαιιάγκαηα ηνπ Streptococcus thermophilus, ηξνπνπνηψληαο ηα επίπεδα ησλ 

ppGpp (strigent response alarmone), ζπληειεί ζηελ αχμεζε επηβίσζεο ησλ θπηηάξσλ 

έλαληη ζεξκηθνχ ζνθ, ελψ ζπληειεί ζηε κεησκέλε αληίδξαζε απηψλ έλαληη ςπρξνχ 

ζνθ.  
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 Πξσηετληθή Κειίδα 11: 

Όζνλ αθνξά ζηελ θειίδα 11 αληηπξνζσπεχεη ηελ πξσηεΐλε «Ornithine 

carbamoyltransferase, catabolic», ε νπνία εκπιέθεηαη ζην κνλνπάηη βηνζχλζεζεο ηεο 

αξγηλίλεο. 

Ζ θαηαβνιηθή OTCάζε θαηαιχεη ηε θσζθνξφιπζε ηεο ζηηξνπιίλεο, δίλνληαο 

νξληζίλε θαη carbamoylphosphate, έλα πξφδξνκν κφξην ηνπ ATP ζην κνλνπάηη ηεο 

arginine deiminase. Απφ ηα βαθηεξηαθά έλδπκα ζην κεηαβνιηζκφ ηεο αξγηλίλεο, νη 

θαηαβνιηθέο θαη αλαβνιηθέο OTCαζεο, ζπγθεληξψλνπλ ην κεγαιχηεξν ελδηαθέξνλ 

απφ άπνςε πνηθηινκνξθίαο φζνλ αθνξά ηελ ηεηαξηνηαγή δνκή θαη ηηο ιεηηνπξγηθέο 

ηδηφηεηέο ηνπο. Απηέο νη ζπγθεθξηκέλεο ηδηφηεηεο ησλ ελδχκσλ απηψλ κπνξεί λα 

νθείινληαη ζε δηαθνξεηηθή εμέιημε απφ θνηλφ πξφγνλν ή ζε ζχγθιηζε εμαηηίαο ησλ 

παξφκνησλ απαηηήζεσλ ζε ππνζηξσκάηα (Kennedy et al., 1976, Falmagne et al., 

1984). 

 

Πξσηετληθή Κειίδα 13:  

Ζ πξσηετληθή θειίδα 13 αθνξά ζηελ πξσηεΐλε «Phosphoserine 

aminotransferase» ή Phosphohydroxythreonine aminotransferase ή PSAT.  

Σν γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί γηα ηελ PSAT είλαη ην serC. Σν έλδπκν PSAT 

θαηαιχεη κία αληίδξαζε ζην κνλνπάηη βηνζχλζεζεο ηεο ζεξίλεο. Ζ ζεξίλε απηή είλαη 

απνηειεί κέξνο ελφο άιινπ βηνζπλζεηηθνχ κνλνπαηηνχ γηα παξαγσγή εληεξνρειίλεο. 

Ζ εληεξνρειίλε εκπιέθεηαη ζηελ πξφζιεςε ζηδήξνπ απφ ην πεξηβάιινλ. Οπφηε ην 

γνλίδην serC ζε ζχκπινθν κε έλα άιιν γνλίδην ην aroA (νπεξφλην serC-aroA) 

ειέγρνπλ ηελ παξαγσγή  εληεξνρειίλεο φηαλ εκθαληζηνχλ ζπλζήθεο έιιεηςεο 

ζηδήξνπ γηα ην θχηηαξν (Dunkan & Coggins, 1986). 

 
Πξσηετληθή Κειίδα 15:  

Σα αξλεηηθά θαηά Gram βαθηήξηα δηαζέηνπλ έλαλ αξηζκφ κεκβξαληθψλ 

πξσηετλψλ πνπ νλνκάδνληαη πνξίλεο θαη είλαη ελζσκαησκέλεο ζηελ εμσηεξηθή 

κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ θαη δξνπλ ζαλ θαλάιηα ππεχζπλα γηα ηελ δηάρπζε κηθξψλ 

πδξφθηισλ κνξίσλ θαηά κήθνο ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο ηνπ θπηηάξνπ (Nakae, 

1976, Nikaido & Vaara, 1987).  
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Σν E.coli θαη ε S.Σyphimurium έρνπλ δχν βαζηθέο πνξίλεο, ηηο πξσηεΐλεο 

OmpF θαη OmpC ησλ νπνίσλ ε παξαγσγή εμαξηάηαη απφ κία πιεζψξα 

πεξηβαιινληηθψλ παξαγφλησλ φπσο ην σζκσηηθφ δπλακηθφ ηνπ κέζνπ (Bassford et 

al., 1977), νη δηαζέζηκεο πεγέο άλζξαθα ηνπ ζξεπηηθνχ κέζνπ (Scott and Harwood, 

1980) θαη ε ζεξκνθξαζία (Lundrigan and Earhart, 1984). 

Οη πξσηεΐλεο OmpC θαη OmpF βξέζεθαλ απμεκέλεο θαηά 30 θνξέο, ζε ζρέζε 

κε ην θπζηνινγηθφ, ζε ζπλζήθεο ζεξκηθνχ ζηξεο (47,5°C) θαηά ηε ζηαηηθή θάζε 

αλάπηπμεο ησλ θπηηάξσλ (steady-state heat shock conditions) (Lüders et al.,2009).  

Οη Mecsas et al. (1993) ηαπηνπνίεζαλ ηηο ππεξεθθξαδφκελεο πνξίλεο ηεο 

εμσηεξηθήο κεκβξάλεο OmpC θαη OmpF, σο επαγσγείο ηνπ παξάγνληα ζΔ. Ο 

παξάγνληαο ζΔ (ζ24, RpoE) παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ επηβίσζε ηεο Salmonella 

Σyphimurium ζε ζπλζήθεο έιιεηςεο ζξεπηηθψλ ζπζηαηηθψλ θαη ζε νμεηδσηηθά ζηξεο. 

