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Περίληψη 
 
Η πτυχιακή εργασία επικεντρώνεται στη μελέτη του παθογόνου μικροοργανισμού 
Listeria monocytogenes, ενός από τους πλέον επικίνδυνους αιτιολογικούς 
παράγοντες τροφιμογενών λοιμώξεων παγκοσμίως. Το βακτήριο αυτό παρουσιάζει 
ιδιαίτερο ενδιαφέρον λόγω της ικανότητάς του να επιβιώνει και να αναπτύσσεται  σε 
δυσμενείς περιβαλλοντικές συνθήκες και να μολύνει/αποικίζει προϊόντα τροφίμων 
έτοιμα προς κατανάλωση, προκαλώντας σοβαρή μορφή λιστερίωσης, ιδίως σε 
ανοσοκατεσταλμένα άτομα, ηλικιωμένους και νεογνά. 
Η μελέτη αποσκοπεί στην εφαρμογή δύο μοριακών τεχνικών: της πολλαπλής 
(multiplex) αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) και της PCR 
επαναλαμβανόμενων παλίνδρομων στοιχείων (rep-PCR) για τον διαχωρισμό 
στελεχών L. monocytogenes διαφορετικών οροτύπων. Η multiplex PCR δίνει τη 
δυνατότητα ταυτοχρόνου εντοπισμού και πολλαπλασιασμού πολλαπλών γονιδιακών 
περιοχών σε μία μόνο αντίδραση, συμβάλλοντας στον διαχωρισμό των οροτύπων  της 
L. monocytogenes μέσω ειδικών εκκινητών DNA. Από την άλλη, η τεχνική rep-PCR 
επιτρέπει τον γενετικό δακτυλοσκοπικό χαρακτηρισμό στελεχών, βασιζόμενη στην 
ενίσχυση παλίνδρομων επαναλαμβανόμενων περιοχών του DNA. 
Το πειραματικό μέρος βασίστηκε σε στελέχη τεσσάρων διαφορετικών οροτύπων 
(1/2a, 4b, 1/2c, 1/2b) που απομονώθηκαν από φρέσκες σαλάτες και τα οποία 
υποβλήθηκαν σε διαφορετικές μεταχειρίσεις (συγκεκριμένα εκτέθηκαν σε θυμόλη ή 
χλωριούχο βενζαλκόνιο) και ακολούθως αναλύθηκαν με τις παραπάνω τεχνικές με 
σκοπό το διαχωρισμό τους (ανά διαφορετικό ορότυπο). Η εξαγωγή και απομόνωση 
του γενετικού υλικού έγινε με ενζυματική λύση κυττάρων και καθαρισμό μέσω 
πρωτοκόλλου καθίζησης. Οι PCR αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν με 
βελτιστοποιημένα μίγματα, υπο συγκεκριμένες θερμοκρασιακές συνθήκες και τα 
αποτελέσματα αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζη. 
Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η multiplex PCR δεν πέτυχε σαφή διαχωρισμό των 
στελεχών βάσει του οροτύπου, ενώ η rep-PCR παρείχε υψηλής διακριτικής 
ικανότητας μοριακά προφίλ, επιτρέποντας ταυτοχρόνως και την ανάλυση της 
γενετικής συγγένειας μεταξύ των απομονώσεων. Η μελέτη αναδεικνύει τη σημασία 
των σύγχρονων μοριακών μεθόδων στη ταυτοποίηση και την επιδημιολογική 
επιτήρηση της L. monocytogenes, ενισχύοντας έτσι την ασφάλεια των τροφίμων. 
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Abstract 
The present thesis focuses on the study of the pathogenic microorganism Listeria 
monocytogenes, one of the most dangerous causative agents of foodborne infections 
worldwide. This bacterium is of particular interest due to its ability to survive and grow 
under adverse environmental conditions, and to contaminate/colonize ready-to-eat 
food products, causing a severe form of listeriosis, especially in immunocompromised 
individuals, the elderly, and neonates. 
The study aims to apply two molecular techniques: multiplex polymerase chain 
reaction (multiplex PCR) and repetitive element palindromic PCR (rep-PCR), for the 
differentiation of L. monocytogenes strains belonging to different serotypes. Multiplex 
PCR enables the simultaneous detection and amplification of multiple gene regions in 
a single reaction, contributing to the differentiation of L. monocytogenes serotypes 
through the use of specific DNA primers. On the other hand, the rep-PCR technique 
allows the molecular fingerprinting of strains, based on the amplification of repetitive 
palindromic regions of the DNA. 
The experimental part was based on strains of four different serotypes (1/2a, 4b, 1/2c, 
1/2b), which were isolated from fresh salads and subjected to different treatments 
(specifically, exposure to thymol or benzalkonium chloride), and were subsequently 
analyzed using the above techniques with the aim of differentiating them according 
to their serotype. DNA extraction and isolation were performed through enzymatic 
cell lysis followed by purification using a precipitation protocol. The PCR reactions 
were carried out with optimized mixtures under specific thermal conditions, and the 
results were analyzed by agarose gel electrophoresis. 
The results showed that multiplex PCR did not achieve a clear differentiation of the 
strains based on serotype, while rep-PCR provided high-resolution molecular profiles, 
allowing for the analysis of genetic relatedness among the isolates. The study 
highlights the importance of modern molecular methods in the identification and 
epidemiological surveillance of L. monocytogenes, thereby enhancing food safety. 
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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 Ο παθογόνος μικροοργανισμός Listeria monocytogenes 

Ο παθογόνος Listeria monocytogenes αποτελεί έναν από τους σημαντικότερους 
μικροοργανισμούς που προκαλούν τροφικές λοιμώξεις παγκοσμίως και έχει 
αποτελέσει αντικείμενο εκτεταμένης μελέτης στον τομέα της Μικροβιολογίας 
Τροφίμων, με ιδιαίτερη σημασία για τη Βιομηχανία Τροφίμων (Farber & Peterkin, 
1991). Η πρώτη αναφορά στο συγκεκριμένο παθογόνο έγινε το 1926 από τους 
Murray, Webb και Swann, οι οποίοι είχαν ξεκινήσει τις παρατηρήσεις τους ήδη από 
το 1924, όταν έξι νεαρά κουνέλια πέθαναν αιφνιδίως στις εγκαταστάσεις του 
Τμήματος Παθολογίας του Πανεπιστημίου του Κέιμπριτζ. Τα περιστατικά αυτά 
πολλαπλασιάστηκαν κατά τους επόμενους 15 μήνες, προκαλώντας επιστημονικό 
ενδιαφέρον λόγω της υψηλής θνησιμότητας και της φύσης των συμπτωμάτων. 

Ένα από τα πιο αξιοσημείωτα χαρακτηριστικά της νόσου ήταν η αύξηση των 
μονοπύρηνων λευκοκυττάρων στο αίμα των προσβεβλημένων ζώων, γεγονός που 
οδήγησε αρχικά στην ονομασία του μικροοργανισμού ως Bacterium monocytogenes 
(Murray et al., 1926). Τον επόμενο χρόνο, το 1927, ο Pirie απομόνωσε ένα Gram-
θετικό βακτήριο, το οποίο ονόμασε Listerella hepatolytica 1, τιμώντας τον Άγγλο 
χειρουργό Joseph Lister (1827–1912) (Pirie, 1927). Μέσα από συγκριτικές μελέτες, ο 
Pirie κατέληξε στο συμπέρασμα ότι οι δύο αυτοί μικροοργανισμοί αποτελούν στελέχη 
του ίδιου είδους. Το 1940, προκειμένου να υπάρξει συστηματική ταξινομική 
συνέπεια, το γένος μετονομάστηκε σε Listeria, με αποτέλεσμα το παθογόνο να 
ονομαστεί L. monocytogenes (Pirie, 1940). 

 

 
Εικόνα 1.1 Εικόνα ηλεκτρονικής μικροσκοπίας σάρωσης που απεικονίζει τον μικροοργανισμό L. 
monocytogenes. 

Η σημαντική εξέλιξη στον τομέα της πρωτογενούς παραγωγής τροφίμων, σε 
συνδυασμό με την (i) υιοθέτηση πιο ήπιων τεχνικών επεξεργασίας, (ii) την εφαρμογή 
νέων τεχνολογικών λύσεων, και (iii) τη μακροχρόνια ψύξη για τη διατήρηση των 
προϊόντων, συνέβαλε στη διαμόρφωση ενός νέου διατροφικού περιβάλλοντος. 
Παράλληλα, οι αλλαγές στον σύγχρονο τρόπο ζωής και οι νέες διατροφικές τάσεις 
ενίσχυσαν τη ζήτηση για τρόφιμα έτοιμα προς κατανάλωση (Ready-to-Eat), τα οποία 
έχουν υποστεί ελάχιστη επεξεργασία, διατηρώντας σε μεγάλο βαθμό τη φυσική τους 
γεύση, υφή και άρωμα. Αυτές οι συνθήκες, ωστόσο, δημιούργησαν ένα πρόσφορο 
πεδίο για την αύξηση των περιστατικών λοίμωξης στον ανθρώπινο πληθυσμό, καθώς 



9 
 

ευνόησαν την επιβίωση και τη μετάδοση του παθογόνου μικροοργανισμού L. 
monocytogenes (Lianou & Sofos, 2007). 

1.2 Χαρακτηριστικά του μικροοργανισμού 

Ο μικροοργανισμός L. monocytogenes, που σχετίζεται με τροφιμογενείς λοιμώξεις, 
είναι Gram-θετικός και ανήκει στην κατηγορία των προαιρετικά αναερόβιων 
βακτηρίων. Το σχήμα του κυμαίνεται μεταξύ κοκκώδους και βακιλλοειδούς, με 
διαστάσεις περίπου 0,4–0,5 μm πλάτος και 0,5–2,0 μm μήκος. Τα κύτταρα του μπορεί 
να εμφανίζονται μεμονωμένα, σε σύντομες αλυσίδες, ή να σχηματίζουν πιο σύνθετες 
διατάξεις, όπως V, Υ και δομές τύπου "palisades".Το γένος Listeria δεν σχηματίζει 
σπόρια και κάψες (Seeliger, 1968). 

Η κινητικότητα του μικροοργανισμού επιτυγχάνεται μέσω μαστιγίων, κυρίως όταν 
καλλιεργείται σε θερμοκρασίες 20°C έως 25°C. Ωστόσο, στη θερμοκρασία των 37°C, 
η κινητικότητα αυτή μειώνεται σημαντικά ή και απουσιάζει εντελώς (Galsworthy & 
Girdler, 1990). 

Σε βιοχημικό επίπεδο, η L. monocytogenes είναι θετικός στο τεστ ανίχνευσης 
καταλάσης και αρνητικός στο τεστ οξειδάσης (Rocourt & Buchrieser, 2007). Ως 
ομοζυμωτικός οργανισμός, αξιοποιεί ενδιάμεσα προϊόντα της γλυκόλυσης για την 
παραγωγή ενέργειας (Cotoni, 1942). Υπό αναερόβιες συνθήκες, καταναλώνει κυρίως 
πεντόζες και εξόζες ως πηγή άνθρακα, ενώ σε αερόβιες συνθήκες, αξιοποιεί μαλτόζη 
και λακτόζη, όχι όμως σακχαρόζη. Όταν καλλιεργείται παρουσία γλυκόζης και 
οξυγόνου, παράγει ως κύρια τελικά προϊόντα τον γαλακτικό οξύ, το οξικό οξύ και την 
ακετοΐνη (Pine et al., 1989). 

