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Δςσαπιζηίερ 
 

Ζ παξνχζα κεηαπηπρηαθή κειέηε εθπνλήζεθε ζην Δξγαζηήξην Πνηνηηθνχ Διέγρνπ 

θαη Τγηεηλήο Σξνθίκσλ θαη Πνηψλ ηνπ ηκήκαηνο Δπηζηήκεο Σξνθίκσλ θαη 

Γηαηξνθήο Αλζξψπνπ ηνπ Γεσπνληθνχ Παλεπηζηεκίνπ Αζελψλ. Θα ήζεια λα 

απεπζχλσ ηηο ζεξκφηεξεο επραξηζηίεο κνπ ζηνλ επηβιέπνληα απηήο ηεο 

κεηαπηπρηαθήο εξεπλεηηθήο κειέηεο θαη Αλαπιεξσηή Καζεγεηή ηνπ ηκήκαηνο 

Δπηζηήκεο θαη Σερλνινγίαο Σξνθίκσλ θ. Γξνζηλφ Διεπζέξην γηα ηελ πνιχηηκε 

βνήζεηα, θαζνδήγεζε θαη ζπκβνιή ηνπ θαζ’φιε ηε δηάξθεηα ηνπ Πξνγξάκκαηνο 

Μεηαπηπρηαθψλ πνπδψλ αιιά θαη γηα ηελ αλάζεζε ηνπ ζέκαηνο ηεο κειέηεο. 

Θεξκέο επραξηζηίεο ζα ήζεια επίζεο λα απεπζχλσ ζην Γξ. Παξακπζηψηε ππξίδσλα, 

κέινο, ηνπ Δξγαζηεξίνπ Πνηνηηθνχ Διέγρνπ θαη Τγηεηλήο Σξνθίκσλ θαη Πνηψλ ηνπ 

Γεσπνληθνχ Παλεπηζηεκίνπ Αζελψλ γηα ηελ ακέξηζηε βνήζεηα πνπ κνπ πξνζέθεξε 

θαη ηελ αλεθηίκεηε ζπλεηζθνξά ηνπ ζηελ εθπφλεζε απηήο ηεο κειέηεο. 

Ηδηαίηεξε κλεία θαη πνιιέο επραξηζηίεο ζηελ ππνςήθηα Γηδάθηνξα Υαηδεινχθα Αγλή  

γηα ηελ άςνγε θαη επνηθνδνκεηηθή ζπλεξγαζία καο, ε βνήζεηα ηεο νπνίαο φρη κφλν 

ππήξμε απνθαζηζηηθήο ζεκαζίαο γηα ηελ νινθιήξσζε ηεο παξνχζαο κειέηεο αιιά 

θαη θαηαιπηηθή γηα ηε δηεμαγσγή ησλ κνξηαθψλ ηερληθψλ γηα ηε γνληδηαθή έθθξαζε 

ηνπ παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ Listeria monocytogenes, γηα ηελ πξνζπκία ηεο λα 

πξνζθέξεη αγφγγπζηα ηηο γλψζεηο ηεο, θαη γηα ηελ ςπρνινγηθή ππνζηήξημε πνπ κνπ 

πξνζέθεξε ζε φιν ην δηάζηεκα δηεμαγσγήο ηεο κειέηεο. 

Σέινο, ζα ήζεια λα εθθξάζσ ηηο ζεξκέο κνπ επραξηζηίεο ζηνπο γνλείο κνπ γηα ηελ 

ακέξηζηε ζπκπαξάζηαζε θαη ζηήξημή ηνπο θαζ’φιε ηε δηάξθεηα νινθιήξσζεο ηεο 

κεηαπηπρηαθήο απηήο κειέηεο. 
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Α. ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

 

θνπφο ηεο παξνχζαο κεηαπηπρηαθήο κειέηεο ήηαλ ν πξνζδηνξηζκφο ηεο έθθξαζεο 

γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ παζνγέλεηα ηνπ ηξνθηκνγελνχο παζνγφλνπ 

βαθηεξίνπ Listeria monocytogenes, έπεηηα απφ έθζεζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζε 

αλζξψπηλν γαζηξηθφ θαη δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ. Γηα ηε κειέηε ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

θαιιηέξγεηεο ηνπ ζηειέρνπο R.9.1 ηνπ παζνγφλνπ πνπ είραλ απνκνλσζεί απφ δείγκαηα 

θξάνπιαο. Σα γνλίδηα παζνγέλεηαο πνπ κειεηήζεθαλ ζηελ παξνχζα εξγαζία είλαη ηα : 

sigB, plcA, plcB, hlyA, inlA, inlB, inlC, inlJ, lmo2672 και lmo2470. Οη ιήςεηο ησλ 

πγξψλ πξαγκαηνπνηνχληαλ κε ην πέξαο δηαγλσζηηθήο ελδνζθφπεζεο, ηα πγξά 

ηνπνζεηνχληαλ ζε έηεξα απνζηεηξσκέλα δνρεία θαη κεηαθέξνληαλ άκεζα θαη ππφ 

ςχμε ζηνλ εξγαζηεξηαθφ ρψξν γηα ηελ δηεμαγσγή ησλ πεηξακαηηθψλ δηαδηθαζηψλ. Οη 

δεηγκαηνιεςίεο πξαγκαηνπνηνχληαλ θαηά ηνλ εκβνιηαζκφ ηνπ γαζηξηθνχ πγξνχ κε ην 

βαθηεξηαθφ ζηέιερνο (9 log CFU/mL), κεηά ηελ επψαζή ηνπ (37
o
C/ 100 min), θαηά 

ηελ επαλαηψξεζε ηνπ ζηειέρνπο ζην δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ θαη κεηά ηελ επψαζε 

ηνπ εκβνιηαζκέλνπ δσδεθαδαθηπιηθνχ πγξνχ (37
o
C/ 2h). Μειεηήζεθαλ νη κεηαβνιέο 

ηνπ πιεζπζκνχ ζε θάζε ζηάδην δεηγκαηνιεςίαο θαη εμεηάζζεθε ε έθθξαζε γνληδίσλ 

πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ παζνγφλν δξάζε κέζσ ηεο κεζφδνπ ηεο Real Time PCR. Ζ 

κεηαβνιή ηνπ πιεζπζκνχ ηνπ κηθξννξγαληζκνχ θαίλεηαη λα κελ κπνξεί λα εθηηκεζεί 

κε θιαζηθέο κηθξνβηνινγηθέο ηερληθέο θαζψο επεξεάδεηαη απφ ην pH θαη ηελ ζχζηαζε 

ησλ πγξψλ θαζψο θαη απφ ηελ ειηθία θαη ην ηαηξηθφ ηζηνξηθφ ησλ αζζελψλ. Όζνλ 

αθνξά ζηα γνλίδηα παζνγέλεηαο, θάπνηα θάλεθε λα επεξεάδνληαη απφ ην pH ησλ 

γαζηξηθψλ πγξψλ θαη λα παξνπζηάδνπλ ππνέθθξαζε κεηά ηελ επψαζή ηνπ γαζηξηθνχ 

πγξνχ κε ην ζηέιερνο (π.ρ. sigB), άιια γνλίδηα παξνπζίαζαλ κηα γεληθή ππεξέθθξαζε 

ζε ζρέζε κε αληίζηνηρε έθθξαζή ηνπο έπεηηα απφ επψαζε ηνπ ζηειέρνπο ζε γεληθφ 

ζξεπηηθφ ππφζηξσκα, άιινηε κεγαιχηεξε (hly, inlC) θαη άιινηε κηθξφηεξε (plcA, 

plcB, inlJ, lmo2470, lmo2672), ελψ άιια γνλίδηα δελ θάλεθε λα επεξεάδνληαη απφ 

ηελ έθζεζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζηα πγξά (inlA, inlB). 

 

Λέμεηο-θιεηδηά: Listeria monocytogenes, όξινη καηαπόνηζη, γαζηπικό ςγπό, 

δωδεκαδακηςλικό ςγπό, γαζηπενηεπικόρ ζωλήναρ, λοιμογόνα γονίδια, έκθπαζη 

γονιδίων, παθογένεια, λοίμωξη 
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B. ΑBSTRACT 

 

The aim of this study was to determine the expression of genes associated with the 

pathogenicity of the bacterial foodborne pathogen Listeria monocytogenes, after the 

exposure of the microorganism in human gastric and duodenal fluid. Cultures of the 

R.9.1 strain of the pathogen, isolated from strawberry samples, were used for the 

study. The pathogenic genes studied in this work are: sigB, plcA, plcB, hlyA, inlA, 

inlB, inlC, inlJ, lmo2672 and lmo2470. The collection of fluids was held by the end of 

diagnostic endoscopy. The fluids were placed in separate sterile containers, and 

transported directly to the laboratory in refrigerated space for carrying out the 

experimental procedures. Samplings were made at inoculation of gastric fluid with the 

bacterial strain (9 log CFU / mL), after incubation (37
o
C / 100 min), by resuspending 

the strain in the duodenal fluid and after incubation of the inoculated duodenal fluid 

(37
o
C / 2h). We studied the changes in the population at each sampling step and 

examined the expression of genes associated with the pathogenic effects through the 

Real Time PCR method. The change in the microorganism population appears that 

can not be assessed by standard microbiological techniques as influenced by the pH, 

the composition of fluids, the age and the medical history of the patient. Regarding 

the pathogenic genes, some appear to be influenced by the pH of gastric juice and 

exhibit down-regulation after incubation of the gastric fluid with the stem (e.g. sigB), 

other genes showed a general up-regulation compared to the corresponding expression 

after incubation of the strain on a general nutrient medium,  sometimes more (hly, 

inlC) and sometimes less (plcA, plcB, inlJ, lmo2470, lmo2672), while other genes did 

not appear to be affected by exposure of the microorganism in the fluids (inlA, inlB).  

 

Keywords: Listeria monocytogenes, acid stress, gastric fluid, duodenal fluid, 

gastrointestinal tract, virulence genes, gene expression, pathogenesis, infection 
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1 

 

 
Ο ΠΑΘΟΓΟΝΟ ΜΗΚΡΟΟΡΓΑΝΗΜΟ LISTERIA MONOCYTOGENES 

 

1.1 Listeria monocytogenes 

 
1.1.1 Δηζαγσγηθέο πιεξνθνξίεο  

          Ο κηθξννξγαληζκφο Listeria monocytogenes (Ληζηέξηα κνλνθπηηαξνγφλνο) 

είλαη ην παζνγφλν αίηην ηεο ιηζηεξίσζεο (listeriosis). Ζ ιηζηεξίσζε είλαη κηα λφζνο 

κε κεγάιε ζεκαζία γηα ηε δεκφζηα πγεία ιφγσ ηεο ζνβαξφηεηάο ηεο (εθδειψλεηαη κε 

κεληγγίηηδα, ζεςαηκία θαη απνβνιή), ηεο πςειήο ζλεζηκφηεηαο (πεξίπνπ 20-30% ησλ 

πεξηπηψζεσλ), ηνπ κεγάινπ ρξφλνπ επψαζεο θαη ηελ εππάζεηα πνπ παξνπζηάδνπλ 

κεκνλσκέλα άηνκα κε κεησκέλε αλνζία.  Ζ ζεκαζία ηνπ σο παξάγνληα πξφθιεζεο 

ηξνθηκνγελνχο λφζνπ έρεη απμεζεί ηα ηειεπηαία ρξφληα επεηδή είλαη έλα απφ ηα ιίγα 

παζνγφλα βαθηήξηα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηα ηξφθηκα πνπ κπνξνχλ λα αλαπηχζζνληαη 

ζε ζεξκνθξαζίεο ςχμεο θάησ απφ αλαεξφβηεο ή κηθξναεξφθηιεο ζπλζήθεο (Nyati, 

2000). 

 

1.1.2 Σαμηλφκεζε 

          Ο κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes είλαη ζεηηθφ θαηά Gram, πξναηξεηηθά 

αλαεξφβην βαθηήξην κε πνηθηιία ζηε κνξθνινγία, αλάινγα κε ηηο ζπλζήθεο 

πεξηβάιινληνο (Janda θαη Abbott, 1999). Eίλαη έλα απφ ηα δέθα είδε Listeria. Σα 

ππφινηπα είδε είλαη νη κηθξννξγαληζκνί: L. ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. 

welshimeri, L. grayi (Rocourt, 1999), L. rocourtiae, L. marthii, L. weihenstephanensis 

θαη L. fleischmannii (den Bakker et al. 2013). Απφ ηα είδε ηνπ γέλνπο Listeria κφλν o 

L. monocytogenes θαη o  L. ivanovii ζεσξνχληαη παζoγφλα. Ο κθξννξγαληζκφο L. 

monocytogenes είλαη παζνγφλνο γηα ηνλ άλζξσπν, ελψ ν L. ivanovii είλαη θπξίσο 

παζνγφλνο γηα ηα δψα. 

 

1.1.3 Καηαλνκή 

         Έρεη απνκνλσζεί απφ ην έδαθνο (Welshimer, 1960), ην λεξφ θαη ηα θπηά ζε 

απνζχλζεζε (Welshimer, 1968, Weis, 1975), φπνπ παξνπζηάδεη ηδηαίηεξε αληνρή 

(Watkins θαη Sleath, 1981). Ζ ρξήζε ησλ πεξηηησκάησλ σο ιίπαζκα ζε θαιιηέξγεηεο 

έρεη ελνρνπνηεζεί φηη ζπλέβαιιε ζε καδηθέο εθδειψζεηο ιηζηεξίσζεο ζε αλζξψπνπο, 

επηκνιχλνληαο θπξίσο ηξφθηκα θπηηθήο πξνέιεπζεο (Schlech θαη ζπλ., 1983).   

ηα εππαζή δψα ν κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes πξνθαιεί απνβνιέο θαη 

κηλληγγνεγθεθαιίηηδα ("circling disease"), φκσο θαη πγηή δψα κπνξεί λα είλαη 

εληεξηθνί θνξείο ηνπ L. monocytogenes. Έρεη απνκνλσζεί απφ βννεηδή, ρνίξνπο, 

πξφβαηα, θνηφπνπια, γαινπνχιεο θαη πνιιά άιια είδε. H ιηζηεξίσζε ζεσξείηαη 

δσναλζξσπνλφζνο θαη ηα δψα ζεσξνχληαη ε θχξηα δεμακελή ηνπ κηθξννξγαληζκνχ 

(Bojsen-Moller, 1972). 

Έρεη δηαπηζησζεί ε χπαξμε θνξέσλ θαη κεηαμχ ησλ αλζξψπσλ. Απνκνλψζεθε απφ 

δείγκαηα θνπξάλσλ απφ πγηείο αλζξψπνπο ζε πνζνζηφ απφ 2 έσο 6% (Schuchat θαη 

ζπλ., 1991). 
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1.1.4 Αλάπηπμε 

 Θεξκνθξαζία  

Ο κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes είλαη ςπρξφθηιν βαθηήξην θαη κπνξεί λα 

αλαπηχζζεηαη αθφκε θαη ζε ζεξκνθξαζίεο ςχμεο. Αλάπηπμε παξαηεξήζεθε ζε εχξνο 

ζεξκνθξαζηψλ κεηαμχ 0 θαη 45
ν
C, κε βέιηηζηε αλάπηπμε ζηνπο 30-37

ν
C. Tα ζηειέρε 

κπνξνχλ λα αλαπηπρζνχλ κε ρξφλν δηπιαζηαζκνχ 20-30 σξψλ θαη 100-186 σξψλ 

ζηνπο 3
ν
C θαη 0

ν
C, αληίζηνηρα (Swaminathan, 2001). 

 pH 

Σν εχξνο ηηκψλ pH πνπ επηηξέπεη ηελ αλάπηπμε ηνπ L. monocytogenes είλαη 5,6-9,6. 

Χζηφζν πξφζθαηεο κειέηεο έδεημαλ φηη ν νξγαληζκφο κπνξεί λα αλαπηπρζεί ζε 

ππνζηξψκαηα ζε ηηκή pH έσο θαη 4,4. ε pH<4,3 επηβηψλνπλ αιιά δελ 

πνιιαπιαζηάδνληαη (Swaminathan, 2001). 

 aw 

Ζ αλάπηπμε επλνείηαη ζε ηηκέο aw≥0,97. Γηα ηα πεξηζζφηεξα ζηειέρε ε ειάρηζηε ηηκή 

γηα αλάπηπμε είλαη 0,93, σζηφζν, νξηζκέλα ζηειέρε αλαπηχζζνληαη ζε ηηκέο έσο θαη 

0,90 (Lou θαη Yousef, 1999). 

 Αηκφζθαηξα (Eh) 

Αλαπηχζζεηαη ζε αεξφβηεο θαη αλαεξφβηεο ζπλζήθεο, αθφκε θαη ζε ρακειέο 

ζεξκνθξαζίεο. 

 Θξεπηηθά ζπζηαηηθά  

χκθσλα κε ηα δεκνζηεπκέλα δεδνκέλα αλαθνξηθά κε ηηο απαηηήζεηο ηνπ παζνγφλνπ 

L. monocytogenes ζε ζξεπηηθά ζπζηαηηθά, εθηφο ησλ γλσζηψλ πεγψλ άλζξαθα θαη 

αδψηνπ πνπ απαηηνχληαη, νη παξάγνληεο εθείλνη νη νπνίνη ζπκβάιινπλ ζηε 

κηθξνβηαθή αχμεζε πεξηιακβάλνπλ ηελ παξνπζία ζην ππφζηξσκα αχμεζεο ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ ησλ ακηλνμέσλ: θπζηίλε, ιεπθίλε, ηζνιεπθίλε, αξγηλίλε, 

κεζεηνλίλε, βαιίλε, θπζηεΐλε, θαζψο θαη ησλ βηηακηλψλ: ξηβνθιαβίλε, βηνηίλε, 

ζπακίλε θαη ιηπντθφ νμχ (Premaratne, Lin, & Johnson, 1991· Siddiqi & Khan, 1989· 

Welshimer, 1963). Δπίζεο, ε αχμεζε δηεγείξεηαη απφ ηελ χπαξμε ηξηζζελνχο ζηδήξνπ 

θαη θαηλπιαιαλίλεο ζην ζξεπηηθφ ππφζηξσκα. 

 

1.1.5 Δπηβίσζε 

 Θεξκηθή επεμεξγαζία 

ρεηηθά κε ηε ζεξκναλζεθηηθφηεηα ηνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes 

ππνινγίζηεθαλ ηηκέο D70 κεηαμχ 0,11 θαη 0,27 min (Gaze θαη ζπλ. 1989, Boyle θαη 

ζπλ. 1990, Mackey θαη ζπλ. 1990). χκθσλα κε ηηο ηηκέο απηέο, ζπληζηάηαη ην ζεκείo 

ην νπνίν πθίζηαηαη ηε ρακειφηεξε ζέξκαλζε ζε έλα πξντφλ λα παξακέλεη ζηνπο 70
ν
C 

επί 2 ιεπηά, ψζηε ν πιεζπζκφο ηνπ παζνγφλνπ L. monocytogenes λα ππνζηεί κείσζε 

θαηά 6 ινγαξίζκνπο θαη ην ηξφθηκν λα ζεσξεζεί απαιιαγκέλν απφ ηνλ παζνγφλν. 

 Έρεη απνδεηρζεί φηη ε ζέξκαλζε ζε αεξφβηεο ζπλζήθεο έρεη κεγαιχηεξε επίδξαζε 

ζηε ζεξκναλζεθηηθφηεηα ηνπ βαθηεξίνπ, ζπγθξηηηθά κε ηε ζέξκαλζε ζε αλαεξφβηεο 

ζπλζήθεο (Kim θαη ζπλ., 1994, George θαη ζπλ., 1998). Ζ αλαγέλλεζε επίζεο ησλ 

θπηηάξσλ πνπ έρνπλ ππνζηεί ζεξκηθή επίδξαζε έρεη απνδεηρζεί φηη απμάλεηαη ζε 

αλαεξφβηεο ζπλζήθεο (Knabel θαη ζπλ., 1990, George θαη ζπλ., 1998). Γηα ην ιφγν 

απηφ ηδηαίηεξε αλεζπρία έρεη εθδεισζεί γηα ηε δπλαηφηεηα αλάπηπμεο ησλ θπηηάξσλ 

ηνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes πνπ έρνπλ ππνζηεί ηελ επίδξαζε ηεο 

ζεξκφηεηαο ζηα πξντφληα πνπ πθίζηαληαη ζεξκηθή επεμεξγαζία ζπζθεπαζκέλα ππφ 

θελφ φπσο ηα ηξφθηκα sousvide (Knabel θαη ζπλ., 1990). 

Oξηζκέλνη εξεπλεηέο αλαθέξνπλ φηη ε έθζεζε ησλ θπηηάξσλ ηνπ L. monocytogenes 

ζε ζεξκηθή επεμεξγαζία έρεη σο απνηέιεζκα ηελ παξαγσγή πξσηετλψλ, νη νπνίεο 
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πξνζηαηεχνπλ ην κηθξννξγαληζκφ απφ ηελ επηβιαβή επίδξαζε πεξαηηέξσ ζεξκηθήο 

επεμεξγαζίαο (“heat-shock” proteins) (Socolovic θαη ζπλ. 1990). 

 Καηάςπμε  

Ζ επηβίσζε ζηε δηάξθεηα ηεο θαηάςπμεο εμαξηάηαη απφ ην ηξφθηκν θαη ην ξπζκφ 

θαηάςπμεο. Γεληθά ε θαηάςπμε ησλ ηξνθίκσλ κεηψλεη ειάρηζηα ηνλ αξρηθφ αξηζκφ 

ηνπ παζνγφλνπ, ιηγφηεξν απφ 1 ινγάξηζκν. 

 aw 

Ο κηθξννξγαληζκφο  L. monocytogenes κπνξεί λα επηβηψζεη γηα κεγάιν ρξνληθφ 

δηάζηεκα ζε ηηκέο aw έσο 0,83 (Shahamat θαη ζπλ., 1980).  

 ΝaCl 

Δίλαη δπλαηή ε αλάπηπμε ζε παξνπζία κέρξη θαη 10-12% NaCl, θαη αλαπηχζζεηαη ζε 

πςεινχο πιεζπζκνχο ζε κέζεο ζπγθεληξψζεηο (6,5%).  

 Αθηηλνβνιία  

Έρεη δηαπηζησζεί φηη αθηηλνβνιία 3 kGy ζε πξντφληα θξέαηνο επηηξέπεη κείσζε ηνπ 

πιεζπζκνχ ηνπ L. monocytogenes θαηά 6 ινγαξίζκνπο (Augustin, 1996). 

 Απνιπκαληηθά  

Ο παζνγφλνο κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes κπνξεί λα πξνζθνιιεζεί ζε 

δηάθνξεο επηθάλεηεο θαη έρεη δηαπηζησζεί ε ηθαλφηεηά ηνπ λα ζρεκαηίδεη 

βηνκεκβξάλε (biofilm) ζε εμνπιηζκνχο ζε γαιαθηνβηνκεραλίεο θαη βηνκεραλίεο 

θξέαηνο (Joeng θαη Frank, 1994), παξνπζηάδνληαο κεγάιε αληνρή ζηα θνηλά 

απνιπκαληηθά. Σα είδε ηνπ γέλνπο Listeria κπνξνχλ λα επηβηψζνπλ επίζεο ζηα ρέξηα 

κεηά ην πιχζηκν θαη ζηηο ζφιεο παπνπηζηψλ. 

 

1.2 Λιζηεπίωζη 
 

1.2.1 Υαξαθηεξηζηηθά ηεο λφζνπ ζηνλ άλζξσπν 

          Γεληθά είλαη ζπάληα λφζνο, κε κέζε ζπρλφηεηα 2-7 πεξηπηψζεηο αλά 

εθαηνκκχξην πιεζπζκνχ.  Ζ δφζε εμαξηάηαη απφ ηελ θαηάζηαζε ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ 

ζπζηήκαηνο ησλ αηφκσλ. Γεδνκέλα πνπ έρνπλ δεκνζηεπζεί αλαθέξνπλ φηη ν 

πιεζπζκφο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes ζηα κνιπζκέλα ηξφθηκα πνπ 

απαηηείηαη γηα ηελ εθδήισζε λφζνπ είλαη πεξηζζφηεξα απφ 100 cfu/g. Χζηφζν, 

απαηηνχληαη πεξηζζφηεξεο επηδεκηνινγηθέο έξεπλεο γηα λα επηβεβαησζνχλ ηα 

ζηνηρεία.  

Ζ λφζνο ζπλήζσο εκθαλίδεηαη ζε νξηζκέλεο εππαζείο νκάδεο, κεηαμχ ησλ νπνίσλ 

έγθπεο γπλαίθεο, λενγλά θαη αλνζνθαηεζηαικέλνη ελήιηθεο. Πξνδηαζέηνληεο 

παξάγνληεο γηα ηελ εθδήισζε ιηζηεξίσζεο ζε ελήιηθεο είλαη νη θαηαζηάζεηο πνπ 

πξνθαινχλ αλνζνθαηαζηνιή, φπσο ε κεηακφζρεπζε νξγάλσλ ή κφιπλζε κε ηνχο πνπ 

πξνζβάιινπλ ην αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα. Ζ ιηζηεξίσζε είλαη 300 θνξέο 

πεξηζζφηεξν ζπρλή ζε πάζρνληεο απφ AIDS (Jurado θαη ζπλ., 1993). Χζηφζν, 

πεξηζηαζηαθά εκθαλίδεηαη θαη ζε άηνκα ρσξίο ζαθείο πξνδηαζέηνληεο παξάγνληεο.  

ε ελήιηθεο πξνθαιεί θπξίσο ζεςαηκία, κεληγγίηηδα θαη κεληγγνεγθεθαιίηηδα κε 

ζλεζηκφηεηα 20-25%. πάληεο επηπινθέο είλαη ε ελδνθαξδίηηδα ζε άηνκα κε 

θαξδηαθά πξνβιήκαηα θαη δηάθνξεο ηνπηθέο κνιχλζεηο, φπσο ελδνθζαικίηηδα, 

ζεπηηθή αξζξίηηδα, νζηενκπειίηηδα θαη πεξηηνλίηηδα (Slutsker θαη Schuchat, 1999). 

Σα ζπκπηψκαηα πεξηιακβάλνπλ ππξεηφ, ζπαζκνχο, ξίγνο, θεθαιαιγία, δηάξξνηα θαη 

έκεην (Sutherland, 1989).  

Αλ θαη νη έγθπεο γπλαίθεο, θπξίσο ζην ηξίην ηξίκελν ηεο εγθπκνζχλεο, κπνξεί λα 

εθδειψζνπλ κφλν ήπηα ζπκπηψκαηα πνπ κνηάδνπλ κε θνηλφ θξπνιφγεκα (ππξεηφ, 

κπαιγία, κε ή ρσξίο δηάξξνηα), ε κφιπλζε κε L. monocytogenes έρεη ζνβαξέο 

επηπηψζεηο γηα ην έκβξπν, πξνθαιψληαο πξφσξν ηνθεηφ ή απνβνιή. ε λενγλά θάησ 
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ησλ 7 εκεξψλ ε κφιπλζε εθδειψλεηαη θπξίσο σο ζήςε θαη πλεπκνλία, ελψ ζε 

κεγαιχηεξεο ειηθίαο εθδειψλεηαη θπξίσο σο κεληγγίηηδα θαη ζήςε (Slutsker θαη 

Schuchat, 1999). 

Τπάξρεη θαη κηα γαζηξεληεξηθή εθδήισζε πνπ απαηηεί πςειή δφζε θπηηάξσλ. ηελ 

κνξθή απηή ν ρξφλνο επψαζεο είλαη ζεκαληηθά κηθξφηεξνο (20-27 ψξεο) θαη ηα 

θπξηφηεξα ζπκπηψκαηα είλαη ππξεηφο θαη δηάξξνηα (Dalton θαη ζπλ., 1997). 

 

1.2.2 Παζνγέλεηα  

          Όηαλ ν παζνγφλνο κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes πξνζιακβάλεηαη κέζσ 

ησλ ηξνθίκσλ, δηαπεξλά ηνλ εληεξηθφ θξαγκφ θαη εηζρσξεί ζηα θχηηαξα. Σα 

δελδξηηηθά θχηηαξα ζηηο πιάθεο ηνπ Peyer θαίλεηαη λα είλαη ηα θπξηφηεξα θχηηαξα 

φπνπ εηζρσξνχλ ηα βαθηήξηα θαη πνιιαζηάδoληαη (Kolb-Maurer θαη ζπλ., 2000). 

Αθνινχζσο ηα βαθηήξηα πξνζιακβάλνληαη απφ ηα καθξνθάγα, κέζα ζηα νπνία 

κπνξνχλ λα επηβηψλνπλ θαη λα πνιιαπιαζηάδνληαη, θαη, κέζσ ηεο θπθινθνξίαο ηνπ 

αίκαηνο, θηάλνπλ ζηα επηρψξηα ιεκθνγάγγιηα. Όηαλ θηάζνπλ ζην ήπαξ θαη ζην 

ζπιήλα ηα πεξηζζφηεξα βαθηήξηα γξήγνξα ζαλαηψλνληαη. Αλάινγα κε ηελ 

θαηάζηαζε ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο ηνπ αλζξψπνπ πνπ κνιχλεηαη, θαη 

θπξίσο ηελ αληαπφθξηζε ησλ Σ-θπηηάξσλ ηηο πξψηεο εκέξεο κεηά ηελ κφιπλζε, 

κπνξεί λα αθνινπζήζεη δηαζπνξά ηνπ βαθηεξίνπ κέζσ ηνπ αίκαηνο ζηνλ εγθέθαιν ή 

ζε πεξίπησζε εγθπκνζχλεο, ζηνλ πιαθνχληα. Έηζη ε κφιπλζε δελ πεξηνξίδεηαη ζην 

ζεκείν ηεο αξρηθήο εζηίαο αιιά αθνινπζεί ε είζνδνο ηνπ βαθηεξίνπ θαη ν 

πνιιαπιαζηαζκφο ηνπ ζε πνιιά θχηηαξα θαη ηζηνχο, κε απνηέιεζκα κηα πνηθηιία 

ζπκπησκάησλ αλάινγα κε ηνπο ηζηνχο θαη ηα φξγαλα πνπ πξνζβάιινληαη 

(Swaminathan, 2001). 

 

1.2.3 Τπεχζπλα ηξφθηκα 

          Σξφθηκα πςεινχ θηλδχλνπ είλαη ηξφθηκα έηνηκα γηα θαηαλάισζε (“ready-to-

eat”) πνπ δηαηεξνχληαη ππφ ςχμε γηα κεγάιν ρξφλν θαη απηά πνπ είλαη κνιπζκέλα κε 

L. monocytogenes ζε επίπεδα >100 cfu/g ή /ml. Μεηαμχ ησλ πξντφλησλ 

ελνρνπνηνχληαη γηα ηα πεξηζηαηηθά ιηζηεξίσζεο ζπρλφηεξα ηα αιιαληηθά 

θξαγθθνχξηεο, ηα καιαθά ηπξηά θαη ηα θαπληζηά ςάξηα θαη εηδηθφηεξα:  

 Γάια θαη ηπξηά 

Σν λσπφ γάια είλαη πεγή L. monocytogenes. Yπάξρνπλ αληηθξνπφκελεο απφςεηο γηα 

ηε ζεξκηθή θαηαζηξνθή ηνπ. Αλ θαη νξηζκέλνη εξεπλεηέο ππνζηεξίδνπλ φηη ην 

παζνγφλν βαθηήξην δελ αδξαλνπνηείηαη πιήξσο θαηά ηελ παζηεξίσζε (Bearns θαη 

Gerard, 1958, Bradshaw θαη ζπλ., 1985), νη πεξηζζφηεξνη εξεπλεηέο ζπκθσλνχλ φηη ε 

πςειή παζηεξίσζε (HTST, 71,6
ν
C γηα 16 sec) ηνπ γάιαθηνο είλαη απνηειεζκαηηθή 

ζηελ αδξαλνπνίεζε ηνπ παζνγφλνπ. Ζ HTST παζηεξίσζε ηνπ γάιαθηνο επηηξέπεη 

ηνπιάρηζηνλ 11 ινγαξ. κεηψζεηο ζηνλ πιεζπζκφ ηεο θαη ειαρηζηνπνηεί ηνλ θίλδπλν 

επηβίσζεο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ (Augustin, 1996).  

Ζ αλεζπρία γηα ηνλ παζνγφλν κηθξννξγαληζκφ L. monocytogenes απφ ηελ 

θαηαλάισζε γάιαθηνο εληζρχεηαη απφ ηελ ηθαλφηεηά ηνπ λα αλαπηχζζεηαη ζε 

παζηεξησκέλν γάια πνπ δηαηεξείηαη ππφ ςχμε. Έρεη δηαπηζησζεί φηη ν πιεζπζκφο 

ησλ θπηηάξσλ απμάλεηαη θαηά 10 θνξέο ζε 7 εκέξεο ζε παζηεξησκέλν γάια ζηνπο 

4
ν
C (Northholt θαη ζπλ., 1988). Γηα ηνλ ιφγν απηφ ηδηαίηεξε πξνζνρή πξέπεη λα 

δίλεηαη ζηελ ζεξκνθξαζία δηαηήξεζεο ηνπ παζηεξησκέλνπ γάιαθηνο θαη ζηηο 

επηκνιχλζεηο, θαζψο ην γάια πνπ έρεη επηκνιπλζεί κεηά ηε ζεξκηθή επεμεξγαζία θαη 

δηαηεξεζεί ππφ ςχμε κπνξεί λα έρεη πςεινχο πιεζπζκνχο ηνπ L. monocytogenes 

(Dalton θαη ζπλ., 1997).  
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Δμαηηίαο ηεο ζρεηηθήο αλζεθηηθφηεηαο ζηηο δηαθπκάλζεηο ηεο ζεξκνθξαζίαο, ηεο 

ηθαλφηεηαο λα πνιιαπιαζηάδεηαη ζε ζεξκνθξαζίεο ςχμεο θαη ηεο αλζεθηηθφηεηαο ζε 

αιάηη, ν κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes κπνξεί λα επηβηψζεη θαηά ηελ 

παξαζθεπή ηπξηψλ θαη ηελ δηαδηθαζία ηεο σξίκαλζεο. Ζ αλάπηπμή ηνπ επηβξαδχλεηαη 

απφ ηελ δξάζε ηεο νμπγαιαθηηθήο θαιιηέξγεηαο, αιιά δελ αλαζηέιιεηαη πιήξσο. 

πγθεληξψλεηαη θπξίσο ζην ηπξφπεγκα, ελψ έλα κηθξφ πνζνζηφ δηαθεχγεη ζηνλ νξφ. 

Ζ θαηαλάισζε ησλ καιαθψλ ηπξηψλ απφ εππαζή άηνκα είλαη παξάγνληαο θηλδχλνπ 

γηα ζπνξαδηθή θαη επηδεκηθή ιηζηεξίσζε. Γάιινη εξεπλεηέο δηαπίζησζαλ φηη ην 49% 

ηεο ζπνξαδηθήο ιηζηεξίσζεο ζηε Γαιιία απνδίδεηαη ζηελ θαηαλάισζε καιαθψλ 

ηπξηψλ (deValk θαη ζπλ, 1998). 

 Κξέαο, πξντφληα θξέαηνο θαη πνπιεξηθψλ 

Ζ κφιπλζε ηνπ θξέαηνο κε ηνλ παζνγφλν κηθξννξγαληζκφ L. monocytogenes είλαη 

ζπλήζσο επηκφιπλζε ηνπ ζθάγηνπ κεηά ηελ ζθαγή ή θαηά ηνλ ηεκαρηζκφ θαη 

ρεηξηζκφ ηνπ θξέαηνο. Ο κηθξννξγαληζκφο L. monοcytogenes επηκνιχλεη ηελ 

επηθάλεηα ηνπ θξέαηνο θαη δχζθνια απνκαθξχλεηαη ή αδξαλνπνηείηαη (Swaminathan, 

2001). 

Δθφζνλ ην θξέαο κνιπλζεί απφ L. monocytogenes ε δπλαηφηεηα πνιιαπιαζηαζκνχ 

ηνπ εμαξηάηαη απφ ηνλ ηχπν ηνπ θξέαηνο, ην pH θαη ην είδνο θαη ηνλ πιεζπζκφ ηεο 

αληαγσληζηηθήο κηθξνρισξίδαο. Μεηαμχ ησλ δηαθφξσλ εηδψλ θξέαηνο, ην θξέαο ησλ 

πνπιεξηθψλ επλνεί πεξηζζφηεξν ηελ αλάπηπμε ηνπ κηθξνξγαληζκνχ. Ο 

κηθξννξγαληζκφο  L. monocytogenes πνιιαπιαζηάδεηαη ζε πξντφληα θξέαηνο ζε pH 

πεξίπνπ 6,0 ελψ κηθξφο ή θαη θαζφινπ πνιιαπιαζηαζκφο παξαηεξείηαη ζε ηηκή pH 

πεξίπνπ 5,0 (Farber  θαη Peterkin, 1999, Glass θαη Doyle, 1989). 

χκθσλα κε αξρηθέο έξεπλεο ζεσξήζεθε φηη ν κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes 

πηζαλψο λα επηβηψλεη ηεο ζεξκηθήο επεμεξγαζίαο ζηα βξαζηά θξεαηνζθεπάζκαηα 

(Farber, 1989; Boyle θαη ζπλ., 1990, Fain θαη ζπλ. 1991). Χζηφζν, κεηαγελέζηεξεο 

έξεπλεο έδεημαλ φηη, αλ θαη ν κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes ήηαλ ζε κεγάινπο 

πιεζπζκνχο ζε λσπφ θξέαο, κε κηα ζεξκηθή επεμεξγαζία ζηνπο 70
ν
C γηα 2 min νη 

πιεζπζκνί ηνπ κεηψζεθαλ θαηά 6 ινγαξίζκνπο. Δπεηδή ηα θξεαηνζθεπάζκαηα 

πθίζηαληαη ζπλήζσο κηα ηέηνηα επεμεξγαζία, ν θίλδπλνο ηεο επηβίσζεο ηνπ 

παζνγφλνπ ζεσξείηαη απίζαλνο (Nyati, 2000a).  

Πξντφληα ζεξκηθήο επεμεξγαζίαο θξέαηνο θαη πνπιεξηθψλ πνπ πξννξίδνληαη λα 

θαηαλαισζνχλ σκά έρνπλ ελνρνπνηεζεί σο πεγέο ζπνξαδηθψλ ηξνθνινηκψμεσλ 

ιηζηεξίσζεο ζηελ Δπξψπε. Καηαλάισζε αιιαληηθψλ Φξαγθθνχξηεο πνπ δελ 

ζεξκάλζεθαλ επαξθψο θαη θνηφπνπιν πνπ δελ είρε ππνζηεί θαηάιιειε ζεξκηθή 

επεμεξγαζία είλαη ηξφθηκα πνπ εκπιέθνληαη ζπρλά ζε ηξνθνινηκψμεηο ιηζηεξίσζεο 

(Schwartz, 1989, Swaminathan, 2001).  

Ο κηθξννξγαληζκφο L. monοcytogenes έρεη ηδηαίηεξε ζεκαζία γηαηί είλαη ςπρξφθηιν 

παζνγφλν βαθηήξην θαη κπνξεί λα αλαπηχζζεηαη ζε δηάθνξα πξντφληα θξέαηνο θαηά 

ηε ζπληήξεζή ηνπο ζηελ ςχμε (0-4
ν
C) θαη ζε ζπζθεπαζία ζε ηξνπνπνηεκέλε 

αηκφζθαηξα ή ππφ θελφ (Walker θαη ζπλ., 1990, Grau θαη Vanderlinde, 1990, 1992, 

Varabioff, 1992, Hudson θαη ζπλ., 1994).  

 Αιηεχκαηα  

Μεηαμχ ησλ αιηεπκάησλ, ηα πξντφληα πνπ ελέρνπλ θηλδχλνπο γηα ιηζηεξίσζε είλαη 

θπξίσο καιάθηα (θξέζθα θαη θαηαςπγκέλα), λσπά ςάξηα ή άιια πξντφληα ςαξηψλ 

πνπ έρνπλ ππνζηεί δηάθνξεο κνξθέο επεμεξγαζίαο ζπληήξεζεο, φπσο αιίπαζηα, 

καξηλαξηζκέλα, θαπληζκέλα κε ςπρξή θάπληζε θαη ήπηα ζεξκηθή επεμεξγαζία 

(Ericsson θαη ζπλ., 1997, Huss θαη ζπλ., 2000). 
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1.2.4 Πξφιεςε 

 Σα άηνκα πςεινχ θηλδχλνπ, φπσο εγθπκνλνχζεο γπλαίθεο θαη άηνκα ζε 

αλνζνθαηαζηνιή, πξέπεη λα απνθεχγνπλ ηελ θαηαλάισζε γαιαθηνθνκηθψλ 

πξντφλησλ απφ απαζηεξίσην γάια θαζψο θαη αηειψο ςεκέλνπ θξέαηνο. Ζ 

θαηαλάισζε απγψλ ρσξίο θαηάιιειε ζεξκηθή επεμεξγαζία κπνξεί λα είλαη 

παξάγνληαο θηλδχλνπ ιηζηεξίσζεο θαη πξέπεη λα απνθεχγεηαη απφ εππαζείο 

πιεζπζκνχο.  

Ηδηαίηεξε πξνζνρή πξέπεη λα δίλεηαη ζηελ απνθπγή επηκφιπλζεο ησλ καγεηξεκέλσλ 

ηξνθίκσλ ιφγσ ηεο επαθήο κε λσπά πξντφληα. Σα ιαραληθά πξέπεη λα πιέλνληαη 

πνιχ θαιά.  
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ΑΡΥΔ ΛΔΗΣΟΤΡΓΗΑ ΑΛΤΗΓΧΣΖ ΑΝΣΗΓΡΑΖ 

ΠΟΛΤΜΔΡΑΖ 

 
  

2.1.1 Δηζαγσγηθέο πιεξνθνξίεο 

       Ζ δπλαηφηεηα αλίρλεπζεο θαη πνζνηηθνπνίεζεο κίαο πξνεπηιεγκέλεο 

αιιεινπρίαο DNA ή RNA κπνξεί λα απνηειέζεη ζεκαληηθφ εξγαιείν ζε ηνκείο φπσο 

ε ηαηξηθή (π.ρ. γηα δηάγλσζε αζζελεηψλ), ε κνξηαθή βηνινγία, ε ηαηξνδηθαζηηθή θαη ε 

βηνκεραλία ηξνθίκσλ. Οη κνξηαθέο δηαγλσζηηθέο ηερληθέο είλαη αξσγνί ζηελ 

πξνζπάζεηα γηα ηελ ηππνπνίεζε ησλ κηθξννξγαληζκψλ, αιιά θαη ηελ αχμεζε ηεο 

δηαγλσζηηθήο επαηζζεζίαο ηαπηφρξνλα κε ηε ζπληφκεπζε ηεο δηαγλσζηηθήο πξάμεο. 

