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Περίληψη 
 

Η εµφάνιση και εξάπλωση των ανθεκτικών στα αντιβιοτικά βακτηρίων έχει 

χαρακτηριστεί από την Παγκόσµια Οργάνωση Υγείας (W.H.O.), ως µια από τις τρεις 

µεγαλύτερες απειλές για την δηµόσια υγεία στον 21ο αιώνα. Η Ελλάδα συγκαταλέγεται στις 

ευρωπαϊκές χώρες µε τα υψηλότερα επίπεδα µικροβιακής αντοχής, ενώ είναι πρώτη στη 

συνολική κατανάλωση αντιµικροβιακών παραγόντων.  

Η υπερβολική κατανάλωση των αντιβιοτικών οφείλεται κυρίως στην έλλειψη ορθής 

ενηµέρωσης και στην εύκολη πρόσβαση σε αυτά. Η κατάχρηση των αντιβιοτικών, η άσκοπη 

χρήση αντιβιοτικών σε κτηνοτροφικές µονάδες για πρόληψη ασθενειών και η απόρριψη µη 

χρησιµοποιηθέντων αντιβιοτικών αποτελούν κύριες αιτίες αύξησης των ανθεκτικών 

βακτηρίων στο περιβάλλον. 

Η έξοδος των βιολογικών καθαρισµών αποτελεί κύρια πηγή εισόδου των αντιβιοτικών 

στο φυσικό περιβάλλον, καθώς τα συστήµατα αυτά δεν έχουν αναπτυχθεί για την επεξεργασία 

τέτοιων χηµικών ενώσεων. Η παρουσία τους είναι συνεχής, καθώς διοχετεύονται στο 

περιβάλλον ασταµάτητα. Εντούτοις, η δραστικότητα των αντιβιοτικών υποβαθµίζεται µέσω 

διαφόρων βιολογικών ή φυσικοχηµικών διεργασιών, όταν εισέρχονται στο φυσικό 

περιβάλλον, σε αντίθεση µε τα γονίδια ανθεκτικότητας που µεταφέρονται και εξαπλώνονται 

µε µεγάλη ευκολία. 

Πολλές µελέτες έχουν επισηµάνει την παρουσία γονιδίων ανθεκτικότητας στα 

αντιβιοτικά και ανθεκτικών βακτηριακών στελεχών µετά το στάδιο της απολύµανσης, 

καθιστώντας τα επεξεργασµένα λύµατα, φορείς γονιδίων ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά. 

Έτσι, τα ανθεκτικά βακτηριακά στελέχη εισέρχονται στο υδάτινο περιβάλλον, τροποποιώντας 

δυνητικά τα µικροβιακά οικοσυστήµατα, µέσω της διάδοσης των γονιδίων ανθεκτικότητας 

στα αντιβιοτικά, σε εγχώριους µικροοργανισµούς. 

Η βελτιστοποίηση των διαδικασιών απολύµανσης και διαχείρισης των λυµάτων για την 

µείωση του ανθεκτικού βακτηριακού φορτίου και της ποσότητας των αντιµικροβιακών 

παραγόντων στα υγρά απόβλητα, καθώς και µια πολιτική πρόληψης της ανάµιξης ανθρώπινης 

και ζωικής προέλευσης βακτηρίων µε περιβαλλοντικούς µικροοργανισµούς κρίνονται 

αναγκαίες. 

Σκοπός της παρούσας έρευνας είναι η ανίχνευση και ποσοτικοποίηση γονιδίων 

ανθεκτικότητας σε τέσσερα διαφορετικά αντιβιοτικά στο υδάτινο περιβάλλον. Συγκεκριµένα, 

σε ενδοφυτικές βακτηριακές κοινότητες στο αλόφυτο Juncus acutus, µε την µέθοδο της 

ποσοτικής αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (real-time PCR). Τα γονίδια ανθεκτικότητας 

εξετάστηκαν στα αντιβιοτικά Σουλφαµεθοξαζόλη (Sulfamethoxazole, SMX), η 

Σιπροφλοξασίνη (Ciprofloxacin, CIP), η Τετρακυκλίνη (Tetracycline) και η Αµπικιλίνη 
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(Ampicillin). 

Τα πειραµατικά αποτελέσµατα συνηγορούν στην ύπαρξη γονιδίων ανθεκτικότητας σε 

αρκετές ενδοφυτικές βακτηριακές κοινότητες στο αντιβιοτικό Σουλφαµεθοξαζόλη, 

αποδεικνύοντας την ανάπτυξη γενετικών µηχανισµών ανθεκτικότητας σε περιβαλλοντικά 

βακτηριακά στελέχη, συνεισφέροντας στην εξάπλωση της ανθεκτικότητας στο περιβάλλον. 

 

 

 

Abstract 

 
The emergence and spread of antibiotic-resistant bacteria have been characterized by the 

World Health Organization (W.H.O.), as one of the three greatest threats to public health in 

the 21st century. Greece ranks alongside other European nations with the highest levels of 

microbial resistance and ranks first overall in total consumption of antibiotic agents in Europe. 

This excessive consumption of antibiotics is due to lack of awareness and knowledge on 

this subject, as well as, easy access to these products. Excessive consumption of antibiotics, 

misguided use of antibiotics in livestock for the prevention of illness, and the discarding of 

unused antibiotics into the environment are the main causes for the rise of antibacterial 

resistant bacteria in the environment.  

The effluxes of wastewater treatment plants, are a main point of entry for antibiotics into 

the environment, owing to the fact that these wastewater treatment plants have not been 

developed for the processing of these chemical compounds. Their presence is constant as they 

are dispersed continuously into the environment. Nevertheless, the reactivity of antibiotics is 

degraded due to various physical, chemical, and biological processes as they enter into the 

natural environment, in contrast to antibiotic resistance genes that disperse and pass on with 

relative ease. 

Many studies have emphasized in the presence of antibiotic-resistance genes and resistant 

bacterial strains after the disinfection stage of wastewater treatment. As a result, resistant 

bacterial strains enter the aqueous environment, potentially altering the microbial ecosystems 

by passing on their antibiotic resistance genes to domestic microorganisms.  

The optimization of disinfection processes and wastewater management, for the 

reduction of bacterial resistance load and quantity of antibiotic agents in wastewater, as well as 

precautionary policies regarding the mixing of human and animal originated bacteria with 

environmental microorganisms are deemed necessary.  

The purpose of this thesis is the detection and quantification of resistance genes to four 
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different antibiotics in the aqueous environment. Specifically, in endophytic bacterial 

communities within the halophyte Juncus acutus, utilizing the method of quantitative 

Polymerase Chain Reaction (real-time PCR). The antibiotic-resistance genes studied, have 

resistance towards Sulfamethoxazole (SMX), Ciprofloxacin (CIP), Tetracycline, and 

Ampicillin. 

The experimental results determine the existence of bacterial resistance in many 

endophytic bacterial communities, towards the antibiotic Sulfamethoxazole, demonstrating the 

development of genetic mechanisms of resistance in environmental bacterial strains. The latter 

may contribute to the proliferation of antibiotic resistance in the environment.  
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1. Εισαγωγή 
 

 Tα αντιβιοτικά, από την ανακάλυψη τους πριν από 80 περίπου χρόνια, έχουν σώσει 

εκατοµµύρια ζωές από βακτηριακές λοιµώξεις. Σήµερα όµως, οκτώ δεκαετίες µετά, οι 

πολύτιµες αυτές για τον άνθρωπο ουσίες χάνουν µε συνεχώς αυξανόµενο ρυθµό την 

αποτελεσµατικότητά τους λόγω επίτασης του φαινοµένου της µικροβιακής αντοχής στα 

αντιβιοτικά. Η µικροβιακή αντοχή αποτελεί φυσιολογικό βιολογικό φαινόµενο, συνέπεια 

φυσικής επιλογής, κατά την οποία µικροοργανισµοί που παρουσιάζουν αντοχή σε κάποιο 

αντιβιοτικό, αποκτούν ανταγωνιστικό πλεονέκτηµα έναντι των µικροοργανισµών που δεν 

είναι ανθεκτικοί στο αντιβιοτικό όταν αυτός ο πληθυσµός εκτεθεί στο αντιβιοτικό αυτό 

(εικόνα 1). Η ισορροπία του φυσιολογικού αυτού φαινοµένου διαταράσσεται σε ανησυχητικό 

βαθµό από την υπέρµετρη και µη ενδεδειγµένη χρήση αντιβιοτικών που παρατηρείται στις 

µέρες µας. 

 

 

 Αυτό έχει δυσµενέστατες συνέπειες για τη δηµόσια υγεία, καθώς οι θεραπευτικές 

επιλογές ακόµα και για τις κοινές λοιµώξεις έχουν καταστεί πολύ περιορισµένες και σε 

µερικές περιπτώσεις είναι ανύπαρκτες. Το Ευρωπαϊκό Κέντρο Πρόληψης και Ελέγχου Νόσων 

εκτιµά ότι η µικροβιακή αντοχή ευθύνεται κάθε χρόνο για 25.000 θανάτους και συνεπάγεται 

κόστος άνω του 1,5 δισεκατοµµυρίου ευρώ για δαπάνες υγειονοµικής περίθαλψης και 

απώλεια παραγωγικότητας.  

 Το αντιβιοτικό, µε την έννοια µε την οποία χρησιµοποιείται συνήθως η λέξη, είναι 

φάρµακο που καταπολεµά τα βακτήρια. Το αντιµικροβιακό είναι πιο γενικός όρος και 

περιλαµβάνει οποιοδήποτε φάρµακο καταπολεµά νοσογόνα µικρόβια, είτε αυτά είναι 

βακτήρια, είτε µύκητες, είτε µικροσκοπικά παράσιτα, πλην των ιών. 

 

Εικόνα 1: Ανάπτυξη µικροβιακής αντοχής στα αντιβιοτικά (http://www.wikiwand.com/en/ 
Antimicrobial_resistance). 
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1.1  Ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά 

 
 Η ανθεκτικότητα των µικροβίων στα αντιβιοτικά θεωρείται ένα από τα πιο σοβαρά 

προβλήµατα της δηµόσιας υγείας. Οι αριθµοί των ανθεκτικών βακτηρίων που είναι ανθεκτικά 

στα αντιβιοτικά έχει αυξηθεί την τελευταία δεκαετία. Πολλές βακτηριακές λοιµώξεις έχουν 

γίνει ανθεκτικές στις θεραπείες των πιο συχνά συνταγογραφούµενων αντιβιοτικών. Κάθε 

φορά που ένα άτοµο παίρνει αντιβιοτικά, τα ευαίσθητα βακτήρια σκοτώνονται, αλλά τα 

ανθεκτικά µικρόβια επιβιώνουν και πολλαπλασιάζονται. Για τα παιδιά η ανησυχία είναι 

ακόµα µεγαλύτερη, διότι σε αυτά παρατηρούνται τα µεγαλύτερα ποσοστά χρήσης 

αντιβιοτικών. Η επαναλαµβανόµενη και άσκοπη χρήση των αντιβιοτικών είναι οι κύριες 

αιτίες αύξησης των ανθεκτικών βακτηρίων. Η κατάχρηση των αντιβιοτικών θέτει σε κίνδυνο 

τη χρησιµότητα των φαρµάκων που είναι πραγµατικά ουσιώδη και χρήσιµα. Η µείωση της 

αλόγιστης χρήσης των αντιβιοτικών είναι ο καλύτερος τρόπος για την αντιµετώπιση της 

εξάπλωσης της  ανθεκτικότητας, καθώς η χρήση των αντιβιοτικών προωθεί την αντίσταση 

των βακτηρίων στα αντιβιοτικά. 

 Τα αντιβιοτικά, γνωστά επίσης και ως αντιµικροβιακά φάρµακα, είναι φάρµακα τα 

οποία καταπολεµούν τις λοιµώξεις που προκαλούνται από βακτήρια. Ο Alexander Fleming 

ανακάλυψε το πρώτο αντιβιοτικό, την πενικιλίνη, το 1927. Μετά την πρώτη χρήση των 

αντιβιοτικών τη δεκαετία του 1940, µειώθηκαν δραστικά οι ασθένειες και οι θάνατοι από 

λοιµώδεις νόσους. Ο όρος "αντιβιοτικό" αναφέρεται σε µια φυσική ένωση που παράγεται από 

ένα µύκητα ή άλλο µικροοργανισµό, ο οποίος έχει τη δυνατότητα να αδρανοποιεί τα 

βακτήρια, που προκαλούν τις νόσους. Κάποια αντιβιοτικά µπορεί να περιέχουν συνθετικά 

συστατικά (δεν παράγονται από µικροοργανισµούς), που επίσης  έχουν την δυνατότητα να 

σκοτώσουν ή να αναστείλουν την ανάπτυξη των βακτηρίων. Αν και τα αντιβιοτικά µπορεί να 

έχουν ωφέλιµα αποτελέσµατα, η συχνή χρήση τους συνεισφέρει στο πρόβληµα της 

µικροβιακής αντοχής στα αντιβιοτικά, δηλαδή στην ικανότητα των βακτηρίων και άλλων 

µικροβίων να αντιστέκονται στη δράση ενός αντιβιοτικού.  

