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Α. ΠΕΡΙΛΗΦΗ 

΢θνπφο ηεο εξγαζίαο ήηαλ ε κειέηε ηεο έθθξαζεο γνληδίσλ παζνγέλεηαο ηνπ βαθηεξίνπ 

Listeria monocytogenes θαηά ηε δηάξθεηα αλάπηπμήο ηνπ ζε πγξφ ζξεπηηθφ πιηθφ θαζψο θαη 

ζηελ επηθάλεηα ηνκάηαο, θαξφηνπ θαη αγγνπξηνχ, ζε δηαθνξεηηθέο ζεξκνθξαζίεο. Γηα ην 

ζθνπφ απηφ, ην παζνγφλν L. monocytogenes ζηέιερνο LQC 15257 νξφηππνο 4b απνκνλσκέλν 

απφ θξάνπια, ελνθζαικίζηεθε ζε πγξφ ζξεπηηθφ πιηθφ BHI (108 CFU/mL) θαζψο θαη ζηελ 

επηθάλεηα ηεκαρίσλ ηνκάηαο, θαξφηνπ θαη αγγνπξηνχ (108 CFU/g). Αθνινχζεζε επψαζε ζε 

ηξεηο ζεξκνθξαζίεο 4, 10 θαη 30 
o
C θαηά ηε δηάξθεηα ηεο νπνίαο πξαγκαηνπνηήζεθε 

δεηγκαηνιεςία ακέζσο κεηά ηνλ ελνθζαικηζκφ (0 ψξεο) θαζψο θαη κεηά απφ 0.5, 6 θαη 24 

ψξεο. Σα δείγκαηα απηά ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ ζπγθξηηηθή κειέηε ηεο έθθξαζεο ησλ 

γνληδίσλ παζνγέλεηαο prfA, sigB, hly, plcA, plcB, inlA, inlB, inlC, inlJ κε εθαξκνγή ηεο 

κεζφδνπ RT-qPCR, ρξεζηκνπνηψληαο σο γνλίδηα αλαθνξάο ηα 16S, rpob θαη IGS. 

Καιιηέξγεηα ηνπ παζνγφλνπ ζε ΒΖΗ πγξφ ζξεπηηθφ πιηθφ πνπ επσάζηεθε ζηηο ίδηεο 

ζεξκνθξαζίεο, ρξεζηκνπνηήζεθε σο κάξηπξαο. Ζ έθθξαζε ησλ γνληδίσλ επεξεάζηεθε απφ 

ηελ ζεξκνθξαζία, ηνλ ρξφλν επψαζεο θαζψο θαη ην είδνπο ηνπ ηξνθίκνπ-ππνζηξψκαηνο. 

Μφλν ηα inlC θαη inlJ παξνπζίαζαλ ην ίδην κνηίβν έθθξαζεο θαη ζπγθεθξηκέλα εκθάληζαλ 

ξχζκηζε κείσζεο (downregulation), φηαλ ην παζνγφλν αλαπηχρζεθε ζε αγγνχξη θαη ηνκάηα 

ζηνπο 10 θαη 4 
ν
C, αληίζηνηρα. Ζ κεηαγξαθή ηνπ γνληδίνπ hly επεξεάζηεθε πεξηζζφηεξν απφ 

ηηο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο πνπ εθαξκφζηεθαλ εκθαλίδνληαο ξχζκηζε κείσζεο θαηά ηελ 

αλάπηπμε ζε αγγνχξη ζηνπο 10 θαη 30 
o
C, ζε ηνκάηα ζηνπο 4 θαη 10 

o
C θαη ζε θαξφην ζηνπο 

10 
o
C, ελψ εκθάληζε ξχζκηζε αχμεζεο (upregulation) θαηά ηελ αλάπηπμε ζε ηνκάηα ζηνπο 30 

o
C θαη ζε θαξφην ζηνπο 4 

o
C. Αληίζεηα, ηα γνλίδηα sigB θαη prfA επεξεάζηεθαλ πνιχ 

ιηγφηεξν εκθαλίδνληαο ξχζκηζε κείσζεο θαηά ηελ αλάπηπμε ζε ηνκάηα ζηνπο 4
o
C θαη ζε 

αγγνχξη ζηνπο 10 
o
C, αληίζηνηρα. Σα απνηειέζκαηα απηά ππνδεηθλχνπλ φηη αβηνηηθνί 

παξάγνληεο δχλαληαη λα επεξεάδνπλ ηελ έθθξαζε ησλ ππφ κειέηε γνληδίσλ παζνγέλεηαο, 

επηζεκαίλνπλ ηελ πεξηπινθφηεηα ηνπ θαηλνκέλνπ ηεο ξχζκηζεο ησλ γνληδίσλ θαη 

δηεπθνιχλνπλ ηελ θαηαλφεζε ηεο θπζηνινγίαο ηνπ ελ ιφγσ παζνγφλνπ θαηά ηε αλάπηπμή ηνπ 

ζε ηξφθηκν σο ππφζηξσκα.     

 

Λέμεηο-θιεηδηά: Listeria monocytogenes, λοιμογόνα γονίδια, ςγπό θπεπηικό ςλικό, ηομάηα, 

αγγούπι, καπόηο, έκθπαζη γονιδίων, παθογένεια 
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B. ABSTRACT 

The aim of the present study was to investigate the expression of Listeria monocytogenes key 

virulence genes during growth in liquid medium, on tomato, carrot and cucumber at different 

temperatures. For that purpose, L. monocytogenes strain LQC 15257, serotype 4b, isolated 

from strawberry was used to inoculate BHI broth (108 CFU/mL) and the surface of tomato, 

carrot and cucumber pieces (108 CFU/g) and incubated at 4, 10 and 30 
o
C. Sampling took 

place at 0, 0.5, 6.0 and 24h after inoculation and the comparative expression of prfA, sigB, 

hly, plcA, plcB, inlA, inlB, inlC, inlJ as well as 16S, rpob, and IGS as reference genes was 

assessed by RT-qPCR. Culture, grown in BHI broth under identical conditions, was used as a 

control. The effect of incubation temperature, time as well as food matrix has been exhibited. 

Only inlC and inlJ exhibited identical expression pattern throughout the experiment, they 

were downregulated when the pathogen was grown on cucumber and tomato at 10 and 4 
o
C, 

respectively. hly was the gene whose transcription was affected the most by the conditions of 

the experiment, it was downregulated upon growth on cucumber at 10 and 30 
o
C, tomato at 4 

and 10 
o
C and carrot at 10 

o
C and upregulated upon growth on tomato at 30 

o
C and carrot at 4 

o
C. On the contrary, sigB and prfA were genes least affected by the conditions of the 

experiment, they were downregulated only upon growth on tomato at 4 
o
C and cucumber at 

10 
o
C, respectively. These results indicate that abiotic factors may affect L. monocytogenes 

virulence gene expression, highlight the complexity of regulation of gene expression and 

facilitate understanding of the microorganism‟s physiology during growth at food matrices. 

 

 

Keywords: Listeria monocytogenes, virulence genes, liquid medium, tomato, cucumber, 

carrot, gene expression, pathogenesis 
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Δπραξηζηίεο 
 

Ζ παξνχζα κεηαπηπρηαθή κειέηε εθπνλήζεθε ζην Δξγαζηήξην Πνηνηηθνχ Διέγρνπ θαη 

Τγηεηλήο Σξνθίκσλ θαη Πνηψλ ηνπ ηκήκαηνο Δπηζηήκεο Σξνθίκσλ θαη Γηαηξνθήο ηνπ 

Αλζξψπνπ ηνπ Γεσπνληθνχ Παλεπηζηεκίνπ Αζελψλ. ΢ηελ δηάξθεηα εθπφλεζεο θαη 

δηακφξθσζεο ηνπ παξφληνο πνλήκαηνο, ζε κηα πνξεία πξνζέγγηζεο ηνπ ζέκαηνο κε έληνλν 

επηζηεκνληθφ ελδηαθέξνλ, ήηαλ ζεκαληηθή ε ζπκβνιή αλζξψπσλ γηα ηελ επίιπζε απνξηψλ 

θαη πξνβιεκαηηζκψλ πνπ παξνπζηάζηεθαλ θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο εξγαζίαο. Αξρηθά, ζα 

ήζεια λα απεπζχλσ ηηο επραξηζηίεο κνπ ζηνλ επηβιέπνληα απηήο ηεο κεηαπηπρηαθήο 

εξεπλεηηθήο κειέηεο θαη Καζεγεηή ΢πζηεκάησλ Γηαζθάιηζεο Πνηφηεηαο θαη Τγηεηλήο 

Σξνθίκσλ θ. Γξνζηλφ Διεπζέξην γηα ηελ αλάζεζε ηνπ ζέκαηνο ηεο κειέηεο. Δπηπξφζζεηα, ζα 

ήζεια λα επραξηζηήζσ ζεξκά ηνλ 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, θαζψο θαη ηελ Δπίθνπξν Καζεγήηξηα, θα Παπαδέιιε 

Μαξίλα, ηνπ ηκήκαηνο  Σερλνινγίαο Σξνθίκσλ ηνπ Σερλνινγηθνχ Δθπαηδεπηηθνχ Ηδξχκαηνο 

Πεινπνλλήζνπ, γηα ηελ πξνζπκία ηεο λα πξνζθέξεη αγφγγπζηα ηηο γλψζεηο ηεο θαη ηελ 

βνήζεηα ηεο ζηελ πινπνίεζε ηεο παξνχζαο πεηξακαηηθήο κειέηεο. 

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

ακέξηζηε ζπκπαξάζηαζε θαη ζηήξημή ηνπο θαζ‟ φιε ηε δηάξθεηα νινθιήξσζεο ησλ 

κεηαπηπρηαθψλ κνπ ζπνπδψλ, ζηα αδέξθηα κνπ θαζψο θαη ζηνπο θίινπο κνπ γηα ηελ 

πνιχηηκε ζπκβνιή ηνπο. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 1 

1 Ο ΠΑΘΟΓΟΝΟ΢ ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙ΢ΜΟ΢ LISTERIA 

MONOCYTOGENES 

 

1.1 LISTERIA MONOCYTOGENES 

Ο κηθξννξγαληζκφο Listeria monocytogenes (Ληζηέξηα κνλνθπηηαξνγφλνο) είλαη έλαο 

απφ ηνπο πην κειεηεκέλνπο κηθξννξγαληζκνχο ησλ ηειεπηαίσλ 30 εηψλ θαη απνηειεί ηελ 

αηηία γηα ηελ αλζξψπηλε θαη δσηθή ιηζηεξίσζε. Αλ θαη είρε γίλεη αλαθνξά ζηνλ 

κηθξννξγαληζκφ απφ ην 1891, πεξηγξάθεθε γηα πξψηε θνξά απφ ηνπο Murray et al., ην 1926. 

΢πγθεθξηκέλα, ην 1924, νη Murray, Webb θαη Swann, παξαηήξεζαλ αξρηθά 6 πεξηπηψζεηο 

αηθλίδηνπ ζαλάηνπ λεαξψλ θνπλειηψλ, ζηηο εγθαηαζηάζεηο εθηξνθήο δψσλ ηνπ Σκήκαηνο 

Παζνινγίαο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ ηνπ Κέηκπξηηδ, θξνχζκαηα πνπ απμήζεθαλ θαηά πνιχ ηνπο 

επφκελνπο 15 κήλεο. Σα ζπκπηψκαηα πνπ παξνπζίαδε ε λφζνο ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ 

απμεκέλε ζλεζηκφηεηα έζεζαλ ηελ αζζέλεηα σο ζεκαληηθή γηα πεξαηηέξσ κειέηε. Σν εμέρνλ 

ραξαθηεξηζηηθφ ηεο λφζνπ απφ ηελ νπνία έπαζραλ ηα ηξσθηηθά ήηαλ ε παξαγσγή ελφο 

κεγάινπ αξηζκνχ κνλνπχξελσλ ιεπθνθπηηάξσλ ζην αίκα. Απφ ην ραξαθηεξηζηηθφ απηφ ν 

παζνγφλνο κηθξννξγαληζκφο νλνκάζηεθε αξρηθά Bacterium monocytogenes (Murray et. al., 

1926).  

Σν 1927, θαηά ηε δηάξθεηα εξεπλψλ γηα ην ζάλαην γεξβίισλ (άγξησλ ηξσθηηθψλ) 

θνληά ζην Γηνράλεζκπνπξγθ ηεο Ννηίνπ Αθξηθήο, ν Pirie απνκφλσζε έλα Gram ζεηηθφ 

βαθηήξην ην νπνίν νλφκαζε Listerella hepatolytica, πξνο ηηκήλ ηνπ Άγγινπ ρεηξνχξγνπ 

ιφξδνπ Joseph Lister (1827-1912) (Pirie, 1927).  

Οη εξεπλεηέο Murray θαη Pirie έζηεηιαλ ηα ζηειέρε πνπ απνκφλσζαλ ζηελ Δζληθή 

΢πιινγή Καιιηεξγεηψλ (National Collection of Type Cultures, NCTC) ηνπ Ηλζηηηνχηνπ Lister 

ζην Λνλδίλν. Δθεί παξαηεξήζεθε ε νκνηφηεηα ησλ δχν κηθξννξγαληζκψλ θαη θαηέζηε ζαθέο 

φηη ηα ζηειέρε αλήθαλ ζην ίδην είδνο βαθηεξίνπ. Απνηέιεζκα απηνχ ήηαλ ν δηεπζπληήο ηνπ 

ηλζηηηνχηνπ λα θέξεη ηνπο εξεπλεηέο ζε επαθή νη νπνίνη θαη απνθάζηζαλ, ζπλδπάδνληαο ηα 

δχν πξνηεηλφκελα νλφκαηα, λα θαηαρσξήζνπλ ην βαθηήξην σο Listerella monocytogenes 

(Rocourt & Buchrieser, 2007). Σειηθά, ην 1940 ε νλνκαζία ηνπ γέλνπο Listerella άιιαμε γηα 
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ιφγνπο ηαμηλφκεζεο θαη ν κηθξννξγαληζκφο έιαβε ην φλνκα Listeria monocytogenes (Pirie, 

1940). 

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). 

 

1.1.1 Φπινγελεηηθή ηαμηλόκεζε ηνπ γέλνπο Listeria 

 

Μέρξη ηε δεθαεηία ηνπ 1970 ε ζρέζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ κε ηα άιια βαθηήξηα δελ 

είρε δηεπθξηληζηεί, ελψ ζηελ πνξεία πξαγκαηνπνηήζεθαλ αξθεηέο αλαθαηαηάμεηο ηνπ γέλνπο 

Listeria spp. κέρξη ηελ θαηνρχξσζε ηεο αθξηβνχο θπινγελεηηθήο ηνπ ζέζεο. Απφ ην 1934 έσο 

ην 1974 ην γέλνο Listeria spp. είρε εληαρζεί ζηελ νηθνγέλεηα Corynebacteriaceae, ελψ 

κεηέπεηηα, ζην Δγρεηξίδην ΢πζηεκαηηθήο Βαθηεξηνινγίαο ηνπ Bergey (Bergey's Manual of 

Systematic Bacteriology) πνπ δεκνζηεχηεθε ην 1974, ηαμηλνκήζεθε καδί κε ηα βαθηήξηα 

Lactobacillus, Erysipelothrix, Brochothrix, Renibacterium, Kurthia θαη Caryophanon 

(Rocourt & Buchrieser, 2007). Χζηφζν, νη αλαπηπζζφκελεο κέζνδνη ηαμηλφκεζεο φπσο ε 

αξηζκεηηθή αλάιπζε ζηνηρείσλ γηα έλα κεγάιν αξηζκφ θαηλνηππηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ 

(numerical taxonomy), ε κειέηε ρεκεηνηαμηλνκηθψλ (chemotaxonomic) ραξαθηεξηζηηθψλ 

(π.ρ. πεξηεθηηθφηεηα ηνπ DNA ζε βάζεηο G+C), ν πβξηδηζκφο DNA/DNA θαζψο θαη ε εχξεζε 

ηεο αιιεινπρίαο (sequencing) ηνπ ξηβνζσκηθνχ RNA (rRNA) αιιά θαη νιφθιεξνπ ηνπ 

γνληδηψκαηνο (whole genome sequencing), θαηέδεημαλ φηη ην γέλνο Listeria spp. απνηειεί κηα 

απηνηειή ηαμηλνκηθή βαζκίδα (taxon) κε δηαθξηηά ραξαθηεξηζηηθά ηθαλά λα ηε 

δηαθνξνπνηήζνπλ έλαληη άιισλ γεηηνληθψλ ηαμηλνκηθψλ βαζκίδσλ (Feresu & Jones 1988, 

Hartford & Sneath 1993, Glaser et. al. 2001, Rocourt & Buchrieser 2007). 

Σν γέλνο Listeria έρεη πιένλ ηαμηλνκεζεί ζηελ νηθνγέλεηα Listeriaceae καδί κε ην 

γέλνο Brochothrix. Καη ηα δχν γέλε αλήθνπλ ζηελ ηάμε Bacillales ηεο νκνηαμίαο Bacilli, ε 

νπνία πεξηιακβάλεη φινπο ηνπο βαθίινπο, θαη ε νπνία κε ηε ζεηξά ηεο εληάζζεηαη ζην θχιν 
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Firmicutes ηνπ βαζηιείνπ Bacteria (Garrity et. al., 2004). Αξρηθά ην γέλνο πεξηιάκβαλε κφλν 

ην είδνο L. monocytogenes. Αξηζκεηηθέο ηαμηλνκηθέο έξεπλεο φκσο επηβεβαίσζαλ φηη ην 

βαθηήξην L. monocytogenes δελ απνηεινχζε κηα απηνηειή ηαμηλνκηθή βαζκίδα (taxon), θάηη 

ην νπνίν νξίζηεθε ζηελ φγδνε έθδνζε ηνπ Δγρεηξηδίνπ Πξνζδηνξηζηηθήο Βαθηεξηνινγίαο ηνπ 

Bergey (Bergey‟s Manual of Determinative Bacteriology) (Rocourt & Buchrieser, 2007). 

΢ήκεξα, ην γέλνο απνηειείηαη απφ ηα αθφινπζα δέθα είδε: L. innocua, L. monocytogenes, L. 

welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii, L. grayi, L. rocourtiae, L. marthii, L. weihenstephanensis 

θαη L. fleischmannii, κε ηα ηέζζεξα ηειεπηαία είδε λα έρνπλ πεξηγξαθεί κφιηο πξφζθαηα 

(Leclercq et. al. 2010, Lang Halter et. al. 2013, Graves et. al. 2010, den Bakker et. al. 2013). 

Παιαηφηεξα πθίζηαην μερσξηζηά σο είδνο θαη ην L. murrayi ην νπνίν φκσο πιένλ έρεη 

ελζσκαησζεί ζην L. grayi (Rocourt et. al., 1992). Απφ ηα είδε ηνπ γέλνπο Listeria κφλν o L. 

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

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

γηα ηα δψα. 

΢ηελ Δηθόλα 1 παξνπζηάδεηαη ε ζρεηηθή θπινγελεηηθή ζέζε ησλ εηδψλ πνπ ζηεξίδεηαη 

ζηε κέζνδν αλάιπζεο απνζηάζεσλ (Neighbor-Joining distance analysis) ησλ αιιεινπρηψλ 

ηνπ γνληδίνπ 16S-rRNA. Φαίλεηαη φηη νη κηθξννξγαληζκνί L. monocytogenes, L. innocua, L. 

welshimeri, L. marthii, L. ivanovii θαη L. seeligeri ζρεκαηίδνπλ έλα ζχκπιεγκα έμη εηδψλ, νη 

κηθξννξγαληζκνί L. rocourtiae θαη L. weihenstephanensis έλα ζχκπιεγκα δχν εηδψλ, ελψ νη 

κηθξννξγαληζκνί L. grayi, θαη L. fleischmannii δελ αλήθνπλ ζε θαλέλα απφ ηα δχν απηά 

ζπκπιέγκαηα. Όζνλ αθνξά ην ζχκπιεγκα ησλ έμη εηδψλ, ε αιιεινχρηζε ηνπ γνληδίνπ 16S-

rRNA δελ κπνξεί λα πξνζθέξεη θαιχηεξε αλάιπζε ζηηο θπινγελεηηθέο ηνπο ζρέζεηο, ράξε 

ζηνλ πςειφ βαζκφ νκνηφηεηαο. Γηα ηνλ ιφγν απηφ, απαξαίηεηε θξίλεηαη ε αλάιπζε 

αιιεινπρηψλ επηπξφζζεησλ γνληδησκαηηθψλ πεξηνρψλ (Paramithiotis et. al., 2014).   
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Δηθόλα 1. Φπινγελεηηθή ζέζε ησλ εηδψλ ηνπ παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ Listeria βάζεη ηεο κεζφδνπ αλάιπζεο 

απνζηάζεσλ (Neighbor-Joining distance analysis) ησλ αιιεινπρηψλ ηνπ γνληδίνπ 16S-rRNA. Οη ηηκέο Bootstrap 

ζηνλ θφκβν ππνινγίζηεθαλ απφ 1000 δεηγκαηνιεςίεο. Οη αξηζκνί πξφζβαζεο GenBank / EMBL / DDBJ 

δίλνληαη ζηελ παξέλζεζε (Paramithiotis et. al., 2014). 

 

1.1.2 Υαξαθηεξηζηηθά ηνπ κηθξννξγαληζκνύ 

1.1.2.1 Μοπθολογία 

Όια ηα είδε ηνπ γέλνπο Listeria ζρεκαηίδνπλ ζπκκεηξηθέο, βξαρείεο ξάβδνπο 

δηαζηάζεσλ απφ 0.4-0.5 έσο 1-2 κm, κε παξάιιειεο πιεπξέο θαη ζηξνγγπιεκέλα άθξα. Σα 

θχηηαξα εκθαλίδνληαη ζπλήζσο είηε ζε κεκνλσκέλεο κνλάδεο, είηε ζε κηθξέο αιπζίδεο, είηε 

δηαηάζζνληαη ζε V, Τ θαη πην πνιχπινθνπο ζρεκαηηζκνχο (palisades). Σα βαθηήξηα ηνπ 

γέλνπο είλαη Gram ζεηηθά, έρεη παξαηεξεζεί φκσο, θχηηαξα θαιιηεξγεηψλ φηαλ ράζνπλ ηελ 

ηθαλφηεηά ηνπο λα ζπγθξαηνχλ ην θξπζηαιιηθφ ηψδεο, λα ζεσξεζνχλ ιαλζαζκέλα σο 

Hemophilus (Rocourt & Buchrieser 2007, Wagner & McLauchlin 2008). ΢ηελ Δηθόλα 2 

παξνπζηάδεηαη ην παξαζθεχαζκα ηεο ρξψζεο Gram ηνπ βαθηεξίνπ Listeria monocytogenes 

φπνπ θαη παξαηεξνχληαη ηα κπιε-ηψδε θχηηαξα.  

 

L. monocytogenes CECT 4031T (AJ 515512.1)

L. innocua CECT 910T (AJ 515516.1)

L. welshimeri CECT 919T (AJ 515519.1)

L. marthii NR-9579T (EU 545982.1)

L. ivanovii CECT 913T (AJ 515517.1)

L. seeligeri CECT 917T (AJ 515518.1)

L. rocourtiae CIP 109804T (FJ 557241.1)

L. weihenstephanensis DSM 24698T (FR 850019.2)

L. grayi CECT 931T (AJ 515520.1)

L. fleischmannii A11-3426T (KC 588950.1)

100

99

92

99

100
44

70

0.005

Fig.1
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Δηθόλα 2. Υξψζε θαηά Gram ηνπ βαθηεξίνπ L. monocytogenes 

 

Σν γέλνο Listeria δελ παξάγεη ζπφξηα θαη δε δεκηνπξγεί θάςεο (Seeliger & 

Bockemühl, 1968). Δκθαλίδεη θηλεηηθφηεηα ράξε ζηα πεξίηξηρα καζηίγηα φηαλ θαιιηεξγείηαη 

κεηαμχ ησλ 20 θαη 25
ν
C, ελψ ζηνπο 37

ν
C παξνπζηάδεη κεησκέλε ή θαη θαζφινπ θηλεηηθφηεηα 

(Galsworthy et. al., 1990).   

1.1.2.2 Απαιηήζειρ μικποβιακήρ ανάπηςξηρ 

 

 Οξςγόνο (Ο2) 

Ο παζνγφλνο κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes είλαη αεξφβηoο, κηθξναεξφθηινο θαη 

πξναηξεηηθά αλαεξφβηνο κηθξννξγαληζκφο, ν νπνίνο αλαπηχζζεηαη θαιχηεξα ζε ζπγθέληξσζε 

δηνμεηδίνπ ηνπ άλζξαθα 5-10% (Rocourt & Buchrieser, 2007).  

 Θεπμοκπαζία  

Σα ζεξκνθξαζηαθά φξηα αλάπηπμεο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes 

θπκαίλνληαη απφ 1-2
o
C έσο 45

o
C, κε βέιηηζηε αλάπηπμε ζηνπο 30-37

o
C (Seeliger & Jonesy 

1986, Junttila et. al. 1988). Δίλαη επνκέλσο έλα ςπρξφθηιν βαθηήξην θαζψο κπνξεί λα 

αλαπηχζζεηαη θαη ζε ζεξκνθξαζίεο ςχμεο. Ζ ηθαλφηεηα ηνπ κηθξννξγαληζκνχ λα 

αλαπηχζζεηαη ζε απηέο ηηο ζεξκνθξαζίεο ρξεζηκνπνηήζεθε γηα πξψηε θνξά απφ ηνλ Gray et. 

al. (1948) γηα επηιεθηηθφ εκπινπηηζκφ κνιπζκέλνπ δείγκαηνο θαη είλαη απηή πνπ θαζηζηά ηελ 

ςχμε αλεπαξθή γηα ηνλ έιεγρν ηνπ παζνγφλνπ. ΢ηηο ρακειέο απηέο ζεξκνθξαζίεο, παξ‟ φια 

απηά, ε κηθξνβηαθή αχμεζε είλαη ζρεηηθά αξγή, θαζψο ηα ζηειέρε αλαπηχζζνληαη κε ρξφλν 

δηπιαζηαζκνχ 20-30 θαη 100-186 σξψλ ζηνπο 3
 
θαη 0

ν
C, αληίζηνηρα (Swaminathan, 2001). 
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 pH 

΢ε πγξά ζξεπηηθά ππνζηξψκαηα ην βαθηήξην L. monocytogenes απμάλεηαη κεηαμχ pH 

4.5 θαη 9.2, κε βέιηηζηε ηηκή pH 7 (Parish & Higgins 1989, George & Lund, 1992). Σηκέο pH 

κηθξφηεξεο ηνπ 5.5 νδεγνχλ ζε ζεκαληηθή κείσζε ηνπ ξπζκνχ αχμεζεο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ 

(Adams & Moss, 2008), ελψ ζε ηηκέο κηθξφηεξεο ηνπ 4.3 ν κηθξννξγαληζκφο επηβηψλεη αιιά 

δελ πνιιαπιαζηάδεηαη (Swaminathan, 2001). 

 Ενεπγόηηηα νεπού (aw) 

Ο κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes είλαη έλα απφ ηα ιίγα ηξνθηκνγελή παζνγφλα 

πνπ κπνξεί λα αλαπηχζζεηαη ζε ηηκέο ελεξγφηεηαο λεξνχ ρακειφηεξεο ηνπ 0.93 (Petran & 

Zpttola 1989, Farber & Addison 1994). Γεληθά, ε αλάπηπμή ηνπ κηθξννξγαληζκνχ 

πξαγκαηνπνηείηαη ζε ηηκέο ελεξγφηεηαο λεξνχ απφ 0.90 έσο 0.99, κε βέιηηζηε αλάπηπμε ζην 

0.97. Μπνξεί λα επηβηψζεη γηα κεγάιν ρξνληθφ δηάζηεκα ζε ηηκέο έσο 0.83 (Shahamat et. al., 

1980), ελψ ζε ηηκέο έσο 0.90 επηβηψλεη απιψο ρσξίο λα αλαπηχζζεηαη (FSAI, 2011).  

Δπηπιένλ, παξνπζηάδεη ηθαλφηεηα αλάπηπμεο ζε ζπγθέληξσζε ρισξηνχρνπ λαηξίνπ 

(NaCl) 10% (w/v) θαη επηβηψλεη ζε αθφκα κεγαιχηεξεο ζπγθεληξψζεηο (Seeliger & Jonesy, 

1986). Σέινο, ε επηβίσζή ηνπ ζε ρακειέο ηηκέο pH θαη πςειέο ζπγθεληξψζεηο άιαηνο 

εμαξηάηαη ζεκαληηθά απφ ηελ ζεξκνθξαζία (Cole et. al., 1990).  

 Μεηαβολικά σαπακηηπιζηικά 

O κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes είλαη ζεηηθφο ζηελ αληίδξαζε ηεο θαηαιάζεο 

(ζηειέρε αξλεηηθά ζηελ θαηαιάζε έρνπλ παξαηεξεζεί ζπάληα) θαη αξλεηηθφο ζηελ 

αληίδξαζε ηεο νμεηδάζεο (Rocourt & Buchrieser, 2007). Δίλαη έλαο νκνδπκσηηθφο 

κηθξννξγαληζκφο πνπ νμεηδψλεη ηα ελδηάκεζα πξντφληα ηεο γιπθφιπζεο (Cotoni, 1942) θαη 

δηαζέηεη ηα έλδπκα νμεηδάζεο ηεο γιπθφδεο θαη νμεηδάζεο ηνπ NADH (Patcett et. al., 1991).    

Σν βαθηήξην αλαπηχζζεηαη παξνπζία γιπθφδεο θαη ππφ αεξφβηεο ζπλζήθεο ζρεκαηίδεη 

γαιαθηηθφ νμχ, νμηθφ νμχ θαη αθεηνΐλε σο θχξηα ηειηθά πξντφληα (Pine et. al. 1989, Romick 

et. al. 1996). Κάησ απφ αλαεξφβηεο ζπλζήθεο ε αθεηνΐλε δελ παξάγεηαη, ελψ ζηηο 

ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο ε αλάπηπμε πξαγκαηνπνηείηαη κφλν παξνπζία εμνδψλ θαη πεληνδψλ. 

΢ε αληίζεζε κε ηε ζαθραξφδε, ε καιηφδε θαη ε ιαθηφδε ππνζηεξίδνπλ ηελ αλάπηπμε 

θάπνησλ ζηειερψλ ππφ αλαεξφβηεο ζπλζήθεο (Pine et. al., 1989). Σέινο, ν θαηαβνιηζκφο ηεο 

γιπθφδεο πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ηνπ βηνρεκηθνχ κνλνπαηηνχ ησλ Embden-Meyerhof, ηφζν 
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αεξφβηα φζν θαη αλαεξφβηα (Seeliger & Jonesy, 1986), ελψ ν θαηαβνιηζκφο άιισλ ζαθράξσλ 

νδεγεί ζε παξαγσγή νμέσλ αιιά φρη αεξίσλ (Wagner & McLauchlin, 2008).  

 Βιοσημικά σαπακηηπιζηικά 

Ζ βαζηθή δνκή ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο ησλ βαθηεξίσλ ραξαθηεξίδεηαη απφ ηελ 

παξνπζία κηαο αξθεηά ζθιεξήο ζηηβάδαο πνπ νλνκάδεηαη πεπηηδνγιπθάλε ή κνπξεΐλε (ε 

νπνία απνηειεί ην 35% ηνπ μεξνχ βάξνπο ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο), ηεηρντθά νμέα (ηα 

νπνία απνηεινχλ ην 60-70% ηνπ μεξνχ βάξνπο ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο θαη ελψλνληαη κε 

νκνηνπνιηθνχο δεζκνχο κε ην κνπξακηθφ νμχ ζηελ πεπηηδνγιπθάλε) θαη ιηπνηεηρντθά νμέα 

(ηα νπνία ρξεζηκεχνπλ ζηελ αγθίζηξσζε ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο ζηελ ππνθείκελε 

πιαζκαηηθή κεκβξάλε). Ζ πεπηηδνγιπθάλε απνηειεί έλα απαξαίηεην καθξνκνξηαθφ 

ζχκπινθν ηνπ βαθηεξηαθνχ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο θαζψο ρξεζηκεχεη ζηα βαθηήξηα γηα ηε 

δηαηήξεζε ηεο σζκσηηθήο ηνπο πίεζεο (Shockman et al., 1996). Σα ηεηρντθά νμέα θαίλεηαη 

φηη απνηεινχλ ην 20% ηνπ βάξνπο ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο ηνπ ζηειέρνπο L. 

monocytogenes EGD, ην νπνίν απνηειείηαη απφ N-αθεηπινγιπθνδακίλε, ξακλφδε, ξηβηηφιε 

θαη θψζθνξν ζε κνξηαθή αλαινγία 0.95:1.0:0.97:0.98. Σν κνξηαθφ βάξνο ησλ ηεηρντθψλ 

νμέσλ ζην ζπγθεθξηκέλν ζηέιερνο έρεη ππνινγηζηεί πεξίπνπ 120 kDa, ελψ ε αλνζνινγηθή 

ηνπο δξαζηεξηφηεηα απνδίδεηαη ζηα ππνιείκκαηα ξακλφδεο πνπ ιεηηνπξγνχλ σο ζεκαληηθφο 

αληηγνληθφο πξνζδηνξηζηήο (Ο-παξάγνληαο ή ζσκαηηθφ αληηγφλν) (Wagner & McLauchlin, 

2008).  

Σα είδε ηνπ γέλνπο Listeria ρξεζηκνπνηνχλ καζηίγηα πνπ ηνπο παξέρνπλ in vitro 

θηλεηηθφηεηα, ηδηφηεηα πνπ εληζρχεη ηελ πξφζθπζε θαη ηελ εηζβνιή ζηα επηζειηαθά θχηηαξα 

ησλ μεληζηψλ. ΢ηνλ κηθξννξγαληζκφ L. monocytogenes παξάγνληαη πέληε κε έμη πεξίηξηρα 

καζηίγηα, ελψ ε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ ησλ καζηηγίσλ θηλεηηθφηεηαο ξπζκίδεηαη απφ ηε 

ξπζκηζηηθή πξσηεΐλε MogR, ε νπνία θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην mogR (Wagner & 

McLauchlin, 2008).  ΢ην πεξηβάιινλ, ηα βαθηήξηα ρξεζηκνπνηνχλ ηα καζηίγηα γηα λα 

θηλεζνχλ πξνο ηα ζξεπηηθά ζπζηαηηθά. Σα καζηίγηα είλαη επίζεο ζεκαληηθά ζηα παζνγφλα 

είδε γηα ηελ πξφθιεζε αζζελεηψλ. Χζηφζν, κε ηελ είζνδν ηνπ βαθηεξίνπ ζηνλ αλζξψπηλν 

νξγαληζκφ, ε παξνπζία θιαγγειίλεο δηεγείξεη ην αλνζνπνηεηηθφ ηνπ ζχζηεκα. Καηά 

ζπλέπεηα, πνιιά βαθηήξηα κεηψλνπλ ηελ παξαγσγή καζηηγίσλ ακέζσο κεηά ηελ κφιπλζε 

(Shen & Higgins, 2006). Ο παζνγφλνο κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes ξπζκίδεη ηελ 

παξαγσγή απηή κέζσ ηεο πξσηεΐλε MogR, ε νπνία πξνζδέλεηαη ζηελ πεξηνρή εθθίλεζεο ηνπ 
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γνληδίνπ flaA θαη πξνθαιεί κείσζε ηεο έθθξαζήο ηνπ, θαζψο θαη άιισλ γνληδίσλ 

θηλεηηθφηεηαο (Wagner & McLauchlin, 2008).  

Δθηφο απφ ηελ παξαγσγή δνκηθψλ κνξίσλ πνπ ζπκκεηέρνπλ ζην ζρεκαηηζκφ ηνπ 

θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο, ησλ καζηηγίσλ αιιά θαη άιισλ βαζηθψλ δνκψλ, ζηνλ παζνγφλν 

παξάγεηαη επίζεο κία κεγάιε ζεηξά απφ εμεηδηθεπκέλεο πξσηεΐλεο πνπ ζηεξίδνπλ ηελ 

επηβίσζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζε ζηξεζνγφλεο ζπλζήθεο pH, ζεξκνθξαζίαο θαη αιάησλ 

(π.ρ. BetL, Bsh, Lmo1421, OpuB θαη OpuC), αιιά θαη πξσηεΐλεο πνπ ηνλ βνεζνχλ λα 

εηζάγεηαη ζηα θχηηαξα ησλ μεληζηψλ, λα δηαθεχγεη απφ ηα θελνηφπηα, λα αληηγξάθεηαη ζην 

θπηηαξφπιαζκα θαη λα εμαπιψλεηαη ζε γεηηνληθά θχηηαξα (π.ρ. InlA, InlB, InlC, InlJ, LLO, 

PI-PLC, PC-PLC, Μpl θαη Acta).   

 Ανάπηςξη ζε θπεπηικά ςποζηπώμαηα 

Ο κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes, φπσο θαη φια ηα είδε ηνπ γέλνπο Listeria, είλαη 

ζρεηηθά απαηηεηηθφο ζε ζξεπηηθά ζπζηαηηθά. ΢πγθεθξηκέλα, εθηφο απφ ηηο γλσζηέο πεγέο 

άλζξαθα θαη αδψηνπ (γιπθφδε θαη γινπηακίλε), γηα ηελ βέιηηζηε αλάπηπμή ηνπ ζπλήζσο 

απαηηνχληαη ηα ακηλνμέα θπζηίλε, ιεπθίλε, ηζνιεπθίλε, αξγηλίλε, κεζεηνλίλε, βαιίλε, 

θπζηεΐλε θαη νη βηηακίλεο ξηβνθιαβίλε, βηνηίλε, ζεηακίλε θαη ζεηνθηηθφ νμχ (α-ιηπντθφ νμχ) 

(Welshimer 1963, Seeliger & Jonesy 1986, Siddiqi & Khan 1989, Premaratne et. al. 1991). Ζ 

αχμεζε δηεγείξεηαη επηπιένλ θαη απφ ηελ χπαξμε ηξηζζελνχο ζηδήξνπ (Fe
3+

) θαη 

θαηλπιαιαλίλεο ζην ζξεπηηθφ ππφζηξσκα (Siddiqi & Khan 1989, Premaratne et. al. 1991). 

΢ε γεληθέο γξακκέο, ν κηθξννξγαληζκφο αλαπηχζζεηαη θαιά ζε έλαλ αξηζκφ κε 

επηιεθηηθψλ ζξεπηηθψλ κέζσλ πνπ ππνζηεξίδνπλ ηελ αλάπηπμε βαθηεξίσλ. Ο παζνγφλνο 

κπνξεί λα αλαπηπρζεί ηφζν ππφ αεξφβηεο φζν θαη ππφ αλαεξφβηεο ζπλζήθεο ζε κε εθιεθηηθά 

ηερλεηά κέζα φπσο νη δσκνί tryptone soy broth (TSB) θαη brain heart infusion (ΒΖΗ), ελψ ζε 

πεξίπησζε αλάπηπμήο ηνπ ζε δσκφ BHI θαη επψαζεο ζηνπο 30
o
C, εηζέξρεηαη ζηε ζηαηηθή 

θάζε έπεηηα απφ 12 ψξεο (Wagner & McLauchlin, 2008).  