Με απηφλ ηνλ ηξφπν εμαζθαιίδεηαη ηαρχηεξε θαη αθξηβέζηεξε αληηκεηψπηζε ησλ 

παζνγφλσλ κηθξνβίσλ, είηε απηά έρνπλ ήδε πξνζβάιεη αλζξψπνπο, δψα θαη θπηά είηε 

ππάξρνπλ ζηα ηξφθηκα θαη ζην πεξηβάιινλ ησλ ζπγθεθξηκέλσλ μεληζηψλ. 

Ζ κέζνδνο ηεο Αιπζηδσηήο Αληίδξαζεο Πνιπκεξάζεο (ζπκβαηηθή PCR) είλαη κία 

απφ ηηο κεζφδνπο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ αλίρλεπζε πξνεπηιέγκελσλ 

αιιεινπρηψλ. Ζ κέζνδνο απηή είλαη ε πξψηε κέζνδνο πνπ αλαπηχρζεθε γηα απηφ ην 

ζθνπφ ην 1984 απφ ηνλ Κerry Mullis θαη βαζίδεηαη ζηελ ζπλερή επαλάιεςε ηξηψλ 

ζηαδίσλ ζε θάζε θχθιν. ηελ ζπλέρεηα αλαπηχρζεθαλ θαη άιιεο κέζνδνη πνπ 

βαζίζηεθαλ ζηελ ηδέα ηεο ζπκβαηηθήο PCR θαη απνηέιεζαλ παξαιιαγέο ηεο αξρηθήο 

κεζφδνπ, φπσο είλαη ε PCR ζεξκήο εθθίλεζεο (Hot Start-PCR) ε ζπλδηαζηηθή PCR 

(Multiplex PCR) θαη ε PCR αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο (RT-PCR), ε PCR 

επαλαιακβαλφκελσλ ζηνηρείσλ (rep-PCR), ε θσιηαζκέλε PCR (nested PCR), ε 

κειέηε πνιπκνξθηζκψλ ηπραίσο εληζρπκέλνπ DNA (RAPD), ε κειέηε 

πνιπκνξθηζκψλ εληζρπκέλνπ κήθνπο ζξαχζκαηνο (AFLP), ε αλάιπζε κεγέζνπο 

κεηαβιεηνχ αξηζκνχ  πνιιαπιψλ πεξηνρψλ (MLVA), ε PCR θαη ειεθηξνθφξεζε 

πεθηήο κε βαζκίδσζε απνδηαηαθηηθνχ παξάγνληα (PCR-DGGE).  

H κέζνδνο ηεο Real Σime PCR απνηειεί κηα παξαιιαγή ηεο ζπκβαηηθήο κεζφδνπ, ε 

νπνία κπνξεί λα εληζρχζεη, λα αληρλεχζεη θαη λα πνζνηηθνπνηήζεη κηα αιιεινπρία-

ζηφρν κε κεγαιχηεξε ηαρχηεηα θαη απνηειεζκαηηθφηεηα. Μεγάιν πιενλέθηεκα ηεο 

κεζφδνπ απνηέιεζε ε δπλαηφηεηα παξαθνινχζεζεο ηεο εμέιημεο ηεο αληίδξαζεο ζε 

νπνηνδήπνηε ζηάδηφ ηεο βξίζθεηαη ε αληίδξαζε. Ζ ιεηηνπξγία ηεο ηερλνινγίαο Real 

Σime PCR βαζίδεηαη ζηελ ρξήζε κεραληζκψλ αλίρλεπζεο, κε ηε βνήζεηα εηδηθψλ 

ρξσζηηθψλ πνπ δηεγείξνληαη θαη εθπέκπνπλ ζπγθεθξηκέλνπ κήθνπο θχκαηνο θψο, (ι), 

φπσο ε SYBR Green θαζψο θαη ηρλειαηψλ (probes) αιιά θαη ζηηο εηδηθά 

δηακνξθσκέλεο ζπζθεπέο Real Σime PCR πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ εθαξκνγή 

ηεο. Οη ζπζθεπέο ηεο Real Σime PCR βαζίδνληαη ηφζν ζην ζχζηεκα αλίρλεπζεο πνπ 

δηαζέηνπλ, γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ ζήκαηνο πνπ εθπέκπεη ν εθάζηνηε κεραληζκφο 

αλίρλεπζεο, φζν θαη ζην εηδηθφ ινγηζκηθφ κε ην νπνίν αλαιχνληαη ηα απνηειέζκαηα 

πνπ πξνθχπηνπλ θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο. 

 

2.1.2 Ζ αξρή ιεηηνπξγίαο ηεο αληίδξαζεο ηεο PCR 

        Ζ Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (Polymerase Chain Reaction, PCR) είλαη 

κηα in vitro κέζνδνο πνπ επηηξέπεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ πξνεπηιεγκέλεο αιιεινπρίαο 

DNA ζε πνιιά αληίγξαθα ζε ζχληνκν ρξφλν. Πην ζπγθεθξηκέλα ε κέζνδνο ηεο PCR 

πεξηιακβάλεη επαλαιακβαλφκελνπο θχθινπο ελίζρπζεο επηιεγκέλσλ αιιεινπρηψλ 
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λνπθιετθψλ νμέσλ. Σα αληηδξαζηήξηα πνπ απαηηνχληαη γηα ηελ in vitro αληηγξαθή ηνπ 

DNA κε ηε κέζνδν PCR είλαη: 

α) Δκκινηηέρ (primers). Χο εθθηλεηέο ρξεζηκνπνηνχληαη δχν κηθξά κφξηα (δεχγνο) 

νιηγνλνπθιενηηδίσλ, πνπ παξαζθεπάδνληαη ηερλεηά κε δηάθνξεο κεζφδνπο. Καζεκηά 

έρεη αιιεινπρία βάζεσλ ζπκπιεξσκαηηθή πξνο εθείλε πνπ βξίζθεηαη ζην 3'-OH 

άθξν ησλ 2 αληίπαξάιιεισλ αιπζίδσλ ηνπ DNA-πξνηχπνπ. Καζνξίδνπλ ηα άθξα ηνπ 

ηκήκαηνο πνπ ζα αληηγξαθεί θαη αληηπξνζσπεχνπλ ηηο πεξηνρέο απφ ηηο νπνίεο ζα 

μεθηλήζεη ε δηαδηθαζία ζχλζεζεο αληηγξάθσλ DNA. H παξνπζία ηνπο είλαη 

απαξαίηεηε, γηαηί ην έλδπκν DNA πνιπκεξάζε δελ είλαη ηθαλφ λα ζπλζέζεη εθ λένπ 

θαηλνχξγηα αιπζίδα DNA. Οη εθθηλεηέο έρνπλ κήθνο ζπλήζσο 20-30 βάζεηο. 

Δπηπιένλ, ε ζεξκνθξαζία κεηνπζίσζεο - ηήμεο (melting temperature, Tm) ηνπ ελφο 

εθθηλεηή πξέπεη λα είλαη παξαπιήζηα κε ηελ Tm ηνπ δεχηεξνπ θαη λα θπκαίλεηαη 

κεηαμχ 55°C θαη 80°C. Ζ Tm ηνπ θάζε εθθηλεηή εμαξηάηαη απφ ηελ πνζνζηηαία 

ζχζηαζή ηεο ζε δεχγε βάζεσλ θπξίσο GC, αιιά θαη ΑΣ θαη βξίζθεηαη κε δηάθνξνπο 

καζεκαηηθνχο ηχπνπο.  

β) DNA πολςμεπάζη. Σν έλδπκν DNA πνιπκεξάζε δξα σο θαηαιχηεο θαηά ηε 

δηαδηθαζία αληηγξαθήο ηνπ DNA in vivo θαη in vitro. Γηα λα δξάζεη, απαηηεί ηελ 

παξνπζία κνλφθισλνπ DNA-πξνηχπνπ, θαζψο θαη ηελ παξνπζία 5'-ηξηθσζθνξηθψλ 

δενμπξηβνλνπθιενηηδίσλ. Καηαιχεη ηελ πξνζζήθε κνλνλνπθιενηηδίσλ ζην 3'άθξν 

ησλ αθεηεξηψλ ζηελ θαηεχζπλζε 5'-3' θαη θαη' απηφλ ηνλ ηξφπν νη εθθηλεηέο 

επηκεθχλνληαη. Έηζη ζπλζέηνληαη δχν λέεο αιπζίδεο DNA, ζπκπιεξσκαηηθέο πξνο 

ηηο πξφηππεο. Σα ηειεπηαία ρξφληα, σο έλδπκν ρξεζηκνπνηείηαη ε ζεξκναλζεθηηθή 

Taq- DNA πνιπκεξάζε (Taq πνιπκεξάζε), πνπ απνκνλψλεηαη απφ ην ζεξκφθηιν 

βαθηήξην Thermus aquaticus (Taq).  

γ) Σπιθωζθοπικά δεοξςπιβονοςκλεοηίδια (dNTPs). Σα ηέζζεξα 5'-ηξηθσζθνξηθά 

δενμπξηβνλνπθιενηίδηα (dATP, dCTP, dGTP θαη dTTP) είλαη νπζηψδε δνκηθά 

ζηνηρεία γηα ηε ζχλζεζε ησλ λέσλ αιπζίδσλ. Πξνκεζεχνπλ ηα κνλνλνπθιενηίδηα πνπ 

είλαη απαξαίηεηα γηα ηελ επηκήθπλζε ησλ αθεηεξηψλ, γηα ηελ επίηεπμε βέιηηζηεο 

εηδηθφηεηαο θαη πηζηφηεηαο ζε πςεινχο ξπζκνχο ελζσκάησζεο. Οη ζπγθεληξψζεηο 

ηνπο πξέπεη λα είλαη απφ 20 έσο 200κΜ γηα θάζε δενμπλνπθιενηίδην θαη ηζνδχλακεο 

γηα θάζε έλα, γηα ηελ ειαρηζηνπνίεζε ησλ ιαζψλ.  

δ) Ρςθμιζηικό διάλςμα ηηρ ανηίδπαζηρ. Σν ξπζκηζηηθφ δηάιπκα πεξηέρεη ηα εμήο 

ζπζηαηηθά: Tris-HCl (pΖ 8,3-8,9 ζηνπο 20
0
C), MgCl2, KCl, Tween 20 θαη δειαηίλε ή 

βφεηα αιβνπκίλε. Σα ζπζηαηηθά απηά ππνβνεζνχλ ηε δηαδηθαζία αληηγξαθήο. Γηα 

παξάδεηγκα, ην KCl δηεπθνιχλεη ηελ έλσζε ησλ αθεηεξηψλ ζην DNA-πξφηππν θαη 

εληζρχεη ηε δξαζηηθφηεηα ηεο πνιπκεξάζεο, ελψ ηα ειεχζεξα ηφληα Mg++, ην 

απνξξππαληηθφ (Tween 20) θαη νη πξσηεΐλεο είλαη απαξαίηεηα γηα ηε ιεηηνπξγία θαη 

ηε ζηαζεξφηεηα ηνπ ελδχκνπ, θαζψο θαη ηελ ελίζρπζε ηεο εηδηθφηεηαο θαη ηε 

κεγαιχηεξε παξαγσγή ηνπ πνιιαπιαζηαζζέληνο πξντφληνο (Oste, 1989).  

Σν DNA πνπ πεξηέρεη ηελ αιιεινπρία-ζηφρν κπνξεί λα πξνζηεζεί ζην κείγκα 

αληίδξαζεο ηεο PCR ζε κνλν- αιιά θαη δίθισλε κνξθή. Σν κέγεζνο ηνπ DNA δελ 

απνηειεί θξίζηκν παξάγνληα, αιιά έρεη δεηρζεί φηη είλαη θαιχηεξν κεγάια ηκήκαηα 

DNA λα ρξεζηκνπνηνχληαη αθνχ πξψηα γίλεη ε δηάζπαζή ηνπο κε δηάθνξα έλδπκα 

πεξηνξηζκνχ. Δπηπιένλ, ζα πξέπεη, ην DNA λα κελ είλαη απνδνκεκέλν ζηελ πεξηνρή 

ηνπ ζηφρνπ, ψζηε λα ππάξρεη ε δπλαηφηεηα λα πνιιαπιαζηαζηεί απηή ε πεξηνρή θαη 

ηαπηφρξνλα λα είλαη πςειήο θαζαξφηεηαο θαη λα ππάξρεη απνπζία θαηλνιψλ, 

πνιπζαθραξηηψλ, EDTA ή άιισλ ρεκηθψλ πνπ κπνξνχλ λα έρνπλ αλαζηαιηηθή 

επίδξαζε ζηελ αληίδξαζε (Makatsori and Karamanos, 1998). 

Κάζε θχθινο ηεο PCR απνηειείηαη απφ ηξία ζηάδηα: (α) Απνδηάηαμε DNA, ζηελ 

νπνία ε δηπιή έιηθα ηνπ DNA-ζηφρνπ απνδηαηάζζεηαη, (β) πβξηδνπνίεζε ησλ 
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εθθηλεηψλ, πνπ πξαγκαηνπνηείηαη ζε ρακειφηεξε ζεξκνθξαζία, ζηελ νπνία νη 

εθθηλεηέο πβξηδνπνηνχληαη κε ηηο ζπκπιεξσκαηηθέο ηνπο αιιεινπρίεο ζην κφξην-

ζηφρν ηνπο θαη (γ) επηκήθπλζε ηεο αληίδξαζεο, ζηελ νπνία ε DNA πνιπκεξάζε 

επηκεθχλεη ηηο αιιεινπρίεο ησλ πβξηδηζκέλσλ εθθηλεηψλ κε θαηεχζπλζε 5’−3’ 

ρξεζηκνπνηψληαο σο κήηξα ηνλ DNA-ζηφρν φπνπ έρνπλ πξνζδεζεί νη εθθηλεηέο. ην 

ηέινο ηνπ θάζε θχθινπ (ν θαζέλαο απνηειείηαη απφ ηα παξαπάλσ ηξία ζηάδηα), ε 

πνζφηεηα ησλ πξντφλησλ ηεο PCR ζεσξεηηθά δηπιαζηάδεηαη. Ζ φιε δηαδηθαζία 

δηεμάγεηαη ζε έλαλ πξνγξακκαηηζκέλν ζεξκηθφ θπθινπνηεηή θαη νινθιεξψλεηαη κεηά 

απφ 30−50 θχθινπο, κε απνηέιεζκα ηελ εθζεηηθή αχμεζε ηνπ ζπλνιηθνχ αξηζκνχ 

ησλ αληηγξάθσλ ηεο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ. 

Ζ δηαδηθαζία ηεο PCR ρσξίδεηαη ζε ηξεηο θάζεηο: 

• Δθζεηηθή (exponential) θάζε: Δίλαη ε θάζε θαηά ηελ νπνία έρεη αξρίζεη ν 

πνιιαπιαζηαζκφο ηεο πξνεπηιεγκέλεο αιιεινπρίαο DNA. ’ απηή ηελ θάζε ε 

αληίδξαζε είλαη πνιχ απνηειεζκαηηθή θαη ζε θάζε θχθιν δηπιαζηάδεηαη ε 

πξνεπηιεγκέλε αιιεινπρία DNA. 

• Γξακκηθή (linear) θάζε: Ζ θάζε ζηελ νπνία παξαηεξείηαη κεησκέλε παξαγσγή 

αληηγξάθσλ ηεο αιιεινπρίαο DNA εμαηηίαο ηεο κείσζεο ηεο ελεξγφηεηαο ησλ 

αληηδξαζηεξίσλ. 

 • Φάζε Plateau: ηε θάζε απηή έρεη ζηακαηήζεη ε αληίδξαζε PCR θαζψο θαη ε 

παξαγσγή λέσλ αληηγξάθσλ εμαηηίαο ηεο εμάληιεζεο ησλ αληηδξαζηεξίσλ. 

 
 
Δικόνα 1: Σα ζηάδηα ηεο PCR θαη ηξφπνο ιεηηνπξγίαο ηεο κεζφδνπ 

 

Ζ αμηνιφγεζε ηνπ πξντφληνο ηεο PCR γίλεηαη ζπλήζσο κε ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή 

πνιπαθξπιακηδίνπ ή αγαξφδεο. Ζ πεθηή αγαξφδεο ρξεζηκνπνηείηαη πην ζπρλά ζην 

δηαρσξηζκφ ηκεκάησλ DNA κήθνπο απφ ιίγεο εθαηνληάδεο έσο θαη 20.000 δεχγε 
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βάζεσλ (base pairs, bp). Σν DNA γίλεηαη νξαηφ κε ηε βνήζεηα ηνπ βξσκηνχρνπ 

αηζίδηνπ (ethidium bromide). Σν πνιπαθξπιακίδην ρξεζηκνπνηείηαη γηα ην δηαρσξηζκφ 

κηθξφηεξσλ ηκεκάησλ DNA, ιηγφηεξσλ bp. Σν κήθνο ηνπ πξντφληνο ζπγθξίλεηαη κε 

ην κήθνο γλσζηνχ κάξηπξα (DNA ladder) ην νπνίν ειεθηξνθνξείηαη ηαπηφρξνλα. 

 

2.2.1 Ζ αξρή ιεηηνπξγίαο ηεο Real Time PCR 

          Ζ Real Time PCR ή PCR ζηνλ πξαγκαηηθφ ρξφλν είλαη κία πνζνηηθή 

αληίδξαζε PCR θαηά ηελ νπνία ε κεγέζπλζε ηνπ DNA ζηφρνπ θαη ε αλίρλεπζε ηνπ 

πξντφληνο γίλνληαη ηαπηφρξνλα ζην ίδην ζσιελάξην, δηφηη ην πξντφλ πνπ παξάγεηαη 

ζπλδέεηαη κε θζνξίδνπζα ρξσζηηθή πνπ αληρλεχεηαη απφ ην νπηηθφ ζχζηεκα ηνπ 

εηδηθνχ θπθινπνηεηή πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζηε Real Time PCR. Με ην φξγαλν απηφ 

θαηαγξάθεηαη ε θηλεηηθή ηεο κεγέζπλζεο ηνπ DNA απφ ηελ έληαζε ηνπ ζήκαηνο ηνπ 

θζνξηζκνχ πνπ αληαλαθιά ην πνζφ ηνπ ζπληηζέκελνπ λένπ DNA. Έηζη κπνξεί λα 

κεηξεζεί επαθξηβψο ην πνζφ ηνπ DNA. ηε ζπγθεθξηκέλε πεξίπησζε ν θζνξηζκφο 

κεηξηέηαη ζε θάζε θχθιν ηεο PCR, κε απνηέιεζκα λα πξνθχπηεη κηα θακπχιε 

ελίζρπζεο (amplification plot), γεγνλφο πνπ επηηξέπεη ζηνλ εξεπλεηή λα 

παξαθνινπζεί φιε ηε δηαδηθαζία ηεο αληίδξαζεο. Ζ αχμεζε ηνπ ζήκαηνο θζνξηζκνχ 

είλαη αλάινγε ηνπ ζπληηζέκελνπ πξντφληνο θαη ζρεηίδεηαη άκεζα κε ηελ πνζφηεηα ηνπ 

αξρηθνχ ππνζηξψκαηνο. Ζ θακπχιε ελίζρπζεο δηαθξίλεηαη ζε ηξεηο θάζεηο: α) ηελ 

εθζεηηθή, β) ηε γξακκηθή θαη γ) ηε θάζε θνξεζκνχ. Καηά ηελ εθζεηηθή θάζε 

(exponential phase), ζε θάζε θχθιν ηεο αληίδξαζεο πξαγκαηνπνηείηαη αθξηβήο 

δηπιαζηαζκφο ηνπ πξντφληνο, θαζψο φια ηα απαξαίηεηα γηα ηελ PCR ζπζηαηηθά (π.ρ. 

dNTPs, εθθηλεηέο, πνιπκεξάζε) βξίζθνληαη ζε πεξίζζεηα (100% απνδνηηθφηεηα). 

Καζψο ζπλερίδεηαη ε αληίδξαζε, επέξρεηαη ε γξακκηθή θάζε θαηά ηελ νπνία θάπνηα 

απφ ηα αληηδξαζηήξηα αξρίδνπλ λα εμαληινχληαη, ελψ παξάιιεια ζπζζσξεχνληαη, 

ζηαδηαθά, αλαζηνιείο. ηε ζπγθεθξηκέλε θάζε, ε αληίδξαζε ηεο ελίζρπζεο 

επηβξαδχλεηαη, θαζψο κεηψλεηαη ε απνδνηηθφηεηα ηεο θαη ηειηθά ζηακαηάεη εληειψο, 

νπφηε ε θακπχιε θζνξηζκνχ θηάλεη ζε ζεκείν θνξεζκνχ (plateau). Σν ζεκείν 

θνξεζκνχ δηαθέξεη κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ θαη εμαξηάηαη απφ ηηο θηλεηηθέο ησλ 

αληηδξάζεψλ ηνπο. Οη κεηξήζεηο γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε αθνξνχλ ηελ εθζεηηθή θάζε 

ηεο αληίδξαζεο. 

Ζ γξακκή Threshold είλαη ην ζεκείν ζην νπνίν μερσξίδεη έληνλα ην θζνξίδνλ ζήκα 

ησλ πξντφλησλ ηεο Real time PCR απφ ην θφλην, ελψ ν θχθινο θαηά ηελ δηάξθεηα ηνπ 

νπνίνπ, ην δείγκα θηάλεη ηελ γξακκή Threshold νλνκάδεηαη Threshold cycle (Ct) ή 

ηηκή Ct.  Όζν κεγαιχηεξε είλαη ε πνζφηεηα ηεο αξρηθήο αιιεινπρίαο DNA ζην θάζε 

δείγκα ηφζν λσξίηεξα ζα εκθαληζηεί ε ηηκή Ct γηα θάζε δείγκα, δειαδή αλαινγηθά ε 

Ct ζα είλαη κηθξφηεξε (Wong et al, 2005). 
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Δικόνα 2: Με ηελ νξηνζέηεζε ηνπ ζεκείνπ threshold γηλέηαη πην εχθνινο ν πξνζδηνξηζκφο ηεο ηηκήο 

Ct, (Hunt, 2006) 

  

2.2.2 πζηήκαηα Real Time PCR 

          Τπάξρνπλ δχν είδε ρεκεηψλ γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο εληζρπφκελεο αιιεινπρίαο 

ηνπ DNA, κε Real-Time PCR: ηα κε εηδηθά θαη ηα εηδηθά ζπζηήκαηα. ηελ πξψηε 

πεξίπησζε αληρλεχνληαη φια ηα δίθισλα κφξηα DNA, ηα νπνία εληζρχνληαη θαηά ηελ 

αληίδξαζε, ελψ ζηε δεχηεξε πεξίπησζε επηηπγράλεηαη δηαρσξηζκφο ηεο εληζρπφκελεο 

αιιεινπρίαο-ελδηαθέξνληνο απφ ηπρφλ κε εηδηθά πξντφληα, πνπ εληζρχνληαη 

παξάιιεια, θαζψο θαη απφ πηζαλά δηκεξή ησλ εθθηλεηψλ. 

 

2.2.2.1 Με εηδηθά ζπζηήκαηα αλίρλεπζεο  

            πλήζσο ζηα κε εηδηθά ζπζηήκαηα αλίρλεπζεο ρξεζηκνπνηείηαη κηα 

θζνξίδνπζα ρξσζηηθή, ε νπνία ελζσκαηψλεηαη ζε δίθισλν κφξην DNA (dsDNA). 

Μηα ηέηνηα επξέσο ρξεζηκνπνηνχκελε ρξσζηηθή είλαη ε SYBR green I. Ζ νπζία απηή 

δηεγείξεηαη κε αθηηλνβνιία κήθνπο θχκαηνο 497 nm θαη εθπέκπεη ζηα 520 nm. 

εκεηψλεηαη φηη ε SYBR green I δελ θζνξίδεη φηαλ βξίζθεηαη ειεχζεξε ζε δηάιπκα. 

Χζηφζν, ε ελζσκάησζή ηεο ζην DNA θαηά ηε ζχλζεζή ηνπ, έρεη σο απνηέιεζκα ηελ 

παξαγσγή θζνξηζκνχ. Ζ έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ απηνχ είλαη αλάινγε ηεο 

ζπγθέληξσζεο ηνπ παξαγφκελνπ πξντφληνο.  

Ζ ρξήζε κε εηδηθψλ ζπζηεκάησλ αλίρλεπζεο παξνπζηάδεη ηφζν πιενλεθηήκαηα φζν 

θαη κεηνλεθηήκαηα. Σν κεγαιχηεξν πιενλέθηεκα ηεο SYBR green είλαη ε δπλαηφηεηα 

ρξήζεο ηεο κε νπνηνδήπνηε δεπγάξη εθθηλεηψλ, γηα ηελ ελίζρπζε νπνηαζδήπνηε 

αιιεινπρίαο-ζηφρνπ, γεγνλφο πνπ ηελ θαζηζηά πνιχ πην νηθνλνκηθή κέζνδν απφ ηελ 

ρξήζε εηδηθνχ αληρλεπηή (probe). Δπηπιένλ, ζπληζηά κηα ηδηαίηεξα επαίζζεηε κέζνδν, 

θαζψο ζε θάζε κφξην DNA πνπ ζπληίζεηαη δεζκεχνληαη πνιιά κφξηα ρξσζηηθήο, κε 

απνηέιεζκα ηελ ελίζρπζε ηνπ πξνθχπηνληνο ζήκαηνο. Αληίζεηα, ζεκαληηθφ 

κεηνλέθηεκα ηεο SYBR green απνηειεί ην γεγνλφο φηη πξνζδέλεηαη ζε φια ηα 

δίθισλα κφξηα DNA πνπ ζπληίζεληαη θαηά ηελ αληίδξαζε ελίζρπζεο, ζηα νπνία 

ζπκπεξηιακβάλνληαη ηα πηζαλά δηκεξή ησλ εθθηλεηψλ θαζψο θαη κε εηδηθά πξντφληα 

πνπ ελδέρεηαη λα πξνθχπηνπλ. Σν γεγνλφο απηφ νδεγεί ζε ιαλζαζκέλε ππεξεθηίκεζε 

ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ. Παξ’φι’απηά ππάξρεη ηξφπνο λα 

μεπεξαζηνχλ απηνί νη πεξηνξηζκνί. Ο ζσζηφο ζρεδηαζκφο εηδηθψλ εθθηλεηψλ φπσο 
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επίζεο θαη ε βειηηζηνπνίεζε ησλ ζπλζεθψλ ηεο αληίδξαζεο, κπνξνχλ λα 

ζπκβάιινπλ ζηελ απνηξνπή δεκηνπξγίαο δηκεξψλ ησλ εθθηλεηψλ. Δπηπιένλ, ε 

κειέηε ησλ θακπχισλ απνδηάηαμεο (melting curves) κεηά ην πέξαο ηεο αληίδξαζεο, 

δίλεη ηε δπλαηφηεηα δηαρσξηζκνχ ηνπ θζνξηζκνχ πνπ πξνέθπςε απφ ηελ ελίζρπζε 

ηεο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ απφ ηνπο θζνξηζκνχο πνπ νθείινληαη ζηα δηκεξή ησλ 

εθθηλεηψλ ή ζε κε εηδηθά πξντφληα. 

 

 
 

Δικόνα 3: Πεξηγξαθή ηεο ιεηηνπξγίαο ηεο ρξσζηηθήο SYBR green I. Όηαλ ε ρξσζηηθή βξίζθεηαη 

ειεχζεξε ζην δηάιπκα δελ παξάγεηαη θζνξηζκφο. Ζ ελζσκάησζή ηεο ζην DNA θαηά ηε ζχλζεζή ηνπ 

ζε ζπλδπαζκφ κε ηε δηέγεξζή ηεο κε αθηηλνβνιία θαηάιιεινπ κήθνπο θχκαηνο, έρεη σο απνηέιεζκα 

ηελ παξαγσγή θζνξηζκνχ. Ζ έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ απηνχ είλαη αλάινγε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ 

παξαγφκελνπ πξντφληνο. 

 

 

2.2.2.2 Δηδηθά ζπζηήκαηα αλίρλεπζεο  

             Μεγαιχηεξε εηδηθφηεηα ζηε Real Time PCR επηηπγράλεηαη κε ηελ ρξήζε 

νιηγνλνπθιενηηδίσλ αληρλεπηψλ (oligoprobes), νη νπνίνη είλαη ζεκαζκέλνη κε 

θζνξηνρξψκαηα, έλα κφξην δφηε θαη έλα κφξην απφζβεζεο (quencher), θαη 

πβξηδίδνληαη ζην πξφηππν DNA. Δπξέσο ρξεζηκνπνηνχκελεο κέζνδνη πνπ αλήθνπλ 

ζηε ζπγθεθξηκέλε θαηεγνξία απνηεινχλ νη Taqman probes, Molecular beacon probes 

θαη Scorpions.   

 Taqman probes 

ηε ζπγθεθξηκέλε πεξίπησζε, γίλεηαη ρξήζε ηξηψλ νιηγνλνπθιενηηδίσλ: δχν 

εθθηλεηψλ θαη ελφο αληρλεπηή πνπ αλαγλσξίδεη θαη πξνζδέλεηαη εηδηθά ζε εζσηεξηθή 
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αιιεινπρία ηνπ πνιιαπιαζηαδφκελνπ πξντφληνο ηεο PCR. Ζ κέζνδνο απηή βαζίδεηαη 

ζηε δξάζε 5΄-λνπθιεάζεο ηεο DNA πνιπκεξάζεο, ε νπνία ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ 

πδξφιπζε ηνπ αληρλεπηή. Αλαιπηηθφηεξα, ν αληρλεπηήο είλαη έλα νιηγνλνπθιενηίδην 

πνπ θέξεη ζην 5΄ άθξν ηνπ κηα ρξσζηηθή πνπ θζνξίδεη θαη ζην 3΄άθξν ηνπ κηα άιιε 

ρξσζηηθή ε νπνία απνξξνθά θαη εμνπδεηεξψλεη ην ζήκα πνπ πξνέξρεηαη απφ ηελ 

πξψηε. Έηζη, φηαλ ν αληρλεπηήο είλαη άζηθηνο δελ παξαηεξείηαη θζνξηζκφο. Όκσο, ν 

πνιπκεξηζκφο θαηά ηελ αληίδξαζε ελίζρπζεο, νδεγεί ζηελ απνθνπή ηνπ άθξνπ ηνπ 

αληρλεπηή, απφ ηε πνιπκεξάζε, θαη θαη’έπέθηαζε ζηε δηαθνπή ηεο 

αιιεινεμνπδεηέξσζεο ηνπ ζήκαηνο, κε απνηέιεζκα ηελ παξαγσγή θζνξηζκνχ. 

Καζψο ν πνιπκεξηζκφο ζπλερίδεηαη απμάλνληαη ηα θζνξίδνληα άθξα ηνπ αληρλεπηή 

πνπ απειεπζεξψλνληαη θαη, ζπλεπψο, απμάλεηαη παξάιιεια ε έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ. 

Απηφ έρεη σο απνηέιεζκα ηελ παξαγσγή θζνξηζκνχ, ν νπνίνο απμάλεηαη αλάινγα κε 

ηελ πνζφηεηα ηνπ παξαγφκελνπ πξντφληνο θαηά ηελ αληίδξαζε ελίζρπζεο. 

 

 

 
 

Δικόνα 4: Αξρή ηεο κεζφδνπ Taqman probes. Γηαθξίλνληαη νη δχν εθθηλεηέο θαζψο θαη ν εηδηθφο 

αληρλεπηήο, ν νπνίνο πξνζδέλεηαη ζε εζσηεξηθή αιιεινπρία ηνπ πξντφληνο. Ζ δξάζε 5΄-λνπθιεάζεο 
ηεο DNA πνιπκεξάζεο, ζπκβάιιεη ζηελ πδξφιπζε ηνπ αληρλεπηή, θαη θαη’ επέθηαζε ζηελ 

απειεπζέξσζε ηεο θζνξίδνπζαο ρξσζηηθήο πνπ βξίζθεηαη ζην 5΄ άθξν. Απηφ έρεη σο απνηέιεζκα ηελ 

παξαγσγή θζνξηζκνχ, ν νπνίνο απμάλεηαη αλάινγα κε ηελ πνζφηεηα ηνπ παξαγφκελνπ πξντφληνο θαηά 

ηελ αληίδξαζε ελίζρπζεο. 

 

 

 Molecular beacons 

 Όηαλ ην νιηγνλνπθιενηίδην βξίζθεηαη ειεχζεξν ζην δηάιπκα ζρεκαηίδεη κηα δνκή, ε 

νπνία απνηειείηαη απφ έλα δίθισλν κίζρν θαη κία κνλφθισλε ζειηά. Ζ δνκή απηή 

έρεη σο απνηέιεζκα ηα δχν κφξηα ρξσζηηθήο, πνπ βξίζθνληαη ζηα άθξα ηνπ 

νιηγνλνπθιενηηδίνπ, λα έξρνληαη πνιχ θνληά ην έλα ζην άιιν, θάηη πνπ απνηξέπεη 
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ηελ παξαγσγή θζνξηζκνχ ιφγσ ηνπ θαηλνκέλνπ FRET (Fluorescence Resonance 

Energy Transfer). Ζ πξφζδεζε ηνπ νιηγνλνπθιενηηδίνπ ζην πξντφλ ηεο αληίδξαζεο 

ζπκβάιιεη ζηελ απνκάθξπλζε ησλ δχν ρξσζηηθψλ, ζηελ αδπλακία εθδήισζεο ηνπ 

θαηλνκέλνπ FRET θαη θαηά ζπλέπεηα ζηελ παξαγσγή θζνξηζκνχ. 

Οη Molecular beacon αληρλεπηέο είλαη πνιχ πην εηδηθνί απφ ηνπο ζπκβαηηθνχο 

αληρλεπηέο ίδηνπ κήθνπο. Δπηπιένλ, παξνπζηάδνπλ επξεία εθαξκνγή θπξίσο ζηνλ 

εληνπηζκφ ζεκεηαθψλ κεηαιιάμεσλ θαη πνιπκνξθηζκψλ, ζηελ πνζνηηθνπνίεζε 

παζνγφλσλ κηθξννξγαληζκψλ, θαζψο επίζεο θαη ζηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ θχινπ ησλ 

εκβξχσλ. 

 

 
Δικόνα 5: Αξρή ηεο κεζφδνπ Molecular Beacon. Όηαλ ην νιηγνλνπθιενηίδην βξίζθεηαη ειεχζεξν ζην 

δηάιπκα ζρεκαηίδεη κηα δνκή, ε νπνία απνηειείηαη απφ έλα δίθισλν κίζρν θαη κία κνλφθισλε ζειηά. 

Ζ δνκή απηή έρεη σο απνηέιεζκα ηα δχν κφξηα ρξσζηηθήο, πνπ βξίζθνληαη ζηα άθξα ηνπ 

νιηγνλνπθιενηηδίνπ, λα έξρνληαη πνιχ θνληά ην έλα ζην άιιν, θάηη πνπ απνηξέπεη ηελ παξαγσγή 

θζνξηζκνχ ιφγσ ηνπ θαηλνκέλνπ FRET. Ζ πξφζδεζε ηνπ νιηγνλνπθιενηηδίνπ ζην πξντφλ ηεο 

αληίδξαζεο ζπκβάιιεη ζηελ απνκάθξπλζε ησλ δχν ρξσζηηθψλ, ζηελ αδπλακία εθδήισζεο ηνπ 

θαηλνκέλνπ FRET θαη θαηά ζπλέπεηα ζηελ παξαγσγή θζνξηζκνχ. 
 

 Scorpions  

ηε κέζνδν απηή γίλεηαη ρξήζε δχν νιηγνλνπθιενηηδίσλ: ελφο εθθηλεηή θαη ελφο 

νιηγνλνπθιενηηδίνπ, πνπ ρξεζηκεχεη ηφζν σο εθθηλεηήο φζν θαη σο αληρλεπηήο. Σν 

νιηγνλνπθιενηίδην απηφ απνηειείηαη απφ κία αιιεινπρία πνπ δξα σο εθθηλεηήο, 

δίπια απφ ηελ νπνία εθηείλεηαη έλα λνπθιενηηδηθφ ηκήκα κε δνκή ζειηάο-κίζρνπ, ην 

νπνίν θέξεη ζην 5΄άθξν έλα θζνξίδνλ κφξην θαη ζην 3΄άθξν έλα κφξην ρξσζηηθήο. Σν 

δεχηεξν κφξην ρξσζηηθήο, εμνπδεηεξψλεη ην ζήκα απφ ην πξψην ιφγσ ηνπ 

θαηλνκέλνπ FRET. Ζ δνκή ζειηάο-κίζρνπ δηαρσξίδεηαη απφ ην ηκήκα ηνπ εθθηλεηή 

κέζσ κηαο ρεκηθά ηξνπνπνηεκέλεο αιιεινπρίαο, ε νπνία παξεκπνδίδεη ηελ αληηγξαθή 

ηνπ ζρεκαηηζκνχ ζειηάο-κίζρνπ απφ ηελ Taq πνιπκεξάζε. Απηφ ρξεηάδεηαη γηαηί αλ 

επηηξεπφηαλ ε αληηγξαθή ηνπ λνπθιενηηδηθνχ ηκήκαηνο, απηφ ζα νδεγνχζε ζηε κε 

εηδηθή απνδηάηαμε ηεο δνκήο θαη ζπλεπψο ζηελ παξαγσγή κε εηδηθνχ ζήκαηνο.  

εκεηψλεηαη φηη, φπσο θαη ζηελ πεξίπησζε ησλ Molecular probes, ε ζειηά είλαη 

ζπκπιεξσκαηηθή πξνο κηα εζσηεξηθή πεξηνρή ηεο εληζρπφκελεο αιιεινπρίαο-

ζηφρνπ. Μεηά ηελ αληίδξαζε ελίζρπζεο, ν αληρλεπηήο πβξηδνπνηείηαη κέζσ ηεο 
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ζειηάο ζηνλ ίδην θιψλν ηνπ πξντφληνο ηεο αληίδξαζεο. Ζ πβξηδνπνίεζε απηή έρεη σο 

απνηέιεζκα ηελ απνκάθξπλζε ησλ δχν κνξίσλ ρξσζηηθήο θαη ηελ εκθάληζε 

θζνξηζκνχ.  

Οη εθθηλεηέο Scorpions ρξεζηκνπνηνχληαη φπσο θαη νη Molecular Beacon γηα ηελ 

αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ, θαζψο θαη ζε κειέηεο πνζνηηθνπνίεζεο. Παξνπζηάδνπλ, 

φκσο, επηπιένλ πιενλεθηήκαηα ιφγσ ηνπ γξεγνξφηεξνπ κεραληζκνχ αληίδξαζήο ηνπο 

θαη ηεο εκθάληζεο ρακειφηεξνπ κε εηδηθνχ ζήκαηνο (background). 

 

 
Δικόνα 6: ρεκαηηθή παξάζηαζε Real Time PCR κε Scorpion εθθηλεηέο. 

 

 

 Hybridisation probes  

ηε πεξίπησζε απηή ρξεζηκνπνηνχληαη ηέζζεξα νιηγνλνπθιενηίδηα: δχν εθθηλεηέο 

θαη δχν αληρλεπηέο. Οη αληρλεπηέο είλαη ζρεδηαζκέλνη έηζη ψζηε λα δεζκεχνληαη ζην 

πξντφλ ηεο αληίδξαζεο ζε παξαθείκελεο ζέζεηο. Δπηπιένλ, ν πξψηνο αληρλεπηήο θέξεη 

ζην 3΄άθξν ηνπ έλα θζνξίδνλ κφξην πνπ δξα σο δφηεο ελέξγεηαο, ελψ ν άιινο 

αληρλεπηήο θέξεη ζην 5΄άθξν ηνπ έλα θζνξίδνλ κφξην πνπ δξα σο δέθηεο ελέξγεηαο. 

Μεηά ηελ νινθιήξσζε ηεο αληίδξαζεο ελίζρπζεο, νη δχν αληρλεπηέο πξνζδέλνληαη 

ζην πξντφλ, κε απνηέιεζκα ηε γεηηλίαζε ησλ δχν θζνξηδφλησλ κνξίσλ θαη ηε κεηαμχ 

ηνπο κεηαθνξά ελέξγεηαο κέζσ θζνξηζκνχ (FRET). Ζ κεηαθνξά ελέξγεηαο απφ ηελ 

κηα ρξσζηηθή (δφηεο) ζηελ άιιε (δέθηεο) νδεγεί ζηελ παξαγσγή θζνξηζκνχ ζε 

δηαθνξεηηθφ κήθνο θχκαηνο. Ζ έληαζε ηνπ παξαηεξνχκελνπ θζνξηζκνχ είλαη 

αλάινγε ηνπ ζπλνιηθνχ DNA πνπ παξάγεηαη θαηά ηελ αληίδξαζε. 
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Δικόνα 7: Αξρή ηεο κεζφδνπ Hybridisation probes. 

 

 

2.2.3 Μέζνδνη πνζνηηθνπνίεζεο  

          Τπάξρνπλ δχν κέζνδνη πνζνηηθνπνίεζεο ησλ απνηειεζκάησλ ηεο PCR: ε 

απφιπηε θαη ε ζρεηηθή κέζνδνο πνζνηηθνπνίεζεο. 