 Η ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά ορίζεται από τον παγκόσµιο οργανισµό υγείας 

(WHO), ως η ανθεκτικότητα ενός µικροοργανισµού σε κάποιον αντιβιοτικό παράγοντα, ο 

οποίος ήταν αρχικά αποτελεσµατικός στην θεραπεία λοιµώξεων που προκαλούνται από τον 

µικροοργανισµό αυτό. Αυτή η αντοχή των µικροοργανισµών δεν αποτελεί νέο φαινόµενο. 

Πολλά παθογόνα βακτήρια έχουν επίσης αναπτύξει αντοχή ενάντια σε πολλά αντιβιοτικά 

(πολυανθεκτικότητα), γεγονός που έχει περιορίσει σηµαντικά τις θεραπευτικές επιλογές για 

λοιµώξεις σε ανθρώπους και ζώα.  

 Τα αντιβιοτικά είναι χηµικές ουσίες που χορηγούνται  για την αντιµετώπιση 

βακτηριακών και όχι ιογενών λοιµώξεων που προσβάλλουν τον ανθρώπινο οργανισµό. Για 



	 3 

παράδειγµα, δεν είναι αποτελεσµατικά στο κοινό κρυολόγηµα, στη γρίπη, στη βρογχίτιδα και 

στην πλειονότητα των ωτίτιδων. Η κατάχρηση αντιβιοτικών οδηγεί στη µείωση της 

δραστικότητάς τους, ειδικότερα όταν χορηγούνται άσκοπα. Η χώρα µας κατέχει την πρώτη 

θέση στην κατανάλωση αντιβιοτικών και σε λοιµώξεις από πολυανθεκτικά βακτήρια. Η 

αντοχή των µικροβίων στα αντιβιοτικά καθιστά δυσχερή την αντιµετώπιση των λοιµώξεων 

που οφείλονται σε ανθεκτικά βακτήρια και αποτελεί ένα από τα σηµαντικότερα προβλήµατα 

δηµόσιας υγείας σήµερα. 

 Τα µικρόβια που παρουσιάζουν σήµερα την µεγαλύτερη αντοχή στα αντιβιοτικά είναι 

τέσσερα. Πρόκειται για το Klebsiella pneumoniae, το Escherichia coli, το Pseudomonas 

aeruginosa και το Staphylococcus aureus (MRSA). 

 
 
 

1.2  Διάδοση της ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά στο περιβάλλον 

 

 Οργανισµοί ανθεκτικοί σε αντιβιοτικά, εισέρχονται στο υδάτινο περιβάλλον από 

ανθρώπινες και ζωικές πήγες. Τα βακτήρια αυτά είναι ικανά να διαδώσουν τα γονίδια τους σε 

εγχώριους µικροοργανισµούς στο φυσικό περιβάλλον. Αντιθέτως, πολλά αντιβιοτικά 

βιοµηχανικής προέλευσης κυκλοφορούν σε υδάτινα περιβάλλοντα, τροποποιώντας δυνητικά 

τα µικροβιακά οικοσυστήµατα (Baquero et al., 2008). 

 Παθογόνα και δυνητικά παθογόνα, ανθρώπινης και ζωικής προέλευσης, βακτήρια 

απελευθερώνονται συνεχώς µε τα υγρά απόβλητα στο υδάτινο περιβάλλον. Πολλοί από 

αυτούς τους  οργανισµούς διαθέτουν γονίδια ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά, ενταγµένα σε 

γενετικά κινητές πλατφόρµες (π.χ. πλασµίδια, µεταθέτες) έχοντας τη δυνατότητα να 

διαδοθούν µεταξύ βακτηριακών κοινοτήτων και στελεχών του νερού και του εδάφους (Alonso 

et al., 2001). 

 Το περιβάλλον και κυρίως τα υδάτινα οικοσυστήµατα, µπορούν να προσφέρουν ένα 

ιδανικό υπόβαθρο για την απόκτηση και τη διάδοση της ανθεκτικότητας, καθώς είναι συχνά 

και άµεσα επηρεαζόµενα από τις ανθρωπογενείς δραστηριότητες. Το υδάτινο περιβάλλον 

αποτελεί όχι µόνο ένα τρόπο διάδοσης των ανθεκτικών σε αντιβιοτικά βακτηρίων µεταξύ 

ανθρώπινων και ζωικών πληθυσµών, καθώς το πόσιµο νερό προέρχεται από το έδαφος, αλλά 

αποτελεί και µια διαδροµή µέσω της οποίας τα γονίδια ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά 

εισέρχονται στα φυσικά βακτηριακά οικοσυστήµατα. Πολλά από αυτά τα γονίδια δεν είναι 

κατά κύριο λόγο, γονίδια ανθεκτικότητας, αλλά ανήκουν σε ένα κρυφό σύνολο γονιδίων που 

είναι σε θέση να µετατραπεί σε γονίδια ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά, σε παθογόνα και µη 

παθογόνα βακτήρια  (D’Costa  et al., 2006).  
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 Τα αντιβιοτικά είναι από τα πιο σηµαντικά φάρµακα για την θεραπευτική αγωγή 

µολυσµατικών ασθενειών, µε αποτέλεσµα µεγάλες ποσότητες των ενώσεων αυτών να 

απελευθερώνονται στα αστικά λύµατα λόγω της υπερβολικής κατανάλωσής τους και της 

απόρριψης των ποσοτήτων που δεν  χρησιµοποιήθηκαν (Rodriguez-Mozaz et al., 2010). Τα 

αντιβιοτικά χρησιµοποιούνται όχι µόνο στην ιατρική αλλά και για την πρόληψη και ίαση 

ασθενειών σε ζώα και φυτά, ακόµα και για την επιτάχυνση της ανάπτυξης των ζώων στην 

κτηνοτροφία (Kümmerer et al., 2009; Zhang et al., 2009). Όλες αυτές οι εφαρµογές έχουν ως 

αποτέλεσµα την απελευθέρωση τεράστιων ποσοτήτων αντιµικροβιακών παραγόντων σε 

φυσικά οικοσυστήµατα (Martinez et al., 2009). Η εισαγωγή και η προοδευτική συσσώρευση 

στο περιβάλλον των αντιµικροβιακών παραγόντων, αντιβιοτικών, απορρυπαντικών και 

απολυµαντικών προϊόντων και των υπολειµµάτων από βιοµηχανική ρύπανση συµβάλλουν 

στην τροποποίηση και εξάπλωση αυτών των ανθεκτικών οργανισµών στο υδάτινο περιβάλλον 

(Baquero et al., 2008).  

  Η ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά εξελίσσεται στα βακτήρια λόγω της επίδρασης της 

βιοµηχανικής παραγωγής αντιµικροβιακών παραγόντων στις βακτηριακές κοινότητες 

(Baquero et al., 2008). Οι γενετικοί "αντιδραστήρες" αποτελούν χώρους, όπου η γενετική 

εξέλιξη λαµβάνει χώρα, διότι υπάρχει υψηλή βιολογική συνδεσιµότητα και γενετική 

ποικιλοµορφία. Πέρα από τις µεταλλάξεις, σηµαντικές γενετικές παραλλαγές λαµβάνουν 

χώρα, µέσω γενετικών "ανταλλαγών" µεταξύ των οργανισµών εντός των κοινοτήτων.  

  Υπάρχουν τέσσερις γενετικοί αντιδραστήρες στους οποίους η ανθεκτικότητα στα 

αντιβιοτικά εξελίσσεται. Ο κύριος αντιδραστήρας συνίσταται από τους µικροβιακούς 

οργανισµούς ανθρώπινης και ζωικής προέλευσης, όπου η προληπτική ή θεραπευτική χρήση 

αντιβιοτικών καταβάλλουν τις δράσεις τους. Ο δεύτερος αντιδραστήρας περιλαµβάνει τα 

νοσοκοµεία, τις εγκαταστάσεις µακροπρόθεσµης φροντίδας, φάρµες ή οποιοδήποτε άλλο 

πυκνοκατοικηµένο µέρος όπου ευπαθή άτοµα εκτίθενται σε βακτηριακή ανταλλαγή. Ο τρίτος 

αντιδραστήρας αποτελείται από απόβλητα και κάθε είδους βιολογικά υπολείµµατα 

προερχόµενα από τις εγκαταστάσεις της δεύτερης κατηγορίας αντιδραστήρων, για παράδειγµα 

από βιολογικούς καθαρισµούς, όπου διαφορετικοί βακτηριακοί οργανισµοί έχουν την 

ευκαιρία να αναµιχθούν και να αντιδράσουν γενετικά. Η τέταρτη κατηγορία αφορά το έδαφος 

και τα επιφανειακά καθώς και τα υπόγεια υδάτινα περιβάλλοντα, όπου οι βακτηριακοί 

οργανισµοί που προέρχονται από τους προηγούµενους αντιδραστήρες έρχονται σε επαφή µε 

τους περιβαλλοντικούς οργανισµούς (Baquero et al., 2008). 

  Ως εκ τούτου, οι αντιβιοτικές ουσίες και τα ανθεκτικά βακτήρια µπορούν να εισέλθουν 

στα επιφανειακά και υπόγεια υδάτινα περιβάλλοντα µέσω διαφορετικών οδών (εικόνα 2), για 

παράδειγµα µέσω των επεξεργασµένων και ανεπεξέργαστων λυµάτων από τις µονάδες 

επεξεργασίας λυµάτων όπου παρέχεται ένα ιδανικό περιβάλλον για την οριζόντια µεταφορά 
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γονιδίων ανθεκτικότητας, καθώς τα βακτήρια είναι σε διαρκή επαφή µε τις αντιβιοτικές 

ουσίες και τους ανθεκτικούς µικροοργανισµούς (Marti et al., 2014). Επιπλέον, είναι δυνατόν 

να εισέλθουν στο υδάτινο περιβάλλον από τα νοσοκοµειακά απόβλητα, από τις εκάστοτε 

απορρίψεις υδατοκαλλιεργειών, από τις επιφανειακές απορροές, από την χρήση µη ελεγµένων 

κτηνοτροφικών παραγώγων (π.χ. κοπριά) καθώς και από τη διήθηση του νερού που 

προορίζεται για γεωργική χρήση (Rodriguez-Mozaz et al., 2015). 

  Μια επισκόπηση στο οικολογικό µονοπάτι των αντιβιοτικών, δείχνει πως τα αντιβιοτικά 

φάρµακα εναλλάσσονται µεταξύ διαφορετικών περιβαλλόντων, όπως το ιατρικό περιβάλλον, 

το γεωργικό περιβάλλον, το περιβάλλον υδατοκαλλιεργειών, το περιβάλλον των 

φαρµακευτικών βιοµηχανιών και το ευρύτερο περιβάλλον. Ένα µεγάλο ποσοστό των 

αντιβιοτικών που χρησιµοποιούνται παγκοσµίως απελευθερώνεται στο περιβάλλον µε µία 

δραστική µορφή, µέσω των απεκκρίσεων των φαρµάκων στα ούρα και στα κόπρανα. Έτσι, τα 

αντιβιοτικά ασκούν πίεση επιλογής σε βακτήρια, στους ανθρώπους, στα ζώα και στα φυτά, 

λόγω της υπερβολικής χρήσης τους. 

 

 
Εικόνα 2: Πορεία των αντιβιοτικών στο περιβάλλον (Andersson et al., 2014). 

 
  Η δραστικότητα των αντιβιοτικών υποβαθµίζεται µέσω διαφόρων βιολογικών 

(βιοαποικοδόµηση) ή µέσω φυσικοχηµικών διεργασιών (προσρόφηση, φωτόλυση, υδρόλυση), 

όταν εισέρχονται στο φυσικό υδάτινο περιβάλλον, σε αντίθεση µε τα γονίδια ανθεκτικότητας 

στα αντιβιοτικά που µεταφέρονται ανέπαφα και διαδίδονται χωρίς να είναι εντός κάποιου 

κυττάρου. 
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  Είναι γνωστό ότι τα αντιβιοτικά αποτελούν σηµαντικό κίνδυνο για το περιβάλλον και 

την ανθρώπινη υγεία ακόµη και σε χαµηλές συγκεντρώσεις (Kümmerer et al., 2009). 