Ζ έθθξαζε ηνπ ξπζκνδφληνπ (regulon) ζΔ επάγεηαη ζε κεγάιν βαζκφ απφ ηεο είζνδν 

ηεο ζαικνλέιαο ζηε ζηαηηθή θάζε αλάπηπμεο. Δπηπιένλ ε εμαγσγή ησλ OMPs ζηνλ 

πεξηπιαζκηθφ ρψξν είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ επαγσγή ηνπ παξάγνληα ζΔ, ζπλεπψο ε 

ππεξέθθξαζε ησλ OMPs ππνηέζεθε φηη παξάγεη έλα επαγσγηθφ γηα ηνλ ζΔ 

παξάγνληα ζήκα ιίγν κεηά ηε δηέιεπζε ηεο απφ ηελ εζσηεξηθή κεκβξάλεο, ίζσο ζαλ 

ζπλέπεηα ηεο ζπζζψξεπζεο απνδηαηεηαγκέλσλ πεξηπιαζκηθψλ OMP πξσηετλψλ.  

Αζξνηζηηθά ε πνζφηεηα ησλ πξσηετλψλ OmpF θαη OmpC εληφο ηνπ θπηηάξνπ 

είλαη ζηαζεξή, απηφ πνπ αιιάδεη είλαη ε κεηαμχ ηνπο αλαινγία αλάινγα κε ηηο 

ζπλζήθεο πνπ βξίζθεηαη ην θχηηαξν. Θξεπηηθά κέζα κε ρακειφ σζκσηηθφ δπλακηθφ, 

θησρά ζε πεγέο άλζξαθα θαη κε ρακειή ζεξκνθξαζία απμάλνπλ ηα επίπεδα ηεο 

OmpF θαη κεηψλνπλ ηελ OmpC. Αληίζεηα ζξεπηηθά κέζα κε πςειφ σζκσηηθφ 

δπλακηθφ, πινχζηα ζε πεγέο άλζξαθα θαη κε πςειή ζεξκνθξαζία κεηψλνπλ ηα 

επίπεδα ηεο OmpFθαη απμάλνπλ ηα επίπεδα ηεο OmpC. 

Έρεη αλαθεξζεί κηθξή αχμεζε ηεο αλζεθηηθφηεηαο ζε ζηειέρε ηα νπνία είραλ 

κεησκέλα επίπεδα OmpF. Δμήγεζε απηνχ απνηειεί ην γεγνλφο φηη ε πνξίλε OmpF 

έρεη πφξν κεγαιχηεξεο δηακέηξνπ απ‟ φηη ε OmpC θαη είλαη επθνιφηεξε ε είζνδνο 

ησλ αληηβηνηηθψλ ζην εζσηεξηθφ ηνπ θπηηάξνπ. Γεληθφηεξα ε OmpC παξάγεηαη ζε 

πεξηβάιινλ φπνπ ηα ζξεπηηθά ζπζηαηηθά είλαη ζε κεγαιχηεξε ζπγθέληξσζε ελψ ε 

OmpF φηαλ ζην πεξηβάιινλ ηνπ θπηηάξνπ ηα ζξεπηηθά ζπζηαηηθά είλαη ζε πην 

δηαιπηή κνξθή (Nikaido & Vaara, 1987).  
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Ζ κεγαιχηεξε δηάκεηξνο ηεο OmpF πνξίλεο κπνξεί ζεσξεηηθά λα παίδεη 

ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ απμεκέλε ηθαλφηεηα ησλ θπηηάξσλ λα αθνκνηψλνπλ ζξεπηηθά 

ζπζηαηηθά απφ ην πεξηβάιινλ κέζσ ηεο αχμεζεο ηεο δηαπεξαηφηεηαο ηεο εμσηεξηθήο 

κεκβξάλεο ηνπο (Oezkanca & Flint, 2002).  

Δπηπξνζζέησο, νη πξσηεΐλεο OmpC θαη OmpF έρνπλ πνιχ ζεκαληηθφ ξφιν 

θαηά ηελ έθθξαζε κεραληζκψλ παζνγέλεηαο ηνπ θπηηάξνπ ηεο ζαικνλέιαο. Ζ OmpC 

θαίλεηαη λα ζπκκεηέρεη επίζεο ζηελ κεηνίθεζε ηνπ βαθηεξίνπ απφ ην έλα επηζειηαθφ 

θχηηαξν ζην άιιν θαηά ηελ παζνγέλεηα, θαζψο επίζεο θαη ζηε ζαλάησζε ηνπ 

πξνζβεβιεκέλνπ θπηηάξνπ (μεληζηή) (Bernardini et al., 1993). 

 

Πξσηετληθή Κειίδα 21:  

Αθνξά ζηελ πξσηεΐλε «Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ή 

GAPDH» πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην gapA. 

Ζ πξσηεΐλε GAPDH είλαη ελδπκν ηνπ γιπθνιπηηθνχ κνλνπαηηνχ ην νπνίν θαηαιχεη 

ηελ νμείδσζε θαη ηε θσζθνξπιίσζε ηεο glyceraldehyde 3-phosphate ζε 1,3-

bisphosphoglycerate. 

D-glyceraldehyde 3-phosphate + phosphate + NAD+ = 3-phospho-D-glyceroyl 

phosphate + NADH. 