 

2.2.3.1 Απφιπηε πνζνηηθνπνίεζε 

             Ζ Απφιπηε πνζνηηθνπνίεζε (Absolute quantification) παξέρεη ηελ 

κεγαιχηεξε αθξίβεηα ζηελ πνζνηηθνπνίεζε δεηγκάησλ ηεο Real time PCR θαη 

ρξεζηκνπνηείηαη φηαλ είλαη απαξαίηεην γηα ην πείξακα λα κεηξεζεί ε αθξηβήο 

πνζφηεηα ηεο αιιεινπρίαο ζην δείγκα. ηελ απφιπηε πνζνηηθνπνίεζε 

ρξεζηκνπνηείηαη κηα πξφηππε θακπχιε, ε νπνία θαηαζθεπάδεηαη κε βάζε δηαδνρηθέο 

αξαηψζεηο δείγκαηνο RNA γλσζηήο ζπγθέληξσζεο. Ζ θακπχιε απηή ρξεζηκνπνηείηαη 

σο θακπχιε αλαθνξάο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο ζπγθέληξσζεο άγλσζησλ δεηγκάησλ 

mRNAs. Αλ θαη ε ρξήζε πξφηππεο θακπχιεο πξνεξρφκελεο απφ γλσζηά δείγκαηα 

RNA είλαη ρξήζηκε γηα ηνλ αθξηβή ππνινγηζκφ ησλ αληηγξάθσλ άγλσζησλ 

δεηγκάησλ mRNAs, εληνχηνηο, παξνπζηάδεη νξηζκέλα κεηνλεθηήκαηα. πγθεθξηκέλα, 

ε ζηαζεξφηεηα ησλ κνξίσλ RNA κπνξεί λα πνηθίιεη επεξεάδνληαο έηζη ηελ ηειηθή 

αλάιπζε. Δπηπιένλ, ε δηαδηθαζία ηεο παξαγσγήο ησλ δεηγκάησλ RNA γλσζηήο 

ζπγθέληξσζεο είλαη αξθεηά ρξνλνβφξα, θαζψο πξνυπνζέηεη ηελ θαηαζθεπή cDNA 

πιαζκηδίσλ, ηελ in vitro κεηαγξαθή ηνπο θαζψο θαη ηελ αθξηβή πνζνηηθνπνίεζή 

ηνπο. Γηα ηελ δεκηνπξγία ηεο θακπχιεο αλαθνξάο ζα πξέπεη λα επηιέρζεί κηα γλσζηή 

ζπγθέληξσζε-κάξηπξα, πνπ κπνξεί λα πξνέξρεηαη απφ DNA, γελσκηθφ DNA, RNA, 

cDNA, αλαζπλδηαζκέλν (recombinant) πιαζκηδηαθφ DNA (recDNA) ή ζπλζεηηθά 

νιηγνλνπθιενηίδηα. Απηή ε ζπγθέληξσζε-κάξηπξα ζα ππνβιεζεί ζε κηα ζεηξά 

δηαδνρηθψλ αξαηψζεσλ θαη ζηε ζπλέρεηα ηα αξαησκέλα δείγκαηα ζα πεξάζνπλ απφ 

ηηο ίδηεο ζπλζήθεο ηεο Real Time PCR καδί κε ηα πεηξακαηηθά δείγκαηα. 

Απηφο ν ηξφπνο πνζνηηθνπνίεζεο ρξεζηκνπνηείηαη θπξίσο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ 

ητθνχ ή βαθηεξηαθνχ θνξηίνπ ζε βηνινγηθά πγξά. Δπίζεο, κπνξεί λα εθαξκνζηεί γηα 

ηελ εθηίκεζε αιιαγψλ ζηελ έθθξαζε mRNAs, ζε πεξίπησζε απνπζίαο θαηάιιεισλ 

ελδνγελψλ γνληδίσλ-ειέγρνπ (housekeeping genes), ηα νπνία ζα ρξεζηκνπνηνχληαλ 

γηα ηελ θαλνληθνπνίεζε. Έλα ζεκαληηθφ κεηνλέθηεκα ηεο ρξήζεο εμσηεξηθψλ 

δεηγκάησλ γλσζηήο ζπγθέληξσζεο, γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε άγλσζησλ δεηγκάησλ, 

απνηειεί ε αδπλακία εληνπηζκνχ θαη δηφξζσζεο πηζαλψλ αλαζηνιέσλ πνπ 
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επεξεάδνπλ ηελ πνξεία ηεο αληίδξαζεο. Απηφ κπνξεί λα απνθεπρζεί 

ρξεζηκνπνηψληαο θάπνην εζσηεξηθφ δείγκα-ειέγρνπ (control), φπσο γηα παξάδεηγκα 

έλα ζπλζεηηθφ λνπθιετληθφ ηκήκα πνπ πνιιαπιαζηάδεηαη ζε παξάιιειε αληίδξαζε 

κε ηα δείγκαηα πξνο αλάιπζε.  

 

 

 
Δικόνα 8: Μεηά ην ηέινο ηεο αληίδξαζεο ε θακπχιε αλαθνξάο εκθαλίδεηαη ζε γξάθεκα σο κηα επζεία 
γξακκή πνπ εθθξάδεη ηνλ αξηζκφ ησλ αληηγξάθσλ ηνπ αξρηθνχ κάξηπξα θαη ηηο Ct values ηεο θάζε 

αξαίσζεο. Ζ θακπχιε αλαθνξάο πξέπεη λα βαζίδεηαη ζε ηνπιάρηζηνλ 4 ζεκεία (γλσζηήο 

ζπγθέληξσζεο) θαη ζα πξέπεη ηα ζεκεία απηά λα θαιχπηνπλ ην εχξνο ησλ ζπγθεληξψζεσλ ησλ ππφ 

κειέηε δεηγκάησλ. ηελ πεξίπησζε πνπ δελ θαιχπηεη φιν ην εχξνο ησλ ζπγθεληξψζεσλ ηφηε κπνξεί ε 

πνζνηηθνπνήζε ησλ ππφ κειέηε δεηγκάησλ λα κελ είλαη αμηφπηζηε (Stratagene, 2006). ηε ζπλέρεηα 

κπνξεί κε ηελ βνήζεηα ηεο ζπζθεπήο ηεο Real time PCR λα γίλεη ζχγθξηζε ησλ ηηκψλ Ct ησλ 

πεηξακαηηθψλ δεηγκάησλ κε απηέο ηεο θακπχιεο αλαθνξάο θαη έηζη λα πνζνηηθνπνηεζνχλ ηα άγλσζηα 

δείγκαηα. 

 

 

 

2.2.3.2 ρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε 

            Ζ ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε (Relative quantification) είλαη πην εχθνιε ζηε 

ρξήζε ηεο ζε ζρέζε κε ηελ απφιπηε πνζνηηθνπνίεζε θαη κε ηελ κέζνδν απηή δελ 

είλαη απαξαίηεηε ε ρξήζε ηεο θακπχιε αλαθνξάο. Ζ κέζνδνο απηή ζηεξίδεηαη ζηελ 

ζχγθξηζε ηεο έληαζεο θζνξηζκνχ ηνπ ππφ κειέηε γνληδίνπ κεηά απφ αιπζηδσηή 

ελίζρπζε κε εθείλε ελφο γνληδίνπ αλαθνξάο (reference ή control gene) ηνπ ίδηνπ 

νξγαληζκνχ ζηελ ίδηα αληίδξαζε (Pfaffl, 2002), θαη νλνκάδεηαη κέζνδνο ηνπ 

«ζπγθξηηηθνχ Ct » (Comparative Ct Method). Με ηε κέζνδν απηή νη ηηκέο Ct 

δεηγκάησλ θαη καξηχξσλ θαλνληθνπνηνχληαη σο πξνο κία αιιεινπρία-γνλίδην 

αλαθνξάο (ε ζπγθέληξσζε ηεο νπνίαο παξακέλεη ζηαζεξή αλά θχηηαξν), θαη ζηε 

ζπλέρεηα ζπγθξίλνληαη κε κάξηπξα ππνινγίδνληαο ην πειίθν ηνπ ιφγνπ ηνπ 

θζνξηζκνχ πνπ πξνέξρεηαη απφ ηελ αιιεινπρία-ζηφρν ζην ππφ εμέηαζε δείγκα πξνο 

ην θζνξηζκφ πνπ πξνέξρεηαη απφ ηελ αιιεινπρία αλαθνξάο, πξνο ηνλ αληίζηνηρν 

ιφγν ηνπ κάξηπξα. Ζ θαλνληθνπνίεζε σο πξνο ην ελδνγελέο γνλίδην απαηηείηαη γηα ηε 
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δηφξζσζε ησλ πηζαλψλ δηαθνξψλ κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ, νη νπνίεο νθείινληαη ζε 

δηαθνξεηηθή ζπγθέληξσζε ηνπ αξρηθνχ ππνζηξψκαηνο (cDNA) ή ζε δηαθνξέο ζηελ 

απνδνηηθφηεηα ηεο αληίδξαζεο ελίζρπζεο. Έρνπλ αλαπηπρζεί δηάθνξα καζεκαηηθά 

κνληέια πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα λα ππνινγίζνπκε ηελ απμεκέλε ή κεησκέλε 

γνληδηαθή έθθξαζε ηνπ ππφ κειέηε γνληδίνπ ζε ζρέζε κε ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ 

αλαθνξάο (π.ρ. ην καζεκαηηθφ κνληέιν ηνπ Pfaffl 2002 ή ησλ Livak and Schmittgen, 

2001). 

Σν παξαπάλσ πειίθν ππνινγίδεηαη κε ηνλ ηχπν: 

(1)R= 2
-ΓΓCt

 

φπνπ ΓΓCT = ΓCt δείγκαηνο (κέζε Ctζηφρνπ – κέζε Ctαλαθνξάο) - ΓCt κάξηπξα 

(κέζε Ctζηφρνπ – κέζε Ctαλαθνξάο). Μέζε Ct είλαη ε κέζε ηηκή ηεο ηξηάδαο θάζε 

δείγκαηνο. 

Ζ εμίζσζε απηή πξνθχπηεη σο εμήο: ν γεληθφο ηχπνο πνπ πεξηγξάθεη ηνλ αξηζκφ 

κεηαγξάθσλ Xn αιιεινπρίαο-ζηφρνπ κεηά απφ n θχθινπο PCR γηα δείγκα κε αξρηθφ 

αξηζκφ κεηαγξάθσλ Υ0ζ είλαη: Xn = X0(1 + E)
n
 ή XCtζ = X0ζ(1 + Eζ)

Ctζ
, φπνπ Eζ ε 

απφδνζε ησλ εθθηλεηψλ γηα ηελ αιιεινπρία-ζηφρν ζ θαη XCt ζ ν αξηζκφο κεηαγξάθσλ 

κεηά απφ αξηζκφ θχθισλ ίζν κε Ct.  

Παξνκνίσο γηα ηελ αιιεινπρία αλαθνξάο α ν ηχπνο είλαη ΥCt α = Υ0 α(1 + Eα)
Ct α

. 

Αληί γηα αξηζκφ κεηαγξάθσλ κπνξνχκε λα ζεσξήζνπκε ην πνζφ ηνπ θζνξηζκνχ. O 

ιφγνο κεηαμχ ηνπο, πνπ αληηθαηνπηξίδεη ηελ θαλνληθνπνηεκέλε σο πξνο ηελ 

αιιεινπρία αλαθνξάο ηηκή θζνξηζκνχ ηεο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ είλαη:  

R=
              

               
. Αλ Eζ=Eα=Δ ηφηε ε εμίζσζε γίνεηαι R=

   

   
 (1+Δ)

CtζCtα
 

=
   

   
(1+Δ)

ΓCtσ
 =>

   

   
 = R(1+Δ)

-ΓCtΥ
 =ΥΝΟΡΜ (θαλνληθνπνηεκέλε ηηκή θζνξηζκνχ 

δείγκαηνο). 

Αλ γξάςνπκε ηηο ίδηεο εμηζψζεηο γηα έλα κάξηπξα Μ ηφηε ΜΝΟΡΜ= R΄(1+Δ
)-ΓCtΜ

. 

Δθφζνλ φκσο νη κεηξήζεηο ιακβάλνληαη ζε αξηζκφ θχθισλ ίζν κε ην Ct, ζην ζεκείν 

απηφ ν θζνξηζκφο είλαη εμ’νξηζκνχ ίζνο ζε φια ηα δείγκαηα ηεο ίδηαο αληίδξαζεο 

δειαδή R= R΄. Έηζη, ην πειίθν δείγκαηνο-κάξηπξα RΝΟΡΜ ζα είλαη: 

RΝΟΡΜ =
     

     
 =

           

             =
           

            = (1+E)
–ΓΓCt

. Γηα εθθηλεηέο ζρεδηαζκέλνπο 

κε ηδαληθή απφδνζε Δ=1 ε εμίζσζε κεηαηξέπεηαη ζηνλ ηχπν (1)]. 

εκαληηθή παξάκεηξνο γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε είλαη ν ππνινγηζκφο ηεο απφδνζεο 

(efficiency) ηεο αληίδξαζεο γηα έλα δεδνκέλν δεχγνο εθθηλεηψλ, δειαδή ηνπ αξηζκνχ 

λέσλ κεηαγξάθσλ αλά θχθιν. Ζ θιίζε ηεο θακπχιεο αλαθνξάο παξέρεη ηελ εθηίκεζε 

ηεο απφδνζεο θαη ζπγθεθξηκέλα : 

Efficiency = 10 
(-1/κλίζη)

 

Πξνθεηκέλνπ λα εθαξκνζηεί ε κέζνδνο ηνπ ζπγθξηηηθνχ Ct, νη εθθηλεηέο γηα ηελ 

αιιεινπρία αλαθνξάο θαη γηα ηελ αιιεινπρία-ζηφρν πξέπεη λα έρνπλ ίζε απφδνζε. 

Απηφ κπνξεί λα πηζηνπνηεζεί απιά κε ηνλ έιεγρν ηεο γξαθηθήο παξάζηαζεο ησλ ΓCt 

κεηαμχ ησλ γνληδίσλ αλαθνξάο θαη ζηφρνπ ζε δηαδνρηθέο αξαηψζεηο ππνζηξψκαηνο. 

Αλ ε θιίζε ηεο θακπχιεο απηήο είλαη ζρεδφλ κεδεληθή(<0.1), ηφηε νη απνδφζεηο είλαη 

παξαπιήζηεο. ηελ αληίζεηε πεξίπησζε πξέπεη λα ρξεζηκνπνηεζεί ε κέζνδνο ηεο 

θακπχιεο αλαθνξάο ή λα ππνινγηζηνχλ θαη λα ιεθζνχλ ππφςε νη δηαθνξεηηθέο ηνπο 

απνδφζεηο. Απηφ γίλεηαη κε ηε καζεκαηηθή κέζνδν ηνπ Pfaffl, ζχκθσλα κε ηελ νπνία: 

(2) R=
                        

                         φπνπ Δζ θαη Δα είλαη νη απνδφζεηο ησλ γνληδίσλ ζηφρνπ ζ 

θαη αλαθνξάο αληίζηνηρα, CtM , CtX είλαη ην Ct κάξηπξα Μ θαη δείγκαηνο Υ θαη ΓCtζ, 

ΓCtα είλαη εδηαθνξά CtM- CtX ησλ γνληδίσλ ζηφρνπ ή αλαθνξάο αληίζηνηρα. 
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Βιέπνπκε πσο εάλ Eζ = Eα =2 (ηδαληθή πεξίπησζε 100% απφδνζεο), ηφηε ε εμίζσζε 

(2) γίλεηαη ηαπηφζεκε κε ηελ εμίζσζε (1). 

Ο παξαπάλσ ιφγνο πξνθχπηεη απφ ην ιφγν ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ-ζηφρνπ (ζ) ζε 

έλα δεδνκέλν δείγκα, θαλνληθνπνηεκέλεο σο πξνο ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ 

αλαθνξάο (α), δηα ηελ αληίζηνηρε θαλνληθνπνηεκέλε έθθξαζε δεδνκέλνπ κάξηπξα. Ζ 

θαλνληθνπνηεκέλε έθθξαζε ελφο δείγκαηνο Υ δίδεηαη απφ ηνλ ηχπν : 

(3)ΥΝΟΡΜ =
           

            

Γηα ηελ εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ απηήο ρξεηάδεηαη ε δεκηνπξγία θακπχιεο αλαθνξάο 

πξνθεηκέλνπ λα ππνινγηζηεί ε απφδνζε. Μεηά απφ βειηηζηνπνίεζε ησλ ζπλζεθψλ 

θαη αθνχ βεβαησζνχκε γηα ηελ επαλαιεςηκφηεηα ηεο ηηκήο E ζε αιιεπάιιειεο 

αληηδξάζεηο, κπνξνχκε πιένλ λα ηελ εθαξκφδνπκε θξαηψληαο κηα πξφηππε θακπχιε 

αλαθνξάο. 

Σέινο, κηα αθφκε κέζνδνο ζρεηηθήο πνζνηηθνπνίεζεο είλαη ε κέζνδνο ηεο «απφιπηεο 

αχμεζεο θζνξηζκνχ», πνπ εθαξκφδεηαη ρξεζηκνπνηψληαο εηδηθά πξνγξάκκαηα 

ινγηζκηθνχ θαη κε ηα νπνία είλαη ζεσξεηηθά δπλαηή ε αθξηβήο κέηξεζε ηεο απφδνζεο 

ηεο αληίδξαζεο γηα θάζε δείγκα ρσξηζηά (δειαδή φρη ζπλνιηθά γηα έλα δεχγνο 

εθθηλεηψλ). Απηφ γίλεηαη δεκηνπξγψληαο κηα πξνζνκνίσζε ηεο θακπχιεο αχμεζεο 

ηνπ δείγκαηνο (παξάγσγνο θακπχιε), ε νπνία απεηθνλίδεη ην Log (θζνξηζκνχ) πξνο 

ηνλ αξηζκφ ησλ θχθισλ. Με εθαξκνγή αλάιπζεο γξακκηθήο παιηλδξφκεζεο (linear 

regression) ζην θεληξηθφ, εθζεηηθφ ηκήκα ηεο ζηγκνεηδνχο θακπχιεο πξνθχπηεη κηα 

γξακκηθή θακπχιε, απφ ηελ θιίζε ηεο νπνίαο ππνινγίδεηαη απηφκαηα ε απφδνζε Δ. 

ηε ζπλέρεηα κπνξεί λα ππνινγηζηεί κηα κέζε Δ θαη λα αληηθαηαζηαζεί ζηελ εμίζσζε 

(2), ή λα ππνινγηζζεί ε αξρηθή ζπγθέληξσζε θάζε δείγκαηνο ρσξηζηά 

ρξεζηκνπνηψληαο ην μερσξηζηφ Δ θάζε δείγκαηνο.  

 

 
Δικόνα 9: χγθξηζε θακπχιεο ηνπ ππν κειέηε γνληδίνπ (γνλίδην ζηφρνο) κε ην γνλίδην αλαθνξάο 

(reference gene). 
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2.2.4 Κακπχιεο Απνδηάηαμεο (Melting Curve Ή Dissociation Curve) 

Μηα αθφκα δπλαηφηεηα πνπ παξέρεη ε ηερλνινγία ηεο Real Time PCR είλαη ε 

θαηαζθεπή θακπχιεο απνδηάηαμεο (Melting curve ή Dissociation curve) κε ηελ νπνία 

κπνξνχλ λα αμηνινγεζνχλ ηα πξντφληα ηεο αληίδξαζεο, λα δνχκε δειαδή αλ ηα 

πξντφληα πνπ παξήρζεζαλ είλαη απηά πνπ ζέινπκε ή φρη. Ζ θακπχιε απηή βαζίδεηαη 

ζηελ ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο (melting temperature ή Tm) ησλ πξντφλησλ ηεο 

αληίδξαζεο. 

Ζ Tm είλαη ε ζεξκνθξαζία ζηελ νπνία απνδηαηάζζεηαη ην θάζε ηκήκα DNA θαη 

εμαξηάηαη απφ ην κέγεζνο ηνπ ηκήκαηνο DNA. Σα πξντφληα ηεο αληίδξαζεο ζα πξέπεη 

λα έρνπλ ηελ ίδηα ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο, εθηφο θαη αλ ππάξρεη επηκφιπλζε ή 

ηκήκαηα πνπ πξνέξρνληαη απφ έλσζε κεηαμχ ησλ εθθηλεηψλ ή ηκήκαηα πνπ 

πξνέξρνληαη απφ ηνπνζέηεζε ησλ εθθηλεηψλ ζε παξφκνηεο ζπκπιεξσκαηηθέο 

αιιεινπρίεο (mispriming). Δάλ ηα πξντφληα έρνπλ ηελ ίδηα ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο 

ηφηε ζα εκθαληζηεί κηα θνξπθή ζηελ θακπχιε, ελψ ζηελ πεξίπησζε πνπ αλάκεζα ζηα 

πξντφληα ππάξρνπλ θαη ηκήκαηα δηαθνξεηηθνχ κεγέζνπο, ηφηε ζα παξαηεξεζνχλ ζηελ 

θακπχιε θαη άιιεο θνξπθέο πνπ ζα αληηζηνηρνχλ ζε δηαθνξεηηθέο ζεξκνθξαζίεο 

απνδηάηαμεο (Tm), επεηδή γηα θάζε πξντφλ ε απνδηάηαμε γίλεηαη ζε δηαθνξεηηθή 

ζεξκνθξαζία. 

Ζ κεζνδνινγία ηεο εθαξκνγήο ηεο αληίδξαζε ηεο Real Time PCR ζα πξέπεη λα 

πεξηιακβάλεη πάληα θαη αξλεηηθνχο κάξηπξεο (θελά DNA) καδί κε άγλσζηα δείγκαηα 

πξνο αλάιπζε. Σα αξλεηηθά απηά δείγκαηα αθνξνχλ ηελ εθαξκνγή θαλνληθήο 

αληίδξαζεο κε ρξήζε φισλ ησλ πιηθψλ ηεο PCR πιήλ ηεο πξνζζήθεο ηνπ DNA 

(φπσο ζηελ πεξίπησζε ηεο αληίδξαζεο ησλ αγλψζησλ δεηγκάησλ). πλήζσο 

ρξεζηκνπνηείηαη λεξφ αληί ηνπ αληίζηνηρνπ φγθνπ DNA, γηα λα εμεηαζηεί ε 

πεξίπησζε επηκφιπλζεο ηνπ δηαιχκαηνο ηεο αληίδξαζεο PCR ηνπ αγλψζηνπ 

δείγκαηνο ππφ εμέηαζε κε DNA άιινπ νξγαληζκνχ. 

 
Δικόνα 10: Παξάδεηγκα θακπχιεο απνδηάηαμεο ζηελ νπνία εκθαλίδνληαη ηξείο δηαθνξεηηθέο θνξπθέο 

(Α, Β θαη Γ). Ζ πςειφηεξε θνξπθή (Γ) αληηζηνηρεί ζηελ ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο ηνπ επηζπκεηνχ 

πξντφληνο. Οη θνξπθέο Α θαη Β αληηζηνηρνχλ ζε δηαθνξεηηθέο ζεξκνθξαζίεο απνδηάηαμεο απφ απηή ηεο 

θνξπθήο Γ (Lee et al, 2006). 
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2.3 πζθεπή Real Time PCR - Πεξηγξαθή ηνπ νξγάλνπ 

       Όιεο νη ζπζθεπέο ηεο Real time PCR ζπλδηάδνπλ ηελ ηερλνινγία ηεο ζπκβαηηθήο 

PCR γηα ηελ παξαγσγή/ πνιιαπιαζηαζκφ πξντφλησλ κε ηα ζπζηήκαηα γηα παξαγσγή, 

αλίρλεπζε θαη αλάιπζε ηνπ θζνξίδσλ ζήκαηνο πνπ παξάγεηαη θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο 

αληίδξαζεο. Τπάξρνπλ πνιιέο εηαηξίεο πνπ δηαζέηνπλ ζπζθεπέο Real Σime PCR θαη 

ην θφζηνο ηεο θάζε κηαο δηαθέξεη αλάινγα κε ζπγθεθξηκέλα ραξαθηεξηζηηθά (Fraga 

et al, 2008). 

 
Δικόνα 11: Γηάγξακκα κε ηνλ βαζηθφ ηξφπν ιεηηνπξγίαο γεληθά φισλ ησλ ζπζθεπψλ Real Time PCR 

(Fraga, 2008). 

 

Ζ κεγαιχηεξε δηαθνξά πνπ ππάξρεη αλάκεζα ζηηο δηάθνξεο ζπζθεπέο είλαη ην 

ινγηζκηθφ πνπ δηαζέηεη ε θάζε ζπζθεπή γηα ηελ αλάιπζε ησλ δεδνκέλσλ θαη ην 

ζχζηεκα αλίρλεπζεο ηεο ρξεζηκνπνηνχκελεο ρξσζηηθήο θζνξηζκνχ.  

Ζ ζπζθεπή πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ δηεμαγσγή ηνπ πεηξάκαηνο ηεο παξνχζαο 

κεηαπηπρηαθήο εξγαζίαο πνπ ζα αλαθεξζεί ζηελ ελφηεηα ηνπ πεηξακαηηθνχ κέξνπο 

θαη ην νπνίν πεξηγξάθεηαη είλαη ην κνληέιν StepOne Plus Real Time PCR. 
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Δικόνα 12: Ζ ζπζθεπή StepOne Plus Real Time PCR ηεο εηαηξείαο Applied Biosystems International 

 

 

Ζ ζπζθεπή απηή έρεη ηε δπλαηφηεηα δηεμαγσγήο αληίδξαζεο Real Time PCR, 

νινθιήξσζεο ηεο αληίδξαζεο ζε 40 θχθινπο θαη δηαρσξηζκφ δεηγκάησλ κε 5000 θαη 

10000 αληίγξαθα ηεο αιιεινπρίαο κε πνζνζηφ βεβαηφηεηαο 99,7%. Σν νπηηθφ 

ζχζηεκα ηνπ StepOne Plus Real Time PCR απνηειείηαη απφ ηελ πεγή θσηφο (ιάκπα), 

ηα θίιηξα θαη ηελ θεθαιή αλίρλεπζεο. Ζ ζπζθεπή είλαη ζπλδεδεκέλε κε έλαλ 

ππνινγηζηή πνπ ζπιιέγεη θαη αλαιχεη ηα δεδνκέλα ηεο αληίδξαζεο.  

Σα δηάθνξα κέξε ηνπ νξγάλνπ είλαη :  

• Πεγή θσηφο  

• Δίδε θίιηξσλ, αξηζκφο θαη πνηφηεηα θσηφο  

• Αλίρλεπζε θαη ζπζηήκαηα αλίρλεπζεο  

• Πεγάδηα δεηγκάησλ  

• Λνγηζκηθφ  

• Δίδε Αλάιπζεο 
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Δικόνα 13: Αλαιπηηθή πεξηγξαθή ησλ ηκεκάησλ πνπ απνηεινχλ ηελ ζπζθεπή StepOne Plus Real 

Time PCR ηεο εηαηξείαο Applied Biosystems International 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 

 

3 

 

ΜΔΛΔΣΖ ΔΚΦΡΑΖ ΓΟΝΗΓΗΧΝ ΠΑΘΟΓΔΝΔΗΑ ΣΟΤ  

ΣΡΟΦΗΜΟΓΔΝΟΤ ΠΑΘΟΓΟΝΟΤ Listeria monocytogenes 

ΔΠΔΗΣΑ ΑΠΟ ΔΚΘΔΖ ΣΟΤ Δ ΓΑΣΡΗΚΟ ΚΑΗ 

ΓΧΓΔΚΑΓΑΚΣΤΛΗΚΟ ΤΓΡΟ 

 
 

3.1.1 Γνλίδηα παζνγέλεηαο ηνπ βαθηεξίνπ L. monocytogenes 

  Ζ αλζξψπηλε κφιπλζε απφ ηνλ παζνγφλν κηθξννξγαληζκφ ζπλεζέζηεξα 

πξνθχπηεη κεηά απφ θαηαλάισζε κηαζκέλνπ ηξνθίκνπ. Αξρηθά, ν παζνγφλνο 

κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes επηβηψλεη ηεο γαζηξηθήο δηέιεπζεο απφ ηνλ 

ζηφκαρν θαη απμάλεηαη ζην έληεξν, ελψ ζηε ζπλέρεηα θχηηαξα ηνπ κηθξννξγαληζκνχ 

δηεζνχλ ηνλ εληεξηθφ βιελλνγφλν, κε ηε βνήζεηα ελεξγνχ ελδνθχηησζήο ηνπο απφ ηα 

ελδνζειηαθά θχηηαξα ηνπ κνιπζκέλνπ νξγαληζκνχ, ν νπνίνο φληαο έλα πξναηξεηηθφ 

ελδνθπηηαξηθφ παζνγφλν κπνξεί λα επηδήζεη θαη λα πνιιαπιαζηαζηεί ζηα θχηηαξα 

ηνπ ζπζηήκαηνο «κνλνθχηηαξν-καθξνθάγν». Ζ ελδνθχησζε ππνβνεζείηαη απφ 

δηάθνξνπο παξάγνληεο ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο ηληεξλαιίλεο, κηαο βαθηεξηαθήο 

πξσηεΐλεο επηθαλείαο 800 ακηλνμέσλ πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ έλα ρξσκνζσκηθφ 

γνλίδην ην inlA, άιισλ πξντφλησλ ηεο inl νηθνγέλεηαο γνληδίσλ, θαη ηελ p60 

(θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην iap), κηα εμσθπηηαξηθή πξσηεΐλε κνξηαθνχ βάξνπο 60 

kDa. Απνηέιεζκα απηήο ηεο ελδνθχησζεο είλαη ν εζσθιεηζκφο ηνπ βαθηεξίνπ ζε έλα 

θαγφζσκα. Πξνθεηκέλνπ λα πνιιαπιαζηαζηεί ελδνθπηηαξηθά ν κηθξννξγαληζκφο 

πξέπεη λα επηδήζεη ζην θαγφζσκα θαη λα δηαθχγεη γξήγνξα πξνηνχ θαηαζηξαθεί απφ 

ηα ιπζνζψκαηα, κηα δηαδηθαζία πνπ ζα ζθφησλε ην βαθηήξην. Χο εθ ηνχηνπ παξάγεη 

ηε ιηζηεξηνιπζίλε Ο (LLO, πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην hly) κηα αηκνιπζίλε 

κνξηαθνχ βάξνπο 58 kDa, ηε θσζθαηηδπιν-ηλνζηηφιε-θσζθνιηπάζε C (PI-PLC, πνπ 

θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην plcA), ηε θσζθαηηδπιν-ρνιίλε-θσζθνιηπάζε C (PC-

PLC, πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην plcB) θαη κε ηε βνήζεηα απηψλ ησλ ελδχκσλ 

πνπ πξναλαθέξζεθαλ απνδνκεί ηε δηπιή ιηπψδε κεκβξάλε ηνπ θαγνζψκαηνο, 

επέξρεηαη ιχζε ηεο κεκβξάλεο θαη έηζη απειεπζεξψλεηαη ζην θπηηαξφπιαζκα φπνπ 

θαη πνιιαπιαζηάδεηαη. εκαληηθφ ζηνηρείν ηεο παζνγέλεηαο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ L. 

monocytogenes είλαη ε ηθαλφηεηά ηνπ λα εηζβάιιεη ζε γεηηνληθά θχηηαξα. Γηα λα ην 

επηηχρεη απηφ, ην βαθηήξην θηλεηνπνηεί κεραληζκνχο ηνπ θπηηάξνπ-μεληζηή, νη νπνίνη 

κεηαμχ απηψλ πεξηιακβάλνπλ ηνλ πνιπκεξηζκφ ηεο αθηίλεο (ε πξσηετλε ActA, 

εκπιέθεηαη ζηνλ πνιπκεξηζκφ ηεο αθηίλεο θαη θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδν αctA), 

γηα ηε δεκηνπξγία βιεθαξίδαο ζηνλ έλαλ απφ ηνπο δχν πφινπο ηνπ. Ζ βιεθαξίδα 

απηή εμππεξεηεί ζηελ πξνψζεζε ηνπ παζνγφλνπ θαη ζηε κεηαηφπηζή ηνπ δίπια ζηελ 

θπηηαξηθή κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ-μεληζηή. Δμαηηίαο ηεο πθηζηάκελεο ψζεζεο απφ 

ηνλ κηθξννξγαληζκφ, ζην ζεκείν απηφ δεκηνπξγείηαη κηα πξνεθβνιή ηεο θπηηαξηθήο 

κεκβξάλεο ε νπνία κπνξεί λα εηζρσξήζεη ζε έλα γεηηνληθφ θχηηαξν. Οκνίσο, φπσο 

θαη ζηελ πεξίπησζε ηνπ θαγνζψκαηνο, αθνινπζεί ιχζε ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο 

ηεο πξνεθβνιήο πνπ έρεη σο απνηέιεζκα ηελ απειεπζέξσζε ηνπ παζνγφλνπ ζην 

θπηηαξφπιαζκα ηνπ λενπξνζβαιιφκελνπ θπηηάξνπ, απνθεχγνληαο παξάιιεια ην 

αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα ηνπ μεληζηή (Δικόνα 14). 
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Δικόνα 14: ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ δηαθνξεηηθψλ ζηαδίσλ δξάζεο ηνπ βαθηεξίνπ L. 
monocytogenes θαζψο θαη ησλ γλσζηψλ γνληδίσλ πνπ ζπλδένληαη κε ηε ινηκνηνμηθφηεηά ηεο. 

Απεηθνλίδεηαη ν ελδνθπηηαξηθφο θχθινο δσήο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ, ηελ πξνζθφιιεζε ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ ζην θχηηαξν-μεληζηή, ηελ είζνδφ ηνπ ζην θχηηαξν, ην βαθηήξην εληφο ηνπ 

θελνηνπίνπ, ην βαθηήξην ειεχζεξν ζην θπηηαξφπιαζκα), ηελ πξνψζεζε ηνπ βαθηεξίνπ θαη 
ηέινο ην βαθηήξην πεξηβαιιφκελν απφ δηπιή κεκβξάλε θαηά ηελ εμάπισζή ηνπ απφ θχηηαξν 

ζε θχηηαξν. Λνηκνγφλνη παξάγνληεο πνπ ξπζκίδνληαη ζην κεηαγξαθηθφ (PrfA, PrfA θαη ζB, 

VirR), κεηα-κεηαγξαθηθφ (Hfq) θαη κεηα-κεηαθξαζηηθφ (SrtA, SecA2) επίπεδν 
επηζεκαίλνληαη αλαιφγσο. CAMPs: θαηηνληθά αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα, H3 and H4: ηζηφλεο 

3 and 4, ROS: reactive oxygen species (ζεκαληηθνί κεζνιαβεηέο ηεο κηθξνβηνθηφλνπ δξάζεο 

ησλ θαγνθπηηάξσλ). 
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ηνλ Πίνακα 1 πνπ αθνινπζεί παξνπζηάδνληαη θάπνηα γνλίδηα ηνπ βαθηεξίνπ L.  monocytogenes 

γλσζηά γηα ηε ινηκνηνμηθφηεηά ηνπο (virulence). 

Πίνακαρ 1 

Γονίδιο Ηδιόηηηα 

sigB RNA πνιπκεξάζε ζίγκα παξάγνληαο παίδεη ξφιν ζηελ 

φμηλε, νμεηδσηηθή θαη σζκσηηθή αλζεθηηθφηεηα ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ 

plcA Φσζθνιηπάζε C 38-kd εμεηδηθεπκέλε ζηε 

θσζθαηηδπιν-ηλνζηηφιε 

plcB Λεθηζηλάζε 29 θαη 32 kDa πνιππεπηίδηα 

hly Αηκνιπζίλε (ιηζηεξηνιπζίλε Ο) 58kDa 

inlA Ηληεξλαιίλε 88 kDa πξσηεΐλε (744 ακηλνμέα) 

inlB Ηληεξλαιίλε 65 kDa πξσηεΐλε (630 ακηλνμέα). Σν 

γνλίδην εκπιέθεηαη ζηελ επαηηθή πξνζβνιή 

inlC Πξσηεΐλε 30 kDa νκφινγε κε ηηο πξσηεΐλεο InlA, InlB 

inlJ Ηληεξλαιίλε επηθαλεηαθή πξσηεΐλε ζπκβάιιεη ζηε 

βαθηεξηαθή πξνζθφιιεζε ζε θχηηαξα μεληζηέο 

prfA Μεηαγξαθηθφο εθθηλεηήο ησλ hly, plcA, plcB, actA, 

inlA, inlB, and mpl κε κνξηαθφ βάξνο 27 kDa. Μέινο 

ηεο νηθνγέλεηαο CAP/FnR 

clpC Μεηαγξαθηθφο ηξνπνπνηεηήο 100 kDa πνπ ζπκκεηέρεη 

ζηελ πξνζθφιιεζε θαη επίζεζε θαη ξπζκίδεη ηελ 

έθθξαζε ησλ inlA, inlB, θαζψο θαη ηνπ γνληδίνπ actA 

 

Σα πεξηζζφηεξα γνλίδηα παζνγέλεηαο ζην κηθξννξγαληζκφ L. monocytogenes 

βξίζθνληαη ππφ ηνλ έιεγρν ηεο ελεξγνπνηνχ πξσηεΐλεο prfA, ε νπνία είλαη κέινο ηεο 

CAP/FnR νηθνγέλεηαο ησλ κεηαγξαθηθψλ ξπζκηζηψλ. ην ρξσκφζσκα πνπ βξίζθεηαη 

ζην ιεγφκελν PrfA-εμαξηψκελν κνιπζκαηηθφ ζχκπιεγκα γνληδίσλ πεξηιακβάλνληαη 

γλσζηά γνλίδηα παζνγέλεηαο φπσο ηα actA, hly, plcA θαη plcB. ηελ παξνχζα εξγαζία 

έγηλε κειέηε ηεο έθθξαζεο δέθα γνληδίσλ παζνγέλεηαο: lmo2672, lmo2470, sigB, 

hlyA, plcA, plcB, inlA, inlB, inlC, inlJ. 

Σα πξντφληα απηψλ ησλ γνληδίσλ εκπιέθνληαη ζηνλ ελδνθπηηαξηθφ θχθιν δσήο ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes. Πην ζπγθεθξηκέλα, ν κηθξννξγαληζκφο 

ρξεζηκνπνηεί δχν βαζηθέο επηθαλεηαθέο πξσηεΐλεο, ηηο ηληεξλαιίλεο  InlA θαη InlΒ, 

πνπ θσδηθνπνηνχληαη απφ ην νπεξφλην inlAB. Έλα θνηλφ ζηνηρείν ζε φιεο ηηο 

ηληεξλαιίλεο είλαη νη επαλαιακβαλφκελεο αιιεινπρίεο ιεπθίλεο LRR-πεξηνρή πνπ 

απνηειείηαη απφ 22 ακηλνμέα, κε ιεπθίλε ή ηζνιεπθίλε ζηηο ζέζεηο 3, 6, 9, 11,16, 19, 

θαη 22 (- -L- -L- -L-L- -Ν-I- -I / L--Δ). Ζ ηληεξλαιίλε Α ερεη κία αιιεινπρία 

κεηαθνξάο ζεκάησλ ζην Ν-ηειηθφ άθξν ε νπνία καδί κε ην C-ηειηθφ άθξν απνηειεί 

ην LPXTG κνηίβν, ην νπνίν είλαη ζπλδεδεκέλν κε ηελ πεπηηδνγιπθάλε ηνπ βαθηεξίνπ 

θαη είλαη ππεχζπλν γηα ηελ πξνζθφιιεζε ηεο InlA ζηα θχηηαξα. Ζ ηληεξλαιίλε Β 

πεξηέρεη επίζεο κία αιιεινπρία κεηαθνξάο ζεκάησλ ζην Ν-ηειηθφ άθξν, νρηψ 

επαλαιακβαλφκελεο αιιεινπρίεο ιεπθίλεο θαη ηξία κφξηα GW ηα νπνία βξίζθνληαη 

ζην C-ηειηθφ άθξν. Αληίζεηα κε ηελ InlA δελ δηαζέηεη LPXTG κνηίβν. Αλη 'απηνχ, ε 

InlB έρεη κηα πεξηνρή 232 ακηλνμέσλ πνπ απνηειείηαη απφ δηαδνρηθά δηαηεηαγκέλεο 
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αιιεινπρίεο κήθνπο πεξίπνπ 80 ακηλνμέσλ, ε θαζεκία αξρίδνληαο κε ηα κφξηα GW. 

Απηή ε πεξηνρή, είλαη ππεχζπλε γηα ηελ πξνζθφιιεζε ηεο InlB ζηελ βαθηεξηαθή 

επηθάλεηα. Ζ ΗnlB ζηνρεχεη ζηελ επηθάλεηα ηνπ βαθηεξίνπ κέζσ ηεο αιιειεπίδξαζεο 

ησλ κνξίσλ GW (G:γιπθίλε W:ηξππηνθάλε) κε ην ιηπνηεηρντθφ νμχ ζην θπηηαξηθφ 

ηνίρσκα ηνπ βαθηεξίνπ. Δίλαη πξνθαλέο φηη ε InlA είλαη απαξαίηεηε θαη επαξθήο γηα 

ηελ είζνδν ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζην εζσηεξηθφ ησλ εληεξνθπηηάξσλ ζηνλ άλζξσπν 

θαη γηα ηελ αιιειεπίδξαζε κε ηελ Δ-θαληρεξίλε, ε νπνία βξίζθεηαη ζηα 

εληεξνθχηηαξα θαη ζε άιινπο ηζηνχο (φπσο ν πιαθνχληαο), ελψ ε InlΒ κπνξεί λα 

είλαη εθεδξηθή γηα ηελ είζνδν ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζε άιια θχηηαξα ηνπ μεληζηή. 