Επιπλέον, η υπερβολική χρήση των αντιβιοτικών θέτει σε κίνδυνο την αποτελεσµατικότητα 

των αντιµικροβιακών θεραπειών, καθώς οι µολυσµατικοί οργανισµοί γίνονται ανθεκτικοί σε 

περισσότερα αντιβιοτικά (Marti et al., 2014; Pruneau et al., 2011). Η εµφάνιση και εξάπλωση 

των ανθεκτικών στα αντιβιοτικά βακτηρίων έχει χαρακτηριστεί από την Παγκόσµια 

Οργάνωση Υγείας (Π.Ο.Υ) ως µία από τις τρεις µεγαλύτερες απειλές για την δηµόσια υγεία 

στον 21ο αιώνα (World Health Organization, 1996). Πρωτόκολλα αξιολόγησης των κινδύνων 

για τα αντιβιοτικά και τα ανθεκτικά βακτήρια στο υδάτινο περιβάλλον, µε βάση τα βέλτιστα 

συστήµατα για την ανίχνευση αντιβιοτικών και τη παρακολούθηση της ανθεκτικότητας σε 

αντιβιοτικά µικροβιακής προέλευσης, αρχίζουν να τίθενται υπό συζήτηση (Kim et al., 2007). 

Μέθοδοι για την µείωση ανθεκτικού βακτηριακού φορτίου στα υγρά απόβλητα, καθώς και τη 

ποσότητα των αντιµικροβιακών παραγόντων, οι οποίοι τις περισσότερες φορές προέρχονται 

από νοσοκοµεία και αγροκτήµατα, περιλαµβάνονται στη βελτιστοποίηση των διαδικασιών 

απολύµανσης και διαχείρισης των λυµάτων και κοπριάς (Baquero et al., 2008). Μια πολιτική 

για την πρόληψη ανάµιξης ανθρώπινης και ζωικής προέλευσης βακτηρίων µε τους 

περιβαλλοντικούς οργανισµούς κρίνεται αναγκαία (Baquero et al., 2008). 

  Λόγω της αυξανόµενης ανησυχίας για τη ρύπανση υδάτινων οικοσυστηµάτων από 

αντιβιοτικά, αρκετές µελέτες έχουν διεξαχθεί µε σκοπό την εκτίµηση της παρουσίας των 

ουσιών αυτών στις εκροές των βιολογικών καθαρισµών (Costanzo et al, 2005; García-Galán et 

al., 2011), ενώ άλλες µελέτες έδωσαν προσοχή στα γονίδια ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά 

που απελευθερώνονται στο περιβάλλον και κατά συνέπεια στην εµφάνιση και στο δυναµικό 

εξάπλωσης της ανθεκτικότητας αυτής (Chen et al., 2013; LaPara et al., 2011; Marti et al., 

2013; Munir et al., 2011; Sidrach-Cardona et al., 2014; Zhang et al., 2009). 
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1.3  Απορρόφηση ρύπων από το φυτό 

 
 Οργανικοί ρύποι µπορούν να απορροφηθούν από τα φυτά ανάλογα µε τη συγκέντρωσή 

τους, τις φυσικοχηµικές ιδιότητες και τα είδη των φυτών (Garcia-Rodríguez et al., 2014). 

Πολλές συσχετίσεις έχουν διερευνηθεί µεταξύ της οργανικής ένωσης που απορροφάται από 

τα διαφορετικά φυτικά διαµερίσµατα, ως συνάρτηση των φυσικοχηµικών χαρακτηριστικών 

της οργανικής ένωσης (Burken et al., 1998). Η πρόσληψη µιας οργανικής ένωσης µπορεί να 

εκτιµηθεί από τον συντελεστή συγκέντρωσης - ρεύµατος διαπνοής (transpiration stream 

concentration factor, TSCF) επί τον όγκο του νερού που διέπνευσε το φυτό. Γενικά, οι 

ενώσεις µε δεκαδικό λογάριθµο του συντελεστή κατανοµής  οκτανόλης - νερού, log(Kow) 

µεταξύ 0,5 - 3,5 θεωρείται ότι κινούνται γρήγορα διαµέσου των φυτών, έτσι ο χρόνος επαφής 

των ενώσεων µε τους µικροοργανισµούς της ριζόσφαιρας είναι µικρός (Weyens et al., 2009). 

 Αρχικά, η ένωση απορροφάται µέσω του µεσοκυττάριου πλέγµατος, στη συνέχεια 

κινείται εντός του ριζικού ξυλώµατος και µεταφέρεται στο βλαστό και στα φύλλα. Πολλές 

ενώσεις µπορεί ακόµη και να ακολουθήσουν το ρυθµό διαπνοής, καθώς απορροφώνται από τα 

φυτά, µεταφέρονται στα φύλλα και στη συνέχεια µέσω της εξατµισοδιαπνοής ελευθερώνονται 

στην ατµόσφαιρα (Burken et al., 1998). Ο ρυθµός µετατόπισης προς τα εναέρια τµήµατα 

διαφέρει µεταξύ των διαφορετικών οργανικών ενώσεων. Ειδικότερα, τα αλόφυτα έχουν την 

ικανότητα να µεταφέρουν τις πτητικές οργανικές ενώσεις στην ατµόσφαιρα µέσω των 

σπογγωδών ιστών, προκαλώντας σοβαρά περιβαλλοντικά προβλήµατα (Imfeld et al., 2009). 

 Αρκετές µελέτες υπογραµµίζουν την ικανότητα διαφόρων φυτών να απορροφούν και να 

µετατοπίζουν αναδυόµενες οργανικές ενώσεις, σε διαφορετικές πειραµατικές ρυθµίσεις, για 

παράδειγµα υδροπονική (Bouldin et al., 2006; Dodgen et al., 2013), πειράµατα εδάφους 

(Hawker et al., 2013), υπό ελεγχόµενες συνθήκες, καθώς και υπό συνθήκες πεδίου (Wu et al., 

2015). Οι πληροφορίες σχετικά µε την ικανότητα των ειδών του γένους Juncus να απορροφά 

αυτές τις ενώσεις δεν είναι επαρκείς. Η µελέτη (Dordio et al., 2011) στηρίχθηκε στην 

ικανότητα του φυτού Typha sp. να αποµακρύνει το φάρµακο καρβαµαζεπίνη (carbamazepine) 

από το νερό και να το συσσωρεύει στους φυτικούς του ιστούς. Σε µια άλλη µελέτη, η τύχη 

των 20 πιο συχνά χρησιµοποιηµένων φαρµακευτικών προϊόντων και προϊόντων προσωπικής 

φροντίδας διερευνήθηκε σχετικά µε το δυναµικό απορρόφησης και µετατόπισης τους από τα 

φυτά (Wu et al, 2013). Αποδείχτηκε ότι οι ουδέτερες ενώσεις προσροφήθηκαν στις επιφάνειες 

του ριζικού συστήµατος, ενώ µια υδρόφιλο - ρυθµιζόµενη µεταφορά καθόριζε τη µετατόπιση 

των ενώσεων αυτών προς τους υπέργειους ιστούς. Οι υδρόφιλες ενώσεις ήταν επιρρεπείς στη 

µεταφορά τους στα φύλλα, κατά τη διεύθυνση του ρεύµατος διαπνοής. Τα επεξεργασµένα 

λύµατα που χρησιµοποιούνται για τη γεωργική άρδευση, για βιοστερεά και για τροποποιήσεις 

κοπριάς, θέτουν σε κίνδυνο την ανθρώπινη υγεία δεδοµένου ότι οι ενώσεις αυτές 
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µεταφέρονται στα λαχανικά ή σε άλλα φυτά καλλιεργειών, κυρίως µέσω του ρεύµατος της 

διαπνοής (Clarke et al., 2011; Hurtado et al., 2016; Malchi et al., 2014). Ωστόσο, πολλές 

µελέτες δείχνουν ότι η συγκέντρωση των ενώσεων αυτών στα βρώσιµα προϊόντα είναι 

αµελητέα (Prosser et al., 2015) ή ότι οι επιπτώσεις της ανθρώπινης έκθεσης σε αυτές 

χρειάζονται περαιτέρω έρευνα (Wu et al., 2015).  

 

 

 

1.4  Το πρόβληµα της µικροβιακής αντοχής στην Ελλάδα 

 

  Η Ελλάδα συγκαταλέγεται στις ευρωπαϊκές χώρες µε τα υψηλότερα επίπεδα 

µικροβιακής αντοχής, ενώ είναι πρώτη στη συνολική κατανάλωση αντιµικροβιακών 

παραγόντων. Αυτό οφείλεται κυρίως στην έλλειψη ενηµέρωσης για τη σωστή χρήση των 

αντιβιοτικών και στην εύκολη πρόσβαση σε αυτά. Η διασπορά στελεχών ανθεκτικών στα 

περισσότερα αντιβιοτικά ευθύνεται για την αύξηση της νοσηρότητας, την παράταση της 

διάρκειας νοσηλείας των ασθενών, την αύξηση της θνησιµότητας των νοσηλευµένων 

ασθενών και την οικονοµική επιβάρυνση των Συστηµάτων Υγείας. Οι λοιµώξεις από 

πολυανθεκτικά παθογόνα αποτελούν καθηµερινή πραγµατικότητα για τα ελληνικά 

νοσοκοµεία και καθιστούν επιτακτική την ανάγκη λήψης και εφαρµογής αποτελεσµατικών 

µέτρων για την πρόληψη και τον έλεγχό τους. 

  Η συνεχώς καταγραφόµενη αύξηση της µικροβιακής αντοχής οφείλεται στην 

κατάχρηση των αντιµικροβιακών παραγόντων, ειδικότερα των ευρέος φάσµατος 

αντιβιοτικών. Αναλυτικότερα, σύµφωνα µε καταγραφές από το ESDC (European Surveillance 

of Antimicrobial Consumption), η Ελλάδα είναι η πρώτη χώρα της Ευρώπης µε συνολική (και 

ειδικότερα εξωνοσοκοµειακή) κατανάλωση αντιβιοτικών, µε σταδιακή αύξηση από το 1997 

(25.06 DDD) έως το 2005 (34.73 DDD) (DDD: Καθορισµένη Ηµερήσια Δόση ανά 1000 

κατοίκους ανά ηµέρα). Σύµφωνα µε τα πλέον πρόσφατα στοιχεία, η συνολική 

εξωνοσοκοµειακή κατανάλωση αντιµικροβιακών για το έτος 2008 ανήλθε στα επίπεδα του 45 

DDD στη χώρα µας, επίπεδα σχεδόν διπλάσια συγκριτικά µε το µέσο όρο που καταγράφηκε 

στις υπόλοιπες ευρωπαϊκές χώρες, ενώ παρατηρήθηκε µια µείωση στα 32 DDD το 2012, 

διατηρώντας την πρώτη θέση (διάγραµµα 1). 
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 Από το έτος 2008 σε ευρωπαϊκό επίπεδο, µε την καθιέρωση της 18ης Νοεµβρίου ως 

Ηµέρας Ευαισθητοποίησης για την Ορθολογική Χρήση των Αντιβιοτικών,  

πραγµατοποιούνται συντονισµένες προσπάθειες στο πλαίσιο εκστρατειών ενηµέρωσης, µε 

στόχο την ορθολογική χρήση και τον περιορισµό της υπερκατανάλωσης αντιµικροβιακών 

παραγόντων. Οι έρευνες, ωστόσο, της αντιµικροβιακής ανθεκτικότητας στον ελληνικό χώρο 

είναι κυρίως περιορισµένες σε κλινικά στελέχη.  

 

 

 

Διάγραµµα  1: Χρήση αντιµικροβιακών εξωνοσοκοµειακά στην Ευρωπαϊκή Ένωση κατά το έτος 2012, 
εκφρασµένη σε ηµερήσιες δόσεις ανά 1000 κατοίκους ανά ηµέρα (ECDC Surveillance of antimicrobial 
consumption in Europe). 
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1.5  Γενετικοί µηχανισµοί ανθεκτικότητας 

 

 Η µικροβιακή αντοχή είναι η ικανότητα ενός µικροβίου να αντισταθεί στις επιπτώσεις 

των φαρµάκων που είχαν χρησιµοποιηθεί προηγουµένως για τη αδρανοποίηση του. Όταν ένας 

µικροοργανισµός εκτίθεται συνεχώς σε µια υπό-θανατηφόρα δόση ενός αντιµικροβιακού 

παράγοντα, αναπτύσσει µηχανισµούς αντοχής σε αυτόν.  