 

Πίνακας 1.2 Ελάχιστο, μέγιστο και βέλτιστο εύρος ανάπτυξης του βακτηρίου L. monocytogenes 
(Food Standards Australia New Zealand, 2024). 

Παράγοντες  Ελάχιστο  Μέγιστο Βέλτιστο 

Θερμοκρασία 
(οC) -1.5 45 30-37 

pH 4.0 9.6 6.0-8.0 

Ενεργότητα 
νερού (aw) 0.90 - 0.97 
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1.3 Θρεπτικά υποστρώματα ανάπτυξης 

Ο μικροοργανισμός L. monocytogenes, όπως και τα υπόλοιπα είδη του γένους 
Listeria, χρειάζεται πηγές άνθρακα και αζώτου προκειμένου να μπορέσει να 
αναπτυχθεί, με πιο βασικές τη γλυκόζη και τη γλουταμίνη. Η βέλτιστη ανάπτυξή του 
ενισχύεται σημαντικά όταν υπάρχουν στο περιβάλλον του ορισμένα αμινοξέα, όπως 
η κυστίνη, η λευκίνη, η ισολευκίνη, η αργινίνη, η μεθειονίνη, η βαλίνη και η κυστεΐνη. 
Επιπλέον, σημαντικό ρόλο παίζουν συγκεκριμένες βιταμίνες, όπως η ριβοφλαβίνη, η 
βιοτίνη, η θειαμίνη και το θειοκτικό οξύ (Welshimer, 2020, Siddiqi, 1989, Premaratne 
et al., 1991). 

Η παρουσία τρισθενούς σιδήρου και φαινυλαλανίνης στο θρεπτικό μέσο φαίνεται 
επίσης να ενισχύει την ανάπτυξη του βακτηρίου (Siddiqi, 1989). 

Τέλος, το βακτήριο αυτό μπορεί να αναπτυχθεί αποτελεσματικά και σε διάφορα 
γενικά αλλά κα μη επιλεκτικά υποστρώματα, όπως φαίνεται στην Εικόνα 1.3. 

 

Εικόνα 1.3 Θρεπτικά υποστρώματα ανάπτυξης του βακτηρίου  L. monocytogenes. 

Ο μικροοργανισμός μπορεί να αναπτυχθεί τόσο παρουσία οξυγόνου (αερόβιες 
συνθήκες) όσο και απουσία αυτού (αναερόβια περιβάλλοντα), χρησιμοποιώντας 
γενικά, μη επιλεκτικά θρεπτικά υποστρώματα όπως το Tryptone Soy Broth (TSB) και 
το Brain Heart Infusion (BHI). Όταν καλλιεργείται σε BHI και επωάζεται στους 30°C, 
χρειάζεται περίπου 12 ώρες για να φτάσει στη στατική φάση ανάπτυξης (Wagner & 
McLauchlin, 2008). 

Για τη στοχευμένη απομόνωση των ειδών του γένους Listeria spp., είναι προτιμότερη 
η χρήση ειδικών επιλεκτικών υγρών και στερεών θρεπτικών μέσων. Δύο από τα πιο 
διαδεδομένα είναι τα PALCAM (Polymyxin Acriflavine Lithium chloride Ceftazidime 
Aesculin Mannitol Agar) και OXFORD agar, τα οποία προτείνονται από τα πρότυπα ISO 
11290-1:1996 και ISO 11290-2:1998 ως βασικά μέσα για ανίχνευση και καταμέτρηση 
των Listeria spp. Επιτρέποντας τη διάκριση του γένους Listeria από άλλους 
μικροοργανισμούς μέσω της ικανότητάς τους να υδρολύουν την εσκουλίνη. 

Για τον εντοπισμό του είδους L. monocytogenes έχουν αναπτυχθεί εξειδικευμένα 
επιλεκτικά θρεπτικά μέσα που βασίζονται στη χρήση χρωμογόνων. Ένα 
χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί το Listeria Agar (ALOA), το οποίο περιγράφηκε 
από τους Ottaviani και Agosti το 1997 (Ottaviani et al., 1997). Η ικανότητα του ALOA 
να διακρίνει τα είδη του γένους Listeria οφείλεται στην παρουσία της ένωσης 5-
βρωμο-4-χλωρο-3-ινδολυλ-β-D-γλυκοπυρανοσίδιο. Το συστατικό αυτό επιτρέπει την 
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ανίχνευση του ενζύμου β-D-γλυκοσιδάση. Ως αποτέλεσμα αυτής της ενζυμικής 
αντίδρασης, οι αποικίες παίρνουν χαρακτηριστικό μπλε-τιρκουάζ χρώμα. Η ειδική 
διάκριση των παθογόνων ειδών L. monocytogenes και L. ivanovii επιτυγχάνεται μέσω 
της ένωσης L-α-φωσφατιδυλινοσιτόλης, η οποία διασπάται από την φωσφολιπάση C, 
ένα ένζυμο που σχετίζεται με τη μολυσματικότητα. Η δράση αυτής της 
φωσφολιπάσης προκαλεί το σχηματισμό μιας αδιαφανούς ζώνης (άλως) γύρω από 
τις αποικίες L. monocytogenes, επιτρέποντας έτσι την σαφή διάκριση από τα 
υπόλοιπα είδη του γένους Listeria, που εμφανίζονται μόνο με το μπλε-τιρκουάζ 
χρώμα. 

Η χρήση αυτών των χρωμογόνων επιλεκτικών μέσων δίνει τη δυνατότητα ανίχνευσης 
της L. monocytogenes μετά από 24 με 48 ώρες επώαση στους 37°C. Ωστόσο, για την 
πλήρη επιβεβαίωση της ταυτότητας των απομονωμένων στελεχών απαιτείται η 
διενέργεια συμπληρωματικών τεστ ανίχνευσης (Wagner & McLauchlin, 2008). 

1.4 Ορολογική τυποποίηση  

Τα βακτήρια του γένους Listeria διαθέτουν διάφορους επιφανειακούς δείκτες, με πιο 
σημαντικούς τα σωματικά αντιγόνα τύπου Ο και τα αντιγόνα του μαστιγίου τύπου H, 
τα οποία αξιοποιούνται για την ορολογική τυποποίηση των στελεχών (Seeliger & 
Hohne, 1979). Συγκεκριμένα, τα αντιγόνα Ο έχουν ταξινομηθεί σε 15 υποκατηγορίες 
(Ι έως XV), ενώ τα αντιγόνα H διαχωρίζονται σε τέσσερις τύπους (Α έως D). Ο 
μοναδικός συνδυασμός αυτών των δύο αντιγόνων επιτρέπει τη διάκριση και 
ταυτοποίηση μεμονωμένων στελεχών εντός του γένους Listeria. Μέσα από αυτή τη 
μέθοδο, έχουν προσδιοριστεί τουλάχιστον δεκατρείς διαφορετικοί ορότυποι του 
είδους L. monocytogenes — όπως οι 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 
4e και 7 — οι οποίοι κατατάσσονται σε τέσσερις καταγωγές (lineages), 
αντανακλώντας τη φυλογενετική ποικιλομορφία του είδους (Ward et al., 2008), όπως 
αποτυπώνονται στον πίνακα 1.4. 

Πίνακας 1.4. Παρουσίαση των τριών καταγωγών (lineages) και οροτύπων (serovars) του παθογόνου L. 
monocytogenes βάσει των μοναδικών συνδυασμών των  αντιγόνων O και των αντιγόνων H (Gorski, 
2008, Hyden et al., 2016). 

Εξελικτική καταγωγή Ορότυπος Ο-αντιγόνα Η-αντιγόνα 

 

 

 

I 

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

3b II, IV A,B,C 

4b V, VI A,B,C 

4d (V)a, 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 

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

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 

 

Από τα είδη του γένους Listeria spp., τα L. monocytogenes και L. Ivanovii, έχουν 
αναγνωριστεί ως παθογόνα για τον άνθρωπο ή τα ζώα (Wagner & McLauchlin, 2008). 
Η συντριπτική πλειοψηφία των περιστατικών ανθρώπινης λιστερίωσης αποδίδεται 
στο L. monocytogenes, αν και έχουν καταγραφεί μερικά σπάνια περιστατικά που 
αποδίδονται σε άλλα είδη, όπως το L. ivanovii (Guillet et al., 2010), το L. seeligeri 
(Rocourt et al., 1986) και το L. grayi (Todeschini et al., 1998). 

Όσον αφορά την παθογένεια της L. monocytogenes, μόνο τέσσερις από τους 
δεκατρείς ορότυπους του είδους, οι 1/2a, 1/2b, 1/2c και 4b, έχουν σχετιστεί με 
λοιμώξεις στον άνθρωπο. Από αυτούς, τα στελέχη που απομονώνονται από τρόφιμα 
και το περιβάλλον ανήκουν κυρίως στη καταγωγή ΙΙ, ενώ οι πιο σοβαρές περιπτώσεις 
ανθρώπινης λιστερίωσης σχετίζονται κυρίως με στελέχη της καταγωγής Ι (Orsi, Bakker 
& Wiedmann, 2011). 

1.5 Λιστερίωση 

Η λιστερίωση αποτελεί λοίμωξη βακτηριακής προέλευσης, όπως προαναφέρεται, η 
οποία οφείλεται στο Gram-θετικό βακτήριο L. monocytogenes. Στην πλειονότητα των 
περιπτώσεων που αφορούν τον άνθρωπο, η νόσος αποδίδεται σε τέσσερις 
συγκεκριμένους ορότυπους του παθογόνου: 1/2a, 1/2b, 1/2c και 4b (Heymann, 
2008). 

 



13 
 

 
Εικόνα 1.5.1 Χρονολογική παρουσίαση των σημαντικότερων γεγονότων που σχετίζονται με την 
ασθένεια λιστερίωση (Lebreton et al., 2016). 

Όταν ο άνθρωπος καταναλώσει τρόφιμο επιμολυσμένο με L. monocytogenes, ο 
μικροοργανισμός έρχεται αρχικά σε επαφή με το εντερικό επιθήλιο, το οποίο 
αποτελεί το πρώτο εμπόδιο του ξενιστή. Έπειτα, ο παθογόνος αφού διαπεράσει 
αυτόν τον επιθηλιακό φραγμό και εξαπλώνεται μέσω του λεμφικού συστήματος και 
της κυκλοφορίας του αίματος προς βασικά όργανα-στόχους, όπως το ήπαρ και ο 
σπλήνας (Radoshevich & Cossart, 2018). Η L. monocytogenes έχει τη δυνατότητα να 
αποφεύγει την εξουδετέρωση από φαγοκύτταρα, χρησιμοποιώντας την 
πολυμερισμένη ακτίνη για να μετακινείται απευθείας από κύτταρο σε κύτταρο. Η 
ικανότητά του να υπερνικά ποικίλους φυσιολογικούς αμυντικούς φραγμούς, του 
επιτρέπει όχι μόνο να αποικίζει το έντερο, εκτοπίζοντας τη φυσιολογική 
μικροχλωρίδα μέσω της παραγωγής τοξικών ουσιών, αλλά και να διεισδύει σε 
προστατευμένα συστήματα του οργανισμού, συμπεριλαμβανομένου του 
αιματοεγκεφαλικού φραγμού, ιδιαίτερα σε άτομα με εξασθενημένο ανοσοποιητικό 
σύστημα, καθώς και του πλακούντα κατά την κύηση, με ενδεχόμενες σοβαρές 
επιπτώσεις στο έμβρυο (Cossart, 2011). 