 

 

3.4 ΢πκπεξάζκαηα - ζπδήηεζε 

 

΢πλνςίδνληαο φια ηα παξαπάλσ παξαηεξνχκε πσο ε πιεηνςεθία ησλ 

πξσηετλψλ πνπ κειεηήζεθαλ σο δηαθνξέο κεηαμχ ησλ ηεζζάξσλ ζηειερψλ 

εκπιέθεηαη ζε κεραληζκνχο – απνθξίζεηο ηνπ θπηηάξνπ ζε ζηξεζνγφλεο ζπλζήθεο ή 

ηνπιάρηζηνλ ζε πεξηβαιινληνινγηθέο κεηαβνιέο (Πίλαθαο 3.8). Δηδηθφηεξα γηα ηελ 

θάζε κία πξσηεΐλε ζπλνπηηθά έρνπκε: 

  Ζ πξσηεΐλε «Multiphosphoryl transfer protein» αλήθεη ζην ζχζηεκα PTS θαη 

εηδηθφηεξα ζηελ ππεξνηθνγέλεηα κεηαθνξαζψλ γιπθφδεο-θξνπθηφδεο-ιαθηφδεο 

ζην θπηηαξφπιαζκα ηνπ θπηηάξνπ. Γεδνκέλνπ φηη νη πξσηεΐλεο ηνπ ζπζηήκαηνο 

PTS παίδνπλ αξθεηά ζεκαληηθφ ξφιν θαηά ηελ απφθξηζε ηνπ θπηηάξνπ ζε 

ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο ζηξεο (pH, ζεξκνθξαζία, σζκσηηθφ δπλακηθφ) είλαη 

πηζαλή θαη ε εκπινθή ηεο ζπγθεθξηκέλεο πξσηεΐλεο ζε αληίζηνηρνπο 
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κεραληζκνχο πξνζαξκνγήο θαζψο ε κειέηε καο πεξηειάκβαλε αλάπηπμε ησλ 

κηθξννξγαληζκψλ ζε δηάθνξα pH θαη ζεξκνθξαζίεο. 

 Ζ πξσηεΐλε «Spermidine/putrescine-binding periplasmic protein» είλαη κία 

πεξηπιαζκηθή πξσηεΐλε ε νπνία ζπκκεηέρεη ζην ζχζηεκα κεηαθνξάο πνιπακηλψλ 

(ππνδνρέαο) θαη ζπλεπψο ζπκβάιεη ζηε ξχζκηζε ησλ επηπέδσλ ησλ πνιπακηλψλ 

ζην θχηηαξν. Οη πνιπακίλεο ζπκκεηέρνπλ ζε αξθεηέο θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο θαη 

επηηαρχλνπλ ηελ έθθξαζε γνληδηαθψλ πξντφλησλ πνπ πξνζηαηεχνπλ ην θχηηαξν 

έλαληη δηαθφξσλ ζηξεζνγφλσλ ζπλζεθψλ.  

 Ζ πξσηεΐλε «Flagellar hook-associated protein 3, FlgL» είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ 

θαηαζθεπή ησλ καζηηγίσλ. Σν γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηελ έθθξαζε ηεο 

πξσηεΐλεο FlgL αλήθεη ζε έλα απφ ηα ηέζζεξα νπεξφληα πνπ είλαη απαξαίηεηα γηα 

ηελ θαηαζθεπή ησλ καζηηγίσλ θαη ησλ νπνίσλ ε έθθξαζε ξπζκίδεηαη σο κέξνο 

απφθξηζεο ηνπ θπηηάξνπ ζε πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο. 

 Ζ πξσηεΐλε «Glucose-specific phosphotransferase enzyme IIA component» φπσο 

θαη ε 1
ε
 πξσηεΐλε αλήθεη ζην ζχζηεκα PTS θαη εηδηθφηεξα ζηελ ππεξνηθνγέλεηα 

κεηαθνξαζψλ γιπθφδεο-θξνπθηφδεο-ιαθηφδεο ζην θπηηαξφπιαζκα ηνπ θπηηάξνπ 

κε αληίζηνηρν βηνινγηθφ ξφιν. 

 Ζ πξσηεΐλε «Bacterioferritin» ζπκκεηέρεη ζηελ κεηαθνξά θαη απνζήθεπζε 

ζηδήξνπ ζην θχηηαξν. Δπίζεο έρεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηνλ πεξηνξηζκφ ηνπ 

ειεχζεξνπ ελδνθπηηάξηνπ ζηδήξνπ θαη ζπκκεηέρεη ζηελ πξνζηαζία ηνπ θπηηάξνπ 

απφ νμεηδσηηθά ζηξεο δηαζθαιίδνληαο ηελ νκνηφζηαζε ησλ επηπέδσλ ηνπ ζηδήξνπ 

ζην θχηηαξν. 

 Ζ πξσηεΐλε «Purine nucleoside phosphorylase deoD-type» εκπιέθεηαη ζην 

κεηαβνιηζκφ ησλ πνπξηλψλ. Δηδηθφηεξα εκπιέθεηαη ζην κνλνπάηη δηάζσζεο ησλ 

πνπξηλψλ θαη ζηελ απνηθνδφκεζε ησλ λνπθιενζηδίσλ θαζψο ζπκκεηέρεη ζην 

ζρεκαηηζκφ ειεχζεξεο πνπξίλεο θαη 1-θσζθνξν-(δενμπ) ξηβφδεο. Γνλίδηα πνπ 

εκπιέθνληαη ζην κεηαβνιηζκφ πνπξηλψλ ζπκκεηέρνπλ ζηελ εκθάληζε 

αλζεθηηθφηεηαο ηνπ θπηηάξνπ ζε πνιιαπιά ζηξεο (pH, ζηαηηθή θάζε, ζέξκαλζε 

θαη νμεηδσηηθφ ζνθ). Σν γνλίδην deoD, ην νπνίν θσδηθνπνηεί γηα ηελ πξσηεΐλε 

PNP, είλαη κέινο ηνπ νπεξνλίνπ deoB-orfC-deoD θαη θαίλεηαη λα εκπιέθεηαη ζε 

κεραληζκνχο αλζεθηηθφηεηαο έλαληη ζεξκνθξαζηαθνχ ζηξεο. 