 Το φαινόµενο της ανθεκτικότητας µπορεί να οφείλεται σε µια ποικιλία παραγόντων, 

όπως τυχαίες µεταλλάξεις στο γενετικό υλικό ενός κυττάρου ή από τη µόνιµη ενσωµάτωση 

µεταθετών γενετικών στοιχείων, που περιέχουν γονίδια ανθεκτικά σε αντιµικροβιακούς 

παράγοντες, τα οποία µεταφέρονται ελεύθερα µεταξύ των βακτηρίων ή λόγω φυσικής 

αντίστασης που αφορά συγκεκριµένους τύπους µικροοργανισµών. Οι µηχανισµοί αντοχής των 

βακτηρίων στα αντιβιοτικά διακρίνονται σε δύο κατηγορίες, τη φυσική ή ενδογενή αντοχή και 

την επίκτητη αντοχή. 

 Η ενδογενής αντοχή, οφείλεται σε χρωµοσωµικά γονίδια, ανεξάρτητα της χρήσης 

αντιµικροβιακών και υπάρχει σε όλα τα στελέχη των µικροβίων. Σε αντίθεση, η επίκτητη 

ανθεκτικότητα αποτελεί κύριο αίτιο εξάπλωσης της ανθεκτικότητας από ανθρωπογενείς 

δραστηριότητες στο περιβάλλον. Η επίκτητη αντοχή µπορεί να επιτευχθεί, είτε µε σηµειακές 

µεταλλάξεις στο χρωµόσωµα, οι οποίες είναι τυχαίες και αφορούν το χρωµοσωµικό DNA, 

είτε µε απόκτηση εξωγενούς γενετικού υλικού (π.χ. ανθεκτικού γονιδίου) από άλλους 

µικροοργανισµούς κυρίως µέσω των πλασµιδίων, τα οποία µεταφέρονται µε οριζόντια 

µεταφορά γονιδίων. Υπάρχουν τρεις τρόποι απόκτησης εξωγενούς υλικού. 

 

Σύζευξη (conjugation):  

 Ο κυριότερος µηχανισµός µεταβίβασης γονιδίων αντοχής στα Gram(-) βακτήρια 

(εικόνα 3a). Η µεταβίβαση του γενετικού υλικού γίνεται µε πλασµίδια, τα οποία φέρουν ένα ή 

περισσότερα γονίδια αντοχής (πλασµίδια πολλαπλής αντοχής). Στη σύζευξη απαιτείται η 

άµεση επαφή µεταξύ δύο βακτηρίων, η οποία εξασφαλίζεται µε ειδικά ινίδια. 

 

Μεταγωγή (transduction):  

 Πραγµατοποιείται µε τη µεσολάβηση των ιών, π.χ. όταν ένα βακτήριο προσβάλλεται 

από έναν βακτηριοφάγο (εικόνα 3b). Κατά την πορεία πολλαπλασιασµού του βακτηριοφάγου 

στο βακτηριακό κύτταρο µικρά τµήµατα του βακτηριακού DNA µπορούν τυχαία να 

ενσωµατωθούν στον ιό. Όταν ο ιός προσβάλλει ένα άλλο βακτήριο, το DNA από το πρώτο 

ελευθερώνεται στο δεύτερο βακτήριο. 
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Μεταµόρφωση ή Μετασχηµατισµός (transformation):  

 Είναι η διαδικασία πρόσληψης από ορισµένα βακτήρια µορίων χρωµοσωµικού DNA, 

το οποίο έχει προκύψει, έπειτα από τη λύση-αποσύνθεση άλλου βακτηρίου, ελευθερώνοντας 

το γενετικό του υλικό στο περιβάλλον (εικόνα 3c). Αυτός ο µηχανισµός συνηθίζεται σε Gram 

(+) βακτήρια. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6  Είδη ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά 

 

 Οι αλλαγές στο γενετικό υλικό των βακτηρίων οδηγούν σε τροποποιήσεις οι οποίες 

συµβάλλουν στην ανθεκτικότητα τους στα αντιβιοτικά. Υπάρχουν πέντε βασικοί µηχανισµοί, 

µε τους οποίους οι µικροοργανισµοί εµφανίζουν αντοχή σε αντιµικροβιακά φάρµακα (εικόνα 

4).  

 Ένας από τους βασικούς µηχανισµούς είναι η επίτευξη µειωµένης συσσώρευσης του 

αντιβιοτικού ενδοκυτταρικά. Αυτό επιτυγχάνεται µε τη µείωση της διαπερατότητας και την 

αυξηµένη εκροή (άντληση, efflux pump) του αντιβιοτικού, σε όλη την επιφάνεια του 

κυττάρου (Li et al., 2007). Ένας άλλος µηχανισµός ανθεκτικότητας αφορά την παραγωγή 

προστατευτικών πρωτεϊνών, οι οποίες προστατεύουν τα ένζυµα-στόχους των αντιβιοτικών.  

 

Εικόνα 3: Τρόποι απόκτησης εξωγενούς υλικού. (a) Βακτηριακή σύζευξη, (b) Μεταγωγή δια 
µέσου βακτηριοφάγου, (c) Μετασχηµατισµός µε DNA  (http://mrrittner.weebly.com/unit-4-
cell-cycle.htmL). 
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 Η αδρανοποίηση ή τροποποίηση του 

αντιβιοτικού είναι ακόµη ένας µηχανισµός 

ανθεκτικότητας των βακτηρίων. Μεταβολές σε 

γονίδια που κωδικοποιούν ένζυµα ή πρωτεΐνες-

στόχους αποτελούν έναν αποτελεσµατικό 

µηχανισµό ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά. Οι 

τροποποιήσεις αυτές, προσφέρουν προστασία στα 

ένζυµα ή στις πρωτεΐνες, καθώς τα αντιβιοτικά 

αδυνατούν να τα εµποδίσουν. Η τροποποίηση του 

τρόπου δράσης των µεταβολικών οδών συµβάλλει 

επίσης στην ανθεκτικότητα των βακτηρίων στα 

αντιβιοτικά. Εµφανίζεται µεταξύ στελεχών 

ορισµένου είδους που χάνουν την ευαισθησία τους 

σε ένα συγκεκριµένο αντιβιοτικό. 

 

 

 

 

1.7  Ρύποι – Αντιβιοτικά 

 

 Πολλά αντιβιοτικά βρίσκονται στη φύση και συντίθενται από βακτήρια, µύκητες ή 

ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Υπάρχουν 3 διαφορετικά είδη αντιβιοτικών. Τα φυσικά 

αντιβιοτικά όπως η πενικιλίνη, µε µερικά στελέχη από τα οποία προκύπτουν τα φυσικά 

αντιβιοτικά να είναι τα Bacillus sp., Penicillium sp., Streptomyces sp. Μερικά είναι ηµι - 

συνθετικά αντιβιοτικά, δηλαδή φυσικά αντιβιοτικά, τα οποία έχουν υποστεί χηµική 

τροποποίηση και µερικά ανήκουν στην κατηγορία των συνθετικών παραγώγων, όπως οι 

κινολόνες και ανήκουν στην κατηγορία των αναδυόµενων οργανικών ρύπων. 

 Τα αντιβιοτικά είναι τα χηµικοθεραπευτικά φάρµακα, τα οποία χρησιµοποιούνται για 

τη θεραπεία ή πρόληψη βακτηριακών λοιµώξεων. Έχουν την δυνατότητα είτε να σκοτώσουν 

τα βακτήρια (βακτηριολυτικά), είτε να αναστείλουν την ανάπτυξη των βακτηρίων χωρίς να τα 

θανατώσουν (βακτηριοστατικά). Τα αντιβιοτικά δεν είναι αποτελεσµατικά σε λοιµώξεις που 

προκαλούνται από ιούς, καθώς οι ιοί προσβάλλουν τα ανθρώπινα κύτταρα, ενσωµατώνοντας 

το γενετικό τους υλικό στο γονιδίωµα αυτών. Μερικές κατηγορίες αντιβιοτικών 

απεικονίζονται στον πίνακα 1. 

 

Εικόνα 4: Βασικοί µηχανισµοί ανθεκτικότητας 
στα αντιβιοτικά 
(http://www.wikiwand.com/en/Antimicrobial_
resistance). 
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													Πίνακας 1: Κατηγορίες αντιβιοτικών 

 
 
 Η πορεία των αντιβιοτικών στο περιβάλλον και τα προϊόντα αποδόµησής τους δεν 

έχουν περιγραφεί επαρκώς (Garcia-Rodríguez et al., 2014). Παρ’ όλο που η συγκέντρωσή 

τους στο περιβάλλον είναι µικρή, έχουν τη δυνατότητα να προκαλέσουν τοξικότητα στους 

οργανισµούς. Η παρουσία τους είναι συνεχής, καθώς διοχετεύονται στο περιβάλλον 

ασταµάτητα. Η έξοδος των βιολογικών καθαρισµών αποτελεί την κύρια πηγή εισόδου τους 

στο φυσικό περιβάλλον, καθώς τα συστήµατα αυτά δεν έχουν αναπτυχθεί για την επεξεργασία 

τέτοιων χηµικών ενώσεων. Η εξάπλωση των γονιδίων ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά στο 

περιβάλλον µαζί µε τον κίνδυνο έκθεσης του ανθρώπου σε αυτά, εγείρει ανησυχίες για τη 

δηµόσια υγεία (Benotti et al., 2009).  

 Αυτές οι χηµικές ενώσεις ελευθερώνονται στο περιβάλλον µέσω σηµειακών ή διάχυτων 

πηγών, αλλά κυρίως µέσω εκροών των εγκαταστάσεων επεξεργασίας λυµάτων (Rizzo et al., 

2013). Τέτοιες εγκαταστάσεις δεν έχουν σχεδιαστεί για την αντιµετώπιση των ενώσεων αυτών 

και οι ελπιδοφόρες προηγµένες τεχνολογίες για την επιτυχή αποδόµηση τους αποφεύγονται 

λόγω του υψηλού τους κόστους (Avila et al., 2013). Κατά συνέπεια, έχουν εντοπιστεί 

σηµαντικές συγκεντρώσεις σε πολλά µέσα, όπως επιφανειακά ύδατα, υπόγεια ύδατα, 

θάλασσες, λιπάσµατα και κοπριά. Σε γενικές γραµµές, η συγκέντρωσή τους είναι χαµηλότερη 

στα επιφανειακά ύδατα, σε σύγκριση µε τη συγκέντρωση τους στις εκροές των 

εγκαταστάσεων επεξεργασίας λυµάτων, ωστόσο έχουν εντοπιστεί σε ποτάµια γλυκού νερού 

στη Βόρεια Αµερική, Ευρώπη, Ασία και Αυστραλία (Pal et al., 2010). Σε αυτούς τους 

ταµιευτήρες, οι ξενοβιοτικές ουσίες µπορούν να εξαλειφθούν λόγω βιοµετατροπής, 

φωτόλυσης, ρόφησης, εξαέρωσης και διασποράς ή µε συνδυασµό αυτών.  

Κατηγορίες 
αντιβιοτικών Αντιβιοτικά 

β-Λακτάµες Ampicillin (Pentrexyl), Cefaclor (Ceclor), Latamoxef (Lamoxactam), 
Cefoxitin (Mefoxil) 

Αµινογλυκοσίδες Streptomycin, Gentamycin (Garamycin), Netilmycin (Netromycin) 

Σουλφοναµίδες Sulphamethoxazole (Septrin, Bactrimel) 

Κινολόνες Norfloxacin (Norocin), Enoxacin, Ciprofloxacin (Ciproxin) 

Τετρακυκλίνες Doxycyclin (Vibramycin), Minocyclin (Minocin) 

Μακρολίδια Erythromycin Stearate, Clarithromycin (Claricid), Lincomycin 
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 Υπάρχουν πέντε µηχανισµοί δράσης των 

αντιβιοτικών (εικόνα 5). Ο πρώτος µηχανισµός 

αφορά την αναστολή της σύνθεσης του 

κυτταρικού τοιχώµατος, το οποίο είναι µοιραίο 

για τα βακτήρια. Ένας δεύτερος µηχανισµός 

δράσης αφορά τα αντιβιοτικά, τα οποία 

στοχεύουν την αναστολή της σύνθεσης των 

νουκλεϊκών οξέων κατά την διάρκεια της 

αντιγραφής, το οποίο επίσης είναι µοιραίο για τα 

βακτήρια. Μερικά βακτηριοστατικά αντιβιοτικά 

στοχεύουν στην αναστολή της σύνθεσης του 

φολικού οξέος, µε αποτέλεσµα την αναστολή της 

ανάπτυξης των βακτηρίων, αλλά όχι την 

θανάτωση τους. Ένας άλλος µηχανισµός δράσης 

είναι η διατάραξη της κυτταρικής µεµβράνη και 

η αναστολή της πρωτεϊνοσύνθεσης που 

πραγµατοποιεί από βακτηριοστατικά αντιβιοτικά. 