Τπάξρεη κία ζεηξά απφ ζηεξεά θαη πγξά επηιεθηηθά ζξεπηηθά ππνζηξψκαηα γηα ηελ 

απνκφλσζε ησλ εηδψλ ηνπ γέλνπο Listeria spp. απφ κε απνζηεηξσκέλα δείγκαηα ηξνθίκσλ, 

πεξηβάιινληνο θαη πεξηηησκάησλ. Αξρηθά, ηα επηιεθηηθά ζξεπηηθά ππνζηξψκαηα άγαξ 

Polymyxin Acriflavine Lithium chloride Ceftazidine Aesculin Mannitol (PALCAM) θαη 

OXFORD πξνηάζεθαλ απφ ηα ISO 11290-1:1996 θαη ISO 11290-2:1998 σο πξσηαξρηθά 

κέζα επίζηξσζεο γηα ηελ αλίρλεπζε θαη αξίζκεζε φισλ ησλ εηδψλ ηνπ γέλνπο Listeria spp. 

Σα παξαπάλσ ζξεπηηθά ππνζηξψκαηα δηαθνξνπνηνχλ ηα είδε ηνπ γέλνπο απηνχ απφ ηα άιια 
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βαθηήξηα ζηεξηδφκελα ζηελ πδξφιπζε ηνπ γιπθνδίηε εζθνπιίλε. Ο γιπθνδίηεο απηφο 

πδξνιχεηαη απφ φια ηα είδε ηνπ γέλνπο Listeria spp. θαη ην πξντφλ πδξφιπζήο ηνπ 

(εζθνπιεηίλε ή 6,7-δηυδξνμπθνπκαξίλε) αληηδξά κε ην ηξηζζελέο θηηξηθφ ζίδεξν πνπ 

εκπεξηέρεηαη ζην ππφζηξσκα, κε απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία ζθνπξφρξσκνπ γθξη-ιαδί 

ζπκπιφθνπ θαη ηελ αλίρλεπζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ (Δηθόλα 3). 

Πιένλ έρνπλ αλαπηπρζεί θαη επηιεθηηθά κέζα γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ είδνπο L. 

monocytogenes κε βάζε ρξσκνγφλα ππνζηξψκαηα. Σν Listeria αγαξ φπσο πεξηγξάθεθε απφ 

ηνπο Ottaviani θαη Agosti (ALOA) (Ottaviani et al., 1997) ήηαλ ην πξψην ρξσκνγφλν πιηθφ 

πνπ πξνηάζεθε ζηηο ηξνπνπνηήζεηο ηνπ 2004 ηνπ ISO 11290-1 θαη 11290-2 (ISO 11290-

1/Amd.1:2004 θαη ISO 11290-2/Amd.1:2004) (ISO, 1996, ISO, 1998).  

Ζ γεληθή δξαζηεξηφηεηα δηαθνξνπνίεζεο ηνπ ALOA έγθεηηαη ζηελ παξνπζία ηνπ 

ρξσκνγφλνπ ζπζηαηηθνχ 5-βξσκν-4-ρισξν-3-ηλδνιπι-β-D-γιπθνππξαλνζίδην πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ εληνπηζκφ ηνπ ελδχκνπ β-D-γιπθνζηδάζε, ην νπνίν παξάγεηαη απφ 

φια ηα είδε ηνπ γέλνπο Listeria spp. Απνηέιεζκα ηεο αληίδξαζεο κεηαμχ ηνπ ελδχκνπ θαη ηνπ 

ρξσκνγφλνπ ζπζηαηηθνχ είλαη ε αλάπηπμε απνηθηψλ ρξψκαηνο κπιε-ηηξθνπάδ κε κέζε 

δηάκεηξν 1 ρηιηνζηφ ζηελ επηθάλεηα ηνπ άγαξ. Ζ εηδηθή δε δξαζηεξηφηεηα δηαθνξνπνίεζεο 

πξαγκαηνπνηείηαη ράξε ζηελ παξνπζία ηεο L-α-θσζθαηηδπιηλνζηηφιεο, ε νπνία πδξνιχεηαη 

απφ ηελ θσζθνιηπάζε C, έλαλ παξάγνληα κνιπζκαηηθφηεηαο πνπ παξάγεηαη απφ ηα δχν 

παζνγφλα είδε L. monocytogenes θαη L. ivanovii. Υάξε ζηνλ ζπλδπαζκφ ησλ δχν απηψλ 

ζπζηαηηθψλ, είλαη εθηθηφ λα δηαρσξηζηνχλ νη απνηθίεο ησλ βαθηεξίσλ Listeria spp. πνπ 

εκθαλίδνληαη κε κπιε-ηηξθνπάδ απφρξσζε, απφ ηηο απνηθίεο ησλ ζηειερψλ ηνπ L. 

monocytogenes πνπ εκθαλίδνληαη κε κπιε-ηηξθνπάδ απφρξσζε πεξηβαιιφκελεο απφ κία 

αδηαθαλή δψλε άισ (Δηθόλα 3). ΢ρεδφλ φινη νη παξαζθεπαζηέο κηθξνβηνινγηθψλ ζξεπηηθψλ 

ππνζηξσκάησλ πξνζθέξνπλ κέζα θαιιηέξγεηαο βαζηζκέλα ζηελ αξρηθή ζχλζεζε ηνπ ALOA, 

φπσο νη: Biolife (ALOA
®
), AES (ALOA

® 
1 day), Oxoid (OCLA), CHROMagar 

(CHROMagar
™

), Merck (Chromoplate
®
), Biomerieux (ΑΔΥ) θαη Biorad (AL).  

Πέξαλ ηνπ ζπλδπαζκνχ ησλ παξαπάλσ ηδηνηήησλ πνπ δηαθνξνπνηνχλ ηνλ παζνγφλν 

L. monocytogenes απφ ηα ππφινηπα είδε Listeria, θάπνηα ρξσκνγφλα κέζα ζηεξίδνληαη κφλν 

ζηελ αλίρλεπζε ηεο θσζθνιηπάζεο C. ΢ε απηέο ηηο πεξηπηψζεηο, ε δηαθνξνπνίεζε ηνπ 

παζνγφλνπ γίλεηαη κέζσ ηνπ ζρεκαηηζκνχ απνηθηψλ ρξψκαηνο κπιε-ηηξθνπάδ έλαληη ησλ 

άζπξσλ απνηθηψλ πνπ ζρεκαηίδνπλ ηα ππφινηπα είδε ηνπ γέλνπο Listeria spp (Δηθόλα 3). Οη 

παξαζθεπαζηέο απηνχ ηνπ ηχπνπ άγαξ είλαη νη: Biosynth (BCM
®

 LMPM), Biorad 



10 

 

(Rapid'L.mono) θαη Heipha (LIMONO-Ident). Ζ ρξήζε επηιεθηηθψλ ρξσκνγφλσλ ζξεπηηθψλ 

κέζσλ θαιιηέξγεηαο νδεγεί ζηελ αλίρλεπζε χπνπησλ απνηθηψλ ζηειερψλ L. monocytogenes 

εληφο 24 ή 48 σξψλ επψαζεο ζηνπο 37° C. Χζηφζν, πεξαηηέξσ δνθηκέο γηα ηελ επηβεβαίσζε 

ηεο ηαπηφηεηαο ησλ απνκνλψζεσλ είλαη ππνρξεσηηθέο (Wagner & McLauchlin, 2008).   

 

 

 

Δηθόλα 3. Δπηιεθηηθά ππνζηξψκαηα PALCAM (Α) θαη OXFORD (Β) γηα αλίρλεπζε θαη απνκφλσζε ησλ 

Listeria spp. θαη ALOA (Γ) θαη Rapid‟ L. mono (Γ) γηα αλίρλεπζε θαη απνκφλσζε ηνπ Listeria monocytogenes.  

1.1.2.3 Οπολογική ηςποποίηζη 

Σα είδε ηνπ γέλνπο Listeria δηαζέηνπλ πνιιαπινχο δείθηεο επηθάλεηαο φπσο ηα 

ζσκαηηθά αληηγφλα Ο θαη ηα αληηγφλα καζηηγίνπ Ζ, ηα νπνία απνδίδνπλ εμεηδίθεπζε ηεο 

εθάζηνηε νκάδαο θαη κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ σο ζηφρνη γηα ηελ αλνζνινγηθή 

αλαγλψξηζε θαη ηελ νξνινγηθή ηνπο ηππνπνίεζε, κε ρξήζε αληίζηνηρσλ κνλφθισλσλ θαη 

πνιχθισλσλ αληηγφλσλ (Seeliger, 1979). Σα ζσκαηηθά (Ο) αληηγφλα ησλ βαθηεξίσλ ηνπ 

γέλνπο Listeria spp. έρνπλ δηαρσξηζηεί ζε δεθαπέληε ππφ-ηχπνπο (I-XV), ελψ ηα αληηγφλα 

καζηηγίνπ ζε ηέζζεξηο ππφ-ηχπνπο (A-D). Μέζσ ησλ κνλαδηθψλ ζπλδπαζκψλ ησλ O θαη Ζ 

αληηγφλσλ εμαθξηβψλνληαη νη νξφηππνη ησλ κεκνλσκέλσλ ζηειερψλ ησλ βαθηεξίσλ Listeria 

spp. Απφ ην ζπλδπαζκφ απηφ έρνπλ δηαθξηζεί ηνπιάρηζηνλ δεθαηξείο νξφηππνη γηα ην είδνο L. 

monocytogenes (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, θαη 7) νη νπνίνη θαη 

εληάζζνληαη ζε 4 εμειηθηηθέο θαηαγσγέο (lineages) (Ward et al., 2008). ΢πγθεθξηκέλα, ζηελ 

πξψηε εμειηθηηθή θαηαγσγή (lineage I) εληάζζνληαη νη νξφηππνη 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e θαη 7, 

ζηε δεχηεξε (lineage II) νη νξφηππνη 1/2a, 1/2c, 3a θαη 3c, ζηελ ηξίηε (lineage III) νη νξφηππνη 

4b, 1/2a, 4a θαη 4c θαη ζηελ ηέηαξηε (lineage IV) νη νξφηππνη 4a θαη 4c (Hyden et al., 2016). 

Κάζε εμειηθηηθή θαηαγσγή ραξαθηεξίδεηαη απφ γνλίδηα ηα νπνία απνηεινχλ ζπγθεθξηκέλνπο 
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δείθηεο γηα ηα ζηειέρε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes πνπ αλήθνπλ ζε απηέο 

(Doumith et al., 2004).  

 

Πίλαθαο 1 Πίλαθαο ησλ ηξηψλ εμειηθηηθψλ θαηαγσγψλ (lineages) θαη νξνηχπσλ (serovars) 

ηνπ κηθξννξγαληζκνχ Listeria monocytogenes βάζεη ηνπ ζπλδπαζκνχ ησλ ζσκαηηθψλ αληηγφλσλ (O 

antigen) θαη ησλ αληηγφλσλ καζηηγίνπ (H antigens) (Gorski 2008, Hyden et al. 2016). 

Δμειηθηηθή θαηαγσγή Οξφηππνο Ο-αληηγφλα Ζ-αληηγφλα 

I 

1/2b I, II A, B, C 

3b II, IV A, B, C 

4b V, VI A, B, C 

4d (V)α, VI, VIII A, B, C 

4e V, VI, (VIII), (IX) A, B, C 

7 XII, XIII A, B, C 

II 

1/2a I, II A, B 

1/2c I, II B, D 

3a II, IV A, B 

3c II, IV B, D 

III 

4a (V), VII, IX A, B, C 

4b V, VI A, B, C 

4c V, VII A, B, C 

1/2a I, II A, B 

IV 4a (V), VII, IX A, B, C 

4c V, VII A, B, C 

α Σα εληφο παξέλζεζεο αληηγφλα κπνξεί λα κελ αληρλεχνληαη ζε φιεο ηηο απνκνλψζεηο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ. 

 

Απφ ηα έσο ηψξα αλαγλσξηζκέλα είδε ηνπ γέλνπο Listeria spp. κφλν ηα Listeria 

monocytogenes θαη Listeria ivanovii έρνπλ ραξαθηεξηζηεί σο παζνγφλα (Wagner θαη 

McLauchlin, 2008). ΢ρεδφλ φιεο νη πεξηπηψζεηο αλζξψπηλεο ιηζηεξίσζεο έρνπλ απνδνζεί 

ζηνλ παζνγφλν L. monocytogenes, σζηφζν, ζπάληεο πεξηπηψζεηο νθεηιφκελεο ζηα είδε L. 

ivanovii (Cummins et al. 1994, Guillet et al. 2010), L. seeligeri (Rocourt et al., 1986) θαη L. 

grayi (Todeschini et al., 1998) έρνπλ θαηαγξαθεί. Απφ ηα δεδνκέλα πνπ έρνπλ ζπιιερζεί ηα 

ηειεπηαία ρξφληα απνδεηθλχεηαη φηη ν κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes παξνπζηάδεη 

κεγάιε πνηθηινκνξθία ζηελ παξνπζία ησλ νξνηχπσλ ηνπ πνπ πξνθαινχλ ηνμηθφηεηα θαη 

παζνγέλεηα. Χζηφζν, ελψ πνιιά ζηειέρε έρνπλ αδηακθηζβήηεηα πςειή κνιπζκαηηθφηεηα θαη 

είλαη πνιιέο θνξέο ζαλαηεθφξα, άιια ζηειέρε εκθαλίδνπλ κεησκέλε ηθαλφηεηα λα 
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πξνθαιέζνπλ ινίκσμε θαη είλαη ζρεηηθά κε κνιπζκαηηθά (Conner et al. 1989, Tabouret et al. 

1991). ΢πγθεθξηκέλα, απφ ηνπο 13 νξνηχπνπο ηνπ είδνπο L. monocytogenes κφλν νη 4 

νξφηππνη (1/2a, 1/2b, 1/2c θαη 4b) έρνπλ ελνρνπνηεζεί γηα ηελ εθδήισζε αλζξψπηλεο 

ιηζηεξίσζεο, θαζ‟ φηη απηνί αληηπξνζσπεχνπλ πάλσ απφ ην 96% ησλ απνκνλψζεσλ ησλ 

αλζξψπηλσλ θιηληθψλ ππνζέζεσλ. Απφ ηνπο ηέζζεξηο απηνχο νξφηππνπο, ηα ζηειέρε πνπ 

αλήθνπλ ζηελ εμειηθηηθή θαηαγσγή II είλαη επξέσο δηαδεδνκέλα ζηα ηξφθηκα θαη ζην 

πεξηβάιινλ, ελψ απνκνλψλνληαη ζπρλά απφ πεξηπηψζεηο ιηζηεξίσζεο ζε δψα θαη ζπνξαδηθά 

απφ θιηληθέο πεξηπηψζεηο ιηζηεξίσζεο ζε άλζξσπν. Χζηφζν, ηα πεξηζζφηεξα θξνχζκαηα 

ιηζηεξίσζεο ζηνλ άλζξσπν ζρεηίδνληαη κε ζηειέρε ηεο εμειηθηηθήο θαηαγσγήο I (Orsi et al., 

2011). Αληηζέησο, ηα ζηειέρε ησλ εμειηθηηθψλ θαηαγσγψλ III θαη IV δελ εκθαλίδνληαη 

ζπρλά, απνκνλψλνληαη θπξίσο απφ δψα θαη ζπζρεηίδνληαη ζπάληα κε ηελ αλζξψπηλε 

ιηζηεξίσζε (Roche et al. 2008, Orsi et al. 2011). 

 

1.2 ΔΠΗΓΖΜΗΟΛΟΓΗΚΑ ΢ΣΟΗΥΔΗΑ   

Σα είδε ηνπ γέλνπο Listeria απαληψληαη επξέσο ζην θπζηθφ πεξηβάιινλ θαη έρνπλ 

απνκνλσζεί απφ κία πιεζψξα δεηγκάησλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη ηνπ λεξνχ, ησλ 

ιπκάησλ, ηεο ιάζπεο θαη ηνπ εδάθνπο ηδηαίηεξα ζε πεξηπηψζεηο παξνπζίαο απνζπληηζέκελσλ 

θπηηθψλ πιηθψλ (Farber & Peterkin, 1991). Μειέηεο ηεο επξείαο γεσγξαθηθήο θαηαλνκήο θαη 

πξνέιεπζεο ησλ βαθηεξηαθψλ εηδψλ Listeria, έρνπλ επηβεβαηψζεη φηη ην πεξηβάιινλ απνηειεί 

θπζηθή δεμακελή γηα ην γέλνο απηφ (Rocourt & Seeliger, 1985).  

Δμαηηίαο ηνπ φηη ηα είδε ηνπ γέλνπο Listeria spp. είλαη ηφζν επξέσο δηαδεδνκέλα, ε 

κίαλζε ησλ ηξνθίκσλ κπνξεί λα πξνθιεζεί πξηλ απφ ηε ζπγθνκηδή, θπξίσο γηα ηα ηξφθηκα 

πνπ έξρνληαη ζε άκεζε επαθή κε ην έδαθνο φπσο ηα θξέζθα πξντφληα (π.ρ. ιαραληθά). 

Δπηπιένλ, έλα εμαηξεηηθά επξχ θάζκα δψσλ (ζειαζηηθά, πνπιηά, ςάξηα θαη αζπφλδπια) 

απνηειεί θνξέα ησλ βαθηεξίσλ Listeria ρσξίο λα εκθαλίδεη ηε λφζν, απνηειψληαο έλαλ απφ 

ηνπο πην ζεκαληηθνχο παξάγνληεο δηάδνζήο ηνπ ζην πεξηβάιινλ.   

Ο παζνγφλνο κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes, εθηφο απφ θπξηφηεξνο παξάγνληαο 

πξφθιεζεο ηεο αλζξψπηλεο ιηζηεξίσζεο, είλαη θαη ν πην ζεκαληηθφο παζνγφλνο ηνπ γέλνπο 

πνπ νδεγεί ζηε λφζν θαη ησλ ππνινίπσλ δψσλ, παξφιν πνπ ζρεδφλ ην 10% ηεο ζεςαηκίαο 

ζηα πξφβαηα έρεη απνδνζεί ζην βαθηήξην L. ivanovii (Low & Donachie, 1997). Όπσο θαη φια 

ηα είδε Listeria, είλαη επξέσο δηαδεδνκέλνο ζηελ επηθάλεηα ηνπ εδάθνπο, ζηα 
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απνζπληηζέκελνπο θπηηθνχο ηζηνχο, ζηα δψα θαη ζηα θφπξαλα δψσλ, ζηα χδαηα πνηακψλ θαη 

θαλαιηψλ, ζηα ιηπάζκαηα θαη ζηα θπηά. Δπηβηψλεη ζε θπηηθέο χιεο γηα 10-12 ρξφληα 

(Beuchat, 1996), ζην έδαθνο θαη ζην λεξφ ε επηβίσζή ηνπ κπνξεί λα δηαξθέζεη κέρξη θαη 1-2 

ρξφληα, ελψ ζηα θφπξαλα ησλ δψσλ κπνξεί λα δηαξθέζεη 1-6 ρξφληα (Sauders & Wiedmann, 

2007). Γεληθά, ν κηθξννξγαληζκφο απνκνλψλεηαη απφ ζειαζηηθά, πηελά, ηξσθηηθά, εξπεηά, 

ςάξηα, φζηξαθα, έληνκα θαη είλαη ηθαλφο λα κνιχλεη πάλσ απφ 50 είδε νηθφζηησλ θαη άγξησλ 

δψσλ θαη πηελψλ (Wesley, 2007).  

Ζ θαηαλφεζε ηεο ιηζηεξίσζεο σο ηξνθηκνγελνχο αζζέλεηαο θαη ησλ παξαγφλησλ 

θηλδχλνπ ηεο κφιπλζεο πνπ πξνθαιείηαη απφ ηνλ κηθξννξγαληζκφ L. monocytogenes έρεη 

απμεζεί ζεκαληηθά ηα ηειεπηαία 30 ρξφληα, ράξε ζηηο κειέηεο ησλ επηδεκηνινγηθψλ θαη 

ζπνξαδηθψλ πεξηπηψζεσλ ινίκσμεο πνπ έρνπλ εθδεισζεί. Ζ λφζνο, αλ θαη ζπάληα, είλαη 

ζπρλά πνιχ ζνβαξή θαη πξνθαιεί πςειά πνζνζηά λνζειείαο θαη ζλεηφηεηαο. ΢ε ζχγθξηζε δε 

κε άιιεο ηξνθηκνγελείο αζζέλεηεο πνπ πξνθαινχληαη απφ βαθηήξηα, ηα δηάθνξα 

ραξαθηεξηζηηθά ηεο ιηζηεξίσζεο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη ηεο ζρεηηθά ρακειήο 

ζπρλφηεηαο εκθάληζεο αιιά θαη ηεο καθξάο πεξηφδνπ επψαζεο, δπζρεξαίλνπλ ηνλ εληνπηζκφ 

ησλ εζηηψλ ηεο ινίκσμεο. Παξ‟ φια απηά, νη βειηησκέλεο εξγαζηεξηαθέο κειέηεο βνεζνχλ 

ζην λα μεπεξαζηνχλ νη δπζθνιίεο απηέο (Painter & Slutsker, 2007).  

Ζ έληνλε εξεπλεηηθή δξαζηεξηφηεηα γηα ηνλ εληνπηζκφ ησλ εζηηψλ ηεο λφζνπ, 

μεθίλεζε κεηά απφ ην θξνχζκα ιηζηεξίσζεο πνπ ζπλδέζεθε κε θαηαλάισζε ιαραλνζαιάηαο 

ην 1981. Απφ ηφηε θη έπεηηα, κε ηελ εκθάληζε πεξηζηαηηθψλ ιηζηεξίσζεο νξγαλψλνληαη 

κειέηεο απφ εξεπλεηηθέο νκάδεο, κε ζηφρν ηνλ ακεζφηεξν εληνπηζκφ ηεο πεγήο κφιπλζεο ηεο 

λφζνπ θαη ηνλ εληνπηζκφ φισλ ησλ θξνπζκάησλ πνπ ζρεηίδνληαη κε απηήλ. ΢χκθσλα κε ηνλ 

Wesley (2009), ζηηο Ζλσκέλεο Πνιηηείεο θαηαγξάθνληαη πεξίπνπ 2500 πεξηπηψζεηο 

ιηζηεξίσζεο θάζε ρξφλν, 2289 λνζειείεο ζε λνζνθνκείν θαη 449 ζάλαηνη, κε ην πνζνζηφ 

ζλεζηκφηεηαο λα θπκαίλεηαη πεξίπνπ ζην 28% ην πςειφηεξν κεηαμχ ησλ ηξνθηκνγελψλ 

παζνγφλσλ βαθηεξίσλ. ΢ηελ Δπξσπατθή Έλσζε, ην 2009 αλαθέξζεθαλ 1645 πεξηπηψζεηο 

ιηζηεξίσζεο νη πεξηπηψζεηο απμήζεθαλ θαηά 19.1% ζε ζχγθξηζε κε ην 2008- θαη 270 

ζάλαηνη. Σν 2010, ν αξηζκφο παξέκεηλε πεξίπνπ ζηα ίδηα επίπεδα κε 1601 πεξηπηψζεηο, ελψ 

ην 2011 αλαθέξζεθαλ 1470 πεξηζηαηηθά ιηζηεξίσζεο κε πνζνζηφ ζλεζηκφηεηαο  12.7% 

(EFSA, 2011, 2012, 2013). To 2013, αλαθέξζεθαλ 1763 πεξηζηαηηθά ιηζηεξίσζεο θαη ε 

δεινχκελε επίπησζε ήηαλ 0.44 πεξηπηψζεηο αλά 100.000 άηνκα, απμεκέλε θαηά 8.6% 

ζπγθξηηηθά κε ην 2012. Παξφηη φκσο ζηε Βφξεηα Ακεξηθή θαη ζηελ Δπξψπε αλαθέξνληαη 
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ζπρλά θξνχζκαηα ιηζηεξίσζεο, ζηελ Αθξηθή, ηελ Αζία θαη ηελ Νφηηα Ακεξηθή, ζπάληα 

θαηαγξάθνληαη πεξηζηαηηθά ηεο λφζνπ (Low & Donachie, 1997). ΢ηε ρψξα καο, ηελ πεξίνδν 

2004-2013 αλαθέξζεθαλ 74 επηβεβαησκέλα θξνχζκαηα. ΢πγθεθξηκέλα, αλαθέξζεθαλ ηξία 

πεξηζηαηηθά ην 2004, νθηψ ην 2005, επηά ην 2006, δέθα ην 2007, έλα ην 2008, ηέζζεξα ην 

2009,  δέθα ην 2010 θαη 2011, έληεθα ην 2012 θαη δέθα ην 2013 (EFSA θαη ECDC, 2010, 

2011, 2015).  

Ο παζνγφλνο κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes είρε αλαγλσξηζηεί σο αλζξψπηλν 

παζνγφλν απφ ην 1924 (Nyfeldt, 1929). Χζηφζν, ν ηξφπνο κεηάδνζήο ηνπ ήηαλ 

αδηεπθξίληζηνο κέρξη ηε δεθαεηία ηνπ 1980, φηαλ κία ζεηξά απφ θξνχζκαηα ππέδεημαλ ηε 

κεηάδνζε ηνπ παζνγφλνπ κέζσ ηξνθίκσλ (Fleming et al. 1985, Ζν et al. 1986, Bille 1990, 

Linnan et al. 1988, Goulet et al. 1995). Πιένλ είλαη γλσζηφ φηη ζρεδφλ φιεο νη πεξηπηψζεηο 

αλζξψπηλεο ιηζηεξίσζεο είλαη ηξνθηκνγελείο (Schuchat et al. 1992, Adak et al. 2002) θαη ε 

θαηαλάισζε κνιπζκέλσλ ηξνθίκσλ ζεσξείηαη ν θπξηφηεξνο ηξφπνο δηάδνζεο ηεο κφιπλζεο. 

Πνπιεξηθά, γάια θαη γαιαθηνθνκηθά πξντφληα, θξέαο θαη θξεαηνζθεπάζκαηα, θξέζθα 

θξνχηα θαη ιαραληθά θαζψο θαη ςάξηα θαη νζηξαθνεηδή, έρνπλ ελνρνπνηεζεί θαηά θαηξνχο 

σο κέζα δηάδνζεο ηεο αζζέλεηαο (EFSA θαη ECDC, 2015). Ζ δε επηκφιπλζε ησλ παξαπάλσ 

ηξνθίκσλ απφ ηνλ κηθξννξγαληζκφ, πξαγκαηνπνηείηαη είηε απεπζείαο απφ ηα κνιπζκέλα δψα, 

είηε κέζσ ησλ θνπξάλσλ αλζξψπσλ θαη δψσλ, είηε έπεηηα απφ δηακίαλζε ησλ έηνηκσλ πξνο 

θαηαλάισζε ηειηθψλ πξντφλησλ. Χζηφζν, πέξαλ ησλ ηξνθίκσλ, ζηνλ άλζξσπν ε αζζέλεηα 

κεηαδίδεηαη θαη κέζσ ηεο άκεζεο επαθήο είηε κε ην κνιπζκέλν πεξηβάιινλ θαη ηα δψα, είηε 

κέζσ δηακίαλζεο κεηαμχ αζζελψλ (McLauchlin & Low 1994, McLauchlin 1996).  

Ζ αλζξψπηλε ιηζηεξίσζε είλαη ζρεηηθά ζπάληα αιιά ζνβαξή δσνλφζνο, κε πςειά 

πνζνζηά λνζεξφηεηαο, λνζειείαο θαη ζλεηφηεηαο ζηνπο επάισηνπο πιεζπζκνχο. Καηά ην 

έηνο 2013, απφ ην ζχλνιν ησλ δσνλνζνγφλσλ αζζελεηψλ πνπ βξίζθνληαη ππφ κειέηε θαη 

επηηήξεζε ηεο Δπξσπατθήο Έλσζεο, πξνθάιεζε ηελ πην ζνβαξή ινίκσμε ζηνπο αλζξψπνπο, 

κε ην 99.1% ησλ πεξηπηψζεσλ λα λνζειεχεηαη θαη κε 191 πεξηπηψζεηο ζαλάηνπ (ζλεζηκφηεηα 

ζην 15.6%) (EFSA, 2015). Σα παξαπάλσ ζηνηρεία θαηαδεηθλχνπλ ηνλ ιφγν γηα ηνλ νπνίν ε 

αζζέλεηα απηή βξίζθεηαη ζην επίθεληξν ηεο επνπηείαο ηεο Δ.Δ. σο κία ζνβαξή ζπζηεκαηηθή 

ινίκσμε. 
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1.3 ΠΑΘΟΓΈΝΔΗΑ 

1.3.1 Δίζνδνο θαη δηαζπνξά ηνπ παζνγόλνπ ζηνλ αλζξώπηλν νξγαληζκό 

 

O παζνγφλνο κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes σο πξναηξεηηθά ελδνθπηηαξηθφ 

βαθηήξην είλαη ζε ζέζε λα εηζέξρεηαη, λα επηβηψλεη θαη λα πνιιαπιαζηάδεηαη ζε 

θαγνθπηηαξηθά θαη κε-θαγνθπηηαξηθά ζπζηήκαηα, θαζψο θαη λα δηαζρίδεη ηα εληεξηθά, 

αηκαην-εγθεθαιηθά θαη εκβξπνπιαθνπληηαθά εκπφδηα (Farber & Peterkin 1991, Cossart & 

Lecuit 1998).  

Έπεηηα απφ ηελ θαηάπνζε κηαζκέλσλ ηξνθίκσλ, ν παζνγφλνρ εηζέξρεηαη αξρηθά ζην 

ζηνκάρη. Σν ρακειφ pH ηνπ ζηνκάρνπ (1-3) δεκηνπξγεί έλα πνιχ φμηλν πεξηβάιινλ, ην νπνίν 

είλαη δπζκελέο γηα πνιιά ζπλήζε παζνγφλα. Χζηφζν, ν L. monocytogenes έρεη ηελ ηθαλφηεηα 

λα αληηκεησπίδεη πνηθίιεο ζπλζήθεο θαηαπφλεζεο, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο θαη ηεο νμχηεηαο. 

Έρνληαο επηβηψζεη ζην ζηνκάρη, ν κηθξννξγαληζκφο θαηαιήγεη καδί κε ηελ ηξνθή ζην ιεπηφ 

έληεξν. Αθνχ δηαπεξάζεη θαη ηνλ εληεξηθφ θξαγκφ θαη έρνληαο επηβηψζεη απφ ην ηζρπξά φμηλν 

πεξηβάιινλ, ηα πξσηενιπηηθά έλδπκα, ηα ρνιηθά άιαηα θαη κηα ζεηξά απφ κε εηδηθνχο 

κεραληζκνχο θιεγκνλψλ ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ, δηεηζδχεη ζηνλ εληεξηθφ βιελλνγφλν θαη κε ηε 

βνήζεηα ηεο ελεξγνχ ελδνθχηησζεο εηζρσξεί ζηα ελδνζειηαθά θχηηαξα. Σα δελδξηηηθά 

θχηηαξα ζηηο πιάθεο ηνπ Peyer θαίλεηαη λα είλαη ηα θπξηφηεξα θχηηαξα φπνπ εηζρσξεί θαη 

πνιιαπιαζηάδεηαη ην βαθηήξην (Kolb-Maurer et al., 2000). Αθνινχζσο, ν παζνγφλνο 

πξνζιακβάλεηαη απφ ηα καθξνθάγα, εληφο ησλ νπνίσλ είλαη ηθαλφο λα επηβηψλεη θαη λα 

πνιιαπιαζηάδεηαη. Παξάιιεια, κέζσ ηεο θπθινθνξίαο ηνπ αίκαηνο θηάλεη ζηα επηρψξηα 

ιεκθνγάγγιηα, ελψ ηα πεξηζζφηεξα θχηηαξα ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζαλαηψλνληαη γξήγνξα 

φηαλ θηάζνπλ ζην ήπαξ θαη ζην ζπιήλα (Δηθόλα 4). 

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. Με απηφλ ην ηξφπν 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). 
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Δηθόλα 4. Δίζνδνο ηνπ βαθηεξίνπ L. monocytogenes κέζσ ηξνθήο ζηνλ αλζξψπηλν νξγαληζκφ θαη δηαζπνξά ηνπ 

ζηα δηάθνξα φξγαλα. 

 

Όζνλ αθνξά ζηνλ ελδνθπηηαξηθφ θχθιν δσήο ηνπ παζνγφλνπ, ν κηθξννξγαληζκφο L. 

monocytogenes πξνζθνιιάηαη θαη εηζέξρεηαη ζηα θχηηαξα μεληζηέο είηε παζεηηθά κέζσ 

θαγνθχησζεο, είηε ελεξγεηηθά κέζα απφ ηε δξάζε κίαο νκάδαο πξσηετλψλ ηνπ, γλσζηψλ σο 

ηληεξλαιηλψλ. Σα καθξνθάγα θχηηαξα πξνζιακβάλνπλ ελεξγά ην βαθηήξην, αιιά ε 

ελδνθχηησζή ηνπ απφ κε θαγνθχηηαξα πξνθαιείηαη απφ ηνλ ίδην ηνλ παζνγφλν. Χζηφζν 

εθηφο απφ ην ζηάδην ηεο ελδνθχηησζεο, ν ελδνθπηηαξηθφο θχθινο δσήο ηνπ βαθηεξίνπ ζε 

θαγνθχηηαξα θαη κε, είλαη παξφκνηνο.  

Μεηά ηελ είζνδφ ηνπ εληφο ηνπ θπηηάξνπ, ν κηθξννξγαληζκφο βξίζθεηαη αξρηθά κέζα 

ζε έλα θελνηφπην. ΢ηε ζπλέρεηα ην θελνηφπην απηφ ιχεηαη, επηηξέπνληαο έηζη ζηνλ παζνγφλν 

λα δηαθχγεη κέζα ζην θπηηαξφπιαζκα. ΢ην θπηηαξφπιαζκα ηα πεξηζζφηεξα απφ ηα βαθηήξηα 

αξρίδνπλ λα πνιιαπιαζηάδνληαη, ελψ εθείλα πνπ παξακέλνπλ εληφο ησλ θαγνζσκάησλ 

ζαλαηψλνληαη θαη πέπηνληαη. Σαπηφρξνλα κε ηελ έλαξμε ηεο ελδνθπηηαξηθήο αληηγξαθήο, ν 

παζνγφλνο επάγεη ππξελνπνίεζε λεκαηίσλ ππνδνρήο αθηίλεο δηαηεηαγκέλσλ ζε κία πνιηθή 

νπξά. Ο ζρεκαηηζκφο νπξάο ζηνλ έλα πφιν ηνπ βαθηεξηαθνχ θπηηάξνπ παξάγεη κηα 

πξνσζεηηθή δχλακε πνπ θηλεί ην βαθηήξην κέζα ζην θπηηαξφπιαζκα. Δλ ζπλερεία, ηα 

βαθηήξηα πνπ θηάλνπλ εζσηεξηθά ζηελ επηθάλεηα ηνπ κνιπζκέλνπ θπηηάξνπ-μεληζηή 

επάγνπλ ην ζρεκαηηζκφ δνκψλ πνπ κνηάδνπλ κε ςεπδνπφδηα ή αιιηψο „ιηζηεξηνπφδηα‟ ζην 

έλα άθξν ηνπ βαθηεξίνπ. Λφγσ απηψλ ησλ δνκψλ, ν παζνγφλνο θαζίζηαηαη ηθαλφο λα θηλείηαη 

απφ ην κνιπζκέλν θχηηαξν ζηα γεηηνληθά πγηή θχηηαξα. Σέινο, ην βαθηήξην εηζέξρεηαη ζηα 

γεηηνληθά θχηηαξα εληφο θελνηνπίνπ, ην νπνίν πεξηβάιιεηαη απφ κηα δηπιή κεκβξάλε. Ζ 

κεκβξάλε απηή ππνβάιιεηαη ζε ιχζε θαη έηζη απειεπζεξψλεηαη ν παζνγφλνο κέζα ζην 
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θπηηαξφπιαζκα ηνπ θπηηάξνπ-μεληζηή επαλαιακβάλνληαο ηνλ ελδνθπηηαξηθφ θχθιν δσήο 

(Δηθόλα 5) (Kuhn & Goebel, 2007). 

 

 

Δηθόλα 5. Δλδνθπηηαξηθφο θχθινο δσήο ηνπ παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes. 

 

1.3.2 Γνλίδηα ζρεηηδόκελα κε ηελ παζνγέλεηα 

 

Ο ελδνθπηηαξηθφο παξαζηηηζκφο απαηηεί ηελ έθθξαζε κηαο ζεηξάο γνληδίσλ, ηα νπνία 

νλνκάδνληαη γνλίδηα κνιπζκαηηθφηεηαο, ιφγσ ηεο επίδξαζήο ηνπο ζηνλ μεληζηή. Οη 

εθηεηακέλεο έξεπλεο πνπ έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί ηηο δχν ηειεπηαίεο δεθαεηίεο έρνπλ 

εληνπίζεη πνιιά γνλίδηα ηνπ παζνγφλνπ ζρεηηδφκελα κε ηε κνιπζκαηηθφηεηα. Σα πην 

αμηνζεκείσηα βξίζθνληαη ζπγθεληξσκέλα ζε κία λεζίδα γνληδίσλ κεγέζνπο 9-kb, ε νπνία 

νλνκάδεηαη Listeria Pathogenicity Island (LIPI-1).  Δπηπξφζζεηα, ηα γνλίδηα ησλ 

ηληεξλαιηλψλ πνπ είλαη ζρεηηδφκελα κε ηε κνιπζκαηηθφηεηα, ζεσξνχληαη πνιχ ζεκαληηθά γη‟ 

απηήλ. Σελ ηειεπηαία δεθαεηία έρνπλ δηεμαρζεί κειέηεο ζε ζηειέρε L. monocytogenes πνπ 

έρνπλ απνκνλσζεί απφ ηξφθηκα θαη θιηληθά δείγκαηα, κε ζηφρν ηνλ θαζνξηζκφ κίαο 

αμηφπηζηεο δηαδηθαζίαο γηα ηνλ ραξαθηεξηζκφ ηεο παζνγφλνπ δπλεηηθφηεηαο ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ θαη ηνλ δηαρσξηζκφ παζνγφλσλ απφ κε παζνγφλα ζηειέρε, κε βάζε ηελ 

παξνπζία ή ηελ απνπζία ησλ παξαπάλσ γνληδίσλ (Hadjilouka et al., 2015).  