Απηφ απνδεηθλχεηαη απφ ην γεγνλφο φηη ην 96% ησλ 300 απνκνλψζεσλ ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ απφ αζζελή άηνκα, πεξηείρε έλα πιήξνπο κήθνπο, ιεηηνπξγηθφ 

αληίγξαθν ηεο InlA. Δίλαη πηζαλφ φηη άιιεο ηληεξλαιίλεο (InlC, InlJ θαη InlΖ) είλαη ζε 

ζέζε λα αληηζηαζκίζνπλ ηελ έιιεηςε InlB θαη λα βνεζήζνπλ ηελ είζνδν ηνπ 

παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes ζε άιια θχηηαξα, φκσο ζηα ηειηθά 

ζηάδηα ηεο κφιπλζεο, επεηδή θακία ηνπο δελ κπνξεί λα πξνθαιέζεη θαγνθχηησζε ζηα 

θχηηαξα ησλ ζειαζηηθψλ απφ κφλε ηεο θαη επεηδή ε ελαιιαγή ησλ γνληδίσλ inlC θαη 

inlJ έρεη αξλεηηθέο επηπηψζεηο ζηελ παζνγέλεηα ηνπ βαθηεξίνπ θαηά ηε δηάξθεηα 

πξνζβνιήο ησλ εληεξηθψλ θπηηάξσλ. Έξεπλεο έρνπλ δείμεη φηη ε ηληεξλαιίλε C (InlC) 

ζπκβάιιεη ζην ζρεκαηηζκφ πξνεμνρψλ θαη ζε ιέπηπλζε ηεο εμσηεξηθήο ζηηβάδαο ησλ 

επηζειηαθψλ θπηηάξσλ ζην βιελλνγφλν ηνπ εληέξνπ κέζσ αλαζηνιήο ηεο 

δξαζηεξηφηεηαο θαη αιιειεπίδξαζεο ησλ πξσηετλψλ Tuba θαη N-WASP (πξσηεΐλεο 

πνπ ξπζκίδνπλ ηε δνκή ησλ ζπλδέζεσλ ησλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ ζηα ζειαζηηθά). 

Δπηπιένλ ελδηαθέξνλ απνηειεί φηη ε InlJ εθθξάδεηαη κφλν απνηειεζκαηηθά ζηελ 

επηθάλεηα ησλ βαθηεξίσλ πνπ αλαθηψληαη απφ ην ήπαξ θαη ην αίκα ησλ κνιπζκέλσλ 

δψσλ θαη φηη δηαζθαιίδεη ηε ζψζηε έθθξαζε ηεο παζνγέλεηαο ζε ινηκνγφλα ζηειέρε, 

ελψ φηαλ δηαηαξάζζεηαη ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ inlJ παξεκπνδίδεηαη ε έθθξαζε ηεο 

παζνγέλεηαο ησλ ζηειερψλ.   

 H ιηζηεξηνιπζίλε O (LLO) απνηειεί ηνλ θχξην ινηκνγφλν παξάγνληα, πνπ παίδεη 

θαζνξηζηηθφ ξφιν γηα ηε δηαθπγή ηνπ παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes 

απφ ηα θαγνζψκαηα θαη ε έιιεηςή ηεο δειψλεη φηη ην ζηέιερνο δελ είλαη παζνγφλν. 

Σν γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηελ LLO (hly) ήηαλ ην πξψην γνλίδην παζνγέλεηαο πνπ 

πξνζδηνξίζηεθε ζηνλ παζνγφλν κηθξννξγαληζκφ L. monocytogenes, θαη απνηειεί 

κέξνο ελφο ελφο ζπκπιέγκαηνο γνληδίσλ παζνγέλεηαο ην νπνίν νλνκάδεηαη LIΡI-1 

(Listeria pathogenicity island 1). Σν παξαπάλσ ζχκπιεγκα απνηειείηαη απφ ηξία 

κεηαγξαθηθά κφξηα. ηε θεληξηθή ζέζε ηνπ ζπκπιέγκαηνο γνληδίσλ βξίζθεηαη ην 

γνλίδην hly, πάλσ (upstream) απφ ην hly βξίζθεηαη ην plcA-prfA νπεξφλην ελψ θάησ 

(downstream) απφ ην hly βξίζθεηαη έλα νπεξφλην ην νπνίν πεξηιακβάλεη ηξία γνλίδηα: 

mpl, actA θαη plcB. Οη  θσζθνιηπάζεο C, PI-PLC (plcA) θαη PC-PLC (plcB), 

ζπλεξγνχλ κε ηελ LLO ζηελ απνζηαζεξνπνίεζε ησλ θαγσζσκάησλ. Ζ PC-PLC 

εθθξάδεηαη σο έλα πξνέλδπκν, ηνπ νπνίνπ ε ελεξγνπνίεζε ζπκβαίλεη ζην φμηλν 

πεξηβάιινλ ησλ θελνηνπίσλ θαη επάγεηαη απφ ηε βαθηεξηαθή κεηαιινπξσηεάζε 

ςεπδαξγχξνπ Μpl. 

Δλ θαηαθιείδη, ν ξπζκηζηήο PrfA παίδεη ην βαζηθφηεξν ξφιν ζηελ ελδνθπηηαξηθή 

κφιπλζε θαη ζηελ έλαξμε ηεο κεηαγξαθήο ησλ παξαπάλσ γνληδίσλ. Μηα πξφζθαηε 

κεηαγξαθηθή αλάιπζε απνθάιπςε φηη ν παξάγνληαο ζ
Β
 ξπζκίδεη έλα κεγάιν θαη 

δηαθνξεηηθφ ζχλνιν γνληδίσλ (πεξίπνπ 200) πνπ πξνβιέπεηαη λα ιεηηνπξγνχλ ζε 

πεξίπησζε θαηαπφλεζεο, λα παίδνπλ ξφιν ζην κεηαβνιηζκφ ησλ πδαηαλζξάθσλ, ησλ 

δηαδηθαζηψλ κεηαθνξάο, ελδνθχηησζεο, θαη παζνγέλεηαο. Δπηπιένλ, πξφζθαηα 

ζηνηρεία έρνπλ δείμεη φηη ν παξάγνληαο ζ
B
 ειέγρεη ηελ έθθξαζε ηνπ prfA κέζα ζηα 

θχηηαξα μεληζηέο γηα λα απνθεπρζεί ε ππεξέθθξαζε ησλ ινηκνγφλσλ γνληδίσλ, ε 
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νπνία ζα κπνξνχζε λα νδεγήζεη ζε ππεξβνιηθή βιάβε ηνπ θπηηάξνπ-μεληζηή θαη ζε 

κε επηηπρή βαθηεξηαθή κφιπλζε (Ollinger J, et al., 2009). Ζ δηαπίζησζε απηή 

αλαδεηθλχεη ηελ επηθάιπςε πνπ ππάξρεη κεηαμχ ηνπ ειέγρνπ ηεο γεληθήο απφθξηζεο 

ζην ζηξεο θαη ζηνλ έιεγρν ησλ ιεηηνπξγηψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ παζνγέλεηα. 

 

3.1.2 Δπηβίσζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes ππφ ζπλζήθεο φμηλεο θαηα-

πφλεζεο έπεηηα απφ έθζεζε ζε γαζηξηθφ πγξφ ηνπ αλζξψπηλνπ ζηνκάρνπ 

Ζ πξνζαξκνζηηθή απφθξηζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes, πνπ 

θαιείηαη αλζεθηηθφηεηα ζηελ φμηλε θαηαπφλεζε (acid tolerance response-ATR), κεηά 

απφ έθζεζε ζε φμηλεο ζπλζήθεο κε απνηέιεζκα αιιαγή ηεο πξσηετληθήο ζχλζεζεο, 

πεξηιακβάλεη δηάθνξνπο θπηηαξηθνχο κεραληζκνχο γηα ηελ πξνζαξκνγή θαη ηελ 

επηβίσζε ζηα φμηλα πεξηβάιινληα πξνθεηκέλνπ λα δηαηεξεζεί ε νκνηφζηαζε ηνπ pH 

θαη ηελ παξαγσγή πξσηετλψλ φμηλεο θαηαπφλεζεο (Acid Shock Proteins-ASPs). 

Πνιιέο κειέηεο ζπζρεηίδνπλ ηελ αλζεθηηθφηεηα ζηελ φμηλε θαηαπφλεζε κε ηελ 

παζνγέλεζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ πνπ φρη κφλν επηδεί ηεο φμηλεο θαηαπφλεζεο αιιά 

θαη απαηηεί πηψζε ηνπ pH πξνθεηκέλνπ λα ελεξγνπνηήζεη ηελ αηκνιπζίλε έηζη ψζηε 

λα δηαθχγεη απφ ην καθξνθάγν-θαγφζσκα. Δπηπιένλ δηαζέηεη θαη άιινπο 

κεραληζκνχο αλζεθηηθφηεηαο ζηελ φμηλε θαηαπφλεζε φπσο είλαη ε απνθαξβνμπιάζε 

ηνπ γινπηακηληθνχ, ηελ απακηλάζε ηεο αξγηλίλεο θαη ην ζχζηεκα ηεο F0F1 ATPαζεο.  

 

3.1.2.1 Σν ζχζηεκα GAD θαη ν ξφινο ηνπ παξάγνληα ζ
Β
 ζηε ξχζκηζή ηνπ 

Σα δνκηθά ζηνηρεία ηνπ ζπζηήκαηνο απνθαξβνμπιάζεο ηνπ γινπηακηληθνχ-

GAD (glutamate decarboxylase system, GAD) πεξηιακβάλνπλ ηα ηζνέλδπκα GadA 

(πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην gadA) θαη GadB (πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην 

γνλίδην gadB) ηεο απνθαξβνμπιάζεο ηνπ γινπηακηληθνχ νμένο θαη ηνλ 

αληηκεηαθνξέα GadC πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην gadC (Hersh et al., 1996). 

Οη δχν απνθαξβνμπιάζεο ηνπ γινπηακηληθνχ πνπ θσδηθνπνηνχληαη απφ ηα gadA θαη 

gadB είλαη ηζνέλδπκα κε άξηζην pH δξάζεο 3.8 (Boeker θαη Snell, 1972·Smith et al., 

1992) θαη θαηαιχνπλ ηε κεηαηξνπή ηνπ γινπηακηληθνχ ζε γ- ακηλνβνπηπξηθφ νμχ 

(GABA) κε πξφζιεςε ελφο πξσηνλίνπ θαη απειεπζέξσζε ελφο κνξίνπ CO2. ε 

πεξίπησζε κεηαιιάμεσλ ζηνλ αληηκεηαθνξέα GadC (γνλίδην gadC) ή ζηηο 

απνθαξβνμπιάζεο ηνπ γινπηακηληθνχ (δηπιή κεηάιιαμε ζηα gadA θαη gadB) 

παξεκπνδίδεηαη ν κεραληζκφο αλζεθηηθφηεηαο ζηελ φμηλε θαηαπφλεζε ρσξίο φκσο λα 

ζπκβαίλεη ην ίδην αλ ζπκβεί κεηάιιαμε ζηα γνλίδηα κηαο εθ ησλ δχν 

απνθαξβνμπιαζψλ (gadA θαη gadB). 

Ζ θαηαλάισζε ελδνθπηηαξηθψλ πξσηνλίσλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο απνθαξβνμπιίσζεο 

ψζηε λα δηαηεξεζεί ην εζσηεξηθφ pH ζε επίπεδα ηέηνηα πνπ λα ζπκβάιινπλ ζηελ 

επηβίσζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes, απνηειεί ηελ επηθξαηέζηεξε 

ππφζεζε γηα ηελ πεξηγξαθή ηνπ ζπζηήκαηνο αλζεθηηθφηεηαο ζηελ φμηλε θαηαπφλεζε. 

πγθεθξηκέλα ζε πεξηβάιινλ φμηλνπ pH (2.5) πξσηφληα θηλνχληαη εληφο ηνπ 

θπηηάξνπ θαη απμάλνπλ ηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή νμχηεηα. Όηαλ ζπκβεί απηφ ην 

γινπηακηληθφ νμχ κεηαθέξεηαη απφ ηνλ αληηκεηαθνξέα GadC, απνθαξβνμπιηψλεηαη 

απφ ην δεχγνο απνθαξβνμπιαζψλ GadA/B πξφο γ-ακηλνβνπηπξηθφ νμχ (GABA), κε 

ηελ θαηαλάισζε φπσο πξναλαθέξζεθε ελφο πξσηνλίνπ θαη ηελ απειεπζέξσζε CO2. 

Σν GABA κεηαθέξεηαη έπεηηα εθηφο ηνπ θπηηάξνπ κε ηε ζπλαθφινπζε πξφζιεςε 

γινπηακηληθνχ. Πηζαλφηαηα ηα πξσηφληα πνπ βξίζθνληαη ζηελ θαξβνμπινκάδα ηνπ 

γινπηακηληθνχ ζα απειεπζεξσζνχλ ζην πεξίπιαζκα πξηλ κεηαθεξζνχλ εληφο ηνπ 

θπηηάξνπ απφ ην κεηαθνξέα GadC ή θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ πεξάζκαηνο ηνπο κέζσ 

ηνπ θαλαιηνχ. Αληίζηνηρα ππάξρνπλ δχν πηζαλά ζεκεία φπνπ ηα πξσηφληα κπνξνχλ 

λα «θαηαλαισζνχλ» (Δικόνα 15): ζην ζεκείν 1 εληφο ηνπ θπηηαξνπιάζκαηνο θαηά 
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ηελ απνθαξβνμπιίσζε ηνπ γινπηακηληθνχ θαη ζην ζεκείν 2 ζηνλ εμσθπηηάξην ρψξν 

απφ κφξην GABA θάηη ην νπνίν πξαθηηθά ζεκαίλεη φηη ην ηειηθφ πξντφλ ηεο 

απνθαξβνμπιίσζεο ηνπ γινπηακηληθνχ, πηζαλφηαηα ιεηηνπξγεί σο δέθηεο πξσηνλίσλ 

θαηφπηλ απειεπζέξσζήο ηνπ ζην εμσθπηηαξηθφ πεξηβάιινλ θαη δεκηνπξγεί 

πξνζηαηεπηηθφ πεξηβάιινλ (Δικόνα 15). 

 

 
 
Δικόνα 15: ρεκαηηθή απεηθφληζε ηνπ πξνηεηλφκελνπ κνληέινπ δξάζεο ηνπ ζπζηήκαηνο 

αλζεθηηθφηεηαο ζηελ φμηλε θαηαπφλεζε. (Richard θαη Foster, 2003)              

 

Με απηφλ ηνλ ηξφπν, ην ζχζηεκα GAD απνηειεί ηνλ θχξην κεραληζκφ γηα ηε 

δηαηήξεζε ηεο νκνηφζηαζεο ηνπ pH ζην βαθηήξην L. monocytogenes θαη ηελ 

απφθηεζε ηεο αλζεθηηθφηεηαο πνπ ρξεηάδεηαη γηα λα αληαπεμέιζεη ζηηο αθξαία φμηλεο 

ζπλζήθεο ηνπ γαζηξηθνχ πγξνχ. Δπηπιένλ ην ζχζηεκα GAD (gadT1) θαίλεηαη λα 

παίδεη ξφιν ζηελ επηβίσζε ηνπ παζνγφλνπ ζηε ρνιή, ελδερνκέλσο εμνπδεηεξψλνληαο 

ην ρακειφ θπηηαξνπιαζκαηηθφ pH πνπ πξνθχπηεη απφ ηνλ ελδνθπηηαξηθφ 

δηαρσξηζκφ ησλ ρνιηθψλ αιάησλ (Begley et al., 2002). 

Σα γνλίδηα ησλ απνθαξβνμπιαζψλ ηνπ γινπηακηληθνχ νμένο (gadD1: lmo0447, 

gadD2: lmo2363, θαη gadD3: lmo2434) θαη ηα δχν ηνπ αληηκεηαθνξέα 

γινπηακηληθνχ:γ-ακηλνβνπηπξηθνχ νμένο (GABA) (gadT1: lmo0448 θαη gadT2: 

lmo2362) βξίζθνληαη εληνπηζκέλα πάλσ ζε ηξεηο επδηάθξηηεο πεξηνρέο ζηνλ 

κηθξννξγαληζκφ L. monocytogenes (Conte et al., 2002·Cotter et al., 2001·Cotter et 

al., 2005). εκαληηθφ ξφιν ζηελ αλάπηπμε ηνπ L. monocytogenes ζε ήπηα φμηλα 

πεξηβάιινληα παίδεη ην νπεξφλην ησλ γνληδίσλ gadD1T1 (κέξνο ελφο νπεξνλίνπ 

πέληε γνληδίσλ), ελψ αληίζηνηρα ην νπεξφλην ησλ gadD2T2 ζηελ επηβίσζε ηνπ κηθξν-

νξγαληζκνχ  ζε ζπλζήθεο ηζρπξά φμηλεο θαηαπφλεζεο.    
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Γηα ηελ ξχζκηζε ηνπ ζπζηήκαηνο GAD ζηνλ κηθξννξγαληζκφ L. monocytogenes 

ζπκκεηέρεη κηα κεγάιε πνηθηιία ξπζκηζηηθψλ παξαγφλησλ, φπσο απνδεηθλχεηαη κέζα 

απφ ηε ζχλζεηε κεηαγξαθηθή δηαδηθαζία ησλ gad γνληδίσλ. Καζνξηζηηθφ ξφιν ζηελ 

πξνζαξκνζηηθή απφθξηζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζε ζπλζήθεο φμηλεο, νμεηδσηηθήο θαη 

σζκσηηθήο θαηαπφλεζεο, φπσο επίζεο θαη ζε ζπλζήθεο ρακειήο ζεξκνθξαζίαο θαη 

έιιεηςεο πεγήο άλζξαθα απφ ην κέζν αλάπηπμεο, θαίλεηαη φηη παίδεη ν παξάγσλ ζ
Β 

πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην sigB. Απφ κειέηεο πνπ έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί ζε 

δηάθνξα ζηειέρε ηνπ βαθηεξίνπ L. monocytogenes απνδείρηεθε ε θαζνξηζηηθή 

ζεκαζία ηνπ ζπζηήκαηνο GAD θαη ηνπ παξάγνληα ζ
Β
 γηα ηελ επηβίσζε ησλ ζηειερψλ 

ζε ζπλζήθεο φμηλεο θαηαπφλεζεο κε γαζηξηθφ πγξφ, φπσο θαη ε ελδερφκελε ξχζκηζε 

ηνπ ζπζηήκαηνο GAD απφ ηνλ παξάγνληα ζ
Β 

(Cotter et al., 2001• Ferreira et al., 

2003), γεγνλφο πνπ επηβεβαηψλεηαη θαη απφ κεηαγελέζηεξεο κειέηεο ζηo ζηέιερνο L. 

monocytogenes EGDe πνπ έρνπλ δείμεη φηη ηα γνλίδηα gad (gadD1T1, gadD2T2 θαη 

gadD3) ζε φμηλεο ζπλζήθεο ξπζκίδνληαη απφ ην ζ
B
 (Wempkamp-Kamphuis et al., 

2004·Ryan, 2006). Δπηπξνζζέησο νη κειέηεο ησλ Kazmierczak et al. (2003) 

θαηέιεμαλ ζε ζπκπέξαζκα φηη ε ξχζκηζε ηνπ ζπζηήκαηνο GAD απφ ηνλ παξάγνληα 

ζ
B
, είλαη κηα ζπλάξηεζε ηνπ ζηειέρνπο, ηεο θάζεο αλάπηπμεο θαη ηνπ pH ηνπ κέζνπ. 

 

3.1.2.2 Σν ζχζηεκα απακηλάζεο ηεο αξγηλίλεο 

              Έλα άιιν ζχζηεκα πνπ έρεη βξεζεί ζε δηάθνξα βαθηήξηα θαη ζπκκεηέρεη 

ζπρλά ζηε βαθηεξηαθή αλζεθηηθφηεηα ζε φμηλα πεξηβάιινληα (Gruening et al., 2006), 

είλαη απηφ ηεο απακηλάζεο ηεο αξγηλίλεο (arginine deiminase – ADI). Ζ κεηαηξνπή 

ηεο αξγηλίλεο ζε νξληζίλε, ακκσλία θαη δηνμείδην ηνπ άλζξαθα θαηαιχεηαη απφ ηα 

παξαθάησ ηξία έλδπκα: α) ε απακηλάζε ηεο αξγηλίλεο, β) ε θαηαβνιηθή θαξβακνυιν-

ηξαλζθεξάζε ηεο νξληζίλεο (catabolic ornithine carbamoyltransferase, COTCase) θαη 

γ) ε θαξβακηθή θηλάζε (carbamate kinase). Ζ θαηαβνιηθή θαξβακνυινηξαλζθεξάζε 

ηεο νξληζίλεο θσδηθνπνηνχκελε απφ ην arcB γνλίδην (lmo0036), ν κεηαθνξέαο 

αξγηλίλεο:νξληζίλεο θσδηθνπνηνχκελνο απφ ην arcD (lmo0037) θαη ε θαξβακηθή 

θηλάζε πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην arcC (lmo0039) είλαη κέξνο ελφο νπεξνλίνπ πνπ 

πεξηέρεη επίζεο έλα επηπιένλ γνλίδην (lmo0038) πνπ θσδηθνπνηεί κηα πξσηεΐλε ηεο 

νηθνγέλεηαο ησλ απακηλαζψλ ηεο πεπηηδπιαξγηλίλεο. Σν γνλίδην ηεο απακηλάζεο ηεο 

αξγηλίλεο πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην arcA (lmo0043) είλαη ρσξηζκέλν απφ ηα άιια 

γνλίδηα πνπ πεξηιακβάλνληαη ζην ζχζηεκα ADI απφ έλα κε ραξαθηεξηζκέλν 

νπεξφλην ηξηψλ γνληδίσλ (lmo0040-lmo0042). ε κεησκέλε αλζεθηηθφηεηα ηεο L. 

monocytogenes ζηελ φμηλε θαηαπφλεζε έρεη νδεγήζεη ε απψιεηα ηνπ κεηαθνξέα 

αξγηλίλεο-νξληζίλεο (arcD), ελψ παξαηεξήζεθε αχμεζε ζε επαηζζεζία ππφ φμηλεο 

ζπλζήθεο, φηαλ ππήξμε ηαπηφρξνλε κεηάιιαμε ηνπ κεηαθνξέα θαη ηνπ βηνζπλζεηηθνχ 

γνληδίνπ arcG ηεο αξγηλίλεο (αλαβνιηζκφο αξγηλίλεο ελδνθπηηαξηθά). Ο ηξφπνο 

δξάζεο ηνπ ζπζηήκαηνο ADI ζπλίζηαηαη ζην φηη ε νξληζίλε πνπ παξάγεηαη 

ελδνθπηηαξηθά σο απνηέιεζκα ηνπ θαηαβνιηζκνχ ηεο αξγηλίλεο κεηαθέξεηαη 

εμσθπηηαξηθά κε ηαπηφρξνλε εηζαγσγή ελφο κνξίνπ αξγηλίλεο απφ ηνλ κεηαθνξέα 

αξγηλίλεο:νξληζίλεο. Γηα θάζε mole αξγηλίλεο πνπ θαηαβνιίδεηαη κέζσ ηνπ 

ζπζηήκαηνο ADI, δχν mole ακκσλίαο (NH3) θαη έλα mole ATP παξάγεηαη. Ζ 

ακκσλία πνπ παξάγεηαη σο ζπλέπεηα ηνπ θαηαβνιηζκνχ ηεο αξγηλίλεο, κπνξεί λα 

γίλεη δέθηεο ελδνθπηηαξηθψλ πξσηνλίσλ θαη λα παξάμεη ηφληα ακκσλίνπ (NH4
+
), 

απμάλνληαο κ’απηφ ηνλ ηξφπν ην ελδνθπηηαξηθφ pH θαη δηαηεξψληαο ηελ νκνηφζηαζε 

ηνπ pH. Ζ παξνρή ATP κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηε κηθξνβηαθή αχμεζε ππφ 

πνηθίιεο πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο ή ελαιιαθηηθά, γηα λα εμσζήζεη ηα πξσηφληα 

κέζσ ηεο F0F1 ATPάζεο, πνπ απνδεδεηγκέλα δηαδξακαηίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ 

νκνηφζηαζε ηνπ pH ζην βαθηήξην L. monocytogenes (Cotter et al., 2000). Αλ θαη ην 
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ζχζηεκα ADI ηνπ L. monocytogenes εκπιέθεηαη ζηελ αλάπηπμε θαη επηβίσζε ζε 

ρακειφ pH, δελ είλαη εμίζνπ απνηειεζκαηηθφ φζν ην ζχζηεκα GAD. 

 

3.2 Δπηβίσζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes έπεηηα απφ έθζεζε ζε αλζξψ-

πηλν δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ 

Μεηά ηελ δηέιεπζή ηνπ απφ ην ζηνκάρη ην βαθηήξην L. monocytogenes 

εληνπίδεηαη ζην δσδεθαδάθηπιν, φπνπ θαη εθθξίλεηαη ρνιή απφ ηε ρνιεδφρν θχζηε 

(Δικόνα 16). Σα ρνιηθά νμέα πνπ παξάγνληαη απφ ηε ρνιεζηεξφιε ζην ήπαξ, 

απνζεθεχνληαη ζηελ ρνιεδφρν θχζηε θαη απειεπζεξψλνληαη κέζα ζην 

δσδεθαδάθηπιν κεηά απφ θάζε γεχκα (Begley et al., 2005a). Σα ρνιηθά νμέα φληαο 

έλα απφ ηα πην ζεκαληηθά ζπζηήκαηα άκπλαο ηνπ ζψκαηνο ελάληηα ησλ εληεξηθψλ 

παζνγφλσλ (Hofmann θαη Eckmann, 2006) κπνξεί λα νδεγήζνπλ ζηε δηαιπηνπνίεζε 

θαη γαιαθησκαηνπνίεζε ησλ ιηπηδίσλ πνπ πεξηέρνληαη ζηηο βαθηεξηαθέο κεκβξάλεο 

(Begley et al., 2005, Hofmann, 1999, Hofmann and Eckmann, 2006), λα 

πξνθαιέζνπλ δηάζπαζε ησλ πξσηετλψλ ηεο κεκβξάλεο, βιάβε ζην DNA θαη 

νμεηδσηηθφ ζηξεο ζηα βαθηεξηαθά θχηηαξα (Begley et al., 2005a). Απηέο νη 

θπηηαξηθέο πξνζβνιέο αληαλαθιψληαη ζε πξφζθαηεο αλαιχζεηο ηνπ ζπλφινπ ησλ 

πξσηετλψλ ηνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes πνπ έρεη εθηεζεί ζε ρνιηθά νμέα 

ζε αλαεξφβηεο ζπλζήθεο (Payne et al., 2013). Απφ κειέηεο δηαπηζηψζεθαλ 

ζεκαληηθέο κεηαβνιέο ζε πξσηεΐλεο πνπ ζπλδένληαη κε ηελ επηδηφξζσζε ηνπ DNA, 

ηελ απφθξηζε ζην νμεηδσηηθφ ζηξεο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ απμεκέλσλ 

επηπέδσλ ησλ εμσλνπθιεαζψλ ABC (UvrABC), πξσηετλψλ επηδηφξζσζεο ηνπ DNA 

θαη ησλ πξσηετλψλ DnaK (Payne et al., 2013). Δπηπξνζζέησο δηάθνξα πεηξάκαηα 

έδεημαλ φηη ε έθζεζε ζε ρνιή ξπζκίδεη πνιινχο παξάγνληεο ινηκνηνμηθφηεηαο ζην 

βαθηήξην L. monocytogenes θαη φηη κπνξεί λα ιεηηνπξγήζεη θαη ε ίδηα σο έλα εηδηθφ 

ζήκα θαηά ηε δηάξθεηα ηεο γαζηξεληεξηθήο δηέιεπζεο ηνπ παζνγφλνπ (Quillin et al., 

2011), ζπγθεθξηκέλα εμαθξηβψζεθε έλαο ξπζκηζηήο (ηχπνπ TetR) [κεηνλνκάζηεθε ζε 

κεηαγξαθηθφ παξάγνληα A (BrtA)], πνπ αληρλεχεη ηε ρνιή (ηδίσο ην ρνιηθφ νμχ) θαη 

ξπζκίδεη ηελ έθθξαζε ησλ MdrM θαη MDRT (αληιίεο εθξνήο ρνιήο θαη ζεκαληηθνί 

παξάγνληεο πνπ κεζνιαβνχλ ζηνλ απνηθηζκφ ηνπ ήπαηνο θαη ηεο ρνιεδφρνπ θχζηεο) 

(Quillin et al., 2011). Δχξεκα ηδηαίηεξα ζεκαληηθφ, δεδνκέλνπ ηνπ επξχηεξνπ ξφινπ 

ησλ παξαγφλησλ MdrM / Tin ζηε επαγσγή ηεο έθθξηζεο ηνπ δηθπθιηθνχ-AMP 

(ζεκαηνδνηηθφ κφξην γηα ηελ παξαγσγή ηεο ηληεξθεξφλεο-βήηα θαη ζεκαληηθφο 

παξάγνληαο γηα επηβίσζε ηνπ παζνγφλνπ in vivo (Crimmins et al., 2008, Woodward 

et al., 2010, Schwartz et al., 2012, Burdette and Vance, 2013). Χο εθ ηνχηνπ, ε 

αλάπηπμε αλζεθηηθφηεηαο ζηε ρνιή απφ ηα εληεξηθά παζνγφλα είλαη απαξαίηεηε γηα 

ηελ ηθαλφηεηά ηνπο λα απνηθίδνπλ ηνλ μεληζηή. Ζ ιεηηνπξγία ηνπ ζπζηήκαηνο BilE 

είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ αλζεθηηθφηεηα θαη ηελ επηβίσζε ηνπ βαθηεξίνπ L. 

monocytogenes ζε ζπλζήθεο θαηαπφλεζεο απφ ηελ ρνιή. Σα γνλίδηα bilEA θαη bilEB 

απνηεινχλ κέξνο ελφο νπεξνλίνπ θαη θσδηθνπνηνχλ ηα εκπιεθφκελα ζ’απηφ ην 

ζχζηεκα ζηνηρεία. Ο ηξφπνο δξάζεο ηνπ ζπζηήκαηνο BilE επηθεληξψλεηαη ζηε 

κεηαθνξά ηεο ρνιήο έμσ απφ ην θχηηαξν (Sleator et al., 2005), αθνχ ζε ζηέιερνο κε 

αδξαλνπνηεκέλν ην νπεξφλην πνπ θσδηθνπνηεί ην ζχζηεκα παξαηεξήζεθε 

ζπζζψξεπζε ηεο ρνιήο ελδνθπηηαξηθά. Δθηφο απφ ηνπο κεραληζκνχο απνκάθξπλζεο 

ρνιήο, πνιιά βαθηήξηα έρνπλ επίζεο κεραληζκνχο ηξνπνπνίεζεο ρνιήο. Ο 

κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes, δηαζέηεη έλα έλδπκν (BSH) πνπ επάγεη ηελ 

πδξφιπζε ησλ ρνιηθψλ αιάησλ θαη πνπ θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο αλάπηπμεο ζην έληεξν 

ξπζκίδεηαη απφ ην κεηαγξαθηθφ εθθηλεηή PrfA (Dussurget et al., 2002), ηνλ 

παξάγνληα ζ
B
 (Sue et al., 2003), πνπ εκθαλίδεηαη λα δηαδξακαηίδεη έλαλ πην 

ζεκαληηθφ ξφιν ζηε ξχζκηζε ηνπ πξψηνπ (Begley et al., 2005), θαη απφ ηελ 
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αιιειεπίδξαζε ηνπ παζνγφλνπ κε ηνπο κηθξννξγαληζκνχο ηνπ πεξηβάιινληνο 

(Archambaud et al., 2012). Χζηφζν πξφζθαηεο έξεπλεο δείρλνπλ φηη ην έλδπκν BSH 

θαη ν παξάγνληαο ζ
Β
 δελ είλαη απαξαίηεηνη γηα ηελ αλάπηπμε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ L. 

monocytogenes ζηελ ρνιεδφρν θχζηε πνληηθηψλ (Dowd et al., 2011), φπνπ ην 

παζνγφλν, αληίζεηα, ζηεξίδεηαη ζηελ έθθξαζε νδψλ πνπ απαηηνχληαη γηα ηελ 

απφθηεζε ησλ ζξεπηηθψλ ζπζηαηηθψλ ή ζχλζεζε κνλνκεξψλ βηνκνξίσλ (Dowd et al., 

2011; Faith et al., 2012). Αληίζεηα, φηαλ ην pΖ ηεο ρνιήο είλαη κεησκέλν (φπσο 

ζπκβαίλεη ζην δσδεθαδάθηπιν), ε ηνμηθφηεηα ησλ ρνιηθψλ νμέσλ απμάλεηαη (Begley 

et al., 2005a) θαη ην παζνγφλν βαθηήξην απαηηεί  ην έλδπκν BSH, ην ζχζηεκα (BilE) 

(ζχζηεκα πξσηεΐλεο απνθιεηζκνχ ηεο ρνιήο) (Sleator et al., 2005) θαη άιινπο 

δπλεηηθά ζ
Β
-ξπζκηδφκελνπο κεραληζκνχο, φπσο ην έλδπκν PVA, πνπ θαίλεηαη λα 

εκπιέθεηαη ζηελ αλάπηπμε αλζεθηηθφηεηαο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζηε ρνιή ρσξίο, 

σζηφζν, λα επεξεάδεη ηελ πδξφιπζε ησλ ρνιηθψλ αιάησλ (Dowd et al., 2011). 

 

 

Δικόνα 16: Γνλίδηα εμαξηψκελα απφ ηνλ παξάγνληα ζΒ πνπ απαηηνχληαη γηα ηελ επηβίσζε θαη ηνλ 

απνηθηζκφ ηνπ μεληζηή απφ ην ηξνθηκνγελέο παζνγφλν L. monocytogenes. Σα θχηηαξα ηνπ βαθηεξίνπ 

L. monocytogenes πξνζιακβάλνληαη καδί κε ηα κνιπζκέλα ηξφθηκα θαη κεηά ην πέξαζκα κέζσ ηνπ 

νηζνθάγνπ εηζέξρνληαη ζην ζηνκάρη, φπνπ ηα γνλίδηα gadD2, gadT2 παίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ 

επηβίσζε ζε φμηλεο ζπλζήθεο (Cotter et al., 2001a). ην δσδεθαδάθηπιν, ν ζπλδπαζκφο ηεο πςειήο 

νζκσηηθήο πίεζεο θαη ηεο ρνιήο, νδεγεί ζηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ opuCA, bsh (Sue et al., 

2004), θαη ηνπ bilE (Sleator et al., 2005), ελψ ζηε ρνιεδφρν θχζηε ηνπ bsh (Sue et al., 2004), ηνπ bilE 
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(Sleator et al., 2005) θαη ηνπ pνΑ (Begley et al., 2005), φια γνλίδηα ζεκαληηθά γηα ηελ επηβίσζε ηνπ 

βαθηεξίνπ. Όηαλ ηα θχηηαξα είλαη ζην ιεπηφ έληεξν ηα γνλίδηα πνπ ελεξγνπνηνχληαη είλαη ηα opuCA, 

sbh (Sue et al., 2004), bilE (Sleator et al., 2005), θαη, ηέινο, ηα γνλίδηα inlA θαη inlB (Lecuit et al., 

2004), ηα νπνία βνεζνχλ ηελ βαθηεξηαθή είζνδν ζηα εληεξηθά επηζειηαθά θχηηαξα. Ο ξφινο ηνπ 

κεηαγξαθηθνχ ελεξγνπνηεηή (PrfA) ησλ γνληδίσλ παζνγέλεηαο, θαίλεηαη λα είλαη ζε κεγάιν βαζκφ 

επνπζηψδεο γηα ηελ επηβίσζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ εληφο ηνπ γαζηξεληεξηθνχ ζσιήλα (Faith et al., 

2005). 

3.3 θνπφο θαη αληηθείκελν κεηαπηπρηαθήο κειέηεο 

θνπφο ηεο παξνχζαο κειέηεο είλαη ν πξνζδηνξηζκφο ηεο έθθξαζεο γνληδίσλ 

παζνγέλεηαο ζηειερψλ ηνπ ηξνθηκνγελνχο παζνγφλνπ βαθηεξίνπ Listeria 

monocytogenes ζε ζπλζήθεο θαηαπφλεζεο, έπεηηα απφ έθζεζε ηνπ ζηειέρνπο R.9.1 

ζε γαζηξηθφ θαη δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ ηνπ αλζξψπηλνπ γαζηξεληεξηθνχ ζσιήλα. 

Γηα ηε δηελέξγεηα ηεο κειέηεο ρξεζηκνπνηήζεθε γαζηξηθφ θαη δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ 

απφ 15 αζζελείο, πνπ πξνζήιζαλ γηα ελδνζθνπηθφ έιεγρν ηνπ αλψηεξνπ πεπηηθνχ 

ζηελ Ζπαηνγαζηξεληεξνινγηθή Μνλάδα ηεο Β’ Πξνπαηδεπηηθήο Παζνινγηθήο 

Κιηληθήο θαη Μνλάδαο Έξεπλαο ηνπ Παλεπηζηεκηαθνχ Γεληθνχ Ννζνθνκείνπ 

«ΑΣΣΗΚΟΝ». Ζ ιήςε ησλ δεηγκάησλ γαζηξηθνχ θαη δσδεθαδαθηπιηθνχ πγξνχ έγηλε 

θαηά ηε δηάξθεηα πξνγξακκαηηζκέλεο γαζηξνζθφπεζεο κία θνξά εβδνκαδηαίσο. ην 

πξψην πεηξακαηηθφ ζθέινο κειεηήζεθαλ νη κεηαβνιέο ηνπ πιεζπζκνχ ηνπ παζνγφλνπ 

κηθξννξγαληζκνχ αλά ηαθηά ρξνληθά δηαζηήκαηα κέζσ ησλ θιαζηθψλ 

κηθξνβηνινγηθψλ ηερληθψλ ζην Δξγαζηήξην Πνηνηηθνχ Διέγρνπ & Τγηεηλήο 

Σξνθίκσλ θαη Πνηψλ (Γεσπνληθφ Παλεπηζηήκην Αζελψλ, Σκήκα Δπηζηήκεο 

Σξνθίκσλ θαη Γηαηξνθήο ηνπ Αλζξψπνπ, Τπεχζπλνο Αλ. Καζ. Δ. Υ. Γξνζηλφο), ελψ 

ζην δεχηεξν ζθέινο εμεηάζζεθε ε έθθξαζε γνληδίσλ, πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ 

παζνγφλν δξάζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ, κε ηελ εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ Real Time 

PCR. Σέινο, θαηάιιειεο ζηαηηζηηθέο πξνζεγγίζεηο ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ 

αμηνιφγεζε ησλ απνηειεζκάησλ. 
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4. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 
4.1 Αλαιψζηκα πιηθά 

Γηα ηηο αλάγθεο ηεο παξνχζαο εξγαζίαο θαη ηε δηεμαγσγή ησλ πεηξακάησλ 

ρξεζηκνπνηήζεθε κηα πιεζψξα πιηθψλ εθ ησλ νπνίσλ αλφξγαλα θαη νξγαληθά ρεκηθά 

αληηδξαζηήξηα αιιά θαη ηππνπνηεκέλα ζθεπάζκαηα ζξεπηηθψλ ππνζηξσκάησλ. 

  

4.1.1 Θξεπηηθά ππνζηξψκαηα 

Χο ζξεπηηθά πιηθά ζε φιε ηελ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία ρξεζηκνπνηήζεθαλ ην 

ζηεξεφ ζε κνξθή ζθφλεο ππφζηξσκα Brain Heart Infusion (BHI) Broth (LAB 049) 

θαη ην ζηεξεφ εθιεθηηθφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα, πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ 

απνκφλσζε θαη θαηακέηξεζε ησλ ζηειερψλ ηεο Listeria spp, PALCAM Listeria agar 

(Polymyxin Acriflavine Lithium Chloride Ceftazidime Mannitol) πνπ πεξηέρεη ην 

αληηβηνηηθφ Polymyxin B (LAB 148). Απφ ηελ άιιε κεξηά ηα ζξεπηηθά ζπζηαηηθά 

πνπ θαηά πεξηπηψζεηο ρξεζηκνπνηνχληαλ ήηαλ ην γεληθφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα BHI 

Brain Heart Infusion Agar (LAB 048) θαη ην εμεηδηθεπκέλν ζξεπηηθφ ππφζηξσκα 

ALOA (OXOID CM 1084  CHROMOGENIC LISTERIA AGAR (ISO) BASE). 

Ζ αξρή ηεο κεζφδνπ αλίρλεπζεο γηα ηα θνηλά εθιεθηηθά ππνζηξψκαηα, φπσο 

είλαη ην PALCAM, βαζίδεηαη ζηελ ηθαλφηεηα πδξφιπζεο ηεο αηζθνπιίλεο απφ ην 

ζχλνιν ησλ εηδψλ Listeria, θαζηζηψληαο δχζθνιν ησλ δηαρσξηζκφ ηνπ παζνγφλνπ L. 

monocytogenes απφ ηα ππφινηπα Listeria spp. ιφγσ ησλ παξφκνησλ κνξθνινγηθψλ 

ραξαθηήξσλ πνπ παξνπζηάδνπλ νη απνηθίεο ζε απηά ηα ππνζηξψκαηα, ελψ ηα 

ρξσκνγφλα ππνζηξψκαηα, φπσο είλαη ην ALOA επηηξέπεη ηε δηάθξηζε ηνπ L. 

monocytogenes, αμηνπνηψληαο ηηο ρξσκαηηθέο αιιαγέο πνπ πξνθαινχληαη ηφζν ζην 

ζξεπηηθφ πιηθφ φζν θαη ζηηο ζρεκαηηδφκελεο απνηθίεο, εμαηηίαο ηεο ελεξγφηεηαο ηνπ 

ελδχκνπ β-γιπθνδηδάζε πνπ δηαζπά έλα ρξσκνγφλν ζπζηαηηθφ πνπ πεξηέρεηαη ζην 

ππφζηξσκα, κε απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία ελφο γαιαδνπξάζηλνπ ρξσκαηηζκνχ γηα ηηο 

απνηθίεο. Δπηπιένλ, ε παξνπζία ιεθηζίλεο ζην ππφζηξσκα ζπλεηζθέξεη ζηε δηάθξηζε 

ηεο L. monocytogenes κέζσ ηεο δεκηνπξγίαο κίαο άισ (halo) γχξσ απφ ηελ απνηθία, ε 

νπνία πξνθχπηεη σο απνηέιεζκα ηεο πδξφιπζεο ηεο ιεθηζίλεο απφ ηε θσζθνιηπάζε 

ηεο θσζθαηηδπιντλνζηηφιεο. Δλ θαηαθιείδη ζε θάζε πεξίπησζε εκθάληζεο ζην 

ALOA ραξαθηεξηζηηθήο γαιαδνπξάζηλεο απνηθίαο κε άισ θξίλεηαη ζθφπηκε ε 

ζεψξεζε ηεο απνηθίαο σο L. monocytogenes (Hitchins & Jinnerman, 2011). Χο εθ 

ηνχηνπ θαηά ηελ πξψηε αλαλέσζε ηνπ ζηειέρνπο ηνπ παζνγφλνπ κηθξνννξγαληζκνχ 

L. monocytogenes R.9.1 απνηθίεο ηνπ, πνπ είραλ ελνθζαικηζηεί ζε 5ml ζξεπηηθνχ 

πγξνχ BHI κε παξνπζία γιπθεξφιεο ζε πνζνζηφ 30% ηνπ ζπλνιηθνχ φγθνπ 

(απνζεθεπκέλεο ζηε θαηάςπμε ζηνπο -22°C), απνκνλψζεθαλ κε απνζηεηξσκέλν 

κηθξνβηαθφ θξίθν θαη αθνινχζεζε γξακκσηή ξάβδσζε ζε εθιεθηηθφ ζξεπηηθφ πιηθφ 

ALOA θαη επψαζε ζε ζεξκνθξαζία 37
ν
C γηα 24 h. Οη απνηθίεο πνπ πξνέθπςαλ ζην 

ζξεπηηθφ πιηθφ είραλ ηελ παξαπάλσ ραξαθηεξηζηηθή εκθάληζε κε απνηέιεζκα ηελ 

επηβεβαίσζε ηεο παξνπζίαο L. monocytogenes. 