 

  

 

1.7.1  Σιπροφλοξασίνη (Ciprofloxacin)  

 

 Η σιπροφλοξασίνη είναι ένα καρβοξυλικό οξύ µε µοριακό τύπο C17H18FN3O3 και 

µοριακό βάρος 331,3 g/mol. Η σιπροφλοξασίνη είναι ένα συνθετικό αντιβιοτικό, δεύτερης 

γενιάς φθοριοκινολόνη, η οποία αδρανοποιεί τα ένζυµα DNA 

γυράση και τοποϊσοµεράσης IV, που βοηθούν στη σύνθεση και 

αντιγραφή του γενετικού υλικού. Ως αποτέλεσµα των 

δεσµεύσεων αυτών, οι κινολόνες φαίνεται να σταθεροποιούν 

τα σύµπλοκα των ενζύµων και του γενετικού υλικού, το οποίο 

µε τη σειρά του οδηγεί στην καταστροφή του DNA. Οι 

κινολόνες ανήκουν στην κατηγορία των βακτηριοκτόνων 

αντιβιοτικών. Η σιπροφλοξασίνη είναι ένα ευρέως φάσµατος αντιβιοτικό και λειτουργεί κατά 

των Gram-θετικών και Gram-αρνητικών βακτηρίων. 

 Η σιπροφλοξασίνη είναι ένα ευρέως χρησιµοποιούµενο κτηνιατρικό και κλινικό 

αντιβιοτικό και είναι από τις ενώσεις µε τη µεγαλύτερη συχνότητα στα λύµατα των 

Εικόνα 5: Μηχανισµοί δράσης των αντιβιοτικών	
(http://www.wikiwand.com/en/Antimicrobial_re
sistance). 

Εικόνα 6: Χηµική δοµή της 
σιπροφλοξασίνης 
(http://www.sigmaaldrich.com). 
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εγκαταστάσεων επεξεργασίας λυµάτων στην Ευρώπη (Loos et al., 2013) και στην Αυστραλία 

(Watkinson et al., 2007). Η συγκέντρωση του αντιβιοτικού αυτού, είναι συνήθως υψηλότερη 

στα νοσοκοµειακά λύµατα σε σχέση µε τα υγρά απόβλητα από τις εγκαταστάσεις 

επεξεργασίας λυµάτων που επεξεργάζονται αστικά λύµατα (Varela et al., 2014). Παρ’ όλα 

αυτά, ο αριθµός των γονιδίων ανθεκτικότητας στις φθοριοκινολόνες φάνηκε να αυξάνεται στα 

λύµατα των εγκαταστάσεων επεξεργασίας λυµάτων, οδηγώντας στην εξάπλωση ανθεκτικών 

στα αντιβιοτικά γονιδίων στα επιφανειακά ύδατα (Rodriguez-Mozaz et al., 2015). Το 

αντιβιοτικό αυτό δεν επηρεάζεται από τη φυσική εξασθένηση στα επιφανειακά ύδατα ή µε 

υπεριώδη ακτινοβολία (φωτόλυση) σε µηχανικά συστήµατα (Pal et al., 2010). Έχει αποδειχθεί 

ότι η σιπροφλοξασίνη δεν είναι εύκολα βιοαποικοδοµήσιµη ένωση και πληροφορίες για τη 

διάσπασή της από βακτήρια είναι ελάχιστες (Amorim et al., 2013). Η προσρόφησή του στη 

λάσπη και όχι τόσο η βιοαποικοδόµηση του αποτελεί µηχανισµό αποµάκρυνσής του σε 

εγκαταστάσεις επεξεργασίας λυµάτων (Le-Minh et al., 2010). Ως εκ τούτου, το αντιβιοτικό 

αυτό απελευθερώνεται στο περιβάλλον, κυρίως µέσω της χρήσης βιοστερεών στις γεωργικές 

εκτάσεις.  

 Με την εκτεταµένη χρήση της σιπροφλοξασίνης για τη θεραπεία µικρών λοιµώξεων και 

εύκολα θεραπεύσιµων, πολλά βακτήρια έχουν αναπτύξει ανθεκτικότητα σε αυτό το 

αντιβιοτικό, τα τελευταία χρόνια, αφήνοντάς το σηµαντικά λιγότερο αποτελεσµατικό από ότι 

θα ήταν (Vatopoulos et al., 1999). Ένας από τους πιο κοινούς µηχανισµούς µε τους οποίους τα 

βακτήρια αποκτούν αντοχή στις φθοριοκινολόνες είναι από αυθόρµητα εµφανιζόµενες 

µεταλλάξεις σε χρωµοσωµικά γονίδια που είναι υπεύθυνα για την κωδικοποίηση των ενζύµων 

DNA γυράση και τοποϊσοµεράση IV ή και των δύο (Rodríguez-Martínez et al., 2011). 

 Τα πλασµίδια µπορούν επίσης να παράγουν άµεσα αντίσταση στις κινολόνες. Η πρώτη 

αναφορά ανθεκτικότητας στις κινολόνες από πλασµιδιακό γονίδιο πραγµατοποιήθηκε στις 

Ηνωµένες Πολιτείες της Αµερικής (Αλαµπάµα) το 1998, σε µια κλινική αποµόνωση του 

βακτηρίου Klebsiella pneumoniae (Cattoir et al., 2007), το οποίο µπορούσε να µεταφέρει 

ανθεκτικότητα χαµηλού επιπέδου στις κινολόνες σε βακτηριακά στελέχη Escherichia coli και 

σε άλλα Gram-αρνητικά βακτήρια (Martínez-Martínez et al., 1998). Το πλασµιδιακό γονίδιο 

ανθεκτικότητας στις κινολόνες ονοµάστηκε "qnr". Το γονίδιο qnr, ωστόσο, εντοπίστηκε σε 

κλινικά αποµονωµένα βακτηριακά στελέχη  Escherichia coli στη Σαγκάη (Κίνα), µια περιοχή 

όπου τα δείγµατα από τις αποµονώσεις έχουν υψηλά επίπεδα αντοχής στη σιπροφλοξασίνη 

(Wang et al.,  2004). Αν και τα πλασµίδια από την Αλαµπάµα και τη Σαγκάη που είχαν το 

γονίδιο qnr ήταν αρκετά διαφορετικά, το ίδιο το γονίδιο ήταν σχεδόν πανοµοιότυπο, µε µία 

µόνο αλλαγή νουκλεοτιδίου που δεν µετέβαλλε την αλληλουχία των αµινοξέων. Σε περαιτέρω 

έρευνες των κλινικών στελεχών στις Ηνωµένες Πολιτείες, το γονίδιο qnr έχει ανιχνευθεί σε 

αποµονωµένα στελέχη Klebsiella pneumoniae (Rodríguez-Martíne et al., 2003; Wang et al., 
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2004) και σε εντεροβακτήρια Ε. cloacae (Robicsek et al., 2005). Έχει εντοπιστεί σε στελέχη 

από την Αίγυπτο (Wiegand et al., 2004), την Κορέα (Kim et al., 2004) και την Ολλανδία 

(Paauw et al., 2004). Ως εκ τούτου, το γονίδιο qnr είναι ήδη ευρέως κατανεµηµένο 

γεωγραφικά. 

 

 

1.7.2 Σουλφαµεθοξαζόλη (Sulfamethoxazole) 

 

 Η σουλφαµεθοξαζόλη είναι ένα σουλφοναµίδιο µε µοριακό τύπο C10H11N3O3S και 

µοριακό βάρος 253,3 g/moL. Είναι ένα βακτηριοστατικό αντιβιοτικό, καθώς αναστέλλει την 

ανάπτυξη των βακτηρίων. Χρησιµοποιείται σε βακτηριακές 

λοιµώξεις, όπως λοιµώξεις του ουροποιητικού συστήµατος, 

βρογχίτιδα και προστατίτιδα και είναι αποτελεσµατικό κατά 

των Gram-θετικών και Gram-αρνητικών βακτηρίων. 

Η σουλφαµεθοξαζόλη χρησιµοποιείται κυρίως από τον 

άνθρωπο και ως εκ τούτου είναι από τις πιο ανιχνεύσιµες 

φαρµακευτικές ενώσεις σε υπόγειους υδροφορείς (Lapworth et 

al., 2012). Απεδείχθη ότι έχει τις υψηλότερες συγκεντρώσεις στα υπόγεια ύδατα, προερχόµενα 

από τα αστικά κέντρα στην Ισπανία (Jurado et al., 2012). Επίσης ανιχνεύθηκε µε υψηλή 

συχνότητα σε δείγµατα υπόγειων υδάτων λόγω της δηµοτικής υγειονοµικής ταφής στην Κίνα 

(Peng et al., 2014) και λόγω των λυµάτων από τις εγκαταστάσεις επεξεργασίας υγρών 

αποβλήτων στην Ελλάδα (Thomaidi et al., 2015). Η ένωση αυτή αναστέλλει τα δύο στάδια 

της πορείας σύνθεσης του βακτηριακού φολικού οξέος (folic acid), το οποίο είναι απαραίτητο 

για την ανάπτυξη των βακτηριακών κυττάρων.  

 Η αντοχή στις σουλφοναµίδες οφείλεται τόσο σε χρωµοσωµικά όσο και σε πλασµιδιακά 

γονίδια ανθεκτικότητας. Ο πιο κοινός µηχανισµός ανθεκτικότητας είναι η παραγωγή 

τροποποιηµένων πρωτεϊνών και συστατικών, τα οποία συµβάλλουν στην σύνθεση του 

φολικού οξέος, καθιστώντας λιγότερο πιθανή την ένωση του αντιβιοτικού µε αυτά. Επίσης, 

εναλλακτικές οδοί σύνθεσης φολικού οξέος έχουν την δυνατότητα να συνεισφέρουν στην 

ανθεκτικότητα σε χαµηλό επίπεδο. Η ανθεκτικότητα στις σουλφαµίδες εµφανίζεται σταδιακά 

και είναι διαδεδοµένη σε πολλούς πληθυσµούς ζώων. Το πλασµιδιακό γονίδιο ανθεκτικότητας 

στις σουλφαµίδες, εντοπισµένο σε εντερικά Gram-αρνητικά βακτήρια, συχνά συνδέεται µε 

ανθεκτικότητα στην αµπικιλίνη και στην τετρακυκλίνη. 

 Αρκετοί ρυθµοί αποµάκρυνσης της σουλφαµεθοξαζόλης παρατηρήθηκαν από 

διαφορετικά συστήµατα. Για παράδειγµα, 52-70% αποµάκρυνση καταδείχθηκε σε πιλοτικής 

Εικόνα 7: Χηµική δοµή της 
σουλφαµεθοξαζόλης (Rao et 
al., 2013). 
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κλίµακας βιοαντιδραστήρες µεµβρανών (MBRs), ανεξάρτητα από την αρχική συγκέντρωση, 

ενώ το 90% της συνολικής αφαίρεσης επιτεύχθηκε σε µια συµβατική εγκατάσταση 

επεξεργασίας λυµάτων (Larcher et al., 2012). Ωστόσο άλλες µελέτες έδειξαν περιορισµένη 

αποικοδόµηση του συγκεκριµένου αντιβιοτικού στις εγκαταστάσεις επεξεργασίας υγρών 

αποβλήτων (Benotti et al., 2009), ενώ ο κύριος µηχανισµός αποµάκρυνσης της µπορεί να 

αποδοθεί µέσω της βιοαποικοδόµησης. 

 

   

1.7.3 Τετρακυκλίνη (Tetracycline) 

 

 Η τετρακυκλίνη είναι ένα καρβοξαµίδιο µε µοριακό τύπο C22H24N2O8 και µοριακό 

βάρος 444,4 g/mol. Είναι ένα αντιβιοτικό, το οποίο έχει χρησιµοποιηθεί ευρέως για την 

θεραπεία αρκετών βακτηριακών λοιµώξεων όπως ακµή, 

χλαµύδια, σύφιλη, ελονοσία. Το αντιβιοτικό αυτό τέθηκε σε 

εµπορική χρήση το 1978 (Fischer et al., 2006). 