Όπσο έρεη ήδε αλαθεξζεί, ε ελεξγεηηθή εηζβνιή ηνπ παζνγφλνπ ζηα θχηηαξα-μεληζηέο 

πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ κίαο νηθνγέλεηαο πξσηετλψλ επηθάλεηαο, ησλ ηληεξλαιηλψλ. Οη 

ηληεξλαιίλεο αλήθνπλ ζηελ νηθνγέλεηα ησλ LLR (leucine-rich repeat) πξσηετλψλ, ζηελ νπνία 

νη πξσηεΐλεο ραξαθηεξίδνληαη απφ ακηλνηειηθφ άθξν (Ν-άθξν) πνπ πεξηέρεη πνιιέο 

δηαδνρηθέο επαλαιήςεηο 22 ακηλνμέσλ θαη έλα πεπηίδην πνπ ιεηηνπξγεί σο „ζήκα‟ θαη 
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επηηξέπεη ηελ εμαγσγή ησλ πξσηετλψλ ζηελ επηθάλεηα ηνπ θπηηάξνπ. Οη ηληεξλαιίλεο 

ηαμηλνκνχληαη ζε ηξεηο δηαθξηηέο θαηεγνξίεο. ΢ηελ πξψηε θαηεγνξία πεξηιακβάλνληαη απηέο 

πνπ έρνπλ ζρεηηθά κεγάιν κέγεζνο θαη ζπλδένληαη νκνηνπνιηθά κε ηα ηνηρψκαηα ησλ 

βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ, ιφγσ ηνπ κνηίβνπ LPXTG (Leu-Pro-X-Thr-Gly) πνπ δηαζέηνπλ ζην 

θαξβνμπηειηθφ ηνπο άθξν (C-άθξν) (π.ρ. InlA). ΢ηε δεχηεξε θαηεγνξία θαηαηάζζνληαη νη 

ηληεξλαιίλεο πνπ ζην C-άθξν ηνπο δελ θέξνπλ ην κνηίβν LPXTG, αιιά ην κνηίβν GW (Gly-

Trp), ην νπνίν δεκηνπξγεί ραιαξή κε νκνηνπνιηθή ζχλδεζε κε ηελ επηθάλεηα ηνπ 

βαθηεξηαθνχ θπηηάξνπ (π.ρ. InlB). Σέινο, ζηελ ηξίηε θαηεγνξία πεξηιακβάλνληαη νη 

ζεκαληηθά κηθξφηεξεο LLR πξσηεΐλεο, νη νπνίεο δελ έρνπλ ηθαλφηεηα πξφζδεζεο κε ηελ 

επηθάλεηα ηνπ βαθηεξίνπ θαη σο εθ ηνχηνπ βξίζθνληαη απειεπζεξσκέλεο ζην θπηηαξφπιαζκα 

(π.ρ. InlC) (Kuhn et al., 2008). ΢ηνλ κηθξννξγαληζκφ L. monocytogenes, απφ ηηο 25 

ηληεξλαιίλεο ή πξσηεΐλεο πνπ κνηάδνπλ κε ηληεξλαιίλεο, νη InlA θαη InlB αλαγλσξίδνληαη σο 

νη πην ζεκαληηθέο.  

Ζ πξψηε ηληεξλαιίλε πνπ κειεηήζεθε ήηαλ ε InlA, κία πξσηεΐλε πνπ απνηειείηαη απφ 

800 ακηλνμέα θαη θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην inlA. Όληαο νκνηνπνιηθά ζπλδεδεκέλε κε 

ηελ επηθάλεηα ηνπ βαθηεξηαθνχ θπηηάξνπ, κέζσ ηνπ κνηίβνπ LPXTG πνπ θέξεη ζην C-άθξν 

ηεο, ε InlA αληηδξά κε ηελ πξσηεΐλε πξνζθφιιεζεο ηνπ θπηηάξνπ-μεληζηή, Δ-θαηρεξίλε, 

πξνθαιψληαο ηνπηθέο αλαδηαηάμεηο ηνπ θπηηαξνζθειεηνχ θαη επηηξέπνληαο ηειηθψο ηελ 

εηζβνιή ηνπ παζνγφλνπ ζηα επηζειηαθά θχηηαξα ηνπ μεληζηή (Roche et al., 2008). Ζ 

πξσηεΐλε InlB είλαη κία πξσηεΐλε 630 ακηλνμέσλ, ε νπνία θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην 

inlB. Ζ πξσηεΐλε απηή ζπλδέεηαη κε νκνηνπνιηθά κε ηα ιηπνηεηρντθα νμέα ηεο επηθάλεηαο ηνπ 

βαθηεξηαθνχ θπηηάξνπ (κέζσ ηνπ κνηίβνπ GW πνπ θέξεη ζην C-άθξν ηεο), αλαγλσξίδεη ηνλ 

θπηηαξηθφ ηεο ππνδνρέα Met θαη ζπλ-ππνδνρέα Clq-R θαη δηεπθνιχλεη θαη‟ απηφλ ηνλ ηξφπν 

ηελ ελδνθχηησζε ηνπ παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes ζε επαηνθχηηαξα, 

ηλνβιάζηεο θαη επηζειηνεηδή θχηηαξα (Braun et al., 1997). Σα γνλίδηα inlA θαη inlB 

ζρεκαηίδνπλ ην νπεξφλην inlAB, παξφιν πνπ θαη ηα δχν γνλίδηα κπνξνχλ λα κεηαγξαθνχλ 

αλεμάξηεηα ην έλα απφ ην άιιν. Ζ κεηαγξαθή ηνπ γνληδίνπ inlA πξαγκαηνπνηείηαη κέρξη θαη 

ηέζζεξηο ππνθηλεηέο, κε έλαλ εθ ησλ νπνίσλ λα ειέγρεηαη απφ ηνλ θεληξηθφ ξπζκηζηή PrfA. Ο 

ππνθηλεηήο απηφο είλαη επίζεο ππεχζπλνο θαη γηα ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ inlB (Lingnau et 

al. 1995, Sheehan et al. 1995, Dramsi et al. 1997). Σέινο, φζνλ αθνξά ζηελ εμεηδίθεπζε ζηα 

θχηηαξα πνπ ζηνρεχνπλ νη δχν απηέο ηληεξλαιίλεο, ε InlA κεζνιαβεί ζηελ είζνδν ηνπ 

παζνγφλνπ θαηά θχξην ιφγν ζηα εληεξηθά επηζειηαθά θχηηαξα θαη ζε νξηζκέλα 
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επαηνθχηηαξα (Dramsi et al. 1995, Lecuit et al. 1997, Lecuit et al. 2004), ελψ ε InlB πξνσζεί 

ηελ εηζβνιή ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζε έλα επξχηεξν θάζκα θπηηάξσλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ 

ησλ επαηνθπηηάξσλ θαη ησλ επηζειηαθψλ θαη ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ (Dramsi et al. 1995, 

Gregory et al. 1997, Greiffenberg et al. 1998, Parida et al. 1998). Οη δηαθνξέο απηέο 

νθείινληαη πηζαλφηαηα ζηελ δηαθνξεηηθή παξνπζία ησλ αληίζηνηρσλ ππνδνρέσλ ησλ 

δηαθνξεηηθψλ θπηηαξηθψλ ηχπσλ (Kuhn et al., 2008).   

Δθηφο απφ ηηο πνιχ θαιά κειεηεκέλεο InlA θαη InlB, ζηνλ παζνγφλν κηθξννξγαληζκφ 

L. monocytogenes θσδηθνπνηείηαη έλαο κεγάινο αξηζκφο πξσηετλψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηηο 

ηληεξλαιίλεο (Cabanes, 2002). Απφ απηέο, νη ηληεξλαιίλεο InlC θαη InlJ (ή lmo2821) θέξνληαη 

λα θαηέρνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ παζνγέλεηα, θαζψο πξαγκαηνπνηνχλ ηελ εηζβνιή ηνπ 

παζνγφλνπ ζε θχηηαξα θαηά ηα ηειεπηαία ζηάδηα ηεο ινίκσμεο (κεη‟ εληεξηθά) (Roche et al., 

2008). Ζ InlJ (πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην inlJ), ζπκκεηέρεη ζηελ επηηπρή δηέιεπζε 

ηνπ παζνγφλνπ απφ ηνλ εληεξηθφ θξαγκφ, ρσξίο σζηφζν λα έρεη δηεπθξηληζηεί αθξηβψο ε 

ιεηηνπξγία ηεο (Sabet et al., 2005). Αληηζέησο, κειέηεο γηα ηελ InlC (πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ 

ην γνλίδην inlC) έρνπλ θαηαδείμεη φηη 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) (Leung et al., 2013).   

Δθηφο απφ ηηο παξαπάλσ ηληεξλαιίλεο, νη ηληεξλαιίλεο InlC2, InlD, InlΔ, InlF θαη InlH 

θέξνληαη λα ζπκκεηέρνπλ ζην δπλακηθφ κνιπζκαηηθφηεηαο ηνπ παζνγφλνπ, ρσξίο φκσο λα 

έρεη θαηαλνεζεί θαιά ν ξφινο ηνπο (Orsi et al., 2011). Οη InlC2, InlD, InlΔ, θαη InlF 

ζεσξνχληαη ρξήζηκεο ζε ζηάδην ηεο παζνγέλεηαο δηαθνξεηηθφ απφ απηφ ηεο εηζβνιήο (Dramsi 

et al., 1997), ελψ θχηηαξα κε κεηαιιαγκέλα γνλίδηα inlG, inlH θαη inlΔ, έρνπλ παξνπζηάζεη 

κεησκέλε in vivo ινηκνγφλν δχλακε, ρσξίο φκσο θακία επίδξαζε ζηελ είζνδν ηνπ παζνγφλνπ 

ζηα επηζειηαθά θχηηαξα ή ζηνλ ελδνθπηηαξηθφ ηνπ πνιιαπιαζηαζκφ (Rafflesbauer et al., 

1998). Δπηπιένλ, νη InlC, InlD, InlE, InlF, InlG, InlH θαη InlJ έρνπλ αλαθεξζεί σο κε ηθαλέο 

λα πξαγκαηνπνηήζνπλ κφλεο ηνπο θαγνθχησζε ζε θχηηαξα ζειαζηηθψλ (Engelbrecht et al. 

1996, Dramsi et al. 1997, Sabet et al. 2005). Χζηφζν, κειέηεο κεηαιιάμεσλ ζε δηαθνξεηηθά 

γνλίδηα ηληεξλαιηλψλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη ησλ inlA, inlB, inlC, inlG, inlH θαη InlE, 

έδεημαλ φηη ε ζπκβνιή ηεο InlA δηεπθνιχλεηαη απφ ηελ παξνπζία θαη άιισλ ηληεξλαιηλψλ, 
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γεγνλφο ην νπνίν ππνδειψλεη κηα ζπλεξγαζία κεηαμχ ησλ δηαθφξσλ ηληεξλαιηλψλ θαηά ηελ 

εηζβνιή ηνπ παζνγφλνπ ζην θχηηαξν-μεληζηή (Bergmann et al., 2002). 

Πξνθεηκέλνπ λα πξνζδηνξηζηεί ε παζνγφλνο δπλεηηθφηεηα ζηειερψλ ηνπ βαθηεξίνπ L. 

monocytogenes, νη θαιχηεξα ραξαθηεξηζκέλνη ινηκνγφλνη παξάγνληεο, καδί κε ηηο 

ηληεξλαιίλεο, είλαη ηα γνλίδηα πνπ αλήθνπλ ζηε λεζίδα γνληδίσλ παζνγέλεηαο LIPI-1, θαζψο 

εθεί βξίζθνληαη ηα ζεκαληηθφηεξα γνλίδηα ηεο ινηκνγφλνπ δξάζεο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ. Ζ 

λεζίδα είλαη παξνχζα θαη ιεηηνπξγηθή ζηα βαθηήξηα L. monocytogenes θαη L. ivanovii, 

παξνπζηάδεη κηα κε-ιεηηνπξγηθή εθδνρή ηεο ζηνλ κηθξννξγαληζκφ L. seeligerii θαη είλαη 

εληειψο απνχζα απφ ηα είδε L. innocua, L. welshimeri, L. marthii θαη L. grayi. Όζνλ αθνξά 

ζηα βαθηεξηαθά είδε L. rocourtiae, L. weihenstephanensis θαη L. fleischmannii, δελ ππάξρνπλ 

δηαζέζηκα ζηνηρεία επί ηνπ παξφληνο. Χζηφζν, ηα είδε απηά έρνπλ πεξηγξαθεί σο κε-

αηκνιπηηθά θαη κε ινηκνγφλα.  

Ζ λεζίδα πνπ βξίζθεηαη ζηνλ παζνγφλν κηθξννξγαληζκφ L. monocytogenes 

πιαηζηψλεηαη απφ ηα γνλίδηα prs θαη orfX θαη απνηειείηαη απφ ηα έμη γνλίδηα prfA, plcΑ, hly, 

mpl, actA θαη plcΒ. Παλνκνηφηππε είλαη θαη ε θπζηθή νξγάλσζε ηελ λεζίδαο πνπ ππάξρεη 

ζην είδνο L. ivanovii, ελψ ε εθδνρή ηεο πνπ είλαη παξνχζα ζηνλ κηθξννξγαληζκφ L. seeligeri 

είλαη δηαθνξνπνηεκέλε θαη επηπιένλ, κε-ιεηηνπξγηθή (Δηθόλα 6) (Paramithiotis et al., 2014). 

 

 

Δηθόλα 6. Φπζηθή νξγάλσζε ηνπ ζπκπιέγκαηνο γνληδίσλ παζνγέλεηαο LIPI-1 ζηνπο κηθξννξγαληζκφπο L. 

monocytogenes, L. ivanovii θαη L. seeligeri. Ζ θαηεχζπλζε ηεο κεηαγξαθήο ππνδεηθλχεηαη απφ ηα αληίζηνηρα 

βέιε (Patamithiotis et al., 2014). 

 

Ζ κεηαγξαθή ησλ γνληδίσλ πνπ ππάξρνπλ ζην ζχκπιεγκα LIPI-1 ειέγρεηαη θπξίσο 

απφ ην κεηαγξαθηθφ εθθηλεηή PrfA, πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην prfA θαη είλαη κέινο 

ησλ θπθιηθψλ κνλνθσζθνξηθψλ αδελνζηλψλ (cAMP) πξσηετλψλ-ππνδνρέσλ, ηεο 
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(CRP)/FNR νηθνγέλεηαο ησλ βαθηεξηαθψλ ξπζκηζηψλ. Ζ κεηαγξαθή ηνπ PrfA απαηηεί ηελ 

παξνπζία ηεο θνηλήο αιιεινπρίαο TTAACANNTGTTAA, ε νπνία απνηειεί κία αιιεινπρία 

14 δεπγψλ βάζεσλ δπαδηθήο ζπκκεηξίαο θαη αλαθέξεηαη σο „PrfA-box‟ (Δηθόλα 7). 

Δπηπιένλ, ε έθθξαζε πεξηζζφηεξσλ απφ 140 γνληδίσλ επεξεάδεηαη άκεζα ή έκκεζα απφ ην 

PrfA, ππνγξακκίδνληαο έηζη ηε ζεκαληηθφηεηα ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ κνξίνπ ζηελ νκνηφζηαζε 

ηνπ L. monocytogenes (Paramithiotis et al., 2014) (Δηθόλα 8).  

 

 

 

Δηθόλα 7. Μεηαγξαθηθή νξγάλσζε ηεο λεζίδαο LIPI-1 ζηνλ L. monocytogenes. Σν P αληηζηνηρεί ζηηο ζέζεηο ησλ 

γλσζηψλ ππνθηλεηψλ. Σα καχξα θνπηάθηα ππνδεηθλχνπλ ηελ παξνπζία ηνπ „PrfA-box‟ θαη ηα βέιε ηελ 

εμαξηψκελε απφ ην PrfA ξχζκηζε ζε κεηαγξαθηθφ επίπεδν, (Paramithiotis et al., 2014). 

 

Δηθόλα 8. Δμαξηψκελε απφ ην PrfA ξχζκηζε κεηαγξαθήο ησλ γνληδίσλ inlA, inlB, inlC θαη hpt (Kuhn et al., 

2008). 

 

Σν γνλίδην hly θσδηθνπνηεί κηα ηνμίλε δέζκεπζεο ρνιεζηεξίλεο θαη ζρεκαηηζκνχ 

πφξνπ, ηε ιηζηεξηνιπζίλε Ο (listeriolysin O, LLO). Ζ ιηζηεξηνιπζίλε Ο είλαη κία 

εθθξηλφκελε πξσηεΐλε κεγέζνπο 58-60 kDa (Palmer, 2001) θαη ε βέιηηζηε αηκνιπηηθή ηεο 

δξάζε πξαγκαηνπνηείηαη ζε pH 5.5 (Geoffroy et al., 1987). Ζ ηνμίλε απηή είλαη απαξαίηεηε 

γηα ηελ απνηειεζκαηηθή δηαθπγή ηνπ παζνγφλνπ απφ ηα θαγνθπηηαξηθά θελνηφπηα, 

επηηξέπνληαο έηζη ηελ απειεπζέξσζή ηνπ ζην θπηηαξφπιαζκα. Χζηφζν, κε βάζε πξφζθαηεο 
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κειέηεο φπνπ επαλεμεηάζηεθε ν ξφινο ηεο LLO θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ινίκσμεο, έρνπλ 

εηζεγεζεί απφςεηο γηα επηπιένλ δξάζε ηεο, πξηλ απφ ηελ εζσηεξίθεπζε ηνπ βαθηεξίνπ εληφο 

ηνπ θπηηάξνπ (Hamon et al., 2012). Χο εθ ηνχηνπ, ε χπαξμή ηεο ζεσξείηαη αλαγθαία γηα ηελ 

απνηειεζκαηηθή έθθξαζε ηεο παζνγέλεηαο ηνπ κηθξννξγαληζκνχ, γεγνλφο ην νπνίν 

ππνζηεξίδεηαη θαη απφ κειέηεο θαηά ηηο νπνίεο κεηαιιαγκέλα κε αηκνιπηηθά θαη κε 

ινηκνγφλα ζηειέρε απνθηνχζαλ παζνγνληθφηεηα έπεηηα απφ εηζαγσγή ηνπ γνληδίνπ hly ζε 

απηά (Gaillard et al. 1986, Portnoy et al. 1988, Cossart et al. 1989).  

Γηα ηε ιχζε ησλ θελνηνπίσλ θαη ησλ θαγνζσκάησλ εληφο ησλ νπνίσλ βξίζθεηαη ν 

παζνγφλνο, ε LLO ζπλεξγάδεηαη κε δχν θσζθνιηπάζεο C πνπ θσδηθνπνηνχληαη ζην LIPI-1: 

ηελ PlcA θαη ηελ PlcΒ. Ζ πξψηε είλαη κία θσζθαηηδπιν-ηλνζηηφιε θσζθνιηπάζε C (PI-PLC) 

κεγέζνπο 33 kDa, ε νπνία είλαη ελεξγή ζε εχξνο pH απφ 5.5 έσο 7 θαη θσδηθνπνηείηαη απφ ην 

γνλίδην plcΑ (Aurora et al., 2008). Ζ δεχηεξε είλαη κηα θσζθαηηδπιν-ρνιίλε θσζθνιηπάζε C 

(PC-PLC) κεγέζνπο 29 kDa ε νπνία είλαη ελεξγή ζε εχξνο pH απφ 6 έσο 7 θαη θσδηθνπνηείηαη 

απφ ην γνλίδην plcΒ. Ζ PC-PLC πδξνιχεη ηελ θσζθαηηδπινρνιίλε, ην θχξην ζπζηαηηθφ ηνπ 

θσζθνιηπηδίνπ ηεο ιεθηζίλεο θαη γη‟ απηφ είλαη γλσζηή θαη σο „ιεθηζηλάζε‟. Γεληθά έρεη 

απνδεηρζεί φηη πδξνιχεη έλα επξχ θάζκα ππνζηξσκάησλ, φπσο ε θσζθαηηδπιναηζαλνιακίλε, 

ε θσζθαηηδπινζεξίλε θαη ε ζθηγγνκπειίλε, αιιά δελ είλαη ηθαλή λα πδξνιχζεη ηελ 

θσζθαηηδπιηλνζηηφιε (Kuhn et al., 2008). Ζ PC-PLC ζε ζπλεξγαζία κε ηελ PI-PLC θαη ηελ 

LLO πξνσζνχλ ιχζε ηνπ αξρηθνχ θελνηνπίνπ. Δπηπιένλ, ε PC-PLC κε ηελ LLO πξνάγνπλ ηε 

ιχζε ησλ θελνηνπίσλ δηπινχ ζηξψκαηνο κεκβξάλεο (Roche et al., 2008). Χζηφζν, ε PlcB 

είλαη ηθαλή λα πξνθαιέζεη ηε ιχζε ηνπ αξρηθνχ θελνηνπίνπ θαη απνπζία ηεο LLO (Grundling 

et al., 2003).  

Ζ PC-PLC εθθξάδεηαη σο έλα πξνέλδπκν, ηνπ νπνίνπ ε ελεξγνπνίεζε 

πξαγκαηνπνηείηαη ζην φμηλν πεξηβάιινλ ησλ θελνηνπίσλ θαη επάγεηαη απφ ηελ βαθηεξηαθή 

κεηαιινπξσηεάζε ςεπδαξγχξνπ Mpl (Domann et al. 1991, Raveneau et al. 1992). Ζ Mpl 

είλαη κηα ζεξκνιπζίλε κεγέζνπο 35 kDa, ε νπνία είλαη ελεξγή ζε πνιχ κεγάιν εχξνο pH θαη 

ζεξκνθξαζηψλ (Coffey et al., 2000) θαη θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην mpl (Mengaud et al., 

1991). Μειέηεο έρνπλ θαηαδείμεη φηη εκπιέθνληαη δχν αλεμάξηεηεο νδνί ζηελ ελεξγνπνίεζε 

ηνπ PC-PLC εληφο ησλ θελνηνπίσλ. Ζ κία είλαη εμαξηψκελε απφ ηελ Mpl θαη ε άιιε είλαη 

αλεμάξηεηε απφ απηήλ, κε ηελ ηειεπηαία λα είλαη πνιχ επαίζζεηε ζε αλαζηνιείο πξσηεαζψλ 

θπζηεΐλεο.  Δίλαη αξθεηά ελδηαθέξνλ σζηφζν, φηη ε ελεξγνπνίεζε ηεο PC-PLC, είηε κε ηνλ 

έλα είηε κε ηνλ άιιν ηξφπν, είλαη επαίζζεηε ζηε βαθηινκπθίλε Α1. Ζ βαθηινκπθίλε Α1 
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(bafilomycin Α1) είλαη έλαο αλαζηνιέαο ηεο ΑΣΡάζεο ησλ θελνηνπίσλ, ν νπνίνο παξάιιεια 

αλαζηέιιεη θαη ηελ απηνθαγία, εκπνδίδνληαο έηζη ηελ θελνηνπηθή νμίληζε. Σν γεγνλφο απηφ 

ππνδειψλεη φηη ε ελεξγνπνίεζε ηνπ πξνελδχκνπ εμαξηάηαη απφ ηελ νμίληζε ησλ θελνηνπίσλ 

θαη σο εθ ηνχηνπ ειέγρεηαη απφ έλα ζπλδπαζκφ παξαγφλησλ ηφζν ηνπ βαθηεξίνπ φζν θαη ηνπ 

μεληζηή (Marquis et al., 1997). 

Σν γνλίδην actA θσδηθνπνηεί ηελ πξσηεΐλε ActA, κηα πξσηεΐλε επηθάλεηαο πνπ 

θαίλεηαη λα είλαη έλα πνιπιεηηνπξγηθφο παξάγνληαο ηεο ινηκνηνμηθφηεηαο. Σν γνλίδην απηφ 

είλαη απαξαίηεην γηα ηελ ελδν θαη δηα-θπηηαξηθή θηλεηηθφηεηα ε νπνία βαζίδεηαη ζηελ 

αθηίλε.  Παξάιιεια φκσο, θέξεηαη λα παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν θαη ζηελ εηζβνιή ηνπ 

παζνγφλνπ εληφο ησλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ (Suarez et al., 2001). Αλάιπζε ηεο δηεηζδπηηθήο 

ηθαλφηεηαο ζηειερψλ ηα νπνία είηε δελ έθεξαλ ην γνλίδην είηε παξνπζίαδαλ ππεξέθθξαζή 

ηνπ, θαηέδεημαλ φηη ε ActA κπνξεί λα ιεηηνπξγήζεη σο πξσηεΐλε-κεζνιαβεηήο ηεο εηζβνιήο, 

ηνπιάρηζηνλ φηαλ ππεξεθθξάδεηαη (Suarez et al., 2001). Σέινο, έρεη αλαγλσξηζηεί σο κία απφ 

ηνπο πνιιαπινχο κεραληζκνχο, φπσο νη ΡΗ-PLC θαη PC-PLC, πνπ ρξεζηκνπνηεί ν παζνγφλνο 

κηθξννξγαλζηκφο L. monocytogenes γηα λα απνθχγεη ηελ θαηαζηξνθή ηνπ απφ ηελ απηνθαγία 

ησλ θπηηάξσλ μεληζηψλ (Birmingham et al., 2007).  

Σελ ηειεπηαία δεθαεηία, νη κειέηεο πνπ δηεμάγνληαη γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

παζνγνληθφηεηαο ζηειερψλ L. monocytogenes, κειεηνχλ φια ηα παξαπάλσ γνλίδηα καδί κε ην 

γνλίδην iap (invasion associated protein). Σν γνλίδην iap, γλσζηφ θαη σο p60, θσδηθνπνηεί ηελ 

πξσηεΐλε Iap, ε νπνία βξίζθεηαη ζε φια ηα ζηειέρε ηνπ βαθηεξίνπ L. monocytogenes (Kuhn 

et al. 1989, Bubert et al. 1992) θαη είλαη παξνχζα ζηελ επηθάλεηα ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ 

(Wood et al., 1993). Έρεη απνδεηρζεί φηη δηαδξακαηίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηε δηεθπεξαίσζε 

ηεο εηζβνιήο ηνπ παζνγφλνπ ζε ηλνβιάζηεο, επαηνθχηηαξα θαη καθξνθάγα πνληηθψλ, ελψ 

ζεσξείηαη θαη απαξαίηεηε γηα ηε ζσζηή δηαίξεζε ηνπ θπηηάξνπ θαζψο έρεη ηθαλφηεηα 

πδξφιπζεο ηεο κνπξεΐλεο (Bubert et al. 1992, Haase et al. 1995). 

 

1.4 ΥΑΡΑΚΣΖΡΗ΢ΣΗΚΑ ΝΟ΢ΟΤ ΢ΣΟΝ ΑΝΘΡΧΠΟ 

΢ηνπο αλζξψπνπο ε ινίκσμε εκθαλίδεηαη ζπλήζσο ζε εππαζείο νκάδεο, κεηαμχ ησλ 

νπνίσλ νη έγθπεο γπλαίθεο, ηα λενγλά θαη νη αλνζνθαηεζηαικέλνη ελήιηθεο. Παξάιιεια, 

παξάγνληεο πνπ πξνθαινχλ αλνζνθαηαζηνιή φπσο ε κεηακφζρεπζε νξγάλσλ ή ε κφιπλζε 

κε ηνχο πνπ πξνζβάιινπλ ην αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα, κπνξνχλ λα νδεγήζνπλ ζε εθδήισζε 
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ηεο αζζέλεηαο. ΢ηνπο πάζρνληεο απφ AIDS, γηα παξάδεηγκα, ε ιηζηεξίσζε είλαη 300 θνξέο 

πεξηζζφηεξν ζπρλή (Jurado et al., 1993). Παξφια απηά, πεξηζηαζηαθά εκθαλίδεηαη θαη ζε 

άηνκα ζηα νπνία νη πξνδηαζέηνληεο παξάγνληεο είλαη αζαθείο.  

Ζ ζπρλφηεηα εκθάληζεο ηεο κφιπλζεο απμάλεηαη κε ηελ ειηθία, κε απνηέιεζκα ε 

κέζε ειηθία ησλ αζζελψλ λα είλαη κεγαιχηεξε απφ 55 έηε. Οη άλδξεο ειηθίαο κεγαιχηεξεο 

ησλ 40 εηψλ κνιχλνληαη ζπρλφηεξα απφ ηηο γπλαίθεο, ελψ παξάιιεια, επεηδή νη γπλαίθεο 

κνιχλνληαη ζπλήζσο θαηά ηελ αλαπαξαγσγηθή ειηθία, ε ζπλνιηθή θαηαλνκή ηεο ινίκσμεο 

σο πξνο ην θχιν, ζπγθεληξψλεηαη ζηνλ αλδξηθφ ειηθησκέλν θαη αλνζνθαηεζηαικέλν 

πιεζπζκφ (Wagner & McLauchlin, 2008).  

Ζ ιηζηεξίσζε εκθαλίδεηαη ζηνλ άλζξσπν ππφ κνξθή ζπνξαδηθψλ θξνπζκάησλ, 

εμάξζεσλ ή επηδεκηψλ. Δκθαλίδεη έληνλε επνρηθφηεηα θαη ζε αληίζεζε κε ηε ιηζηεξίσζε πνπ 

εθδειψλεηαη ζηα δψα θαη έρεη αηρκή ηελ άλνημε, ε αλζξψπηλε ιηζηεξίσζε εκθαλίδεη έμαξζε 

ζηα ηέιε ηνπ θαινθαηξηνχ θαη θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ θζηλνπψξνπ. Ζ πεξίνδνο επψαζεο ζηνπο 

αλζξψπνπο κεηαμχ έθζεζεο (θαηαλάισζε κνιπζκέλσλ ηξνθίκσλ) θαη θιηληθήο δηάγλσζεο 

ηεο λφζνπ πνηθίιιεη επξέσο κεηαμχ ησλ αηφκσλ, απφ 1 έσο 90 εκέξεο κε έλα κέζν γηα ηελ 

ελδνκήηξηα κφιπλζε πεξίπνπ ζηηο 30 εκέξεο (McLauchlin et al., 1991). 

Ζ ειάρηζηε κνιπζκαηηθή δφζε γηα ηε ιηζηεξίσζε δελ έρεη δηεπθξηληζηεί, παξφιν πνπ 

είλαη πηζαλφ λα δηαθέξεη ζεκαληηθά κεηαμχ ησλ αηφκσλ. Χζηφζν, είλαη γεληθψο απνδεθηφ φηη 

ππάξρεη κία ζρέζε κεηαμχ δφζεο-απφθξηζεο θαη φηη ε πηζαλφηεηα εθδήισζεο ηεο αζζέλεηαο 

έπεηηα απφ θαηαλάισζε ηξνθίκσλ  πνπ πεξηέρνπλ ιηγφηεξα απφ 100 CFU (colony-forming 

units) αλά γξακκάξην, είλαη κηθξή (Wagner & ΜcLauchlin, 2008). Χο εθ ηνχηνπ, o 

Καλνληζκφο (ΔΚ) 2073/2005 ηεο επηηξνπήο ηεο 15
εο

 Ννεκβξίνπ 2005 πεξί κηθξνβηνινγηθψλ 

θξηηεξίσλ γηα ηα ηξφθηκα, απαηηεί απνπζία ηνπ παζνγφλνπ ζηα 25 g έηνηκσλ πξνο 

θαηαλάισζε ηξνθίκσλ πνπ πξννξίδνληαη γηα βξέθε θαη γηα εηδηθή ηαηξηθή δηαηξνθή. 

Παξάιιεια, επηηξέπεη ηελ παξνπζία ηνπ ζηα ππφινηπα έηνηκα πξνο θαηαλάισζε ηξφθηκα 

πνπ δηαηίζεληαη ζηελ αγνξά, ζέηνληαο ζαλ φξην ηα 100 CFU/g, ππφ ηελ πξνυπφζεζε φηη ηα 

ηξφθηκα είηε ππνζηεξίδνπλ ηελ αλάπηπμε απηνχ ηνπ βαθηεξίνπ είηε φρη, δε ζα 

ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα ζίηηζε βξεθψλ θαη αζζελψλ, θαζψο θαη φηη ην φξην απηφ δε ζα έρεη 

μεπεξαζηεί ζην ηέινο ηεο εκπνξεπζηκφηεηαο ηνπ πξντφληνο (EC, 2005). ΢ε αληίζεζε κε ηελ 

παξαπάλσ πξνζέγγηζε, νη Ζλσκέλεο Πνιηηείεο έρνπλ νξίζεη απφ ηε δεθαεηία ηνπ 1980 

κεδεληθφ φξην αλνρήο γηα ηνλ παζνγφλν ζε επεμεξγαζκέλα ηξφθηκα (Dawson et al., 2006). Σν 

επίπεδν κφιπλζεο ζηα ηξφθηκα πνπ έρνπλ ζπζρεηηζηεί κε ηελ ινίκσμε έρεη θαηαδείμεη έλα 
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κέζν φξν επηπέδνπ κφιπλζεο 10
2
-10

6
 CFU/ml/g ζηελ πιεηνλφηεηα ησλ πεξηπηψζεσλ. Γεληθά, 

δεδνκέλα απφ πεξηζηαηηθά ινίκσμεο θαη εμέηαζεο ησλ επηπέδσλ κφιπλζεο ησλ ππαίηησλ 

ηξνθίκσλ, έρνπλ ππνδείμεη φηη ην επίπεδν κφιπλζεο γηα ηελ πξφθιεζε ζνβαξήο αζζέλεηαο 

είλαη ρακειφ (Wagner & ΜcLauchlin, 2008).  

Ζ ιηζηεξίσζε εκθαλίδεηαη είηε σο κία γεληθεπκέλε ινίκσμε, είηε σο ηνπηθή κφιπλζε 

δηαθφξσλ ζεκείσλ ηνπ νξγαληζκνχ. Σα ζπκπηψκαηά ηεο κπνξεί λα είλαη ήπηα θαη φκνηα κε 

εθείλα κηαο γξίπεο ή κηαο ηνπηθήο ινίκσμεο ηνπ δέξκαηνο. Δληνχηνηο, πξνθαιεί θπξίσο 

ζεςαηκία, κεληγγίηηδα θαη κεληγγνεγθεθαιίηηδα (Silk et al., 2012) θαη ε ζλεηφηεηα ηεο 

θπκαίλεηαη ζε πνιχ πςειά επίπεδα (20-40%) (Farber & Peterkin, 1991). ΢πάληεο επηπινθέο 

είλαη ε ελδνθαξδίηηδα ζε άηνκα κε θαξδηαθά πξνβιήκαηα θαη δηάθνξεο ηνπηθέο κνιχλζεηο, 

φπσο ελδνθζαικίηηδα, ζεπηηθή αξζξίηηδα, νζηενκπειίηηδα θαη πεξηηνλίηηδα (Slutsker & 

Schuchat, 1999). Ζ ινίκσμε πξνθαιεί πνιπκνξθνπχξελε ιεπθνθπηηάξσζε πνπ εμειίζζεηαη 

ζε κνλνπχξελε ιεπθνθπηηάξσζε, ελψ ηα ζπκπηψκαηα ζπκπεξηιακβάλνπλ ππξεηφ, 

ζπαζκνχο, ξίγνο, θεθαιαιγία, δηάξξνηα θαη έκεην (Sutherland, 1989).   

Αλάινγα κε ηελ ειηθηαθή νκάδα ησλ αζζελψλ δηαθξίλνληαη δχν θχξηεο κνξθέο 

ιηζηεξίσζεο, ε εκβξπνκεηξηθή/λενγληθή ιηζηεξίσζε θαη ε ιηζηεξίσζε ελειίθσλ (Schuchat et 

al. 1991, Lorber 1996, Vázquez-Boland 2001). Ζ πξψηε κνξθή πξνθχπηεη απφ ηνλ απνηθηζκφ 

ηνπ παζνγφλνπ ζην αίκα, ην νπνίν θαηαιήγνληαο ζηνλ πιαθνχληα νδεγεί ζε εηζβνιή ηνπ 

βαθηεξίνπ εληφο ηνπ εκβξχνπ. Απνηέιεζκα απηνχ είλαη είηε ε απνβνιή ηνπ εκβξχνπ 

ζπλήζσο ζην ηειεπηαίν ηξίκελν ηεο θπνθνξίαο, είηε ε γέλλεζε ελφο κσξνχ ή ελφο 

ζλεζηγελνχο εκβξχνπ κε ζνβαξφ θαη ζπλήζσο ζαλαηεθφξν ζεςαηκηθφ ζχλδξνκν, γλσζηφ σο 

ζεπηηθή θνθθησκάησζε ηνπ λενγλνχ (granulomatosis infantiseptica). Ζ κφιπλζε είλαη 

ζπλήζσο αζπκπησκαηηθή ζηε κεηέξα, αλ θαη γπλαίθεο νη νπνίεο ππέζηεζαλ απνβνιή ιφγσ 

ιηζηεξίσζεο αλαθέξνπλ εθδήισζε ήπησλ ζπκπησκάησλ πνπ παξαπέκπνπλ ζε θνηλφ 

θξπνιφγεκα (ππξεηφο, κπαιγία) ηηο ηειεπηαίεο 15 εκέξεο πξηλ ηελ απνβνιή (Painter & 

Slutsker 2007, Kuhn et al. 2008, Jackson et al. 2010). Ζ εθδήισζε πεξηγελλεηηθήο 

ιηζηεξίσζεο πνπ επεξεάδεη ηα λενγλά ειηθίαο κεηαμχ 1 θαη 8 εβδνκάδσλ κεηά ηνλ ηνθεηφ, 

είλαη ιηγφηεξν ζπρλή θαη κπνξεί λα πξνθιεζεί απφ ρακεινχ επηπέδνπ δηαπιαθνπληηαθή 

ινίκσμε, εηζξφθεζε κνιπζκέλσλ εθθξίζεσλ απφ ηε κεηέξα ή απφ νξηδφληηα κεηάδνζε ζηνπο 

ζαιάκνπο λενγλψλ ιφγσ κνιπζκέλσλ αληηθεηκέλσλ ή αλεπαξθνχο πγηεηλήο ηνπ πξνζσπηθνχ. 