Ζ ζχζηαζε ησλ ρξεζηκνπνηνχκελσλ ζξεπηηθψλ ππνζηξσκάησλ παξνπζηά-

δεηαη ζην Παπάπηημα I. Όια ηα ζξεπηηθά ππνζηξψκαηα παξαζθεπάζηεθαλ ζχκθσλα 

κε ηηο νδεγίεο ηεο αληίζηνηρεο πξνκεζεχηξηαο εηαηξείαο, κε πξνζζήθε απηνληζκέλνπ 

λεξνχ θαη αθφινπζε ζεξκηθή κεηαρείξηζε (απνζηείξσζε) ηνπ πιηθνχ. Μεηά ηελ 

παξαζθεπή ηνπο, ηα ρξεζηκνπνηνχκελα πδαηηθά δηαιχκαηα θαη φια ηα ζξεπηηθά 

ππνζηξψκαηα δηαηεξήζεθαλ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη ζε ζθηεξφ κέξνο, φπσο 

ζπληζηάηαη απφ ηηο πξνκεζεχηξηεο εηαηξείεο. 
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4.2 Δξγαζηεξηαθφο εμνπιηζκφο 

Ζ εξγαζηεξηαθή ππνδνκή πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο πεξηειάκβαλε ηα ζθεχε, φξγαλα θαη ζπζθεπέο πνπ 

αλαθέξνληαη παξαθάησ: 

Α) θεχε: 

1. γπάιηλεο θηάιεο duran 

2. γπάιηλα θηαιίδηα universal 

3. δνθηκαζηηθνί ζσιήλεο 

4. ιχρλνο Bunsen 

5. καγλήηεο αλαδεχζεσο (δηαθφξσλ κεγεζψλ) 

6. κηθξνβηνινγηθφο θξίθνο 

7. νγθνκεηξηθνί θχιηλδξνη 

8. πιαζηηθνί πεξηέθηεο eppendorf (ρσξεηηθφηεηαο 1,5 ml) 

9. πιαζηηθνί πεξηέθηεο falcon (ρσξεηηθφηεηαο 15 ml) 

10. πνηήξηα δέζεσο 

11. ξχγρε (tips) ησλ1 κl(=0,001 ml), 100 κl (=0,1 ml) θαη 1000 κl (=1 ml) γηα ηηο 

πηπέηηεο κεηαβιεηνχ φγθνπ 

12. ζηαηφ δνθηκαζηηθψλ ζσιήλσλ 

13. ηξπβιία Petri (Sarstedt) 

14. παγνθχζηεηο-ςπγεηάθη 

Β) πζθεπέο θαη φξγαλα: Όπσο αλαθέξνληαη ζηνλ θαησηέξσ Πίλαθα 2. 
Πίνακαρ 2: Υξεζηκνπνηεζέληα φξγαλα ή ζπζθεπέο 

Α/Α Όπγανο ή ζςζκεςή Μονηέλο Δηαιπεία 

1. Αλαιπηηθνί δπγνί Mark (0,01 g) 

 

BP 3105 (0,001 g) 

BEL 

ENGINEERING 

Sartorius 

2. Δπσαζηηθνί ζάιακνη BE 500 Memmert 

3. Θάιακνο θάζεηεο 

λεκαηηθήο ξνήο 

NU-425-400E NuAire 

4. Κιίβαλνο απνζηείξσζεο OT 4060 nüve 

5. Περάκεηξν pH 526 WTW 

6. Πηπέηηεο κεηαβιεηνχ 

φγθνπ 

Labopette (20-200 κl) 

(100-1000κl) 

HIRSCHMANN 

LABORGERÄTE 

7. πζθεπή αλάκημεο K-550-GE Vortex-GENIE 

8. πζθεπή αλάδεπζεο κε 

ζέξκαλζε 

ARE VELP Scientifica 

9. πζθεπή ππεξήρσλ UP50H hielscher 

10. Φπγφθεληξνη Mini Spin Eppendorf 

 

Thermo scientific 

Heraeus Fresco 21 

centrifuge 

 

Labofuge 200 

Heraeus SEPATECH 

Milian 

 

Heraeus 

instruments 

11. Φσηφκεηξν NanoPhotomerTM IMPLEN 

12 πζθεπή απηφκαηνπ 

ζεξκηθνχ θπθινπνηεηή 

ProFlex PCR System Applied 

Biosystems by 

Life Technologies 

13. πζθεπή 

ζεξκνθπθινπνηεηή ησλ 

αληηδξάζεσλ ηεο RT PCR 

StepOnePlus Real-

Time PCR System 

Applied 

Biosystems 
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4.3 Μηθξνβηαθφ ζηέιερνο 

ηελ παξνχζα εξγαζία κειεηήζεθε ε ζπκπεξηθνξά ηνπ ηξνθηκνγελνχο 

παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes ππφ ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο 

θαηαπφλεζεο. Σν κειεηεζέλ ζηέιερνο L. monocytogenes R.9.1 πξνέξρεηαη απφ 

ζπιινγή απνκνλσζέλησλ βαθηεξηαθψλ ζηειερψλ πνπ δηαηεξεί ην Δξγαζηήξην 

Πνηνηηθνχ Διέγρνπ & Τγηεηλήο Σξνθίκσλ. Σν ζηέιερνο ζπληεξείηαη ζηνπο -22°C ζε 

Nutrient broth, παξνπζία γιπθεξφιεο ζε πνζνζηφ 30% ηνπ ζπλνιηθνχ φγθνπ, γηα 

πξνζηαζία ησλ θπηηάξσλ απφ ηε ρακειή ζεξκνθξαζία δηαηήξεζεο. 

 

4.4 Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

Ζ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε θαη νη κηθξνβηαθνί ρεηξηζκνί 

πνπ δηελεξγήζεθαλ – ζε θάζε πεξίπησζε ππφ αζεπηηθέο ζπλζήθεο – παξνπζηάδνληαη 

παξαθάησ, ελψ γηα ιφγνπο θαζαξά επαλαιεςηκφηεηαο πξαγκαηνπνηείηαη πάληα δηπιή 

επαλάιεςε ηνπ φινπ πεηξάκαηνο. 

 
4.4.1 Μηθξνβηνινγηθέο ηερληθέο αλάιπζεο 

 

Α) Ανανέωζη ηος ζηελέσοςρ ηος παθογόνος μικποοοπγανιζμού L. monocytogenes 

R.9.1 

Πξφθεηηαη γηα ην ζηάδην εθείλν ην νπνίν κεζνιαβεί πξηλ απφ ηνλ εκβνιηαζκφ ησλ 

δεηγκάησλ γαζηξηθνχ θαη δσδεθαδαθηπιηθνχ πγξνχ κε ηνλ παζνγφλν 

κηθξννξγαληζκφ, πξνθεηκέλνπ νη θαιιηέξγεηεο ηνπ ζηειέρνπο λα αλαθηήζνπλ ηε 

δσηηθφηεηά ηνπο θαη λα θαηαζηνχλ άκεζα έηνηκεο γηα αλάπηπμε. Πξηλ ηνλ 

εκβνιηαζκφ γίλνληαη πάληα δχν αλαλεψζεηο πξνο επίηεπμε ησλ θαιχηεξσλ δπλαηψλ 

απνηειεζκάησλ απφ πιεπξάο δσηηθφηεηαο. ηε ζπγθεθξηκέλε πεξίπησζε απνηθίεο 

ηνπ ζηειέρνπο L. monocytogenes R.9.1 πνπ είραλ ελνθζαικηζηεί ζε 5ml ζξεπηηθνχ 

πγξνχ BHI κε παξνπζία γιπθεξφιεο ζε πνζνζηφ 30% ηνπ ζπλνιηθνχ φγθνπ 

(απνζεθεπκέλεο ζηε θαηάςπμε ζηνπο -22°C) απνκνλψλνληαλ κε απνζηεηξσκέλν 

κηθξνβηαθφ θξίθν θαη αθνινπζνχζε γξακκσηή ξάβδσζε ζε κε επηιεθηηθφ ζξεπηηθφ 

πιηθφ BHI Brain Heart Infusion Agar θαη επψαζε ζε ζεξκνθξαζία 37
ν
C γηα 24 h. Δλ 

ζπλερεία γηλφηαλ εηζαγσγή πνζφηεηαο απφ ηηο θαιιηέξγεηεο απνηθηψλ, πνπ 

απνκνλψλνληαλ απφ ηελ επηθάλεηα ησλ ελνθζαικηζκέλσλ κε βαθηεξηνινγηθφ θξίθν 

(streaking) γεληθψλ ζξεπηηθψλ ππνζηξσκάησλ BHI Brain Heart Infusion Agar, ζε 

πιαζηηθνχο πεξηέθηεο falcon (ρσξεηηθφηεηαο 15 ml) πνπ πεξηείραλ πεξίπνπ 5 ml BHI 

broth θαη αθνινπζνχζε επψαζε ζηνπο 37°C γηα 16 - 18 ψξεο (overnight culture). 

Δπηπξνζζέησο θαηά ηελ δηάξθεηα ηνπ πξψηνπ εκβνιηαζκνχ ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζε 

γαζηξηθφ θαη δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ, πξαγκαηνπνηήζεθε ηαπηφρξνλα θαη 

εκβνιηαζκφο ζε BHI broth (αληί γηα γαζηξηθφ θαη δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ 

πξνζηέζεθε ζξεπηηθφ πιηθφ BHI) αθνινπζψληαο αθξηβψο ηελ ίδηα δηαδηθαζία 

(πεξηγξάθεηαη παξαθάησ) πνπ έγηλε ζην θαλνληθφ πείξακα. Ζ θαηακέηξεζε ησλ 

απνηθηψλ πνπ πξνέθπςαλ κεηά ηελ επψαζε ζην BHI broth νδήγεζε ζηελ επηβε-

βαίσζε ηνπ αξρηθνχ πιεζπζκηαθνχ αξηζκνχ ηνπ ζηειέρνπο ζηα 9 log cfu/mL.  

 

Β)ςλλογή γαζηπικού και δωδεκαδακηςλικού ςγπού 

Ζ ιήςε ησλ δεηγκάησλ γαζηξηθνχ θαη δσδεθαδαθηπιηθνχ πγξνχ έγηλε ζηελ 

Ζπαηνγαζηξεληεξνινγηθή Μνλάδα ηεο Β’ Πξνπαηδεπηηθήο Παζνινγηθήο Κιηληθήο 

θαη Μνλάδαο Έξεπλαο ηνπ Παλεπηζηεκηαθνχ Γεληθνχ Ννζνθνκείνπ «ΑΣΣΗΚΟΝ». 

(Τπεχζπλνο Δπηθ. Καζ. Κ. Σξηαληαθχιινπ). Ζ ζπιινγή έγηλε, θαηφπηλ έγγξαθεο 

ζπγθαηάζεζεο κεηά απφ ελεκέξσζε, απφ λεζηηθνχο απφ 8ψξνπ αζζελείο, πνπ 

πξνζήιζαλ γηα ελδνζθνπηθφ έιεγρν ηνπ αλψηεξνπ πεπηηθνχ ιφγσ δπζπεςίαο. 
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Δμαηξέζεθαλ αζζελείο κε πξφζθαην ηζηνξηθφ ιήςεο αληηβηνηηθψλ (3 κήλεο) θαζψο 

θαη πξφζθαην επεηζφδην αηκνξξαγίαο πεπηηθνχ (1 κήλαο). Με ην πέξαο ηεο 

δηαγλσζηηθήο ελδνζθφπεζεο αλαξξνθήζεθαλ, ζε απνζηεηξσκέλν δνρείν, ~2cc 

δσδεθαδαθηπιηθνχ πγξνχ θαη ζηε ζπλέρεηα, ζε έηεξν απνζηεηξσκέλν δνρείν, ~15-

20cc γαζηξηθνχ πγξνχ. Ακθφηεξα ηα δνρεία δηαηεξήζεθαλ ππφ ςχμε (4°C) θαη 

κεηαθέξζεθαλ άκεζα ζην Δξγαζηήξην Πνηνηηθνχ Διέγρνπ & Τγηεηλήο Σξνθίκσλ θαη 

Πνηψλ (Γεσπνληθφ Παλεπηζηήκην Αζελψλ, Σκήκα Δπηζηήκεο Σξνθίκσλ θαη 

Γηαηξνθήο ηνπ Αλζξψπνπ, Τπεχζπλνο Αλ. Καζ. Δ. Υ. Γξνζηλφο) γηα ηελ πεξαηηέξσ 

δηεμαγσγή ηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο. Σν pH ηνπ θάζε δείγκαηνο κεηξήζεθε πξηλ 

ηελ έλαξμε ηεο κηθξνβηνινγηθήο αλάιπζεο, ζχκθσλα κε ηε ζρεηηθή κέζνδν 

αλαθνξάο ηνπ Γηεζλή Οξγαληζκνχ Σππνπνίεζεο (International Organization for 

Standardization, ISO) (ISO, 1999), κε ρξήζε ςεθηαθνχ περάκεηξνπ (WTW, pH 526, 

Weilheim, Γεξκαλία). 

 

Γ) Δμβολιαζμόρ 

1. Έπεηηα απφ 16 ψξεο επψαζεο, νη θαιιηέξγεηεο ηνπ ζηειέρνπο L. 

monocytogenes R.9.1 θπγνθεληξήζεθαλ ζηηο 3600 rpm ζηξνθέο γηα 10 min 

2.  Ξεπιχζεθαλ κε ηζνηνληθφ δηάιπκα Ringer 

3. Δπαλαησξήζεθαλ κεηά απφ πξνζζήθε ίζεο πνζφηεηαο ηζνηνληθνχ δηαιχκαηνο 

Ringer (ζηε ζπγθεθξηκέλε πεξίπησζε νη ηηκέο θπκάλζεθαλ κεηαμχ 4,5-6 ml) 

κε ηνλ αξρηθφ φγθν ηνπ BHI broth πνπ πεξηείραλ νη πιαζηηθνί πεξηέθηεο 

falcon γηα ηελ επίηεπμε πιεζπζκηαθνχ αξηζκνχ ηνπ ζηειέρνπο ζηα 9 log 

cfu/mL. 

4. Φπγνθεληξήζεθαλ ζηηο 12.000 rpm ζηξνθέο γηα 10 min ζσιήλεο eppendorf 

ηνπ 1 ml κε θαπάθη, ζηνπο νπνίνπο πξψηα ηνπνζεηήζεθαλ πνζφηεηεο 

επαλαησξήκαηνο ηνπ 1ml, απνξξίθζεθαλ ηα ππεξθείκελα πγξά θαη ζηα 

ηδήκαηα πνπ ζρεκαηίζζεθαλ ζε θάζε ζσιελάθη eppendorf, εηζήρζεζαλ 

πνζφηεηεο γαζηξηθνχ πγξνχ ηνπ 1 ml.  

5. Πνζφηεηεο εκβνιηαζκέλνπ γαζηξηθνχ πγξνχ (νκνγελνπνηεκέλν δείγκα) ίζεο 

θάζε θνξά κε 0,1 ml (πεξίπνπ 1% ηνπ ηειηθνχ φγθνπ), ειήθζεζαλ απφ ηνπο 

ζσιήλεο eppendorf ακέζσο (ηάδην 1) κεηά ηελ εηζαγσγή ηνπ γαζηξηθνχ 

πγξνχ, θαη κεηαθέξζεθαλ ζε δνθηκαζηηθνχο ζσιήλεο, έθαζηνο ησλ νπνίσλ 

πεξηείρε 9 ml Buffered Peptone Water. ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθε ε 

δηαδηθαζία ησλ δηαδνρηθψλ αξαηψζεσλ ζε δνθηκαζηηθνχο ζσιήλεο κε 

απνζηεηξσκέλν πδαηηθφ δηάιπκα Buffered Peptone Water γηα ηελ επίηεπμε ηεο 

επηζπκεηήο αξαίσζεο, ηνλ ελνθζαικηζκφ ησλ ζξεπηηθψλ ππνζηξσκάησλ θαη 

ηελ αξίζκεζε ηνπ κηθξνβηαθνχ πιεζπζκνχ (ΑΝΑΛΤΣΗΚΖ ΠΔΡΗΓΡΑΦΖ 

ΠΑΡΑΚΑΣΧ). 

6. Αθνινχζσο πξαγκαηνπνηήζεθε ε δεχηεξε δεηγκαηνιεςία (ηάδην 2) γηα ηελ 

αξίζκεζε ηνπ κηθξνβηαθνχ πιεζπζκνχ ζηα εκβνιηαζκέλα δείγκαηα 

γαζηξηθνχ πγξνχ, αθνχ πξνεγήζεθε επψαζε ζηνπο 37
0
C γηα 100 min. Έπεηηα 

πξαγκαηνπνηήζεθε θπγνθέληξεζε (12,000 x g, 10 min, ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ). Σν ίδεκα επαλαδηαιχζεθε ζε πγξφ δσδεθαδαθηχινπ (πνζφηεηεο 

πνπ θπκάλζεθαλ ζε ηηκέο απφ 0,3-0,5ml), αθνινχζεζε ε ηξίηε δεηγκαηνιεςία 

(ηάδην 3) γηα ηελ αξίζκεζε ηνπ κηθξνβηαθνχ πιεζπζκνχ ζηα εκβνιηαζκέλα 

δείγκαηα δσδεθαδαθηπιηθνχ πγξνχ, ελψ ηα ππφινηπα εκβνιηαζκέλα δείγκαηα 

επσάζζεθαλ ζηνπο 37
0
C γηα 120 min. Με ην πέξαο ηεο επψαζεο 

πξαγκαηνπνηήζεθε ε ηέηαξηε θαη ηειεπηαία δεηγκαηνιεςία (ηάδην 4). 
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Γ) Μικποβιολογική επεξεπγαζία δείγμαηορ-Γιαδοσικέρ απαιώζειρ 

Καηακεηξήζεθαλ ζε φια ηα δείγκαηα νη κηθξνβηαθνί πιεζπζκνί κε ηελ κέζνδν ησλ 

δηαδνρηθψλ αξαηψζεσλ θαη ηεο επίζηξσζεο ζε εθιεθηηθά ππνζηξψκαηα (PALCAM 

Listeria agar (LAB 148)). 

Χο θαηάιιειν κέζν γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ δηαδνρηθψλ δεθαδηθψλ αξαηψζεσλ 

επηιέρζεθε ην δηάιπκα Buffered Peptone Water (ISO) (LAB 204), 9 mL ηνπ νπνίνπ 

έρνπλ κνηξαζζεί ζε γπάιηλα θηαιίδηα Universal κε ηε ρξήζε δηαλνκέα. Mε ηε βνήζεηα 

πηπέηηαο ησλ 20-200κL, κεηαθέξζεθαλ αζεπηηθά 0,1 ml απφ ην νκνγελνπνηεκέλν 

δείγκα ζηνλ πξψην δνθηκαζηηθφ ζσιήλα (αξαίσζε -2). Αθνινχζεζε αλάδεπζε κε 

πεξηζηξνθηθφ αλαδεπηήξα πξνθεηκέλνπ λα επηηεπρζεί επαξθή δηαζπνξά. Αθνινχζσο 

κεηαθέξζεθε αζεπηηθά 1 ml απφ ηνλ πξψην δνθηκαζηηθφ ζσιήλα (αξαίσζε -2) ζηνλ 

επφκελν δνθηκαζηηθφ ζσιήλα (αξαίσζε -3). Με ηνλ ίδην ηξφπν αθνινπζήζεθε ε 

παξαπάλσ δηαδηθαζία θαη κε ηνπο ππφινηπνπο δνθηκαζηηθνχο ζσιήλεο έσο ηελ 

αξαίσζε -6. ηε ζπλέρεηα αθνινχζεζε ν ελνθζαικηζκφο ηνπ βαθηεξηαθνχ 

ελαησξήκαηνο ζε ζηεξεφ ππφζηξσκα κε ηελ πνζνηηθή ηερληθή ηεο επηθαλεηαθήο 

εμάπισζεο (spread plate technique). Μεηαθέξζεθε, ζην θέληξν ηνπ ηξπβιίνπ (ε βάζε 

ηνπ εθάζηνηε ηξπβιίνπ επηζεκάλζεθε κε ηνπο ζπληειεζηέο αξαίσζεο κε ηνπο νπνίνπο 

είρε ελνθζαικηζηεί ην ζξεπηηθφ ππφζηξσκα, φπσο επίζεο κε ηε θάζε ηεο 

δεηγκαηνιεςίαο (ηάδην 1 ή 2 ή 3 ή 4) θαη κε ηελ αξίζκεζε ηεο επαλάιεςεο) κε ην 

ζηεξενπνηεκέλν ζξεπηηθφ πιηθφ, 100κL βαθηεξηαθνχ ελαηψξεκαηνο απφ ηνπο 

δνθηκαζηηθνχο ζσιήλεο κε ηελ αληίζηνηρε αλαγξαθφκελε αξαίσζε (ζπγθεθξηκέλα 

αξαίσζε -2,-4,-6). Με κηθξνβηνινγηθή θεθακέλε ηξηγσληθή ξάβδν θαη κε ζεηξά 

επίζηξσζεο απφ ηε κεγαιχηεξε πξνο ηε κηθξφηεξε αξαίσζε εμαπιψζεθε ην 

βαθηεξηαθφ ελαηψξεκα ζε φιε ηελ επηθάλεηα ηνπ ζξεπηηθνχ πιηθνχ κε θπθιηθέο 

θηλήζεηο. Έπεηηα ηα ηξπβιία αλαπνδνγπξίζζεθαλ θαη ηνπνζεηήζεθαλ γηα επψαζε ζε 

ζεξκνθξαζία 37
ν
C γηα 24 h ψζηε λα εμαζθαιηζηεί ε βέιηηζηε κηθξνβηαθή αχμεζε. 

Μεηά απφ ην ηέινο ηεο θάζε δεηγκαηνιεςίαο, ηα νκνγελνπνηεκέλα δείγκαηα πνπ 

πεξηέρνληαλ ζηνπο ζσιήλεο eppendorf (εκβνιηαζκέλα δείγκαηα γαζηξηθψλ θαη 

δσδεθαδαθηπιηθψλ πγξψλ), θπγνθεληξήζεθαλ (12,000 x g γηα 2 min, ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ), ηα ηδήκαηά ηνπο επαλαησξήζεθαλ, νκνγελνπνηήζεθαλ ζε 

δηάιπκα 200 κl RNA Later θαη ηειηθά ηνπνζεηήζεθαλ απεπζείαο ζηνπο -22°C γηα 

βξαρπρξφληα απνζήθεπζε πξηλ ηελ απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RNA ηεο ιεθζείζαο 

βηνκάδαο. 

 

Δ) Καηαμέηπηζη ηων βακηηπιακών πληθςζμών 

Μεηά ηελ επψαζε αθνινχζεζε ε θαηακέηξεζε ησλ απνηθηψλ (colony count), πνπ 

ζρεκαηίδνληαη ζην ελνθζαικηζκέλν ζηεξεφ ζξεπηηθφ πιηθφ, θαη πξαγκαηνπνηήζεθε 

αλά ηξπβιίν κε γπκλφ κάηη θαη κε ηε ρξήζε εξγαζηεξηαθνχ νξγάλνπ κέηξεζεο 

απνηθηψλ. Γηα ηνλ ππνινγηζκφ ησλ κηθξνβηαθψλ πιεζπζκψλ ρξεζηκνπνηήζεθε ν 

κέζνο φξνο ησλ αξηζκήζεσλ ησλ δχν επαλαιήςεσλ, επηιέγνληαο ηελ πεξηζζφηεξν 

αμηφπηζηε εθ ησλ ηξηψλ αξαηψζεσλ (αξαίσζε -2,-4,-6). Ζ αξίζκεζε πξνέθππηε 

ιακβάλνληαο ππφςε ηνλ αξηζκφ ησλ απνηθηψλ ζε θάζε ηξπβιίν ηεο αξαίσζεο, ν 

νπνίνο έπξεπε λα θπκαίλεηαη κεηαμχ 30 έσο 300 απνηθίεο θαη εάλ πξφθππηε κεγάινο 

αξηζκφο απνηθηψλ ζηα ηξπβιία ε θαηακέηξεζε γηλφηαλ κεηά απφ δηαίξεζε ηνπ 

ηξπβιίνπ ζε ηνκείο, ψζηε λα πξαγκαηνπνηεζεί πξνζέγγηζε ζην πιεζηέζηεξν δπλαηφ 

αθξηβέο πιήζνο ησλ απνηθηψλ.  
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4.4.2 Μνξηαθέο ηερληθέο αλάιπζεο 

Α) Απομόνωζη πιβονοςκλεϊκών οξέων (RNA)  Απφ ηελ απνκφλσζε ηνπ RNA ζην 

εξγαζηήξην ην 90-95% είλαη δνκηθφ, ελψ ην 5-10% είλαη mRNA. Ζ κέζνδνο  ηεο 

αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ (Real-Time two step RT 

PCR) βαζίδεηαη ζηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηνπ mRNA ηνπ γνληδίνπ. πρλή είλαη ε 

δηαθσλία γηα ην αλ ζα πξέπεη λα ρξεζηκνπνηείηαη ην mRNA ή ην νιηθφ RNA ζηηο 

κειέηεο απηέο (Burchill et al., 1999). πληζηάηαη φκσο λα πξνηηκάηαη ην νιηθφ RNA 

γηαηί, γηα ηελ απνκφλσζε ηνπ mRNA απαηηείηαη έλα επηπιένλ βήκα κε ην νπνίν 

κπνξεί λα ππάξρνπλ απψιεηεο, δηφηη φια ηα κφξηα mRNA δελ είλαη πνιπαδελπ-

ιησκέλα (ζηα επθαξπσηηθά θχηηαξα) θαη ε ζπγθέληξσζή ηνπ ηειηθνχ δείγκαηνο ζε 

θεθαζαξκέλν mRNA κπνξεί λα κελ επαξθεί γηα λα γίλνπλ νη αληηδξάζεηο κε 

αμηνπηζηία (Bustin et al., 2004). ηελ παξνχζα εξγαζία έγηλε απνκφλσζε νιηθνχ 

RNA (Total RNA isolation) κε ηε ρξήζε ηνπ εκπνξηθνχ ζθεπάζκαηνο Nucleospin® 

RNA, DNA, RNA and protein purification Kit ηεο εηαηξίαο Macherey – Nagel, 

Γεξκαλίαο. Σα βήκαηα γηα ηελ απνκφλσζε ηνπ RNA πξαγκαηνπνηεζήθαλ ζχκθσλα 

κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή. 

 

ΒΖΜΑ 1 ΟΜΟΓΔΝΟΠΟΗΖΖ ΣΧΝ ΓΔΗΓΜΑΣΧΝ 

 Σα δείγκαηα αξρηθά βξίζθνληαλ ζε θαηάςπμε (-22°C), αθνχ παξέκεηλαλ ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 5 ιεπηά, αθνινχζεζε θπγνθέληξεζή ηνπο ζηηο 

13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 15 ιεπηά ζηνπο 4⁰C, απφξξηςε ηνπ ππεξθείκελνπ 

δηαιχκαηνο θαη ηειηθά ζρεκαηηζκφο ηνπ ηδήκαηνο πνπ πεξηέρεη ην RNA ζηνπο 

ζσιήλεο eppendorf. 

 

ΒΖΜΑ 2 ΛΤΖ ΣΧΝ ΒΑΚΣΖΡΗΑΚΧΝ ΚΤΣΣΑΡΧΝ 

 Αθνινχζσο έγηλε πξνζζήθε 350κl Buffer RA1 θαη 3.5κl β-κεξθαπηεζαλφιεο 

ζε θάζε ζσιήλα eppendorf θαη ήπηα αλάδεπζε (Vortex) γηα 3-4 δεπηεξφιεπηα 

γηα ην ζρεκαηηζκφ νκνγελνπνηεκέλνπ κίγκαηνο. Γηα ηελ πξφζιεςε ησλ 

ελδνθπηηαξηθψλ πξντφλησλ απφ ην εζσηεξηθφ ησλ κηθξννξγαληζκψλ ζηελ 

παξνχζα κειέηε έγηλε κε ρξήζε κεραληθήο κεζφδνπ (ππέξερνη (25 W x 2.5 

min) ιχζε ησλ θπηηάξσλ πνπ πξνθαιείηαη εμαηηίαο ηεο απνδηάηαμεο ηνπ 

θπηηαξηθνχ πεξηβιήκαηνο, ην νπνίν απνδηνξγαλψλεηαη ρσξίο ηελ παξνπζία 

πξφζζεησλ ρεκηθψλ ή άιισλ παξαγφλησλ, νη νπνίνη δχλαληαη λα επεξεάζνπλ 

ζηε ζπλέρεηα ην απνηέιεζκα ηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο. Οη ππέξερνη 

απνηεινχλ ήρνπο πςειήο ζπρλφηεηαο παξαγφκελνπο ειεθηξνληθά, νη νπνίνη 

κεηαθέξνληαη κέζσ ελφο κεηαιιηθνχ ξχγρνπο ζην θπηηαξηθφ ελαηψξεκα κε 

ηελ πξναλαθεξζείζα ζπγθέληξσζε θαη δεκηνπξγνχλ θνηιφηεηεο. Λφγσ 

αλάπηπμεο πςειψλ ζεξκνθξαζηψλ, ηθαλψλ λα πξνθαιέζνπλ αλεπηζχκεηεο 

αιινηψζεηο ζηα ξηβνλνπθιετθά νμέα, ε φιε δηαδηθαζία δηεμήρζεη ππφ ςχμε κε 

κεηαιιηθφ ξχγρνο, κε ελδηάκεζεο δηαθνπέο. 

 

ΒΖΜΑ 3 ΦΗΛΣΡΑΡΗΜΑ ΣΟΤ ΛΤΜΑΣΟ 

 Μεηά ηε ιχζε ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ, ηα ελαησξήκαηα εληφο ησλ 

δηαιπκάησλ ησλ δεηγκάησλ κεηαθέξζεθαλ ζε λέα θηαιίδηα κε εηδηθφ θίιηξν, 

νχησο ψζηε λα κεησζεί ην ημψδεο θαη λα δηαρσξηζηνχλ θπηηαξηθά 

ππνιείκκαηα θαη ηκήκαηα ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο απφ ην ππφινηπν 

δηάιπκα, ην νπνίν πεξηέρεη ηα ξηβνλνπθιετθά νμέα πνπ απειεπζεξψζεθαλ απφ 

ην εζσηεξηθφ ηνπ θπηηάξνπ. Αθνινχζεζε θπγνθέληξεζή ηνπο ζηηο 11.000 

ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 1 ιεπηφ. 
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ΒΖΜΑ 4 ΠΡΟΑΡΜΟΓΖ ΣΧΝ ΤΝΘΖΚΧΝ ΓΔΜΔΤΖ ΣΟΤ RNA 

 Μεηά ηελ ηειεπηαία θπγνθέληξεζε, ε ππεξθείκελε πδαηηθή θάζε απφ θάζε 

δείγκα κεηαθέξζεθε ζε λέν θηαιίδην ηχπνπ eppendorf, αθνινχζεζε πξνζζήθε 

350 κL αηζαλφιεο (70%) θαη νκνγελνπνίεζε ηνπ κίγκαηνο κε ήπηα κεραληθή 

αλάδεπζε (pipetting up and down 5 times). 

 

ΒΖΜΑ 5 ΓΔΜΔΤΖ ΣΟΤ RNA 

  Αθνινχζεζε κεηαθνξά 600 κL νκνγελνπνηεκέλνπ δείγκαηνο ζηελ 

παξερφκελε ζηήιε Nucleospin® RNA Column (light blue ring) , ε νπνία είρε 

ηνπνζεηεζεί ζε δνθηκαζηηθφ ζσιήλα ηχπνπ eppendorf ηειηθνχ φγθνπ 2 mL. 

Έπεηηα έγηλε θπγνθέληξεζε ζηηο 11.000 x g γηα 30 sec, ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ θαη απφξξηςε ηνπ δηεζήκαηνο. ηε ζπλέρεηα έγηλε επαλάιεςε ηνπ 

πξνεγνχκελνπ βήκαηνο κε ην ππφινηπν ηνπ δείγκαηνο θαη ηνπνζέηεζε ηεο 

ζηήιεο ζε λέν eppendorf ηειηθνχ φγθνπ 2 mL. 

 

ΒΖΜΑ 6 ΑΦΑΛΑΣΧΖ ΣΖ ΜΔΜΒΡΑΝΖ 

 Πξνζηέζεθαλ 350 κL δηαιχκαηνο MDB (Membrane Desalting Buffer) ζηε 

ζηήιε θαη θπγνθεληξήζεθαλ ζηηο 11.000 x g γηα 1 min, ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ, θαη αθνινχζεζε απφξξηςε ηνπ δηεζήκαηνο θαη επαλάιεςε ηεο 

θπγνθέληξεζεο ζηηο 11.000 x g γηα 30 sec.  

 

ΒΖΜΑ 7 ΠΔΦΖ ΣΟΤ DNA 

 Πξνζηέζεθαλ 10 κL δηαιχκαηνο rDNάζεο θαη 90 κL δηαιχκαηνο RBD 

(Reaction Buffer for rDNase) ζε δνθηκαζηηθφ ζσιήλα ηχπνπ eppendorf θαη 

αθνινχζεζε ήπηα αλάκημε. Πξνζηέζεθαλ 95 κL απφ ην παξαπάλσ κίγκα ζην 

θέληξν ηεο κεκβξάλεο ππξηηίνπ ηεο ζηήιεο. Πξαγκαηνπνηήζεθε επψαζε ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 15 min. 

 

ΒΖΜΑ 8 ΔΚΠΛΤΖ ΚΑΗ ΞΖΡΑΝΖ ΣΖ ΜΔΜΒΡΑΝΖ 

 Πξνζηέζεθαλ 250 κL δηαιχκαηνο RΑW2 (αδξαλνπνίεζε ηεο rDNάζεο) ζηε 

ζηήιε. Έγηλε θπγνθέληξεζε ζηηο 11.000 x g γηα 30sec, ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ θαη αθνινχζεζε ηνπνζέηεζε ηεο ζηήιεο ζε λέν eppendorf ηειηθνχ 

φγθνπ 2 mL. Πξνζηέζεθαλ 600 κL δηαιχκαηνο RA3 ζηε ζηήιε. Φπγνθεληξή-

ζεθαλ ζηηο 8.000x g γηα 30 sec, ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη έγηλε απφξξηςε 

ηνπ δηεζήκαηνο. Πξνζηέζεθαλ 250 κL δηαιχκαηνο RA3 ζηε ζηήιε. 

Φπγνθεληξήζεθαλ ζηηο 11.000x g γηα 2 min, ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 

ηελ πιήξε μήξαλζε ηεο κεκβξάλεο θαη κεηαθέξζεθε ε ζηήιε ηνπ 

ηνληναληαιιάθηε, ζε λέν δνθηκαζηηθφ ζσιήλα ηχπνπ eppendorf ησλ 1.5 mL. 

 

ΒΖΜΑ 9 ΔΚΛΟΤΖ RNA 

 Πξνζηέζεθαλ 60 κL RNase free water (λεξφ ειεχζεξν απφ RNάζεο). 

Αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε ζηηο 11.000x g γηα 1 min, ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ, πξνθεηκέλνπ λα απνθηεζεί, θαζαξφ πιένλ, ην νιηθφ RNA, ην νπνίν 

εθινχεηαη απφ ηε ζηήιε ηνπ ηνληναληαιιαθηή. Σέινο ηα δείγκαηα δηαηεξή-

ζεθαλ ζηνπο -22
0
C γηα πεξαηηέξσ ρξήζε. 
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Β) Ποζοηικοποίηζη και ποιοηικόρ έλεγσορ ηος πιβονοςκλεϊκού οξέορ 

Ο έιεγρνο ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ RNA (ng/κl) θαη ηεο θαζαξφηεηάο ηνπ φζνλ αθνξά 

ηελ πνηνηηθή θαη πνζνηηθή αλάιπζή ηνπ, έγηλε κε ηε ρξήζε ηεο ζπζθεπήο IMPLEN 

NanoPhotometer
TM

 ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή. Ζ πνηνηηθή αλάιπζε 

ειέγρεηαη κε ην ιφγν A260/A280. Λφγνο A260/A280: Χο έλα θξηηήξην γηα ηελ 

αμηνιφγεζε ηνπ πνζνζηνχ επηκφιπλζεο ηνπ RNA κπνξνχκε λα ζεσξήζνπκε ηελ 

απνξξφθεζε ησλ 2 πιεπξηθψλ ηεο αιπζίδσλ ακηλνμέσλ (φπσο ε ηπξνζίλε θαη ε 

ηξππηνθάλε) ζηελ ππεξηψδε (UV) αθηηλνβνιία ζην κήθνο θχκαηνο 280 nm κέζσ ηεο 

θαζκαηνθσηνκέηξεζεο. Ζ κέηξεζε απηή κπνξεί λα ιεθζεί ηαπηφρξνλα κε 

πνζνηηθνπνίεζε ηνπ RNA ζην κήθνο θχκαηνο 260 nm. Χζηφζν ε κέγηζηε 

απνξξφθεζε ησλ πξσηετλψλ είλαη ζηα 280 nm. ην πιήξεο θάζκα φκσο ησλ UV 

απνξξνθήζεσλ έρνπκε αθφκα κηα ζεκαληηθή απνξξφθεζε ζηα 260 nm. Γηα ην RNA 

ηζρχεη ην αληίζηξνθν. Ο ιφγνο απηφο νπζηαζηηθά δείρλεη ηελ πξφζκημε ηνπ κίγκαηνο 

ησλ λνπθιετληθψλ νμέσλ ζε πξσηεΐλεο. Αλ ν ιφγνο απηφο είλαη κεηαμχ 1,8-2, ηφηε ην 

δείγκα RNA είλαη θαζαξφ απφ ηέηνηεο πξνζκίμεηο, ε απνκφλσζε ηνπ ζεσξείηαη 

επηηπρήο θαη ε πνζφηεηά ηνπ επαξθήο (4-640 ng/κl). Έλα θαζαξφ δείγκα ηνπ RNA ζα 

πξέπεη λα απνδψζεη επίζεο κηα ηηκή πεξίπνπ 2,0 ηδαληθά ή λα είλαη ηνπιάρηζην 

κεγαιχηεξε απφ 1,7. Αλαθνξηθά κε ηηο επηκέξνπο απνξξνθήζεηο, φηαλ ε 

ιακβαλφκελε A260 ήηαλ κηθξφηεξε ηεο ηηκήο 0,010 (0,010-1,6), ε πνζφηεηα RNA 

ηνπ δείγκαηνο θξίλνληαλ σο αλεπαξθήο, ελψ κεγάιεο ηηκέο A280 ππνδήισλαλ ηελ 

πςειή πεξηεθηηθφηεηα ηνπ δείγκαηνο ζε πξσηεΐλε θαη σο εθ ηνχηνπ ηνλ αηειή 

θαζαξηζκφ ηνπ. ε γεληθέο γξακκέο ε δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε κπνξεί λα 

πεξηγξαθεί σο εμήο: 4κl RNase free H2O θσηνκεηξνχληαη ζηα 260 nm θαη ην 

θσηφκεηξν κεδελίδεηαη. Αθνινπζεί θσηνκέηξεζε 4κl δείγκαηνο κε 

θαζκαηνθσηφκεηξν ππεξηψδνπο-νξαηνχ (UVVIS) ζηα 260 nm. Τπνινγηζκφο ηνπ 

ιφγνπ 260nm/ 280nm, κε ην νπνίν εθηηκάηαη ε θαζαξφηεηα ηνπ απνκνλσζέληνο 

RNA. Ζ ηηκή πξέπεη λα είλαη πεξίπνπ 2. 

 

Γ) Ανηίδπαζη ηηρ ανηίζηποθηρ μεηαγπαθήρ (Reverse transcription) –ύνθεζη cDNA 

Ζ δηαδηθαζία ζχλζεζεο cDNA απφ RNA νλνκάδεηαη αληίζηξνθε κεηαγξαθή 

θαη θαηαιχεηαη απφ ην έλδπκν αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε (reverse transcriptase) 

(Δικόνα 17).Σν έλδπκν πνπ απνκνλψλεηαη απφ νξηζκέλνπο RNA ηνχο, ρξεζηκνπνηεί 

ην RNA σο ππφζηξσκα γηα λα ζπλζέζεη κηα αιπζίδα DNA (complementary DNA, 

cDNA). Παξάγνληαη έηζη πβξηδηθά κφξηα cDNA-RNA. ηε ζπλέρεηα θαηαζηξέθεηαη 

ε αιπζίδα RNA θαη ην γνλίδην-ζηφρνο εληνπίδεηαη ζηε cDNA αιπζίδα θαη εληζρχεηαη 

κε ηε ρξήζε εηδηθψλ εθθηλεηψλ θαη κε ηε δξάζε ηεο DNA πνιπκεξάζεο. 
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Δικόνα 17: Πεξηγξαθή ηεο κεζφδνπ ζχλζεζεο ηνπ cDNA κε αληίζηξνθε κεηαγξαθή. Μεηά ηελ 

πβξηδνπνίεζε ησλ θαηάιιεισλ εθθηλεηψλ, ε αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε ζπλζέηεη ζπκπιεξσκαηηθφ 

cDNA ρξεζηκνπνηψληαο σο ππφζηξσκαην mRNA. Δπίζεο, ην RNA ησλ RNA-cDNA πβξηδίσλ 

πδξνιχεηαη ρσξίο λα επεξεάδεη ην ειεχζεξν RNA, νπφηε ζην ηέινο ηεο αληίδξαζεο ππάξρεη κφλν 

κνλφθισλν cDNA. 
 