 Ζ πξσηεΐλε «Phosphoserine aminotransferase» θαηαιχεη κία αληίδξαζε ζην 

κνλνπάηη βηνζχλζεζεο ηεο ζεξίλεο ε νπνία απνηειεί κέξνο ελφο άιινπ 

βηνζπλζεηηθνχ κνλνπαηηνχ γηα παξαγσγή εληεξνρειίλεο. Ζ εληεξνρειίλε 
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εκπιέθεηαη ζηελ πξφζιεςε ζηδήξνπ απφ ην πεξηβάιινλ. Οπφηε ην γνλίδην serC 

πνπ θσδηθνπνηεί γηα ηελ PSAT ζε ζχκπινθν κε έλα άιιν γνλίδην ην aroA 

(νπεξφλην serC-aroA) ειέγρνπλ ηελ παξαγσγή  εληεξνρειίλεο φηαλ εκθαληζηνχλ 

ζπλζήθεο έιιεηςεο ζηδήξνπ γηα ην θχηηαξν. 

 Ζ πξσηεΐλε «Outer membrane protein C, OmpC» αλήθεη ζε κία κεγάιε 

νηθνγέλεηα κεκβξαληθψλ πξσηετλψλ πνπ νλνκάδνληαη πνξίλεο θαη είλαη 

ελζσκαησκέλεο ζηελ εμσηεξηθή κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ θαη δξνπλ ζαλ θαλάιηα 

ππεχζπλα γηα ηελ δηάρπζε κηθξψλ πδξφθηισλ κνξίσλ θαηά κήθνο ηεο εμσηεξηθήο 

κεκβξάλεο. Σα E.coli θαη S.Σyphimurium έρνπλ δχν βαζηθέο πνξίλεο, ηηο 

πξσηεΐλεο OmpF θαη  OmpC ησλ νπνίσλ ε παξαγσγή εμαξηάηαη απφ κία 

πιεζψξα παξαγφλησλ φπσο ην σζκσηηθφ δπλακηθφ ηνπ κέζνπ, νη δηαζέζηκεο 

πεγέο άλζξαθα ηνπ ζξεπηηθνχ κέζνπ θαη ε ζεξκνθξαζία. Δπίζεο έρεη βξεζεί φηη 

δξνπλ ζαλ επαγσγείο ηνπ παξάγνληα ζΔ (ζ24, RpoE) (virulence alternative sigma 

factor ζE) ν νπνίνο παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ επηβίσζε ηεο S. typhimurium ζε 

ζπλζήθεο έιιεηςεο ζξεπηηθψλ ζπζηαηηθψλ θαη νμεηδσηηθά ζηξεο. Θξεπηηθά κέζα 

κε ρακειφ σζκσηηθφ δπλακηθφ, θησρά ζε πεγέο άλζξαθα θαη κε ρακειή 

ζεξκνθξαζία απμάλνπλ ηα επίπεδα ηεο OmpF θαη κεηψλνπλ ηελ OmpC. Αληίζεηα 

ζξεπηηθά κέζα κε πςειφ σζκσηηθφ δπλακηθφ, πινχζηα ζε πεγέο άλζξαθα θαη κε 

πςειή ζεξκνθξαζία κεηψλνπλ ηα επίπεδα ηεο OmpF θαη απμάλνπλ ηα επίπεδα ηεο 

OmpC. Ζ πνξίλε OmpF έρεη πφξν κεγαιχηεξεο δηακέηξνπ απ‟ φηη ε OmpC θαη 

παξάγεηαη φηαλ ηα ζξεπηηθά ζπζηαηηθά είλαη ζε πην δηαιπηή κνξθή ελψ ε OmpC 

παξάγεηαη ζε πεξηβάιινλ φπνπ ηα ζξεπηηθά ζπζηαηηθά είλαη ζε κεγαιχηεξε 

ζπγθέληξσζε. ΢ηε ζπγθεθξηκέλε κειέηε παίδεη κεγάιν ξφιν ν έιεγρνο ηεο 

δηαπεξαηφηεηαο ησλ κεκβξαλψλ ησλ θπηηάξσλ θαζψο ζρεηίδεηαη άκεζα κε ηνλ 

ηξφπν δξάζεο ησλ νξγαληθψλ νμέσλ θαη ηελ πξνζπάζεηα επίηεπμεο νκνηφζηαζεο 

ηνπ pH απφ κέξνπο ηνπ θπηηάξνπ. 

 

Δίλαη εκθαλέο ινηπφλ πσο νη πεξηζζφηεξεο απφ ηηο πξσηεΐλεο ησλ νπνίσλ ε 

έθθξαζε δηαθέξεη κεηαμχ ησλ ηεζζάξσλ ζηειερψλ πνπ επηιέρζεθαλ γηα πεξεηαίξσ 

κειέηε,  ζπκκεηέρνπλ ζε κεραληζκνχο ηνπ θπηηάξνπ πνπ αθνξνχλ ηελ πξνζηαζία ηνπ 

θαη ηελ πξνζαξκνγή ηνπ ζε δπζκελείο ζπλζήθεο (ζηξεο) αιιάδνληαο ηελ θπζηνινγία 

ηνπ θαη θαζηζηψληαο ην βξαρππξφζεζκα ή θαη καθξνπξφζεζκα αλζεθηηθφ ζε απηέο. 