΢ε απηήλ ηελ πεξίπησζε ηα λενγλά εκθαλίδνπλ εκπχξεην ζχλδξνκν ην νπνίν ζπλδέεηαη 

ζπλήζσο κε κεληγγίηηδα, αλ θαη κπνξεί λα παξαηεξεζνχλ επίζεο γαζηξεληεξίηηδα θαη 
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πλεπκνλία. ΢ε ζρέζε κε ηε ιηζηεξίσζε πνπ εθδειψλεηαη λσξίο ζηα έκβξπα, ε ζλεζηκφηεηα 

είλαη γεληθά ρακειφηεξε (Farber & Peterkin 1991, Farber et al. 1991, Slutsker & Schuchat 

1999, Vázquez-Boland et al. 2001). Ζ δεχηεξε κνξθή ιηζηεξίσζεο, πνπ αθνξά ελήιηθεο 

ζηνπο νπνίνπο δελ ζπκπεξηιακβάλνληαη νη έγθπεο, ζπλδέεηαη θαηά θαλφλα (50-70% ησλ 

πεξηπηψζεσλ) κε ινίκσμε ηνπ θεληξηθνχ λεπξηθνχ ζπζηήκαηνο (ΚΝ΢) θαη εθδειψλεηαη σο 

κεληγγίηηδα ή ζπρλφηεξα σο κεληγγνεγθεθαιίηηδα. Απφζηεκα ζηνλ εγθέθαιν εθδειψλεηαη 

ζην 10% ησλ ινηκψμεσλ ηνπ ΚΝ΢, ελψ ε ζλεζηκφηεηα ιφγσ κφιπλζεο ηνπ εγθεθάινπ απφ ην 

βαθηήξην Listeria θπκαίλεηαη κεηαμχ 20 θαη 60%, αλάινγα κε ηελ ππνθείκελε θαηάζηαζε ηνπ 

αζζελνχο. Ζ δεχηεξε πην θνηλή εθδήισζε ηεο ινίκσμεο ηνπ παζνγφλνπ ζε ελήιηθα αζζελή 

είλαη ε βαθηεξηαηκία, ε νπνία αθνινπζείηαη απφ πξνβιήκαηα ζην θαξδηαγγεηαθφ ζχζηεκα 

(ελδνθαξδίηηδα, κπνθαξδίηηδα, αξηεξίηηδα), ζην αλαπλεπζηηθφ ζχζηεκα (πλεπκνλία, 

πιεπξίηηδα, ηγκνξίηηδα), ζην κπνζθειεηηθφ ζχζηεκα (αξζξίηηδα, νζηενκπειίηηδα) θαη ζηνπο 

νθζαικνχο (νθζαικίηηδα, επηπεθπθίηηδα) (Allcock 1992, Gauto et al. 1992, Gallaguer & 

Watakunakorn 1998, Slutsker & Schuchat 1999, Doganay 2003).  Ο παζνγφλνο 

κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes ζπλδέεηαη έσο θαη κε ην 10% ηεο εμσλνζνθνκεηαθήο 

βαθηεξηαθήο κεληγγίηηδαο θαη είλαη ε ηξίηε πην θνηλή αηηία ηεο βαθηεξηαθήο κεληγγίηηδαο 

ζηνλ ελήιηθν πιεζπζκφ, κεηά απφ ηνπο κηθξννξγαληζκνχο Streptococcus pneumoniae θαη 

Neisseria meningitides. Σέινο, ζε νξηζκέλεο νκάδεο πςεινχ θηλδχλνπ, φπσο αζζελείο κε 

θαξθίλν, ν L. monocytogenes θαηέρεη ηελ πξψηε ζέζε κεηαμχ ησλ αηηηψλ βαθηεξηαθήο 

κεληγγίηηδαο (Schuchat et al. 1991, Brouwer et al. 2006), ελψ ζηα αλνζνθαηεζηαικέλα άηνκα 

κπνξεί λα εκθαλίζεη νμεία εκπχξεηε γαζηξεληεξίηηδα αιιά ή θαη θαζφινπ ζπκπηψκαηα 

(Riedo et al. 1994, Dalton et al. 1997).  

 

1.5 ΓΗΑΓΝΧ΢Ζ ΚΑΗ ΘΔΡΑΠΔΗΑ  

Ζ δηάγλσζε ηεο ιηζηεξίσζεο θαζνξίδεηαη απφ ηελ απνκφλσζε ηνπ παζνγφλνπ 

κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes απφ θπζηνινγηθά άζεπην ζεκείν, φπσο ην αίκα ή ην 

εγθεθαινλσηηαίν πγξφ. Δπηπιένλ, εμαηηίαο ηνπ φηη ν κηθξννξγαληζκφο κπνξεί λα ζεσξεζεί 

εζθαικέλα σο δηθζεξνεηδέο έπεηηα απφ ρξψζε Gram, πξέπεη λα πξαγκαηνπνηείηαη 

νινθιεξσκέλε βαθηεξηνινγηθή αμηνιφγεζε. Ζ αλάθηεζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ απφ 

δείγκαηα θνπξάλσλ είλαη ρξήζηκε φηαλ ππάξρεη ππφλνηα γηα εκπχξεηε γαζηξεληεξίηηδα, αιιά 

ε απνκφλσζε απφ ηα θφπξαλα απφ κφλε ηεο δελ είλαη δηαγλσζηηθή, ιφγσ χπαξμεο 
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αζπκπησκαηηθψλ θνξέσλ. Γεληθά, γηα λα ηεθκεξησζεί έλα θξνχζκα εκπχξεηεο 

γαζηξεληεξίηηδαο πξέπεη ην πνζνζηφ απνκφλσζεο κεηαμχ ζπκπησκαηηθψλ αηφκσλ λα είλαη 

ζεκαληηθά πςειφηεξν απφ απηφ ησλ αζπκπησκαηηθψλ αηφκσλ.  

Σα ζηειέρε L. monocytogenes πνπ απνκνλψλνληαη απφ ηα δείγκαηα αλαπηχζζνληαη ζε 

ζπλήζε ζξεπηηθά κέζα. Σα δείγκαηα επηζηξψλνληαη απεπζείαο ζε αγαξ ηξππηηθήο ζφγηαο 

(tryptic soy agar) πνπ πεξηέρεη 5% αίκα πξνβάηνπ, αιφγνπ ή θνπλειηνχ θαη ν 

κηθξννξγαληζκφο ηαπηνπνηείηαη εληφο 36 σξψλ. Απνκφλσζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ απφ άιιεο 

πεγέο, φπσο δείγκαηα θνπξάλσλ πνπ πεξηέρνπλ κεγάιν αξηζκφ αληαγσληζηηθψλ 

κηθξννξγαληζκψλ είλαη πην δχζθνιε. ΢ε απηήλ ηελ πεξίπησζε ηα δείγκαηα πξέπεη αξρηθά λα 

εκπινπηίδνληαη επηιεθηηθά πξηλ ελνθζαικηζηνχλ ζε ζηεξεφ επηιεθηηθφ κέζν (Painter & 

Slutsker, 2007). Ζ ηαπηνπνίεζε ησλ ζηειερψλ L. monocytogenes κε ρξήζε κεζφδσλ 

θζνξηδφλησλ αληηζσκάησλ ή πξνζεγγίζεσλ πνπ ρξεζηκνπνηνχλ αληρλεπηέο DNA ζε 

ζπλδπαζκφ κε ηελ ηερλνινγία PCR, κπνξεί λα απνδεηρζεί ρξήζηκε γηα νξηζκέλα δείγκαηα. 

Δπηπιένλ, πεηξακαηηθέο δνθηκέο γηα αληηζψκαηα ιηζηεξηνιπζίλεο Ο έρνπλ απνδεηρζεί 

ρξήζηκεο ζε θάπνηεο επηδεκηνινγηθέο κειέηεο (Dalton et al., 1997) θαη έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί 

γηα ηελ ππνζηήξημε δηάγλσζεο αξλεηηθήο σο πξνο ηα ζξεπηηθά κέζα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη 

γηα ηνλ εληνπηζκφ ηεο ιηζηεξίσζεο ηνπ θεληξηθνχ λεπξηθνχ ζπζηήκαηνο (ΚΝ΢) (Gaillard et 

al., 1992).  

Όζνλ αθνξά ζηε ζεξαπεία ηεο λφζνπ, δελ έρνπλ νξηζηεί αθφκα νχηε ην 

θαηαιιειφηεξν αληηβηνηηθφ γηα ηελ θαηαπνιέκεζε ηεο ιηζηεξίσζεο αιιά νχηε θαη ε 

απαηηνχκελε δηάξθεηα ηεο ζεξαπείαο, θαζψο δελ έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί έσο ηψξα 

ηπραηνπνηεκέλεο ειεγρφκελεο δνθηκέο γηα ηνλ θαζνξηζκφ ηεο βέιηηζηεο αληηκεηψπηζήο ηεο. Ζ 

ηειεπηαία, ζηεξίδεηαη ζηε ρνξήγεζε αληηβηνηηθψλ κε βάζε ηελ πεληθηιίλε 

(ακηλνπεληθηιιηλψλ). Μέρξη πξφηηλνο ε ιηζηεξίσζε αληηκεησπηδφηαλ κε ρνξήγεζε 

ακπηθηιιίλεο (ampicillin) ζε ζπλδπαζκφ κε κηθξή πνζφηεηα γεληακπθίλεο (gentamicin) 

(Safdar & Armstrong, 2003). Ζ αληηκεηψπηζή ηεο φκσο πιένλ ζηεξίδεηαη ζηε ρνξήγεζε 

πςειψλ δφζεσλ ακνμπθηιιίλεο (amoxicillin) (2-3 γξ./3-4 θνξέο εκεξεζίσο) κε κία επηπιένλ 

δφζε  γεληακπθίλεο (gentamicin) (360 mg κία θνξά ηελ εκέξα) γηα ηνπο ελήιηθεο, κε 

εμαίξεζε ηηο εγθπκνλνχζεο (Hof, 2004). Ο ξφινο ησλ ακηλνγιπθνζηδψλ, φπσο ε γεληακπθίλε, 

δελ είλαη αθφκα θαηαλνεηφο. Γηεηζδχνπλ ζηα θχηηαξα ειάρηζηα θαη κπνξεί λα είλαη 

αλαπνηειεζκαηηθέο γηα ηελ ελδνθπηηαξηθή αληηκεηψπηζε ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζην θχηηαξν 

μεληζηή, ελψ ν παζνγφλνο έρεη απνδείμεη ηθαλφηεηα αλάπηπμεο εληφο ησλ θπηηάξσλ παξά ηηο 
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πςειέο ζπγθεληξψζεηο ησλ εμσθπηηαξηθψλ ακηλνγιπθνζηδψλ (Havell, 1986). Χζηφζν, ζηελ 

πιεηνςεθία ησλ θξνπζκάησλ κεληγγίηηδαο, ν κηθξννξγαληζκφο βξίζθεηαη εμσθπηηαξηθά (Hof, 

2003). ΢ε αζζελείο κε ιηζηεξίσζε πνπ εκθαλίδνπλ ππεξεπαηζζεζία ζηελ πεληθηιίλε, έρεη 

απνδεηρζεί απνηειεζκαηηθή ε ρνξήγεζε ηξηκεζνπξίκε-ζνπιθακεζνμαδφιεο (trimethoprim-

sulfamethoxazole, TMP-SMX), ε νπνία εηζέξρεηαη εχθνια ζηα θχηηαξα θαη δξα 

απνηειεζκαηηθά ζθνηψλνληαο ηνλ L. mononocytogenes (Armstrong, 1995). ΢πγθξηηηθά κε ηηο 

ακηλνπεληθηιιίλεο, λέεο αληηκηθξνβηαθέο θηλνιφλεο θαίλεηαη λα έρνπλ απμεκέλε 

βαθηεξηνθηφλν δξάζε. Φέξνληαη σο ηθαλέο λα δηαζρίδνπλ ην θξάγκα αίκαηνο-εγθεθάινπ ζην 

ΚΝ΢ θαη λα ζπζζσξεχνληαη κέζα ζηα θχηηαξα ηνπ μεληζηή, ρσξίο φκσο λα έρνπλ 

πξαγκαηνπνηεζεί θιηληθέο κειέηεο αθφκα πνπ λα επηβεβαηψλνπλ απηέο ηνπο ηηο ηδηφηεηεο 

(Hof, 2004). Σα βαθηεξηνζηαηηθά θάξκαθα φπσο ε ρισξακθαηληθφιε (chloramphenicol) ή ε 

ηεηξαθπθιίλε (tetracycline) έρνπλ ζπζρεηηζηεί κε πςειά πνζνζηά απνηπρίαο ηεο ζεξαπείαο 

θαη γηα ην ιφγν απηφ δε ζπληζηψληαη (Southwick & Purich, 1996). Ζ κηθξή αληαπφθξηζε ησλ 

βαθηεξηνζηαηηθψλ θαξκάθσλ θαη ε αξγή αληαπφθξηζε ζηελ πεληθηιίλε νθείινληαη πηζαλψο 

ζηελ ηθαλφηεηα ηνπ παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ L .monocytogenes λα αλαπηχζζεηαη θαη λα 

επηβηψλεη εληφο ησλ θπηηάξσλ. Παξνκνίσο, γηα ηε ζεξαπεία ηεο λφζνπ δελ ζπληζηψληαη νχηε 

νη θεθαινζπνξίλεο, (cephalosporines) εμαηηίαο φκσο ηεο ρακειήο ζπγγέλεηαο πνπ 

παξνπζηάδνπλ κε ηελ πξσηεΐλε δέζκεπζεο ηεο πεληθηιίλεο ηνπ βαθηεξίνπ Listeria (Vicente et 

al., 1990). 

 Όπσο έρεη ήδε αλαθεξζεί, νχηε ε βέιηηζηε δηάξθεηα ζεξαπείαο ηεο λφζνπ έρεη 

ηεθκεξησζεί αθφκα. Παξ‟ φια απηά, κία ζπλεηή ζεξαπεία θαηά ηελ εγθπκνζχλε δηαξθεί 2 

εβδνκάδεο, ζε λενγλά κε ιηζηεξίσζε δηαξθεί 2 κε 3 εβδνκάδεο, ζε αλνζνθαηεζηαικέλνπο 

ελήιηθεο κε κεληγγίηηδα θαη βαθηεξηαηκία 2 κε 4 εβδνκάδεο, ελψ ζε πην πνιχπινθεο 

πεξηπηψζεηο κνιχλζεσλ, φπσο ε ελδνθαξδίηηδα, ην ρξνληθφ δηάζηεκα είλαη κεγαιχηεξν. 

Λφγσ ηνπ φηη νη αλνζνθαηεζηαικέλνη αζζελείο έρνπλ κεησκέλε ηθαλφηεηα λα «θαζαξίζνπλ» 

ηα κνιπζκέλα θχηηαξα, ζπληζηάηαη αληηβηνηηθή ζεξαπεία δηάξθεηαο απφ 3 έσο 6 εβδνκάδεο 

(Armstrong & Fung, 1993). Χζηφζν, ππνηξνπέο έρνπλ αλαθεξζεί ζε αλνζνθαηεζηαικέλνπο 

έπεηηα απφ 2 εβδνκάδεο ζεξαπείαο κε πεληθηιίλε (Watson et al., 1978).  
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1.6 ΠΡΟΛΖΦΖ 

Ο θαιχηεξνο ηξφπνο αληηκεηψπηζεο ηεο ηξνθηκνγελνχο ιηζηεξίσζεο είλαη ε πξφιεςε. 

Σν 2001 θαη ην 2003, ε Τπεξεζία Σξνθίκσλ θαη Φαξκάθσλ (Food and Drug Administration, 

FDA), ην Κέληξν Διέγρνπ θαη Πξφιεςεο Ννζεκάησλ (Centers for Disease Control and 

Prevention, CDC) θαη ην Τπνπξγείν Γεσξγίαο ησλ ΖΠΑ (U.S. Department of Agriculture, 

USDA) δεκνζίεπζαλ έλα εζληθφ ζρέδην δξάζεο γηα ην παζνγφλν βαθηήξην Listeria (Listeria 

Action Plan), ψζηε λα βνεζεζνχλ νη πξνζπάζεηεο νδεγηψλ ειέγρνπ πνπ πξαγκαηνπνηνχληαλ 

απφ ηε βηνκεραλία, ηηο ξπζκηζηηθέο αξρέο θαη ηηο αξρέο δεκφζηαο πγείαο (Painter & Slutsker, 

2007).  

Σα ελ ιφγσ ζρέδηα αλαθέξνληαλ ζε πνιιαπιά ζεκεία δξάζεο, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο 

ηεο απμεκέλεο ξπζκηζηηθήο νδεγίαο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο παξαγσγήο ησλ έηνηκσλ πξνο 

θαηαλάισζε ηξνθίκσλ. Δπηπιένλ, ην 2003, κεηά απφ ηε κεγάιε επηδεκία πνπ ζπλδέζεθε κε 

ην θξέαο γαινπνχιαο, ην USDA εμέδσζε λένπο θαλνληζκνχο κε ζηφρν ηελ πεξαηηέξσ κείσζε 

ηεο κφιπλζεο κε L. monocytogenes ησλ έηνηκσλ πξνο θαηαλάισζε θξεάησλ θαη ησλ 

πξντφλησλ απφ πνπιεξηθά (USDA, 2003). Παξάιιεια, δηαηξνθηθέο ζπζηάζεηο 

δεκνζηεχηεθαλ πξνο ηνπο θαηαλαισηέο, νη νπνίεο θαη ζπλέβαιαλ ζηε κείσζε ηεο ζπρλφηεηαο 

εκθάληζεο ηεο λφζνπ (CDC 1992, U.S. FDA 1992). Σέινο, ζπζηάζεηο δεκηνπξγήζεθαλ ηφζν 

γηα ην γεληθφ πιεζπζκφ φζν θαη γηα ηηο νκάδεο απμεκέλνπ θηλδχλνπ (π.ρ. 

αλνζνθαηεζηαικέλα άηνκα, έγθπεο, ειηθησκέλνη) (Wagner & McLauchlin, 2008): 

΢πζηάζεηο γηα ην γεληθφ πιεζπζκφ 

 Καιφ καγείξεκα ησλ σκψλ ηξνθίκσλ απφ δσηθέο πεγέο, φπσο κνζράξη, ρνηξηλφ θαη 

πνπιεξηθά. 

 Καιφ πιχζηκν ζε ζαιάηεο, θξνχηα θαη ιαραληθά πνπ θαηαλαιψλνληαη σκά. 

 Γηαρσξηζκφο κεηαμχ άςεησλ θξεάησλ θαη ιαραληθψλ απφ καγεηξεκέλα θαη έηνηκα πξνο 

θαηαλάισζε ηξφθηκα. 

 Απνθπγή θαηαλάισζεο σκνχ (κε παζηεξησκέλνπ) γάιαθηνο ή ηξνθίκσλ πνπ 

παξαζθεπάδνληαη απφ λσπφ γάια. 

 Καιφ πιχζηκν ρεξηψλ, εξγαιείσλ (π.ρ. καραίξηα) θαη ζθεπψλ καγεηξηθήο (π.ρ. επηθάλεηεο 

θνπήο) έπεηηα απφ ρεηξηζκφ σκψλ ηξνθίκσλ.  

 Γηαηήξεζε ησλ ηξνθίκσλ γηα φζν ην δπλαηφλ κηθξφηεξν ρξνληθφ δηάζηεκα. 
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 Σήξεζε ησλ νδεγηψλ απνζήθεπζεο θαη θαηαλάισζε ησλ πξντφλησλ βάζεη ησλ 

εκεξνκεληψλ ιήμεο. 

 Καιή αλαζέξκαλζε καγεηξεκέλσλ γεπκάησλ δηαηεξεκέλσλ κε απιή ςχμε θαη ζχκθσλα 

κε ηηο νδεγίεο πνπ αλαγξάθνληαη ζηελ εηηθέηα. 

 Φχμε φζν ην δπλαηφλ ηαρχηεξα καγεηξεκέλσλ ηξνθίκσλ πνπ δελ θαηαλαιψζεθαλ.  

 ΢πρλφο έιεγρνο νξζήο ιεηηνπξγίαο ησλ ςπθηηθψλ ζπζθεπψλ ψζηε λα δηαηεξνχληαη νη 

ζεξκνθξαζίεο ςχμεο ζηα ζσζηά επίπεδα.  

΢πζηάζεηο γηα νκάδεο απμεκέλνπ θηλδχλνπ 

 Πνιχ θαιή αλαζέξκαλζε ησλ πεξηζζεπνχκελσλ ηξνθίκσλ ή ησλ έηνηκσλ πξνο 

θαηαλάισζε ηξνθίκσλ (π.ρ. hot dog). 

 Απνθπγή θαηαλάισζεο καιαθψλ ηπξηψλ (π.ρ. θέηα, Brie, Camembert, κπιε ηπξηά, ηπξηά 

κεμηθάληθνπ ηχπνπ). ΢θιεξά ηπξηά,  επεμεξγαζκέλα ηπξηά, ηπξί θξέκα, ηπξί cottage, ή 

γηανχξηη δελ ρξεηάδεηαη λα απνθεχγνληαη.  

 Απνθπγή θαηαλάισζεο pâté. 

 Απνθπγή ηξνθίκσλ πνπ πξνέξρνληαη απφ πάγθνπο αιιαληηθψλ ή αλαζέξκαλζε ησλ 

αιιαληηθψλ πξηλ απφ ηελ θαηαλάισζε. 

 

Πέξαλ φκσο ησλ εμαηνκηθεπκέλσλ ζπκβνπιψλ πξνο ηνπο θαηαλαισηέο, ν έιεγρνο ηεο 

ιηζηεξίσζεο απαηηεί ηελ αλάιεςε δξάζεο θαη απφ ηηο ππεξεζίεο δεκφζηαο πγείαο θαη ηε 

βηνκεραλία ηξνθίκσλ. Οη ζεκαληηθέο ζηξαηεγηθέο ειέγρνπ απφ ηηο ππεξεζίεο δεκφζηαο 

πγείαο πεξηιακβάλνπλ ηελ αλάπηπμε θαη ηε δηαηήξεζε έγθαηξσλ θαη απνηειεζκαηηθψλ 

πξνγξακκάησλ επηηήξεζεο ηεο αζζέλεηαο, άκεζε δηεξεχλεζε ησλ πεξηπηψζεσλ ιηζηεξίσζεο 

θαη επηβνιή ησλ ηζρπφλησλ θαλνληζκψλ πνπ απνζθνπνχλ ζηελ ειαρηζηνπνίεζε ηεο 

παξνπζίαο ηνπ παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes ζε ηξφθηκα πνπ 

θαηαλαιψλνληαη ρσξίο πεξαηηέξσ καγείξεκα. Παξάιιεια, είλαη επηηαθηηθφ νη βηνκεραλίεο 

ηξνθίκσλ λα κειεηνχλ πξνζερηηθά ηνπο παξάγνληεο κφιπλζεο θαη ζηε ζπλέρεηα λα 

εθαξκφδνπλ πξνγξάκκαηα αλάιπζεο θηλδχλσλ θαη θξίζηκσλ ζεκείσλ ειέγρνπ (HACCP), γηα 

ηελ ειαρηζηνπνίεζε ηεο παξνπζίαο ησλ παζνγφλσλ κηθξννξγαληζκψλ ζε ζεκαληηθά ζεκεία 

ηεο κεηαπνίεζεο, ηεο δηαλνκήο θαη ηεο εκπνξίαο ησλ ηξνθίκσλ (Painter & Slutsker, 2007). 
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1.7 ΚΡΟΤ΢ΜΑΣΑ ΛΗ΢ΣΔΡΗΧ΢Ζ΢ ΑΠΟ ΦΡΔ΢ΚΑ ΦΡΟΤΣΑ ΚΑΗ ΛΑΥΑΝΗΚΑ 

Αλ θαη ν κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes είρε ραξαθηεξηζηεί σο αλζξψπηλν 

παζνγφλν απφ ηε δεθαεηία ηνπ 1920 (ζεσξνχκελνο ιαλζαζκέλα σο αηηία ηεο ινηκψδνπο 

κνλνππξήλσζεο), ην πξψην ηεθκεξησκέλν θξνχζκα ζρεηηδφκελν κε απηφ ην βαθηήξην 

θαηαγξάθεθε ην 1979, ελψ ε πξψηε επηβεβαησκέλε πεξίπησζε ιηζηεξίσζεο νθεηιφκελε ζε 

θαηαλάισζε ηξνθήο θαηαγξάθεθε ην 1981 (Γεκφζηα Τπεξεζία Τγείαο ηνπ Καλαδά). Ήδε 

απφ ην 1967, νη Blenden & Szatalowicz αλέθεξαλ φηη 731 πεξηπηψζεηο αλζξψπηλεο 

ιηζηεξίσζεο είραλ θαηαγξαθεί κεηαμχ 1933 θαη 1966, επηζεκαίλνληαο φηη θπηηθά πξντφληα 

φπσο ην καξνχιη ή άιια θξέζθα ιαραληθά επηκνιπζκέλα κε L. monocytogenes, ίζσο λα ήηαλ 

ππεχζπλα γηα κεξηθέο απφ απηέο ηηο πεξηπηψζεηο (Hadjilouka et al., 2014). 

Ζ ζπρλφηεηα ησλ θξνπζκάησλ πνπ ζρεηίδνληαη επηδεκηνινγηθά κε ηα θξέζθα θξνχηα 

θαη ιαραληθά έρεη απμεζεί ηα ηειεπηαία ρξφληα, ιφγσ ησλ αιιαγψλ ζηηο δηαηξνθηθέο 

ζπλήζεηεο ησλ θαηαλαισηψλ θαη ηεο παγθνζκηνπνίεζεο ζηελ πξνζθνξά ηξνθίκσλ. Σα έμη 

ζεκαληηθφηεξα πεξηζηαηηθά ιηζηεξίσζεο πνπ έρνπλ ζπλδεζεί κε ηελ θαηαλάισζε θξέζθσλ 

θξνχησλ θαη ιαραληθψλ θαηαγξάθεθαλ ην 1979 ζηε Βνζηψλε, ην 1981 ζηνλ Καλαδά, ην 

2010 ζην Σέμαο, ην 2011 ζην Κνινξάλην, ην 2015 ζην Οράην θαη ην 2016 ζηελ Οπάζηγθηνλ:  

o Βνζηψλε 1979 

Σν 1986 νη Ho θαη ζπλ., αλέθεξαλ έλα θξνχζκα ινίκσμεο νθεηιφκελν ζε L. 

monocytogenes, ην νπνίν εθδειψζεθε ην 1979 θαη ζπκπεξηειάκβαλε 23 αζζελείο απφ νθηψ 

λνζνθνκεία ηεο Βνζηψλεο. Οη κειέηεο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ έδεημαλ φηη νη αζζελείο 

θαηαλάισλαλ ζπρλφηεξα ςάξη, ηφλν, ζαιάηα κε θνηφπνπιν θαη ηπξί. Χζηφζν, ηα κφλα θνηλά 

ηξφθηκα ήηαλ ην ζέιηλν, νη ηνκάηεο θαη ην καξνχιη. Απνηέιεζκα απηνχ ήηαλ λα ππνηεζεί φηη 

ε θαηαλάισζε απηψλ ησλ ιαραληθψλ είρε πηζαλφηαηα πξνθαιέζεη ην θξνχζκα ηεο 

ιηζηεξίσζεο, θάηη ην νπνίν φκσο δελ απνδείρζεθε, θαζψο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο επηδεκίαο δελ 

έγηλε θακία πξνζπάζεηα γηα λα απνκνλσζνχλ ζηειέρε L. monocytogenes απφ ηα χπνπηα 

ιαραληθά, ψζηε λα επηβεβαησζεί ε παξνπζία ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ζε απηά. Σέινο, κε ην 

πέξαο ηεο αζζέλεηαο είραλ θαηαγξαθεί ζπλνιηθά πέληε ζάλαηνη αζζελψλ. 

o Καλαδάο 1981 

Σν πξψην θξνχζκα ιηζηεξίσζεο πνπ κπνξνχζε αδηακθηζβήηεηα λα ζπλδεζεί κε ηελ 

θαηαλάισζε ηξνθίκσλ, πξνθιήζεθε απφ εκπνξηθά παξαζθεπαζκέλε ιαραλνζαιάηα ην 1981, 

ζηηο επαξρίεο Prince Edward Island, Nova Scotia θαη New Brunswick ηνπ Καλαδά (Schlech et 

al., 1983). ΢αξάληα-κία πεξηπηψζεηο (7 ελήιηθεο θαη 34 πεξηγελλεηηθέο) έιαβαλ ρψξα κεηαμχ 
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1
εο

 Μαξηίνπ θαη 1
εο

 ΢επηεκβξίνπ 1981 (Beuchat, 1996). Απφ ηηο 34 πεξηγελλεηηθέο 

πεξηπηψζεηο, ππήξμαλ 9 πεξηπηψζεηο ζλεζηγέλεηαο, 23 πεξηπηψζεηο γέλλεζεο άξξσζηνπ 

βξέθνπο κε επαθφινπζν πνζνζηφ ζλεζηκφηεηαο 27% θαη 2 πεξηπηψζεηο γέλλεζεο πγηνχο 

βξέθνπο. Σν πνζνζηφ ζλεζηκφηεηαο ησλ ελειίθσλ ήηαλ 28,6% (Farber & Peterkin, 1991).  

Οη έξεπλεο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ θαηέδεημαλ ηε ιαραλνζαιάηα σο πεγή ηεο 

ινίκσμεο. Ο παζνγφλνο απνκνλψζεθε απφ ζπζθεπαζία ιαραλνζαιάηαο απφ ην ςπγείν 

αζζελνχο θαη απφ δχν θιεηζηά παθέηα πνπ είραλ αγνξαζηεί απφ δχν δηαθνξεηηθέο ππεξαγνξέο 

ζηε Nova Scotia θαη παξαρζεί απφ ηνλ ίδην επεμεξγαζηή. Καη απφ ηηο 3 ζπζθεπαζίεο, θαζψο 

θαη απφ ην αίκα ηνπ αζζελνχο, απνκνλψζεθαλ ζηειέρε L. monocytogenes νξνηχπνπ 4b, ν 

νπνίνο ήηαλ θαη ν νξφηππνο ηνπ ζηειέρνπο ηεο επηδεκίαο.  

Ζ ιαραλνζαιάηα απνηεινχληαλ απφ ιάραλν θαη θαξφηα, ηα νπνία πξνκεζεχνληαλ 

απφ ρνλδξέκπνξνπο θαη ηνπηθνχο αγξφηεο. Οη έξεπλεο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζηνπο 

πξνκεζεπηέο ησλ πξψησλ πιψλ εληφπηζαλ ην γεσξγφ πνπ ήηαλ ππεχζπλνο γηα ηελ εμάπισζε 

ηνπ παζνγφλνπ. Ο γεσξγφο απηφο, πέξαλ ηεο θαιιηέξγεηαο ιάραλνπ δηαηεξνχζε θαη έλα 

θνπάδη πξνβάησλ, δχν απφ ηα νπνία είραλ πεζάλεη απφ ιηζηεξίσζε ην 1979 θαη ην 1981. Ο 

γεσξγφο ρξεζηκνπνίεζε ηελ θνπξηά ησλ πξνβάησλ απηψλ γηα ηελ αλάπηπμε ησλ ιάραλσλ, κε 

απνηέιεζκα ηελ εμάπισζε ηνπ παζνγφλνπ ζηελ θαιιηέξγεηα. Καηά ηελ πεξίνδν ηεο 

επηδεκίαο, ιάραλν απφ ηε ζπγθεθξηκέλε θαιιηέξγεηα εληνπίζηεθε ζηνλ εκπιεθφκελν 

επεμεξγαζηή ιαραλνζαιάηαο, γεγνλφο πνπ νδήγεζε ζηελ πξφηαζε φηη ε ιαραλνζαιάηα ήηαλ 

ε πεγή ηεο λφζνπ (U.S. FDA, 2013). Ζ ππφζεζε απηή επηβεβαηψζεθε έπεηηα απφ ηελ 

απνκφλσζε ηνπ ζηειέρνπο 4b απφ ηα εκπιεθφκελα ηξφθηκα (Beuchat, 1996).  

o Σέμαο 2010 

To 2012, νη Gaul et al., εξεχλεζαλ έλα θξνχζκα ιηζηεξίσζεο πνπ δηήξθεζε επηά 

κήλεο θαη αθνξνχζε πέληε λνζνθνκεία ζην Σέμαο. ΢πλνιηθά εληνπίζηεθαλ δέθα αζζελείο (5 

γπλαίθεο), νη νπνίνη ήηαλ θάηνηθνη ηνπ Σέμαο. Οη ειηθίεο θπκαίλνληαλ απφ 56 έσο 93, κε κέζε 

ειηθία ηα 80 έηε. Πέληε αζζελείο απεβίσζαλ εληφο 3 κελψλ απφ ηελ πξψηε εκέξα ζπιινγήο 

ησλ δεηγκάησλ ε νπνία επηβεβαίσζε ηελ παξνπζία ηνπ παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ L. 

monocytogenes. Ζ ιηζηεξίσζε θάλεθε λα έρεη ζπκβάιεη ζην ζάλαην ησλ 2 αζζελψλ, ελψ  γηα 

ηνπο ππφινηπνπο 3 αζζελείο πνπ απεβίσζαλ, ε ιηζηεξίσζε θαηαγξάθεθε ζηα πηζηνπνηεηηθά 

ζαλάηνπ σο άκεζε ή έκκεζε αηηία. Ο ηειεπηαίνο αζζελήο εληνπίζηεθε ηνλ Αχγνπζην ηνπ 

2010. ΢χκθσλα κε ηα ηαηξηθά αξρεία ησλ πεξηζζφηεξσλ αζζελψλ δελ εληνπίζηεθε θαλέλα 

θνηλφ θάξκαθν, δηαδηθαζία ή άιιε πηζαλή έθζεζε, νη αζζελείο φκσο δελ πεξηνξίδνληαλ ζην 
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λα θαηαλαιψλνπλ ηξνθέο πνπ ζπλήζσο ζπλδένληαη κε ηε ιηζηεξίσζε. Δπηπιένλ, ελλέα απφ 

απηνχο είραλ λνζειεπηεί ζε λνζνθνκείν γηα 5-23 εκέξεο, ελψ 1 αζζελήο είρε επηζθεθηεί 3 

λνζνθνκεία θαηά ηελ ηππηθή πεξίνδν επψαζεο ηεο ιηζηεξίσζεο.  

Σα παξαπάλσ ζηνηρεία νδήγεζαλ ζηελ ππφζεζε φηη νη αζζελείο είραλ λνζήζεη απφ έλα 

ηξφθηκν ην νπνίν πξνκεζεχνληαλ πνιιαπιά λνζνθνκεία. Ζ ππφζεζε απηή επηβεβαηψζεθε 

φηαλ κηα έξεπλα δηαπίζησζε φηη ηα 5 λνζνθνκεία ρξεζηκνπνηνχζαλ ηνλ ίδην δηαλνκέα γηα ηελ 

πιεηνςεθία ησλ εηδψλ δηαηξνθήο (θξέαο, πνπιεξηθά, παξαζθεπαζκέλα θαη θαηεςπγκέλα 

ηξφθηκα) θαη φηη φινη νη αζζελείο, εθηφο απφ έλαλ, είραλ θαηαλαιψζεη ζέιηλν ζε θχβνπο 

ζπγθεθξηκέλεο κνλάδαο επεμεξγαζίαο πξντφλησλ. Ζ κνλάδα απηή έθιεηζε νξηζηηθά ηνλ 

Φεβξνπάξην ηνπ 2011. Χζηφζν, ε αξρηθή πεγή ηνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes δελ 

πξνζδηνξίζηεθε. Σν ζέιηλν πνπ ρξεζηκνπνηνχληαλ ζηελ εγθαηάζηαζε είρε αλαπηπρζεί ζε 

άιιε πνιηηεία, πξνήιζε απφ πνιιέο εηαηξίεο θαη αγξνθηήκαηα θαη δηαλεκήζεθε ζε εζληθφ 

επίπεδν. 

o Κνινξάλην 2011 

Σν ρεηξφηεξν ηξνθηκνγελέο θξνχζκα ιηζηεξίσζεο ζηελ ηζηνξία ησλ Ζλσκέλσλ 

Πνιηηεηψλ, δεδνκέλνπ φηη ην CDC άξρηζε λα παξαθνινπζεί ηα θξνχζκαηα ζηε δεθαεηία ηνπ 

1970, ζπλδέζεθε κε ηελ θαηαλάισζε νιφθιεξσλ πεπνληψλ πνπ πξνέξρνληαλ απφ έλα 

αγξφθηεκα ζην Κνινξάλην. Σν θξνχζκα ηεο λφζνπ ζεκεηψζεθε απφ ηνλ Ηνχιην κέρξη ηνλ 

Οθηψβξην ηνπ 2011. ΢χκθσλα κε ηελ ηειηθή έθζεζε ηνπ CDC ζηηο 27 Απγνχζηνπ ηνπ 2012, 

ε ινίκσμε είρε σο απνηέιεζκα 147 λνζειείεο, 33 ζαλάηνπο θαη 1 απνβνιή ζε 28 πνιηηείεο. Ο 

αξηζκφο ησλ αηφκσλ πνπ κνιχλζεθαλ ζε θάζε πνιηηεία ήηαλ ν εμήο: Alabama (1), Arkansas 

(1), California (4), Colorado (40), Idaho (2), Illinois (4), Indiana (3), Iowa (1), Kansas (11), 

Louisiana (2), Maryland (1), Missouri (7), Montana (2), Nebraska (6), Nevada (1), New 

Mexico (15), New York (2), North Dakota (2), Oklahoma (12), Oregon (1), Pennsylvania (1), 

South Dakota (1), Texas (18), Utah (1), Virginia (1), West Virginia (1), Wisconsin (2) θαη 

Wyoming (4). 

΢χκθσλα κε αλζξψπνπο απφ ηνπο νπνίνπο ππήξραλ δηαζέζηκα ζηνηρεία, ην πξψην 

θξνχζκα θαηαγξάθεθε ζηηο 31 Ηνπιίνπ 2011 θαη ην ηειεπηαίν ζηηο 27 Οθησβξίνπ 2011. 

Μεηαμχ ησλ 145 αζζελψλ κε δηαζέζηκεο πιεξνθνξίεο, 143 εηζήρζεζαλ ζην λνζνθνκείν. 

Πελήληα νθηψ ηνηο εθαηφ ησλ αζζελψλ ήηαλ γπλαίθεο. Οη ειηθίεο θπκαίλνληαλ απφ <1 έσο 

96, κε κέζε ειηθία ηα 78 έηε, ελψ νη πεξηζζφηεξνη απφ ηνπο αζζελείο ήηαλ άλσ ησλ 60 εηψλ. 

Ζ ειηθία ησλ αλζξψπσλ πνπ έραζαλ ηε δσή ηνπο θπκαηλφηαλ απφ 48 έσο 96, κε κέζε ειηθία 
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ηα 81 έηε, ελψ νη 33 ζάλαηνη θαηαγξάθεθαλ ζηηο πνιηηείεο: Colorado (9), Indiana (1), Kansas 

(3), Louisiana (2), Maryland (1), Missouri (3), Montana (1), Nebraska (1), New Mexico (5), 

New York (2), Oklahoma (1), Texas (2), θαη Wyoming (2). Δπηά απφ ηηο αζζέλεηεο 

ζρεηίζηεθαλ κε εγθπκνζχλε. ΢πγθεθξηκέλα ηξεηο δηαγλψζηεθαλ ζε λενγέλλεηα θαη ηέζζεξηο 

δηαγλψζηεθαλ ζε εγθχνπο (CDC, 2012). 

o Οράην 2015 

Σν ΢επηέκβξην ηνπ 2015, έλα θξνχζκα ιηζηεξίσζεο μεθίλεζε λα κειεηάηαη απφ ην 

CDC, ηηο ππεξεζίεο δεκφζηαο πγείαο δηαθφξσλ πνιηηεηψλ θαη ηελ ακεξηθαληθή Τπεξεζία 

Σξνθίκσλ θαη Φαξκάθσλ (U.S FDA). Παξφιν πνπ ε έξεπλα άξρηζε ην ΢επηέκβξην ηνπ 2015, 

ε πεγή ηεο κφιπλζεο παξέκελε άγλσζηε έσο ηνλ Ηαλνπάξην ηνπ 2016, φηαλ ηα εξγαζηεξηαθά 

απνηειέζκαηα απφ ζπζθεπαζκέλεο ζαιάηεο, ζπλέδεζαλ ην θξνχζκα ηεο λφζνπ κε ηελ 

κνλάδα επεμεξγαζίαο Dole ζην Springfield ηνπ Οράην.    