Δπνκέλσο, κε ηελ αληίδξαζε ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο (RT reaction) ζπληίζεληαη 

in vitro αιιεινπρίεο cDNA ρξεζηκνπνηψληαο σο κήηξα κηα αιπζίδα RNA. To πξντφλ 

ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο, cDNA, κπνξεί λα απνζεθεπζεί γηα ηνλ έιεγρν ηεο 

έθθξαζεο πνιιψλ γνληδίσλ εθθξαδφκελσλ ζην ίδην δείγκα. 

 

Τλικά 

1. 10 mM κίγκα ηξηθσζθνλνπθιενηηδίσλ (dNTPs) 

2. Γηάιπκα 50 ng/κL εμακεξψλ εθθηλεηψλ (random hexamer primers) 

3. Γηάιπκα DEPC 0.1% 

4. Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα 10x: 

• 200 mM Tris-HCl, pH 8.4 

• 500 mM KCl 

5. 25 mM MgCl2 

6. 0.1 M DTT 

7. Αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε: SuperScript
TM 

II RT (50 U/κL) 

8. RnaseOUT
ΣΜ

, Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40 U/κL) 

9. E.coli Rnase H (2 U/κL) 

10. Control RNA (50 ng/κL) 

11. Control εθθηλεηήο Α (10 κΜ) 

12. Control εθθηλεηήο Β (10 κΜ) 

Γηα ηελ αληίζηξνθε κεηαγξαθή ηνπ RNA ζε cDNA ρξεζηκνπνηήζεθε ην ζχζηεκα 

SuperScript
TM 

First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, 

USA). Σν ζχζηεκα ρξεζηκνπνηεί ηελ αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε SuperScript
TM 

II 

Reverse Transcriptase (RT). Ζ ζχλζεζε ηνπ cDNA κπνξεί λα γίλεη ρξεζηκνπνηψληαο 

δηάθνξα είδε εθθηλεηψλ, φπσο εμακεξή νιηγνλνπθιενηίδηα (random hexamer 

primers), oligo-dT, ή εηδηθνχο γηα ην γνλίδην εθθηλεηέο (target specific primers). ηελ 

εξγαζία απηή ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα νιηγνλνπθιενηίδηα εμακεξψλ (random hexamer 

primers), πνπ είλαη κε εηδηθά κφξηα, κε ηθαλφηεηα λα εληζρχνπλ ην RNA ζε φιν ην 
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κήθνο ηνπ, γη’απηφ θαη πξνθχπηεη cDNA κε ηελ πςειφηεξε απφδνζε (Bustin et al., 

2004). 

ην ζχζηεκα αλάζηξνθεο κεηαγξαθήο κπνξεί λα εηζαρζεί αξρηθή πνζφηεηα RNA 

1ng-5κg. ε φιεο ηηο αληηδξάζεηο ηεο παξνχζαο κειέηεο, ρξεζηκνπνηήζεθε 1 κg 

νιηθνχ RNA, επηηπγράλνληαο έηζη ηελ νκαινπνίεζε (normalization) ησλ 

απνηειεζκάησλ σο πξνο ην νιηθφ RNA θαη ηελ απνθπγή ππέξ- ή ππφ- έθθξαζεο ηνπ 

εθάζηνηε γνληδίνπ πνπ νθείιεηαη ζηε ιηγφηεξε ή πεξηζζφηεξε πνζφηεηα RNA 

(ng/κL). Σν αξρηθφ κίγκα αληίδξαζεο πεξηείρε 1 κg νιηθνχ RNA, κίγκα 

ηξηθσζθνλνπθιενηηδίσλ (dNTPs) 1 mM, 15 ng/κL εθθηλεηψλ (random hexamer 

primers) θαη δηάιπκα DEPC-treated water H20 φγθνπ 5 κL.  

Σν κίγκα RNA/εθθηλεηψλ ππέζηε ζεξκηθή απνδηάηαμε γηα 5 ιεπηά ζηνπο 65
0
C θαη 

ακέζσο ηνπνζεηήζεθε ζε πάγν (0
0
C) γηα 1 ιεπηφ. ηε ζπλέρεηα, ζε θάζε αληίδξαζε 

πξνζηέζεθαλ 9 κL απφ ην κίγκα πνπ πεξηείρε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα RT 1x, MgCl2 

5mM, DTT 0.01 M θαη 40 IU RnaseOUT
ΣΜ

; Recombinant Ribonuclease Inhibitor. Σν 

λέν κίγκα αληίδξαζεο παξέκεηλε γηα 2 ιεπηά ζηνπο 25
0
C θαη έπεηηα πξνζηέζεθαλ 50 

IU απφ ηελ αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε SuperScript
TM

 II Reverse Transcriptase, ην 

έλδπκν πνπ θαηαιχεη ηελ αληίδξαζε, θαη ηα θηαιίδηα παξέκεηλαλ γηα άιια 10 ιεπηά 

ζηνπο 25
0
C. Αθνινχζεζε επψαζε γηα 50 ιεπηά ζηνπο 42

0
C θαη γηα 15ιεπηά ζηνπο 

70
0
C. ηε ζπλέρεηα, αθνχ δηαηεξήζεθαλ νη αληηδξάζεηο ζε πάγν γηα 2 ιεπηά, 

πξνζηέζεθαλ 2 IU RNase H θαη επσάζζεθαλ ζηνπο 37
0
C γηα 20 ιεπηά. Ζ RNase H 

είλαη ην έλδπκν πνπ πέπηεη ηελ αιπζίδα RNΑ απφ ην δίθισλν πβξηδηθφ κφξην, ψζηε 

λα κείλεη ην κνλφθισλν cDNA. ην ηέινο ηεο δηαδηθαζίαο γίλεηαη έιεγρνο ηεο 

ζπγθέληξσζεο θαη πνηφηεηαο ηνπ cDNA θάζε δείγκαηνο κε ζπζθεπή θσηνκέηξεζεο 

IMPLEN NanoPhotometer
TM

 ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή ζηα 260 θαη 

280 nm. Ζ πνηνηηθή αλάιπζε ειέγρεηαη κε ην ιφγν A260/A280. ε απηφ ην ζηάδην ηα 

δείγκαηα κπνξνχλ λα δηαηεξεζνχλ ζηνπο -20
0
C ή λα αθνινπζήζεη PCR. 

 

Γ) Αλςζιδωηή ανηίδπαζη πολςμεπάζηρ ππαγμαηικού σπόνος (Real Time PCR) 

 

1. Υξήζηκνη φξνη: 

1) threshold: Σν επίπεδν θζνξηζκνχ ζην νπνίν ιακβάλνληαη νη ηηκέο πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη ζηνπο ππνινγηζκνχο. ε απηφ ην επίπεδν γίλεηαη ε αλάιπζε ησλ 

δεδνκέλσλ. Σν threshold θαζνξίδεηαη απηφκαηα ή απφ ηνλ εξεπλεηή, ζην επίπεδν 

φπνπ ν ξπζκφο παξαγσγήο πξντφληνο είλαη ν πςειφηεξνο θαηά ηελ εθζεηηθή θάζε. 

2) threshold cycle (Ct value): Ο αξηζκφο θχθισλ ζηνπο νπνίνπο ην δείγκα θηάλεη ην 

επίπεδν θζνξηζκνχ πνπ γίλνληαη νη ππνινγηζκνί. 

3) slope: Δίλαη ε θιίζε ηεο θακπχιεο αλαθνξάο, έρεη βέιηηζην εχξνο ηηκψλ -3< slope 

< -3.6 θαη ππνινγίδεηαη απφ ηνλ ηχπν slope = -1/log (1+E) 

4) efficiency (E): Ζ απφδνζε ηεο αληίδξαζεο απνηειεί ζεκαληηθφ δείθηε αμηνπηζηίαο 

θαη επαλαιεςηκφηεηαο ησλ απνηειεζκάησλ. Δπίζεο, πξέπεη λα ιακβάλεηαη ππ’νςηλ 

θαη φηαλ γίλεηαη ζχγθξηζε απνηειεζκάησλ δηαθνξεηηθψλ αληηδξάζεσλ. ηελ 

πεξίπησζε απηή, επηδηψθεηαη ε επίηεπμε παξεκθεξψλ απνδφζεσλ, ψζηε λα 

κεηψλνληαη θαηά ην δπλαηφ νη απνθιίζεηο κεηαμχ ησλ αληηδξάζεσλ. 

5) CFU (Colony Forming Unit): Δίλαη ν αξηζκφο βηψζηκσλ βαθηεξηαθψλ κνλάδσλ, 

δειαδή ν αξηζκφο βαθηεξίσλ ηθαλψλ λα ζρεκαηίζνπλ κηα απνηθία. Γεδνκέλνπ φηη κηα 

απνηθία, ζεσξεηηθά, πξνέξρεηαη απφ έλα θχηηαξν, ν αξηζκφο ησλ απνηθηψλ πνπ 

αλαπηχζζνληαη ζε έλα ηξπβιίν αληηζηνηρεί ζε ίδην αξηζκφ αξρηθψλ βαθηεξηαθψλ 

θπηηάξσλ. 

6) Fluorescence acquisition: Δίλαη ε κέηξεζε ηνπ θζνξηζκνχ ησλ πξντφλησλ. Γηα λα 

κεησζεί ν «ζφξπβνο» απφ ηελ πηζαλή παξαγσγή κε εηδηθψλ ηκεκάησλ ή ην 
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ζρεκαηηζκφ δηκεξψλ απφ ηα κφξηα ησλ εθθηλεηψλ, ηίζεηαη κηα ζεξκνθξαζία ζηελ 

νπνία ε ζπζθεπή κεηξάεη ην θζνξηζκφ πνπ εθπέκπνπλ ηα πξντφληα. Ζ ζεξκνθξαζία 

απηή πξέπεη λα είλαη πςειφηεξε απφ ην ζεκείν ηήμεο (Tm) ησλ αλεπηζχκεησλ 

πξντφλησλ θαη ρακειφηεξε απφ ην Tm ηεο αιιεινπρίαο ζηφρνπ. 

 

2. Υεκηθή βάζε ησλ κεζφδσλ αλίρλεπζεο ησλ πξντφλησλ ηεο Real Time PCR (Dete-

ction chemistries) 

Όπσο έρεη πξναλαθεξζεί ηππηθά ε αληίδξαζε PCR κπνξεί λα ρσξηζηεί ζε ηέζζεξεηο 

ραξαθηεξηζηηθέο θάζεηο: ε 1
ε
 θάζε είλαη θξπκκέλε θάησ απφ ην «ζφξπβν» ηνπ 

θζνξηζκνχ, ε 2
ε
 πεξηιακβάλεη ηελ εθζεηηθή ελίζρπζε, ε 3

ε 
ηε γξακκηθή ελίζρπζε θαη 

απφηνκε αχμεζε ηνπ θζνξηζκνχ, ελψ ε 4
ε
 θάζε ραξαθηεξίδεηαη απφ ηελ εμαζζέλεζε 

ηνπ ξπζκνχ ηεο εθζεηηθήο ζπζζψξεπζεο πξντφληνο (Kainz et al, 2000). Ζ πνζφηεηα 

ηνπ παξαγφκελνπ πξντφληνο είλαη επζέσο αλάινγε κε ηελ αξρηθή πνζφηεηα ηνπ 

ζηφρνπ ζηελ αληίδξαζε κφλν θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εθζεηηθήο θάζεο ελίζρπζεο 

(Pfaffl, 2004). πλεπψο, ε θάζε φπνπ βαζίδεηαη ε εθαξκνγή ηεο Real Time PCR είλαη 

ε έλαξμε ηεο 2
εο

 θάζεο, δειαδή ηεο εθζεηηθήο. 

ηελ παξνχζα κειέηε ρξεζηκνπνηήζεθε ε κέζνδνο ησλ παξεκβαιιφκελσλ 

θζνξηδνπζψλ ρξσζηηθψλ δηφηη έρεη πνιιά πιενλεθηήκαηα έλαληη ησλ ππνινίπσλ θαη 

γη’απηφ ρξεζηκνπνηείηαη ζπρλφηεξα εξεπλεηηθά. Δίλαη εχρξεζηε, αθνχ κπνξεί λα 

πξνζηεζεί απιά ζην ππφινηπν κίγκα ηεο αληίδξαζεο. Δπίζεο, επηηξέπεηαη ε αλάιπζε 

κε ηήμε ησλ πξντφλησλ κεηά ην ηέινο ηεο αληίδξαζεο, δειαδή αλάιπζε κε ρξήζε ηεο 

θακπχιεο ηήμεο (melt curve analysis). Καηά ηε δηάξθεηα ηεο θακπχιεο ηήμεο 

κεηξάηαη ν θζνξηζκφο πνπ εθπέκπεηαη, θαζψο ηα πξντφληα ηεο αληίδξαζεο 

ζεξκαίλνληαη απφ ζεξκνθξαζία ρακειφηεξε ηνπ ζεκείνπ ηήμεο ηνπο (Tm) κέρξη 

ζεξκνθξαζία κεγαιχηεξε ηνπ Tm ηνπο θαη απνδηαηάζζνληαη. Σν ζεξκνθξαζηαθφ 

εχξνο ην ζέηεη ν εξεπλεηήο, αλάινγα κε ην ζεκείν ηήμεο ησλ πξντφλησλ πνπ 

πξνθχπηνπλ, θαη εμαξηάηαη απφ ην κήθνο θαη ην πεξηερφκελφ ησλ πξντφλησλ ζε G/C. 

Οη θνξπθέο (peaks) πνπ εκθαλίδνληαη ζηελ θακπχιε ηήμεο αληηζηνηρνχλ ζηα 

πξντφληα πνπ έρνπλ εληζρπζεί κε ηελ αληίδξαζε θαη είλαη αλάινγεο ησλ δσλψλ ζηελ 

απιή ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα αγαξφδεο. πλεπψο, ε αλάιπζε ζην ηέινο ηνπ 

πεηξάκαηνο είλαη ζεκαληηθή γηαηί επηηξέπεη ηελ πνηνηηθφ έιεγρν ησλ πξντφλησλ. 

Ζ κέζνδνο κεηνλεθηεί αθξηβψο επεηδή δελ είλαη εηδηθή θαη γη’απηφ κπνξεί λα 

πξνθχςνπλ κε εηδηθά πξντφληα ή/θαη δηκεξή ησλ εθθηλεηψλ, θαζψο θαη ζην φηη 

κπνξεί λα εληζρχζεη ζρεηηθά κηθξφ ηκήκα αιιεινπρίαο (80-250 bp). Με ηε ρξήζε 

φκσο ηεο θακπχιεο ηήμεο, κπνξεί ζε κεγάιν βαζκφ λα γίλεη δηαθνξνπνίεζε ησλ 

πξντφλησλ ζηφρσλ απφ ν,ηηδήπνηε κε εηδηθφ, ειέγρνληαο ηηο θνξπθέο, δειαδή ηα Tm 

πνπ αληηζηνηρνχλ ζε θάζε πξντφλ, ην χςνο ηνπο θαη ηα Ct ηνπο. 

 

3. Βειηηζηνπνίεζε ζπλζεθψλ ηεο Real Time PCR 

Ζ ζπζθεπή πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ δηεμαγσγή ηνπ πεηξάκαηνο ηεο παξνχζαο 

κεηαπηπρηαθήο εξγαζίαο είλαη ην κνληέιν StepOne Plus Real Time PCR ηεο εηαηξείαο 

Applied Biosystems International. 

Γηα έλα επηηπρεκέλν πείξακα Real Time PCR είλαη απαξαίηεηε αξρηθά ε 

βειηηζηνπνίεζε ησλ ζπλζεθψλ νη νπνίεο δηαθέξνπλ γηα θάζε αιιεινπρία-ζηφρν, θαη 

εμαξηψληαη απφ ηε ζπγθέληξσζε ηεο ρξσζηηθήο, ησλ εθθηλεηψλ θαη ηνπ MgCl2, ηηο 

ζεξκνθξαζίεο θαη ηνπο ρξφλνπο. 

Ζ ζπγθέληξσζε ηεο ρξσζηηθήο είλαη ζεκαληηθή, γηαηί ηα κφξηά ηεο νπζηαζηηθά 

επεκβαίλνπλ ζηελ αληίδξαζε, αθνχ δεζκεχνληαη ζην DNA. Δηζη, πνιχ πςειή 

ζπγθέληξσζε SG κπνξεί λα πξνθαιέζεη αλαζηνιή ηεο αληίδξαζεο, ελψ ε πνιχ 

ρακειή ζπγθέληξσζε κπνξεί λα κελ επαξθεί γηα ηε ζήκαλζε ησλ πξντφλησλ. Ζ 
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βέιηηζηε ζπγθέληξσζε ηεο ρξσζηηθήο πξνζδηνξίδεηαη κε ζεηξά αληηδξάζεσλ πνπ 

πεξηέρνπλ δηαθνξεηηθέο αξαηψζεηο ηεο SG. 

Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ εθθηλεηψλ ρξεζηκνπνηνχληαη επίζεο, 

δηαδνρηθέο αξαηψζεηο θαη ησλ δπν εθθηλεηψλ. Οη απνδεθηέο ζπγθεληξψζεηο ησλ 

εθθηλεηψλ έρνπλ εχξνο 50 nΜ – 400 nΜ. Θα πξέπεη λα ιακβάλεηαη ππ’φςηλ θαη ε 

θακπχιε ηήμεο ησλ πξντφλησλ θαη γηα ηα δπν κφξηα ηνπ δεχγνπο ησλ εθθηλεηψλ, ζηελ 

νπνία ζα πξέπεη λα ππάξρεη κφλν κηα θνξπθή. 

Αθξηβψο επεηδή ε ζήκαλζε κε ηε ρξσζηηθή SYBR Green I είλαη κε εηδηθή, ππάξρεη 

θίλδπλνο λα πξνθχςνπλ κε εηδηθά πξντφληα θαηά ηελ αληίδξαζε. Γηα ηελ απνθπγή 

απηήο ηεο πηζαλφηεηαο ζα πξέπεη λα θαζνξηζζεί ε ζπγθέληξσζε ηνπ MgCl2, ψζηε 

ηειηθά λα εληζρχεηαη κφλν ε επηζπκεηή αιιεινπρία. Σν MgCl2 επηδξά ζηελ 

ελεξγφηεηα ηεο DNA πνιπκεξάζεο θαη θαη’επέθηαζε θαη ζηελ εηδηθφηεηά ηεο. Σα 

dNTPs θαη ην δείγκα δεζκεχνπλ ην καγλήζην κε απνηέιεζκα λα κεηψλεηαη ε 

πνζφηεηα ηνπ ειεχζεξνπ καγλεζίνπ πνπ απαηηείηαη γηα λα δξάζεη ην έλδπκν. Δηζη, 

πςειή ζπγθέληξσζε MgCl2, πνπ ζεκαίλεη θαη πςειή ζπγθέληξσζε κε δεζκεπκέλνπ 

καγλεζίνπ, νδεγεί ζε πςειφηεξε πνζφηεηα πξντφληνο, αιιά θαη κεγαιχηεξν θίλδπλν 

λα εληζρπζνχλ θαη κε εηδηθά πξντφληα. Οη ρξφλνη θαη νη ζεξκνθξαζίεο αλαθέξνληαη 

ζηηο ζπλζήθεο ελίζρπζεο θαη βέβαηα είλαη εηδηθνί γηα θάζε αιιεινπρία, αθνχ 

εμαξηψληαη απφ ην κήθνο ηεο, ηελ πεξηεθηηθφηεηα ζε G/C θαη ην είδνο ηεο. ηελ 

πεξίπησζε απηή δελ ππάξρεη θάπνην βέιηηζην εχξνο ζεξκνθξαζίαο, αθνχ ε θάζε 

αιιεινπρία έρεη δηαθνξεηηθφ ζεκείν ηήμεο (Tm) αλάινγα κε ηελ G/C 

πεξηεθηηθφηεηα, θαη ρξεηάδεηαη δηαθνξεηηθφ ρξφλν απνδηάηαμεο. Γηα παξάδεηγκα, ην 

γελνκηθφ DNA ζεσξείηαη φηη ρξεηάδεηαη κεγαιχηεξν ρξφλν απνδηάηαμεο απφ ην 

πιαζκηδηαθφ θαη δηαθνξεηηθφ ρξφλν επηκήθπλζεο, αλάινγα κε ην κήθνο. Γεληθά φκσο 

ζπληζηάηαη ε απνδηάηαμε λα γίλεηαη ζηνπο 95 
0
C θαη ε επηκήθπλζε ζηνπο 72 

0
C. 

 

4. Πνζνηηθνπνίεζε κε Real-Time PCR (Quantitative Real-Time PCR, QRTPCR) 

     Με ηελ ηερληθή ηεο Real Time PCR ππάξρεη ε δπλαηφηεηα φρη κφλν ηεο 

παξαθνινχζεζεο ηεο αληίδξαζεο ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν, αιιά θαη ηνπ πξνζδηνξηζκνχ 

ηεο πνζφηεηαο ησλ παξαγφκελσλ πξντφλησλ κε απφιπην ή ζρεηηθφ ππνινγηζκφ. Ζ 

απφιπηε πνζνηηθνπνίεζε πξνζδηνξίδεη ηνλ αξηζκφ αληηγξάθσλ ηνπ αξρηθνχ 

δείγκαηνο κε ρξήζε θακπχιεο πνζνηηθνπνίεζεο, ελψ ε ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε 

πξνζδηνξίδεη ην ξπζκφ έθθξαζεο ζε ζρέζε κε ηελ παξαγσγή mRNA ηνπ θπηηάξνπ. 

 

4.1 ρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε (Real-Time Relative QRT-PCR), εχξεζε γνληδίνπ αλα-

θνξάο θαη απνδνηηθφηεηαο ηεο κεζφδνπ 

      Με ηε ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε πξνζδηνξίδνληαη νη αιιαγέο ησλ επηπέδσλ ηνπ 

mRNA ελφο γνληδίνπ ζε ζρέζε κε ην επίπεδν έθθξαζεο ελφο εζσηεξηθνχ γνληδίνπ 

αλαθνξάο. πλεπψο δε ρξεηάδεηαη ε θαηαζθεπή θακπχιεο πνζνηηθνπνίεζεο κε 

δείγκαηα αλαθνξάο γλσζηψλ ζπγθεληξψζεσλ, αθνχ φια ηα δείγκαηα εθθξάδνληαη 

ζαλ ιφγνο σο πξνο ην γνλίδην αλαθνξάο θαη ελ ζπλερεία ζπγθξίλνληαη νη ιφγνη. Σν 

γνλίδην αλαθνξάο ζπλήζσο είλαη έλα δηαηεξεκέλν (housekeeping) γνλίδην. Σα 

housekeeping γνλίδηα είλαη παξφληα ζε φια ηα γνληδηψκαηα, αθνχ είλαη ππεχζπλα γηα 

δσηηθέο γηα ην θχηηαξν ιεηηνπξγίεο. Ζ ζχλζεζε mRNA απηψλ ησλ γνληδίσλ 

ζεσξείηαη φηη παξακέλεη ζηαζεξή αλεμάξηεηα απφ ηηο ζπλζήθεο ζηηο νπνίεο εθηίζεηαη 

ην θχηηαξν, γη’απηφ θαη ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηε κειέηε ηεο έθθξαζεο γνληδίσλ θάησ 

απφ δηάθνξεο ζπλζήθεο. Κπξίσο ρξεζηκνπνηνχληαη ην γνλίδην ηεο β-αθηίλεο, ηα 

γνλίδηα ησλ ξηβνζσκηθψλ ππνκνλάδσλ (18S θαη 28S rRNA γηα επθαξπσηηθά θχηηαξα 

ή 16S θαη 23S rRNA γηα πξνθαξπσηηθά θχηηαξα), ην GAPDH, ην γνλίδην ηεο β-2 
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κηθξνζθαηξίλεο, ηεο θσζθνγιπθεξνθηλάζεο, ηεο β-γιπθνπξνληδάζεο, ηεο ξηβνζπιν-

ηξαλζθεξάζεο ηεο ππνμαλζίλεο, θαη άιια. 

       ηελ εξγαζία απηή, ε επηινγή ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο έγηλε βάζεη ελφο 

ζηαηηζηηθνχ πξνγξάκκαηνο. Σν πξφγξακκα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε νλνκάδεηαη 

NormFinder. Έπεηηα απφ ζηαηηζηηθή επεμεξγαζία, απνδείρζεθε φηη θαηάιιειν 

γνλίδην αλαθνξάο είλαη ην γνλίδην IGS, ην νπνίν ραξαθηεξίδεηαη απφ πςειφ πνζνζηφ 

έθθξαζεο θαη ζηαζεξφηεηαο θαη έρεη ρξεζηκνπνηεζεί θαη παιαηφηεξα γηα ηελ 

ηαπηνπνίεζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ Listeria monocytogenes. Σν κέγεζνο ηνπ 

εληζρπκέλνπ ηκήκαηνο ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο (135 bp) επηιέρζεθε ψζηε λα 

βξίζθεηαη ζηα βέιηηζηα φξηα ηεο αληίδξαζεο κε SYBR® Green I (60-400 bp), γηα λα 

πξνθχςνπλ απνηειέζκαηα δηαθνξεηηθήο απφδνζεο (Efficiency). Ζ δηαθνξά ζηηο 

απνδφζεηο έρεη ζεκαζία ζην λα γίλεη ε εθηίκεζε ησλ καζεκαηηθψλ κνληέισλ, θαζψο 

ε απφδνζε είλαη ν θχξηνο παξάγσλ πνπ δηαθνξνπνηεί ηα δπν καζεκαηηθά ζπζηήκαηα. 

          ηελ εξγαζία απηή, γηα ηελ αληίδξαζε ηεο Real Time PCR κεηξήζεθαλ 

ζπλνιηθά 3 γνλίδηα housekeeping (16S, rpob, IGS) θαη κειεηήζεθαλ 10 γνλίδηα 

παζνγέλεηαο. Πξηλ ηελ δηεμαγσγή ηεο Real –Time PCR πξνεγήζεθε ε εχξεζε ηεο 

απνδνηηθφηεηαο ηεο κεζφδνπ (efficiency). Τπάξρνπλ δηάθνξνη ηξφπνη γηα ηνλ 

ππνινγηζκφ ηεο ηηκήο ηεο απφδνζεο (efficiency, E), φπσο κε βάζε ηελ θιίζε (slope) 

ηεο θακπχιεο αλαθνξάο, ηελ αχμεζε ηνπ θζνξηζκνχ ζηε γξακκηθή θάζε (3
ε
), ηελ 

αχμεζε ηνπ θζνξηζκνχ ζηελ εθζεηηθή θάζε (2
ε
) ή ηε ζπλνιηθή κεηαβνιή ηνπ 

ζήκαηνο θζνξηζκνχ. Γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηεο ηηκήο ηνπ Δ ζηελ παξνχζα εξγαζία 

ρξεζηκνπνηήζεθε ε θιίζε (slope) ηεο πξφηππεο θακπχιεο θαη ε εμίζσζε E =10
-1/slope

. 

Οη ηηκέο πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηελ εμίζσζε θπκαίλνληαη απφ Δ=1.95 έσο Δ=2.10. 

Απηφο ν ηξφπνο ππνινγηζκνχ ηνπ Δ, ζε κεξηθέο πεξηπηψζεηο κπνξεί λα δψζεη 

απνηέιεζκα πςειφηεξν (Δ>2.10), πνπ πξαθηηθά είλαη αδχλαην. Τπάξρνπλ, φκσο, 

πξνεγνχκελεο έξεπλεο (Pfaffl, 2001), πνπ έρνπλ δψζεη ηέηνηα απνηειέζκαηα κε 

πςειή επαλαιεςηκφηεηα θαη ζηαζεξφηεηα. Απηφ πξνθαλψο νθείιεηαη ζην φηη ε 

ζπγθεθξηκέλε κέζνδνο ππνινγηζκνχ ηνπ Δ ππεξεθηηκά ηελ πξαγκαηηθή ηηκή ηνπ 

(Pfaffl, 2004). πγθεθξηκέλα, πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζπκβαηηθέο PCR θαη γηα ηα 13 

γνλίδηα θαη αθνινχζεζε αλάιπζε κε ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο γηα ηνλ 

έιεγρν ηεο παξνπζίαο φισλ ησλ γνληδίσλ ζην ζηέιερνο R.9.1 ηνπ κηθξννξγαληζκνχ 

θαη πνζνηηθνπνίεζε (ππνινγηζκφο ζπγθέληξσζεο ng/κL) ζηα 260 nm. ηε ζπλέρεηα 

έγηλε αλάκημε φισλ ησλ γνληδίσλ, πνπ ιήθζεθαλ απφ ηηο PCR παίξλνληαο απφ θάζε 

δηάιπκα γνλίδηνπ πνζφηεηα 5κL, ζε έλα γεληθφ κίγκα. Καηφπηλ ην κίγκα (αξρηθή 

ζπγθέληξσζε 37.5 ng/κL) ππνβιήζεθε ζε 5 δηαδνρηθέο ππνδεθαπιάζηεο αξαηψζεηο 

(έσο ηελ ζπγθέληξσζε 0.00375ng/κL). Έπεηηα ηα αξαησκέλα δείγκαηα γηα θάζε 

γνλίδην πέξαζαλ απφ ηηο ίδηεο ζπλζήθεο ηεο Real Time PCR κε ηα πεηξακαηηθά 

δείγκαηα. Μεηά ην ηέινο ηεο αληίδξαζεο, ε θακπχιε αλαθνξάο εκθαλίζηεθε ζε 

γξάθεκα σο κηα επζεία γξακκή πνπ εθθξάδεη, γηα θάζε αξαίσζε, ηνλ αξηζκφ ησλ 

αληηγξάθσλ ηνπ εθάζηνηε γλσζηήο ζπγθέληξσζεο γνληδίνπ ζπλαξηήζεη ησλ ηηκψλ Ct. 

Ο ζπληειεζηήο ζπζρέηηζεο (Correlation coefficient, R
2
) απνηειεί έλα κέηξν ηνπ πφζν 

θαιά ηαηξηάδνπλ θάζε θνξά ηα δεδνκέλα ζηελ θακπχιε αλαθνξάο. Δπί ηεο νπζίαο, ε 

ηηκή ηνπ R
2
 εθθξάδεη ηελ γξακκηθφηεηα ηεο θακπχιεο θαη ζηελ ηδαληθή πεξίπησζε 

είλαη R
2
=1, ελψ ζηελ πξαγκαηηθφηεηα ε κέγηζηε ηηκή ηνπ είλαη 0,999. 

 

5. πλζήθεο ηεο Real Time PCR 

    ε θάζε αληίδξαζε ηεο Real Time PCR ηνπνζεηήζεθε 1κl cDNA (αξαησκέλν 1:3), 

5κl 2x κίγκαηνο αληίδξαζεο (KAPA SYBR
®
 FAST qPCR master mix (KAPA 

BIOSYSTEMS) θαη 1κl απφ θάζε εθθηλεηή (αλνδηθφο θαη θαζνδηθφο ηειηθήο 

ζπγθέληξσζεο 1κΜ ν θαζέλαο). Ο ηειηθφο φγθνο ηεο αληίδξαζεο αλεξρφηαλ ζηα 
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10κl. Οη αληηδξάζεηο πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξεηο θνξέο γηα ην θάζε δείγκα. ην 

πξφγξακκα ζεξκνθξαζηψλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ 

δηαθφξσλ αληηδξάζεσλ πεξηιακβάλνληαλ νη εμήο θχθινη: 

i. Απνδηάηαμε ηεο δηπιήο έιηθαο ζηνπο 95⁰C γηα 20 δεπηεξφιεπηα 

ii. Απνδηάηαμε ηεο έιηθαο γηα 20 δεπηεξφιεπηα ζε ζεξκνθξαζία 95⁰C, αθνινχζσο 

πβξηδηζκφο ησλ εθθηλεηψλ γηα 30 δεπηεξφιεπηα ζε ζεξκνθξαζία 60⁰C θαη δξάζε ηεο 

πνιπκεξάζεο ζηνπο 72⁰C γηα 30 δεπηεξφιεπηα ψζηε λα επηκεθπλζεί ε αιπζίδα. Ο 

δεχηεξνο θχθινο επαλαιακβάλεηαη 40 θνξέο. 

Σα πξντφληα PCR πνπ πξνέθπςαλ επαιεζεχηεθε φηη ήηαλ ηα επηζπκεηά κε ηελ 

αλάιπζε ηεο θακπχιεο ηήμεο. Σν πξφγξακκα γηα ηελ θακπχιε ηήμεο, θνηλφ γηα φια 

ηα γνλίδηα, είρε έλα πξψην βήκα αλχςσζεο ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηνπο 95
0
C γηα 15 sec, 

ζηε ζπλέρεηα κείσζε ηεο ζεξκνθξαζίαο κέρξη ηνπο 60
0
C γηα 1 min θαη ηέινο έλα 

ηξίην βήκα αλχςσζεο ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηνπο 95
0
C γηα 15 sec. Ζ πηψζε ηεο 

ζεξκνθξαζίαο γηλφηαλ θαηά 0,3
0
C/sec, κε 2s hold/step. Ζ κέηξεζε ηνπ θζνξηζκνχ 

(fluorescence acquisition) πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνπο 72
0
C. Σα απνηειέζκαηα 

αλαιχζεθαλ ρξεζηκνπνηψληαο ην ινγηζκηθφ πξφγξακκα ηεο ζπζθεπήο StepOnePlus 

RT-PCR System Software v2.1. Ζ απφδνζε φισλ ησλ αληηδξάζεσλ Real Time PCR 

ππφινγίζηεθε κε βάζε ηελ θιίζε ηεο πξφηππεο θακπχιεο (slope) ζχκθσλα κε ηελ 

εμίζσζε E=10
-1/slope

. Σα απνηειέζκαηα αλαιχζεθαλ θαη νη ιφγνη έθθξαζεο 

ππνινγίζηεθαλ κε ην καζεκαηηθφ κνληέιν ηνπ Pfaffl (Pfaffl, 2001, Pfaffl et al., 2002, 

Pfaffl, 2004). Σν καζεκαηηθφ κνληέιν ηνπ Pfaffl πξνβιέπεη εμνκάιπλζε ησλ 

απνδφζεσλ ησλ δηαθνξεηηθψλ αληηδξάζεσλ θαη γη’απηφ ζεσξείηαη πην αθξηβήο ηξφπνο 

πξνζέγγηζεο. Οη ιφγνη έθθξαζεο ππνινγίδνληαη απφ ηελ εμίζσζε R = Etarget
ΓCt target 

(control-sample)
 / Eref 

ΓCt ref (control-sample)
 (Pfaffl, 2001, Pfaffl et al., 2002). 

 

6. Οη εθθηλεηέο ζηε real-time PCR 

   Γηα ηε ζσζηή ιεηηνπξγία ηεο κεζφδνπ RT - PCR ν ζρεδηαζκφο ησλ εθθηλεηψλ έρεη 

ηδηαίηεξε ζεκαζία, νη νπνίνη πξέπεη λα έρνπλ ζρεδηαζηεί έηζη ψζηε λα είλαη εηδηθνί 

γηα ηελ αιιεινπρία-ζηφρν, ρσξίο παξαπξντφληα απφ κε εηδηθέο ζπλδέζεηο. Γηα ην 

ζθνπφ απηφ ρξεζηκνπνηνχληαη νξηζκέλνη θαλφλεο ζην ζρεδηαζκφ ηνπο φπσο: 

α) απνθπγή ηεο ζπκπιεξσκαηηθφηεηαο άλσ ησλ 3 ζπλερφκελσλ βάζεσλ κεηαμχ ηνπο 

ηδηαίηεξα ζην 3΄ άθξν, ε νπνία κπνξεί λα πξνθαιέζεη ηελ εκθάληζε “δηκεξψλ 

εθθηλεηψλ” (primer dimer), θαηλφκελν ην νπνίν πξνθαιείηαη φηαλ ν έλαο εθθηλεηήο 

πξνεθηείλεηαη απφ ηελ πνιπκεξάζε ρξεζηκνπνηψληαο σο εθκαγείν ηνλ άιιν εθθηλεηή 

ή θαη ηνλ εαπηφ ηνπ, κε απνηέιεζκα ηνλ ζρεκαηηζκφ ελφο ιαλζαζκέλνπ κηθξνχ 

πξντφληνο. 

β) πεξηεθηηθφηεηα ζε GC παξφκνηα κε ηελ αιιεινπρία-ζηφρν θαη κεηαμχ 40-60% 

γ) απνθπγή εθηάζεσλ κε πνιππνπξίλεο, πνιπππξηκηδίλεο ή επαλαιακβαλφκελεο 

αιιεινπρίεο 

δ) παξαπιήζην κεηαμχ ηνπο κέγεζνο πεξίπνπ 20 βάζεσλ θαη κέγεζνο κεηαγξάθνπ 80-

150bp 

ε) Σm* (ζεξκνθξαζία ηήμεο) κεηαμχ 60-65
0
C πνπ λα κε δηαθέξεη πεξηζζφηεξν απφ 

1
0
C αλάκεζά ηνπο.(*Tm: ε ζεξκνθξαζία ζηελ νπνία ην 50% ησλ κνξίσλ ηνπ DNA 

είλαη απνζπλδεδεκέλα θαη ην 50% είλαη ζπλδεδεκέλα.) 

Γηα ην ζρεδηαζκφ ησλ εθθηλεηψλ ππάξρνπλ αξθεηά βνεζεηηθά πξνγξάκκαηα 

ινγηζκηθνχ, φπσο ην Primer Express Software v.2 (Αpplied Biosystems), ην νπνίν θαη 

ρξεζηκνπνηήζακε. Γηα ηελ επηβεβαίσζε ηεο κε εηδηθήο ελίζρπζεο ςεπδνγνληδίσλ ή 

άιισλ ηκεκάησλ ρξεζηκνπνηήζακε ην Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

ηνπ National Center for Biotechnology Information (NCBI). Σέινο, ε απνπζία κε 
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εηδηθήο ελίζρπζεο θαη δεκηνπξγίαο παξαπξντφλησλ ειέγρζεθε κε ηηο θακπχιεο ηήμεο 

ησλ πξντφλησλ ζην ηέινο θάζε αληίδξαζεο Real-Time PCR. 
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Πίνακαρ 3: Υαξαθηεξηζηηθά ησλ εθθηλεηψλ ηεο real-time RT-PCR γηα ηελ 

αλίρλεπζε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ sigB, plcA, plcB, hlyA, inlA, inlB, inlC, inlJ, lmo2672 και lmo2470 

ΓΟΝΗΓΗΑ PRIMERS ΑΛΛΖΛΟΤΥΗΑ ΤΓΚΔΝΣΡΧΖ ΜΔΓΔΘΟ 

16S 16S_f 

16S_r 

GATGCATAGCCGACCTGAGA 

CTCCGTCAGACTTTCGTCCA 

1 κΜ 

1 κΜ 

135bp 

rpob Rpob_f 

Rpob_r 

CCGCGATGCGAAAACAAT 

CCWACAGAGATACGGTTATCRAATGC 

1 κΜ 

1 κΜ 

69bp 

IGS IGS_f 

IGS_r 

GGCCTATAGCTCAGCTGGTTA 

GCTGAGCTAAGGCCCCGTAAA 

1 κM 

1 κM 

114bp 

sigB sigB_f 

sigB_r 

CCAAGAAAATGGCGATCAAGAC 

CGTTGCATCATATCTTCTAATAGCT 

1 κM 

1 κM 

166bp 

hlyA hlyA_f 

hlyA_r 

TACATTAGTGGAAAGATGG 

ACATTCAAGCTATTATTTACA 

1 κM 

1 κM 

153bp 

plcA plcA_f 

plcA_r 

CTAGAAGCAGGAATACGGTACA 

ATTGAGTAATCGTTTCTAAT 

1 κM 

1 κM 

115bp 

plcB plcB_f 

plcB_r 

CAGGCTACCACTGTGCATATGAA 

CCATGTCTTCYGTTGCTTGATAATTG 

1 κΜ 

1 κΜ 

72bp 

inlA inlA_f 

inlA_r 

AATGCTCAGGCAGCTACAMTTACA 

CGTGTCTGTTACRTTCGTTTTTCC 

1 κΜ 

1 κΜ 

114bp 

inlB inlB_f 

inlB_r 

AAGCAMGATTTCATGGGAGAGT 

TTACCGTTCCATCAACATCATAACTT 

1 κΜ 

1 κΜ 

78bp 

inlC inlC_f 

inlC_r 

ACTGGTCAGAAATGTGTGAATGA 

CCATCTGGGTCTTTGACAGT 

1 κΜ 

1 κΜ 

80bp 

inlJ inlJ_f 

inlJ_r 

TGCGTAAATGCTCACATCCAAG 

TTGCCCTTCAGCATCCAAGT 

1 κΜ 

1 κΜ 

81bp 

Lmo2672 Lmo2672_f 

Lmo2672_r 

CGGCACACTTGGATTCTCAT 

AAACACATGGGACTTGCACC 

1 κΜ 

1 κΜ 

90bp 

Lmo2470 Lmo2470_f 

Lmo2470_r 

TGATTCCATGCAATTACTAGAACG 

ACTCCGTTAGTTTAGCCCCA 

1 κΜ 

1 κΜ 

86bp 
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7. Τπνινγηζκφο CFU (Colony Forming Unit)       

     Γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηνπ αξηζκνχ θπηηάξσλ (CFU), ψζηε λα αληηζηνηρίζνπκε κε 

βάζε ηνπο θχθινπο πνζνηηθνπνίεζεο ηελ πνζφηεηα ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζηα 

ηέζζεξα ζηάδηα ηεο δεηγκαηνιεςίαο ρξεηάδεηαη ε θαηαζθεπή πξφηππεο θακπχιεο. Γηα 

ηελ πξφηππε θακπχιε ρξεζηκνπνηήζεθε ην γνλίδην inlB. Σν γνλίδην inlB επηιέρζεθε 

σο θαηάιιειν βάζεη ηνπ ζηαηηζηηθνχ πξνγξάκκαηνο NormFinder θαζψο είλαη 

ζηαζεξφο δείθηεο θαη ραξαθηεξίδεηαη απφ κε κεηαβνιή ζηελ έθθξαζή ηνπ, φπσο 

πξνέθπςε απφ ηνπο ιφγνπο έθθξαζεο πνπ ππνινγίζηεθαλ κε ην καζεκαηηθφ κνληέιν 

ηνπ Pfaffl. ηελ πεξίπησζε απηή, ε θακπχιε πξνέθπςε απφ δηαδνρηθέο δεθαδηθέο 

αξαηψζεηο πγξήο θαιιηέξγεηαο ηνπ ζηειέρνπο R.9.1 πνπ είρε πξνζδηνξηζζεί ν αξηζκφο 

απνηθηψλ/mL, (εκβνιηαζκφο ηνπ ζηειέρνπο ζε πγξφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα BHI broth 

αληί γηα γαζηξηθφ θαη δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ αθνινπζψληαο αθξηβψο ηα ίδηα ρξνληθά 

δηαζηήκαηα επψαζεο θαη ζηάδηα δεηγκαηνιεςίαο πνπ έγηλαλ ζην θαλνληθφ πείξακα). 
Σν εχξνο ησλ αξαηψζεσλ ήηαλ 10

10
 –10

2
 CFU/mL. ηε ζπλέρεηα έγηλε απνκφλσζε 

νιηθνχ RNA. Σν RNA, ζηε ζπλέρεηα, κεηαγξάθεθε ζε cDNA θαη αθνινχζεζε Real – 

Time PCR. Μεηά ην ηέινο ηεο αληίδξαζεο, εκθαλίζηεθε ε πξφηππε θακπχιε θαηφπηλ 

εθαξκνγήο αλάιπζεο γξακκηθήο παιηλδξφκεζεο (linear regression), φπνπ ν 

ζπληειεζηήο R
2
 ήηαλ ίζνο κε 0,990 δειαδή ε ζπζρέηηζε ησλ ηηκψλ Ct-log ήηαλ 

γξακκηθή. Ζ ζπλάξηεζε πνπ πεξηγξάθεη ηελ πξφηππε θακπχιε έρεη ηε κνξθή y=ax+b 

θαη ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηνλ απεπζείαο ππνινγηζκφ ηνπ ινγαξίζκνπ ηεο 

ζπγθέληξσζεο (x) απφ ηελ ηηκή ηνπ Ct (y) θάζε δείγκαηνο. Αθνινχζσο νη ηηκέο Ct 

πνπ πξνέθπςαλ απφ ηε Real Time PCR ησλ δεηγκάησλ, γηα ην γνλίδην inlB, 

πξνβιήζεθαλ πάλσ ζηελ πξφηππε θακπχιε θαη βξέζεθε ε αληίζηνηρε ηηκή CFU/mL. 