Η ικανότητα του παθογόνου L. monocytogenes να μεταβαίνει από έναν σαπροβιωτικό 
σε έναν παρασιτικό τρόπο ζωής οφείλεται στον παράγοντα prfA (Freitag, 2006· 
Xayarath & Freitag, 2012). Ο PrfA αποτελεί βασικό ρυθμιστικό μόριο της παθογένειας, 
ενεργοποιώντας την έκφραση πολλών γονιδίων που εμπλέκονται στη μολυσματική 
ικανότητα του μικροοργανισμού. Ανάμεσα σε αυτά περιλαμβάνονται γονίδια που 
κωδικοποιούν τις ιντερναλίνες, την αιμολυσίνη O, φωσφολιπάσες και άλλες 
πρωτεΐνες-κλειδιά (Heras et al., 2011). 

Πιο αναλυτικά, η ενεργοποίηση του PrfA οδηγεί στην έκφραση συγκεκριμένων 
γονιδίων που εξυπηρετούν κρίσιμα στάδια της λοίμωξης: τα inlA και inlB που 
διευκολύνουν την είσοδο στα κύτταρα του ξενιστή, τα hly, plcA και plcB που 
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επιτρέπουν την έξοδο του βακτηρίου από το φαγόσωμα, το hpt που συντελεί στην 
επιβίωση και ανάπτυξή του εντός του κυτταροπλάσματος, ενώ  τα actA, mpl, plcB και 
hly διευκολύνουν την ενδοκυτταρική μετακίνηση και εξάπλωσή του (Freitag, 2006). 

Η L. monocytogenes μπορεί να εισέλθει τόσο σε φαγοκύτταρα όσο και σε άλλα 
ανθρώπινα κύτταρα, μέσω φαγοκυττάρωσης ή μέσω ενδοκύττωσης που εξαρτάται 
από υποδοχείς της κυτταρικής μεμβράνης (Cossart & Helenius, 2014). Κεντρικό ρόλο 
σε αυτή τη διαδικασία διαδραματίζουν οι ιντερναλίνες, ειδικότερα οι InlA και InlB, οι 
οποίες προσδένονται σε ευκαρυωτικούς μεμβρανικούς όπως η E-cadherin και ο 
υποδοχέας Met, διευκολύνοντας την είσοδο του παθογόνου στο εσωτερικό του 
κυττάρου. Αφού εισέλθει στο εσωτερικό του κυττάρου, η L. monocytogenes 
εγκλωβίζεται αρχικά σε ενδοκυτταρικά κυστίδια (ενδοσώματα ή φαγοσώματα). Εκεί, 
ενεργοποιεί μηχανισμούς που διαταράσσουν τη φυσιολογική αρχιτεκτονική του 
κυτταροσκελετού, κυρίως μέσω της πρωτεΐνης ActA, η οποία διεγείρει την πυρήνωση 
και τον πολυμερισμό της ακτίνης. Η διαδικασία αυτή επιτρέπει στο βακτήριο να 
κινηθεί και τελικά να διασπάσει τη μεμβράνη του ενδοσώματος. 

Η διαφυγή από το φαγόσωμα υποβοηθείται επίσης από την αιμολυσίνη O 
(Listeriolysin O - LLO) και δύο φωσφολιπάσες, την PlcA και την PlcB, που διασπούν τα 
λιπιδικά συστατικά της μεμβράνης. Αφού περάσει στο κυτταρόπλασμα, το βακτήριο 
αρχίζει να αξιοποιεί τα διαθέσιμα θρεπτικά συστατικά του ξενιστή. Κεντρικό ρόλο σε 
αυτή τη διαδικασία παίζει η πρωτεΐνη Hpt (hexose phosphate transporter), η οποία 
μεταφέρει φωσφορικές εξόζες στο εσωτερικό του βακτηρίου, καλύπτοντας τις 
ενεργειακές και μεταβολικές του ανάγκες. 

Για να αποδεσμευτεί από τα ενδοκυτταρικά κυστίδια, ο μικροοργανισμός 
χρησιμοποιεί δύο ειδικές φωσφολιπάσες: την PI-PLC (φωσφατιδυλινοσιτόλη-ειδική) 
και την PC-PLC (φωσφατιδυλοχολίνη-ειδική), που διασπούν τις αντίστοιχες λιπιδικές 
ενώσεις της μεμβράνης των ενδοσωμάτων. 

Μόλις εγκατασταθεί στο κυτταρόπλασμα του ξενιστή, η L. monocytogenes αρχίζει να 
επηρεάζει βασικές κυτταρικές λειτουργίες (Radoshevich & Cossart, 2018). Έχει τη 
δυνατότητα να προκαλέσει επιγενετικές μεταβολές και να εξαπλωθεί σε γειτονικά 
κύτταρα χρησιμοποιώντας έναν ιδιαίτερο μηχανισμό κίνησης που βασίζεται στην 
ακτίνη, γνωστό ως actin-based motility (Lambrechts et al., 2008). 

Αφού εισέλθει σε ένα γειτονικό κύτταρο, το βακτήριο ακολουθεί τον ίδιο κύκλο: 
περνάει ξανά σε ενδόσωμα, απ’ όπου διαφεύγει εκ νέου με τη βοήθεια της 
αιμολυσίνης Ο (LLO) και των φωσφολιπασών, ξεκινώντας έτσι μια νέα λοίμωξη σε 
επόμενο κύτταρο. 

Ιδιαίτερη σημασία έχει η αιμολυσίνη Ο, που κωδικοποιείται από το γονίδιο hly και 
έχει αξιοποιηθεί ως γονιδιακός δείκτης στις μοριακές μεθόδους ανίχνευσης του 
βακτηρίου (Le Monnier et al., 2011). Η LLO δεν διευκολύνει μόνο τη διαφυγή του 
βακτηρίου από τα φαγοσώματα επηρεάζει επίσης κρίσιμες λειτουργίες του 
κυττάρου-ξενιστή. Συγκεκριμένα, μπορεί να αλλάξει τη μορφολογία των 
μιτοχονδρίων, να παρεμποδίσει τη φυσιολογική διαδικασία του μιτοχονδριακού 
διαχωρισμού (fission) και να προκαλέσει δυσλειτουργία στο ενδοπλασματικό δίκτυο, 
επηρεάζοντας το δίπλωμα των πρωτεϊνών. Παράλληλα, ενισχύει την έκφραση άλλων 
πρωτεϊνών που διευκολύνουν την ενδοκυτταρική εξάπλωση του παθογόνου. Τέλος, 
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η LLO έχει την ικανότητα να προκαλεί διάρρηξη της μεμβράνης των λυσοσωμάτων, 
συμβάλλοντας στην απορρύθμιση της κυτταρικής λειτουργίας και την επιβίωση του 
βακτηρίου στο εσωτερικό του κυττάρου. 

1.6 Κύρια κλινικά χαρακτηριστικά της νόσου 

Η λιστερίωση πλήττει κυρίως άτομα που ανήκουν σε ευάλωτες ομάδες, όπως τα 
νεογνά, οι ηλικιωμένοι και άτομα με εξασθενημένο ανοσοποιητικό σύστημα. Τα 
βασικά κλινικά συμπτώματα περιλαμβάνουν πυρετό, μυϊκούς πόνους (μυαλγίες) και, 
σε ορισμένες περιπτώσεις, γαστρεντερικές διαταραχές όπως ναυτία ή διάρροια. 

Όταν η λοίμωξη επεκταθεί στο κεντρικό νευρικό σύστημα, μπορεί να προκαλέσει 
κεφαλαλγία, αυχενική δυσκαμψία, σύγχυση, διαταραχές στην ισορροπία ή ακόμη και 
σπασμούς. Σε πιο σοβαρές περιπτώσεις, ο ασθενής μπορεί να εμφανίσει σηψαιμία ή 
μηνιγγίτιδα. Επιπλέον, σε άτομα που έρχονται σε άμεση επαφή με μολυσμένα υλικά 
ενδέχεται να εμφανιστούν βλατιδώδη εξανθήματα στα χέρια και τις παλάμες. 

Σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας (World Health Organization), 
διακρίνονται δύο βασικές μορφές λιστερίωσης: η μη επεμβατική και η επεμβατική. Η 
μη επεμβατική μορφή, γνωστή και ως εμπύρετη γαστρεντερίτιδα, αποτελεί μια ήπια 
εκδήλωση της νόσου, η οποία εμφανίζεται κυρίως σε κατά τα άλλα υγιή άτομα. Τα 
κύρια συμπτώματα περιλαμβάνουν διάρροια, πυρετό, κεφαλαλγία και μυαλγία. Η 
περίοδος επώασης είναι σύντομη, διαρκώντας μερικές ημέρες. Η εμφάνιση της 
νόσου έχει συσχετιστεί με την κατανάλωση τροφίμων που φέρουν υψηλό φορτίο L. 
monocytogenes. Αντίθετα, η επεμβατική μορφή της λιστερίωσης προσβάλλει 
ευάλωτες πληθυσμιακές ομάδες, όπως έγκυες γυναίκες, νεογνά, ηλικιωμένους, 
καθώς και ανοσοκατεσταλμένα άτομα (π.χ. ασθενείς που υποβάλλονται σε 
χημειοθεραπεία ή μεταμοσχεύσεις). Τα συμπτώματα περιλαμβάνουν πυρετό, 
μυϊκούς πόνους, καθώς και σοβαρές επιπλοκές όπως σηψαιμία και μηνιγγίτιδα. Η 
θνησιμότητα της επεμβατικής μορφής είναι υψηλή, κυμαινόμενη μεταξύ 20% και 
30%. Η περίοδος επώασης διαρκεί συνήθως 1 έως 2 εβδομάδες, ωστόσο σε 
ορισμένες περιπτώσεις μπορεί να εκτείνεται έως και 90 ημέρες. Στις έγκυες γυναίκες, 
η λιστερίωση εκδηλώνεται συνήθως με ήπια συμπτώματα. Ωστόσο, παρά τη σχετικά 
ήπια κλινική εικόνα στη μητέρα, η λοίμωξη μπορεί να έχει σοβαρές συνέπειες για το 
έμβρυο. Ανάλογα με το στάδιο της κύησης, η μόλυνση από L. monocytogenes μπορεί 
να οδηγήσει σε αποβολή, γέννηση νεκρού εμβρύου (θνησιγένεια), πρόωρο τοκετό ή 
σοβαρή νεογνική λοίμωξη (Samuel Baron, 1996). 