΢ηνπο κεραληζκνχο ζηνπο νπνίνπο ζπκκεηέρνπλ νη πξσηεΐλεο πνπ κειεηήζεθαλ, 

ζπκπεξηιακβάλνληαη κεραληζκνί κεηαθνξάο θπηηαξηθψλ ζπζηαηηθψλ κέζα ζην 
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Δηθφλα 3.11 ΢πκπεξηθνξά ησλ ζηειερψλ ζαικνλέιαο θαηά ηελ έθζεζε ηνπο ζε δηάιπκα TSB 

κε pH 3.5 ξπζκηζκέλν κε (θνξκηθφ) κπξκεθηθφ νμχ. ΢εκεηψλεηαη κε θφθθηλν βέινο ην 

ζηέιερνο 297, (Manios et al., 2009). 

θχηηαξν, ησλ νπνίσλ ε ιεηηνπξγία κεηαβάιιεηαη αλάινγα κε ηηο ζπλζήθεο πνπ 

βξίζθεηαη ν κηθξννξγαληζκφο, κεραληζκνί βηνζχλζεζεο, κεηαβνιηζκνχ θαη 

θαηαβνιηζκνχ κνξίσλ θαη ζπζηαηηθψλ ηνπ θπηηάξνπ πνπ θαη απηνί ειέγρνληαη απφ 

πεξηβαιινληηθνχο παξάγνληεο, κεραληζκνί πνπ ζπκβάινπλ ζηελ πξφζιεςε 

ζξεπηηθψλ ζπζηαηηθψλ ή ηελ απνβνιή ηνμηθψλ νπζηψλ, θαζψο θαη κεραληζκνί πνπ 

αθνξνχλ ηε δνκή θαη δηαπεξαηφηεηα ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο πνπ αλάινγα κε ηηο 

ζπλζήθεο ξπζκίδνπλ ηελ είζνδν θαη έμνδν πιεζψξαο κνξίσλ. 

Οη πεξηζζφηεξεο απφ ηηο παξαπάλσ πξσηεΐλεο πνπ αλαθέξνληαη εληνπίζηεθαλ 

ζην πήθησκα ηνπ ζηειέρνπο 297 (S. Putten) ή ηνπιάρηζηνλ ζε απηφ ηα επίπεδα 

παξαγσγήο ηνπο ήηαλ πςειφηεξα απ‟ φηη ζηα ππφινηπα ζηειέρε. Τπελζπκίδνπκε φηη 

ην ζηέιερνο 297 παξνπζίαζε κία ειαθξηά αλζεθηηθφηεηα, ζε ζχγθξηζε κε ηα 

ππφινηπα ζηειέρε, φηαλ αλαπηχρζεθε ζε ππφζηξσκα BHI κε πξνζζήθε θνξκηθνχ 

νμένο ελψ δελ ήηαλ ηφζν αλζεθηηθφ ζε ππφζηξσκα κε γαιαθηηθφ νμχ. ΢ηηο δσνηξνθέο 

απφ ηηο νπνίεο απνκνλψζεθαλ ηα ζπγθεθξηκέλα ζηειέρε ρξεζηκνπνηήζεθε θπξίσο 

κίγκα θνξκηθνχ θαη πξνπηνληθνχ νμένο γηα έιεγρν ησλ παζνγφλσλ. 

Απφ πξνεγνχκελεο κειέηεο ηνπ εξγαζηεξίνπ Πνηνηηθνχ Διέγρνπ θαη Τγηεηλήο 

Σξνθίκσλ ηνπ Γεσπνληθνχ Παλεπηζηεκίνπ Αζελψλ (Manios et al., 2009) ην ζηέιερνο 

297 (S. Putten) φηαλ εθηέζεθε ζε δηάιπκα TSB κε ρακειφ pH (3.5) ξπζκηζκέλν κε 

θνξκηθφ ή πξνπηνληθφ νμχ ζπγθαηαιέρζεθε ζηα αλζεθηηθφηεξα κεηαμχ ησλ δέθα 

ζηειερψλ. 
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΢πκπέξαζκα απηνχ ηνπ γεγνλφηνο είλαη φηη ίζσο ην ζηέιερνο 297 έρεη 

αλαπηχμεη ζε έλα βαζκφ αλζεθηηθφηεηα ζηε ρξήζε ηνπ θνξκηθνχ νμένο, γεγνλφο πνπ 

θαίλεηαη θαη ζηελ παξνχζα κειέηε, σο κέζν εμπγίαλζεο ησλ δσνηξνθψλ, ελψ ζην 

γαιαθηηθφ νμχ, ην νπνίν δελ ρξεζηκνπνηείηαη επξέσο γηα ηελ θαηαπνιέκεζε ησλ 

παζνγφλσλ ζηηο δσνηξνθέο, δελ είλαη ηφζν αλζεθηηθφ. Απηή ε ζπκπεξηθνξά ηνπ 

ζηειέρνπο 297 ζπγθξηηηθά κε ηα ππφινηπα ππφ κειέηε ζηειέρε, θαίλεηαη λα 

αληηθαηνπηξίδεηαη ζε έλα βαζκφ θαη ζην πξσηετληθφ ηνπ πξνθίι. 

Σν παξαπάλσ γξάθεκα (Δηθφλα 3.11) πξνέξρεηαη απφ ηε κειέηε ησλ Manios 

et al., (2009), νπνχ ην pH ηνπ κέζνπ ξπζκίδνληαλ κε πξνζζήθε ηνπ ππφ κειέηε 

νξγαληθνχ νμένο. Θα πξέπεη λα αλαθεξζεί φκσο φηη ζηελ παξνχζα εξγαζία ε νπνία 

αθνξά ηε κειέηε ηεο αλζεθηηθφηεηαο ησλ ζπγθξηκέλσλ ζηειερψλ ζαικνλέιαο ζε 

ζξεπηηθφ κέζν πνπ πεξηείρε νξγαληθά νμέα (θνξκηθφ θαη γαιαθηηθφ), ην pH ηνπ 

κέζνπ ξπζκίδνληαλ  κε πξνζζήθε HCl ή NaOH. ΢πλεπψο ν ζηφρνο ήηαλ ε κειέηε ηεο 

αλζεθηηθφηεηαο ησλ ζηειερψλ έλαληη ησλ νξγαληθψλ νμέσλ ζε δηάθνξα pH ηνπ 

ζξεπηηθνχ κέζνπ. Όζνλ αθνξά ινηπφλ ηελ ζπγθεθξηκέλε εξεπλεηηθή κειέηε ζα 

πξέπεη λα ζεκεηψζνπκε φηη νη δηαθνξέο ζηελ αλάπηπμε κεηαμχ ησλ ζηειερψλ παξ‟ 

φιν πνπ ππήξραλ, ήηαλ αξθεηά κηθξφηεξεο ζπγθξηηηθά κε ηα απνηειέζκαηα ησλ 

πξνεγνχκελσλ απηψλ κειεηψλ. 