Απφ ηηο 5 Ηνπιίνπ ηνπ 2015 έσο ηηο 25 Μαξηίνπ ηνπ 2016, αλαθέξζεθε κφιπλζε 

δεθαελληά αλζξψπσλ απφ ην βαθηήξην Listeria monocytogenes ζε ελλέα πνιηηείεο: Indiana 

(1), Massachusetts (1), Michigan (4), New Jersey (1), New York (6), Connecticut (1), 

Missouri (2), Ohio (2) θαη Pennsylvania (1). Οη ειηθίεο ησλ αζζελψλ θπκάλζεθαλ απφ 3 έσο 

83, κε κέζε ειηθία ηα 64 έηε. Δβδνκήληα ηέζζεξα ηνηο εθαηφ ησλ παζρφλησλ ήηαλ γπλαίθεο, 

ελψ  κία εμ‟ απηψλ ήηαλ έγθπνο. Καη νη 19 αζζελείο αλέθεξαλ φηη  είραλ εηζαρζεί ζην 

λνζνθνκείν, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ θαη ηνπ ελφο αηφκνπ  απφ ην Michigan πνπ έραζε ηε δσή 

ηνπ ιφγσ ηεο λφζνπ.   

Απφ ηηο 5 Ηνπιίνπ 2015 έσο θαη ηηο 31 Ηαλνπαξίνπ 2016 πξαγκαηνπνηήζεθε 

δεηγκαηνιεςία βαθηεξηαθψλ ζηειερψλ Listeria θαη απφ ηνπο 19 αζζελείο. H αιιεινχρηζε 

νιφθιεξνπ γνληδηψκαηνο (whole genome sequencing) πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ζηα θιηληθά 

απηά δείγκαηα έδεημε φηη ππήξρε ζεκαληηθή γελεηηθή ζπζρέηηζε ησλ απνκνλψζεσλ. 

Παξάιιεια, νη επηδεκηνινγηθέο θαη εξγαζηεξηαθέο κειέηεο θαηέδεημαλ σο πηζαλή πεγή ηεο 

δηάδνζεο ηνπ παζνγφλνπ ζπζθεπαζκέλεο ζαιάηεο πνπ παξαζθεπάδνληαλ ζηε κνλάδα 

επεμεξγαζίαο Dole ζην Springfield ηνπ Οράην. Οη ζαιάηεο απηέο δηαηίζελην ζηελ αγνξά κε 

δηάθνξεο εκπνξηθέο νλνκαζίεο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη ησλ „Dole, „Fresh Selections‟, 

„Simple Truth‟, „Marketside‟, „The Little Salad Bar‟ θαη „President's Choice Organics‟.  

Απφ ηνπο 14 αζζελείο πνπ εξσηήζεθαλ, 13 (93%) αλέθεξαλ θαηαλάισζε 

ζπζθεπαζκέλεο ζαιάηαο πξηλ απφ ηελ εθδήισζε ηεο αζζέλεηαο. Οη 9 απφ απηνχο θαζφξηζαλ 

θαη ηελ νλνκαζία ηεο εηαηξίαο, αλαθέξνληαο θαηαλάισζε δηαθφξσλ εηδψλ ζπζθεπαζκέλεο 
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ζαιάηαο ηεο εηαηξίαο Dole. Δπηπξφζζεηα, σο κέξνο ελφο ηαθηηθνχ πξνγξάκκαηνο 

δεηγκαηνιεςίαο πξντφλησλ, ην Τπνπξγείν Γεσξγίαο ηνπ Οράην ζπλέιεμε ζπζθεπαζκέλε 

ζαιάηα ηε εηαηξίαο απφ κηα ηνπνζεζία ιηαληθήο πψιεζεο θαη πξαγκαηνπνίεζε έιεγρν γηα 

Listeria. Ζ ζπγθεθξηκέλε ζαιάηα είρε παξαρζεί ζηηο εγθαηαζηήζεηο επεμεξγαζίαο πνπ δηέζεηε 

ε εηαηξία ζην Springfield. Ο έιεγρνο ήηαλ ζεηηθφο σο πξνο ηελ παξνπζία ηνπ παζνγφλνπ θαη 

ε αιιεινχρηζε νιφθιεξνπ γνληδηψκαηνο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε, θαηέδεημε φηη ην 

απνκνλσζέλ ζηέιερνο είρε θπινγελεηηθή εγγχηεηα κε ηα ζηειέρε πνπ είραλ απνκνλσζεί απφ 

ηνπο αζζελείο. Οη πιεξνθνξίεο απηέο ζπλέδεζαλ ηε λφζν κε ηηο ζπζθεπαζκέλεο ζαιάηεο Dole 

πνπ παξάγνληαλ ζηηο εγθαηαζηάζεηο επεμεξγαζίαο ηεο εηαηξίαο ζην Springfield. Δπηπιένλ, ν 

Οξγαληζκφο Γεκφζηαο Τγείαο ηνπ Καλαδά επηβεβαίσζε ηελ παξνπζία ηνπ παζνγφλνπ 

κηθξννξγαληζκνχ Listeria ζε ζπζθεπαζκέλεο ζαιάηεο πνπ είραλ παξαρζεί ζηηο ίδηεο 

εγθαηαζηάζεηο επεμεξγαζίαο. 

΢ηηο 21 Ηαλνπαξίνπ 2016, ε Dole ελεκέξσζε ην CDC φηη είρε ζηακαηήζεη ηελ 

παξαγσγή ζηηο εγθαηαζηάζεηο επεμεξγαζίαο ζην Springfield. Δπηπιένλ, ζηηο 27 Ηαλνπαξίνπ 

2016, ε εηαηξία απέζπξε ζπζθεπαζκέλεο ζαιάηεο πνπ θπθινθνξνχζαλ ζηελ αγνξά θαη είραλ 

παξαρζεί ζηε ζπγθεθξηκέλε κνλάδα επεμεξγαζίαο. Ζ απφζπξζε ζπκπεξηειάκβαλε αξθεηά  

είδε θαη πνηθηιίεο κεηγκάησλ ζαιάηαο πνπ δηαλέκνληαλ ζε φιεο ηηο Ζλσκέλεο Πνιηηείεο θαη 

ηνλ αλαηνιηθφ Καλαδά. Παξφια απηά, δελ ππήξμαλ ζηνηρεία πνπ λα δείρλνπλ φηη 

ζπζθεπαζκέλεο ζαιάηεο άιισλ εγθαηαζηάζεσλ επεμεξγαζίαο Dole πνπ βξίζθνληαη ζηηο 

Ζλσκέλεο Πνιηηείεο, ζπλδένληαη κε ηελ αζζέλεηα (CDC, 2016a). 

o Οπάζηγθηνλ 2016 

Σν Μάξηην ηνπ 2016, ην CDC ζε ζπλεξγαζία κε ηηο ππεξεζίεο δεκφζηαο πγείαο 

δηαθφξσλ πνιηηεηψλ θαη ηελ ακεξηθαληθή Τπεξεζία Σξνθίκσλ θαη Φαξκάθσλ μεθίλεζαλ λα 

εξεπλνχλ έλα θξνχζκα ιηζηεξίσζεο, ην νπνίν πξσηνεκθαλίζηεθε ην ΢επηέκβξην ηνπ 2013.  

Απφ ηηο 13 ΢επηεκβξίνπ 2013, ην ζηέιερνο ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ θξνχζκαηνο επηκφιπλε 

ζπλνιηθά 8 άηνκα ζε 3 πνιηηείεο: California (6), Maryland (1) θαη Washington (1). Σν 2016 

αλαθέξζεθαλ δχν αζζελείο, ελψ νη ππφινηπνη έμη πνπ είραλ αλαθεξζεί ηε ρξνληθή πεξίνδν 

2013-2015, ζπζρεηίζηεθαλ κε ην θξνχζκα κέζσ αλαδξνκηθήο αλαζθφπεζεο ηεο βάζεο 

δεδνκέλσλ PulseNet. Δπηπιένλ, απφ ηηο 23 ΢επηεκβξίνπ 2013 έσο ηηο 28 Μαξηίνπ 2016 

ζπιιέρζεθαλ δείγκαηα ηνπ παζνγφλνπ θαη απφ ηνπο νρηψ αζζελείο. Οη ειηθίεο ησλ αζζελψλ 

θπκάλζεθαλ απφ 56 έσο 86, κε κέζε ειηθία ηα 76 έηε θη εβδνκήληα πέληε ηνηο εθαηφ ησλ 

παζρφλησλ ήηαλ γπλαίθεο. Καη νη νρηψ αζζελείο εηζήρζεζαλ ζην λνζνθνκείν, ελψ νη δχν 
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αζζελείο απφ ην Μέξηιαλη θαη ηελ Οπάζηγθηνλ έραζαλ ηε δσή ηνπο, αλ θαη ε ιηζηεξίσζε δελ 

ζεσξήζεθε σο ε αηηία ζαλάηνπ γηα θαλέλαλ απφ απηνχο. 

Δπηδεκηνινγηθέο θαη εξγαζηεξηαθέο κειέηεο θαηέδεημαλ σο πηζαλή πεγή ησλ 

αζζελεηψλ ηα θαηεςπγκέλα ιαραληθά ηεο εηαηξίαο CRF Frozen Foods of Pasco ζηελ 

Οπάζηγθηνλ, ηα νπνία πσινχληαλ κε δηάθνξεο εκπνξηθέο νλνκαζίεο. Σξεηο απφ ηνπο νθηψ 

αζζελείο εξσηήζεθαλ γηα ηηο ηξνθέο πνπ θαηαλάισζαλ πξηλ απφ ηελ εθδήισζε ηεο 

αζζέλεηαο. Γχν απφ απηνχο δήισζαλ ηελ αγνξά θαη θαηαλάισζε θαηεςπγκέλσλ ιαραληθψλ 

θαηά ην κήλα πξηλ απφ ηελ έλαξμε ηεο αζζέλεηαο, ελψ θαη νη δχν αλέθεξαλ ηε κάξθα 

θαηεςπγκέλσλ ιαραληθψλ „Organic by Nature‟, ε νπνία παξαγφηαλ απφ ηε CRF Frozen 

Foods. Καηά ηελ ίδηα ρξνληθή πεξίνδν, σο κέξνο ελφο ηαθηηθνχ πξνγξάκκαηνο 

δεηγκαηνιεςίαο πξντφλησλ, ην Σκήκα Γεσξγίαο ηνπ Οράην ζπλέιεμε ζπζθεπαζίεο 

θαηεςπγκέλσλ ιαραληθψλ απφ κηα ηνπνζεζία ιηαληθήο πψιεζεο. Σα απνηειέζκαηα ηεο 

κειέηεο έδεημαλ παξνπζία ηνπ παζνγφλνπ βαθηεξίνπ Listeria ζε ζπζθεπαζίεο πνπ πεξηείραλ 

θαηεςπγκέλν βηνινγηθφ ιεπθφ γιπθφ θνκκέλν θαιακπφθη θαη θαηεςπγκέλν βηνινγηθφ αξαθά, 

ππφ ηελ εκπνξηθή νλνκαζία True Goodness by Meijer. Καη ηα δχν πξντφληα είραλ παξαρζεί 

απφ ηελ CRF Frozen Foods. H αιιεινχρηζε νιφθιεξνπ γνληδηψκαηνο πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζε απηά ηα δείγκαηα έδεημε ζεκαληηθή γελεηηθή ζπζρέηηζε κεηαμχ ησλ 

απνκνλψζεσλ ηνπ θαηεςπγκέλνπ θαιακπνθηνχ θαη επηά βαθηεξηαθψλ ζηειερψλ πνπ είραλ 

απνκνλσζεί απφ αζζελείο, θαζψο θαη κεηαμχ ησλ απνκνλψζεσλ ηνπ θαηεςπγκέλνπ αξαθά 

θαη ηνπ ζηειέρνπο πνπ είρε απνκνλσζεί απφ έλαλ αζζελή. Απηή ε ζηελή γελεηηθή ζρέζε 

επηβεβαίσζε ηε ζπζρέηηζε ηεο εθδήισζεο ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ μεζπάζκαηνο ιηζηεξίσζεο κε 

ηελ θαηαλάισζε θαηεςπγκέλσλ ιαραληθψλ ηεο CRF Frozen Foods.  

΢ηηο 23 Απξηιίνπ 2016, ε CRF Frozen Foods απέζπξε 11 πξντφληα θαηεςπγκέλσλ 

ιαραληθψλ ηα νπνία είραλ πηζαλψο κηαλζεί κε Listeria. ΢ηηο 2 Μαΐνπ 2016, ε εηαηξία 

επέθηεηλε ηελ αξρηθή αλάθιεζε θαη πξφζζεζε ζε απηήλ φια ηα πξντφληα βηνινγηθψλ θαη 

παξαδνζηαθψλ θαηεςπγκέλσλ ιαραληθψλ πνπ πξνέξρνληαλ απφ ηηο εγθαηαζηάζεηο 

επεμεξγαζίαο ηεο ζην Pasco ηεο Οπάζηγθηνλ θαη είραλ εκεξνκελία παξαζθεπήο απφ ηελ 1
ε 

Μαΐνπ ηνπ 2014 θη έπεηηα (CDC, 2016b).  
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 2 

2 ΑΡΦΕ΢ ΛΕΙΣΟΤΡΓΙΑ΢ ΑΛΤ΢ΙΔΩΣΗ΢ ΑΝΣΙΔΡΑ΢Η΢ 

ΠΟΛΤΜΕΡΑ΢Η΢ 

 

2.1.1  Δηζαγωγηθέο 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 
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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 λνπθιετθψλ νμέσλ. Σα 

αληηδξαζηήξηα πνπ απαηηνχληαη γηα ηελ in vitro αληηγξαθή ηνπ DNA κε ηε κέζνδν PCR είλαη: 

α) Δθθηλεηέο (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 πνιπκεξάζε. 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 
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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) Σξηθσζθνξηθά δενμπξηβνλνπθιενηίδηα (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) Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα ηεο αληίδξαζεο. Σν ξπζκηζηηθφ δηάιπκα πεξηέρεη ηα εμήο 

ζπζηαηηθά: Tris-HCl (pΖ 8,3-8,9 ζηνπο 200C), 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 εθθηλεηψλ, πνπ 

πξαγκαηνπνηείηαη ζε ρακειφηεξε ζεξκνθξαζία, ζηελ νπνία νη εθθηλεηέο πβξηδνπνηνχληαη κε 

ηηο ζπκπιεξσκαηηθέο ηνπο αιιεινπρίεο ζην κφξην-ζηφρν ηνπο θαη (γ) επηκήθπλζε ηεο 



40 

 

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. 

 

 

Δηθόλα 9. Σα ζηάδηα ηεο PCR θαη ηξφπνο ιεηηνπξγίαο ηεο κεζφδνπ. 
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2.1.3 Ζ αξρή ιεηηνπξγίαο ηεο Real Time PCR 

 

Ζ Real-Time PCR ή PCR ζηνλ πξαγκαηηθφ ρξφλν απνηειεί κία παξαιιαγή ηεο 

ζπκβαηηθήο PCR, θαηά ηελ νπνία πξαγκαηνπνηείηαη αλίρλεπζε θαη πνιιαπιαζηαζκφο 

ζπγθεθξηκέλσλ αιιεινπρηψλ-ζηφρσλ, κε ηε δηαθνξά φκσο φηη ππάξρεη δπλαηφηεηα 

παξαθνινχζεζεο ηεο ελίζρπζεο ηνπ ζηνρεπφκελνπ κνξίνπ DNA θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο 

αληίδξαζεο, δειαδή ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν (Real-time), θαη φρη ζην ηέινο, φπσο ζπκβαίλεη ζηε 

ζπκβαηηθή PCR. Δίλαη γλσζηή θαη σο Kinetic PCR, ελψ πνιχ ζπρλά ζπγρέεηαη κε ηελ κέζνδν 

ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο (reverse transcription PCR), εμαηηίαο ηεο ζπληνκνγξαθίαο 

RT-PCR.  

Ζ Real-time κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί θαη σο πνζνηηθή PCR (quantitative Real-time 

PCR). ΢ηε ζπγθεθξηκέλε πεξίπησζε, ε κέηξεζε ηεο πνζφηεηαο ηνπ παξαγφκελνπ πξντφληνο 

πξαγκαηνπνηείηαη θαζ‟ φιε ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο, κέζσ ηεο παξαθνινχζεζεο ηεο 

αχμεζεο ηνπ θζνξηζκνχ θάπνησλ εηδηθψλ θζνξηδφλησλ κνξίσλ (fluorescent reporter 

molecules) πνπ ζπλδένληαη ή ελζσκαηψλνληαη ζηελ εληζρπφκελε αιιεινπρία. Ζ έληαζε ηνπ 

ζήκαηνο θζνξηζκνχ απμάλεηαη ζηαδηαθά θαη είλαη αλάινγε κε ηελ πνζφηεηα ηνπ 

ζπληηζέκελνπ πξντφληνο ζε θάζε θχθιν ηεο αληίδξαζεο (Stratagene, 2006), ελψ ν θζνξηζκφο 

πνπ κεηξηέηαη ζε θάζε θχθιν ηεο PCR νδεγεί ζηε δεκηνπξγία κίαο θακπχιε ελίζρπζεο 

(amplification plot) πνπ επηηξέπεη ζηνλ εξεπλεηή λα παξαθνινπζεί ηελ αληίδξαζε θαζ‟ φιε 

ηε δηεθπεξαίσζή ηεο (Houghton & Cockerill, 2006).  

 Ζ θακπχιε ελίζρπζεο δηαθξίλεηαη ζε ηξεηο θάζεηο: α) ηελ εθζεηηθή (exponential 

phase), β) ηε γξακκηθή (linear phase) θαη γ) ηε θάζε θνξεζκνχ (plateau phase) (Δηθφλα 10α). 

Καηά ηελ εθζεηηθή θάζε ζε θάζε θχθιν ηεο αληίδξαζεο πξαγκαηνπνηείηαη εθζεηηθφο 

πνιιαπιαζηαζκφο ηνπ πξντφληνο, θαζψο βξίζθνληαη ζε πεξίζζεηα ηα απαξαίηεηα ζπζηαηηθά 

γηα ηε δηεμαγσγή ηεο PCR (dNTP‟s, πνιπκεξάζε, κφξηα εθθηλεηέο). Μφιηο μεθηλήζνπλ ηα 

αληηδξαζηήξηα λα εμαληινχληαη θαη αξρίζνπλ λα ζπζζσξεχνληαη ζηαδηαθά αλαζηνιείο ηεο 

αληίδξαζεο, επέξρεηαη ε γξακκηθή θάζε, θαηά ηελ νπνία ε αληίδξαζε επηβξαδχλεηαη θαη 

νδεχεη πξνο ηνλ ηεξκαηηζκφ ηεο. Σέινο, κε ηελ πιήξε εμάληιεζε ησλ αληηδξαζηεξίσλ, ε 

αληίδξαζε πεξλάεη ζηε θάζε θνξεζκνχ. Οη ηξεηο θάζεηο απηέο δηαθέξνπλ ρξνληθά κεηαμχ 

ησλ δηαθφξσλ δεηγκάησλ, θαζψο εμαξηψληαη απφ ηηο θηλεηηθέο ησλ αληηδξάζεψλ ηνπο.  

Οη κεηξήζεηο πνπ πξαγκαηνπνηνχληαη θαηά ηε δηεμαγσγή πνζνηηθήο Real-time PCR, 

αθνξνχλ ηελ εθζεηηθή θάζε ηεο αληίδξαζεο. Σν ζεκείν ζην νπνίν θάζε δείγκα εηζέξρεηαη 
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ζηελ εθζεηηθή θάζε, νξίδεηαη σο ην „θαηψθιη‟ (threshold cycle ή Ct) (Δηθφλα 10δ) ηεο 

κεηαβνιήο ηνπ ξπζκνχ αχμεζεο ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ παξαγφκελνπ πξντφληνο θαη είλαη 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθφ. Πξφθεηηαη, δειαδή, γηα ηνλ αξηζκφ ησλ θχθισλ πνπ απαηηνχληαη ψζηε 

ην θζνξίδνλ ζήκα ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο λα πξνζεγγίζεη έλα ζπγθεθξηκέλν φξην 

(threshold) (Δηθφλα 10γ), πάλσ απφ ην νπνίν παξαηεξείηαη ζεκαληηθή αχμεζε ηνπ ζήκαηνο, 

κε απνηέιεζκα λα μερσξίζεη έληνλα απφ ην επίπεδν „ζνξχβνπ‟ (baseline) (Δηθφλα 10β). Χο 

επίπεδν ζνξχβνπ ζεσξνχληαη νη αξρηθνί θχθινη ηεο αληίδξαζεο θαηά ηε δηάξθεηα ησλ νπνίσλ 

ππάξρεη πνιχ κηθξή αιιαγή ζηελ εθπνκπή ζήκαηνο θαη επνκέλσο, κε δηαρσξηζκφο ησλ 

δηαθνξεηηθψλ ζεκάησλ. Ζ ηηκή Ct είλαη αληηζηξφθσο αλάινγε ηεο αξρηθήο πνζφηεηαο ηνπ 

πξντφληνο πνπ βξίζθεηαη ζην ππφ κειέηε δείγκα (Bustin et al., 2005, Kubista et al., 2006). Χο 

εθ ηνχηνπ, φζν κεγαιχηεξε είλαη ε πνζφηεηα ηεο αξρηθήο αιιεινπρίαο DNA ζην θάζε 

δείγκα, ηφζν λσξίηεξα εκθαλίδεηαη ην ζήκα πνπ πξνέξρεηαη απφ απηήλ θαη επνκέλσο θαη 

ηφζν κηθξφηεξε είλαη θαη ε ηηκή ηεο Ct. 

     

 

Δηθόλα 10. Υαξαθηεξηζηηθή θακπχιε ελίζρπζεο, ζηελ νπνία δηαθξίλνληαη α) ε εθζεηηθή θάζε (exponential), ε 

γξακκηθή θάζε (linear) θαη ε θάζε θνξεζκνχ (plateau), β) ην επίπεδν „ζνξχβνπ‟ (baseline), γ) ην φξην 

αλίρλεπζεο ζήκαηνο (threshold) θαη δ) ε ηηκή Ct. 

 

 

α β 

γ δ 
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2.1.3.1 Απόλςηη και ζσεηική ποζοηικοποίηζη 

Αλάινγα κε ην αλ απαηηείηαη ππνινγηζκφο ηεο ζρεηηθήο πνζφηεηαο ηνπ DNA ή ηνπ 

αθξηβνχο αξηζκνχ ησλ αληηγξάθσλ ηνπ, ππάξρνπλ δχν δηαθνξεηηθέο κέζνδνη 

πνζνηηθνπνίεζεο: ε απφιπηε πνζνηηθνπνίεζε (absolute quantification) θαη ε ζρεηηθή 

πνζνηηθνπνίεζε (relative quantification) (Livak et al., 2001).   

Ζ απφιπηε πνζνηηθνπνίεζε κέζσ Real-time PCR, παξέρεη ηε κεγαιχηεξε αθξίβεηα 

πνζνηηθνπνίεζεο δεηγκάησλ θαη ρξεζηκνπνηείηαη φηαλ είλαη απαξαίηεηε ε κέηξεζε ηεο 

αθξηβνχο πνζφηεηαο ηεο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ ζην δείγκα. Ζ κέζνδνο απηή ζηεξίδεηαη ζηε 

δεκηνπξγία θακπχιεο αλαθνξάο (standard curve) (Δηθφλα 11), ε νπνία ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε 

ζχγθξηζε ηνπ ζήκαηνο πνπ εθπέκπεηαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο. Γηα ηελ θαηαζθεπή 

απηήο ηεο θακπχιεο επηιέγεηαη κία γλσζηή ζπγθέληξσζε θάπνηνπ δείγκαηνο, ην νπνίν κπνξεί 

λα πξνέξρεηαη απφ πνηθίιεο πεγέο, φπσο πιαζκηδηαθφ DNA, γελσκηθφ DNA, cDNA, 

ζπλζεηηθά νιηγνλνπθιενηίδηα ή θαη νιηθφ RNA. Ζ αξρηθή απηή ζπγθέληξσζε ππνβάιιεηαη ζε 

κία ζεηξά δηαδνρηθψλ αξαηψζεσλ θαη ηα δείγκαηα πνπ πξνθχπηνπλ ρξεζηκνπνηνχληαη καδί κε 

ηα πεηξακαηηθά δείγκαηα θαηά ηε δηεμαγσγή ηεο Real-time PCR. Μεηά ην ηέινο ηεο 

αληίδξαζεο, ε θακπχιε αλαθνξάο εκθαλίδεηαη σο κία επζεία γξακκή ζε γξάθεκα πνπ 

εθθξάδεη ηνλ αξηζκφ θχθισλ (Ct) ζε ζρέζε κε ηελ πνζφηεηα ησλ αληηγξάθσλ ηεο θάζε 

αξαίσζεο ηνπ αξρηθνχ κάξηπξα. Δπνκέλσο, κε ηε δεκηνπξγία ηνπ γξαθήκαηνο απηνχ είλαη 

εθηθηή ε ζχγθξηζε ησλ ηηκψλ Ct ησλ πεηξακαηηθψλ δεηγκάησλ κε απηέο ηεο θακπχιεο 

αλαθνξάο, θαηαιήγνληαο έηζη ζε πνζνηηθνπνίεζε ησλ αγλψζησλ δεηγκάησλ. Ηδαληθά, ε 

θακπχιε αλαθνξάο πξέπεη λα απνηειείηαη απφ ηνπιάρηζηνλ 4 ζεκεία θαη θάζε ζπγθέληξσζε 

ζα πξέπεη λα επαλαιακβάλεηαη ηνπιάρηζηνλ δχν θνξέο. Δπηπιένλ, ζα πξέπεη νη αξαηψζεηο πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη σο κάξηπξεο λα θαιχπηνπλ ην εχξνο ησλ ζπγθεληξψζεσλ ησλ δεηγκάησλ 

πνπ κειεηψληαη, δηαθνξεηηθά ηα απνηειέζκαηα ηνπ ππνινγηζκνχ ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ ππφ 

κειέηε δεηγκάησλ κπνξεί λα είλαη κε αμηφπηζηα. Σέινο, ε θακπχιε αλαθνξάο πξέπεη λα είλαη 

γξακκηθή ζε φιν ην κήθνο ησλ ζπγθεληξψζεσλ. ΢ε πεξίπησζε πνπ ράζεη ηε γξακκηθφηεηά 

ηεο ζε ρακειέο ζπγθεληξψζεηο, πξνζεγγίδεη πηζαλφηαηα ην φξην αλίρλεπζεο (Stratagene, 

2006). 
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Δηθόλα 11.  Κακπχιε αλαθνξάο (standard curve) (β) πνπ ζρεκαηίζηεθε απφ 9 ζεκεία, δειαδή απφ 9 αξαηψζεηο 

ηνπ αξρηθνχ κάξηπξα (α) (Thermo Fisher Scientific, 2016). 

 

Αλ θαη  ε απφιπηε πνζνηηθνπνίεζε είλαη ρξήζηκε ζηνλ αθξηβή πξνζδηνξηζκφ ηεο 

πνζφηεηαο κίαο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ, ε πιεηνςεθία ησλ επηζηεκνληθψλ δεηεκάησλ πνπ 

αθνξνχλ ηε γνληδηαθή έθθξαζε, κπνξεί λα ππνινγηζηεί κε αθξίβεηα θαη επαλαιεςηκφηεηα 

κέζσ ηεο ζρεηηθήο πνζνηηθνπνίεζεο ησλ ππφ κειέηε γνληδίσλ. Ζ ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε 

είλαη πην εχθνιε ζηε ρξήζε ηεο ζε ζρέζε κε ηελ απφιπηε θαη γηα ηε δηεμαγσγή ηεο δελ 

απαηηείηαη ρξήζε θακπχιεο αλαθνξάο. Ζ ζπγθεθξηκέλε κέζνδνο ζηεξίδεηαη ζηε ζχγθξηζε 

ηεο έληαζεο θζνξηζκνχ ηνπ γνληδίνπ πνπ έρεη απνκνλσζεί απφ ην ππφ κειέηε δείγκα, κε 

εθείλε πνπ εθπέκπεηαη απφ ην αληίζηνηρν γνλίδην ην νπνίν έρεη απνκνλσζεί απφ έλα δείγκα 

ειέγρνπ (control sample). Σν δείγκα ειέγρνπ απνηειεί ηε βάζε ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ-

ζηφρνπ θαη κπνξεί λα είλαη είηε ην ζεκείν κεδεληθνχ ρξφλνπ ζε κία πεηξακαηηθή δηαδηθαζία, 

είηε έλα κε επεμεξγαζκέλν δείγκα, ην νπνίν ρξεζηκνπνηείηαη γεληθά σο ζεκείν αλαθνξάο γηα 

ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο ζχγθξηζεο ησλ ππφινηπσλ δεηγκάησλ κε απηφ (Stratagene, 2006). 

Χζηφζν, πέξαλ ηεο ρξήζεο ηνπ δείγκαηνο ειέγρνπ απαξαίηεηε θξίλεηαη θαη ε ρξήζε ελφο 

γνληδίνπ αλαθνξάο (reference gene). Με ηε ρξήζε ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο, εθηφο απφ ηε 

ζχγθξηζε πνπ δεκηνπξγείηαη κεηαμχ ησλ αγλψζησλ δεηγκάησλ θαη ησλ δεηγκάησλ ειέγρνπ, 

επηηπγράλεηαη ε νκαινπνίεζε ησλ απνηειεζκάησλ, θαζψο ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ απηνχ 

είλαη ζηαζεξή ηφζν ζηα άγλσζηα δείγκαηα φζν θαη ζηα δείγκαηα ειέγρνπ. Δπνκέλσο, γηα ηε 

δηεμαγσγή ζπκπεξαζκάησλ πξαγκαηνπνηείηαη θαη ζχγθξηζε ηεο έληαζεο ηνπ θζνξηζκνχ ηνπ 

ππφ κειέηε γνληδίνπ έπεηηα απφ ηελ αιπζηδσηή ελίζρπζή ηνπ, κε εθείλε ηνπ γνληδίνπ 

αλαθνξάο πνπ έρεη απνκνλσζεί απφ ηνλ ίδην νξγαληζκφ θαη έρεη ππνζηεί ηηο ίδηεο ζπλζήθεο 

θαηαπφλεζεο (Pfaffl, 2002) (Δηθφλα 12). Υξεζηκνπνηψληαο ηε ζπγθεθξηκέλε πξνζέγγηζε, νη 

δηαθνξέο ησλ ηηκψλ Ct ηνπ ίδηνπ γνληδίνπ κεηαμχ ηνπ αγλψζηνπ δείγκαηνο θαη ηνπ δείγκαηνο 
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ειέγρνπ θαη ε εμνκάιπλζε ησλ ηηκψλ απηψλ κέζσ ησλ αληίζηνηρσλ ηηκψλ ελφο γνληδίνπ 

αλαθνξάο, κεηαθξάδνληαη ηειηθψο σο κεηαβνιέο ηεο έθθξαζεο ηνπ ππφ κειέηε γνληδίνπ 

(ππέξ ή ππφ έθθξαζε).  

 

 

Δηθόλα 12. Κακπχιεο ελίζρπζεο γνληδίσλ ζηφρσλ θαη γνληδίσλ αλαθνξάο 

 

2.1.3.2 ΢ςζηήμαηα ζήμανζηρ αλληλοςσιών-ζηόσων 

΢ηελ πνζνηηθή Real-time PCR γηα ηε ζήκαλζε ησλ εληζρπφκελσλ αιιεινπρηψλ 

ππάξρεη δπλαηφηεηα ρξήζεο δχν δηαθνξεηηθψλ ζπζηεκάησλ αλίρλεπζεο ησλ παξαγφκελσλ 

πξντφλησλ. ΢ηελ πξψηε θαηεγνξία αλήθνπλ ηα κε εηδηθά ζπζηήκαηα αλίρλεπζεο, κέζσ ησλ 

νπνίσλ αληρλεχνληαη φια ηα δίθισλα κφξηα πνπ εληζρχνληαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

αληίδξαζεο, ελψ ζηε δεχηεξε θαηεγνξία εληάζζνληαη ηα εηδηθά ζπζηήκαηα αλίρλεπζεο, κέζσ 

ησλ νπνίσλ επηηπγράλεηαη ζηνρεπκέλνο δηαρσξηζκφο ηεο επηζπκεηήο αιιεινπρίαο απφ κε 

εηδηθά πξντφληα πνπ έρνπλ ηπρφλ εληζρπζεί, αιιά θαη απφ πηζαλά δηκεξή ησλ κνξίσλ 

εθθηλεηψλ (Bustin, 2000, Guilietti et al., 2001).   

΢ηα εηδηθά ζπζηήκαηα αλίρλεπζεο ρξεζηκνπνηνχληαη κφξηα αληρλεπηέο, εηδηθά 

ζρεδηαζκέλα γηα ηηο ππφ κειέηε αιιεινπρίεο. Σα εηδηθά ζπζηήκαηα αλίρλεπζεο έρνπλ κεγάιε 

αθξίβεηα θαη εμεηδίθεπζε, θαζψο ν αληρλεπηήο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη έρεη ζρεδηαζηεί βάζεη ηεο 

λνπθιενηηδηθήο αιιεινπρίαο ηνπ ζηφρνπ ψζηε λα πβξηδνπνηείηαη κφλν ζε απηφλ. 

΢πγθεθξηκέλα, ν ηρλειάηεο (probe) πνπ ρξεζηκνπνηείηαη θέξεη ζην έλα ηνπ άθξν κία 

θζνξίδνπζα ρξσζηηθή (fluorophore) θαη ζην άιιν ηνπ άθξν έλα κφξην απφζβεζεο ηνπ 

θζνξηζκνχ (quencher) (Stratagene, 2006). Ζ εθπνκπή θζνξηζκνχ απφ ηνπο ηρλειάηεο 

πξαγκαηνπνηείηαη φηαλ θαηά ηελ πβξηδνπνίεζε ηνπ ηρλειάηε ζηελ αιιεινπρία-ζηφρν 

δηαρσξηζηεί ε θζνξίδνπζα ρξσζηηθή απφ ην κφξην απφζβεζεο (Gibson, 2006). Έηζη, ζε 

πεξίπησζε απνπζίαο ηεο αιιεινπρίαο-ζηφρνπ ζηελ αληίδξαζε ν ηρλειάηεο δελ 

πβξηδνπνηείηαη, ην θζνξίδνλ ζήκα ηεο ρξσζηηθήο απνξξνθάηαη απφ ην κφξην απφζβεζεο θαη, 
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σο εθ ηνχηνπ, δελ παξαηεξείηαη θζνξηζκφο εληφο ηνπ δηαιχκαηνο. Αληηζέησο, ζε πεξίπησζε 

πβξηδηζκνχ κε ηελ αιιεινπρία-ζηφρν ν ηρλειάηεο θζνξίδεη θαη ην ζήκα αληρλεχεηαη θαη 

πνζνηηθνπνηείηαη απφ ην κεράλεκα ηεο Real-time PCR. ΢ηε ζπγθεθξηκέλε θαηεγνξία 

ζπζηεκάησλ αλίρλεπζεο ρξεζηκνπνηνχληαη δηάθνξα είδε ηρλειαηψλ, φπσο νη γξακκηθνί 

ηρλειάηεο (linear probes), νη ηρλειάηεο κε δεπηεξνηαγή δνκή (structured probes), νη ηρλειάηεο 

ηχπνπ ζθνξπηνχ (Scorpion probe) θαη νη ηρλειάηεο ηχπνπ FRET (fluorescence resonance 

energy transfer) (Δηθόλα 13). Δθηφο απφ ηελ αθξίβεηα θαη ηελ εμεηδίθεπζε, έλα αθφκα 

πιενλέθηεκα ηεο ζπγθεθξηκέλεο κεζφδνπ απνηειεί ε ηθαλφηεηα ρξήζεο πνιιαπιψλ 

ηρλειαηψλ ζε κία αληίδξαζε, νη νπνίνη κπνξεί λα θέξνπλ δηαθνξεηηθέο ρξσζηηθέο, 

επηηξέπνληαο θαζ‟ απηφλ ηνλ ηξφπν ηελ ηαπηφρξνλε αλίρλεπζε πεξηζζφηεξσλ αιιεινπρηψλ 

ζηελ ίδηα αληίδξαζε (Strategene, 2006). ΢εκαληηθφ κεηνλέθηεκα σζηφζν ηεο κεζφδνπ, 

απνηειεί ην πςειφ ηεο θφζηνο.  

 

 

Δηθόλα 13. Ηρλειάηεο εηδηθψλ ζπζηεκάησλ αλίρλεπζεο: α) γξακκηθνί ηρλειάηεο (Gloffke, 2003), β) ηρλειάηεο κε 

δεπηεξνηαγή δνκή (Arya et al., 2005), γ) ηρλειάηεο ηχπνπ ΢θνξπηνχ (Βio-Rad, 2010) θαη δ) ηρλειάηεο ηχπνπ 

FRET (Houghton & Cockerill, 2006). 

 

 ΢ηα κε εηδηθά ζπζηήκαηα αλίρλεπζεο ρξεζηκνπνηνχληαη θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο νη 

νπνίεο ελζσκαηψλνληαη ζε δίθισλα κφξηα DNA (dsDNA). Μία ηέηνηα επξέσο 

ρξεζηκνπνηνχκελε ρξσζηηθή είλαη ε SYBR green Η, ε νπνία έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα 

ελζσκαηψλεηαη ζε νπνηνδήπνηε δίθισλν κφξην DNA. Όηαλ ε ρξσζηηθή βξίζθεηαη ειεχζεξε 

εληφο ηνπ δηαιχκαηνο ηεο αληίδξαζεο, παξνπζηάδεη έλαλ πνιχ αρλφ θζνξηζκφ. Χζηφζν, ε 
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ελζσκάησζή ηεο ζην DNA έρεη σο απνηέιεζκα ηελ αχμεζε ηεο έληαζεο θζνξηζκνχ πάλσ 

απφ 1000 θνξέο, αλάινγα κε ηε ζπγθέληξσζε ηνπ παξαγφκελνπ πξντφληνο (Stratagene, 

2006). Έηζη, κε ηελ ελίζρπζε ηνπ ζηφρνπ εληζρχεηαη απμάλεηαη ην ζήκα θζνξηζκνχ θαη 

κεηξηέηαη άκεζα ε απμαλφκελε ζπγθέληξσζε ησλ δίθισλσλ κνξίσλ DNA (Δηθόλα 14). Σν 

γεγνλφο φηη ε SYBR green I κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ ελίζρπζε νπνηαζδήπνηε 

αιιεινπρίαο-ζηφρνπ, ηελ  θαζηζηά πνιχ πην νηθνλνκηθή ζε ζρέζε κε ηηο κεζφδνπο πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη ζηα εηδηθά ζπζηήκαηα αλίρλεπζεο πνπ απαηηνχλ εηδηθφ ζρεδηαζκφ ησλ 

ηρλειαηψλ. Χζηφζν απηφ απνηειεί ηαπηφρξνλα θαη κεηνλέθηεκα, θαζψο ε πξφζδεζε ζε φια 

ηα εληζρπκέλα ηκήκαηα DNA πνπ βξίζθνληαη ζην δηάιπκα ηεο αληίδξαζεο ζπκπεξηιακβάλεη 

πηζαλφηαηα θαη πξφζδεζε ζε ηπρφλ κε εηδηθά πξντφληα θαη δηκεξή ησλ κνξίσλ εθθηλεηψλ. Σν 

γεγνλφο απηφ κπνξεί λα νδεγήζεη ζε ππεξεθηίκεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο αιιεινπρίαο-

ζηφρνπ. Παξφια απηά ην ζπγθεθξηκέλν κεηνλέθηεκα κπνξεί λα μεπεξαζηεί, κέζσ ηνπ ζσζηνχ 

ζρεδηαζκνχ ησλ κνξίσλ εθθηλεηψλ, θαζψο θαη κέζσ ηεο βειηηζηνπνίεζεο ησλ ζπλζεθψλ 

αληίδξαζεο ψζηε λα απνηξέπνληαη ε δεκηνπξγία δηκεξψλ ησλ εθθηλεηψλ θαη ε ελίζρπζε κε 

επηζπκεηψλ ηκεκάησλ ηνπ DNA, αλ θαη δελ είλαη πάληα δπλαηφ λα απνθεπρζεί ε χπαξμε ελφο 

ιαλζαζκέλνπ ζήκαηνο. Ζ παξνπζία ηνπ φκσο θαη, σο εθ ηνχηνπ, θαη ε χπαξμε δηαθνξεηηθψλ 

πξντφλησλ κπνξεί εχθνια θαη αμηφπηζηα λα αληρλεπζεί, κέζσ ηεο θακπχιεο απνδηάηαμεο 

(melting curve) πνπ ζρεκαηίδεηαη κεηά ην ηέινο θάζε αληίδξαζεο (Wong & Medrano, 2005, 

Stratagene, 2006).   