1.7 Επιδημιολογικά χαρακτηριστικά της L. monocytogenes 

Η λιστερίωση αποτελεί νόσο με σχετικά χαμηλή συχνότητα εμφάνισης, ωστόσο 
χαρακτηρίζεται από υψηλή θνησιμότητα, ιδιαίτερα στις ευπαθείς πληθυσμιακές 
ομάδες. Σύμφωνα με την Ευρωπαϊκή Αρχή για την Ασφάλεια των Τροφίμων (EFSA), 
το έτος 2022 καταγράφηκαν 2.770 επιβεβαιωμένα περιστατικά λιστερίωσης στα 
κράτη μέλη της Ευρωπαϊκής Ένωσης. Αντίστοιχα, στις Ηνωμένες Πολιτείες, το Κέντρο 
Ελέγχου και Πρόληψης Νοσημάτων (CDC) κατατάσσει τη λιστέρια ως την τρίτη κύρια 
αιτία θανάτου από τροφιμογενείς λοιμώξεις, με περίπου 1.600 περιπτώσεις 
λιστερίωσης ετησίως, εκ των οποίων 260 είναι θανατηφόρες. 
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Η L. monocytogenes διαθέτει μεγάλη αντοχή σε αντίξοες περιβαλλοντικές συνθήκες, 
γεγονός που ενισχύει την επιδημιολογική του σημασία. Ο μικροοργανισμός μπορεί 
να επιβιώσει και να πολλαπλασιαστεί: 

 σε ευρύ φάσμα τιμών pH, 

 σε υψηλές συγκεντρώσεις αλατιού, 

 καθώς και σε χαμηλές θερμοκρασίες ψύξης. 

Αυτά τα χαρακτηριστικά επιτρέπουν στον παθογόνο μικροοργανισμό να αντέχει σε 
τεχνολογικά εμπόδια που εφαρμόζονται κατά την επεξεργασία τροφίμων και τελικά 
να επιβιώνει ή και να αναπτύσσεται σε προϊόντα κατά την αποθήκευση. Έχει 
απομονωθεί από ευρεία ποικιλία τροφίμων, τόσο ακατέργαστων όσο και 
επεξεργασμένων, τα οποία έχουν συνδεθεί με επιδημικές εξάρσεις λιστερίωσης από 
το 2011 έως το 2024, όπως αποτυπώνονται στον πίνακα 1.7. 

Πίνακας 1.7 Τρόφιμα που εμπλέκονται σε εξάρσεις κρουσμάτων λιστερίωσης από το 2011 μέχρι το 
2024. 

Γαλακτοκομικά 
προϊόντα 

Φρούτα & Λαχανικά Προϊόντα κρέατος 

Τυρί (2013) Πεπόνια (2011) Χοιρινά προϊόντα (2018) 

Μαλακό τυρί (2015) Προ-συσκευασμένα 
μήλα καραμέλας (2014) 

Ζαμπόν ντελικατέσεν 
(2018) 

Παγωτό (2015) Φύτρα φασολιών (2014) Κρέας κομμένο σε φέτες 
(2019) 

Ακατέργαστο γάλα 
(2016) 

Κατεψυγμένα λαχανικά 
(2016) 

Deli-meats (2020, 2022) 

Κρεμώδες μαλακό τυρί 
από νωπό γάλα (2017) 

Συσκευασμένες σαλάτες 
(2016, 2021) 

Πλήρως μαγειρεμένο 
κοτόπουλο (2021) 

Brie και camembert 
(2022) 

Μανιτάρια Enoki (2020) 
 

Τυρί Queso Fresco και 
Cotija (2024) 

Ροδάκινα, νεκταρίνια και 
δαμάσκηνα (2023) 

 

 
Φυλλώδη λαχανικά 
(2023) 
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1.8 Θεραπευτική αντιμετώπιση 

Η αντιμετώπιση της λιστερίωσης βασίζεται στη χορήγηση κατάλληλων αντιβιοτικών, 
με τη διάρκεια της θεραπείας να προσαρμόζεται ανάλογα με την εντόπιση και τη 
βαρύτητα της λοίμωξης. Η αμπικιλλίνη αποτελεί φάρμακο πρώτης επιλογής, ενώ σε 
πολλές περιπτώσεις συνδυάζεται με γενταμυκίνη, ώστε να ενισχυθεί η 
βακτηριοκτόνος δράση μέσω συνεργιστικού αποτελέσματος. Σε περιπτώσεις 
λοίμωξης κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης, είναι απαραίτητη η άμεση έναρξη 
θεραπείας στην έγκυο, με στόχο την πρόληψη ενδεχόμενης ενδομήτριας λοίμωξης 
του εμβρύου ή νεογνού. Τα νεογνά που έχουν προσβληθεί ακολουθούν 
αντιμικροβιακή αγωγή παρόμοια με εκείνη των ενηλίκων, ώστε να αντιμετωπιστεί 
εγκαίρως η λοίμωξη και να περιοριστούν οι πιθανές επιπλοκές. 

1.9 Νομοθετικό πλαίσιο 

Για τα κράτη μέλη της Ευρωπαϊκής Ένωσης, το Κανονιστικό Πλαίσιο (ΕΚ) αριθ. 
2073/2005 της Επιτροπής, της 15ης Νοεμβρίου 2005, όπως τροποποιήθηκε τελευταία 
στις 28 Φεβρουαρίου 2019, θέτει τα μικροβιολογικά κριτήρια για την ασφάλεια των 
τροφίμων. Στο πλαίσιο αυτό, περιλαμβάνονται ειδικά όρια για τον παθογόνο 
μικροοργανισμό L. monocytogenes, καθώς και τους κανόνες που πρέπει να 
εφαρμόζουν οι υπεύθυνοι επιχειρήσεων τροφίμων, σύμφωνα με τα γενικά και ειδικά 
μέτρα υγιεινής που ορίζονται στο άρθρο 4 του Κανονισμού (ΕΚ) αριθ. 852/2004. 

Συγκεκριμένα, τα κριτήρια ασφάλειας τροφίμων όσον αφορά την παρουσία και τα 
επίπεδα L. monocytogenes καθορίζονται με βάση το είδος του τροφίμου, την 
προβλεπόμενη διάρκεια ζωής του, καθώς και τον πληθυσμό στον οποίο απευθύνεται. 
Οι λεπτομέρειες αυτών των κριτηρίων παρατίθενται στον Πίνακα 1.9. 
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Πίνακας 1.9 Κριτήρια Ασφαλείας σχετικά με τον παθογόνο μικροοργανισμό L. monocytogenes (σύμφωνα με τον Κανονισμό2073/2005). 

 
Κατηγορία τροφίμων Μικροοργανισμοί/οι 

τοξίνες και οι μεταβολίτες 
τους 

Πλάνο δειγματοληψίας  Όρια  Αναλυτική 
μέθοδος 
αναφοράς ) 

Στάδιο στο οποίο 
εφαρμόζεται το κριτήριο 

n c m M 

1.1  Τρόφιμα έτοιμα για κατανάλωση που 
προορίζονται για βρέφη και για ειδικούς 
ιατρικούς σκοπούς  

Listeria monocytogenes 10 0 Να μην 
ανιχνεύεται ◄ σε 
25 g 

EN/ISO 11290-
1 

Προϊόντα που διατίθενται 
στην αγορά κατά τη διάρκεια 
διατήρησής τους 

1.2  Τρόφιμα έτοιμα για κατανάλωση 
ικανά να υποστηρίξουν την ανάπτυξη L. 
monocytogenes διαφορετικά από εκείνα 
που προορίζονται για βρέφη και για 
ειδικούς ιατρικούς σκοπούς 

Listeria monocytogenes 5 0 100  cfu/g  EN/ISO 11290-
2  

Προϊόντα που διατίθενται 
στην αγορά κατά τη διάρκεια 
διατήρησής τους 

5 0   Να μην 
ανιχνεύεται ◄ σε 
25 g  

EN/ISO 11290-
1 

Πριν το τρόφιμο 
αποδεσμευτεί από τον άμεσο 
έλεγχο του υπεύθυνου της 
επιχείρησης τροφίμων που το 
παρήγαγε 

1.3  Τρόφιμα έτοιμα για κατανάλωση μη 
ικανά να υποστηρίξουν την ανάπτυξη 
της L. monocytogenes διαφορετικά από 
εκείνα που προορίζονται για βρέφη και 
για ειδικούς ιατρικούς σκοπούς  

Listeria monocytogenes 5 0 100  cfu/g EN/ISO 11290-
2  

Προϊόντα που διατίθενται 
στην αγορά κατά τη διάρκεια 
διατήρησής τους 
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2. Μοριακές μέθοδοι ταυτοποίησης 

Η ταυτοποίηση και η τυποποίηση των βακτηρίων αποτελούν κρίσιμα στάδια στη μελέτη της 
μικροβιακής ποικιλομορφίας, της παθογένειας και της επιδημιολογίας λοιμωδών 
νοσημάτων. Παραδοσιακά, οι μικροοργανισμοί ταυτοποιούνται με φαινοτυπικά 
χαρακτηριστικά, όπως η μορφολογία, οι βιοχημικές αντιδράσεις και η ευαισθησία σε 
αντιβιοτικά. Ωστόσο, οι μέθοδοι αυτές παρουσιάζουν σημαντικούς περιορισμούς, καθώς 
επηρεάζονται από εξωγενείς παράγοντες και συχνά αδυνατούν να διαχωρίσουν στελέχη που 
ανήκουν στο ίδιο είδος αλλά έχουν διαφορετική γενετική σύσταση. Η εξέλιξη της μοριακής 
βιολογίας έχει προσφέρει νέες προσεγγίσεις, επιτρέποντας την ακριβή και ευαίσθητη 
ανάλυση των βακτηρίων σε γενετικό επίπεδο. 

Οι μοριακές μέθοδοι ταυτοποίησης βασίζονται στην ανάλυση του γενετικού υλικού των 
μικροοργανισμών και περιλαμβάνουν τεχνικές όπως η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 
(PCR), η αλληλούχιση DNA, η υβριδοποίηση νουκλεϊκών οξέων και η ανάλυση περιοχών 
ριβοσωμικού RNA (όπως 16S rRNA). Η χρήση αυτών των τεχνικών επιτρέπει την ακριβή 
αναγνώριση μικροβιακών ειδών, όπως το βακτήριο L.monocytogenes, όπου βασίζονται στη 
χρήση εκκινητών (primers) οι οποίοι περιέχουν αλληλουχίες γονιδίων ειδικών για το 
συγκεκριμένο βακτηριακό είδος. 

Η τυποποίηση βακτηρίων με μοριακές μεθόδους αφορά τη διάκριση διαφορετικών στελεχών 
εντός του ίδιου είδους, με σκοπό την επιδημιολογική παρακολούθηση και τον εντοπισμό 
πηγών μόλυνσης. Τεχνικές όπως το PFGE (παλμικά πεδίο ηλεκτροφόρησης), προσφέρουν 
υψηλή διακριτική ικανότητα, καθιστώντας τις απαραίτητα εργαλεία σε εργαστήρια δημόσιας 
υγείας και διαγνωστικά κέντρα. 

Συνολικά, οι μοριακές μέθοδοι ταυτοποίησης και τυποποίησης έχουν μεταμορφώσει τη 
μικροβιολογική ανάλυση, προσφέροντας αυξημένη ακρίβεια, ταχύτητα και δυνατότητα 
εφαρμογής σε ένα ευρύ φάσμα δειγμάτων. 