Όκσο, ιακβάλνληαο ππφςε καο θαη ηα απνηειέζκαηα ηεο πξσηενκηθήο 

αλάιπζεο θαζψο θαη ηα απνηειέζκαηα πξνεγνχκελσλ κειεηψλ πνπ αθνξνχζαλ ηα 

ζπγθεθξηκέλα ζηειέρε είκαζηε επηθπιαθηηθνί γηα ην θαηά πφζνλ νη ζπγθεθξηκέλεο 

ζπλζήθεο-εκπφδηα ζηηο νπνίεο εμεηάζηεθαλ ηα ζηειέρε ήηαλ δπλαηφλ λα καο δψζνπλ 

εκθαλείο δηαθνξέο νη νπνίεο λα αληηθαηνπηξίδνπλ ηηο δηαθνξέο πνπ εληνπίζακε ζηα 

πξσηετληθά πξνθίι ηνπο. Γειαδή, είλαη πηζαλφ λα ππάξρνπλ δηαθνξέο κεηαμχ ησλ 

δέθα ζηειερψλ πνπ αθνξνχλ ζηελ αλζεθηηθφηεηα ηνπο ζε φμηλεο ζπλζήθεο θαη 

νξγαληθά νμέα αιιά λα κελ είλαη εχθνιν λα γίλνπλ θαηλνηππηθά αληηιεπηέο. Δίλαη 

δπλαηφ επίζεο λα είλαη αξθεηά εηδηθέο θαη ζπγθεθξηκέλεο νη ζπλζήθεο επψαζεο ζηηο 

νπνίεο νη δηαθνξέο ζηε ζπκπεξηθνξά – αλάπηπμε ησλ ζηειερψλ είλαη ζε άκεζε 

ζπλάξηεζε κε ηηο δηαθνξέο ζηα πξσηετληθά πξνθίι ηνπο. Απαηηείηαη ινηπφλ 

πεξαηηέξσ κειέηε ησλ ζπγθεθξηκέλσλ ζηειερψλ φζνλ αθνξά ην πξφηππν αλάπηπμήο 

ηνπο ζε άκεζε ζπλάξηεζε κε ην πξσηετληθφ πξνθίι ηνπο. 

Παξαδείγκαηνο ράξηλ, γηα λα είλαη δπλαηή ε ζπζρέηηζε ησλ δηαθνξεηηθψλ 

θαηλνηππηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ ησλ ζηειερψλ κε ηηο δηαθνξέο ζην πξσηετληθφ ηνπο 

πξνθίι είλαη απαξαίηεηε ε πξαγκαηνπνίεζε κειεηψλ κε κεηαιιαγέο ζπγθεθξηκέλσλ 
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Δηθφλα 3.11  Οξγαληθά νμέα κε ηνπο αληίζηνηρνπο 

κνξηαθνχο ηχπνπο θαη ηηο pKa ηνπο. 

γνληδίσλ (knock out) ζε ζπγθεθξηκέλα ζηειέρε θαη ελ ζπλερεία κειέηε ηεο αλάπηπμεο 

ηνπο θαη ηεο εκθάληζεο θάπνηαο αλζεθηηθφηεηαο ζε ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο ψζηε λα 

είλαη μεθάζαξνο θαη αδηακθηζβήηεηνο ν ζπζρεηηζκφο κεηαμχ πξσηετλψλ (εχξεζε ηνπ 

θπηηαξηθνχ ξφινπ ηεο πξσηεΐλεο) θαη ραξαθηεξηζηηθψλ αλάπηπμεο-αλζεθηηθφηεηαο. 

Όια ηα παξαπάλσ πνπ αθνξνχλ ηε κειέηε ηνπ πξσηετληθνχ πξνθίι ησλ 

ζπγθεθξηκέλσλ ζηειερψλ ζαικνλέιαο είλαη κείδνλνο ζεκαζίαο ιφγσ ηνπ 

ελδηαθέξνληνο «θαηλνηχπνπ» (κνηίβν αλάπηπμεο) πνπ παξνπζηάδνπλ ηα ζηειέρε 

απηά. 

Όζνλ αθνξά ινηπφλ ζην θνκκάηη ηεο θαηλνηππηθήο αλάιπζεο (αλάπηπμε ή κε 

αλάπηπμε) παξαηεξείηαη πσο ζηηο ζεξκνθξαζίεο ησλ 25 
ν
C θαη 20 

ν
C ην γαιαθηηθφ 

νμχ πξνθαιεί αλαζηνιή ηεο αλάπηπμεο ησλ ζηειερψλ ζαικνλέιαο ζε αξθεηά κεγάιν 

βαζκφ, αλάινγα κε ηελ ζπγθέληξσζε ζηελ νπνία πξνζηίζεηαη. Αληίζεηα, ην θνξκηθφ 

νμχ ζηα αληίζηνηρα ζεξκνθξαζηαθά θαζεζηψηα πξνθαιεί πνιχ κηθξφηεξε αλαζηνιή 

ηεο αλάπηπμεο. Σν απνηέιεζκα απηφ ήηαλ αλακελφκελν θαη ζχκθσλν κε 

πξνεγνχκελεο κειέηεο πνπ αθνξνχλ ηελ αληηκηθξνβηαθή δξάζε ησλ νξγαληθψλ νμέσλ 

θαη εηδηθφηεξα ηε ζχγθξηζε κεηαμχ γαιαθηηθνχ θαη θνξκηθνχ νμένο φπνπ ην 

γαιαθηηθφ νμχ είλαη ηζρπξφηεξν αληηκηθξνβηαθά, ζε ηηκέο pH κεηαμχ 4,0-5,0, απφ ην 