Απηή ε ηηκή ζεσξεηηθά αληηζηνηρεί ζηνλ αξηζκφ βηψζηκσλ θπηηάξσλ πνπ εθθξάδνπλ 

ην ζπγθεθξηκέλν γνλίδην. 

 

 
Γιάγπαμμα 1: Πξφηππε θακπχιε πνζνηηθνπνίεζεο πνπ ζρεκαηίδεηαη απφ πέληε ζεκεία, δειαδή απφ 

πέληε αξαηψζεηο ηνπ γνληδίνπ inlB 
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5. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ  
 

 

5.1 Μηθξνβηαθέο αλαιχζεηο 

       

     Καηά ηε δηάξθεηα ηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζπλνιηθά 

ηέζζεξηο δεηγκαηνιεςίεο: 

1. Kαηά ηνλ εκβνιηαζκφ ηνπ γαζηξηθνχ πγξνχ κε θαιιηέξγεηεο ηνπ ζηειέρνπο L. 

monocytogenes R.9.1 (ηάδην 1). 

2.  Μεηά ηελ επψαζε ηνπ γαζηξηθνχ πγξνχ κε ην ζηέιερνο (επψαζε ζηνπο 37
ν
C 

γηα 100 ιεπηά – ηάδην 2).  

3. Καηά ηελ επαλαηψξεζε ηνπ ζηειέρνπο ζην δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ (ηάδην 3)  

4. Καη κεηά ηελ επψαζε ηνπ εκβνιηαζκέλνπ δσδεθαδαθηπιηθνχ πγξνχ (επψαζε 

ζηνπο 37
ν
C γηα 2 ψξεο – ηάδην 4).  

      Με ηελ νινθιήξσζε ησλ πεηξακάησλ ζην ζχλνιν ησλ δεηγκάησλ παξαηεξήζεθε 

φηη δελ θαζίζηαηαη δπλαηή ε εθηίκεζε ησλ κεηαβνιψλ ηνπ πιεζπζκνχ ηνπ παζνγφλνπ 

κηθξννξγαληζκνχ κε ηηο θιαζηθέο κηθξνβηνινγηθέο ηερληθέο (θαιιηέξγεηα). 

      Σα απνηειέζκαηα ησλ παξαπάλσ δεηγκαηνιεςηψλ παξαηίζεληαη ζην παξαθάησ 

δηάγξακκα ηαδίσλ (1, 2, 3, 4) θαη Πιεζπζκνχ CFU/mL. Δπηζεκαίλεηαη φηη ν 

αξρηθφο πιεζπζκφο ηνπ ζηειέρνπο είλαη 9 log CFU/mL θαη ην 0 αληηζηνηρεί ζηελ 

πξαγκαηηθφηεηα ζε πιεζπζκφ θάησ απφ ην φξην πνζνηηθνπνίεζεο (φξην αλίρλεπζεο 3 

log CFU/mL). 

       
Γιάγπαμμα 2: Γηάγξακκα ηαδίσλ 1-2-3-4 (x) - log CFU/mL (y) 
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Listeria R.9.1



65 

 

5.2  Πξνζδηνξηζκφο απνδνηηθφηεηαο ηεο κεζφδνπ (Efficiency) 

      Έπεηηα απφ ηελ δηαδηθαζία πνπ πεξηγξάθεθε ζην αληίζηνηρν θεθάιαην (βι ζει 58) θαη 

ρξεζηκνπνηψληαο ηελ εμίζσζε E =10
-1/slope

 παξαηεξνχκε φηη νη ηηκέο πνπ πξνθχπηνπλ γηα 

ηελ απνδνηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ θπκαίλνληαη αλάκεζα ζηηο επηζπκεηέο ηηκέο δειαδή απφ 

Δ=1.95 έσο Δ=2.10. Οη ηηκέο κε Δ>2.10 νθείινληαη ζην φηη ε ζπγθεθξηκέλε κέζνδνο 

ππνινγηζκνχ ηνπ Δ ππεξεθηηκά ηελ πξαγκαηηθή ηηκή ηνπ (Pfaffl, 2004), θαη γηα απηφ ην 

ιφγν δελ απνξξίθζεθαλ ηα γνλίδηα. 

 
Πίνακαρ 4: Γνλίδηα πνπ κειεηήζεθαλ θαη απνδνηηθφηεηα κεζφδνπ 

   

ΓΟΝΗΓΗΑ Efficiency 

16S 2.05 

rpob 2.04 

IGS 2.09 

sigB 2.13 

plcA 1.94 

plcB 2 

hlyA 1.98 

inlA 2.12 

inlB 2.04 

inlC 2.06 

inlJ 2.03 

lmo2470 2.1 

lmo 2672 2.1 

 

Παξαθάησ παξαηίζεληαη σο παξάδεηγκα ηα απνηειέζκαηα ηεο κεζφδνπ Real Time PCR γηα 

ην γνλίδην αλαθνξάο IGS 

 
Πίνακαρ 5: Δπεμεξγαζκέλα δεδνκέλα ηνπ γνληδίνπ IGS 

Ποζό (amount) 

(ng) 

Ct Average Ct Log ποζό 

(amount) 

37.5 18.54 

 

17.9 

 

17.92 

 

18.12 

 

1.574031 

 

3.75 21.07 

 

21.07 

 

21.27 

 

21.13667 

 

0.574031 

 

0.375 24.66 

 

24.49 

 

24.36 

 

24.50333 

 

-0.42597 

 

0.0375 27.62 

 

27.71 

 

27.8 

 

27.71 

 

-1.42597 

 

0.00375 30.42 

 

30.33 

 

30.57 

 

30.44 

 

-2.42597 

 

 

 

Slope 

Κιίζε 

Δfficiency 

Απνδνηηθφηεηα 

-3.12133 2.09 
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Γιάγπαμμα 3: Kακπχιε αλαθνξάο (standard curve) πνπ ζρεκαηίδεηαη απφ πέληε ζεκεία, δειαδή απφ πέληε 

αξαηψζεηο ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο IGS 

 

 
 

 

5.3 REAL TIME PCR 

     H αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηεο κεζφδνπ Real Time PCR φζνλ αθνξά ηελ έθθξαζε 

ησλ γνληδίσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην καζεκαηηθφ κνληέιν ηνπ Pfaffl (Pfaffl, 2001, Pfaffl 

et al., 2002, Pfaffl, 2004). Οη ιφγνη έθθξαζεο ππνινγίδνληαη απφ ηελ εμίζσζε R = 

Etarget
ΓCt target (control-sample)

 / Eref 
ΓCt ref (control-sample)

 (Pfaffl, 2001; Pfaffl et al., 2002). 

 

5.3.1 Απνηειέζκαηα βάζεη ηνπ καζεκαηηθνχ ηχπνπ θαηά Pfaffl 

          Ύζηεξα απφ ηελ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηεο κεζφδνπ Real Time PCR 

κεηαβνιέο παξαηεξήζεθαλ ζηελ έθθξαζε ησλ γνληδίσλ παζνγέλεηαο ζε ζρέζε κε 

αληίζηνηρε έθθξαζή ηνπο έπεηηα απφ αλάπηπμε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζε γεληθφ ζξεπηηθφ 

ππφζηξσκα θαη αληίζηνηρεο ζπλζήθεο θαιιηέξγεηαο. Ζ έθθξαζε επεξεάζηεθε ζε φια ηα 

ππφ κειέηε γνλίδηα θαη θπξίσο κεηά ην ζηάδην ηεο επψαζεο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζην 

γαζηξηθφ πγξφ θαη θαηά ην ζηάδην ηεο επαλαδηάιπζεο ηνπ ηδήκαηνο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ 

ζε δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ.  

          ηα παξαθάησ δηαγξάκκαηα παξνπζηάδεηαη ε ζπγθεληξσηηθή απνηειεζκάησλ ηεο 

κεηαβνιήο ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ κε ηε ρξήζε RT-PCR εθθξαζκέλε ζε ινγάξηζκν 

ηνπ δχν (log2) θαη δείρλνπλ πφζεο θνξέο πεξηζζφηεξν ή ιηγφηεξν εθθξάδεηαη έλα γνλίδην 

ζηα ηέζζεξα ζηάδηα ηεο δεηγκαηνιεςίαο (ηάδην 1- 2- 3- 4). χκθσλα κε ηε κέζνδν θαηά 

Pfaffl φηαλ ε έθθξαζε είλαη πάλσ απφ 2 ζεσξνχκε φηη ην γνλίδην ππέξ-εθθξάδεηαη. Δλψ 

φηαλ ε έθθξαζε είλαη θάησ απφ -2 ζεσξνχκε φηη ην γνλίδην ππφ-εθθξάδεηαη.  

          ηηο επφκελεο ζειίδεο παξνπζηάδνληαη ηα δηαγξάκκαηα ησλ απνηειεζκάησλ γηα θάζε 

γνλίδην παζνγέλεηαο μερσξηζηά. 
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ην δηάγξακκα 4 θαίλεηαη φηη ε γνληδηαθή έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ sigB παξνπζίαζε 

ζηαζεξφηεηα ζηνπο 10 αζζελείο θαη ππνέθθξαζε απφ 2,31±0,31 έσο  5,65±0,49 θνξέο ζε 5 

αζζελείο (2, 4, 8, 12, 14 ), θπξίσο ζην ζηάδην κεηά ηελ επψαζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζην 

γαζηξηθφ πγξφ. 

 

 

 

 
 
Γιάγπαμμα 4: Aπνηειέζκαηα RT-PCR. Παξνπζηάδνληαη νη δηαθνξέο ζηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ sigB ζε 

ζρέζε κε ηα ζηάδηα δεηγκαηνιεςίαο γηα ην ζχλνιν ησλ αζζελψλ. Σα απνηειέζκαηα είλαη ζε θιίκαθα log2.  
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        ην δηάγξακκα 5 παξαηεξείηαη φηη ην γνληδίν plcA παξνπζίαζε ζηαζεξφηεηα ζηελ 

έθθξαζή ηνπ ζε 5 αζζελείο (2, 4, 5, 6, 10), ππεξέθθξαζε απφ 2,39±0,09 έσο 6,66±0,89 

θνξέο ζε 7 αζζελείο (3, 7, 9, 11, 12, 13, 15) θαη ππνέθθξαζε απφ 2,90±0,84 έσο 3,71±0,97 

θνξέο ζηνπο 3 αζζελείο (1, 8, 14) ησλ νπνίσλ ην pH ηνπ γαζηξηθνχ πγξνχ κεηξήζεθε λα 

έρεη αξθεηά πςειέο ηηκέο (7,99, 7,36 θαη 7,93 αληίζηνηρα).  

 

 

 
 

Γιάγπαμμα 5: Aπνηειέζκαηα RT-PCR. Παξνπζηάδνληαη νη δηαθνξέο ζηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ plcA ζε 

ζρέζε κε ηα ζηάδηα δεηγκαηνιεςίαο γηα ην ζχλνιν ησλ αζζελψλ. Σα απνηειέζκαηα είλαη ζε θιίκαθα log2.  

 

         

 

 

         ηα δηαγξάκκαηα 6 θαη 7 παξαηεξείηαη θπξίσο κε κεηαβνιή ζηελ έθθξαζε ησλ 

γνληδίσλ inlA θαη inlB. ηηο ππφινηπεο πεξηπηψζεηο ηα γνλίδηα είηε ππεξεθθξάζηεθαλ είηε 

ππνεθθξάζηεθαλ. Σν γνλίδην inlA παξνπζίαζε ππνέθθξαζε ζε 3 αζζελείο (5, 10, 13)  θαηά 

ην ηειεπηαίν ζηάδην ηεο κειέηεο, ζε 2 αζζελείο (8, 11) θαηά ην δεχηεξν ζηάδην ηεο κειέηεο 

θαζψο θαη ζε 1 αζζελή (14) θαηά ηα ηξία ηειεπηαία ζηάδηα ηεο κειέηεο, ε νπνία 

θπκάλζεθε απφ 2,32±0,06 έσο 4,88±0,35 θνξέο. Σν γνλίδην inlB παξνπζίαζε ππεξέθθξαζε 

ζε 5 αζζελείο (2, 3, 7, 9, 15 - θαηά ην ηξίην ζηάδην ηεο κειέηεο) απφ 2,44±0,41 έσο 

4,09±1,14 θνξέο θαη ππνέθθξαζε ζε 1 αζζελή (14) απφ 3,64±1,45 έσο 4,95±0,29 θνξέο. 
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Γιάγπαμμα 6: Aπνηειέζκαηα RT-PCR. Παξνπζηάδνληαη νη δηαθνξέο ζηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ inlA ζε 

ζρέζε κε ηα ζηάδηα δεηγκαηνιεςίαο γηα ην ζχλνιν ησλ αζζελψλ. Σα απνηειέζκαηα είλαη ζε θιίκαθα log2.  

 

 
 

Γιάγπαμμα 7: Aπνηειέζκαηα RT-PCR. Παξνπζηάδνληαη νη δηαθνξέο ζηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ inlB ζε 

ζρέζε κε ηα ζηάδηα δεηγκαηνιεςίαο γηα ην ζχλνιν ησλ αζζελψλ. Σα απνηειέζκαηα είλαη ζε θιίκαθα log2. 
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ηα γνλίδηα plcB, inlJ, lmo2470 θαη lmo2672 (δηαγξάκκαηα 8, 9, 10, 11) παξαηεξήζεθε ζε 

νξηζκέλνπο αζζελείο ζηαζεξφηεηα θαη ζε άιινπο ππεξέθθξαζε. πγθεθξηκέλα ην γνλίδην 

plcB παξέκεηλε ζηαζεξφ ζε 2 αζζελείο (5, 6), παξνπζίαζε ππνέθθξαζε (2,56±0,01) ζε 1 

αζζελή (14) θαηά ην ηξίην ζηάδην ηεο κειέηεο θαη ζηνπο ππφινηπνπο ππεξεθθξάζηεθε απφ 

2,17±0,02 έσο 7,49±0,49 θνξέο. Σα γνλίδηα inlJ θαη lmo2470 ππεξεθθξάζηεθαλ απφ 

2,83±0,84 έσο 6,74±0,85 θνξέο θαη απφ 2,78±0,26 έσο 7,71±1,41 θνξέο, αληίζηνηρα, ζε 12 

αζζελείο. ηαζεξφηεηα ζηελ έθθξαζή ηνπο παξαηεξήζεθε ζε 2 δηαθνξεηηθνχο (4, 8 θαη 2, 

6, αληίζηνηρα,) θαη έλα θνηλφ αζζελή (14). Σν γνλίδην lmo2672 ππεξεθθξάζηεθε απφ 

2,46±0,36 έσο 5,98±0,52 θνξέο θαη δηαηήξεζε ζηαζεξή ηελ έθθξαζή ηνπ ζε 6 αζζελείο (2, 

4, 6, 9, 13, 14). 

 

 
Γιάγπαμμα 8: Aπνηειέζκαηα RT-PCR. Παξνπζηάδνληαη νη δηαθνξέο ζηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ plcB ζε 

ζρέζε κε ηα ζηάδηα δεηγκαηνιεςίαο γηα ην ζχλνιν ησλ αζζελψλ. Σα απνηειέζκαηα είλαη ζε θιίκαθα log2. 
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Γιάγπαμμα 9: Aπνηειέζκαηα RT-PCR. Παξνπζηάδνληαη νη δηαθνξέο ζηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ inlJ ζε 

ζρέζε κε ηα ζηάδηα δεηγκαηνιεςίαο γηα ην ζχλνιν ησλ αζζελψλ. Σα απνηειέζκαηα είλαη ζε θιίκαθα log2. 

 

 
Γιάγπαμμα 10: Aπνηειέζκαηα RT-PCR. Παξνπζηάδνληαη νη δηαθνξέο ζηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ lmo2470 

ζε ζρέζε κε ηα ζηάδηα δεηγκαηνιεςίαο γηα ην ζχλνιν ησλ αζζελψλ. Σα απνηειέζκαηα είλαη ζε θιίκαθα log2. 
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Γιάγπαμμα 11: Aπνηειέζκαηα RT-PCR. Παξνπζηάδνληαη νη δηαθνξέο ζηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ lmo2672 
ζε ζρέζε κε ηα ζηάδηα δεηγκαηνιεςίαο γηα ην ζχλνιν ησλ αζζελψλ. Σα απνηειέζκαηα είλαη ζε θιίκαθα log2. 

 

     

 ηα δηαγξάκκαηα 12 θαη 13 θαίλεηαη φηη ηα γνλίδηα hly θαη inlC παξνπζίαζαλ 

ππεξέθθξαζε ζην ζχλνιν ησλ αζζελψλ. Σν hly ππεξεθθξάζηεθε απφ 3,16±0,45 έσο 

14,53±0,28 θνξέο, ελψ ην γνλίδην inlC ήηαλ απηφ πνπ παξνπζίαζε θαη ηε κεγαιχηεξε 

ππεξέθθξαζε κε ηηκέο απφ 3,08±0,73 έσο 26,93±0,82 θνξέο κεγαιχηεξεο απφ ηελ 

αληίζηνηρε έθθξαζή ηνπ ζην γεληθφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα. 
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Γιαγπάμμαηα 12 και 13 (ανηίζηοισα): Aπνηειέζκαηα RT-PCR. Παξνπζηάδνληαη νη δηαθνξέο ζηελ έθθξαζε 

ησλ γνληδίσλ hlyA θαη inlC ζε ζρέζε κε ηα ζηάδηα δεηγκαηνιεςίαο γηα ην ζχλνιν ησλ αζζελψλ. Σα 

απνηειέζκαηα είλαη ζε θιίκαθα log2. 
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14νο Αζζελήο 

15νο Αζζελήο 
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5.3.2  Απνηειέζκαηα ππνινγηζκνχ CFU (Colony Forming Unit) 

Όπσο πξναλαθέξζεθε νη ηηκέο Ct πνπ πξνέθπςαλ απφ ηε Real Time PCR ησλ δεηγκάησλ, 

γηα ην γνλίδην InlB θαη γηα ηα ηέζζεξα ζηάδηα ηεο δεηγκαηνιεςίαο, πξνβιήζεθαλ πάλσ 

ζηελ πξφηππε θακπχιε θαη βξέζεθε ε αληίζηνηρε ηηκή CFU/mL. Απηή ε ηηκή ζεσξεηηθά 

αληηζηνηρεί ζηνλ αξηζκφ βηψζηκσλ θπηηάξσλ πνπ εθθξάδνπλ ην ζπγθεθξηκέλν γνλίδην. Σα 

απνηειέζκαηα παξαηίζεληαη ζην παξαθάησ δηάγξακκα ηαδίσλ θαη Πιεζπζκνχ log 

CFU/mL. 

 

 

 
Γιάγπαμμα 14: Γηάγξακκα ηαδίσλ 1-2-3-4 (x) - log CFU/mL (y) 

 
 

 

  

0

2

4

6

8

10

12

0 1 2 3 4

lo
g
 C

F
U

/m
l 

ηάδια 1 - 2 - 3 - 4 

Ασθενής 1 

Ασθενής 2 

Ασθενής 3 

 Ασθενής 4 

Ασθενής 5 

 Ασθενής 6 

Ασθενής 7 

 Ασθενής 8 

 Ασθενής 9 

 Ασθενής 10 

 Ασθενής 11 

 Ασθενής 12 

 Ασθενής 13 

 Ασθενής 14 

 Ασθενής 15 



75 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΚΔΦΑΛΑΗΟ 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



76 

 

6. ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ ΚΑΗ ΤΕΖΣΖΖ 

 
ηελ παξνχζα εξγαζία έγηλε κειέηε ηεο πιεζπζκηαθήο κεηαβνιήο θαη 

πξνζδηνξηζκφο ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ παζνγέλεηα ηνπ 

ηξνθηκνγελνχο παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ Listeria monocytogenes κεηά απφ in vitro 

έθζεζε ζε αλζξψπηλν γαζηξηθφ θαη δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ, πνπ ζπιιέρζεθαλ 

ελδνζθνπηθά. 

πγθεθξηκέλα θαιιηέξγεηεο ηνπ ζηειέρνπο ηνπ παζνγφλνπ κηθξνννξγαληζκνχ L. 

monocytogenes LQC 15257 (R.9.1), πνπ αλήθεη ζηνλ νξφηππν 4b, θαη έρεη απνκνλσζεί απφ 

δείγκαηα θξάνπιαο εκβνιηάζηεθαλ ζε δείγκαηα γαζηξηθνχ πγξνχ θαη δσδεθαδαθηπιηθνχ 

πγξνχ. Αθνινχζεζε επψαζε ζηνπο 37
ν
C γηα 100 min θαη θπγνθέληξεζε. Σν ίδεκα 

επαλαδηαιχζεθε ζε δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ θαη επσάζηεθε ζηνπο 37
ν
C γηα 2 h. Οη 

κεηαβνιέο ηνπ πιεζπζκνχ ηνπ παζνγφλνπ θαη ε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ παζνγέλεηαο 

κειεηήζεθαλ κέζσ εθαξκνγήο ηεο κεζφδνπ Real Time PCR. Γηα ηελ αλίρλεπζε θαη 

παξαθνινχζεζε ηεο παξαγσγήο ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ε 

ρξσζηηθή SYBR
®
 Green I. Ζ βειηηζηνπνίεζε ηεο Real Time PCR είλαη πνιχ ζεκαληηθή 

γηα αμηφπηζηα θαη επαλαιακβαλφκελα απνηειέζκαηα. ηε κεζνδνινγία πνπ αλαπηχρζεθε, 

ηα απνηειέζκαηα επηηεχρζεθαλ φηαλ ε ζπγθέληξσζε ηνπ θάζε κνξίνπ εθθηλεηή ήηαλ ίζε 

κε 1κM θαη ηνπ cDNA ήηαλ 500-600 ng/κL. Αθφκε, πξαγκαηνπνηήζεθε αλάιπζε κε ηήμε 

ησλ πξντφλησλ κεηά ην ηέινο ηεο αληίδξαζεο, δειαδή αλάιπζε κε ρξήζε ηεο θακπχιεο 

ηήμεο (melt curve analysis). Καηά ηε δηάξθεηα ηεο θακπχιεο ηήμεο κεηξάηαη ν θζνξηζκφο 

πνπ εθπέκπεηαη θαζψο ηα πξντφληα ηεο αληίδξαζεο ζεξκαίλνληαη, απφ ζεξκνθξαζία 

ρακειφηεξε ηνπ ζεκείνπ ηήμεο ηνπο (Tm) κέρξη ζεξκνθξαζία κεγαιχηεξε ηνπ Tm ηνπο θαη 

απνδηαηάζζνληαη. Οη θνξπθέο πνπ εκθαλίδνληαη ζηελ θακπχιε ηήμεο αληηζηνηρνχλ ζηα 

πξντφληα πνπ έρνπλ εληζρπζεί κε ηελ αληίδξαζε θαη είλαη αλάινγεο ησλ δσλψλ ζηελ απιή 

ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα αγαξφδεο. πλεπψο, απηή ε αλάιπζε ζην ηέινο ηνπ 

πεηξάκαηνο είλαη ζεκαληηθή, γηαηί επηηξέπεη ηνλ πνηνηηθφ έιεγρν ησλ πξντφλησλ. 

Σα δεδνκέλα ηεο Real Time PCR κπνξνχλ λα πνζνηηθνπνηεζνχλ απνιχησο θαη 

ζρεηηθά. Ζ απφιπηε πνζνηηθνπνίεζε ρξεζηκνπνηεί κηα εζσηεξηθή ή εμσηεξηθή θακπχιε 

βαζκνλφκεζεο γηα λα ππνινγίζεη ηνλ  αξηζκφ ησλ αληηγξάθσλ πνπ έρνπλ εηζαρζεί. Ζ 

απφιπηε πνζνηηθνπνίεζε είλαη ζεκαληηθή ζηελ πεξίπησζε πνπ ζα πξέπεη λα θαζνξηζηεί ν 

αθξηβήο αξηζκφο αληηγξάθσλ, σζηφζν, ε ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε είλαη επαξθήο γηα ηηο 

πεξηζζφηεξεο θπζηνινγηθέο θαη παζνινγηθέο κειέηεο. Ζ ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε βαζίδεηαη 

ζηελ ζχγθξηζε κεηαμχ ηεο έθθξαζεο ελφο γνληδίνπ ζηφρνπ έλαληη ελφο γνληδίνπ αλαθνξάο 

θαη ηελ έθθξαζε ηνπ ίδηνπ γνληδίνπ ζε δείγκα ζηφρν έλαληη δεηγκάησλ αλαθνξάο.  

χκθσλα κε ηε βηβιηνγξαθία (Michael W. Pfaffl, 2004) κεκνλσκέλα δείγκαηα 

παξάγνπλ δηαθνξεηηθά ηζηνξηθά θζνξηζκνχ ζε πεξηβάιινλ Real Time PCR. Οη θακπχιεο 

εληζρχζεσο δηαθέξνπλ ζηελ θιίζε έπεηηα απφ νπνηαδήπνηε αχμεζε θζνξηζκνχ θαη  

αλάινγα κε ην επίπεδν ηνπ θζνξηζκνχ. Ζ απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ  έρεη 

ζεκαληηθή επίπησζε ζην ηζηνξηθφ θζνξηζκνχ θαη ηελ αθξίβεηα ηνπ αξηζκεηηθνχ 

απνηειέζκαηνο ηεο έθθξαζεο θαη επεξεάδεηαη θαζνξηζηηθά απφ ηα ζπζηαηηθά ηεο 

αληίδξαζεο. Ζ αμηνιφγεζε ινηπφλ ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο ηεο κεζφδνπ απνηειεί βαζηθφ 

δείθηε γηα ηε δηαδηθαζία πνζνηηθνπνίεζεο ηνπ γνληδίνπ. Ζ  ζηαζεξή ελίζρπζε ηεο 

απνδνηηθφηεηαο ηεο κεζφδνπ ζε φια ηα ζπγθξηηηθά δείγκαηα είλαη έλα ζεκαληηθφ θξηηήξην 

γηα ηε αμηφπηζηε ζχγθξηζε κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ θαη έηζη γίλεηαη θαίξηαο ζεκαζίαο θαηά 

ηελ αλάιπζε ηεο ζρέζεο κεηαμχ κίαο άγλσζηεο αιιεινπρίαο θαη κηα πξφηππεο 

αιιεινπρίαο. Οη δηνξζψζεηο ζηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ (Efficiency) κε ηελ 

βνήζεηα καζεκαηηθψλ κνληέισλ ζπλίζηαληαη θαη έρνπλ σο απνηέιεζκα κία πην αμηφπηζηε 

εθηίκεζε ηνπ βαζκνχ έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ. Μηθξέο δηαθνξέο ζηελ απνδνηηθφηεηα ηεο 
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κεζφδνπ  κεηαμχ γνληδίνπ ζηφρνπ θαη γνληδίνπ αλαθνξάο δεκηνπξγνχλ ςεπδή εθηίκεζε ηεο 

έθθξαζεο, θαζψο επίζεο παξαπιαλνχλ ηνλ εξεπλεηή ψζηε λα ππεξεθηηκά ή λα ππνεθηηκά 

ην «πξαγκαηηθφ» αξρηθφ πνζφ ηνπ mRNA. Γηαθνξέο ζηελ απνδνηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ  

PCR ηεο ηάμεσο ηνπ (ΓΔ) 3% (ΓΔ = 0,03) κεηαμχ γνληδίνπ-ζηφρνπ θαη ηνπ γνληδίνπ 

αλαθνξάο δεκηνπξγνχλ κηα εζθαικέλε δηαηχπσζε ζην ιφγν έθθξαζεο (R - ratio) απφ 47% 

ζε πεξίπησζε φπνπ Eζηόσος(target) <Eαναθοπαρ(ref) (φπνπ Δ ε απνδνηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ) κέρξη 

θαη 209% ζηελ πεξίπησζε φπνπ Eζηόσος (target)> Eαναθοπάρ(ref) κεηά απφ 25 θχθινπο. Σν θελφ 

απηφ ζα απμεζεί δξακαηηθά απφ πςειφηεξεο δηαθνξέο ζηελ απφδνζε ΓΔ =0.05 (28% θαη 

338%, αληίζηνηρα) θαη ΓΔ = 0,10 (72% θαη 1083%, αληίζηνηρα) θαη κεγαιχηεξν αξηζκφ 

θχθισλ. πλεπψο νη δηνξζψζεηο ζηελ απνδνηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ ζα πξέπεη λα 

ζπκπεξηιακβάλνληαη ζηελ κέζνδν ππνινγηζκνχ ηεο ζρεηηθήο πνζνηηθνπνίεζεο ησλ 

δεηγκάησλ. Ζ εθηίκεζε ηεο επαθξηβήο απφδνζεο ησλ γνληδίσλ ζηφρσλ θαη ηνπ γνληδίνπ 

αλαθνξάο πξέπεη λα πξαγκαηνπνηείηαη πξηλ απφ θάζε ππνινγηζκφ ηεο θαλνληθήο έθθξαζεο 

ηνπ γνληδίνπ. 

ηελ παξνχζα κειέηε γηα ηνλ ππνινγηζκφ ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ηνπ εθάζηνηε 

γνληδίνπ-ζηφρνπ ζε ζρέζε κε ην γνλίδην αλαθνξάο, εθαξκφζζεθε ην καζεκαηηθφ κνληέιν 

ηνπ Pfaffl (Pfaffl, 2001; Pfaffl et al., 2002). Ζ καζεκαηηθή αλάιπζε θαηά Pfaffl 

ζπλππνινγίδεη ηηο δηαθνξεηηθέο απνδφζεηο θαη ρξεζηκνπνηεί ηελ εμίζσζε, R = Etarget 
ΓCt 

target (control-sample)
 / Eref 

ΓCt ref (control-sample)
 (φπνπ R είλαη ν ιφγνο ηεο έθθξαζεο ησλ 

γνληδίσλ), δειαδή, φρη κφλν ηελ παξαγσγή ηνπ εθάζηνηε γνληδίνπ ζηφρνπ, αιιά θαη ηνπ 

γνληδίνπ αλαθνξάο (IGS), πνπ δείρλεη ηε γεληθφηεξε κεηαγξαθηθή δξαζηεξηφηεηα ηνπ 

θπηηάξνπ. πλεπψο, ηα απνηειέζκαηα πνπ ιακβάλνληαη κε απηφλ ηνλ ηξφπν ππνινγηζκνχ 

είλαη πιεζηέζηεξα ζηελ πξαγκαηηθή θπηηαξηθή θαηάζηαζε. Χο εθ ηνχηνπ, πξνηείλνπκε ηελ 

εθαξκνγή απηνχ ηνπ καζεκαηηθνχ κνληέινπ ζηε ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε, αθφκα θαη ζε 

αληηδξάζεηο κε παξφκνηεο απνδφζεηο, σο πιένλ αμηφπηζην θαη αθξηβέο. 

Όζνλ αθνξά ηελ πιεζπζκηαθή κεηαβνιή ηνπ ηξνθηκνγελνχο παζνγφλνπ βαθηεξίνπ 

Listeria monocytogenes κεηά απφ in vitro έθζεζε ζε αλζξψπηλν γαζηξηθφ θαη 

δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ, ν πιεζπζκφο κεηψζεθε ζε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο. Όκσο, ν 

κηθξννξγαληζκφο ήηαλ κε αληρλεχζηκνο κε ηηο θιαζηθέο κηθξνβηνινγηθέο κεζφδνπο 

(δηάγξακκα 2) κεηά απφ επψαζε ζε γαζηξηθφ πγξφ 11 αζζελψλ (2
νο

, 4
νο

, 5
νο

, 6
νο

, 7
νο

, 9
νο

, 

10
νο

, 11
νο

, 12
νο

, 13
νο

, 15
νο

 αζζελήο) απφ ηνπο 12 (ζηνλ 3
ν
 αζζελή ν πιεζπζκφο ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ ήηαλ αληρλεχζηκνο) πνπ είραλ pH<2,9 έλαληη 1 αζζελή (8
oο

 αζζελήο) απφ 

ηνπο 3 (1
oο

, 8
oο

, 14
oο

 αζζελήο) κε γαζηξηθφ pH>2,9. Απφ ηα παξαπάλσ πξνθχπηεη ην 

ζπκπέξαζκα φηη ε έθζεζε ηνπ παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ Listeria monocytogenes ζε 

επηζαλάηηα επίπεδα φμηλεο θαηαπφλεζεο ζπγθεθξηκέλα ζην ηζρπξφ αλφξγαλν νμχ HCl 

(πδξνριψξην) (θχξην ζπζηαηηθφ ηνπ γαζηξηθνχ πγξνχ) πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ 

παξνχζα κειέηε θαηάθεξε λα επεξεάζεη ηελ επηβίσζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ  (ζεκαληηθή 

κείσζε ηνπ πιεζπζκoχ ηνπ παζνγφλνπ βαθηεξίνπ), κε απνηέιεζκα ν κηθξννξγαληζκφο λα 

θαίλεηαη φηη πθίζηαηαη ηε ζαλαηεθφξν επίδξαζε ηνπ πδξνρισξηθνχ νμένο. Δπηπξνζζέησο, 

ν αξηζκφο ησλ βηψζηκσλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ θαίλεηαη λα κελ έρεη ηε δπλαηφηεηα 

αλάπηπμεο θαη ζρεκαηηζκνχ απνηθηψλ κεηά απφ ηνλ ελνθζαικηζκφ ηνπ ζε εθιεθηηθά 

ζξεπηηθά ππνζηξψκαηα (PALCAM Listeria agar (LAB 148)). Δπηπιένλ θαηά ηνλ 

ππνινγηζκφ ηνπ αξηζκνχ θπηηάξσλ (CFU) (Colony Forming Unit), πνπ επηηεχρζεθε κε ηελ 

θαηαζθεπή πξφηππεο θακπχιεο ψζηε λα γίλεη αληηζηνίρηζε κε βάζε ηνπο θχθινπο 

πνζνηηθνπνίεζεο, πνπ πξνέθπςαλ απφ ηε Real Time PCR ησλ δεηγκάησλ, ηεο πνζφηεηαο 

ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζηα ηέζζεξα ζηάδηα ηεο δεηγκαηνιεςίαο (δηάγξακκα 14 - ηαδίσλ 

θαη Πιεζπζκνχ log CFU/mL), παξαηεξήζεθε φηη ν πιεζπζκφο ηνπ L. monocytogenes 

κεηψλεηαη ζεκαληηθά ζε φια ηα ζηάδηα δεηγκαηνιεςίαο θαη θπξίσο θαηά ην ζηάδην ηνπ 

εκβνιηαζκνχ ηνπ γαζηξηθνχ πγξνχ κε θαιιηέξγεηεο ηνπ ζηειέρνπο L. monocytogenes R.9.1 
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θαη κεηά ην ζηάδην ηεο επψαζεο ηνπ ηδήκαηνο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζε δσδεθαδαθηπιηθφ 

πγξφ. πγθεθξηκέλα απφ ηνπο 12 αζζελείο πνπ είραλ γαζηξηθφ πγξφ κε pH<2,9 ζε 7 

αζζελείο (2
νο

, 3
νο

, 7
νο

, 11
νο

, 12
νο

, 13
νο

, 15
νο

) παξαηεξήζεθε κείσζε ηνπ πιεζπζκνχ θαηά 3 

ινγαξίζκνπο (6.93±1.52, 5.87±0.55, 6.01±0.22, 5.94±0.2, 6.58±0.07, 6.58±0.09, 6.51±0.11 

αληίζηνηρα), ζε 2 αζζελείο (9
νο

, 10
νο

) κείσζε θαηά 3.5 ινγαξίζκνπο (5.69±0.29, 5.58±0.16 

αληίζηνηρα) θαη ζε 3 (4
νο

, 5
νο

, 6
νο

) αζζελείο κείσζε θαηά 2 ινγαξίζκνπο (7.29±1.25, 

7.24±0.15, 7,1±0.06 αληίζηνηρα). Αθφκε ζηνπο 3 αζζελείο (1
νο

, 8
νο

, 14
νο

) πνπ είραλ 

γαζηξηθφ πγξφ κε pH>2,9 παξαηεξήζεθε ζηνλ 1
ν
 αζζελή  κεγαιχηεξε  πιεζπζκηαθή 

κείσζε θαηά 1,5 ινγάξηζκν (7.25±0.07) θαηά ην ζηάδην ηεο επαλαδηάιπζεο ηνπ ηδήκαηνο 

ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζε γαζηξηθφ πγξφ, ζηνλ 8
ν
 αζζελή θαηά 4 ινγαξίζκνπο (5.16±0.25) 

θαηά ην ζηάδην ηνπ εκβνιηαζκνχ ηνπ γαζηξηθνχ πγξνχ κε θαιιηέξγεηεο ηνπ ζηειέρνπο L. 

monocytogenes R.9.1 θαη ζηνλ 14
ν
 αζζελή κείσζε θαηά 3 ινγαξίζκνπο (6.04±0.1) κεηά ην 

ζηάδην ηεο επψαζεο ηνπ ηδήκαηνο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζε δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ.  

Ζ ιηζηεξίσζε, φπσο έρεη πξναλαθεξζεί, κεηαδίδεηαη θπξίσο κέζσ θαηαλάισζεο 

«έηνηκσλ πξνο θαηαλάισζε» ηξνθίκσλ (Ready to eat – RTE foods) (Hof, 2003· 

McLauchlin et al., 2004· Kathariou, 2002· Tompkin, 2002). ην εζσηεξηθφ ηνπ 

γαζηξεληεξηθνχ ζσιήλα, ε ιηζηέξηα αληηκεησπίδεη κε επλντθέο ζπλζήθεο πεξηβάιινληνο 

θαη σο εθ ηνχηνπ ε επηβίσζή ηεο ζηεξίδεηαη ζηε δπλαηφηεηα λα αληηιακβάλεηαη, λα 

«δηαηζζάλεηαη» θαη λα αληαπνθξίλεηαη ηηο δηαθπκάλζεηο ηνπ. Ζ αλζεθηηθφηεηα ζηελ φμηλε 

θαηαπφλεζε ηνπ L. monocytogenes ήηαλ ην αληηθείκελν εθηεηακέλεο κειέηεο θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο πξνεγνχκελεο δεθαεηίαο, κε πνιιέο κειέηεο λα ζπζρεηίδνπλ ηελ 

αλζεθηηθφηεηα ζηελ θαηαπφλεζε κε ηελ παζνγέλεζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ (Conte et al., 

2000, 2002· Gahan θαη Hill, 1999). Δπηπιένλ ην βαθηήξην L. monocytogenes φρη κφλν 

επηδεί ηεο φμηλεο θαηαπφλεζεο αιιά θαη απαηηεί πηψζε ηνπ pH πξνθεηκέλνπ λα 

ελεξγνπνηήζεη ηελ αηκνιπζίλε ηνπ πξνθεηκέλνπ λα δηαθχγεη απφ ην καθξνθάγν θαγφζσκα. 