2.1 Γενικές Πληροφορίες και Μεθοδολογική Περιγραφή των Τεχνικών Multiplex PCR και 
Repetitive Element Palindromic PCR (rep-PCR) 

Η PCR (Polymerase Chain Reaction – Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης) αποτελεί μία από 
τις πιο θεμελιώδεις και διαδεδομένες τεχνικές της μοριακής βιολογίας, επιτρέποντας την 
επιλεκτική ενίσχυση συγκεκριμένων αλληλουχιών DNA, με υψηλή ευαισθησία,  σε σύντομο 
χρονικό διάστημα. 

Η διαδικασία της PCR πραγματοποιείται in vitro και προσομοιάζει την φυσική αντιγραφή του 
DNA. Απαιτείται η παρουσία τεσσάρων βασικών συστατικών: το DNA-στόχος (το αρχικό 
γενετικό υλικό που περιέχει την επιθυμητή αλληλουχία), δύο εκκινητών (primers) που 
προσδένονται ειδικά στις αλληλουχίες εκατέρωθεν της περιοχής ενδιαφέροντος, ελεύθερα 
νουκλεοτίδια (dNTPs) και μια θερμοανθεκτική DNA πολυμεράση. 

Η PCR εκτελείται σε κυκλικές φάσεις με τη βοήθεια ενός θερμικού κυκλωτή (thermal cycler) 
και περιλαμβάνει τρία βασικά στάδια: την αποδιάταξη (denaturation), κατά την οποία το 
δίκλωνο DNA διαχωρίζεται σε δύο μονόκλωνα μόρια μέσω θέρμανσης στους 94–96 °C, τη 
συγκόλληση (annealing), όπου οι εκκινητές υβριδίζονται με τις συμπληρωματικές 
αλληλουχίες του DNA στους 50–65 °C, και την επιμήκυνση (extension), κατά την οποία η DNA 
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πολυμεράση συνθέτει τη νέα αλυσίδα στους 72 °C. Αυτοί οι κύκλοι επαναλαμβάνονται 25 
έως 40 φορές, επιτρέποντας την εκθετική ενίσχυση της επιθυμητής αλληλουχίας. 
 
Η PCR εφαρμόζεται ευρέως στη μοριακή διάγνωση για την ανίχνευση παθογόνων 
μικροοργανισμών, στη γενετική ταυτοποίηση, στον έλεγχο γενετικά τροποποιημένων 
οργανισμών, στη μελέτη γονιδιακών μεταλλάξεων και σε ιατροδικαστικά περιστατικά. 
Παράλληλα, έχουν αναπτυχθεί εξελιγμένες παραλλαγές της τεχνικής, όπως η πραγματικού 
χρόνου PCR (real-time PCR ή qPCR), που επιτρέπει την ποσοτική ανάλυση του DNA, η 
multiplex PCR, η οποία επιτρέπει την ταυτόχρονη ανίχνευση πολλαπλών γενετικών στόχων 
σε ένα δείγμα και η επαναλαμβανόμενη εξωγονιδιακή παλίνδρομη αντίδραση (repetitive 
extragenic palindromic (rep-PCR)). 

2.2 Multiplex PCR 

Η Multiplex PCR είναι μία παραλλαγή της κλασικής PCR κατά την οποία πολλαπλά ζεύγη 
εκκινητών (primers) χρησιμοποιούνται ταυτόχρονα σε μία αντίδραση, με σκοπό την 
ταυτόχρονη ενίσχυση διαφορετικών στόχων DNA. Η τεχνική αυτή προσφέρει το πλεονέκτημα 
της εξοικονόμησης χρόνου και αντιδραστηρίων, ενώ είναι ιδιαιτέρως χρήσιμη σε εφαρμογές 
όπως ο μοριακός χαρακτηρισμός παθογόνων, η ανίχνευση γονιδιακών μεταλλάξεων, ο 
γενετικός έλεγχος τροφίμων και επιδημιολογική χαρτογράφηση. 

Η μεθοδολογία περιλαμβάνει τη σχεδίαση εκκινητών με παρόμοια θερμοκρασία τήξης και τη 
βελτιστοποίηση των συνθηκών αντίδρασης ώστε να αποφεύγεται η μη ειδική ενίσχυση και η 
αλληλοεπικάλυψη προϊόντων. (Hauner A., et al., 2025) 

2.3 Repetitive Extragenic Palindromic PCR 

Η rep-PCR είναι μια τεχνική ανίχνευσης του γονιδιώματος που βασίζεται στην ενίσχυση 
περιοχών μεταξύ επαναλαμβανόμενων παλίνδρομων αλληλουχιών DNA, οι οποίες 
απαντώνται συχνά σε βακτηριακά γονιδιώματα. Οι εκκινητές που χρησιμοποιούνται 
προσδένονται σε αυτές τις συντηρημένες επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες, δημιουργώντας 
μοναδικά πρότυπα ζωνών για κάθε στέλεχος. Η μέθοδος είναι ιδανική για μελέτες γενετικής 
συγγένειας, επιδημιολογική παρακολούθηση και τυποποίηση βακτηριακών απομονώσεων. 
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3. ΣΚΟΠΟΣ 

Στόχος της συγκεκριμένης πτυχιακής εργασίας ήταν: 
 

I. Η εφαρμογή μεθόδου πολλαπλής αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (multiplex 
PCR) για τον διαχωρισμό στελεχών L. monocytogenes διαφορετικών οροτύπων (1/2a, 
4b, 1/2c, 1/2b). 

 
II. Η εφαρμογή της μοριακής τεχνικής επαναλαμβανόμενων παλίνδρομων στοιχείων 

(repetitive extragenic palindromic reaction element PCR) για το διαχωρισμό στελεχών 
της L. monocytogenes διαφορετικών οροτύπων (1/2a ,4b, 1/2c, 1/2b). 
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 4. ΠΕΙΡΑΜΑΤΚΟ ΜΕΡΟΣ-ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

Τα τέσσερα βακτηριακά στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή τη μελέτη ήταν τα L. 
monocytogenes AAL20066 (ορότυπος 1/2a), AAL20074 (ορότυπος 4b), AAL20105 (ορότυπος 
1/2c) και AAL20107 (ορότυπος 1/2b), όλα απομονωμένα από φρέσκες ανάμεικτες σαλάτες 
και ευγενικά παραχωρημένα από τον Dr. Andritsos (Athens Analysis Laboratories S.A. 
Μεταμόρφωση, Αττικής, Ελλάδα). Συνολικά 100 αποικίες απομονώθηκαν  τυχαία και 
ανακτήθηκαν από τις υψηλότερες αραιώσεις των θρεπτικών πλακών TSA που 
χρησιμοποιήθηκαν για την ποσοτικοποίηση των προσκολλημένων/βιουμενικών ζώντων 
βακτηρίων στις επιφάνειες ανοξείδωτου χάλυβα (SS coupons), πριν και μετά την απολύμανση 
με θυμόλη (THY) και χλωριούχο βενζαλκόνιο (BAC),  και την ποσοτικοποίηση των 
πλαγκτονικών βακτηρίων που αναπτύχθηκαν σε αραιωμένο θρεπτικό εκχύλισμα μαρουλιού 
(diluted lettuce broth). Οι απομονώσεις κατανεμήθηκαν σε πέντε πειραματικές συνθήκες 
(Μεταχειρήσεις Α–Ε) , (Γαρουφαλίδου, Σκαρμούτσου, 2018), και αποτέλεσαν τον βακτηριακό 
πληθυσμό που επιχειρήθηκε από την παρούσα μελέτη να ταυτοποιηθεί με τις δύο μοριακές 
μεθόδους.  

Πίνακας 4. Περιγραφή των συνθηκών δημιουργίας (μεταχειρίσεις) των διαφορετικών απομονώσεων.  

Μεταχείριση Περιγραφή 
Αριθμός 

Απομονώσεων 
Α Πλανκτονικός πληθυσμός (στο dLB) 20 

Β 

 
Συνδεδεμένος πληθυσμός (σε κομμάτια ανοξείδωτου 
χάλιβα (Stainless Steel coupons), πριν την 
απολύμανση) 

20 

Γ (C) 
Μετά από απολύμανση με νερό (αρνητικός 
μάρτυρας) 

20 

Δ (D) Μετά από απολύμανση με 468,8 ppm θυμόλη (THY) 20 

Ε (E) 
 
Μετά από απολύμανση με 35 ppm χλωριούχο 
βενζαλκώνιο (BAC) 

20 

Οι απομονώσεις εναιωρήθηκαν σε 1 mL θρεπτικού ζωμού (TSB) με 15% (v/v) γλυκερόλη και 
ήταν αποθηκευμένες στους –80 °C, μέχρι την εξαγωγή του γενετικού τους υλικού. 

4.1 Υλικά που χρησιμοποιήθηκαν: 

4.1.1 Προετοιμασία εργαστηριακών καλλιεργιών 

Πλαστικοί σωλήνες φυγοκέντρισης (Falcon) – 15 mL 

Μικροβιολογικός κρίκος 

Τρυβλία TSA 

Eppendorf σωληνάρια (1,5 mL) 

Μικροπιπέτες των 0,2-2 μL, των 1-10 μL, 20-200 μL και των 100-1000 μL (1 mL)  
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Ρύγχη πιπέτας 

4.1.2 Λύση κυττάρων – Ενζυματική πέψη 

Ρυθμιστικό διάλυμα λύσης 

1 M Σορβιτόλη 

0,1 M EDTA, pH 7,5 

Λυσοζύμη – 25 mg/Ml 

Μουτανολυσίνη (Mutanolysin) – 5 U 

4.1.3 Καθαρισμός και κατακρήμνιση DNA 

Ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl (50 mM) / EDTA (20 mM), pH 7,4 

SDS 10% (Δωδεκυλοθειϊκό νάτριο) 

Οξικό κάλιο (Potassium acetate) – 5 M 

Ισοπροπανόλη (Isopropanol) – παγωμένη 

Απόλυτη αιθανόλη (Absolute ethanol) – παγωμένη 

4.1.4 Ανασύσταση και αποθήκευση DNA 

Ρυθμιστικό διάλυμα TE 

10 mM Tris-HCl 

1 mM EDTA, pH 8 

4.2 Απομόνωση γενωμικού DNA 

  Η εξαγωγή DNA πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με ενζυματική μέθοδο βασισμένη στο 
πρωτόκολλο των Doulgeraki et al.(2011), με μικρές τροποποιήσεις. 