θνξκηθφ (Chaveerach et al., 2002, Οverland et al., 2007, Schnürer and Magnusson, 

2005). Σν γεγνλφο απηφ νθείιεηαη ζηελ κεγαιχηεξε pKa πνπ έρεη ην γαιαθηηθφ 

ζπγθξηηηθά κε ην θνξκηθφ νμχ.  
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Αληίζεηα κε ην πξφηππν δξάζεο ηνπ γαιαθηηθνχ θαη ηνπ θνξκηθνχ νμένο ζηελ 

ζεξκνθξαζία ησλ 25 
ν
C θαη 20 

ν
C, ζηνπο 15 

ν
C θαη 10 

ν
C αληηζηξέθεηαη ε 

θαηάζηαζε, ην θνξκηθφ νμχ έρεη εληνλφηεξε αλαζηαιηηθή επίδξαζε ζηελ αλάπηπμε 

ησλ κηθξννξγαληζκψλ απ‟ φηη ην γαιαθηηθφ νμχ. Σν γεγνλφο απηφ απνηειεί ζέκα 

πεξαηηέξσ κειέηεο θαη ζπδήηεζεο. 

Σν γαιαθηηθφ νμχ, θαζψο είλαη ιηγφηεξν ιηπνδηαιπηφ, δηαρέεηαη θαη δηαπεξλά 

κε αξγνχο ξπζκνχο θαη δπζθνιφηεξα ηελ θπηηαξηθή κεκβξάλε απφ ην θνξκηθφ νμχ. 

Οπφηε, ε δξάζε ηνπ γαιαθηηθνχ νμένο δελ βαζίδεηαη θπξίσο ζηελ δηαηαξαρή ηνπ 

ελδνθπηηάξηνπ pH (Gravesen et al., 2004) ζε αληίζεζε κε ην θνξκηθφ νμχ φπνπ ιφγσ 

ηνπ κηθξνχ κεγέζνπο ηνπ (HCOOH) είλαη επθνιφηεξν λα δηαπεξάζεη  ηελ θπηηαξηθή 

κεκβξάλε θαη λα πξνθαιέζεη νμχληζε ηνπ θπηνπιάζκαηνο. 

Παξφιν πνπ ε αδηάζηαηε κνξθή ηνπ νμένο είλαη απηή πνπ έρεη κεγαιχηεξε 

αλαζηαιηηθή δξάζε έλαληη ησλ κηθξννξγαληζκψλ, κειέηεο έρνπλ δείμεη φηη ην ζχλνιν 

ηεο αλαζηαιηηθή δξάζεο ησλ νξγαληθψλ νμέσλ εμαξηάηαη απφ ην ζπλδπαζκφ ηεο 

δξάζεο ηεο αδηάζηαηεο κνξθήο ηνπ νμένο θαζψο θαη ηεο δξάζεο ησλ δηηζηακέλσλ 

ηφλησλ ηνπ (Ray, 1992, Lück and Jager, 1997, Taniguchi et al., 1998).  

Έρνληαο ππφςε καο ηνλ ηξφπν δξάζεο ησλ νξγαληθψλ νμέσλ θαζψο θαη φηη 

απφ πξνεγνχκελεο κειέηεο έρεη βξεζεί φηη ζε πςειφηεξεο ζεξκνθξαζίεο απμάλεηαη ε 

πεξαηφηεηα ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο, φληαο επθνιφηεξε ε δηάρπζε κνξίσλ κέζσλ 

ησλ πφξσλ ηεο ζην θπηφπιαζκα (Chikthimmah et al., 2003) ίζσο είλαη εθηθηφ λα 

δνζνχλ θάπνηεο πηζαλέο εμεγήζεηο γηα ην πξφηππν δξάζεο ηνπ θνξκηθνχ νμένο ζηηο 

ρακειέο ζεξκνθξαζίεο ησλ 15 θαη 10 
ν
C.   

΢ηηο πςειέο ζεξκνθξαζίεο φπσο ήδε αλαθέξζεθε, ην γαιαθηηθφ νμχ έρεη 

κεγαιχηεξε αληηκηθξνβηαθή δξάζε απφ ην θνξκηθφ νμχ, ην νπνίν δελ πξνθαιεί ηφζε 

δεκηά ζην θχηηαξν ζηηο πςειέο ζεξκνθξαζίεο. Αληίζεηα ζηηο ρακειέο ζεξκνθξαζίεο 

ε δξάζε ηνπ γαιαθηηθνχ νμένο πεξηνξίδεηαη ζπγθξηηηθά κε απηή ηνπ θνξκηθνχ νμένο. 