 

 

 

Δηθόλα 14. Με εηδηθφ ζχζηεκα αλίρλεπζεο, κέζσ ρξήζεο ηεο θζνξίδνπζαο ρξσζηηθήο SYBR green I (Bio-Rad, 

2010). 
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2.1.3.3 Καμπύλη αποδιάταξης (Melting Curve Ή Dissociation Curve) 
Μία πνιχ ζεκαληηθή δπλαηφηεηα πνπ παξέρεη ε Real-time PCR, είλαη ε θαηαζθεπή 

θακπχιεο απoδηάηαμεο (melting curve ή dissociation curve).  Ζ  θακπχιε απηή δεκηνπξγείηαη 

κεηά ην ηέινο ηεο αληίδξαζεο θαη κέζσ απηήο πξαγκαηνπνηείηαη αμηνιφγεζε ησλ πξντφλησλ 

πνπ εληζρχζεθαλ θαηά ηε δηάξθεηά ηεο.  Ζ θαηαζθεπή ηεο βαζίδεηαη ζηε ζεξκνθξαζία 

απνδηάηαμεο (melting temperature, Tm) ησλ παξαγφκελσλ πξντφλησλ (Houghton & 

Cockerill, 2006), ζηε ζεξκνθξαζία δειαδή εθείλε φπνπ πξαγκαηνπνηείηαη απνδηάηαμε ελφο 

ηκήκαηνο DNA. Ζ ηηκή ηεο Tm εμαξηάηαη απφ ην κέγεζνο ηνπ ηκήκαηνο DNA θαη σο εθ 

ηνχηνπ, ηα πξντφληα ηεο ίδηαο αληίδξαζεο ζα πξέπεη λα έρνπλ ηελ ίδηα ζεξκνθξαζία 

απνδηάηαμεο, εθηφο θαη αλ ππάξρεη επηκφιπλζε απφ άιιεο νπζίεο, έρνπλ δεκηνπξγεζεί δηκεξή 

εθθηλεηψλ ή έρνπλ εληζρπζεί ιαλζαζκέλα θαη άιια κε επηζπκεηά ηκήκαηα θαηά ηελ 

αληίδξαζε (Hunt, 2006). Δπνκέλσο, ζε πεξίπησζε πνπ ηα παξαγφκελα πξντφληα έρνπλ ηελ 

ίδηα ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο, εκθαλίδεηαη κία θνξπθή ζηελ θακπχιε. Αληηζέησο, ζηελ 

πεξίπησζε πνπ αλάκεζα ζηα επηζπκεηά πξντφληα ππάξρνπλ θαη κε επηζπκεηά, 

παξαηεξνχληαη θη άιιεο θνξπθέο ζηελ θακπχιε, νη νπνίεο νθείινληαη ζηε δηαθνξεηηθή 

ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο ησλ ζπγθεθξηκέλσλ πξντφλησλ (Δηθφλα 15). Ζ αλάιπζε ησλ 

πξντφλησλ πξαγκαηνπνηείηαη  κε ηήμε ηνπο 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. 

 

Δηθόλα 15. Κακπχιεο απνδηάηαμεο ζηηο νπνίεο θαίλεηαη: α) χπαξμε κε επηζπκεηψλ πξντφλησλ (πνιιαπιέο 

θνξπθέο Α θαη Β) θαη β) ελίζρπζε κφλν ηνπ επηζπκεηνχ πξντφληνο (κνλαδηθή θνξπθή Γ) (Stüken et al., 2015). 
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2.2 ΢Τ΢ΚΕΤΗ REAL TIME PCR - ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΣΟΤ ΟΡΓΑΝΟΤ 

       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). 

 

 

 

Δηθόλα 16. 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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Δηθόλα 17. Ζ ζπζθεπή StepOne Plus Real Time PCR ηεο εηαηξείαο Applied Biosystems International 

 

Ζ ζπζθεπή (Δηθόλα 17) 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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Δηθόλα 18. Αλαιπηηθή πεξηγξαθή ησλ ηκεκάησλ πνπ απνηεινχλ ηελ ζπζθεπή StepOne Plus Real Time PCR ηεο 

εηαηξείαο Applied Biosystems International. 
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΢ΚΟΠΟ΢ ΣΗ΢ ΕΡΓΑ΢ΙΑ΢  

΢θνπφο ηεο παξνχζαο εξγαζίαο ήηαλ ε κειέηε ηεο έθθξαζεο γνληδίσλ παζνγέλεηαο 

ηνπ βαθηεξίνπ Listeria monocytogenes θαηά ηε δηάξθεηα αλάπηπμήο ηνπ ζε πγξφ ζξεπηηθφ 

πιηθφ θαζψο θαη ζηελ επηθάλεηα ηνκάηαο, θαξφηνπ θαη αγγνπξηνχ, ζε δηαθνξεηηθέο 

ζεξκνθξαζίεο. Γηα ην ζθνπφ απηφ, ν ζηφρνο πνπ ηέζεθε ήηαλ ε εθηίκεζε θαη ε αμηνιφγεζε 

ηεο έθθξαζεο ησλ παζνγφλσλ γνληδίσλ ηνπ βαθηεξίνπ Listeria monocytogenes θαηά ηελ 

αλάπηπμή ηνπο ζε επηθάλεηεο ηεκαρίσλ αγγνπξηνχ, ηνκάηαο θαη θαξφηνπ θάησ απφ ηηο εμήο 

ζεξκνθξαζίεο, 4, 10 θαη 30 
o
C. Καηά ηε δηάξθεηα ηεο επψαζεο πξαγκαηνπνηήζεθε 

δεηγκαηνιεςία ακέζσο κεηά ηνλ ελνθζαικηζκφ (0 ψξεο) θαζψο θαη κεηά απφ 0.5, 6 θαη 24 

ψξεο. Σν παζνγφλν L. monocytogenes ζηέιερνο LQC 15257 νξφηππνο 4b απνκνλσκέλν απφ 

θξάνπια, ελνθζαικίζηεθε θαη ζε πγξφ ζξεπηηθφ πιηθφ BHI (10
8 

CFU/mL). Ζ θαηακέηξεζε 

ηνπ πιεζπζκνχ ηνπ παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ πξαγκαηνπνηήζεθε κε θιαζηθέο 

κηθξνβηνινγηθέο ηερληθέο ελψ ε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ sigB, prfA, hly, plcA, plcB, inlA, inlB, 

inlC & inlJ κε RT-qPCR. 

Ζ έθθξαζε ησλ γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ παζνγέλεηα (hly, plcA, plcB, inlA, 

inlB, inlC & inlJ) θαζψο θαη γνληδίσλ πνπ έρνπλ θεληξηθφ ξφιν ζηελ θπηηαξηθή νκνηφζηαζε 

(sigB & prfA) ηνπ παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ Listeria monocytogenes θαηά ηελ αλάπηπμε 

ζε δηάθνξα ηξφθηκα κειεηάηαη εληαηηθά ηα ηειεπηαία ρξφληα ρσξίο φκσο λα έρεη κειεηεζεί 

αθφκα ζηελ επηθάλεηα ησλ θπηηθψλ εηδψλ ηεο παξνχζαο εξγαζίαο.   
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 3 

3 ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΕΡΟ΢ 

3.1  ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ  

I. Υψξνο δηεμαγσγήο ησλ πεηξακάησλ  

Σν παξαθάησ πείξακα δηεμήρζε ζηηο πεηξακαηηθέο εγθαηαζηάζεηο ηνπ Δξγαζηεξίνπ 

Πνηνηηθνχ Διέγρνπ θαη Τγηεηλήο Σξνθίκσλ θαη Πνηψλ ηνπ Γεσπνληθνχ Παλεπηζηεκίνπ 

Αζελψλ. 

II. Πεηξακαηηθφ ζρέδην 

3.1.1 Παξαζθεπή ελνθζαικίζκαηνο θαη πξνεηνηκαζία δεηγκάηωλ 

Γηα ηε δηεμαγσγή ηεο ζπγθεθξηκέλεο κειέηεο ρξεζηκνπνηήζεθε ην ζηέιερνο L. 

monocytogenes LQC 15257, ην νπνίν είρε απνκνλσζεί πξνεγνπκέλσο απφ δείγκα θξάνπιαο. 

Σν ζπγθεθξηκέλν βαθηεξηαθφ ζηέιερνο ηαπηνπνηήζεθε σο L. monocytogenes κέζσ 

κηθξνβηνινγηθψλ, βηνρεκηθψλ θαη κνξηαθψλ κεζφδσλ. Οη κηθξνβηνινγηθέο θαη βηνρεκηθέο 

κέζνδνη πξαγκαηνπνηήζεθαλ βάζεη ηνπ ISO 11290-1:1996/Amd 1:2004 (ISO, 2004a) θαη γηα 

ηε κνξηαθή ηαπηνπνίεζε ηνπ παζνγφλνπ δηεμήρζε PCR, απφ πξνεγνχκελε εξεπλεηηθή 

εξγαζία ηνπ εξγαζηεξίνπ, ζχκθσλα κε ην πξσηφθνιιν πνπ πεξηεγξάθεθε απφ ηνπο D‟ 

Agostino et al. (2004). Οξνινγηθή ηππνπνίεζε ηνπ ζηειέρνπο πξαγκαηνπνηήζεθε απφ ηελ 

Hadjilouka (2016) ζχκθσλα κε ηνπο Doumith et al., (2004) ε νπνία ελέηαμε ηνλ παζνγφλν 

ζηνλ νξφηππν 4b. Σν ζηέιερνο δηαηεξνχληαλ ζηνπο -20
ν
C ζε πγξφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα BHI 

(LABM), παξνπζία γιπθεξφιεο 50%. Πξηλ απφ ηε δηεμαγσγή θάζε πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο 

γηλφηαλ αλαλέσζή ηνπ, κέζσ απφςπμεο θαη αλαθαιιηέξγεηάο ηνπ δχν θνξέο ζε δσκφ BHI 

ζηνπο 37 
ν
C γηα 24 h.  

Γηα ηε παξαζθεπή ηνπ ελνθζαικίζκαηνο, αξρηθά κειεηήζεθε ν πιεζπζκφο ηνπ 

ζηειέρνπο έπεηηα απφ αλάπηπμή ηνπ ζε δσκφ BHI, ζηνπο 37 
ν
C γηα 18 h. Ζ κειέηε απηή 

έδεημε φηη ζηνπο 37 
ν
C έπεηηα απφ 18 h, ν κηθξννξγαληζκφο L. monocytogenes αλέπηπζζε 

πιεζπζκφ ηεο ηάμεσο ησλ 9 log CFU/mL. Γηα θάζε πείξακα ε παξαζθεπή ηνπ 

ελνθζαικίζκαηνο πξαγκαηνπνηείην κε αλαλέσζε αξρηθά ηνπ ζηειέρνπο απφ ηνπο -20 
o
C, ε 

νπνία αθνινπζείην απφ αλάπηπμε ηνπ παζνγφλνπ ζε δσκφ BHI ζηνπο 37 
ν
C γηα 18 h.  Δλ 

ζπλερεία, νη θαιιηέξγεηεο ησλ 18 h θπγνθεληξνχληαλ ζηνπο 4 
ν
C, ζηηο 12000 ζηξνθέο γηα 10 

ιεπηά θαη εθπιέλνληαλ δχν θνξέο κε ηζνηνληθφ δηάιπκα Ringer (LABM). Σέινο, 
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αθνινπζνχζε επαλαηψξεζε ηνπο ζηνλ ίδην δηάιπκα, ζε φγθν ίδην κε ηνλ αξρηθφ ζηνλ νπνίν 

θαη είραλ αλαπηπρζεί (5mL).  

Ο ελνθζαικηζκφο ζε δσκφ BHI, ληνκάηα, αγγνχξη θαη θαξφην πξαγκαηνπνηνχληαλ κε 

πιεζπζκφ ηεο ηάμεσο ησλ 7.5 κε 8 log CFU/mL, κέζσ δηαδνρηθψλ αξαηψζεσλ. 

΢πγθεθξηκέλα, θέηεο ληνκάηαο, αγγνπξηνχ θαη θαξφηνπ ηνπνζεηήζεθαλ ζε απνζηεηξσκέλνπο 

πεξηέθηεο θαη ςεθάδνληαλ κε πεξίπνπ 200 κL απφ ηελ θαηάιιειε αξαίσζε ηνπ 

ελνθζαικίζκαηνο, ψζηε λα επηηεπρζεί ε κίαλζε ησλ πξντφλησλ απηψλ κε ηνλ επηζπκεηφ 

πιεζπζκφ ηνπ παζνγφλνπ.  Παξάιιεια, γηλφηαλ ν ελνθζαικηζκφο ηνπ δσκνχ BHI κε ην 

ζηέιερνο ηνπ παζνγφλνπ ζηα ίδηα πιεζπζκηαθά επίπεδα. Έπεηηα απφ ηνλ ελνθζαικηζκφ ηνπ 

δσκνχ BHI, ηεο ληνκάηαο, ηνπ αγγνπξηνχ θαη ηνπ θαξφηνπ, ηα δείγκαηα ηνπνζεηνχληαλ ζηνπο 

επσαζηηθνχο ζαιάκνπο ησλ 4, 10 θαη 30 
ν
C. ΢εκαληηθφ είλαη λα ηνληζηεί φηη ηα πιηθά πνπ ζα 

ρξεζηκνπνηνχληαλ ζε θάζε πεηξακαηηθή δηαδηθαζία (δσκφο BHI, ληνκάηα, αγγνχξη, θαξφην) 

ηνπνζεηνχληαλ ζηνπο αληίζηνηρνπο ζαιάκνπο επψαζεο απφ ην πξνεγνχκελν βξάδπ, ψζηε λα 

έρεη ήδε πξαγκαηνπνηεζεί εμηζνξξφπεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο πξηλ απφ ηνλ ελνθζαικηζκφ.  

Γηα ηε δηεμαγσγή ησλ κηθξνβηνινγηθψλ θαη κνξηαθψλ αλαιχζεσλ, 

πξαγκαηνπνηνχληαλ δεηγκαηνιεςίεο ακέζσο κεηά ηνλ ελνθζαικηζκφ (0 h) θαη κεηά απφ 0.5 

h, 6 h θαη 24 h.   

 

3.1.2 Μηθξνβηνινγηθέο αλαιύζεηο 

΢ε θάζε ζηάδην δεηγκαηνιεςίαο πξαγκαηνπνηνχληαλ πιεζπζκηαθή θαηακέηξεζε ηνπ 

παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes. Γηα ηελ αξίζκεζε ηνπ παζνγφλνπ ζηελ 

πεξίπησζε ηεο ληνκάηαο, ηνπ αγγνπξηνχ θαη ηνπ θαξφηνπ, κεηαθέξνληαλ αζεπηηθά 10 g 

δείγκαηνο εληφο ζαθνχιαο stomacher θαη νκνγελνπνηνχληαλ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ κε 90 

mL ηζνηνληθνχ δηαιχκαηνο Ringer. Αθνινπζνχζε ε δηαδηθαζία ησλ δηαδνρηθψλ αξαηψζεσλ 

θη έπεηηα επηζηξσλφηαλ 0.1mL απφ ηηο επηζπκεηέο αξαηψζεηο ζε ηξπβιία PALCAM (LABM). 

Σα ηξπβιία επσάδνληαλ ζηνπο 37 
ν
C γηα 48 h θαη θαηακεηξνχληαλ νη απνηθίεο πνπ είραλ 

αλαπηπρζεί ζηα ηξπβιία.  Γηα ηελ αξίζκεζε ηνπ παζνγφλνπ ζηελ πεξίπησζε ησλ δεηγκάησλ 

δσκνχ BHI, κεηαθεξφηαλ 1 mL δείγκαηνο ζε 9 mL ηζνηνληθνχ δηαιχκαηνο Ringer γηα ηελ 

δηεμαγσγή ησλ δηαδνρηθψλ αξαηψζεσλ θαη αθνινπζνχζαλ νη δηαδηθαζίεο ηεο επίζηξσζεο, 

επψαζεο θαη αξίζκεζεο ησλ ηξπβιίσλ, φπσο πεξηγξάθεθαλ παξαπάλσ.  Χο ζξεπηηθά πιηθά 

ζε φιε ηελ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία ρξεζηκνπνηήζεθαλ ην ππφζηξσκα Brain Heart Infusion 

(BHI) Broth (LAB 049) θαη ην ππφζηξσκα, πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ απνκφλσζε θαη 
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θαηακέηξεζε ησλ ζηειερψλ ηεο Listeria spp, PALCAM Listeria agar (Polymyxin Acriflavine 

Lithium Chloride Ceftazidime Mannitol) πνπ πεξηέρεη ην αληηβηνηηθφ Polymyxin B (LAB 

148). 

 

3.1.3 In vitro θαη in situ γνληδηαθή έθθξαζε  

 

3.1.3.1 Ανίσνεςζη γονιδίων  

Γηα λα ραξαθηεξηζηεί ην ζηέιερνο L. monocytogenes LQC 15257 σο ηθαλφ λα 

ζπκκεηέρεη ζηε ζπγθεθξηκέλε έξεπλα, κεηά ηελ νξνινγηθή ηππνπνίεζή ηνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθε κειέηε αλίρλεπζεο ησλ γνληδίσλ, ε έθθξαζε ησλ νπνίσλ ζα εμεηαδφηαλ 

ζηελ πνξεία. Ζ κειέηε ηεο παξνπζίαο ησλ γνληδίσλ απηψλ δηεθπεξαηψζεθε κέζσ ζπκβαηηθήο 

PCR, ζηελ νπνία ζηφρνη ήηαλ ηα γνλίδηα κειέηεο prfA, sigB, hly, plcA, plcB, inlA, inlB, inlC 

θαη inlJ. Χο γνλίδηα αλαθνξάο ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα 16S, IGS θαη rpob. Ζ δηαδηθαζία απηή 

είρε πξνεγεζεί θαηά ηελ εξεπλεηηθή εξγαζία ηεο Hadjilouka (2016). 

Ζ αιιεινπρία ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA ρξεζηκνπνηείηαη ζήκεξα γηα βαθηεξηαθή 

ηαπηνπνίεζε ησλ εηδψλ απφ πξνθαξπσηηθά θχηηαξα, θαζψο πεξηέρεη θάπνηεο πνιχ θαιά 

δηαηεξεκέλεο αιιά θαη πνιπάξηζκεο ππεξ-κεηαβαιιφκελεο πεξηνρέο. Οη κεηαβαιιφκελεο 

πεξηνρέο είλαη ζηηο πεξηζζφηεξεο πεξηπηψζεηο ζπγθεθξηκέλεο εληφο ησλ ίδησλ εηδψλ ή θαη 

κεξηθέο θνξέο ππνεηδψλ (Deperrois-Lafarge & Meheut, 2012). Χζηφζν, ζε νξηζκέλεο 

πεξηπηψζεηο ηα είδε πνπ αλήθνπλ ζε δηαθνξεηηθά ή ηαπηφζεκα γέλε δελ κπνξνχλ λα 

δηαθνξνπνηεζνχλ κέζσ ηνπ 16S rDNA (Ogier et al., 2004). Δπηπιένλ, ζε νξηζκέλα 

βαθηεξηαθά είδε ην γνλίδην ραξαθηεξίδεηαη απφ δχν ή πεξηζζφηεξα αληίγξαθα, ιφγσ ηεο 

εηεξνγέλεηαο ηνπ νπεξνλίνπ 16S rDNA (Nubel et al 1996, Crosby & Criddle, 2003). Ζ θαιψο 

δηαηεξεκέλε θχζε ησλ γνληδίσλ rRNA δελ απνηειεί έθπιεμε, δεδνκέλνπ φηη ε ιεηηνπξγία 

ηνπο ζηελ πξσηεΐλνζχλζεζε είλαη απαξαίηεηε γηα ην βαθηήξην. Σν 1991, νη Barry et al. 

έθαλαλ κία ππφζεζε ιέγνληαο φηη νη λνπθιενηηδηθέο αιιεινπρίεο ησλ δηαγνληδηαθψλ 

πεξηνρψλ (intergenic spacer, IGs) ζην ξηβνζσκηθφ DNA δελ είλαη ηφζν ζεκαληηθέο φζν ηα 

rRNA γνλίδηα θαη, σο εθ ηνχηνπ, ππφθεηληαη ζε γελεηηθέο παξεθθιίζεηο κε απνηέιεζκα λα 

κελ απνηεινχλ ηφζν θαιά ζπληεξεκέλεο πεξηνρέο. Γηα ην ιφγν απηφ νη πεξηνρέο rDNA IGs 

έρνπλ γίλεη ηκήκαηα ελδηαθέξνληνο ηα νπνία ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ αλίρλεπζε θαη 

δηαθνξνπνίεζε πνιχ ζηελά ζρεηηδφκελσλ βαθηεξηαθψλ εηδψλ (Barry et al. 1991, Ji et al. 

1994, Drebνt et al.1996, Gurtler et al. 1996). ΢ηε ζπγθεθξηκέλε κειέηε εληζρχζεθε ε 
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δηαγνληδηαθή πεξηνρή (IGs) κεηαμχ ησλ 16S θαη 23S rRNA γνληδίσλ. Σέινο, ην γνλίδην rpob 

(RNA-polymerase Beta-subunit) θσδηθνπνηεί ηε β ππνκνλάδα ηεο RNA πνιπκεξάζεο 

(RNAP), ε νπνία πεξηέρεη έλα ελεξγφ θέληξν ππεχζπλν γηα ηε ζχλζεζε ηνπ RNA θαη έλα 

ζχλνιν θαζνξηζηηθψλ παξαγφλησλ γηα ηηο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ ηνπ DNA θαη ηνπ 

ζρεκαηηδφκελνπ RNA. ΢ε αληίζεζε κε ην 16S, ην γνλίδην rpob έρεη ην πιενλέθηεκα φηη 

ππάξρεη ζε έλα κφλν αληίγξαθν ζην γνληδίσκα θαη σο εθ ηνχηνπ, ε ρξήζε ηνπ γνληδίνπ απηνχ 

δελ ππεξεθηηκά ηνλ αξηζκφ ησλ βαθηεξηαθψλ εηδψλ ζε έλα κηθξνβηαθφ νηθνζχζηεκα (Dahllöf 

et al., 2000). Σν rpoB έρεη ήδε ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηνλ εληνπηζκφ θαη ηελ ηαμηλφκεζε 

βαθηεξηαθψλ εηδψλ θαη έρεη παξνπζηάζεη κεγαιχηεξε δηαθξηηηθή ηθαλφηεηα απφ ην 16S rRNA 

(Blackwood et al., 2004, Da Mota et al. 2004, Drancourt et al. 2004, Ki et al. 2009).  

Γηα ηε δηεμαγσγή ηεο ζπκβαηηθήο PCR ρξεζηκνπνηήζεθαλ δεχγε κνξίσλ εθθηλεηψλ 

πνπ πξνηείλνληαη απφ ηε βηβιηνγξαθία γηα νξηζκέλα γνλίδηα, ελψ γηα ηα ππφινηπα 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζρεδηαζκφο ησλ κνξίσλ εθθηλεηψλ. Ο ζρεδηαζκφο ησλ εθθηλεηψλ έιαβε 

ρψξα έπεηηα απφ εμέηαζε ηεο ζπιινγήο ησλ αιιεινπρηψλ DNA ηνπ  παζνγφλνπ 

κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes πνπ βξίζθνληαη ζηε βάζε δεδνκέλσλ Genebank, ελψ ε 

επζπγξάκκηζε ησλ αιιεινπρηψλ (sequence alignment) πξαγκαηνπνηήζεθε κέζσ ηνπ 

ινγηζκηθνχ Mega5.1 Beta 4 θαη ηνπ πξνγξάκκαηνο CrustalW. Οη ρξεζηκνπνηνχκελεο 

αιιεινπρίεο ησλ κνξίσλ εθθηλεηψλ, θαζψο θαη ην κέγεζνο ησλ ηκεκάησλ πνπ θαζνξίδνπλ ηα 

δεχγε κεηαμχ ηνπο, παξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 2. Ζ παξαπάλσ δηαδηθαζία είρε πξνεγεζεί 

απφ ηελ Hadjilouka, 2016. 

Σα κείγκαηα αληηδξαζηεξίσλ (master mix) εληφο ησλ νπνίσλ πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη 

PCR, απφ Hadjilouka, 2016, ήηαλ ηα εμήο: 

Γηα ηα γνλίδηα plcB, inlA, inlB, inlC, inlJ, lmo2470, lmo2672, rpob, 16S 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα (1×) 

 MgCl2 (2mM) 

 dNTP mix (0.2mM) 

 Taq πνιπκεξάζε (1U) 

 Primer f (0.9κM)  

 Primer r (0.9κM)  

 Γηο απεζηαγκέλν λεξφ  

Γηα ηα γνλίδηα hlyA, plcA, sigB, IGS 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα (1×) 
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 MgCl2 (2mM) 

 dNTP mix (0.2mM) 

 Taq πνιπκεξάζε (1U) 

 Primer f (1.2κM)  

 Primer r (1.2κM)  

 Γηο απεζηαγκέλν λεξφ  

 

Σέινο, ην ζεξκνθξαζηαθφ πξφγξακκα πνπ αθνινπζήζεθε θαηά ηε δηεμαγσγή ηεο PCR 

ήηαλ ην αθφινπζν θαη ζηηο δχν πεξηπηψζεηο κείγκαηνο αληηδξαζηεξίσλ:  

 

1. 95˚C γηα 20 sec 

2. 95°C γηα 10 sec  

3. 60°C γηα 30 sec          ×40 θνξέο 

4. 72°C γηα 30 sec 

5. 72°C γηα 5 min 

 

Πίλαθαο 2. Αιιεινπρίεο ησλ κνξίσλ εθθηλεηψλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηνλ εληνπηζκφ ησλ ππφ κειέηε 

γνληδίσλ θαη κεγέζε ησλ ακπιηθνλίσλ πνπ ζρεκαηίδνπλ κεηαμχ ηνπο ηα δεχγε ησλ εθθηλεηψλ. 

Γονίδια Εκκινηηέρ Αλληλοςσία Αμπλικόνιο(bp) Αναθοπά 

Αλαθνξάο 

IGS IGS f GGCCTATAGCTCAGCTGGTTA 135 Rantsiou et al., 2012a 

 IGS r GCTGAGCTAAGGCCCCGTAAA  Rantsiou et al., 2012a 

rpob Rpob f CCGCGATGCGAAAACAAT 69 Olesen et al., 2009 

 Rpob r CCWACAGAGATACGGTTATCRAATGC  Olesen et al., 2009 

16S 16S f GATGCATAGCCGACCTGAGA 114 Van der Veen θαη Abee, 

2010 

 16S r CTCCGTCAGACTTTCGTCCA  Hadjilouka et al., 2014 

Παζνγέλεηαο 

hly Hly f TACATTAGTGGAAAGATGG 153 Rantsiou et al., 2012a 

 Hly r ACATTCAAGCTATTATTTACA  Rantsiou et al., 2012a 

plcA PlcA f CTAGAAGCAGGAATACGGTACA 115 Rantsiou et al., 2012a 

 plcA r ATTGAGTAATCGTTTCTAAT  Rantsiou et al., 2012a 

plcB PlcB f CAGGCTACCACTGTGCATATGAA 72 Olesen et al., 2009 

 PlcB r CCATGTCTTCYGTTGCTTGATAATTG  Olesen et al., 2009 
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sigB SigB f CCAAGAAAATGGCGATCAAGAC 166 Rantsiou et al., 2012a 

 SigB r CGTTGCATCATATCTTCTAATAGCT  Rantsiou et al., 2012a 

inlA InlA f AATGCTCAGGCAGCTACAMTTACA 114 Olesen et al., 2009 

 InlA r CGTGTCTGTTACRTTCGTTTTTCC  Olesen et al., 2009 

inlB inlB f AAGCAMGATTTCATGGGAGAGT 78 Olesen et al., 2009 

 inlB r TTACCGTTCCATCAACATCATAACTT  Olesen et al., 2009 

inlC InlC f ACTGGTCAGAAATGTGTGAATGA 80 Hadjilouka et al., 2014 

 InlC r CCATCTGGGTCTTTGACAGT  Hadjilouka et al., 2014 

inlJ InlJ f TGCGTAAATGCTCACATCCAAG 81 Hadjilouka et al., 2014 

 InlJ r TTGCCCTTCAGCATCCAAGT  Hadjilouka et al., 2014 

 

3.1.3.2 Πποεηοιμαζία δειγμάηων 

΢ε θάζε ζηάδην δεηγκαηνιεςίαο, παξάιιεια κε ηελ πιεζπζκηαθή θαηακέηξεζε ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes πξαγκαηνπνηνχληαλ ιήςε θαη πξνεηνηκαζία δεηγκάησλ 

γηα ηε κεηέπεηηα κειέηε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ παζνγέλεηάο ηνπ. ΢ηελ πεξίπησζε ησλ 

δεηγκάησλ ληνκάηαο, αγγνπξηνχ θαη θαξφηνπ, απφ ην εθάζηνηε νκνγελνπνηεκέλν κείγκα πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαλ γηα ηελ πιεζπζκηαθή θαηακέηξεζε (10 g δείγκαηνο & 90 mL ηζνηνληθφ 

δηάιπκα), κεηαθέξνληαλ πεξίπνπ 10 mL εληφο ζσιήλσλ falcon. Ακέζσο κεηά ηε δηαδηθαζία 

απηή, ηα falcons θπγνθεληξνχληαλ ζηηο 12000 ζηξνθέο γηα 1 ιεπηφ, ζηνπο 4, 10 ή 30 
o
C, 

αλάινγα κε ηε ζεξκνθξαζία ησλ δεηγκάησλ. Αθνινπζνχζε απφξξηςε ηνπ ππεξθεηκέλνπ, ε 

βηνκάδα αλακεηγλπφηαλ κε 100 κL δηαιχκαηνο RNAlater (Ambion, Whaltham, 

Massachusetts, U.S.A) θαη ηα δείγκαηα ηνπνζεηνχληαλ ζηνπο -20 
ν
C, κέρξη ηελ έλαξμε ηεο 

κειέηεο ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο. Ζ ίδηα δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηνχληαλ ζηελ πεξίπησζε 

ησλ δεηγκάησλ δσκνχ BHI, κε ηε δηαθνξά φηη ην δείγκα δε ρξεηαδφηαλ νκνγελνπνίεζε, 

επνκέλσο κεηά ηε ιήςε δείγκαηνο γηα ηελ πιεζπζκηαθή θαηακέηξεζε ηνπ παζνγφλνπ ηα 

falcons ηνπνζεηνχληαλ άκεζα γηα θπγνθέληξεζε, ηελ νπνία αθνινπζνχζαλ ε απφξξηςε ηνπ 

ππεξθεηκέλνπ θαη ε πξνζζήθε ηνπ RNAlater. Κάζε πείξακα πξαγκαηνπνηήζεθε εηο δηπινχλ.  
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3.1.3.3 Μελέηη γονιδιακήρ έκθπαζηρ 

3.1.3.3.1 Αλςζιδωηή ανηίδπαζη πολςμεπάζηρ ππαγμαηικού σπόνος (Real-time PCR) 

 

Ζ κειέηε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ παζνγέλεηα ηνπ 

κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes πξαγκαηνπνηήζεθε κε ρξήζε ηεο ηερληθήο ηεο 

αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ (Real-time PCR).  Ζ Real-Time 

PCR απνηειεί κία παξαιιαγή ηεο ζπκβαηηθήο PCR, θαηά ηελ νπνία πξαγκαηνπνηείηαη 

αλίρλεπζε θαη πνιιαπιαζηαζκφο ζπγθεθξηκέλσλ αιιεινπρηψλ-ζηφρσλ, κε ηε δηαθνξά φκσο 

φηη ππάξρεη δπλαηφηεηα παξαθνινχζεζεο ηεο ελίζρπζεο ηνπ ζηνρεπφκελνπ κνξίνπ DNA 

θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο, δειαδή ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν (Real-time), θαη φρη ζην 

ηέινο, φπσο ζπκβαίλεη ζηε ζπκβαηηθή PCR. Δίλαη γλσζηή θαη σο Kinetic PCR, ελψ πνιχ 

ζπρλά ζπγρέεηαη κε ηελ κέζνδν ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο (reverse transcription PCR), 

εμαηηίαο ηεο ζπληνκνγξαθίαο RT-PCR.  

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 

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 ηνλ Καζεγεηή Μνξηαθήο Φπζηνινγίαο 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 
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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 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 Eζηφρνπ(target) 

<Eαλαθνξαο(ref) (φπνπ Δ ε απνδνηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ) κέρξη θαη 209% ζηελ πεξίπησζε 

φπνπ Eζηφρνπ (target)> Eαλαθνξάο(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. Παξαθάησ παξνπζηάδεηαη 

αλαιπηηθφηεξα ε δηαδηθαζία ηνπ πεηξάκαηνο κε ηε ρξήζε ηεο κεζφδνπ Real Time PCR. 

 

 Ππωηόκολλο αλςζιδωηήρ ανηίδπαζηρ πολςμεπάζηρ ππαγμαηικού σπόνος 

I. Δύπεζη αποδοηικόηηηαρ  

Έλα απφ ηα ζεκαληηθφηεξα ζηάδηα γηα ηελ νξζή δηεμαγσγή ηεο RT-qPCR, είλαη απηφ 

ηεο εχξεζεο απνδνηηθφηεηαο ηεο κεζφδνπ (Efficiency). Σν ζηάδην απηφ επηβεβαηψλεη ηελ 

δπλαηφηεηα ηεο κεζφδνπ λα αληρλεχεη έλα γνλίδην παξνπζία άιισλ γνληδίσλ θαη, σο εθ 

ηνχηνπ, απνηειεί θαζνξηζηηθφ παξάγνληα ηεο αμηνπηζηίαο ησλ απνηειεζκάησλ πνπ 

πξνθχπηνπλ απφ ηελ αληίδξαζε.  

Ζ εχξεζε ηεο απνδνηηθφηεηαο ηεο κεζφδνπ πξαγκαηνπνηήζεθε αξρηθά κε ζπκβαηηθέο 

PCR ζην ζηέιερνο L. monocytogenes LQC 15257, νη νπνίεο είραλ ζαλ ζηφρν έλα γνλίδην αλά 

αληίδξαζε.  Δπνκέλσο δηεμήρζεζαλ 13 ζπκβαηηθέο PCR, φζεο θαη ηα γνλίδηα πνπ ζα 

ρξεζηκνπνηνχληαλ ζηε κειέηε. Δλ ζπλερεία ηα δείγκαηα ειεθηξνθνξήζεθαλ, ψζηε λα 

επηβεβαησζεί ε παξνπζία ησλ γνληδίσλ ζην ρξεζηκνπνηνχκελν ζηέιερνο θη έπεηηα 

πνζνηηθνπνηήζεθαλ, ψζηε λα ππνινγηζηεί ε ζπγθέληξσζή ηνπο. Αθνχ επηβεβαηψζεθε ε 

παξνπζία φισλ ησλ γνληδίσλ ζην ζηέιερνο, ηα δείγκαηα κε ηα πνιιαπιά αληίγξαθα ηνπ 
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εθάζηνηε γνληδίνπ αλακείρζεθαλ, ψζηε λα εμεηαζηεί κεηέπεηηα ε ηθαλφηεηα ηεο RT-qPCR λα 

αληρλεχεη ην θάζε γνλίδην μερσξηζηά, παξνπζία ησλ ππνινίπσλ. Γηα ηε κειέηε απηή, ην 

αξρηθφ κείγκα (SDT1) ππνβιήζεθε ζε δηαδνρηθέο δεθαδηθέο αξαηψζεηο (SDT2, SDT3 θ.ν.θ.) 

βάζεη ηεο αξρηθήο ηνπ ζπγθέληξσζεο. Έπεηηα, ηα αξαησκέλα δείγκαηα ππνβιήζεθαλ ζε RT-

qPCR ππφ ηηο ίδηεο ζπλζήθεο θάησ απφ ηηο νπνίεο ζα ππνβάιινληαλ θαη ηα ππφ κειέηε 

δείγκαηα ζηε ζπλέρεηα. Με ην πέξαο ηεο αληίδξαζεο δεκηνπξγήζεθε 1 γξάθεκα ζην νπνίν 

απνηππψλνληαλ νη θακπχιεο αλαθνξάο ησλ 13 γνληδίσλ. Οη θακπχιεο απηέο εκθαλίζηεθαλ 

σο επζείεο γξακκέο, ζε γξαθήκαηα πνπ εμέθξαδαλ ηελ πνζφηεηα ηνπ DNA σο πξνο ηηο ηηκέο 

Ct [Ct = f(DNA)] ηεο θάζε αξαίσζεο (Δηθόλα 19). Σέινο, απφ ηελ θιίζε ηεο θάζε πξφηππεο 

θακπχιεο θαη κε ηε βνήζεηα ηνπ καζεκαηηθνχ ηχπνπ E = 10
(–1/slope)

 (φπνπ slope είλαη ε θιίζε 

ηεο επζείαο y=ax+b) (Stratagene, 2006), ππνινγίζηεθε ε απνδνηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ γηα 

θάζε γνλίδην μερσξηζηά. Ζ παξαπάλσ δηαδηθαζία θαη ε εγαξκνγή ηεο ζπκβαηηθήο PCR είρε 

πξνεγεζεί (Hadjilouka et al., 2016), ηα απνηειέζκαηα ηεο νπνίαο ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ 

δηαμαγσγή ηεο παξνχζαο πεηξακαηηθήο κειέηεο. 