4.2.1 Προετοιμασία καλλιεργειών εργασίας  

Κάθε απομόνωση, ενοφθαλμίστηκε κάνοντας χρήση μικροβιολογικού κρίκου, με τη μέθοδο 
των παράλληλων γραμμών (streaking), σε τρυβλίο TSA ξεκινώντας από την καλλιέργεια 
διατήρησης του κάθε στελέχους, η οποία όπως προαναφέρθηκε βρισκόταν παγωμένη σε TSB 
+15% γλυκερόλη σε σωληνάριο eppendorf στους -80℃. Ακολούθησε επώαση  στους 37 °C για 
24 ώρες (προκαλλιέργειες). Από κάθε τρυβλίο επιλέχθηκαν μία με δύο αποικίες (κάνοντας 
χρήση μικροβιολογικού κρίκου) από την προκαλλιέργεια, πραγματοποιήθηκε εμβολιασμός 
σε 5 mL θρεπτικού ζωμού TSB μέσα σε πλαστικό σωλήνα φυγοκέντρισης (falcon) των 15  mL.  
Τέλος ακολούθησε επώαση στους 37 °C για 18 ώρες. 
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4.2.2 Λύση κυττάρων 

Η καλλιέργεια φυγοκεντρήθηκε στους 4000 x g για 10 λεπτά, σε θερμοκρασία δωματίου. 
Απομακρύνθηκε προσεκτικά  το υπερκείμενο και έγινε προσθήκη 0,5 mL ρυθμιστικού 
διαλύματος λύσης (1 M σορβιτόλη, 0,1 M EDTA, pH 7,5) σε κάθε ίζημα περιέχοντας: 25 mg/mL 
λυσοζύμη και 5 U μουτανολυσίνη. Το διάλυμα λύσης φτιάχτηκε ζυγίζοντας 30 ml σκόνη 
σορβιτόλης (5.47 g) και edta (1.12 g), προσθέτοντας περίπου 20 ml υπερκάθαρο νερό, 
ρυθμίζοντας το pH στο 7.5 (με 5Ν HCL), προσθέτοντας τη ζυγισμένη σκόνη (0.75 g) της 
λυσοζύμης, αναδεύοντας μέχρι πλήρους διάλυσης, και συμπληρώνοντας με υπερκάθαρο 
μέχρι τελικού όγκου 30 ml. Η μουτανολυσίνη υπήρχε στην κατάψυξη σε συγκέντρωση 1U/μl 
και προστέθηκαν  5 μl σε κάθε eppendorf. Επιπροσθέτως, έγινε μεταφορά του κάθε 
κυτταρικού εναιωρήματος σε eppendorf (των 1,5 ml) και επωάστηκε στους 37 °C για 2 ώρες. 

4.2.3 Καθίζηση και Καθαρισμός DNA 

Ακολούθησε φυγοκέντριση των eppendorfs στα 5000 x g για 10 λεπτά στους 4 °C.  Το 
υπερκείμενο απομακρύνθηκε προσεκτικά και στο νέο ίζημα  προστέθηκε 0,5 mL ρυθμιστικού 
διαλύματος Tris-HCl (50 mM)/EDTA (20 mM), pH 7,4 , έγινε ανάδευση με τη χρήση μηχανικής 
μικροπιπέτας , με σκοπό την πλήρη διάλυση του ιζήματος, και προστέθηκαν επιπλέον 50 μL 
διαλύματος SDS 10%, όπου ακολούθησε επώαση σε υδατόλουτρο στους 65 °C για 30 λεπτά. 
Μετά το πέρας της επώασης προστέθηκαν 0,2 mL διαλύματος (5 M) οξικού καλίου (potassium 
acetate), καθώς στη συνέχεια τα eppendorfs τοποθετήθηκαν σε πάγο για 30 λεπτά. 
Επιπρόσθετα, ακολούθησε φυγοκέντριση στους 20.000 x g για 10 λεπτά στους 4 °C και 
συλλέχθηκε το υπερκείμενο σε νέα άδεια eppendorfs. Εκεί έγινε προσθήκη  1 mL παγωμένης 
ισοπροπανόλης και φυγοκεντρήθηκε στους 10.000 x g για 15 λεπτά στους 4 °C. Αφού έγινε 
προσεκτική απομάκρυνση του υπερκείμενου, στα ιζήματα προστέθηκε 1 mL παγωμένης 
απόλυτης αιθανόλης και φυγοκεντρίθηκαν εκ νέου στους 20.000 x g για 15 λεπτά στους 4 °C. 

4.2.4 Ανασύσταση και ποιοτικός έλεγχος 

Σε αυτό το σημείο απομακρύνθηκε προσεκτικά το υπερκείμενο (αιθανόλη) από κάθε 
eppendorf και τοποθετήθηκαν με ανοιχτά καπάκια, για ξήρανση των ιζημάτων, στους 40 °C 
για ~1,5 ώρα (μέχρι την πλήρη εξάτμιση της εναπομείνουσας αιθανόλης).Ακολούθως, έγινε 
προσθήκη σε κάθε eppendorf 120 μL ρυθμιστικού διαλύματος TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM 
EDTA, pH 8). Τέλος η  συγκέντρωση και καθαρότητα των DNA ελέγχθηκαν με 
φασματοφωτομετρία στις 260 και 280 nm.  

4.3 Διάκριση των στελεχών της L. monocytogenes μέσω multiplex-PCR 

4.3.1 Αντιδραστήρια  

Για την ανάπτυξη της μεθόδου χρησιμοποιήθηκε το αντιδραστήριο Quick-load 2x Master Mix. 
Είναι ένα έτοιμο προς χρήση μίγμα που περιλαμβάνει όλα τα απαραίτητα συστατικά για την 
ενίσχυση του DNA. Περιέχει Taq DNA πολυμεράση, dNTPs, ρυθμιστικό διάλυμα (KCl), MgCl₂, 
καθώς και χρωστικές απεικόνισης, που επιτρέπουν την απευθείας φόρτωση των προϊόντων 
PCR σε πηκτή αγαρόζης χωρίς την ανάγκη επιπλέον χρώσης, όπου αποτυπώνονται στον 
πίνακα 4.3.1. 
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Πίνακας 4.3.1 Αντιδραστήρια 

Αντιδραστήρια Όγκος (μL) Συγκεντρώσεις 
Quick-load 2x Master Mix 12.5 μl - 
Forward Primers (10μM) 0.5x 4 μl 0.5μM 
Reverse Primers (10 μM) 0.5 x4μl 0.5 μM 
DNA (100ng/μl) 3μl 300ng 
Extra Mg²⁺ 0.5μl 0.5mm 
ddH₂O 5 μl  

 
4.3.2 Εκκινητικά Μόρια (primers) 
Οι χρησιμοποιηθέντες εκκινητές για τους τέσσερις ορότυπους, προήλθαν από τη δημοσίευση 
των Doumith et al.(2004), όπως αναγράφονται στον ακόλουθο πίνακα .  
 
Πίνακας 4.3.2 Εκκινητές (primers) 
 

Γονίδιο στόχος Αλληλουχίες εκκινητών 
(5'→3') 

Μέγεθος 
προϊόντος (bp) 

Ορότυποι που 
υβριδοποιούν 

lmo0737 F:AGGGCTTCAAGGACTTACCC 
R:ACGATTTCTGCTTGCCATTC 

691 1/2a, 1/2c, 3a, 3c 

lmo1118 F:AGGGGTCTTAAATCCTGGAA 
R:CGGCTTGTTCGGCATACTTA 

906 1/2c, 3c 

ORF2819 F:AGCAAAATGCCAAAACTCGT 
R:CATCACTAAAGCCTCCCATTG 

471 1/2b, 3b, 4b, 4d, 
4e 

ORF2110 F:AGTGGACAATTGATTGGTGAA 
R:CATCCATCCCTTACTTTGGAC 

597 4b, 4d, 4e 

 
4.3.3 Εξοπλισμός για την PCR 
PeqStar 96 HPL Gradient Thermocycler (Peqlab, VWR International GmbH, Germany) 

4.3.4 Για την ηλεκτροφόρηση 

Γέλη αγαρόζης 1,5% 

1xTBE (Tris-Borate-EDTA) 50 ml  

Διάλυμα αγωγημότητ 0,5xTBE ~ 350 ml 

1kb Opti-DNA Marker 

Σύστημα ηλεκτροφόρησης Mupid-One (NIPPON Genetics EUROPE GmbH) 
Σύστημα τεκμηρίωσης UV Quantum ST4 (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, France) 
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4.3.5 Εκτέλεση αντίδρασης multiplex-PCR 

Για την ενίσχυση των επιθυμητών τμημάτων DNA πραγματοποιήθηκε αντίδραση PCR 
συνολικού όγκου 25 μL. Η αντίδραση έγινε με τη χρήση του έτοιμου μίγματος Quick-Load 2x 
Master Mix, το οποίο περιέχει την απαραίτητη DNA πολυμεράση, dNTPs, ρυθμιστικό διάλυμα 
και χρωστικές για άμεση ηλεκτροφόρηση. Στο μίγμα προστέθηκαν 12.5 μL από το Master Mix, 
2 μL από forward primers (0.5 μL από τα τέσσερα διαφορετικά γονίδια), 2 μL από reverse 
primers (0.5 μL ομοίως), 3 μL πρότυπου DNA συγκέντρωσης 100 ng/ml (συνολική ποσότητα 
300 ng), 0.5 μL επιπλέον MgCl₂ για επίτευξη τελικής συγκέντρωσης 0.5 mM, καθώς και 5 μL 
απιονισμένου νερού (ddH₂O) για τη συμπλήρωση του τελικού όγκου. 

Για κάθε δοκιμή χρησιμοποιήθηκαν αρνητικοί μάρτυρες (όγκος νερού ίσος με τον όγκο του 
προστιθέμενου δείγματος DNA), για να ελεγχθούν τυχόν επιμολύνσεις και θετικοί μάρτυρες 
(στελέχη της  L.moocytogenes, ταυτοποιημένου οροτύπου) για τον έλεγχο της σωστής 
λειτουργίας της τεχνικής PCR. 
 
4.3.6 Συνθήκες θερμοκυκλοποίησης 
 
Aρχική αποδιάταξη στους 95 °C για 3 λεπτά, ακολουθούμενη από 35 κύκλους των 95 °C για 
40 δευτερόλεπτα (αποδιάταξη), 53 °C για 1 λεπτό και 15 δευτερόλεπτα (υβριδισμός 
εκκινητών), και 72 °C για 1 λεπτό και 15 δευτερόλεπτα (επιμήκυνση). Η διαδικασία 
ολοκληρωνόταν με τελική επιμήκυνση στους 72 °C για 7 λεπτά.  

4.3.7 Εκτέλεση ηλεκτροφόρησης DNA σε γέλη αγαρόζης 

Για την ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων DNA χρησιμοποιήθηκε γέλη αγαρόζης 1,5%, η οποία 
παρασκευάστηκε διαλύοντας 0,75 g αγαρόζης σε 50 ml διαλύματος 1X TBE. Το μείγμα 
θερμάνθηκε μέχρι την πλήρη διάλυση της αγαρόζης και στη συνέχεια, αφού η θερμοκρασία 
έπεσε στους ~60 °C, προστέθηκε χρωστική SafeView Classic (abm, G108) σε συγκέντρωση 5 
μl ανά 100 ml, δηλαδή 2,5 μl στο τελικό μείγμα των 50 ml. Η λιωμένη γέλη μεταφέρθηκε σε 
καλούπι χύτευσης με τοποθετημένη κτένα και αφέθηκε να στερεοποιηθεί πλήρως σε 
θερμοκρασία δωματίου. 

Ως διάλυμα αγωγιμότητας χρησιμοποιήθηκαν περίπου 350 ml διαλύματος 0,5X TBE, στο 
οποίο είχε επίσης προστεθεί SafeView Classic σε συγκέντρωση 3 μl ανά 100 ml, δηλαδή 
περίπου 10,5 μl στο σύνολο. Η στερεοποιημένη γέλη τοποθετήθηκε στη συσκευή 
ηλεκτροφόρησης και καλύφθηκε πλήρως με το παραπάνω διάλυμα. Στη συνέχεια, 
φορτώθηκαν τα δείγματα DNA μαζί με τον δείκτη μοριακού βάρους 1 kb Opti-DNA Marker σε 
αντίστοιχα πηγάδια. 

Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε σε σύστημα ηλεκτροφόρησης Mupid-One (NIPPON 
Genetics EUROPE GmbH) στα 100 V για 40 λεπτά. Μετά το πέρας της διαδικασίας, η γέλη 
μεταφέρθηκε σε σύστημα UV απεικόνισης και φωτοτεκμηρίωσης (π.χ. Quantum ST4, Vilber 
Lourmat, Marne-la-Vallée, France), όπου και παρατηρήθηκαν οι ζώνες DNA υπό υπεριώδες 
φως, όπως στη ακόλουθη εικόνα. 
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Εικόνα 4.3.7 Παράδειγμα ηλεκτροφόρησης, multiplex PCR, σε πήκτωμα αγαρόζης 

4.4 Διάκριση των στελεχών της L. monocytogenes μέσω Rep- PCR 

4.4.1 Αντιδραστήρια 

Kapa Taq PCR Kit with dNTPs (KK1016, Kapa Biosystems, Wilmington, MA, USA) 
GTG5 primer (αλληλουχία: GTG GTG GTG GTG GTG, τελική συγκέντρωση 1 μM) 
dNTP Mix 10 mM 
DNA από απομονωθείσες καλλιέργειες Listeria monocytogenes 
Νερό ποιότητας HPLC (Applichem) 

4.4.2 Εξοπλισμός για την PCR 

PeqStar 96 HPL Gradient Thermocycler (Peqlab, VWR International GmbH, Germany) 

4.4.3 Για την ηλεκτροφόρηση 

Αγαρόζη 1,5% (w/v) 
Ρυθμιστικό διάλυμα αγωγιμότητας TBE 0,5× 
Βρωμιούχο αιθίδιο (EtBr) 0,05 μg/mL 
Μάρτηρας - FastGene® 100 bp DNA Ladder (MWD100, NIPPON Genetics EUROPE GmbH) 
Σύστημα ηλεκτροφόρησης Mupid-One (NIPPON Genetics EUROPE GmbH) 
Σύστημα τεκμηρίωσης UV Quantum ST4 (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, France) 

4.4.4 Εκτέλεση αντίδρασης rep-PCR 

Για τη διάκριση των στελεχών L. monocytogenes σε επίπεδο οροτύπου, εφαρμόστηκε η 
μέθοδος της επαναλαμβανόμενης αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (rep-PCR), όπως 
αυτή έχει περιγραφεί, με μικρές τροποποιήσεις. Συγκεκριμένα, για την ενίσχυση 
χρησιμοποιήθηκε το κιτ Kapa Taq PCR με dNTPs (Kapa Biosystems), ενώ η σύσταση κάθε 
μίγματος αντίδρασης (τελικός όγκος 25 μL) περιλάμβανε 2,5 μL από το ρυθμιστικό διάλυμα 
10× Kapa Taq Buffer A, το οποίο αποδίδει τελική συγκέντρωση MgCl₂ 1,5 mM, 0,5 μL από 
μίγμα dNTPs 10 mM (τελική συγκέντρωση 0,2 mM), 2,5 μL εκκινητή GTG5 10 μM 
(αλληλουχία: GTG GTG GTG GTG GTG, τελική συγκέντρωση 1 μM), 3 μL DNA πρότυπου 
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(περίπου 300 ng), 0,2 μL Kapa Taq DNA πολυμεράσης (5 U/μL), και 16,3 μL νερού ποιότητας 
HPLC για την επίτευξη του συνολικού όγκου.  

4.4.5 Συνθήκες θερμοκυκλοποίησης 

Aρχική αποδιάταξη στους 95 °C για 5 λεπτά, ακολουθούμενη από 30 κύκλους των 95 °C για 
30 δευτερόλεπτα (αποδιάταξη), 40 °C για 1 λεπτό (υβριδισμός εκκινητών), και 72 °C για 8 
λεπτά (επιμήκυνση). Η διαδικασία ολοκληρωνόταν με τελική επιμήκυνση στους 72 °C για 16 
λεπτά. Για λόγους αξιοπιστίας, κάθε rep-PCR εκτελέστηκε εις διπλούν σε διαφορετικές 
ημέρες για κάθε απομονωθέν στέλεχος. 

4.4.6 Εκτέλεση ηλεκτροφόρησης DNA σε γέλη αγαρόζης 

Τα προϊόντα της ενίσχυσης διαχωρίστηκαν με ηλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης 1,5% (w/v) 
παρασκευασμένη σε ρυθμιστικό διάλυμα TBE 0,5×, με προσθήκη βρωμιούχου αιθιδίου (EtBr) 
σε συγκέντρωση 0,05 μg/mL. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε στα 50 V για διάρκεια 2 
ωρών, με χρήση του συστήματος Mupid-One (NIPPON Genetics EUROPE GmbH). Ως μάρτηρας 
μοριακού βάρους χρησιμοποιήθηκε FastGene® 100 bp DNA Ladder (MWD100), με 5 μL 
φόρτιση ανά πηγαδάκι. Η απεικόνιση των ζωνών πραγματοποιήθηκε μέσω UV διαφωτισμού 
χρησιμοποιώντας το σύστημα Quantum ST4 (Vilber Lourmat). Σε κάθε γέλη, για λόγους 
σύγκρισης και ελέγχου, συμπεριλαμβάνονταν πάντα προϊόντα rep-PCR που είχαν προκύψει 
από καθαρές καλλιέργειες των τεσσάρων γνωστών στελεχών αναφοράς L. monocytogenes, 
τοποθετημένα δίπλα στα δείγματα των απομονώσεων. (Hadjillouka et.al. 2014) 

 
Εικόνα4.4.6 Παράδειγμα ηλεκτροφόρησης, rep-PCR, σε πήκτωμα αγαρόζης. 
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5. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
5.1 Πειραματικό στάδιο για την ανάπτυξη της τεχνικής multiplex- PCR 
 
Ως αρχή για τη δημιουργία των πειραματικών δοκιμών για τον καθορισμό λειτουργικού 
προτύπου, εκτέλεσής τους, χρησιμοποιήθηκε όπως περιγράφεται από προηγούμενη μελέτη 
(Doumith et al.2004). Συγκεκριμένα, η αντίδραση PCR πραγματοποιήθηκε σε τελικό όγκο 
100μl. Η αντίδραση περιλάμβανε 2U Taq DNA πολυμεράσης, 0,2 mM dntp και ειδικούς 
εκκινητές (primers) σε διαφορετικές συγκεντρώσεις: lmo0737 σε συγκέντρωση 1μM, 
ORF2819 και ORF2010 σε συγκέντρωση 1,5μM έκαστος, και lmo1118 σε συγκέντρωση 0,2 
Μm. Το πρωτόκολλο θερμοκυκλοποίησης περιλάμβανε αρχική αποδιάταξη στους 94℃ για 3 
λεπτά, ακολουθούμενη από 35 κύκλους που περιλάμβαναν τα εξής βήματα: αποδιάταξη 
στου 94℃ για 40 δευτερόλεπτα, υβριδισμό στους 53℃ για 75 δευτερόλεπτα και επέκταση 
στους 72℃ για 75 δευτερόλεπτα. Η αντίδραση ολοκληρωνόταν με τελική επέκταση στους 
72℃ για 7 λεπτά. 
 
5.2 Αντικατάσταση αντιδραστηρίων 
 
Πρωτίστως, έγιναν οι κατάλληλες τροποποιήσεις, διότι τα χρησιμοποιηθέντα αντιδραστήρια 
ήταν διαφορετικά από εκείνα της δημοσίευσης. Εν προκειμένω, έγινε χρήση του 
αντιδραστηρίου Quick-Load Taq 2x Master Mix (NEW ENGLAND, BIOLABS) το οποίο περιέχει 
την απαραίτητη DNA πολυμεράση, dNTPs, ρυθμιστικό διάλυμα και χρωστικές για άμεση 
ηλεκτροφόρηση, εκτός των εκκινητών. 
Ακολούθως απεικονίζεται το αρχικό πρόγραμμα που διαμορφώθηκε μετά την τροποποίηση. 
 
Πίνακας 5.2: Στοιχειομετρία και συνθήκες της αντίδρασης  

Βήμα PCR Θερμοκρασία (°C) Χρόνος Στοιχειομετρία (25 μL) 
Αρχική αποδιάταξη 95 3 λεπτά 12.5 μL Quick-Load 2x 

Master Mix 
Αποδιάταξη (×35) 95 40 δευτερόλεπτα 2 μL forward primers 

(0.5 μL × 4) 
Υβριδισμός εκκινητών 
(×35) 

53 1 λεπτό 15 
δευτερόλεπτα 

2 μL reverse primers 
(0.5 μL × 4) 

Επιμήκυνση (×35) 72 1 λεπτό 15 
δευτερόλεπτα 

3 μL πρότυπο DNA (100 
ng/μL → 300 ng) 

Τελική επιμήκυνση 72 7 λεπτά 0.5 μL MgCl₂ (τελική 
συγκ. 0.5 mM) 

Τέλος - - 5 μL ddH₂O για 
συμπλήρωση στα 25 μL 

 
 
Η εφαρμογή της μεθοδολογίας εμφάνισε αδυναμία, καθώς δεν υπήρξε απεικόνιση του 
γονιδίου lmo1118 ως προς τον ορότυπο 3c, όπως φαίνεται στην εικόνα 5.2. 
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Εικόνα 5.2 Στην αρίθμηση των δειγμάτων ακολουθούν με τη σειρά τα στελέχη AAL20066, AAL20077, AAL20105, 
AAL20107 και ο αρνητικός μάρτυρας ενώ αποδεικνύεται ο μη σαφής διαχωρισμός. 
 
5.3 Προσδιορισμός της βέλτιστης θερμοκρασίας υβριδισμού 
 
Ακολούθως πραγματοποιήθηκε δοκιμή με το απομονωθέν γενετικό υλικό στο οποίο 
υπάρχουν τα τέσσερα ζητούμενα γονίδια (lmo1118, lmo0737, ORF2110, ORF2819). Η 
Gradient-PCR πραγματοποιήθηκε με χρήση του KAPA Taq PCR kit ( ΚΚ 1016 (500 U))  με κύριο 
στόχο την επιβεβαίωση παρουσίας του γονιδίου lmo1118 και τον προσδιορισμό της 
βέλτιστης θερμοκρασίας υβριδισμού.  
Για τη βελτιστοποίηση της θερμοκρασίας υβριδισμού, χρησιμοποιήθηκε Gradient-PCR με 
θερμοκρασιακό εύρος 55℃ έως 72℃. Η βέλτιστη θερμοκρασία υβριδισμού ήταν στους 63℃, 
φέροντας τις ιδανικότερες απεικονίσεις των ηλεκτροφορίσεων. 
Παρόλα αυτά και σε συνέχεια των επαναληπτικών δοκιμών που πραγματοποιήθηκαν, όπως 
στην παρακάτω εικόνα 5.3, διαπιστώθηκε η αδυναμία έκφρασης του γονιδίου lmo1118, με 
αποτέλεσμα τη μη απόδοση των αναμενόμενων απεικονίσεων ( εμφάνιση δύο αμπλικονίων 
όπως στα στελέχη, της εικόνας, 5.3 PL24 και PL35, αντίστοιχα). Γεγονός το οποίο οδηγεί στο 
συμπέρασμα πως είτε υπήρχε κάποια μετάλλαξη του γονιδίου στα σημεία πρόσδεσής του 
εκκινητή, με αποτέλεσμα την αδυναμία σύνδεσης και υβριδισμού του, είτε  το στέλεχος δεν 
ήταν  οροτύπου 1/2c,3c. 
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Εικόνα 5.3  Multiplex-PCR σε απομονωμένο DNA από τα τέσσερα ζητούμενα στελέχη,  2 στελεχών (PL24 και 
PL35) διαπιστευμένου οροτύπου (1/2c,3c), ως θετικοί μάρτυρες καθώς και μία δοκιμή (MIX) με χρήση του DNA 
και των 6 στελεχών μαζί, έχοντας διπλασιασμένη και την ποσότητα του γονιδίου lmo1118 σε σχέση με τα άλλα 
3 γνωστά γονίδια (lmo0737, ORF2819,ORF2110) . 