Παρασκευάστηκε αρχικά από βακτήριο γένους Strepromyces 

(American Society of Health - System Pharmacists). Η 

τετρακυκλίνη έχει ένα ευρύ φάσµα αντιβιοτικής δράσης µε 

βακτηριοστατική δράση ενάντια σε πολλά βακτηριακά γένη, 

τόσο Gram (+) όσο και Gram (-). Επιβραδύνει την ανάπτυξη των βακτηρίων, σταµατώντας 

την κυτταρική διαίρεση και ανάπτυξη. Χρησιµοποιείται συστηµατικά στην ιατρική αλλά και 

στην κτηνιατρική, µε σκοπό την προώθηση της ανάπτυξης των ζώων.  

 Η τετρακυκλίνη αναστέλλει την σύνθεση πρωτεϊνών, εµποδίζοντας την προσκόλληση 

των tRNA, τα οποία µεταφέρουν αµινοξέα, στην Α-θέση του ριβοσώµατος ώστε να 

ολοκληρωθεί η σύνθεση πολυπεπτιδικών αλυσίδων. Η δράση του αντιβιοτικού είναι 

συνήθως ανασταλτική και αναστρέψιµη µε τη διακοπή του.  

 Υπάρχουν τρεις βασικοί µηχανισµοί ανθεκτικότητας στη τετρακυκλίνη και οφείλονται 

συχνά στην απόκτηση γονιδίων, τα οποία βρίσκονται σε κινητά πλασµίδια ή τρανσποζόνια, 

ενώ µικρός αριθµός βακτηρίων αποκτά ανθεκτικότητα στην τετρακυκλίνη λόγω σηµειακών 

µεταλλάξεων (Speer et al., 1992).  

 

 

 

Εικόνα 8: Χηµική δοµή της 
τετρακυκλίνης 
(https://en.wikipedia.org/wiki/
Tetracycline). 
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1.7.4 Αµπικιλίνη (Ampicillin) 

 

 Η αµπικιλίνη είναι ένα καρβοξυλικό οξύ  µε µοριακό τύπο C16H19N3O4S και µοριακό 

βάρος 349,4 g/mol. Είναι ένα αντιβιοτικό, το οποίο έχει χρησιµοποιηθεί ευρέως για την 

πρόληψη και θεραπεία βακτηριακών λοιµώξεων από το 1961, 

όπως λοιµώξεις του αναπνευστικού ή του ουροποιητικού 

συστήµατος, µηνιγγίτιδα, σαλµονέλωση, και ενδοκαρδίτιδα. 

Ανήκει στην κατηγορία των πενικιλινών και παρουσιάζει 

παρόµοια δραστηριότητα µε το αντιβιοτικό Amoxicillin. Η 

Αµπικιλίνη παρασκευάστηκε µέσω µίας απλής µεταβολής στη 

χηµική δοµή των πενικιλινών, µε σκοπό την ανάπτυξη της 

δραστικότητάς τους απέναντι σε Gram αρνητικά βακτήρια. Η µεταβολή αυτή όµως επέφερε 

και τη µείωση της δραστικότητας ενάντια σε Gram θετικούς κόκκους. Για τον λόγο αυτό 

θεωρούνται αντιβιοτικά µέτριου φάσµατος. 

Το αντιβιοτικό αυτό λειτουργεί ως ένας µη αναστρέψιµος αναστολέας του ενζύµου 

τρανσπεπτιδάση (tranpeptidase), το οποίο απαιτείται από τα βακτήρια για την δηµιουργία του 

κυτταρικού τοιχώµατος (American Society of Health-System pharmacists, 2006). Το ένζυµο 

αυτό ανήκει στην κατηγορία PBPs (Penicillin Binding Proteins) και συµβάλλει στην σύνδεση 

των στρωµάτων πεπτιδογλυκάνης. Ως εκ τούτου, τα αντιβιοτικά β-λακτάµης θεωρούνται 

βακτηριοκτόνα. 

 Υπάρχουν δύο βασικοί µηχανισµοί ανθεκτικότητας στις β-λακτάµες. Ο κύριος 

µηχανισµός ανθεκτικότητας είναι µέσω παραγωγής ενζύµων, ικανών να απενεργοποιήσουν ή 

τροποποιήσουν το αντιβιοτικό, πριν να έχει την ευκαιρία να ασκήσει την επίδρασή του στο 

βακτήριο. Αυτά τα ένζυµα είναι ικανά να υδρολύσουν τα αντιβιοτικά και είναι γνωστά ως β-

λακταµάσες (Medeiros, 1984). Το πρώτο βακτηριακό στέλεχος που ήταν φορέας 

πλασµιδιακού γονιδίου παραγωγής β-λακταµάσης, βρέθηκε στην Ελλάδα την δεκαετία του 

1960. Το γονίδιο αυτό ονοµάστηκε ΤΕΜ από το Τεµονιέρα, το όνοµα της ασθενούς στην 

οποία βρέθηκαν τα ανθεκτικά βακτήρια (Bradford, 2001). Τα γονίδια που ευθύνονται για την 

κωδικοποίηση και παραγωγή της β-λακταµάσης βρίσκονται είτε στο χρωµοσωµικό είτε στο 

πλασµιδιακό γονιδίωµα.  

 Ένας δεύτερος µηχανισµός αφορά συγκεκριµένες αλληλουχίες γονιδίων, οι οποίες 

κωδικοποιούν και παράγουν τροποποιηµένες πενικιλινο-δεσµευτικές πρωτεΐνες (PBPs), οι 

οποίες συνεχίζουν να διαθέτουν τις ιδιότητες σύνθεσης της πεπτιδογλυκάνης, όµως λόγω της 

τροποποίησης τους, οι β-λακτάµες αδυνατούν να συνδεθούν οµοιοπολικά µε αυτά και να τα 

αδρανοποιήσουν. Έτσι, η διαδικασία δηµιουργίας του κυτταρικού τοιχώµατος δεν διακόπτεται 

από το αντιβιοτικό (Nguyen-Disteche et al., 1982). 

Εικόνα 9: Χηµική δοµή της 
αµπικιλίνης 
(https://en.wikipedia.org/wiki/A
mpicillin). 
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1.8 Μέθοδοι ανίχνευσης γονιδίων ανθεκτικότητας  

1.8.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 

 
Για την ανίχνευση των γονιδίων ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά, χρησιµοποιήθηκε η 

τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR: Polymerase Chain Reaction), που 

επιτρέπει την επιλεκτική λογαριθµική ενζυµική ενίσχυση, για εκατοµµύρια φορές, 

συγκεκριµένων αλληλουχιών γενετικού υλικού χρησιµοποιώντας ως υπόστρωµα ένα 

µεγαλύτερο δίκλωνο µόριο DNA, χωρίς την µεσολάβηση ζωντανού οργανισµού.  

Απαραίτητη προϋπόθεση για την εφαρµογή της PCR είναι η γνώση της αλληλουχίας 

των νουκλεοτιδίων στις άκρες του τµήµατος του DNA που πρόκειται να αντιγραφεί. Οι 

αλληλουχίες αυτές χρησιµοποιούνται για τη σύνθεση δυο συµπληρωµατικών 

ολιγονουκλεοτιδίων εκκινητών (primers) που θα αποτελέσουν τα πρωταρχικά τµήµατα για 

το σχηµατισµό συµπληρωµατικών τµηµάτων DNA. 

 Η θερµοκρασία τήξης (Tm) ενός εκκινητή ορίζεται ως η θερµοκρασία στην οποία το 

50% του εκκινητή παραµένει προσδεδεµένο στην αλληλουχία-στόχο, ενώ το υπόλοιπο 50% 

έχει αποδεσµευτεί και βρίσκεται σε µονόκλωνη κατάσταση. Ιδιαίτερα σηµαντική είναι η 

αποφυγή της υβριδοποίησης των εκκινητών σε µη ειδικές θέσεις. Επιπλέον είναι σηµαντικό 

να αποφεύγεται η συµπληρωµατικότητα των εκκινητών, τόσο σε ενδοµοριακό όσο και σε 

διαµοριακό επίπεδο, ιδίως στα 3΄ άκρα τους, καθώς αυτό οδηγεί σε δηµιουργία δίκλωνων 

δευτεροταγών δοµών και διµερών των εκκινητών αντίστοιχα, και κατ’ επέκταση σε µη 

επαρκή ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου.  

 

 

1.8.2 Real - time PCR 

 

 Η ποσοτική PCR (Quantitative PCR, qPCR) είναι µια γρήγορη, αξιόπιστη και 

ευαίσθητη µέθοδος, η οποία επιτρέπει την ποσοτικοποίηση συγκεκριµένων αλληλουχιών-

στόχων. Στη real-time PCR, η οποία έλαβε χώρα στην παρούσα εργασία, η µέτρηση της 

ποσότητας του προϊόντος πραγµατοποιείται καθ’ όλη τη διάρκεια της αντίδρασης, µέσω της 

παρακολούθησης της αύξησης του φθορισµού µιας ειδικής φθορίζουσας χρωστικής, που 

ενσωµατώνεται στην αλληλουχία που ενισχύεται. Στη συγκεκριµένη περίπτωση ο φθορισµός 

µετριέται σε κάθε κύκλο της PCR, µε αποτέλεσµα να προκύπτει µια καµπύλη ενίσχυσης 

(amplification plot), γεγονός που επιτρέπει στον ερευνητή να παρακολουθεί όλη τη διαδικασία 

της αντίδρασης. Η αύξηση του σήµατος φθορισµού είναι ανάλογη του συντιθέµενου 

προϊόντος και σχετίζεται άµεσα µε την ποσότητα του αρχικού υποστρώµατος. Όλα τα 
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συστήµατα real - time PCR που ανιχνεύουν και αξιολογούν τα προϊόντα της PCR βασίζονται 

στην ανίχνευση φθοριζουσών χρωστικών και στη συσχέτιση της έντασης του παραγόµενου 

σήµατος φθορισµού µε την ποσότητα του προϊόντος της PCR στην αντίδραση. 

 Η καµπύλη ενίσχυσης διακρίνεται σε τρεις φάσεις: την εκθετική, τη γραµµική και τη 

φάση κορεσµού (εικόνα 10). Το σηµείο κατά το οποίο το κάθε δείγµα εισέρχεται στην 

εκθετική φάση της αντίδρασης, ορίζεται ως το «κατώφλι» µεταβολής του ρυθµού αύξησης της 

συγκέντρωσης του παραγόµενου προϊόντος (Threshold Cycle ή CT). Κατά την εκθετική φάση 

(Exponential phase), σε κάθε κύκλο της αντίδρασης πραγµατοποιείται ακριβής διπλασιασµός 

του προϊόντος, καθώς όλα τα απαραίτητα για την PCR συστατικά βρίσκονται σε περίσσεια 

(100% αποδοτικότητα). Καθώς συνεχίζεται η αντίδραση, επέρχεται η γραµµική φάση (Linear 

phase), κατά την οποία κάποια από τα αντιδραστήρια αρχίζουν να εξαντλούνται, ενώ 

παράλληλα συσσωρεύονται, σταδιακά, αναστολείς. Στη συγκεκριµένη φάση η αντίδραση της 

ενίσχυσης επιβραδύνεται, καθώς µειώνεται η αποδοτικότητα της και τελικά σταµατάει 

εντελώς, οπότε η καµπύλη φθορισµού φτάνει σε σηµείο κορεσµού (plateau). Το σηµείο 

κορεσµού διαφέρει µεταξύ των δειγµάτων και εξαρτάται από τις κινητικές των αντιδράσεών 

τους.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Οι µετρήσεις για την ποσοτικοποίηση αφορούν την εκθετική φάση της αντίδρασης. 

Σηµαντική παράµετρο για την ποσοτικοποίηση αποτελεί η τιµή Ct (threshold cycle). 

Πρόκειται για τον αριθµό των κύκλων της αντίδρασης ενίσχυσης που απαιτούνται ώστε η τιµή 

του παρατηρούµενου φθορισµού να προσεγγίζει ένα συγκεκριµένο όριο (threshold). Η τιµή 

του ορίου αυτού ορίζεται πάνω από την αντίστοιχη του µη-ειδικού σήµατος (background). Η 

τιµή Ct είναι αντιστρόφως ανάλογη της αρχικής ποσότητας του υποστρώµατος: όσο 

µικρότερη είναι η τιµή Ct τόσο υψηλότερη είναι η συγκέντρωση του αρχικού υποστρώµατος. 

Εικόνα 10: Φάσεις της καµπύλης ενίσχυσης (Saunders and Lee et al., 2013). 
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 Στην παρούσα εργασία έγινε χρήση µη ειδικών συστηµάτων ανίχνευσης. Το 

µεγαλύτερο πλεονέκτηµα της SYBR green είναι η δυνατότητα χρήσης της µε οποιοδήποτε 

ζευγάρι εκκινητών, για την ενίσχυση οποιασδήποτε αλληλουχίας-στόχου, γεγονός που την 

καθιστά πολύ πιο οικονοµική µέθοδο από την χρήση ειδικού ανιχνευτή (probe). Επιπλέον, 

συνιστά µια ιδιαίτερα ευαίσθητη µέθοδο, καθώς σε κάθε µόριο DNA που συντίθεται 

δεσµεύονται πολλά µόρια χρωστικής, µε αποτέλεσµα την ενίσχυση του προκύπτοντος 

σήµατος.  