Γεληθψο, νη δηαδνρηθέο αξαηψζεηο πξέπεη λα ζπκπεξηιακβάλνπλ έλα κεγάιν αξηζκφ 

ζπγθεληξψζεσλ, ψζηε λα δηαβεβαηψλεηαη φηη ε αληίδξαζε είλαη ηθαλή λα πξαγκαηνπνηείηαη 

ηφζν ζε πςειέο φζν θαη ζε ρακειέο ζπγθεληξψζεηο εμ‟ ίζνπ. Δπηπιένλ, νη ζπγθεληξψζεηο 

απηέο ζα πξέπεη λα θαιχπηνπλ ην εχξνο ησλ ζπγθεληξψζεσλ ησλ ππφ κειέηε δεηγκάησλ ψζηε 

ηα απνηειέζκαηα λα είλαη αμηφπηζηα. Όζνλ αθνξά δε ζηελ απνδνηηθφηεηα ηεο αληίδξαζεο, 

δεδνκέλνπ φηη ε PCR βαζίδεηαη ζηελ εθζεηηθή ελίζρπζε, εάλ ε αληίδξαζε εθηειείηαη κε 

ηέιεηα απφδνζε (100%), ζην ηέινο ηνπ θάζε θχθινπ ζα πξαγκαηνπνηείηαη ελίζρπζε θάζε 

επηζπκεηνχ ζηφρνπ θαη ε πνζφηεηα ηνπ πξντφληνο ζα δηπιαζηάδεηαη. Κιίζε ηεο θακπχιεο -

3.32 ππνδεηθλχεη φηη ε αληίδξαζε είλαη 100% απνδνηηθή (Yilmaz et al., 2012). ΢ηελ πξάμε 

σζηφζν, νη αληηδξάζεηο δελ ιεηηνπξγνχλ κε ηέιεηα απφδνζε θαζψο ηα αληηδξαζηήξηα ηνπ 

κίγκαηνο ηεο PCR εμαληινχληαη κεηά απφ πνιινχο θχθινπο θαη, σο εθ ηνχηνπ, ε αληίδξαζε 

θηάλεη ζε θάζε ζηαζεξνπνίεζεο, ζηελ νπνία δελ είλαη εθηθηή θακία αιιαγή ηεο πνζφηεηαο 

ηνπ πξντφληνο (Gibson et al., 1996, Heid et al., 1996, Valasek & Repa, 2005). Όηαλ ε θιίζε 

ηεο θακπχιεο είλαη κεηαμχ ησλ ηηκψλ -3.6 θαη -3.1 ε απνδνηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ θπκαίλεηαη 

απφ 90% έσο 110% (Δ = 1.9-2.1), ηηκέο νη νπνίεο ζεσξνχληαη σο νη θαηάιιειεο γηα ηηο 

πεξηζζφηεξεο εθαξκνγέο πνπ απαηηνχλ αθξηβή πνζνηηθνπνίεζε (Rasmussen, 2001, Tichopad 

et al., 2003).  Παξάιιεια, ζεκαληηθή παξάκεηξνο είλαη θαη ν ζπληειεζηήο πξνζδηνξηζκνχ 

(R
2
) ηεο θακπχιεο, νπνίνο απνηειεί κέηξν ηεο γξακκηθφηεηάο ηεο. ΢ε ηδαληθέο πεξηπηψζεηο ε 
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ηηκή ηνπ ηζνχηαη κε 1, ελψ ζηελ πξαγκαηηθφηεηα ε κέγηζηε ηηκή ηνπ είλαη 0.999. Ζ 

απνδνηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ εμαξηάηαη απφ πνιινχο παξάγνληεο, φπσο ην κήθνο ηνπ 

ακπιηθνλίνπ, ε πεξηεθηηθφηεηά ηνπ ζε βάζεηο γνπαλίλεο (G) θαη θπηνζίλεο (C), θαζψο θαη νη 

πηζαλέο επηκνιχλζεηο ησλ δεηγκάησλ (McDowell et al., 1998). Απηνί νη παξάγνληεο 

επεξεάδνπλ ηελ πξφζδεζε ησλ κνξίσλ εθθηλεηψλ, ην ζεκείν ηήμεο ησλ αιιεινπρηψλ-ζηφρσλ 

θαη ηελ ιεηηνπξγία ηεο DNA πνιπκεξάζεο (Wiesner, 1992). Γηα ηνλ ιφγν απηφ, ζπλήζσο νη 

ηηκέο απνδνηηθφηεηαο πνπ ππνινγίδνληαη κεηαμχ ησλ γνληδίσλ ζηφρσλ θαη ησλ γνληδίσλ 

αλαθνξάο είλαη δηαθνξεηηθέο. Δπνκέλσο, ν πξνζδηνξηζκφο ηεο απνδνηηθφηεηαο ηεο κεζφδνπ 

γηα ηα πξνο αλάιπζε γνλίδηα πξέπεη λα πξαγκαηνπνηείηαη κε πνιιή πξνζνρή ζηηο κειέηεο ηεο 

RT-PCR (Yilmaz et al., 2012).  

 

Δηθόλα 19. Πξφηππε θακπχιε πέληε δηαθνξεηηθψλ γνληδίσλ. 

II. Απομόνωζη πιβονοςκλεϊκού οξέορ (RNA) 

Όηαλ πξαγκαηνπνηείηαη απνκφλσζε ηνπ ξηβνλνπθιετθνχ νμένο απφ έλα βαθηεξηαθφ 

ζηέιερνο, ην 90-95% πνπ απνκνλψλεηαη είλαη δνκηθφ θαη ην 5-10% είλαη αγγειηαθφξν RNA 

(messenger RNA, mRNA). Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε κειεηψλ πνπ αθνξνχλ ηε γνληδηαθή 

έθθξαζε, ε RT- qPCR ζηεξίδεηαη ζηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηνπ mRNA, θαζψο ην mRNA 

είλαη απηφ πνπ πξνθχπηεη απφ ηε κεηαγξαθή ησλ γνληδίσλ θαη θέξεη ηε γελεηηθή πιεξνθνξία 

απφ ην DNA ζηα ξηβνζψκαηα γηα ηελ πξσηεΐλνζχλζεζε ησλ θπηηάξσλ. Χζηφζν, πνιχ ζπρλή 

είλαη ε δηαθσλία γηα ην αλ είλαη νξζφηεξν λα ρξεζηκνπνηείηαη ην mRNA ή ην νιηθφ RNA ζηηο 

κειέηεο απηέο (Burchill et al., 1999). Παξ‟ φι‟ απηά, ε άπνςε πνπ επηθξαηεί θέξεη ηελ 

απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RNA λα είλαη πξνηηκφηεξε, θαζψο γηα ηελ απνκφλσζε ηνπ mRNA 

απαηηείηαη έλα επηπιένλ βήκα θαηά ην νπνίν κπνξεί λα ππάξμνπλ απψιεηεο, ιφγσ ηνπ φηη δελ 

είλαη πνιπαδελπιησκέλα φια ηα κφξηα mRNA (ζηα επθαξησηηθά θχηηαξα) θαη ε ηειηθή 

ζπγθέληξσζε ηνπ δείγκαηνο κπνξεί λα κελ επαξθεί γηα ηελ αμηφπηζηε πξαγκαηνπνίεζε ησλ 

αληηδξάζεσλ (Bustin & Nolan, 2004).  

https://el.wikipedia.org/wiki/DNA
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%A1%CE%B9%CE%B2%CF%8C%CF%83%CF%89%CE%BC%CE%B1
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9A%CF%8D%CF%84%CF%84%CE%B1%CF%81%CE%BF
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΢ηελ παξνχζα κειέηε πξαγκαηνπνηήζεθε απνκφλσζε νιηθνχ RNA κε ηε ρξήζε ηνπ 

εκπνξηθνχ ζθεπάζκαηνο Nucleospin
®

 RNA (Macherey-Nagel, Düren, Germany), ζχκθσλα 

κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή: 

1. Οκνγελνπνίεζε δεηγκάησλ: Αθνχ πξαγκαηνπνηήζεθε απφςπμε ησλ δεηγκάησλ πνπ 

βξίζθνληαλ ζηνπο -20
ν
C, έγηλε θπγνθέληξεζή ηνπο ζηηο 13000 ζηξνθέο, ζηνπο 4

ν
C γηα 15 

min, ηελ νπνία αθνινχζεζε απφξξηςε ηνπ ππεξθεηκέλνπ.  

2. Λχζε βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ: ΢ε θάζε ζσιήλα eppendorf, εληφο ηνπ νπνίνπ είρε 

παξακείλεη ην ίδεκα θάζε δείγκαηνο, έγηλε πξνζζήθε 350κL Buffer RA1 θαη 3.5κL β-

κεξθαπηναηζαλφιεο. Αθνινχζεζε ήπηα αλάδεπζε ζε vortex γηα 3-4 sec θαη ζηα 

νκνγελνπνηεκέλα δείγκαηα αζθήζεθαλ ππέξερνη (50W/2.5 min) γηα λα επέιζεη ιχζε ησλ 

θπηηάξσλ. 

3.  Φηιηξάξηζκα ηνπ θπηηαξνιχκαηνο: Γηα ηε κείσζε ηνπ ημψδνπο θαη ηνλ θαζαξηζκφ ηνπ 

θπηηαξνιχκαηνο απφ θπηηαξηθά ππνιείκκαηα θαη ηκήκαηα ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο, ηα 

δείγκαηα κεηαθέξζεθαλ ζε  ζηήιεο πνπ δηέζεηαλ εηδηθφ θίιηξν θαη θπγνθεληξήζεθαλ γηα 

1 min ζηηο 11000 ζηξνθέο.  

4. Πξνζαξκνγή ησλ ζπλζεθψλ δέζκεπζεο ηνπ RNA: Ζ ππεξθείκελε πδαηηθή θάζε πνπ 

πξνέθπςε απφ ηελ πξνεγνχκελε θπγνθέληξεζε κεηαθέξζεθε ζε λέν θηαιίδην ηχπνπ 

eppendorf γηα θάζε δείγκα, αθνινχζεζε πξνζζήθε 350κL αηζαλφιεο (70%) θαη ηα 

κίγκαηα νκνγελνπνηήζεθαλ κε ήπηα κεραληθή αλάδεπζε. 

5. Γέζκεπζε ηνπ RNA: Σα νκνγελνπνηεκέλα δείγκαηα κεηαθέξζεθαλ ζε λέα ζηήιε κε 

εηδηθφ θίιηξν θαη θπγνθεληξήζεθαλ ζηηο 11000 ζηξνθέο γηα 30 sec.  

6. Αθαιάησζε ηεο κεκβξάλεο ππξηηίνπ: Γηα ηελ αθαιάησζε ηεο κεκβξάλεο ππξηηίνπ ηεο 

ζηήιεο, έγηλε πξνζζήθε 350κL δηαιχκαηνο MDB (Membrane Desalting Buffer) θαη ηα 

δείγκαηα θπγνθεληξήζεθαλ ζηηο 11000 ζηξνθέο γηα 1 min. Αθνινχζεζε απφξξηςε ηνπ 

δηεζήκαηνο θαη επαλάιεςε ηεο θπγνθέληξεζεο ζηηο 11000 ζηξνθέο γηα 30 sec. 

7. Πέςε ηνπ DNA: Γηα ηελ πέςε ηνπ DNA πξνζηέζεθαλ 95κL δηαιχκαηνο DNAάζεο [10κL 

reconstituted DNAase (rDNase) + 90κL reaction buffer for DNAase], αθνινχζεζε ήπηα 

αλάδεπζε θαη ζηε ζπλέρεηα ηα δείγκαηα αθέζεθαλ γηα επψαζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 

γηα 15 min.  

8. Έθπιπζε θαη μήξαλζε ηεο κεκβξάλεο ππξηηίνπ: Με ην πέξαο ηεο επψαζεο 

πξαγκαηνπνηήζεθε πξνζζήθε 200κL δηαιχκαηνο Buffer RA2, ην νπνίν αδξαλνπνηεί ηελ 

rDNAάζε πνπ βξίζθεηαη ζηε ζηήιε. Δλ ζπλερεία έγηλε θπγνθέληξεζε ζηηο 11000 
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ζηξνθέο γηα 30 sec. Αθνινχζεζε ηνπνζέηεζε ηεο ζηήιεο ζε λέν eppendorf ηειηθνχ φγθνπ 

2mL θαη πξνζηέζεθαλ 600κL δηαιχκαηνο RA3 ζε θάζε ζηήιε. Σα δείγκαηα 

θπγνθεληξήζεθαλ ζηηο 11000 ζηξνθέο γηα 30 sec θαη αθνχ έγηλε απφξξηςε ηνπ 

δηεζήκαηνο πξνζηέζεθαλ αθφκα 250 κL δηαιχκαηνο RA3 ζε θάζε ζηήιε. Αθνινχζεζε 

θπγνθέληξεζε ζηηο 11000 ζηξνθέο γηα 2 min θαη ε ζηήιε κεηαθέξζεθε ζε λέν 

δνθηκαζηηθφ ζσιήλα ηχπνπ eppendorf ησλ 1.5 mL.  

9. Έθινπζε ηνπ RNA: Γηα ηελ έθινπζε ηνπ RNA πξνζηέζεθαλ 60κL λεξνχ ειεχζεξνπ απφ 

RNAάζεο (rRNAase free) θαη αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε ησλ δεηγκάησλ ζηηο 11000 

ζηξνθέο γηα 1 min.   

 

III. Ποζοηικοποίηζη και ποιοηικόρ έλεγσορ ηος RNA 

Μεηά απφ ηελ απνκφλσζε ηνπ RNA αθνινχζεζε πνζνηηθφο θαη πνηνηηθφο 

πξνζδηνξηζκφο ηνπ λνπθιετθνχ νμένο πνπ είρε απνκνλσζεί απφ θάζε δείγκα. Ο έιεγρνο απηφο 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ρξήζε λαλνθσηφκεηξνπ, κέζσ κέηξεζεο ηεο νπηηθήο ππθλφηεηαο (OD) 

ηνπ θάζε δηαιχκαηνο. Ζ πνηνηηθή αμηνιφγεζε έγηλε κέζσ ηνπ ιφγνπ πνπ πξνέθπςε απφ ηε 

κέηξεζε ηεο απνξξφθεζεο ησλ δεηγκάησλ ζηα 260 θαη 280 nm (Α260/Α280), ελψ ε 

ζπγθέληξσζε ηνπ RNA ππνινγίζηεθε απηφκαηα απφ ην λαλνθσηφκεηξν, κέζσ ηνπ λφκνπ 

ησλ Beer-Lambert:  

  

 

φπνπ Α: ε απνξξφθεζε ζε ζπγθεθξηκέλν κήθνο θχκαηνο, ε: ν κνξηαθφο ζπληειεζηήο 

απφζβεζεο ή απνξξφθεζεο ηεο νπζίαο γηα νξηζκέλν κήθνο θχκαηνο [γηα ην RNA είλαη 0.025 

(mg/mL)
-1

 cm
-1

], C: ε ζπγθέληξσζε ηνπ λνπθιετθνχ νμένο θαη d: ην κήθνο ηεο θπςειίδαο ηνπ 

θσηφκεηξνπ (1 cm). Ο λφκνο απηφο απνηειεί ηελ αξρή ηεο θαζκαηνθσηνκεηξίαο θαη νξίδεη 

φηη ε απνξξφθεζε γηα ζηαζεξφ πάρνο ζηηβάδαο θαη νξηζκέλν κήθνο θχκαηνο θσηφο, είλαη 

γξακκηθή ζπλάξηεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ δηαιχκαηνο ηεο νπζίαο πνπ απνξξνθά. 

Υξεζηκνπνηψληαο ηελ παξαπάλσ εμίζσζε, απνξξφθεζε ζηα 260 nm ίζε κε 1 ηζνδπλακεί κε 

πεξίπνπ 40 κg/mL κνλφθισλνπ RNA. Όζνλ αθνξά ζηελ αμηνιφγεζε ηεο θαζαξφηεηαο ηνπ 

απνκνλσζέληνο RNA, ην δείγκα ζεσξήζεθε πςειήο θαζαξφηεηαο εθφζνλ νη ηηκέο ηνπ ιφγνπ 

Α260/A280 θπκαίλνληαλ απφ 1.8 έσο 2.1 (Thermo Fisher Scientific, 2015).  

 

 

A= ε × C × d 
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IV. Σύνθεζη ζςμπληπωμαηικού DNA  

Ζ δηαδηθαζία ζχλζεζεο κίαο ζπκπιεξσκαηηθήο αιπζίδαο DNA (complimentary DNA, 

cDNA) κε εθκαγείν έλα κφξην ξηβνλνπθιεΐθνχ νμένο (RNA), νλνκάδεηαη αληίζηξνθε 

κεηαγξαθή (reverse transcription, RT). Ζ αληίδξαζε απηή θαηαιχεηαη απφ ην έλδπκν 

„αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε‟ (reverse transcriptase), γλσζηή θαη σο αληίζηξνθε 

ηξαλζθξηπηάζε (reverse transcriptase). ΢ηε θχζε, ην έλδπκν απηφ βξίζθεηαη ζε ξεηξνΐνχο 

(RNA ηνχο) θαη έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα κεηαηξέπεη έλα κνλφθισλν κφξην RNA ζε δίθισλν 

κφξην DNA, ψζηε λα ην θαζηζηά ηθαλφ λα ελζσκαηψλεηαη ζηα θχηηαξα μεληζηέο. 

Δξγαζηεξηαθά, ζηηο κειέηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο ην έλδπκν ρξεζηκνπνηεί σο εθκαγείν ηo 

mRNA ησλ θπηηάξσλ θαη δεκηνπξγεί ζπκπιεξσκαηηθέο σο πξνο απηφ αιπζίδεο DNA, 

παξάγνληαο έηζη πβξηδηθά κφξηα cDNA-mRNA. Δλ ζπλερεία, νη θιψλνη ηνπ RNA 

θαηαζηξέθνληαη θαη απνκέλνπλ ζην δηάιπκα ηα κνλφθισλα κφξηα cDNA. Με ηελ έλαξμε ηνπ 

πξψηνπ θχθινπ ηεο αληίδξαζεο ηεο Real-time PCR, νη cDNA αιπζίδεο αληρλεχνληαη απφ ηα 

κφξηα εθθηλεηέο θαη κέζσ ηεο DNA πνιπκεξάζεο δεκηνπξγνχληαη νη ζπκπιεξσκαηηθνί ηνπο 

θιψλνη, γηα λα ζπλερίζεη ε αληίδξαζε θαλνληθά (Δηθόλα 20).  

 

 

Δηθόλα 20. ΢χλζεζε cDNA απφ mRNA κε ηε κέζνδν ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο θαη δεκηνπξγία δίθισλνπ 

κνξίνπ cDNA θαηά ηνλ πξψην θχθιν ηεο Real-time PCR. 

Γηα ηε ζχλζεζε ηνπ cDNA κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ηξία δηαθνξεηηθά είδε 

κνξίσλ εθθηλεηψλ: 

i. Μίγμα ηςσαίων εξαμεπών ολιγονοςκλεοηιδίων: Οη εθθηλεηέο απηνί απαξηίδνληαη απφ 

έλα κίγκα νιηγνλνπθιενηηδίσλ κήθνπο 6 βάζεσλ, πνπ έρνπλ ηπραία λνπθιενηηδηθή 

ζχζηαζε. Απνηειεί κε εμεηδηθεπκέλε κέζνδν πβξηδνπνίεζεο, κε ηελ νπνία φια ηα 

κφξηα RNA απνηεινχλ θαινχπηα ζχλζεζεο cDNA, ελψ ε εμεηδίθεπζε επέξρεηαη ζηε 
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ζπλέρεηα θαηά ηε δηάξθεηα ηεο PCR κέζσ ησλ κνξίσλ εθθηλεηψλ πνπ είλαη εηδηθά 

ζρεδηαζκέλα γηα ηα ηκήκαηα-ζηφρνπο. 

ii. Oligo-dT: Οη εθθηλεηέο απηνί είλαη νιηγνλνπθιενηίδηα πνπ πβξηδίδνληαη ζηελ 3‟πνιπ-

A νπξά, ε νπνία βξίζθεηαη ζηελ πιεηνςεθία ησλ επθαξησηηθψλ mRNAs. Βάζεη ηνπ 

φηη ε πνιχ-(Α)
+ 

νπξά απνηειεί πεξίπνπ ην 1 κε 2% ηνπ νιηθνχ RNA, ε πνζφηεηα ηνπ 

παξαγφκελνπ cDNA είλαη πνιχ κηθξφηεξε ζε ζρέζε κε απηήλ πνπ πξνθχπηεη απφ ηα 

ηπραία εμακεξή νιηγνλνπθιενηίδηα.  

iii. Δκκινηηέρ ειδικοί για ηο γονίδιο ζηόσο: Ζ ρξήζε εθθηλεηψλ εηδηθψλ γηα ην ππφ κειέηε 

γνλίδην είλαη ε πην εμεηδηθεπκέλε κέζνδνο πνπ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί θαηά ηε 

δηαδηθαζία δεκηνπξγίαο cDNA. Γηα ηε ρξήζε ησλ ζπγθεθξηκέλσλ εθθηλεηψλ πξέπεη 

λα δεκηνπξγνχληαη θαηάιιεια κφξηα, ηα νπνία λα πβξηδίδνληαη φζν πην θνληά ην 3‟ 

ηνπ mRNA γίλεηαη. Παξ‟ φι‟ απηά θάπνηνη εθθηλεηέο απνηπγράλνπλ λα πβξηδίδνληαη 

θαηά ηε δηαδηθαζία ζχλζεζεο ηνπ cDNA ζην RNA, αθφκα θαη αλ ν πβξηδηζκφο ηνπο 

πξαγκαηνπνηείηαη κε επηηπρία ππφ ζπλζήθεο PCR φπνπ ρξεζηκνπνηείηαη DNA.  

΢ηελ παξνχζα κειέηε, ε ζχλζεζε ηνπ cDNA πξαγκαηνπνηήζεθε κε ρξήζε ηνπ 

ζθεπάζκαηνο SuperScript
TM

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

Carlsbad, USA), ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή γηα ζχλζεζε κε ηπραία εμακεξή 

νιηγνλνπθιενηίδηα: 

1. Παξαζθεπή αξρηθνχ κείγκαηνο αληίδξαζεο (Μ1), ην νπνίν πεξηέρεη κίγκα dNTP‟s 10 

mM, ηπραία εμακεξή νιηγνλνπθιενηίδηα (50 ng/κL), RNA θαη λεξφ επεμεξγαζκέλν κε 

ππξναλζξαθηθφ δηαηζχιην (DEPC-treated). 

2. Δπψαζε ησλ δεηγκάησλ ζηνπο 65
ν
C γηα 5 ιεπηά θαη ζηε ζπλέρεηα ηνπνζέηεζε ησλ 

δεηγκάησλ ζηνλ πάγν γηα 1 min. 

3. Παξαζθεπή δεχηεξνπ κείγκαηνο (Μ2) ζε θαηλνχξγηνπο ζσιήλεο Eppendorf, ην νπνίν 

πεξηέρεη ξπζκηζηηθφ δηάιπκα RT 1×, MgCl2 5mM, δηζεηνζξεΐηφιε (DDT) (0.1M) θαη 

RNaseOUT
TM 

(40 U/κL).   

4. Πξνζζήθε 9 κL απφ ην Μ2 ζε θάζε κίγκα Μ1 θαη ήπηα αλάδεπζε.  

5. Δπψαζε ησλ δεηγκάησλ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ (~25
ν
C) γηα 2 min. 

6. Πξνζζήθε 1κL SuperScript
TM

 II RT (50 U/κL) (γηα ηε δεκηνπξγία δείγκαηνο-ειέγρνπ, 

αληί γηα αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε πξνζηίζεηαη 1 κL λεξφ DEPC). 

7. Δπψαζε ησλ δεηγκάησλ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ (~25
ν
C) γηα 10 min. 

8. Δπψαζε ησλ δεηγκάησλ ζηνπο 42
ν
C γηα 50 min. 
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9. Σεξκαηηζκφο αληίδξαζεο ζηνπο 70
ν
C γηα 15 min θαη ηνπνζέηεζε ησλ δεηγκάησλ ζε πάγν 

γηα 1-2 min.  

10. Πξνζζήθε 1 κL RNaseH (2 U/κL) ζε θάζε δείγκα θαη επψαζε ζηνπο 37
ν
C γηα 20 min. 

Με ην πέξαο ηεο ζχλζεζεο ηνπ cDNA πξαγκαηνπνηήζεθε πνηνηηθφο θαη πνζνηηθφο 

έιεγρνο ησλ ππφ κειέηε δεηγκάησλ, ψζηε λα εθηηκεζεί ε επηηπρία ηεο δηαδηθαζίαο ζχλζεζεο 

ηνπ ζπκπιεξσκαηηθνχ DNA. Ο πξνζδηνξηζκφο απηφο έγηλε κε ρξήζε λαλνθσηφκεηξνπ, φπσο 

έρεη ήδε πεξηγξαθεί πξνεγνπκέλσο (παξ. 4.3.3.3.1) θαη αθνχ νινθιεξψζεθε ηνπνζεηήζεθαλ 

ηα δείγκαηα ζηνπο -20
ν
C έσο ηε δηεμαγσγή ηεο RT-qPCR.  

 

V. Αλςζιδωηή ανηίδπαζη πολςμεπάζηρ ππαγμαηικού σπόνος (Real-time PCR) 

Σν δηάιπκα ηεο αληίδξαζεο ηεο Real-time PCR απνηειείηαη απφ ηα ίδηα 

αληηδξαζηήξηα κε απηά ηεο ζπκβαηηθήο PCR, έθηνο απφ ηνπο κεραληζκνχο αλίρλεπζεο DNA 

πνπ αθνξνχλ ηελ πξνζζήθε ζπγθεθξηκέλσλ ρξσζηηθψλ (Houghton θαη Cockerill, 2006). ΢ηε 

ζπγθεθξηκέλε κειέηε, γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο RT-qPCR ρξεζηκνπνηήζεθε ην δηάιπκα 

αληίδξαζεο ΚΑPΑ SYBR
 
qPCR Kit Master Mix (2×) for ΑΒΗ Prism (ΚΑPΑBiosystems, 

Boston, M.A, U.S.A.). Σν δηάιπκα απηφ πεξηέρεη φια ηα ζπζηαηηθά πνπ είλαη απαξαίηεηα γηα 

ηελ αληίδξαζε, εθηφο απφ ηνπο εθθηλεηέο. ΢πγθεθξηκέλα, παξέρεηαη σο ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 

2× ζην νπνίν εκπεξηέρνληαη θζνξίδνπζα ρξσζηηθή SYBR
®
 Green I, ρξσζηηθή αλαθνξάο 

ROX, MgCl2, dNTP‟s θαη ζηαζεξνπνηεηέο.  

Γηα ηελ δηεμαγσγή ηεο RT-qPCR, ην κείγκα αληίδξαζεο θάζε δείγκαηνο 

δεκηνπξγήζεθε έπεηηα απφ πξνζζήθε ζπγθεθξηκέλσλ κνξίσλ εθθηλεηψλ θαη δείγκαηνο ζην 

έηνηκν δηάιπκα ηεο αληίδξαζεο. Σν δεχγνο ησλ κνξίσλ εθθηλεηψλ πξνζηέζεθε ζε 

ζπγθέληξσζε 1.2 κΜ γηα ηα γνλίδηα hly, plcA, sigB θαη IGs, ελψ γηα φια ηα ππφινηπα γνλίδηα 

ε ζπγθέληξσζε ησλ κνξίσλ εθθηλεηψλ ήηαλ 0.9 κΜ. Ζ ζπγθέληξσζε ηνπ DNA ζε θάζε 

δείγκα ήηαλ πεξίπνπ 200 ng θαη ν ηειηθφο φγθνο ηεο θάζε αληίδξαζεο ήηαλ 10 κL. Σέινο, ην 

ζεξκνθξαζηαθφ πξφγξακκα πνπ αθνινπζήζεθε γηα ηε δηεμαγσγή ηεο αληίδξαζεο ήηαλ ην 

αθφινπζν: 
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1. 95
ν
C γηα 20 sec 

2. 95
ν
C γηα 10 sec 

3. 60
ν
C γηα 30 sec        ×40 θνξέο 

4. 72
ν
C γηα 30 sec 

5. 95
ν
C γηα 15 sec 

6. 60
ν
C  γηα 1 min                                                 Αλάιπζε θακπχιεο απνδηάηαμεο 

7. αχμεζε  ζηνπο 95
ν
C κε ξπζκφ 0.3

ν
C/sec                            

Γηα θάζε δείγκα πξαγκαηνπνηήζεθαλ δχν αληηδξάζεηο RT-qPCR θαη σο ζεκείν 

κέηξεζεο ηνπ θζνξηζκνχ νξίζηεθε ην ζηάδην ησλ 72
ν
C, ψζηε λα πξαγκαηνπνηείηαη κέηξεζε 

ηνπ ζήκαηνο κε ην ηέινο ηνπ θάζε θχθινπ. Δπηπιένλ, καδί κε ηα ππφ κειέηε δείγκαηα 

εμεηάζηεθαλ θαη δείγκαηα αξλεηηθψλ καξηχξσλ. ΢ηα αξλεηηθά απηά δείγκαηα πεξηέρνληαλ 

φια ηα απαξαίηεηα γηα ηε ζσζηή δηεμαγσγή ηεο αληίδξαζεο ζπζηαηηθά, εθηφο απφ DNA 

δείγκαηνο. ΢ηε ζέζε ηνπ αληίζηνηρνπ φγθνπ DNA ρξεζηκνπνηήζεθε αληίζηνηρε πνζφηεηα 

λεξνχ, κε ζηφρν ηελ εμέηαζε ηεο πεξίπησζεο επηκφιπλζεο ηνπ δηαιχκαηνο ηεο αληίδξαζεο 

απφ άιιν DNA, ε νπνία ζα νδεγνχζε ζε ιαλζαζκέλα απνηειέζκαηα.   

 

VI. Υπολογιζμόρ ηηρ γονιδιακήρ έκθπαζηρ και ζηαηιζηική ανάλςζη 

Μέρξη ζήκεξα έρνπλ αλαπηπρζεί δηάθνξα καζεκαηηθά κνληέια πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη 

γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηεο έθθξαζεο γνληδίσλ (Livak & Schmittgen, 2001, Meijerink et al., 

2001, Pfaffl, 2001, Liu & Saint, 2002). Έλα απφ ηα πην αμηφπηζηα είλαη απηφ ηνπ Pfaffl, κε ην 

νπνίν ε έθθξαζε ελφο γνληδίνπ-ζηφρνπ ζε έλα ππφ κειέηε δείγκα πξνζδηνξίδεηαη έλαληη ελφο 

δείγκαηνο ειέγρνπ θαη ζπγθξηηηθά κε έλα γνλίδην-αλαθνξάο (Pfaffl, 2001, Pfaffl et al., 2002, 

Pfaffl, 2004). ΢χκθσλα κε ην ζπγθεθξηκέλν κνληέιν, ν ζρεηηθφο ιφγνο έθθξαζεο  (ratio, R) 

ελφο γνληδίνπ ππνινγίδεηαη απφ ηελ εμίζσζε:  

 

 

 

φπνπ Etarget::
 

ε απνδνηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ γηα ην γνλίδην-ζηφρνο, Δref: ε 

απνδνηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ γηα ην γνλίδην-αλαθνξάο, ΓCttarget: ε δηαθνξά ησλ Ct κεηαμχ ησλ 

δεηγκάησλ ειέγρνπ θαη άγλσζησλ δεηγκάησλ γηα ην γνλίδην-ζηφρνο, ΓCtref: ε δηαθνξά ησλ Ct 

κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ ειέγρνπ θαη άγλσζησλ δεηγκάησλ γηα ην γνλίδην-αλαθνξάο. Σν γνλίδην 

αλαθνξάο πξέπεη λα είλαη ζηαζεξφ θαη κε ξπζκηδφκελν βάζεη ησλ αιιαγψλ ζηηο δηάθνξεο 

R = (Etarget)
ΓCttarget (control-sample)

 / (Eref) 
ΓCtref (control-sample)
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κεηαβαιιφκελεο ζπλζήθεο. Γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηνπ R πξέπεη λα γίλνληαη αξρηθά αλεμάξηεηεο 

PCR, ψζηε λα ππνινγίδνληαη νη απνδνηηθφηεηεο ησλ γνληδίσλ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηε 

κειέηε, κέζσ ηνπ ηχπνπ Δ = 10
(-1/slope)

. Δλ ζπλερεία, κε ην πέξαο ησλ αληηδξάζεσλ ηεο RΣ-

qPCR, ππνινγίδνληαη νη δηαθνξέο κεηαμχ ησλ θχθισλ πνζνηηθνπνίεζεο (Ct) γηα ην εθάζηνηε 

γνλίδην ζηα δείγκαηα ειέγρνπ θαη αλαθνξάο. Με ην πέξαο ησλ παξαπάλσ δηαδηθαζηψλ, ηα 

δεδνκέλα πνπ ρξεηάδνληαη γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηνπ ιφγνπ ηεο ζρεηηθήο έθθξαζεο ελφο 

γνληδίνπ είλαη δηαζέζηκα (Pfaffl, 2001). 

Σα δεδνκέλα πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηηο κειέηεο ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο δε βξίζθνληαη 

ζπλήζσο ζε θαλνληθή θαηαλνκή φηαλ εθθξάδνληαη κέζσ ζρεηηθψλ πνζνηήησλ. Χζηφζν, γηα 

ηελ πεξαηηέξσ αλάιπζή ηνπο κέζσ δηαθφξσλ δνθηκψλ, φπσο ηα t-test θαη ε αλάιπζε 

δηαζπνξάο (ANOVA), πξέπεη λα εληάζζνληαη ζε θαλνληθέο θαηαλνκέο. Απηφ δηνξζψλεηαη 

κέζσ ινγαξηζκηθήο κεηαηξνπήο ησλ δεδνκέλσλ, ε νπνία νδεγεί ζε απνηειέζκαηα επί ησλ 

θνξψλ αιιαγήο (fold change, FD) πνπ πξνθχπηνπλ θαηά ηε έθθξαζε ησλ ππφ κειέηε 

γνληδίσλ. Ο ινγάξηζκνο πνπ είζηζηαη λα ρξεζηκνπνηείηαη είλαη απηφο κε βάζε ην 2 (log2) θαη 

σο εθ ηνχηνπ (Kubista et al., 2007):  

 

΢ηελ παξνχζα κειέηε, ν ππνινγηζκφο ησλ δηαθνξψλ πνπ παξνπζηάζηεθαλ ζηελ 

έθθξαζε ησλ ππφ κειέηε γνληδίσλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζχκθσλα κε ην καζεκαηηθφ κνληέιν 

ηνπ Pfaffl. Έπεηηα απφ ηελ νινθιήξσζε ησλ αληηδξάζεσλ ηεο RT-qPCR, νη θχθινη 

πνζνηηθνπνίεζεο (Ct) ησλ γνληδίσλ ζηφρσλ θαη ησλ γνληδίσλ αλαθνξάο πνπ είραλ ιεθζεί 

θαηά ηε δηάξθεηα ησλ αληηδξάζεσλ, κεηαθέξζεθαλ ζην πξφγξακκα Excel γηα ηε δηεμαγσγή 

ηεο ζρεηηθήο πνζνηηθνπνίεζε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο. Αθνινχζεζε κία πξνεπεμεξγαζία 

ησλ δεδνκέλσλ θαηά ηελ νπνία εμεηάζηεθαλ φιεο νη Ct γηα αθξαίεο ηηκέο, κέζσ ηεο αλάιπζεο 

Grubbs θη επηπιένλ πξαγκαηνπνηήζεθε αληηθαηάζηαζε δεδνκέλσλ πνπ έιεηπαλ (π.ρ. ιφγσ 

αθξαίσλ ηηκψλ), κε ηε κέζε ηηκή ησλ ηερληθψλ επαλαιήςεσλ πνπ είραλ πξαγκαηνπνηεζεί γηα 

ην ζπγθεθξηκέλν δείγκα. Μεηά ηελ πξνεπεμεξγαζία ησλ δεηγκάησλ, αθνινχζεζε κειέηε ηεο 

ζηαζεξφηεηαο ησλ γνληδίσλ-αλαθνξάο κέζσ ηεο εθαξκνγήο ηνπ Excel, NormFinder 

(Andersen et al., 2004) θαη ελ ζπλερεία πξαγκαηνπνηήζεθαλ ν ππνινγηζκφο ησλ κέζσλ φξσλ 

ησλ ηερληθψλ επαλαιήςεσλ θαη ε νκαινπνίεζε ησλ απνηειεζκάησλ κε ην επηιεγκέλν γνλίδην 

αλαθνξάο θαη ηα δείγκαηα-ειέγρνπ. Απφ ηα δεδνκέλα πνπ πξνέθπςαλ ππνινγίζηεθαλ νη 

ιφγνη ηεο ζρεηηθήο έθθξαζεο ηνπ θάζε γνληδίνπ θαη νη ηηκέο απηέο κεηαηξάπεθαλ ζε ηηκέο 

log2 (fold change). Αθνινχζεζαλ αλάιπζε δηαζπνξάο κε έλα παξάγνληα (one-way ANOVA), 

FD = log2 (R) 
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γηα λα εμεηαζηεί ε επίδξαζε ηνπ ρξφλνπ ζηελ γνληδηαθή έθθξαζε ζε θάζε ζεξκνθξαζηαθή 

ζπλζήθε πνπ κειεηήζεθε θαη αλάιπζε δηαζπνξάο κε δχν παξάγνληεο (two-way ANOVA), 

γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο ζπλδπαζκέλεο επίδξαζεο ηεο ζεξκνθξαζίαο θαη ηνπ ππνζηξψκαηνο 

αλάπηπμεο ζηελ γνληδηαθή έθθξαζε. Δπηπξφζζεηα εθαξκφζηεθε θαη πνιπκεηαβιεηή 

αλάιπζε δηαθχκαλζεο (MANCOVA) γηα ηνλ ίδην ζθνπφ. Ζ ζηαηηζηηθή αλάιπζε 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ρξήζε ηνπ πξνγξάκκαηνο SPSS v15.0 (SPSS Inc., Chicago, Ill., USA).  

Καζφηη ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη ίδηεο ζπλζήθεο αληίδξαζεο γηα ηελ αληίζηξνθε 

κεηαγξαθή θαη ηα δείγκαηα πεξηείραλ ηελ ίδηα ζπλνιηθή πνζφηεηα RNA, ζεσξήζεθε φηη φιεο 

νη κεηξήζεηο ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο αληηδξάζεηο ηεο RT-qPCR, 

ήηαλ ζπγθξίζηκεο (Duquenne et al., 2010). 
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3.2 ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ 

 Μικποβιολογικέρ αναλύζειρ 

΢ηνλ παξαθάησ πίλαθα παξνπζηάδνληαη ηα απνηειέζκαηα ηεο κηθξνβηνινγηθήο 

αλάιπζεο ηνπ πεηξάκαηνο. Οη πιεζπζκνί πνπ θαηαγξάθνληαη είλαη νη κέζνη φξνη θαη εληφο 

παξελζέζεσο ε ηππηθή απφθιηζε. Οη ηηκέο απηέο κεηξήζεθαλ χζηεξα απφ εκβνιηαζκφ κε 7-

7.5 log CFU/mL ή g ηνπ κηθξννξγαληζκνχ Listeria monocytogenes ζε ηεκάρηα αγγνπξηνχ, 

ηνκάηαο, θαξφηνπ θαη ζε ζξεπηηθφ κέζν BHI broth θαη επψαζε ζηηο ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο 

(4, 10 θαη 30 
o
C).  

΢πγθεθξηκέλα, κεηά ηελ επψαζε αθνινχζεζε ε θαηακέηξεζε ησλ απνηθηψλ (colony 

count), πνπ αλαπηχζζνληαη ζην ελνθζαικηζκέλν ζηεξεφ ζξεπηηθφ κέζν. 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. 