5.4 Μεταβλητότητα Στελεχών ως προς την Πλαγκτονική Ανάπτυξη, την Προσκόλληση και 
την Ανθεκτικότητα στην Απολύμανση με τη χρήση μεθόδου rep-PCR. 

Όπως αναμενόταν, τα τέσσερα στελέχη L. monocytogenes που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή 
τη μελέτη για την παρασκευή του μίγματος προσκόλλησης κυττάρων (δηλαδή τα AAL20066, 
AAL20074, AAL20105 και AAL20107), βρέθηκαν να παρουσιάζουν διαφορετικά προφίλ μέσω 
rep-PCR, η οποία πραγματοποιήθηκε με βάση προηγούμενη δημοσίευση (Hadjilouka et al 
2014).  

Πίνακας 5.4 Πρωτόκολλο rep-PCR και Στοιχειομετρίας 
 

Φάση Θερμοκρασία 
(°C) Χρόνος Αρ. Κύκλων Στοιχειομετρία (ανά 25 μL) 

Αρχική αποδιάταξη 95 5 λεπτά 1 2,5 μL 10× Kapa Taq Buffer A (τελική 
[MgCl₂] = 1,5 mM) 

Αποδιάταξη 95 30 
δευτερόλεπτα 30 0,5 μL dNTPs 10 mM (τελική 

συγκέντρωση: 0,2 mM) 
Υβριδισμός 
εκκινητών 40 1 λεπτό 30 2,5 μL GTG5 primer 10 μM (τελική 

συγκέντρωση: 1 μM) 
Επιμήκυνση 72 8 λεπτά 30 3 μL DNA πρότυπου (περίπου 300 ng) 

Τελική επιμήκυνση 72 16 λεπτά 1 0,2 μL Taq DNA πολυμεράση (5 U/μL), 
16,3 μL H₂O για τελικό όγκο 25 μL 

 
Τα συγκεκριμένα στελέχη είχαν επιλεγεί σκόπιμα έτσι ώστε το καθένα να ανήκει σε 
διαφορετικό οροτύπο (δηλαδή 1/2a, 4b, 1/2c και 1/2b, αντίστοιχα), γεγονός που επιτρέπει 
τον εύκολο διαχωρισμό τους με την εφαρμοζόμενη τεχνική rep-PCR, όπως αποδεικνύεται 
από την εικόνα 5.4. 
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Εικόνα 5.4.1 Ευκρινής αποτύπωση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης επαλαμβανόμενης αλληλουχίας 
10 απομονωμένων στελεχών της L. monocytogenes, όπου παρατηρείται πως το κάθε στέλεχος (AAL20066, 
AAL20074, AAL20105 και AAL20107) παρουσιάζει ένα ξεχωριστό μοτίβο αμπλικονίων, επιτρέποντας την εύκολη 
διάκρισή τους. 
 
Η συνεισφορά κάθε στελέχους στη σύνθεση του μικτού πλαγκτονικού πληθυσμού που 
υπήρχε στο τέλος της επώασης στο τροποποιημένο υγρό καλλιέργειας (dLB), στο οποίο είχαν 
τοποθετηθεί τα κουπόνια από ανοξείδωτο χάλυβα (SS) ως υπόστρωμα για την προσκόλληση 
των βακτηρίων, καθώς και στη σύνθεση των μικτών προσκολλημένων κοινοτήτων (biofilms) 
που βρέθηκαν στις επιφάνειες, τόσο πριν όσο και μετά την απολύμανσή τους (δηλαδή με 
έκθεση είτε σε νερό [ως έλεγχος], είτε σε 468,8 ppm θυμόλης [THY], είτε σε 35 ppm 
βενζαλκόνιο [BAC]). 
 

  
 
Εικόνα 5.4.2 Ποσοστά κατανομής (%) κάθε στελέχους L.moncytogenes (δηλ. AAL20066, AAL20074, AAL20105 
και AAL20107) για καθεμία από τις πέντε εξεταζόμενες θεραπείες (δηλ. Α, Β, C, D και E), και παρουσίαση της 
μέσης συνολικής κατανομής κάθε στελέχους. 

Γενικά, παρατηρήθηκε ότι τα διάφορα στελέχη συμπεριφέρονται διαφορετικά όσον αφορά 
την πλαγκτονική ή προσκολλημένη ανάπτυξη και την ανθεκτικότητά τους στην απολύμανση. 
Η ανθεκτικότητα αυτή επηρεάστηκε επίσης και από το είδος του εφαρμοζόμενου 
απολυμαντικού. Για παράδειγμα, το στέλεχος AAL20066 δεν ανιχνεύθηκε καθόλου στον 
πλαγκτονικό πληθυσμό (μεταχείριση A), ενώ αντίθετα εκπροσώπησε το 15% των 
απομονωμένων αποικιών που ανακτήθηκαν από τις πλάκες που χρησιμοποιήθηκαν για την 
ποσοτικοποίηση του πληθυσμού που είχε προσκολληθεί (μεταχείριση B). 
Ως άλλο παράδειγμα αυτής της μεταβλητότητας, αυτή τη φορά ως προς την αντοχή, το 
στέλεχος AAL20105 δεν ανιχνεύθηκε καθόλου μετά την απολύμανση είτε με νερό 
(μάρτυρας), είτε με THY (468,8 ppm) (μεταχείριση C και D αντίστοιχα), ενώ το 20% των 
αποικιών που εμφανίστηκαν στις πλάκες μετά από απολύμανση με BAC (70 ppm) ανήκαν στο 
συγκεκριμένο στέλεχος (μεταχείριση E). 
Η ετερογένεια στη συμπεριφορά του κάθε στελέχους καθίσταται επίσης προφανής εάν 
εξεταστεί η μέση συνολική κατανομή του καθενός. Για παράδειγμα, το στέλεχος AAL20074 
παρουσίασε ποσοστό εμφάνισης 41%, ενώ το AAL20105 εμφανίστηκε περίπου τέσσερις 
φορές λιγότερο, με μέση συνολική κατανομή ίση με 11%. 
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Επιπλέον, υπογραμμίζεται η κρίσιμη σημασία της λεπτομερούς βελτιστοποίησης των 
πειραματικών παραμέτρων για την αξιόπιστη ανίχνευση γονιδίων-στόχων μέσω multiplex-
PCR. Η συστηματική αποτυχία ανίχνευσης του γονιδίου lmo1118, παρά την εφαρμογή 
τροποποιημένων πρωτοκόλλων και τη χρήση διαφορετικών PCR kit και θερμοκρασιών 
υβριδισμού, υποδεικνύει πιθανή γενετική ποικιλομορφία στα στελέχη L. monocytogenes ή 
διαφοροποιημένη γονιδιακή έκφραση, η οποία μπορεί να επηρεάζει την ειδικότητα και 
ευαισθησία των εκκινητών. Η μη ανίχνευση του συγκεκριμένου γονιδίου 3c, υπογραμμίζει 
την ανάγκη για αναθεώρηση και πιθανή επανασχεδίαση των μοριακών εργαλείων 
ανίχνευσης ώστε να καλύπτεται η γονιδιακή ετερογένεια που υφίσταται σε διαφορετικά 
κλινικά και περιβαλλοντικά στελέχη. Σύμφωνα με τους (Chen, Knabel, 2007), σε πειραματική 
δοκιμή που πραγματοποίησαν, για την ταυτόχρονη ανίχνευση βακτηρίων του γένους L. 
monocytogenes και κύριων οροτύπων και επιδημιολογικών κλώνων τους, έγινε επιλογή της 
μεθόδου multiplex-PCR, όντας γρηγορότερη μέθοδος πρώτου βαθμού σε σχέση με την χρήση 
της ηλεκτροφόρησης σε πήκτωμα με παλμικό πεδίο (PFGE). Διαπιστώθηκε, πως δεν είχε την 
απαιτούμενη διακριτική ικανότητα διαχωρισμού περεταίρω των απομονώσεων των ίδιων 
οροτύπων, παρ΄όλα αυτά βοηθάει σε πολύ σημαντικό βαθμό την ταυτόχρονη και γρήγορη 
ταυτοποίηση είδους, σημαντικών οροτύπων και επιδημιολογικών κλώνων,  μειώνοντας έτσι 
τον αριθμό των απομονώσεων που θα πρέπει να μελετηθούν με καταλληλότερη μέθοδο, 
όπως την PFGE. 

Η εφαρμογή της μεθόδου rep-PCR απέδειξε την υψηλή διακριτική ικανότητα στην 
ταυτοποίηση και διαφοροποίηση στελεχών L. monocytogenes, επιβεβαιώνοντας την ύπαρξη 
σημαντικής γενετικής και φαινοτυπικής ετερογένειας μεταξύ των μελετώμενων 
απομονώσεων. Οι παρατηρούμενες διαφοροποιήσεις στην πλαγκτονική ανάπτυξη, στην 
προσκόλληση επιφανειών και στην ανθεκτικότητα σε απολυμαντικά υπογραμμίζουν τη 
σύνθετη και πολυπαραγοντική φύση της μικροβιακής συμπεριφοράς. Επιπλέον, η διακριτή 
επίδραση του είδους του απολυμαντικού στα ποσοστά επιβίωσης των διαφόρων στελεχών 
καταδεικνύει την ανάγκη για εξατομικευμένες στρατηγικές ελέγχου που λαμβάνουν υπόψη 
τόσο τη γενετική σύσταση των μικροβιακών κοινοτήτων όσο και τις ιδιότητες των 
χρησιμοποιούμενων απολυμαντικών. 

Συνολικά, τα ευρήματα της μελέτης υποστηρίζουν ότι η γενετική ποικιλομορφία και η 
μικροβιακή ετερογένεια αποτελούν κρίσιμους παράγοντες που επηρεάζουν την 
αποτελεσματικότητα των μοριακών μεθόδων ανίχνευσης και των απολυμαντικών 
πρωτοκόλλων. Η συνδυασμένη χρήση μοριακών τεχνικών υψηλής ευαισθησίας και 
ειδικότητας, σε συνδυασμό με λειτουργικές δοκιμές ανθεκτικότητας, μπορεί να βελτιώσει 
σημαντικά την παρακολούθηση και τον έλεγχο της παρουσίας της L. monocytogenes σε 
βιομηχανικά αλλά και κλινικά περιβάλλοντα σύμφωνα με τους (Salama et al., 2025). 
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