Σν αδηάζηαην κφξην ηνπ γαιαθηηθνχ νμένο δελ κπνξεί λα εηζέιζεη ζην θχηηαξν ζε 

αληίζηνηρν πνζνζηφ φπσο ζηηο πςειφηεξεο ζεξκνθξαζίεο, ιφγσ ηνπ φηη είλαη 

κηθξφηεξε ε δηάκεηξνο ησλ πφξσλ ηεο κεκβξάλεο ζηηο ρακειέο ζεξκνθξαζίεο, έηζη 

πξνθαιείηαη κία αλαζηνιή ηεο αλάπηπμεο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ πνπ είλαη ζπλάξηεζε 

ηεο δξάζεο ηνπ γαιαθηηθνχ νμένο θαη ηεο ρακειήο ζεξκνθξαζίαο επψαζεο. Όζνλ 

αθνξά ζην θνξκηθφ νμχ φκσο, ιφγσ ηνπ φηη είλαη ην κηθξφηεξν νξγαληθφ νμχ, κπνξεί 

εχθνια λα εηζέιζεη δηακέζνπ ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο ζην θπηφπιαζκα ηνπ 

θπηηάξνπ αθφκα θαη ζηηο ρακειέο ζεξκνθξαζίεο πνπ έρεη κεησζεί ε πεξαηφηεηαο ηεο 
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κεκβξάλεο, πξνθαιψληαο δηαηαξαρή ηνπ ελδνθπηηάξηνπ pH γεγνλφο ην νπνίν ζε 

ζπλδπαζκφ κε ηε ρακειή ζεξκνθξαζία πνπ ιεηηνπξγεί ζαλ έλα επηπιένλ εκπφδην 

πξνθαιεί αλαζηνιή ηεο αλάπηπμεο ησλ κηθξννξγαληζκψλ. Ίζσο ινηπφλ, ζηε ρακειή 

ζεξκνθξαζία ην θχηηαξν δελ έρεη ηελ απαξαίηεηε ελέξγεηα ππφ κνξθή ATP, ιφγσ 

ηνπ φηη θαηαλαιψλεη ελέξγεηα γηα λα αληαπεμέιζεη θαη ζην εκπφδην ηεο 

ζεξκνθξαζίαο, ψζηε λα κπνξεί λα απνβάιεη ηελ πεξίζζεηα πξσηνλίσλ θαη λα 

εμηζνξξνπήζεη ην ελδνθπηηάξην pH ηνπ φπσο ζηηο πςειέο ζεξκνθξαζίεο. Έηζη ηειηθά 

ζηηο ρακειφηεξεο ζεξκνθξαζίεο (15 θαη 10 
ν
C) ην θνξκηθφ νμχ θαίλεηαη λα έρεη κία 

αξθεηά ηζρπξή αλαζηαιηηθή δξάζε σο πξνο ηελ αλάπηπμε ησλ βαθηεξίσλ 

ζαικνλέιαο θαη ζπλεπψο παξνπζηάδεηαη ηζρπξφηεξν αληηκηθξνβηαθά απφ ην 

γαιαθηηθφ νμχ. Όια ηα παξαπάλσ απνηεινχλ πηζαλέο ππνζέζεηο θαη γηα ηελ εμαγσγή 

αζθαιψλ ζπκπεξαζκάησλ απαηηείηαη πεξαηηέξσ κειέηε θαη ζπγθξηηηθή αλάιπζε ηεο 

δξάζεο ησλ δχν απηψλ νμέσλ ζε πιεζψξα ζπλζεθψλ αλάπηπμεο, εχξεζε ηνπ ηξφπνπ 

επίδξαζήο ηνπο ζηε θπζηνινγία ησλ κηθξννξγαληζκψλ θαζψο θαη κειέηε ηεο 

πξνέιεπζεο ησλ κειεηψκελσλ ζηειερψλ θαη ησλ εθαξκνγψλ θαηαπνιέκεζεο 

(κεηαρεηξίζεσλ) ηηο νπνίεο έρνπλ ππνζηεί. 

Δπηπιένλ, ιακβάλνληαο ππφςε ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα, θαζψο θαη ηελ 

πξνέιεπζε ησλ ζηειερψλ ζαικνλέιαο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηε κειέηε απηή 

(ζηειέρε απνκνλσκέλα ζε βάζνο ρξφλνπ δέθα εηψλ απφ δσνηξνθέο, ηα νπνία είραλ 

επηβηψζεη παξ‟ φιεο ηηο εμπγηάλζεηο-κεηαρεηξίζεηο πνπ είραλ εθαξκνζηεί) 

ζπκπεξαίλεηαη φηη πηζαλφλ ε εθαξκνγή ησλ νμέσλ γηα εμπγίαλζε ησλ δσνηξνθψλ δελ 

είλαη απφιπηα απνηειεζκαηηθή, δεδνκέλνπ φηη ηδηαίηεξε ζεκαζία πέξα απφ ην άκεζν 

απνηέιεζκα ηεο θαηαπνιέκεζεο ησλ παζνγφλσλ κηθξννξγαληζκψλ έρεη θαη ε 

απνθπγή δεκηνπξγίαο καθξνπξφζεζκα αλζεθηηθψλ ζηειερψλ.  

Δπνκέλσο, ηα απνηειέζκαηα απηά ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ πεξαηηέξσ κειέηε 

ησλ ζπγθεθξηκέλσλ ζηειερψλ ζαικνλέιαο δχλαληαη λα ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα ηε 

βειηηζηνπνίεζε ησλ φμηλσλ θαη ζεξκηθψλ κεηαρεηξίζεσλ γηα ηελ εμπγίαλζε ησλ 

δσνηξνθψλ θαη ηε κείσζε ηνπ θηλδχλνπ επηβίσζεο ηεο ζαικνλέιαο, θαζψο επίζεο 

θαη γηα ηελ απνθπγή εκθάληζεο αλζεθηηθψλ ζηειερψλ. Με ηνλ ηξφπν απηφ ηειηθά, ζα 

ειαρηζηνπνηεζεί ν θίλδπλνο χπαξμεο ζαικνλέιαο ζε ηξφθηκα δσηθήο πξνέιεπζεο θαη 

σο εθ ηνχηνπ ζα κεησζεί θαη ν θίλδπλνο πξνζβνιήο ηνπ ηειηθνχ θαηαλαισηή. 
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