 

Πίλαθαο 3. Μεηαβνιέο ηνπ πιεζπζκνχ ηνπ κηθξννξγαληζκνχ L. monocytogenes ζε δσκφ BHI, θαη ζε 

επηθάλεηεο ιαραληθψλ (αγγνχξη, θαξφην θαη ληνκάηα) θαηά ηελ επψαζε ζηνπο 4, 10 θαη 30 
o
C. 

Temperature 

(
o
C) 

Time (h) Growth substrate 

BHI broth Cucumber  Carrot tomato 

4 0 7.23 (0.20)
α 7.15 (0.22) 7.23 (0.25) 7.11 (0.24) 

 0.5 7.35 (0.37) 7.31 (0.31) 7.33 (0.37) 7.17 (0.47) 
 6.0 7.34 (0.40) 7.26 (0.33) 6.56 (0.42) 7.23 (0.52) 
 24.0 7.42 (0.33) 6.79 (0.20) 6.60 (0.24) 6.94 (0.59) 

10 0 7.20 (0.10) 7.22 (0.31) 7.34 (0.21) 7.13 (0.19) 
 0.5 7.36 (0.11) 7.09 (0.38) 7.19 (0.37) 7.36 (0.14) 
 6.0 7.69 (0.13) 6.92 (0.14) 6.60 (0.41) 7.36 (0.51) 
 24.0 8.12 (0.22) 6.99 (0.15) 6.39 (0.51) 7.21 (0.38) 

30 0 7.20 (0.13) 7.52 (0.35) 7.38 (0.27) 7.34 (0.21) 
 0.5 7.65 (0.10) 7.77 (0.12) 7.51 (0.33) 7.44 (0.27) 
 6.0 8.19 (0.27) 8.28 (0.30) 6.73 (0.39) 7.20 (0.37) 
 24.0 9.00 (0.12) 8.25 (0.32) 6.86 (0.40) 7.20 (0.40) 
α
: (log CFU mL-1 ή g-1). 
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 Μελέηη γονιδιακήρ έκθπαζηρ 

Πξνζδηνξηζκφο απνδνηηθφηεηαο ηεο κεζφδνπ (Efficiency) 

Έπεηηα απφ ηελ δηαδηθαζία πνπ πεξηγξάθεθε ζην αληίζηνηρν θεθάιαην (βι ζει 59) 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. 

 

ΓΟΝΗΓΗΑ Efficiency 

IGS 2.03 

sigB 2.13 

plcA 1.94 

plcB 2 

hlyA 1.98 

inlA 2.12 

inlB 2.04 

inlC 2.06 

inlJ 2.03 

prfA 2.09 

Πίλαθαο 4. Γνλίδηα πνπ κειεηήζεθαλ θαη απνδνηηθφηεηα κεζφδνπ 

 

 REAL TIME PCR 

     Ζ 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).  Ύζηεξα απφ 

ζηαηηζηηθή αλάιπζε ησλ δεδνκέλσλ ηεο Real Time PCR (ηηκέο Ct ησλ δεηγκάησλ), ην γνλίδην 

αλαθνξάο κε ηελ θαιχηεξε ηηκή ζηαζεξφηεηαο έθθξαζεο ππνινγίζηεθε ην IGS, ην νπνίν 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηηο ζπγθξίζεηο ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ πεηξάκαηνο. Οη ηηκέο 

ζηαζεξφηεηαο έθθξαζεο (Stability value) γηα ηα γνλίδηα αλαθνξάο IGS, 16S θαη rpob 

ππνινγίζηεθαλ φηη είλαη 0,023, 0,261 θαη 0,056, αληίζηνηρα.   
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Απνηειέζκαηα βάζεη ηνπ καζεκαηηθνχ ηχπνπ θαηά Pfaffl 

Ύζηεξα απφ ηελ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηεο κεζφδνπ Real Time PCR 

παξαηεξήζεθαλ νη κεηαβνιέο ζηελ έθθξαζε ησλ γνληδίσλ παζνγέλεηαο ζε ζρέζε κε ηελ 

αληίζηνηρε έθθξαζή ηνπο ζην ζξεπηηθφ δσκφ θαη ζηηο θπηηθέο επηθάλεηεο θαη ζε ζρέζε κε ηε 

ζεξκνθξαζία θαη ρξφλν επψαζεο. Ζ έθθξαζε επεξεάζηεθε ζε φια ηα ππφ κειέηε γνλίδηα.  

΢ηα παξαθάησ δηαγξάκκαηα παξνπζηάδνληαη ζπλνιηθά ηα απνηειέζκαηα 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 αλάινγα 

κε ηελ ζεξκνθξαζία θαη ην ρξφλν επψαζεο γηα θάζε ζξεπηηθφ ππφζηξσκα (BHI, αγγνχξη, 

ηνκάηα, θαξφην). ΢χκθσλα κε ηε κέζνδν Pfaffl φηαλ ε έθθξαζε είλαη πάλσ απφ 2 ζεσξνχκε 

φηη ην γνλίδην ππέξ-εθθξάδεηαη, ελψ φηαλ ε έθθξαζε είλαη θάησ απφ -2 ζεσξνχκε φηη ην 

γνλίδην ππνεθθξάδεηαη.  

 

 

3.2.1  Ζ επίδξαζε ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηε ζρεηηθή έθθξαζε ηωλ γνληδίωλ (prfA, sigB, 

hly, plcA, plcB, inlA, inlB, inlC θαη inlJ). 

 

 

΢ηα δηαγξάκκαηα 1 έσο 9 θαίλεηαη ε επίδξαζε ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηε ζρεηηθή έθθξαζε 

ησλ prfA, sigB, hly, plcA, plcB, inlA, inlB, inlC θαη inJ θαηά ηελ αλάπηπμε ηνπ ζηειέρνπο L. 

monocytogenes LQC 15257 ζε BHI,  αγγνχξη, θαξφην θαη ληνκάηα ζηνπο 4, 10 θαη 30 
o
C. Οη κπιε 

ξάβδνη αληηπξνζσπεχνπλ ην ρξφλν επψαζεο ζηε 0 h, νη θφθθηλεο ξάβδνη ζηε 0,5 h, νη πξάζηλεο 

ξάβδνη ζε ρξφλν 6 h θαη νη κσβ ξάβδνη ζε ρξφλν 24 h. Οη ξάβδνη ζθάικαηνο αληηπξνζσπεχνπλ 

ηελ ηππηθή απφθιηζε ηεο κέζεο ηηκήο. Πξαγκαηνπνηήζεθαλ έμη ζπγθξίζεηο (sample vs control) γηα 

θάζε γνλίδην παζνγέλεηαο θαη γηα ηηο ηξεηο ζεξκνθξαζίεο (4, 10 θαη 30 
o
C) ζηνπο ρξφλνπο 

επψαζεο πνπ κειεηήζεθαλ. 
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          ΢ην δηάγξακκα 1 παξαηεξείηαη ππεξέθθξαζε ηνπ sigB ζηνπο 4
ν
C γηα ην αγγνχξη 

(sample) ζε ζρέζε κε ηε ηνκάηα (control) ζηε 0 h ρξφλν επψαζεο θαη κεγαιχηεξε 

ππεξέθθξαζε (6 θνξέο πεξηζζφηεξν) ζηηο 24 h, γηα ην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ην broth ζηε 0 h 

θαη γηα θαξφην ζε ζρέζε κε ηε ηνκάηα ζηηο 24 h, ελψ ππνέθθξαζε ζηνπο  4
ν
C γηα ηε ηνκάηα 

ζε ζρέζε κε ην broth ζηηο 24 h θαη γηα ην θαξφην ζε ζρέζε κε ην αγγνχξη ζηε 0 h θαζψο θαη 

κηθξή κεηαβνιή κείσζεο έθθξαζεο ζηνπο 30
ν
C γηα ηε ηνκάηα ζε ζρέζε κε ην broth ζηε 0,5 h. 

 

 

Γιάγπαμμα 1: Δπίδπαζη ηηρ θεπμοκπαζίαρ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος sigB 

 

΢ην δηάγξακκα 2 παξαηεξείηαη ππεξέθθξαζε ηνπ prfA ζηνπο 4
ν
C γηα ηε ηνκάηα ζε ζρέζε 

κε ην broth ζηε 0,5 h, γηα ην θαξφην ζε ζρέζε κε ηε ηνκάηα ζηηο 24 h, γηα ην αγγνχξη ζε ζρέζε κε 

ηε ηνκάηα ζηηο 24 h θαη ζηνπο 10
ν
C γηα ην θαξφην ζε ζρέζε κε ην αγγνχξη ζηε 0,5 h. Αληίζεηα 

έρνπκε ππνέθθξαζε ζηνπο 4
ν
C γηα ηε ηνκάηα ζε ζρέζε κε ην broth ζηηο 24 h, γηα ην θαξφην ζε 

ζρέζε κε ηε ηνκάηα ζηνπο ρξφλνπο επψαζεο 0 h, 0.5, θαη 6 h θαη γηα ην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ηε 
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ηνκάηα γηα ηνπο ίδηνπο ρξφλνπο επψαζεο θαζψο θαη ζηνπο 30
ν
C θαη 10

ν
C γηα ην αγγνχξη ζε ζρέζε 

κε ηε ηνκάηα θαη ζηνπο 10
ν
C γηα  ην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ην broth ζε ρξφλνο επψαζεο 0,5 h. 

 

Γιάγπαμμα 2: Δπίδπαζη ηηρ θεπμοκπαζίαρ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος prfA. 
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Γιάγπαμμα 3: Δπίδπαζη ηηρ θεπμοκπαζίαρ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος plcA 

΢ην δηάγξακκα 3 παξαηεξείηαη ππεξέθθξαζε ηνπ plcA γηα ην θαξφην ζε ζρέζε κε ην 

broth ζηνπο 30
ν
C ζε ρξφλν επψαζεο 0,5 θαη 6 h θαη ζηνπο 10

ν
C ζηηο 24 h, γηα ην θαξφην ζε 

ζρέζε κε ηε ηνκάηα ζηνπο 4
ν
C ζηηο 24 h, ζηνπο 10

ν
C επίζεο ζε ρξφλν επψαζεο 24 h θαη 

ζηνπο 30
ν
C ζην ρξφλν επψαζεο 0,5 θαη 6 h. Παξνπζηάζηεθε, επίζεο, ππεξέθθξαζε ζηνπο 4

ν
C 

γηα ην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ηε ηνκάηα ζηηο 24 h. ΢εκαληηθή ππεξέθθξαζε παξαηεξείηαη 

ζηνπο 10
ν
C θαη 30

ν
C γηα ην θαξφην ζε ζρέζε κε ην αγγνχξη ζηηο 24 h θαη 6 h αληίζηνηρα. 

Τπνέθθξαζε παξαηεξείηαη γηα ην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ην broth ζηνπο 10
ν
C θαη γηα ηε 

ηνκάηα ζε ζρέζε κε ην broth ζηνπο 4
ν
C γηα ην ρξφλν επψαζεο 24 h. Όπσο θαη ζηνπο 10

ν
C γηα 

ην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ηε ηνκάηα θαηά ηνπο ρξφλνπο επψαζεο 24 θαη 0,5 h. 

΢ην δηάγξακκα 4 παξαηεξείηαη ππεξέθθξαζε ηνπ plcΒ ζηνπο 4
ν
C γηα ην θαξφην ζε 

ζρέζε κε ηε ηνκάηα ζηηο 24 h θαη γηα ηε ηνκάηα ζε ζρέζε κε ην broth ζηε 0,5 h θαη ζηηο 6 h, 

ζηνπο 10
ν
C ζηε 0 h θαη ζηηο 24 h ζην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ην broth θαη ζηνπο 30

ν
C γηα ην 

αγγνχξη ζε ζρέζε κε ην broth ζην ρξφλν επψαζεο 0 h. Τπεξέθθξαζε, παξαηεξείηαη επίζεο, 

ζηνπο 10
ν
C γηα ην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ηε ηνκάηα ζηηο 24 h θαη ζηνπο 30

ν
C γηα ην αγγνχξη ζε 

ζρέζε κε ηε ηνκάηα ζηε 0 h. Τπνέθθξαζε παξαηεξείηαη ζηνπο 4
ν
C γηα ην αγγνχξη ζε ζρέζε 
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κε ην broth ζηνπο ρξφλνπο επψαζεο 0 h θαη 24 h. Οκνίσο ζηνπο 4
ν
C γηα ην θαξφην ζε ζρέζε 

κε ην broth ζηηο 0h θαη 6 h, γηα ην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ηε ηνκάηα ζηηο 6 h, γηα ην θαξφην ζε 

ζρέζε κε ην αγγνχξη ζηνπο 4
ν
C θαη 30

ν
C ζε ρξφλνπο επψαζεο 6 h θαη 0 h αληίζηνηρα. 

Τπνέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ παξαηεξείηαη επίζεο ζηνπο 4
o
C γηα ηε ηνκάηα ζε ζρέζε κε ην 

broth ζηηο 0 θαη 24 h θαζψο θαη γηα ην θαξφην ζε ζρέζε κε ηε ηνκάηα ζηηο 6 h. Σέινο, κηθξή 

κείσζε έθθξαζεο παξνπζηάζηεθε ζηνπο 10
ν
C γηα ην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ην broth ζηε 0,5 h 

θαη γηα ην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ηε ηνκάηα  ζηνλ ίδην ρξφλν επψαζεο. 

 

Γιάγπαμμα 4: Δπίδπαζη ηηρ θεπμοκπαζίαρ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος plcB. 

΢ην δηάγξακκα 5 παξαηεξείηαη ππνέθθξαζε ηνπ hly ζρεδφλ ζε θάζε ζχγθξηζε εθηφο 

απφ: ηνπο 10
ν
C γηα ην  αγγνχξη ζε ζρέζε κε ηε ηνκάηα θαη γηα ην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ην  

broth ζηηο 6 h, ηνπο 4
ν
C γηα ην θαξφην ζε ζρέζε κε ην broth ζηε 0 h, γηα ην θαξφην ζε ζρέζε 

κε ηε ηνκάηα ζηηο 24 h, γηα ην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ηε ηνκάηα ζηηο 24 h θαη γηα ηε ηνκάηα ζε 

ζρέζε κε ην broth ζηνπο ρξφλνπο επψαζεο 0 h, 0,5h θαη 6 h, φπνπ παξαηεξείηαη 

ππεξέθθξαζε. Σέινο, ξχζκηζε αχμεζεο παξαηεξείηαη ζηνπο 30
ν
C γηα ηε ηνκάηα ζε ζρέζε κε 
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ην broth ζηηο 0,5 h θαη 6 h θαη γηα ην θαξφην ζε ζρέζε κε ην αγγνχξη ζε φιεο ηηο 

ζεξκνθξαζίεο κε ζεκαληηθή κεηαβνιή ζηνπο 4
o
C ζηε 0 h θαη ζηνπο 30

o
C ζηηο 24 h.

 

Γιάγπαμμα 5: Δπίδπαζη ηηρ θεπμοκπαζίαρ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος hly. 

 

΢ην δηάγξακκα 6 παξαηεξείηαη ππνέθθξαζε ηνπ inlA ζρεδφλ ζε θάζε ζχγθξηζε εθηφο απφ ηε ηνκάηα 

ζε ζρέζε κε ην broth ζηνπο 4
ν
C ζηηο 0,5 h, 6 h θαη ζηνπο 10

ν
C ζηε 0 h φπνπ παξαηεξείηαη ζεκαληηθή 

ππεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ. ΢εκαληηθή κεηαβνιή ξχζκηζεο κείσζεο παξαηεξείηαη ζην θαξφην ζε ζρέζε κε 

ηελ ηνκάηα ζηνπο 4
ν
C ζηηο 0,5 h θαη 6 h, ζηνπο 10

o
C ζηε 0 h, ζην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ηε ηνκάηα ζηνπο 4

ν
C 

ζηηο 0,5 h θαη 6 h, ζηνπε 10
o
C ζε ρξφλνο επψαζεο 0,5 h θαη 0 h θαη ζηνπο 30

o
C ζηηο 0,5 h θαη 6 h.  
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Γιάγπαμμα 6: Δπίδπαζη ηηρ θεπμοκπαζίαρ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος inlA. 

 

Γιάγπαμμα 7: Δπίδπαζη ηηρ θεπμοκπαζίαρ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος inlB. 



80 

 

΢ην δηάγξακκα 7 παξαηεξείηαη ππνέθθξαζε ηνπ inlB ζρεδφλ ζε θάζε ζχγθξηζε κε κεγαιχηεξε 

κεηαβνιή ζηνπο 4
ν
C ζηε ηνκάηα ζε ζρέζε κε ην broth ζηηο 24 h θαη ζηνπο 4

o
C γηα ην θαξφζην ζε ζρέζε κε 

ηελ ηνκάηα ζηηο 6 h. ΢εκαληηθή ππεξέθθξαζε παξαηεξείηαη ζηε ηνκάηα ζε ζρεζε κε ην broth ζηνπο 4
ν
C 

ζηηο 6 h θαη ζην θαξφην ζε ζρέζε κε ηελ ηνκάηα ζηνπο 4
o
C ζηηο 24 h. 

΢ην δηάγξακκα 8 παξαηεξείηαη ππεξέθθξαζε ηνπ inlC ζηνπο 4
ν
C γηα ην θαξφην ζε ζρέζε κε ηε 

ηνκάηα θαη γηα ην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ηε ηνκάηα ζηηο 24 h,  γηα ηε ηνκάηα ζε ζρέζε κε ην broth ζηηο 0,5 h 

θαη 6 h θαη ζηνπο 10
ν
C ζηηο 24 h ζην θαξφην ζε ζρέζε κε ην αγγνχξη. Τπνέθθξαζε παξαηεξείηαη ζηνπο 

10
ν
C ζην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ηε ηνκάηα ζηηο 0,5 h θαη 6 h, ζηνπο 4

o
C ζηε ηνκάηα ζε ζρέζε κε ην broth 

ζηηο 24 h. Όπσο θαη ζηνπο 10
ν
C ζην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ην broth ζηηο 0,5 h θαη 24 h. 

 

 

Γιάγπαμμα 8: Δπίδπαζη ηηρ θεπμοκπαζίαρ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος inlC. 
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΢ην δηάγξακκα 9 παξαηεξείηαη ππεξέθθξαζε ηνπ inlJ ζηνπο 4
ν
C ζην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ην broth 

ζηηο 6 h, ζην αγγνχξη ζε ζρέζε κε ηελ ηνκάηα ζηηο 24 h, ζην θαξφην ζε ζρέζε κε ηελ ηνκάηα ζηηο 24 h, ζην 

θαξφην ζε ζρέζε κε ην broth ζηηο 6 h επψαζεο θαη ζηε ηνκάηα ζε ζρέζε κε ην broth επίζεο ζηηο 6 h. 

Τπνέθθξαζε παξαηεξείηαη ζηνπο 4
ν
C ζηε ηνκάηα ζε ζρέζε κε ην broth ζηηο 24 h επψαζεο θαη ζην θαξφην 

ζε ζρέζε κε ην αγγνχξη.ζηηο 24 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Γιάγπαμμα 9: Δπίδπαζη ηηρ θεπμοκπαζίαρ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος inlj. 
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3.2.2  Ζ επίδξαζε ηνπ ηύπνπ ηνπ ππνζηξώκαηνο ζηε ζρεηηθή έθθξαζε ηωλ γνληδίωλ (prfA, sigB, hly, 

plcA, plcB, inlA, inlB, inlC θαη inlJ). 

 

΢ηα δηαγξάκκαηα 10 έσο 18 θαίλεηαη ε επίδξαζε ηνπ ηχπνπ ηνπ ππνζηξψκαηνο ζηε ζρεηηθή 

έθθξαζε ησλ prfA, sigB, hly, plcA, plcB, inlA, inlB, inlC θαη inJ θαηά ηελ αλάπηπμε ηνπ ζηειέρνπο L. 

monocytogenes LQC 15257 ζε BHI,  αγγνχξη, θαξφην θαη ληνκάηα ζηνπο 4
 O

C, 10
O
C θαη 30

O
C. Οη κπιε 

ξάβδνη αληηπξνζσπεχνπλ ην ρξφλν επψαζεο ζηε 0 h νη θφθθηλεο ξάβδνη ζηε  0,5 h, νη πξάζηλεο ξάβδνη ζε 

ρξφλν 6 h θαη νη κσβ ξάβδνη ζε ρξφλν 24 h.  Οη ξάβδνη ζθάικαηνο αληηπξνζσπεχνπλ ηελ ηππηθή απφθιηζε 

ηεο κέζεο ηηκήο. Οκνίσο κε ηελ επίδξαζε ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηελ έθθξαζε ησλ γνληδίσλ, 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξεηο ζπγθξίζεηο κεηαμχ ησλ ζεξκνθξαζηψλ γηα θάζε ππφζηξσκα πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζην πείξακα. 

΢ην δηάγξακκα 10 δελ παξαηεξείηαη ζεκαληηθή κεηαβνιή ζηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ sigB. 

Δκθαλήο ππεξέθθξαζε παξαηεξείηαη ζηε ηνκάηα ζηνπο 10
ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο  4

ν
C θαη ζηνπο 30

ν
C ζε 

ζρέζε κε ηνπο 4
ν
C ζηηο 24 h. Τπνέθθξαζε παξνπζηάδεηαη ζην αγγνχξη ζηνπο 30

ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 4

ν
C 

ζηε 0 h. 

΢ην δηάγξακκα 11 δελ παξαηεξείηαη ζεκαληηθή κεηαβνιή ζηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ prfA. 

Τπεξέθθξαζε θαίλεηαη λα έρεη θπξίσο ζηε ηνκάηα ζηνπο 10
ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο  4

ν
C θαη ζηνπο 30

ν
C ζε 

ζρέζε κε ηνπο  4
ν
C ζηηο 24 h. ΢εκαληηθή ππνέθθξαζε παξαηεξείηαη ζηε ηνκάηα ζηνπο 30

ν
C ζε ζρέζε κε 

ηνπο  4
ν
C  ζε ρξφλν επψαζεο 6 h.  

 

Γιάγπαμμα 10: Δπίδπαζη ηος ηύπος ηος ςποζηπώμαηορ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος sigB. 
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΢ην δηάγξακκα 12 παξαηεξείηαη ππεξέθθξαζε ηνπ plcA ζην θαξφην ζηνπο 30
ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 

4
ν
C ζηηο 0,5 h θαη 6 h θαη ζηνπο 30

ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 10

ν
C ζηηο 0,5 h θαη 6 h. Ρχζκηζε αχμεζεο 

παξαηεξείηαη ζηε ηνκάηα ζηνπο 10
ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 4

ν
C θαη ζηνπο 30

ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 4

ν
C ζηηο 24 h. 

Τπνέθθξαζε παξαηεξείηαη ζην θαξφην ζηνπο 30
ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 10

ν
C ζηηο 24 h. 

 

Γιάγπαμμα 12: Δπίδπαζη ηος ηύπος ηος ςποζηπώμαηορ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος plcA 

Γιάγπαμμα 11: Δπίδπαζη ηος ηύπος ηος ςποζηπώμαηορ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος prfA. 
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΢ην δηάγξακκα 13 παξαηεξείηαη κεγαιχηεξε ππεξέθθξαζε ηνπ plcB ζην θαξφην ζηνπο 10
o
C ζε 

ζρέζε κε ηνπο 4
o
C θαη ζηνπο 30

o
C ζε ζρέζε κε ηνπο 4

o
C ζηηο 6 h. Οκνίσο ζην θαξφην θαη ζηε ηνκάηα ζηνπο 

10
o
C ζε ζρέζε κε ηνπο 4

o
C ζηηο 24 h. Τπνέθθξαζε παξαηεξείηαη ζην broth ζηνπο 10

ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 

4
ν
C θαη ζηνπο 30

ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 4

ν
C ζηε 0 h θαη ζην αγγνχξη ζηνπο 30

ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 10

ν
C ζηηο 

24 h.  

Γιάγπαμμα 13: Δπίδπαζη ηος ηύπος ηος ςποζηπώμαηορ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος plcB. 
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΢ην δηάγξακκα 14 δελ παξαηεξείηαη ζεκαληηθή κεηαβνιή ηεο έθθξαζεο. Τπεξέθθξαζε ηνπ hly 

παξαηεξείηαη θπξίσο ζηε ηνκάηα ζηνπο 10
o
C ζε ζρεζε κε ηνπο 4

o
C ζηηο 24 h θαη ζηνπο 30

o
C ζε ζρέζε κε 

ηνπο 4
o
C ζηηο 24 h. Ρχζκηζε κείσζεο παξαηεξείηαη ζην broth ζηνπο 30

ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 10

ν
C γηα φινπο 

ηνπο ρξφλνπο επψαζεο εθηφο απφ ηηο 24 h, ζην θαξφην ζηνπο 10
ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 4

ν
C ζηηο 0 h θαη 6 h θαη 

ζηνπο 30
ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 4

ν
C ζηε 0 h, ζην αγγνχξη ζηνπο 30

ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 10

ν
C ζηηο 6 h. 

Γιάγπαμμα 14: Δπίδπαζη ηος ηύπος ηος ςποζηπώμαηορ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος hly. 
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΢ην δηάγξακκα 15 παξαηεξείηαη ππεξέθθξαζε ηνπ inlA ζηε ηνκάηα ζηνπο 10
ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 

4
ν
C ζηηο 24 h. Αληίζεηα, έρνπκε ππνέθθξαζε ζηνπο 10

ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 4

ν
C ζηε ηνκάηα ζε ρξφλν 

επψαζεο 6 h.  

 

΢ην δηάγξακκα 16 παξαηεξείηαη ππεξέθθξαζε ηνπ inlB ζηε ηνκάηα ζηνπο 10
ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 

4
ν
C θαη ζηνπο 30

ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 4

ν
C ζηηο 24 h . Αληίζεηα, έρνπκε ππνέθθξαζε ζηνπο 10

ν
C ζε ζρέζε 

κε ηνπο 4
ν
C ζηε ηνκάηα ζηηο 6 h επψαζεο. 

Γιάγπαμμα 15: Δπίδπαζη ηος ηύπος ηος ςποζηπώμαηορ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος inlA. 
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Γιάγπαμμα 16: Δπίδπαζη ηος ηύπος ηος ςποζηπώμαηορ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος inlB. 

 

΢ην δηάγξακκα 17 παξαηεξείηαη ππεξέθθξαζε ηνπ inlC ζην αγγνχξη ζηνπο 30
ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 

10
ν
C ζηηο 0,5 h θαη 24 h,ζηε ηνκάηα ζηνπο 10

ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 4

ν
C ζηηο 24 h θαη ζηνπο 30

ν
C ζε ζρέζε 

κε ηνπο 4
ν
C ζηηο 24 h θαζψο θαη ζηνπο 10

ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο  4

ν
C  θαη 30

ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο  4

ν
C ζην 

broth ζε ρξφλν επψαζεο 6 h. Αληίζεηα έρνπκε ππνέθθξαζε ζηνπο 10
ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο  4

ν
C ζην αγγνχξη 

ζε ρξφλνο επψαζεο 0,5 h. 

΢ην δηάγξακκα 18 παξαηεξείηαη ππεξέθθξαζε ηνπ inlJ ζην αγγνχξη ζηνπο 30
ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 

10
ν
C ζηε 0,5 h,ζηε ηνκάηα ζηνπο 10

ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 4

ν
C  θαη ζηνπο 30

ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 4

ν
C ζηηο 24 

h. Ρχζκηζε αχμεζεο έρνπκε επίζεο ζηνπο 10
ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 4

ν
C  θαη ζηνπο 30

ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 4

ν
C 

ζην broth ζηηο 6 h. Αληίζεηα, έρνπκε ππνέθθξαζε ζηνπο 10
ν
C ζε ζρέζε κε ηνπο 4

ν
C ζην αγγνχξη ζηηο 24 h. 
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Γιάγπαμμα 17: Δπίδπαζη ηος ηύπος ηος ςποζηπώμαηορ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος inlC. 

 

 

Γιάγπαμμα 18: Δπίδπαζη ηος ηύπος ηος ςποζηπώμαηορ ζηην έκθπαζη ηος γονιδίος inlJ. 
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3.3 ΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ-΢ΤΜΠΔΡΑ΢ΜΑΣΑ 

΢ηελ παξνχζα εξγαζία εμεηάζηεθε ε έθθξαζε γνληδίσλ παζνγέλεηαο ηνπ 

βαθηεξίνπ Listeria monocytogenes θαηά ηε δηάξθεηα αλάπηπμήο ηνπ ζε πγξφ ζξεπηηθφ 

κέζν θαζψο θαη ζηελ επηθάλεηα ηνκάηαο, θαξφηνπ θαη αγγνπξηνχ, ζε δηαθνξεηηθέο 

ζεξκνθξαζίεο. Γηα ην ζθνπφ απηφ, ην παζνγφλν L. monocytogenes ζηέιερνο LQC 

15257 νξφηππνο 4b απνκνλσκέλν απφ θξάνπια, ελνθζαικίζηεθε ζε πγξφ ζξεπηηθφ 

πιηθφ BHI (10
8 

CFU/mL) θαζψο θαη ζηελ επηθάλεηα ηεκαρίσλ ηνκάηαο, θαξφηνπ θαη 

αγγνπξηνχ (10
8 

CFU/g). Αθνινχζεζε επψαζε ζε ηξεηο ζεξκνθξαζίεο 4, 10 θαη 30 
o
C 

θαηά ηε δηάξθεηα ηεο νπνίαο πξαγκαηνπνηήζεθε δεηγκαηνιεςία ακέζσο κεηά ηνλ 

ελνθζαικηζκφ (0 h) θαζψο θαη κεηά απφ 0.5, 6 θαη 24 h. Σα δείγκαηα απηά 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ ζπγθξηηηθή κειέηε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ 

παζνγέλεηαο prfA, sigB, hly, plcA, plcB, inlA, inlB, inlC, inlJ κε εθαξκνγή ηεο 

κεζφδνπ RT-qPCR, ρξεζηκνπνηψληαο σο γνλίδηα αλαθνξάο ηα 16S, rpob θαη IGS. 

Ύζηεξα απφ ζηαηηζηηθή αλάιπζε ησλ δεδνκέλσλ ηεο Real Time PCR (ηηκέο Ct ησλ 

δεηγκάησλ), ην γνλίδην αλαθνξάο κε ηελ θαιχηεξε ηηκή ζηαζεξφηεηαο έθθξαζεο 

ππνινγίζηεθε ην IGS, ην νπνίν ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηηο ζπγθξίζεηο ησλ 

απνηειεζκάησλ ηνπ πεηξάκαηνο. Οη ηηκέο ζηαζεξφηεηαο έθθξαζεο (Stability value) 

γηα ηα γνλίδηα αλαθνξάο IGS, 16S θαη rpob ππνινγίζηεθαλ φηη είλαη 0,023, 0,261 θαη 

0,056 αληίζηνηρα.   

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).. Οη θνξπθέο πνπ εκθαλίδνληαη ζηελ θακπχιε ηήμεο αληηζηνηρνχλ ζηα 

πξντφληα πνπ έρνπλ εληζρπζεί κε ηελ αληίδξαζε θαη είλαη αλάινγεο ησλ δσλψλ ζηελ 

ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα αγαξφδεο. ΢πλεπψο, απηή ε αλάιπζε ζην ηέινο ηνπ 

πεηξάκαηνο είλαη ζεκαληηθή, γηαηί επηηξέπεη ηνλ πνηνηηθφ έιεγρν ησλ πξντφλησλ. 

΢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 
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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 ζηελ γνληδηαθή έθθξαζε, παξαηεξήζεθε κεηαβνιή ζε φια ηα 

ππφ κειέηε γνλίδηα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ παζνγέλεηα ηνπ ζηειέρνπο LQC 15257 

(νξφηππνο 4b) ηνπ παζνγφλνπ L. monocytogenes φηαλ εθηέζεθε ζηελ επηθάλεηα 

ηεκαρίσλ ηνκάηαο, θαξφηνπ θαη αγγνπξηνχ (10
8 

CFU/g), θαζψο θαη ζε πγξφ ζξεπηηθφ 

ππφζηξσκα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο κάξηπξαο BHI (10
8 

CFU/mL). Σελ έθθξαζε, 

επηπξνζζέησο, επεξέαζαλ νη ρξφλνη (0, 0,5 , 6 θαη 24 ψξεο) θαη νη ζεξκνθξαζίεο (4, 

10 θαη 30 
o
C) επψαζεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ην πείξακα. Παξαηεξήζεθε 

ηδηαίηεξε ζπκπεξηθνξά έθθξαζεο ησλ γνλίδησλ ζηα ηξφθηκα ζε ζρέζε κε ηελ 

ζεξκνθξαζία θάηη πνπ έξρεηαη ζε αληίζεζε κε παιαηφηεξεο κειέηεο (de las Heras, et 

al., 2011), νη νπνίεο ππνζηεξίδνπλ ηελ επηξξνή ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηελ 

κνιπζκαηηθφηεηα ηεο L. monocytogenes κφλν εληφο ηνπ μεληζηή. Πην ζπγθεθξηκέλα 

κφλν ηα inlC θαη inlJ παξνπζίαζαλ ην ίδην κνηίβν έθθξαζεο θαη ζπγθεθξηκέλα 

εκθάληζαλ ξχζκηζε κείσζεο (downregulation) φηαλ ην παζνγφλν αλαπηχρζεθε ζε 

αγγνχξη θαη ηνκάηα ζηνπο 10 θαη 4 
ν
C, αληίζηνηρα. Ζ κεηαγξαθή ηνπ γνληδίνπ hly 

επεξεάζηεθε πεξηζζφηεξν απφ ηηο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο πνπ εθαξκφζηεθαλ 

εκθαλίδνληαο ξχζκηζε κείσζεο θαηά ηελ αλάπηπμε ζε αγγνχξη ζηνπο 10 θαη 30 
o
C, ζε 

ηνκάηα ζηνπο 4 θαη 10 
o
C θαη ζε θαξφην ζηνπο 10 

o
C, ελψ εκθάληζε ξχζκηζε αχμεζεο 

(upregulation) θαηά ηελ αλάπηπμε ζε ηνκάηα ζηνπο 30 
o
C θαη ζε θαξφην ζηνπο 4 

o
C. 

΢ε πξνεγνχκελεο κειέηεο κε ζθνπφ ηελ κειέηε έθθξαζεο γνληδίσλ ηεο L. 

monocytogenes βιέπνπκε πσο ην γνλίδην hly είλαη πάιη απηφ πνπ επεξεάδεηαη 

πεξηζζφηεξν απφ ηηο πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο κε ραξαθηεξηζηηθφ παξάδεηγκα ηελ 

κειέηε ηεο Rantsiou et. al., 2011, θαηά ηελ νπνία ην γνλίδην απηφ έρεη ππεξέθθξαζε 

ζε φια ηα ππφ κειέηε πξντφληα κε ηε κεγίζηε ζε δπκνχκελα αιιαληηθά. 

Αληίζεηα, ηα γνλίδηα sigB θαη prfA επεξεάζηεθαλ πνιχ ιηγφηεξν 

εκθαλίδνληαο ξχζκηζε κείσζεο θαηά ηελ αλάπηπμε ζε ηνκάηα ζηνπο 4 
o
C θαη ζε 



91 

 

αγγνχξη ζηνπο 10 
o
C, αληίζηνηρα. Γηα ην γνλίδην sigB ίζσο ήηαλ αλακελφκελε ε 

ππνέθθξαζε θαζψο είλαη ππεχζπλν γηα ηε θσδηθνπνίεζε ηνπ παξάγνληα ζ
Β 

ν νπνίνο 

ζρεηίδεηαη κε ηελ επηβίσζε ηνπ βαθηεξίνπ ζε αξθεηά φμηλα πεξηβάιινληα  (Ferreira et 

al., 2001, Sue et al., 2004). Δπίζεο είλαη γλσζηφ πσο ππάξρεη ζχλδεζε ηεο έθθξαζεο 

ησλ γνληδίσλ κνιπζκαηηθφηεηαο. Πην ζπγθεθξηκέλα έρεη αλαθεξζεί ζηε βηβιηνγξαθία 

πσο ε πξσηεΐλε PrfA ε νπνία ζπληνλίδεη ηελ κεηαγξαθή ηνπ γνληδηαθνχ 

ζπκπιέγκαηνο ηνπ prfA πνπ πεξηιακβάλεη θαη ηα γνλίδηα hlyA, actA θαη inlA 

δπζιεηηνπξγεί ζε ζεξκνθξαζίεο ππφ ηνπο 30
ν
C (Johansson et al., 2002). Γη‟ απηφ ην 

ιφγν πηζαλψο ζηε πεξίπησζε ηεο ππνέθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ prfA λα επεξεάδεηαη 

αξλεηηθά θαη ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ inlA. Δπίζεο, παξφκνηα ζπκπεξηθνξά 

(downregulation) ζηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ prfA ησλ ζηειερψλ ηεο Listeria 

monocytogenes CCUG 3998 θαη 442 παξνπζηάζηεθε ζε πείξακα κε ζξεπηηθφ 

ππφζηξσκα σκφ ζνινκφ ζε ζεξκνθξαζία αλάπηπμεο 4
ν
C θαη ρξφλν επψαζεο 24 ψξεο 

(Samuel Duodu et. al., 2010) 

Απφ ηα παξαπάλσ βιέπνπκε ζεκαληηθή δηαθνξά ζηελ έθθξαζε ησλ 

παζνγφλσλ γνληδίσλ αλάκεζα ζηα ηξφθηκα, κε ην αγγνχξη λα θαίλεηαη πσο δελ επλνεί 

ζηελ αλάπηπμε ηνπ βαθηεξίνπ, ελψ ζηε ηνκάηα θαη ην θαξφην λα έρνπκε κηα πνηθηιία 

απνηειεζκάησλ θαη ζηε ηνκάηα ζπγθεθξηκέλα λα επεξεάδεηαη ν βαζκφο έθθξαζεο 

απφ ηελ αιιαγή ζεξκνθξαζίαο.  

Σα απνηειέζκαηα απηά ππνδεηθλχνπλ φηη αβηνηηθνί παξάγνληεο δχλαληαη λα 

επεξεάδνπλ ηελ έθθξαζε ησλ ππφ κειέηε γνληδίσλ παζνγέλεηαο, επηζεκαίλνπλ ηελ 

πεξηπινθφηεηα ηνπ θαηλνκέλνπ ηεο ξχζκηζεο ησλ γνληδίσλ θαη δηεπθνιχλνπλ ηελ 

θαηαλφεζε ηεο θπζηνινγίαο ηνπ ελ ιφγσ παζνγφλνπ θαηά ηε αλάπηπμή ηνπ ζε 

ηξφθηκν σο ππφζηξσκα 

΢πκπεξαζκαηηθά, ε παξνχζα κεηαπηπρηαθή κειέηε θαζψο θαη ε εξγαζία ησλ 

Hadjilouka et al., 2015, απνηεινχλ ηηο κνλαδηθέο έξεπλεο γηα ηελ έθθξαζε γνληδίσλ 

παζνγέλεηαο ηνπ βαθηεξίνπ L. monocytogenes ζηέιερνο LQC 15257 νξφηππνο 4b ζε 

ππνζηξψκαηα θξνχησλ θαη ιαραληθψλ πνπ πξνζθέξνπλ ηε δπλαηφηεηα γηα πεξαηηέξσ 

έξεπλα.    
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