 Αντίθετα, σηµαντικό µειονέκτηµα της SYBR green αποτελεί το γεγονός ότι 

προσδένεται σε όλα τα δίκλωνα µόρια DNA που συντίθενται κατά την αντίδραση ενίσχυσης, 

στα οποία συµπεριλαµβάνονται και τα πιθανά διµερή των εκκινητών καθώς και µη ειδικά 

προϊόντα που ενδέχεται να προκύπτουν. Το γεγονός αυτό οδηγεί σε λανθασµένη 

υπερεκτίµηση της συγκέντρωσης της αλληλουχίας-στόχου. Εντούτοις, υπάρχει τρόπος να 

ξεπεραστούν αυτοί οι περιορισµοί. Ο σωστός σχεδιασµός ειδικών εκκινητών όπως επίσης και 

η βελτιστοποίηση των συνθηκών της αντίδρασης, µπορούν να συµβάλλουν στην αποτροπή 

δηµιουργίας διµερών των εκκινητών. Επιπλέον, η µελέτη των καµπυλών αποδιάταξης 

(melting curves) µετά το πέρας της αντίδρασης, δίνει τη δυνατότητα διαχωρισµού του 

φθορισµού που προέκυψε από την ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου από τους φθορισµούς 

που οφείλονται στα διµερή των εκκινητών ή σε µη ειδικά προϊόντα. 

 Στην ποσοτικοποίηση των δειγµάτων χρησιµοποιείται µια πρότυπη καµπύλη (standard 

curve), η οποία κατασκευάζεται µε βάση τις διαδοχικές αραιώσεις δείγµατος γενετικού υλικού 

γνωστής συγκέντρωσης του επιθυµητού γονιδίου. Η καµπύλη αυτή χρησιµοποιείται ως 

καµπύλη αναφοράς για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης άγνωστων δειγµάτων γενετικού 

υλικού.  
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2. Σκοπός 
 

 Η παρούσα διπλωµατική εργασία αφορά στην ανίχνευση γονιδίων ανθεκτικότητας σε 

τέσσερα διαφορετικά αντιβιοτικά σε ενδοφυτικές βακτηριακές κοινότητες, οι οποίες 

αποµονώθηκαν από τη ριζόσφαιρα του αλόφυτου J. acutus. Το φυτό αυτό χρησιµοποιήθηκε 

σε προηγούµενη ερευνητική εργασία για τον έλεγχο της απόδοσης της βιοενίσχυσης σε 

περιβάλλον ρυπασµένο µε αντιβιοτικά (τεχνητός υγροβιότοπος) (Syranidou et al., 2016). 

Συγκεκριµένα εξετάστηκαν γονίδια ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά Σουλφαµεθοξαζόλη 

(Sulfamethoxazole, SMX), η Σιπροφλοξασίνη (Ciprofloxacin, CIP), η Τετρακυκλίνη 

(Tetracycline) και η Αµπικιλίνη (Ampicillin). Οι στόχοι της παρούσας εργασίας είναι: 

 

• Ανίχνευση και αποµόνωση γονιδίων ανθεκτικότητας στις ενδοφυτικές βακτηριακές 

κοινότητες. Στο πλαίσιο αυτό έγινε προσπάθεια ανίχνευσης πολλών και διαφορετικών 

γονιδίων ανθεκτικότητας (13), βάσει της υπάρχουσας βιβλιογραφίας. 

 

• Ποσοτικοποίηση των γονιδίων που ανιχνεύθηκαν µε τη µέθοδο της real – time PCR. 

 

• Συσχέτιση της ποσότητας/παρουσίας των γονιδίων ανθεκτικότητας µε το περιβάλλον 

όπου είχε αναπτυχθεί το αλόφυτο J. acutus (ρύπανση µε διαφορετικές συγκεντρώσεις 

αντιβιοτικών). 
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3. Υλικά και Μέθοδοι 

3.1  Υλικά 

 

Συσκευές και όργανα 

• Ζυγός ακριβείας - OHAUS, Adventurer Balance 

• Θάλαµος επώασης - Heraeus, Thermo Scientific   

• Φυγόκεντρος - Eppendorf, Centrifuge 5418R  

• Φωτόµετρο - Eppendorf, BioPhotometer D30 

• Θερµικός κυκλοποιητής PCR - Peqlab, advanced Primus 25 

• Θερµικός κυκλοποιητής real - time PCR (qPCR) - Applied Biosystems, step one plus 

• Συσκευή ηλεκτροφόρησης - Peqlab, CS - 300V 

• Συσκευή UV ακτινοβολίας - Unitec Cambridge µε το λογισµικό UVIbandmap 

• Μηχανικός αναδευτήρας (vortex) - J.P. Selecta s.a. 

•    Κλίβανος υγρής αποστείρωσης - TRADE Raypa   

 

 

Εργαστηριακά υλικά 

• Αποστειρωµένα τρυβλία διαµέτρου 9 cm - Petri  

• Reaction plates qPCR - Applied Biosystems by Life Technologies 

 

 

Χηµικά και θρεπτικά υλικά - διαλύµατα  

• Αγαρόζη - Sigma 

• Βρωµιούχο αιθίδιο 10 mg/mL - Sigma 

• Χρωστική gel loading dye blue (6x) - Biolabs 

• Δείκτης µοριακού µεγέθους 100 bp (ladder) - Biolabs 

• Nutrient Agar - Lab M  

• Nutrient Broth - HiMedia Laboratories 

• LB (Luria -Bertani) medium and plates 

§ Tryptone (1%) - Fluka 

§ Yeast extract (0,5%) - Fluka 

§ Sodium chloride (1%) - Sigma Aldrich 

§ Agar (15g/L) - Fluka 

§ Ampicillin (50µg/mL) - Sigma 
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§ x-gal (40mg/mL) – Appli Chem  

• Ρυθµιστικό διάλυµα TAE (0,04 M Tris - Acetate, 0,001M EDTA) 

§  Tris Base - Research organics 

§  Glacial Acetic Acid - Research organics 

§  EDTA - Sigma Aldrich 

 

Στελέχη µικροοργανισµών 

• Στέλεχος Klebsiella pneumoniae: Με σκοπό την δηµιουργία standards για την real - time 

PCR σε γονίδια ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά που αφορούν την τετρακυκλίνη και την 

αµπικιλίνη χρησιµοποιήθηκε το βακτηριακό στέλεχος Klebsiella pneumoniae NCTC 5056 

(Public Health England Culture Collections). 

 

• Βακτηριακό στέλεχος Escherichia coli DH5α™-T1R (Invitrogen): Χρησιµοποιήθηκε το 

συγκεκριµένο στέλεχος κατά την διαδικασία του µετασχηµατισµού του ήδη 

κλωνοποιηµένου πλασµιδίου µε το επιθυµητό γονίδιο ανθεκτικότητας, ως κύτταρο δέκτης. 

 

Υλικά για την κλωνοποίηση και το µετασχηµατισµό 

• TOPO TA Cloning kit - Life Technologies  

      

Υλικά για την αποµόνωση του γενετικού υλικού 

• Invisorb® Spin Plant Mini Kit - STRATEC Molecular GmbH, Berlin, Germany 

• Invisorb® Spin Plasmid Mini two Kit - STRATEC Molecular GmbH, Berlin, Germany 

• NucleoSpin gel and PCR clean - up, nucleic and protein purification - Macherey-Nagel 

 

 

Υλικά για PCR - qPCR  

• Ρυθµιστικό διάλυµα χλωριούχου µαγνησίου, MgCl2 (1.5 mM) - Biotools  

• Ρυθµιστικό διάλυµα buffer PCR (10x) - Biotools  

• AmpliTaq DNA πολυµεράσης - Biotools 

• dNTPs - Biolabs 

• Εκκινητές (primers) για γονίδια ανθεκτικότητας στα επιλεγµένα αντιβιοτικά (πίνακας 2) 

• SYBR Green ER Dye - Applied Biosystems by Life Technologies 
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3.2 Μέθοδοι - Πειραµατική διαδικασία 

3.2.1 Αποµόνωση γενετικού υλικού από ενδοφυτικές κοινότητες 

βακτηρίων 

 

 Αρκετά φυτά J. acutus συλλέχθηκαν από την κόλπο της Σούδας (Χανιά) και 

εγκλιµατίστηκαν περίπου 2 µήνες στο περιβάλλον του θερµοκηπίου. Έπειτα κάθε φυτό 

µεταφέρθηκε σε γυάλινα βάζα µε µικρού µεγέθους χαλίκια (0,2 - 0,5 cm) ως υπόστρωµα και 

ποτιζόταν κάθε βδοµάδα µε 50mL νερό βρύσης. Στη συνέχεια, τα βέλτιστα ενδοφυτικά 

στελέχη εµβολιάστηκαν στις ρίζες του φυτού και το σύστηµα υπέστη διαφορετικά είδη 

ρύπανσης µε ποικίλες συγκεντρώσεις αντιβιοτικών (Syranidou et al., 2016). Τα βακτηριακά 

στελέχη της βιο-ενίσχυσης αποµονώθηκαν από τις ρίζες και τα φύλλα των αλόφυτων Juncus 

acutus και επιλέχθηκαν βάσει των in vitro ικανοτήτων τους να προωθούν την ανάπτυξη των 

φυτών (Syranidou et al., 2016). Τα στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν ανήκουν στα γένη 

Sphingomonas sp. U33, Bacillus sp. R12, Ochrobactrum sp. R24.  

 Με σκοπό την αποµόνωση του γενετικού υλικού, έπειτα από 21 µέρες, συλλέχθηκαν 

0,3g από τις φρέσκες ρίζες του αλόφυτου J. acutus, τα οποία βυθίστηκαν σε διάλυµα 70% 

αιθανόλης για 30 sec και ακολούθως σε διάλυµα 2% υποχλωριώδους νατρίου (NaClO), 

εµπλουτισµένου µε ένα σταγονίδιο Tween 80 ανά 100mL διαλύµατος για 10 min. Τα 

αποστειρωµένα κοµµάτια των ριζών του φυτού ξεπλύθηκαν 3 φορές µε απεσταγµένο νερό για 

1 λεπτό και 100µL από το τελευταίο διάλυµα έκπλυσης, στρώθηκαν γραµµωτά σε τρυβλία 

(Mergeay et al., 1985). Έπειτα επωάστηκαν στους 30οC για 7 µέρες. Η απουσία αποικιών στα 

τρυβλία επιβεβαίωσε την επιτυχηµένη διαδικασία απολύµανσης. Στην συνέχεια τα 

αποστειρωµένα δείγµατα τοποθετήθηκαν σε υγρό άζωτο για αρκετή ώρα και το ολικό 

χρωµοσωµικό γενετικό υλικό κάθε κοινότητας αποµονώθηκε µε την χρήση ειδικού κιτ 

Invisorb® Spin Plant Mini Kit (STRATEC Molecular GmbH, Berlin, Germany) (Syranidou et 

al., 2016). 

 

3.2.2 Ανίχνευση γονιδίων ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά 

3.2.2.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 
 

 Για την ενίσχυση των ειδικών αλληλουχιών DNA χρησιµοποιήθηκε ο θερµικός 

κυκλοποιητής Peqlab (advanced Primus 25). Τα 13 διαφορετικά γονίδια ανθεκτικότητας σε 

συγκεκριµένα αντιβιοτικά, οι αντίστοιχοι εκκινητές και οι αλληλουχίες τους, οι θερµοκρασίες 

υβριδισµού των εκκινητών, το µέγεθος των προϊόντων PCR, καθώς και οι βιβλιογραφικές 
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αναφορές, απεικονίζονται στον πίνακα 2. Οι συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων και υλικών 

που χρησιµοποιήθηκαν στην PCR για κάθε γονίδιο, αλλά και τα πρωτόκολλα PCR που 

ακολουθήθηκαν βρίσκονται στο παράρτηµα. 