Δίλαη εκθαλέο απφ ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα φηη ν κηθξννξγαληζκφο θαηάθεξε λα 

ελεξγνπνηήζεη ηνπο δηάθνξνπο κεραληζκνχο αλζεθηηθφηεηαο ζηελ φμηλε θαηαπφλεζε (φπσο 

είλαη ηελ απνθαξβνμπιάζε ηνπ γινπηακηληθνχ, ηελ απακηλάζε ηεο αξγηλίλεο θαη ην 

ζχζηεκα ηεο F0F1 ATPαζεο), λα αληαπεμέιζεη ζηηο αθξαία φμηλεο ζπλζήθεο ηνπ 

πεξηβάιινληνο (γαζηξηθφ πγξφ) θαη λα επηβηψζεη δηαηεξψληαο ηελ νκνηνζηαζία ηνπ. Σν 

βαθηήξην L. monocytogenes είλαη έλαο ζρεηηθά αλζεθηηθφο κηθξννξγαληζκφο, πνπ έρεη 

παξαηεξεζεί λα αλαπηχζζεηαη ζε ρακειέο ηηκέο pH πεξίπνπ 4.3 ζε ζξεπηηθά κέζα πνπ 

έρνπλ ππνζηεί ξχζκηζε ηνπ pH κε HCl (George et al., 1988· Tienungoon et al., 2000· 

Koutsoumanis et al., 2004), αλ θαη αθφκα ρακειφηεξεο ηηκέο έρνπλ επίζεο θαηαγξαθεί 

αλάινγα θαη κε ηελ αξρηθή ζπγθέληξσζε ηνπ ελνθζαικίζκαηνο (Koutsoumanis θαη Sofos, 

2005). Σν HCl (πδξνριψξην) πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηε κειέηε ησλ Koutsoumanis et al. 

(2004) είλαη έλα ηζρπξφ αλφξγαλν νμχ θαη θαη’επέθηαζε αλαπνηειεζκαηηθφ ζην λα 

δηαπεξάζεη ηελ θπηηαξηθή κεκβξάλε θαη λα αλαζηείιεη ηελ αλάπηπμε ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ, κε απνηέιεζκα απηφο λα έρεη ηε δπλαηφηεηα αλάπηπμεο ζε αξθεηά 

ρακειέο ηηκέο pH. Έρεη θαλεί απφ κειέηεο φηη ηα θχηηαξα L. monocytogenes, ζε pH<4,3 

επηβηψλνπλ αιιά δελ πνιιαπιαζηάδνληαη (Swaminathan, 2001).  ην πείξακα ησλ Conte et 

al,. (2002) θχηηαξα δχν ζηειερψλ L. monocytogenes (LM2 θαη ATCC 7644) ζαλαηψζεθαλ 

ηαρέσο θαηά ηελ έθζεζε ζε ξΖ 3.5, >2h ζηνπο 37
ν
C – πιεζπζκηαθή κείσζε βηψζηκσλ 

θπηηάξσλ 14 έσο 33 θνξέο (ξχζκηζε ηνπ pH ηνπ κέζνπ αλάπηπμεο κε γαιαθηηθφ νμχ - ην 

γαιαθηηθφ είλαη αζζελέο νξγαληθφ νμχ πνπ επηηπγράλεη πνιχ πην εχθνια ηε δηείζδπζε 

εληφο ηνπ κηθξνβηαθνχ θπηηάξνπ – κε ηελ αδηάζηαηε κνξθή ηνπ – θαη θαηαθέξλεη λα ην 

αδξαλνπνηήζεη (Phan-Thanh et al., 2000· Jordan et al., 1999), κε απνηέιεζκα νη ειάρηζηεο 

ηηκέο pH ζηηο νπνίεο ε αλάπηπμε θαζίζηαηαη δπλαηή λα είλαη ζαθψο κεγαιχηεξεο απφ 

εθείλεο ηνπ πδξνρισξίνπ). Αθφκε ζην πείξακα ησλ Mataragas et al,. (2013) θχηηαξα 
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ζηειερψλ (EGDe - νξφηππνο 1/2a, 12 - νξφηππνο 4b, 3 - νξφηππνο 3c) ηνπ κηθξννξγαληζκνχ 

L. monocytogenes απνδείρζεθαλ επαίζζεηα κεηά ηελ έθζεζε ηνπο ζε ζπλζεηηθφ γαζηξηθφ 

θαη παγθξεαηηθφ πγξφ. Χζηφζν, έλαο κηθξφο αξηζκφο ησλ πιεζπζκψλ επηβίσζαλ ζην ηέινο 

ηεο ζεξαπείαο. Άιινη ζπγγξαθείο έρνπλ επίζεο, δηαπηζηψζεη κείσζε ηνπ πιεζπζκνχ ηνπ L. 

monocytogenes κεηά  απφ ηελ έθζεζή ηνπ ζε ζπλζήθεο γαζηξεληεξηθήο νδνχ (Jiang, L. et 

al., 2010). 

 Όζνλ αθνξά ηε γνληδηαθή έθθξαζε, κεηαβνιή παξαηεξήζεθε ζε φια ηα ππφ 

κειέηε γνλίδηα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ παζνγέλεηα ηνπ ζηειέρνπο LQC 15257 (νξφηππνο 

4b) ηνπ παζνγφλνπ L. monocytogenes φηαλ εθηέζεθε ζε αλζξψπηλν γαζηξηθφ θαη 

δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ, ζε ζρέζε κε αληίζηνηρε έθθξαζή ηνπο έπεηηα απφ αλάπηπμε ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ ζε γεληθφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα. Ζ έθθξαζε επεξεάζηεθε θπξίσο κεηά ην 

ζηάδην ηεο επψαζεο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζην γαζηξηθφ πγξφ θαη θαηά ην ζηάδην ηεο 

επαλαδηάιπζεο ηνπ ηδήκαηνο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζε δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ. H απφθξηζε 

ζε δηαθνξεηηθνχο πεξηβαιινληηθνχο ζηξεζνγφλνπο παξάγνληεο κπνξεί λα δηακνξθψζεη ηελ 

ινηκνγφλν έθθξαζε ηνπ παζνγφλνπ L. monocytogenes (Brehm et al., 1996). Έλα φμηλν 

πεξηβάιινλ, φπσο απηφ πνπ ζπλαληάηαη απφ ην βαθηήξην θαηά ηε δηέιεπζή ηνπ κέζσ ηεο 

γαζηξεληεξηθήο νδνχ, κπνξεί λα ζεσξεζεί έλα πξφζζεην θίλεηξν γηα ελεξγνπνίεζε  ηεο 

ινηκνγφλνπ έθθξαζεο ηνπ παζνγφλνπ, θαη απηφ είλαη ζχκθσλν κε ηελ απφδεημε φηη ε 

επαγσγή ηεο αλζεθηηθφηεηαο ζηελ φμηλε θαηαπφλεζε (acid tolerance response - ATR) 

εληζρχεη ηελ επηβίσζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ηφζν in vitro φζν θαη in vivo (O’Driscoll et al., 

1996· Saklani-Jusforgues et al., 2000). 

Απφ ηα γνλίδηα παζνγέλεηαο ηνπ παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ Listeria 

monocytogenes πνπ βξίζθνληαη ππφ ηνλ έιεγρν ηεο ελεξγνπνηνχ πξσηεΐλεο prfA, ην 

γνλίδην hly παξνπζίαζε ππεξέθθξαζε ζην ζχλνιν ησλ αζζελψλ (ππεξεθθξάζηεθε ζην 

γαζηξηθφ πγξφ 12/12 αζζελψλ κε pH<2,9 έλαληη 2/3 κε pH>2,9 , απφ 3,16±0,45 έσο 

14,53±0,28 θνξέο κεγαιχηεξεο απφ ηελ αληίζηνηρε έθθξαζή ηνπ ζην γεληθφ ζξεπηηθφ 

ππφζηξσκα). To γνληδίν plcA παξνπζίαζε ππεξέθθξαζε ζρεδφλ ζηνπο κηζνχο αζζελείο (7 

αζζελείο), ελψ ην γνλίδην plcB ππεξεθθξάζηεθε (απφ 2,17±0,02 έσο 7,49±0,49 θνξέο) ζε 

12 αζζελείο. Σν γνλίδην hly θσδηθνπνηεί ηε ιηζηεξηνιπζίλε Ο (LLO), ην γνλίδην plcA 

θσδηθνπνηεί ηε θσζθαηηδπιν-ηλνζηηφιε-θσζθνιηπάζε C (PI-PLC) θαη ην γνλίδην plcB 

θσδηθνπνηεί ηε θσζθαηηδπιν-ρνιίλε-θσζθνιηπάζε C (PC-PLC) θαη κε ηε βνήζεηα απηψλ 

ησλ ελδχκσλ, φηαλ ν κηθξννξγαληζκφο εηζάγεηαη ζην πγηέο θχηηαξν (θαγνθχησζε) κέζσ 

ζρεκαηηζκνχ θαγνζσκάησλ, απνδνκεί ηε δηπιή ιηπψδε κεκβξάλε ηνπ θαγνζψκαηνο, 

επέξρεηαη ιχζε ηεο κεκβξάλεο θαη έηζη απειεπζεξψλεηαη ζην θπηηαξφπιαζκα φπνπ θαη 

πνιιαπιαζηάδεηαη. H ιηζηεξηνιπζίλε Ο (LLO) είλαη κηα θπηηαξνιπζίλε (ζρεκαηηζκφο 

πφξσλ) πνπ απαηηεί ηε ρνιεζηεξφιε σο ππνδνρέα κεκβξάλεο (Geoffroy, C. et al., 1987), 

ελψ ε PI-PLC πδξνιχεη ππνιείκκαηα θσζθαηηδπιν-ηλνζηηφιεο, πνπ είλαη δηαδεδνκέλα 

ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή πιεπξά ηεο θαγνζσκηθήο κεκβξάλεο (Goldfine, H., and C. 

Knob. 1992). Tφζν ε LLO φζν θαη ε PlcA εθθξάδνληαη ζην θαγφζσκα θαη ζπκβάιινπλ 

ζηελ θελνηνπηψδε δηαθπγή, αιιά νη ηηκέο ηνπ pΖ γηα ηελ ελδπκαηηθή ηνπο δξαζηεξηφηεηα 

είλαη δηαθνξεηηθέο. Ζ LLO απαηηεί έλα πην φμηλν pH (4,5 έσο 6,5) απφ ηελ PlcA (5.5 έσο 

7.5). Ζ κεηαγξαθή ησλ παξαπάλσ γνληδίσλ ξπζκίδεηαη δηαθνξεηηθά αλάινγα κε ην pΖ ησλ 

θαγνζσκάησλ, εμαζθαιίδνληαο έηζη φηη ε LLO θαη ε PlcA ζα παξαρζνχλ ζε πεξηβάιινληα 

πην επλντθά γηα ηηο δξαζηεξηφηεηέο ηνπο. Ακέζσο κεηά ηελ θπηηαξηθή εηζβνιή, ην φμηλν 

πεξηβάιινλ ηνπ θαγνζψκαηνο ζα κπνξνχζε λα απνηξέςεη ηελ έθθξαζε ηεο PlcA, ελψ 

επηηξέπεη ζηελ LLO λα ζπζζσξεπηεί ζε κηα ελδπκηθά ελεξγή θαηάζηαζε. Μέζσ ηνπ 

ζρεκαηηζκνχ ησλ πφξσλ απφ ηελ LLO ζα απμεζεί ην pH απφ φμηλν ζε νπδέηεξν ζην 

θαγφζσκα, απμάλνληαο έηζη ηελ έθθξαζε ηεο PlcA (Conte et al., 2002). 
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Γηα ηα γνλίδηα inlA θαη inlB παξαηεξήζεθε θπξίσο κε κεηαβνιή ζηελ έθθξαζή 

ηνπο, ελψ ην γνλίδην inlJ ππεξεθθξάζηεθε ζε 12 αζζελείο θαη ην γνλίδην inlC ήηαλ απηφ 

πνπ παξνπζίαζε θαη ηε κεγαιχηεξε ππεξέθθξαζε (ππεξεθθξάζηεθε ζην γαζηξηθφ πγξφ 

12/12 αζζελψλ κε pH<2,9 έλαληη 2/3 κε pH>2,9) κε ηηκέο απφ 3,08±1,60 έσο 26,93±0,82 

θνξέο κεγαιχηεξεο απφ ηελ αληίζηνηρε έθθξαζή ηνπ ζην γεληθφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα.  

Απφ ηα παξαπάλσ παξαηεξείηαη φηη ηα θχηηαξα ηνπ παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ, κεηά 

απφ in vitro έθζεζε ζε αλζξψπηλν γαζηξηθφ θαη δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ, κπνξνχλ λα 

πξνσζήζνπλ ηελ δηεηζδπηηθφηεηα θαη ηελ πξνζθφιιεζε, ξπζκίδνληαο (θαηαζηνιή) ηελ 

έθθξαζε άιισλ ινηκνγφλσλ γνληδίσλ γεγνλφο πνπ εληζρχεηαη απφ ην φηη ζην ζηάδην κεηά 

ηελ επψαζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζην γαζηξηθφ πγξφ ην γνλίδην sigB (ξπζκηζηήο ηεο 

πξνζαξκνζηηθήο απφθξηζεο ζηελ φμηλε, νμεηδσηηθή θαη σζκσηηθή θαηαπφλεζε ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ, θαζψο επίζεο θαη ζε ζπλζήθεο ρακειήο ζεξκνθξαζίαο θαη έιιεηςεο 

πεγήο άλζξαθα απφ ην κέζν αλάπηπμεο) παξνπζίαζε ππνέθθξαζε απφ 2,31±0,31 έσο 

5,65±0,49 θνξέο ζε 5 αζζελείο (2, 4, 8, 12, 14). Σν γνλίδην sigB θσδηθνπνηεί ηνλ 

παξάγνληα ζίγκα Β (ζ
B
), ν νπνίνο παίδεη θαίξην ξφιν ζηε κεηαγξαθηθή δηαδηθαζία ησλ gad 

γνληδίσλ ζην κηθξννξγαληζκφ L. monocytogenes θαη ζηε ξχζκηζε ηνπ ζπζηήκαηνο GAD 

(ζχζηεκα απνθαξβνμπιάζεο ηνπ γινπηακηληθνχ (glutamate decarboxylase system, GAD) 

πνπ πξνζδίδεη ζην κηθξννξγαληζκφ L. monocytogenes ηελ αλζεθηηθφηεηα πνπ ρξεηάδεηαη 

γηα λα αληαπεμέιζεη ζηηο αθξαία φμηλεο ζπλζήθεο ηνπ πεξηβάιινληνο π.ρ. γαζηξηθφ πγξφ. 

Σν βαθηήξην L. monocytogenes δηαζέηεη δηάθνξνπο κεραληζκνχο αλζεθηηθφηεηαο ζηελ 

φμηλε θαηαπφλεζε φπσο είλαη ηελ απνθαξβνμπιάζε ηνπ γινπηακηληθνχ, ηελ απακηλάζε ηεο 

αξγηλίλεο, ην ζχζηεκα ηεο F0F1 ATPαζεο (Ryan S. et al., 2008) θαη ηνλ παξάγνληα ζ
B
  

πνπ ζε φμηλεο ζπλζήθεο ξπζκίδεη ηα γνλίδηα gad (gadD1T1, gadD2T2 και gadD3), φπσο 

έρνπλ δείμεη κειέηεο ζηα ζηειέρε L. monocytogenes LO28 θαη EGDe (Kazmierczak et al., 

2003· Wempkamp-Kamphuis et al., 2004· Ryan, 2006), ην νπνίν ζα κπνξνχζε λα είλαη 

κέξνο κηαο ζηξαηεγηθήο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ λα εληζρχζεη ηελ έθθξαζε γνληδίσλ πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ην ζηξεο θαη λα θαηαζηείιεη ηε κεηαγξαθή γνληδίσλ κε ζπζρεηηδφκελσλ κε 

ην ζηξεο πξνθεηκέλνπ λα επηβηψζεη ζε ερζξηθά πεξηβάιινληα. ηε κειέηε ησλ Jiang, L. et 

al., 2010 παξαηεξήζεθε φηη ζε ζηειέρε (νξνηχπνπ 4b) ηνπ κηθξννξγαληζκνχ L. 

monocytogenes κεηά απφ έθζεζε ζε ζπλζήθεο πνπ επηθξαηνχλ ζηε γαζηξεληεξηθή νδφ 

εληζρχζεθε ε έθθξαζε γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ην ζηξεο (clpC, clpE, θαη clpP) θαη 

κεηψζεθε ε κεηαγξαθή ελφο γνληδίνπ πξνζθνιιήζεσο (ami) πξνθεηκέλνπ λα επηβηψζεη ζηα 

δπζκελή κηθξνπεξηβάιινληα. Σα απνηειέζκαηα απηά δηαθέξνπλ απφ ηα απνηειέζκαηα ηεο 

παξνχζαο κειέηεο φπνπ ην επίπεδν έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ sigB κεηψζεθε κεηά απφ 

έθζεζε ζε φμηλν pΖ. Όπσο πξναλαθέξεθε, ην γνλίδην sigB παξνπζίαζε ζηαζεξφηεηα ζηελ 

έθθξαζή ηνπ ζηνπο 10 αζζελείο θαη ππνέθθξαζε ζε 5 αζζελείο (ζην ζηάδην κεηά ηελ 

επψαζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζην γαζηξηθφ πγξφ). Σν βαθηήξην L. monocytogenes είλαη 

ηθαλφ λα επηβηψζεη θαη λα αληηγξαθεί κέζα ζε θαγνθχηηαξα, ην νπνίν απνηειεί 

πξνυπφζεζε γηα λα εμαπισζεί ζε γεηηνληθά πεξηβάιινληα ζε έλα πξψηκν ζηάδην ηεο 

κφιπλζεο (Myers et al., 2003; Lee and Swanson, 2007). Τπάξρνπλ ζηνηρεία πνπ δείρλνπλ 

φηη ην γνλίδην sigB ξπζκίδεη κεηαγξαθηθά έλα ζχλνιν ινηκνγφλσλ γνληδίσλ ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes (Chaturongakul et al., 2008; Ollinger et al., 2009; Sue 

et al., 2004) θαη φηη ν παξάγνληαο ζ
B
 απνηειεί ζεκαληηθφ ξπζκηζηή γηα ηα γνλίδηα πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ην ζηξεο. Χζηφζν ε επαγσγή πνπ δελ παξαηεξήζεθε, κπνξεί λα νδεγήζεη 

ζε έθθξαζε άιισλ γνληδίσλ ηα νπνία είλαη ζεκαληηθά γηα ηελ ATR (acid tolerance 

response). ην πείξακα ησλ Ferreira et al. (2003), απνδείρηεθε φηη ππάξρνπλ κεραληζκνί 

αλζεθηηθφηεηαο ζηελ φμηλε θαηαπφλεζε εμαξηψκελνη θαη κε εμαξηψκελνη απφ ηνλ 

παξάγνληα ζ
B 

. ην ζηέιερνο L.monocytogenes 10403S απηφ πνπ επίζεο θάλεθε θαη έρεη 

ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ είλαη φηη ε ιεηηνπξγία ηνπ GAD θαη ζην ζηέιερνο κε αδξαλνπνηεκέλν 
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ην γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηνλ παξάγνληα ζ
B
 θαη ζην άγξηνπ ηχπνπ ζηέιερνο δελ δηέθεξε, 

φπσο επίζεο δηαθνξά δελ παξαηεξήζεθε θαη ζηε κεηαθίλεζε πξσηνλίσλ δηακέζνπ ηεο 

θπηηαξηθήο κεκβξάλεο, δείρλνληαο κ’απηφ ηνλ ηξφπν φηη ε δξαζηεξηφηεηα ηνπ GAD δελ 

είλαη εμαξηψκελε απφ ην ζ
B
 θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ζηάζηκεο θάζεο ζην ζπγθεθξηκέλν 

ηνπιάρηζηνλ ζηέιερνο (Cotter et al., 2001· Ferreira et al., 2003).  Ζ κειέηε ησλ Glaser et 

al. (2001) απνθαιχπηεη  φηη, κεηά απφ αλάιπζε ηνπ γνληδηψκαηνο ηνπ ζηειέρνπο EGDe, ν 

κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes πεξηέρεη ηα γνλίδηα πνπ απαηηνχληαη γηα ηε ιεηηνπξγία 

ηνπ ζπζηήκαηνο απακηλάζεο ηεο αξγηλίλεο. Σν ζχζηεκα απακηλάζεο ηεο αξγηλίλεο 

(arginine deiminase – ADI) έρεη βξεζεί ζε δηάθνξα βαθηήξηα, εκπιέθεηαη ζπρλά ζηε 

βαθηεξηαθή αλζεθηηθφηεηα ζε φμηλα πεξηβάιινληα (Gruening et al., 2006) θαη ζπληειεί ζηε 

δηαηήξεζε ηεο νκνηφζηαζεο ηνπ pH ζην βαθηήξην L. monocytogenes. πλνιηθά ηα 

δεδνκέλα καο θαηαδεηθλχνπλ φηη, ηα γνλίδηα hly θαη inlC ππεξεθθξάζηεθαλ ζην γαζηξηθφ 

πγξφ 12/12 αζζελψλ κε pH<2,9 έλαληη 2/3 κε pH>2,9 θαη 12/12 αζζελψλ κε pH<2,9 έλαληη 

2/3 κε pH>2,9, αληίζηνηρα. Οη κεηαβνιέο ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ sigB, plcA, plcB, 

inlA, inlB, inlJ, Imo2470 και Ιmo2672 δελ ζπζρεηίζηεθαλ κε ην pH ηνπ γαζηξηθνχ πγξνχ. 

Δπηπένλ, ν πιεζπζκφο ηνπ L. monocytogenes κεηψλεηαη ζεκαληηθά φηαλ εθηίζεηαη ζε 

αλζξψπηλν γαζηξηθφ θαη δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ θαη ε κείσζε απηή είλαη κεγαιχηεξε ζε 

ρακειφηεξεο ηηκέο pH.  

πκπεξαζκαηηθά, κειέηεο ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ L. 

monocytogenes ζε ζπλζήθεο  πνπ ζπλήζσο ζπλαληψληαη θαηά  ηε δηάξθεηα ηεο πέςεο ζην 

ζηφκαρν θαη ζην ιεπηφ έληεξν κπνξεί λα παξέρνπλ ζεκαληηθέο πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηε 

βηνινγία ηνπ παζνγφλνπ θαη κπνξεί λα νδεγήζνπλ ζε θαιχηεξε θαηαλφεζε ησλ 

ζηξαηεγηθψλ πνπ ρξεζηκνπνηεί γηα λα δηεπθνιχλεη ηελ επηβίσζε θαη ηε κεηάδνζή ηνπ ζε 

ηέηνηα πεξηβάιινληα. Δπηπξνζζέησο, πξέπεη λα αλαθεξζεί φηη απηή είλαη ε πξψηε κειέηε 

γηα ηελ έθθξαζε γνληδίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζην κεραληζκφ παζνγέλεηαο ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes κεηά απφ in vitro έθζεζε ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ 

ζε αλζξψπηλν γαζηξηθφ θαη δσδεθαδαθηπιηθφ πγξφ, πνπ ζπιιέρζεθαλ ελδνζθνπηθά, 
ρξεζηκνπνηψληαο RT-PCR. Παξά ην γεγνλφο φηη δελ κπνξνχλ λα βγνπλ νξηζηηθά 

ζπκπεξάζκαηα, ιφγσ ησλ θνηλψλ πξνβιεκάησλ πνπ εκθαλίδνληαη ζηα πεηξάκαηα πνπ 

δηεμάγνληαη in vitro (αζζελή έθθξαζε ησλ γνληδίσλ), κηα γεληθή ηάζε ζηε ζπκπεξηθνξά 

ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ ηνπ παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes κπνξεί λα 

παξαηεξεζεί κεηά απφ κηα γαζηξεληεξηθή δηέιεπζε. 
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                                  7. ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ I 

ΜΗΚΡΟΒΗΟΛΟΓΗΚΑ ΘΡΔΠΣΗΚΑ ΤΠΟΣΡΧΜΑΣΑ 

 

 
 

Η. ΘΡΔΠΣΗΚΑ ΤΠΟΣΡΧΜΑΣΑ ΑΝΗΥΝΔΤΖ ΚΑΗ ΣΑΤΣΟΠΟΗΖΖ 

Listeria spp. 

 

 
Θπεπηικό ςλικό  

(κωδικόρ αναθοπάρ)  

ςζηαηικά, ζςγκένηπωζη (g/l), pH  

 

1. ALOA (OXOID CM 1084  

CHROMOGENIC LISTERIA 

AGAR (ISO) BASE)  

 

α) Βάζε άγαξ:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

β)Δπηιεθηηθνί παξάγνληεο  

 

 

 

 

 

Πεπηφλε θξέαηνο, 18,00· ηξππηφλε, 6,00· 

εθρχιηζκα δχκεο, 10,00· ππξνπβηθφ λάηξην, 2,00· 

γιπθφδε·2,00 γιπθεξνθσζθνξηθφ καγλήζην, 1,00· 

ζεηηθφ καγλήζην, 0,50· ρισξηνχρν λάηξην, 5,00· 

ρισξηνχρν ιίζην, 10,00· άλπδξν φμηλν θσζθνξηθφ 

λάηξην, 2,50· 5-βξσκν-4-ρισξν-3-ηλδνιπι-β-D-

γιπθνππξαλνζίδην, 0,05· άγαξ, 12.  

 

 

 

Ναιηδημηθφ νμχ, 0,02· θεθηαδηληίκε, 0,02· 

θπθινεμηκίδην, 0,05· πνιπκπμίλε B, 76.700 IU.  

 

Σειηθφ pH 7,2±0,2  

 

2. Άγαξ PALCAM (LAB)  

 

 

α) Βάζε άγαξ (LAB 148):  

 

 

 

 

 

 

 

β) Δπηιεθηηθνί παξάγνληεο: 

 

χκπιεγκα πεπηφλεο, 23,00· ηξππηφδε, 10,00· 

πεπηφλε, 3,00· εθρχιηζκα δχκεο, 3,00· άκπιν 

αξαβφζηηνπ, 1,00· ρισξηνχρν λάηξην, 5,00· 

γιπθφδε, 0,50· καλληηφιε, 10,00· αηζθνπιίλε, 

0,80· θηηξηθφ ακκψλην ζηδήξνπ, 0,50· ρισξηνχρν 

ιίζην, 15,00· εξπζξφ ηεο θαηλφιεο, 0,08· άγαξ 

No.2, 12,00.  

 

Πνιπκπμίλε Β, 100.000 IU· θεθηαδηληίκε, 0,020· 

πδξνρισξηθή αθξηθιαβίλε, 0,005.  

 

Σειηθφ pH 7,2±0,2  
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PALCAM agar 

Γεληθά 
ηεξεφ εθιεθηηθφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ απνκφλσζε θαη 

θαηακέηξεζε ησλ ζηειερψλ ηεο Listeria spp. 

Οδεγίεο 
ε δπγφ αθξηβείαο 2 (δχν) δεθαδηθψλ ςεθίσλ δπγίζηεθαλ ηα ζηεξεά πιηθά θαη 

ηνπνζεηήζεθαλ ζε θσληθή θηάιε ηνπ 1 (ελφο) ιίηξνπ. ηε ζπλέρεηα ζε απηή πξνζηέζεθαλ 

1000 ml απνζηαγκέλνπ λεξνχ κε ηε βνήζεηα νγθνκεηξηθήο θηάιεο. ηε θσληθή θηάιε 

πξνζηέζεθε καγλήηεο πνπ ζπλέβαιε ζηελ αλάδεπζε ησλ ζηεξεψλ πιηθψλ θαη πψκα. Ζ 

θηάιε ηνπνζεηήζεθε πάλσ ζε ζεξκαηλφκελε καγλεηηθή πιάθα, φπνπ θαη ζα έγηλε ε 

νκνγελνπνίεζε ηνπ πιηθνχ. Μεηά ηε δηαχγαζε πνπ επηηεχρζε ζηε θσληθή θηάιε 

αθνινχζεζε ε απνζηείξσζε ηνπ πιηθνχ ζε πγξή απνζηείξσζε γηα 15 ιεπηά θαη ζε 

ζπλζήθεο 121
0
C θαη 1 atm. Μεηά ηελ απνζηείξσζε ην πιηθφ ζεξκνζηαηήζεθε ζε 

πδαηφινπηξν ζηνπο 47
0
C θαη αθνινχζεζε ε πξνζζήθε ηνπ ζπκπιεξψκαηνο Υ144 (LAB), 

κε ην νπνίν νινθιεξψζεθε ην ζξεπηηθφ πιηθφ θαη ήηαλ έηνηκν γηα ρξήζε. 

Υξήζε 
20 ml ηνπ Palcam agar ξίρηεθαλ ζε ηξπβιία πεηξί δηακέηξνπ 9 (ελλέα) εθαηνζηψλ, ηα 

νπνία αθέζεθαλ κέρξη ην πιηθφ λα πήμεη θαη είηε ρξεζηκνπνηήζεθαλ άκεζα, είηε 

απνζεθεχζεθαλ ζε ζθηεξφ πεξηβάιινλ αλεζηξακκέλα θαη ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηηο ακέζσο 

επφκελεο εκέξεο. 

 

ALOA (OXOID CM 1084  CHROMOGENIC LISTERIA AGAR (ISO) BASE) 

Γεληθά 
ηεξεφ εθιεθηηθφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ απνκφλσζε θαη 

θαηακέηξεζε ησλ ζηειερψλ ηεο Listeria spp. 

Οδεγίεο 
ε δπγφ αθξηβείαο 2 (δχν) δεθαδηθψλ ςεθίσλ δπγίζηεθαλ ηα ζηεξεά πιηθά θαη ξίρηεθαλ ζε 

θσληθή θηάιε ηνπ 1 (ελφο) ιίηξνπ. ηε ζπλέρεηα ζε απηή πξνζηέζεθαλ 480 ml 

απνζηαγκέλνπ λεξνχ κε ηε βνήζεηα νγθνκεηξηθήο θηάιεο. ηε θσληθή θηάιε πξνζηέζεθε 

καγλήηεο πνπ ζπλέβαιε ζηελ αλάδεπζε ησλ ζηεξεψλ πιηθψλ θαη πψκα. Ζ θηάιε 

ηνπνζεηήζεθε πάλσ ζε ζεξκαηλφκελε καγλεηηθή πιάθα, φπνπ θαη έγηλε ε νκνγελνπνίεζε 

ηνπ πιηθνχ. Μεηά ηε δηαχγαζε πνπ επηηεχρζε ζηε θσληθή θηάιε αθνινχζεζε ε 

απνζηείξσζε ηνπ πιηθνχ ζε πγξή απνζηείξσζε γηα 15 ιεπηά θαη ζε ζπλζήθεο 121
0
C θαη 1 

atm. Μεηά ηελ απνζηείξσζε ην πιηθφ ζεξκνζηαηήζεθε ζε πδαηφινπηξν ζηνπο 46
0
C θαη 

αθνινχζεζε ε πξνζζήθε ηνπ εθιεθηηθνχ ζπκπιεξψκαηνο OCLA (ISO) (SRO226E), ην 

νπνίν είρε αλαζπζηαζεί ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο, εθαξκφδνληαο άζεπηε ηερληθή θαη ελφο 

θηαιηδίνπ Brilliance
TM 

Listeria Selective Supplement (ISO) (SR0228E) ή ελφο θηαιηδίνπ 

OCLA (ISO) Differential Supplement (SRO244E),
 
κε ην νπνίν νινθιεξψζεθε ην ζξεπηηθφ 

πιηθφ θαη κεηά απφ θαιή αλάκημε ήηαλ έηνηκν γηα ρξήζε. 

Υξήζε 
20 ml ηνπ Aloa agar ξίρηεθαλ ζε ηξπβιία πεηξί δηακέηξνπ 9 (ελλέα) εθαηνζηψλ, ηα νπνία 

αθέζεθαλ κέρξη ην πιηθφ λα πήμεη θαη είηε ρξεζηκνπνηήζεθαλ άκεζα, είηε απνζεθεχζεθαλ 

ζε ζθηεξφ πεξηβάιινλ αλεζηξακκέλα θαη ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηηο ακέζσο επφκελεο εκέξεο. 
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II. ΘΡΔΠΣΗΚΑ ΤΠΟΣΡΧΜΑΣΑ ΑΠΑΡΗΘΜΖΖ  

ΜΗΚΡΟΟΡΓΑΝΗΜΧΝ 

 

 
Θπεπηικό ςλικό  

(κωδικόρ αναθοπάρ) 

ςζηαηικά, ζςγκένηπωζη (g/l), pH 

1. BHI (LAB 048) 

Γεληθφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα Brain Heart 

Infusion Agar  

ηξππηφδε, 10,00· ρισξηνχρν λάηξην, 5,00· 

γιπθφδε, 2,0·  θσζθνξηθφ λάηξην, 2,50· 
άγαξ No.2, 12,00· brain heart infusion 

solids (porcine) 17,50. 

 

Σειηθφ pH 7,4±0,2 

2. BHI Broth (LAB 049) 

Τγξφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα πνπ ρξεζηκν-

πνηείηαη γηα ηελ αλάπηπμε ησλ βαθηεξίσλ 

πνπ απνκνλψζεθαλ ζην BHI agar ζξεπηη-

θφ ππφζηξσκα 

ηξππηφδε, 10,00· ρισξηνχρν λάηξην, 5,00· 

γιπθφδε, 2,0· φμηλν θσζθνξηθφ λάηξην, 

2,50· άγαξ No.2, 12,00· brain heart 

infusion solids (porcine) 17,50. 

 

Σειηθφ pH 7,4±0,2 

 

BHI agar 

Γεληθά 
ηεξεφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα γεληθήο ρξήζεο κε εθαξκνγή ζηελ απνκφλσζε θαη 

θαηακέηξεζε δηάθνξσλ κηθξννξγαληζκψλ. ηελ παξνχζα πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ θαηακέηξεζε ησλ απνηθηψλ ηνπ ζηειέρνπο Listeria 

monocytogenes R9.1. 

Οδεγίεο 
ε δπγφ αθξηβείαο 2 (δχν) δεθαδηθψλ ςεθίσλ δπγίζηεθαλ ηα ζηεξεά πιηθά θαη ξίρηεθαλ ζε 

θσληθή θηάιε ηνπ 1 (ελφο ) ιίηξνπ. ηε ζπλέρεηα ζε απηή πξνζηέζεθαλ 1000 ml 

απνζηαγκέλνπ λεξνχ κε ηε βνήζεηα νγθνκεηξηθήο θηάιεο. ηε θσληθή θηάιε πξνζηέζεθε 

καγλήηεο πνπ ζπλέβαιε ζηελ αλάδεπζε ησλ ζηεξεψλ πιηθψλ θαη πψκα. Ζ θηάιε 

ηνπνζεηήζεθε πάλσ ζε ζεξκαηλφκελε καγλεηηθή πιάθα, φπνπ θαη έγηλε ε νκνγελνπνίεζε 

ηνπ πιηθνχ. Μεηά ηε δηαχγαζε πνπ επηηεχρζε ζηε θσληθή θηάιε αθνινχζεζε ε 

απνζηείξσζε ηνπ πιηθνχ ζε πγξή απνζηείξσζε γηα 15 ιεπηά θαη ζε ζπλζήθεο 121
0
C θαη 1 

atm. Μεηά ηελ απνζηείξσζε ην πιηθφ ζεξκνζηαηήζεθε ζε πδαηφινπηξν ζηνπο 47
0
C θαη 

ήηαλη έηνηκν γηα ρξήζε. 

Υξήζε 
20 ml ηνπ BHI agar ξίρηεθαλ ζε ηξπβιία πεηξί δηακέηξνπ 9 (ελλέα) εθαηνζηψλ, ηα νπνία 

αθέζεθαλ κέρξη ην πιηθφ λα πήμεη θαη είηε ρξεζηκνπνηήζεθαλ άκεζα, είηε απνζεθεχζεθαλ 

ζε ζθηεξφ πεξηβάιινλ αλεζηξακκέλα θαη ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηηο ακέζσο επφκελεο εκέξεο. 
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BHI Broth 

Γεληθά 
Τγξφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα γεληθήο ρξήζεο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ αλάπηπμε 

κηθξννξγαληζκψλ πνπ δελ έρνπλ απαηηήζεηο ζε ηδηαίηεξεο ζπλζήθεο. ηελ παξνχζα 

πεηξακαηηθή δηαδηθαζία ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ θαιιηέξγεηα (overnight culture) ηνπ 

ζηειέρνπο Listeria monocytogenes R9.1. 

Οδεγίεο 
ε δπγφ αθξηβείαο 2 (δχν) δεθαδηθψλ ςεθίσλ δπγίζηεθαλ ηα ζηεξεά πιηθά θαη ξίρηεθαλ ζε 

θσληθή θηάιε ηνπ 1 (ελφο ) ιίηξνπ. ηε ζπλέρεηα ζε απηή πξνζηέζεθαλ 1000 ml 

απνζηαγκέλνπ λεξνχ κε ηε βνήζεηα νγθνκεηξηθήο θηάιεο. ηε θσληθή θηάιε πξνζηέζεθε 

καγλήηεο πνπ ζπλέβαιε ζηελ αλάδεπζε ησλ ζηεξεψλ πιηθψλ θαη πψκα. Ζ θηάιε 

ηνπνζεηήζεθε πάλσ ζε ζεξκαηλφκελε καγλεηηθή πιάθα, φπνπ θαη έγηλε ε νκνγελνπνίεζε 

ηνπ πιηθνχ. Μεηά ηε δηαχγαζε πνπ επηηεχρζε ζηε θσληθή θηάιε, ην πγξφ πιηθφ 

κνηξάζηεθε ζε πιαζηηθνχο πεξηέθηεο falcon (ρσξεηηθφηεηαο 15 ml) κε θαπάθη θαη 

αθνινχζεζε ε απνζηείξσζε ηνπ πιηθνχ ζε πγξή απνζηείξσζε γηα 120 ιεπηά θαη ζε 

ζπλζήθεο 121
 0

 C θαη 1 atm. Μεηά ηελ απνζηείξσζε ην πιηθφ θπιάρηεθε ζε ζθηεξφ 

πεξηβάιινλ θαη ήηαλ έηνηκν γηα ρξήζε. 

Υξήζε 
Όηαλ ρξεηάζηεθε πιαζηηθνί πεξηέθηεο falcon (ρσξεηηθφηεηαο 15 ml) κε 5 ml BHI broth 

βγήθαλ απφ ην κέξνο φπνπ βξίζθνληαλ απνζεθεπκέλνη θαη ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηνλ 

έιεγρν ηεο δσηηθφηεηαο θαη θαζαξφηεηαο ησλ θαιιηεξγεηψλ κέζσ αλαλέσζεο ηνπ 

ζηειέρνπο. 

 

 

Ringer’s  

 
Γεληθά 
Οη ηακπιέηεο ¼ Ringer’s ρξεζηκνπνηνχληαη θαηά ηηο κηθξνβηνινγηθέο δνθηκέο. 

χλζεζε (ζε gr/l) 

• Sodium chloride 2.25g 

• Potassium chloride 0.0105g 

• Calcium chloride 0.12g 

• Sodium bicarbonate 0.05g 

Οδεγίεο 
2 (δχν) ηακπιέηεο Ringer’s πξνζηέζεθαλ ζε θηάιε κε 1000 ml απνζηαγκέλνπ λεξνχ. ηε 

θσληθή θηάιε πξνζηέζεθε καγλήηεο πνπ ζπλέβαιε ζηελ αλάδεπζε ησλ ζηεξεψλ πιηθψλ. Ζ 

θηάιε ηνπνζεηήζεθε πάλσ ζε ζεξκαηλφκελε καγλεηηθή πιάθα, φπνπ θαη έγηλε ε 

νκνγελνπνίεζε ηνπ πιηθνχ. Μεηά ηε δηάιπζε πνπ επηηεχρζε ζηε θσληθή θηάιε, 

αθνινχζεζε ε απνζηείξσζε ηνπ πγξνχ πιηθνχ ζε πγξή απνζηείξσζε γηα 15 ιεπηά θαη ζε 

ζπλζήθεο 121
0
C θαη 1 atm. Μεηά ηελ απνζηείξσζε ην πιηθφ θπιάρηεθε ζε ζθηεξφ 

πεξηβάιινλ θαη ήηαλ έηνηκν γηα ρξήζε. 
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Buffered Peptone Water 

  
χλζεζε (ζε gr/l) 

• Βαθηεξηνινγηθή πεπηφλε 10 gr 

• Sodium chloride 5 gr 

• Disodium hydrogen phosphate 3,6 gr 

• Potassium dihydrogen phosphate 1,5 gr 

• Απνζηαγκέλν λεξφ 1000 ml 

• Σειηθφ pH 7,2±0,2 

Γεληθά 
Τγξφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα πνπ ρξεζηκνπνηείηαη θαηά ηηο κηθξνβηνινγηθέο δνθηκέο ζηελ 

αξαίσζε ησλ δεηγκάησλ θαη ζπγθεθξηκέλα ζηε δεκηνπξγία δεθαδηθψλ αξαηψζεσλ. 

Οδεγίεο 
ε δπγφ αθξηβείαο 2 (δχν) δεθαδηθψλ ςεθίσλ δπγίζηεθαλ ηα ζηεξεά πιηθά θαη ξίρηεθαλ ζε 

θσληθή θηάιε ηνπ 1 (ελφο) ιίηξνπ. ηε ζπλέρεηα ζε απηή πξνζηέζεθαλ 1000 ml 

απνζηαγκέλνπ λεξνχ κε ηε βνήζεηα νγθνκεηξηθήο θηάιεο. ηε θσληθή θηάιε πξνζηέζεθε 

καγλήηεο πνπ ζπλέβαιε ζηελ αλάδεπζε ησλ ζηεξεψλ πιηθψλ θαη πψκα. Ζ θηάιε 

ηνπνζεηήζεθε πάλσ ζε ζεξκαηλφκελε καγλεηηθή πιάθα, φπνπ θαη έγηλε ε νκνγελνπνίεζε 

ηνπ πιηθνχ. Μεηά ηε δηάιπζε πνπ επηηεχρζε ζηε θσληθή θηάιε, ην πγξφ πιηθφ κνηξάζηεθε 

ζε δνθηκαζηηθνχο ζσιήλεο κε θαπάθη θαη αθνινχζεζε ε απνζηείξσζε ηνπ πιηθνχ ζε πγξή 

απνζηείξσζε γηα 15 ιεπηά θαη ζε ζπλζήθεο 121
0
C θαη 1 atm. Μεηά ηελ απνζηείξσζε ην 

πιηθφ θπιάρηεθε ζε ζθηεξφ πεξηβάιινλ θαη ήηαλ έηνηκν γηα ρξήζε. 
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