 
 

Αντιβιοτικά 
Γονίδια 

ανθεκτικότητας 
σε αντιβιοτικά 

Εκκινητές Αλληλουχία 
εκκινητών  (5’ - 3’) 

Θερµοκρασία 
υβριδισµού των 
εκκινητών (οC)  

Μέγεθος 
προϊόντων 

(bp) 

Βιβλιογραφική 
αναφορά 

Σιπροφλοξασίνη 

aac(6’)-lb-cr 

aac-F 
5’- TTG CGA TGC 

TCT ATG AGT GGC 
TA - 3’ 

58 482 (Li et al., 2012) 

aac-R 
5’- CTC GAA TGC 

CTG GCG TGT TT - 
3’ 

qnrA 

qnrA-F 
5’- GAT AAA  GTT 

TTT CAG CAA GAG 
G - 3’ 

55 543 (Mao et al., 
2015) 

qnrA-R 
5’- ATC CAG ATC 

GGC AAA GGT TA - 
3’ 

qnrB 

qnrB-F 
5’- GCG ACG TTC 
AGT GGT TCA G - 

3’ 55 148 (Mao et al., 
2015) 

qnrB-R 
5’- TGT CCA ACT 

TAA CGC CTT GTA 
A - 3’ 

qnrC 

qnrC-F 
5’- GGG TTG TAC 

ATT TAT TGA ATC 
G - 3’ 55 307 (Li et al., 2012) 

qnrC-R 
5’- CAC CTA CCC 
ATT TAT TTT CA - 

3’ 

qnrD 

qnrD-F 
5’- AGT GAG TGT 

TTA GCT CAA GGA 
G - 3’ 57 175 (Mao et al., 

2015) 
qnrD-R 

5’- CAG TGC CAT 
TCC AGC GAT T - 

3’ 

qnrS 

qnrS-F 
5’- GTA TAG AGT 

TCC GTG CGT GTG 
A - 3’ 55 189 (Mao et al., 

2015) 
qnrS-R 

5’- GGT TCG TTC 
CTA TCC AGC GAT 

T - 3’ 

Σουλφαµεθοξα-
ζόλη 

sul1 

sul1-F 
5’- CTT CGA TGA 

GAG CCG GCG GC - 
3’ 55 417  (Jacobs et al., 

2007)  
sul1-R 

5’- GCA AGG CGG 
AAA CCC GCG CC - 

3’ 

sul2 

sul2-F 
5’- GCG CTC AAG 

GCA GAT GGC ATT 
- 3’ 

69 293 (Kerrn, et al., 
2002)  

sul2-R 
5’- GCG TTT GAT 

ACC GGC ACC CGT 
- 3’ 

Πίνακας 2: Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την ταυτοποίηση γονιδίων  ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά. 
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sul3 

sul3-F 
5’- GAG CAA GAT 
TTT TGG AAT CG - 

3’ 
47 789 (Kõljalg et al., 

2009) 
sul3-R 

5’- CAT CTG CAG 
CTA ACC TAG GGC 

TTT GGA - 3’ 

Τετρακυκλίνη  

tetA 

tetA-F 
5’- 

CGATATCACTGAT
GGCG ATG - 3’ 55 318  (Tennstedtet 

al., 2005)  
tetA-R 

5’- 
TGTCCGACAAGTT

GCAT GAT - 3’ 

tetM 

tetM-F 
5’- 

GTTAAATAGTGTT
CTTG GAG - 3’ 55 600 (Akinbowale et 

al., 2006) 
tetM-R 

5’- 
CTAAGATATGGCT

CTAA CAA - 3’ 

Αµπικιλίνη 

ampC 

ampC-F 
5’- 

TTCTATCAAMACT
GGCA RCC - 3’ 

49 550 (Schwartz et al., 
2003) 

ampC-R 
5’- 

CCYTTTTATGTAC
CCA YGA - 3’ 

blaTEM 
 

blaTEM-F 
5’- 

AAAGATGCTGAAG
ATCA - 3’ 

42 425 (Speldooren, et 
al., 1998) 

blaTEM-R 

5’- 
TTTGGTATGGCTTC

ATTC - 3’ 
 

 
 
 

3.2.2.2  Ηλεκτροφόρηση 

 

 Τα προϊόντα της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR), ηλεκτροφορήθηκαν σε 

1,5% πήκτωµα αγαρόζης, ενός πολυσακχαρίτη υψηλού µοριακού βάρους. Εκτός από τα 

άγνωστα προϊόντα PCR στο πήκτωµα αγαρόζης, προστέθηκαν 5-6µL µοριακού δείκτη 

(molecular markers ή ladder) (100bp) από την εταιρεία Biolabs, του οποίου τα µεγέθη είναι 

γνωστά σε ζεύγη βάσεων, µε αποτέλεσµα να προσδιορίζεται εύκολα το µέγεθος του γενετικού 

υλικού. Τα αποτελέσµατα της ηλεκτροφόρησης οπτικοποιήθηκαν και φωτογραφήθηκαν µέσω 

της έκθεσης του πηκτώµατος αγαρόζης σε UV ακτινοβολία (UVITEC Cambridge), γι΄ αυτό το 

σκοπό χρησιµοποιήθηκε το λογισµικό UVIbandmap. 
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3.2.2.3 	Αποµόνωση γενετικού υλικού από πήκτωµα της αγαρόζης	

 

 Εφόσον, εντοπίστηκε ζώνη φωτεινή και καθαρή, η οποία είχε το επιθυµητό µέγεθος 

ζευγών βάσεων για τους συγκεκριµένους εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν και την 

αλληλουχία του γονιδίου, πραγµατοποιήθηκε η αποµόνωση και ο καθαρισµός του γενετικού 

υλικού από το πήκτωµα αγαρόζης. Η αποµόνωση της επιθυµητής ζώνης από το πήκτωµα 

αγαρόζης έγινε µε τη βοήθεια του εµπορικά διαθέσιµου πακέτου NucleoSpin Gel and PCR 

Clean-up, Nucleic Acid and Protein Purification της εταιρείας Macherey - Nagel, κατόπιν 

κοπής και παραλαβής του αντίστοιχου τµήµατος του πηκτώµατος.  

 

 

 

3.2.3  Κλωνοποίηση (Cloning)	

  

 Έπειτα, κρίθηκε αναγκαία η κλωνοποίηση και ο µετασχηµατισµός των γονιδίων 

ανθεκτικότητας σε βακτηριακά στελέχη E.coli, ώστε να πραγµατοποιηθεί ο πολλαπλασιασµός 

των γονιδίων µε υψηλό βαθµό καθαρότητας, σε αντίθεση µε την τεχνική αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυµεράσης (PCR), όπου επιτυγχάνεται πολλαπλασιασµός συγκεκριµένων 

αλληλουχιών DNA, µε µεγαλύτερη πιθανότητα δηµιουργίας παραπροϊόντων, όπως διµερή 

των εκκινητών.  

 Για την διαδικασία της κλωνοποίησης χρησιµοποιήθηκε το εµπορικά διαθέσιµο κιτ 

TOPO TA Cloning kit της εταιρείας Life Technologies. Αρχικά αναµίχθηκαν 4µL από το 

αποµονωµένο προϊόν της PCR από το πήκτωµα της αγαρόζης, το οποίο διαθέτει το επιθυµητό 

γονίδιο. Έπειτα προστέθηκε 1µL από ένα διάλυµα αλάτων που περιείχε 1,2Μ NaCl και 0,06M 

MgCl2. Στην συνέχεια προστέθηκε 1µL από διάλυµα που περιείχε τα πλασµίδια (TOPO 

vector). 

 Στην συνέχεια αναµίχθηκε ήπια το µίγµα της αντίδρασης και αφέθηκε να επωαστεί για 

πέντε min σε θερµοκρασία δωµάτιου. Έπειτα τοποθετήθηκε το µίγµα σε πάγο και 

πραγµατοποιήθηκε η διαδικασία του µετασχηµατισµού του κλωνοποιηµένου πλασµιδίου σε 

βακτηριακά στελέχη E.coli. 

 Ο πλασµιδιακός φορέας pCR™2.1-TOPO® (Invitrogen) χρησιµοποιήθηκε για την 

κλωνοποίηση του γονιδίου ανθεκτικότητας στην παρούσα µελέτη (εικόνα 11). Στο φορέα 

αυτό, µε µήκος 3809 ζεύγη βάσεων, εντοπίζεται µια περιοχή έναρξης της αντιγραφής (pUC 

origin), η οποία εξασφαλίζει υψηλά επίπεδα αντιγραφής του πλασµιδίου στα κύτταρα του 

ξενιστή. Ακόµη περιλαµβάνει ένα γονίδιο σύντηξης lacZα και η έκφραση του ρυθµίζεται από 
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τον υποκινητή lac. Επίσης περιλαµβάνει γονίδια ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά αµπικιλίνη 

και καναµυκίνη. Στο πλασµίδιο αυτό µπορούν να εισαχθούν µόνο τµήµατα DNA που φέρουν 

ισοτελή άκρα και η ένθεση της κωδικοποιούσας αλληλουχίας πραγµατοποιείται ανάµεσα στο 

γονίδιο lacZα. Ως εκ τούτου η έκφραση της αλληλουχίας lacZα διακόπτεται και µόνο τα 

βακτηριακά κύτταρα που φέρουν τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια µπορούν να αναπτυχθούν. 

Με τον τρόπο αυτό διευκολύνεται η επιλογή των στελεχών που φέρουν τις επιθυµητές 

µεταλλάξεις, καθώς και η δηµιουργία χαρτών περιορισµού. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 11: Χάρτης του πλασµιδιακού φορέα κλωνοποίησης pCR™2.1-TOPO®. Διακρίνονται τα βασικά 
χαρακτηριστικά του πλασµιδίου, η θέση έναρξης της αντιγραφής pUC ori, ο υποκινητής lac ο οποίος 
ρυθµίζει την έκφραση του γονιδίου σύντηξης lacZα, καθώς και τα γονίδια που προσδίδουν 
ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά καναµυκίνη και αµπικιλίνη (TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen by Life 
technologies, 2014). 
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3.2.4  Μετασχηµατισµός (Transformation) 
 

 Κατά τον µετασχηµατισµό προστέθηκαν 2µL από το τελικό µίγµα της κλωνοποίησης, 

που περιέχει τα ήδη κλωνοποιηµένα πλασµίδια, στα φιαλίδια τα οποία περιείχαν τα 

βακτηριακά κύτταρα (One Shot® Chemically Competent E. coli, Invitrogen by Life 

technologies, 2014). Έπειτα τοποθετήθηκαν στο πάγο για επώαση για 30 min. Στην συνέχεια 

υπέστη θερµικό σοκ για 30 sec στους 42oC και επανατοποθέτηση στον πάγο, προσθέτοντας 

250µL S.O.C. medium. Σκεπάστηκε το κάθε φιαλίδιο και ανακινήθηκε µε 200 rpm για 1 h 

στους 37oC. Εφόσον ολοκληρώθηκε ο µετασχηµατισµός των βακτηριακών κυττάρων, 

στρώθηκαν 50µL από το  κάθε φιαλίδιο σε προθερµασµένα τρυβλία LB, τα οποία διέθεταν 

50µg/mL αµπικιλίνη και 40µL X-gal (40mg/mL) και επωάστηκαν για 12 h στους 37oC. Οι 

αποικίες µε χρώµα άσπρο ή απαλό µπλε υπέστη περαιτέρω ανάλυση, διότι ήταν αυτές µε το 

επιθυµητό γονίδιο.  

 

3.2.5 Αποµόνωση του πλασµιδιακού γενετικού υλικού από 

αποικίες E. coli 
 

 Τα κλωνοποιηµένα βακτηριακά στελέχη DH5a-T1 αναπτύχθηκαν σε στερεό θρεπτικό 

υλικό LB-άγαρ παρουσία αντιβιοτικού στους 37οC. Η επώαση είχε διάρκεια 16-24h και στη 

συνέχεια, ανακαλλιεργήθηκαν 1-2 άσπρες αποικίες για την αποφυγή επιλογής µπλε αποικιών, 

ενώ την επόµενη µέρα συλλέχθηκαν 2-6 άσπρες αποικίες και καλλιεργήθηκαν σε υγρό 

θρεπτικό LB medium µε 50µg/mL ampicillin για 24-48h. Έπειτα αποµονώθηκε το 

πλασµιδιακό γενετικό υλικό µε το ειδικό κιτ Invisorb® Spin Plasmid Mini two Kit (STRATEC 

Molecular GmbH, Berlin, Germany).  

 

 

 

3.2.6 Έλεγχος ποιότητας και ποσότητας του αποµονωµένου 

γενετικού υλικού 

 
 Έπειτα από κάθε αποµόνωση γενετικού υλικού συνίσταται η φωτοµέτρηση του 

δείγµατος σε φασµατοφωτόµετρο διπλής δέσµης ορατού-υπεριώδους (BioPhotometer 

eppendorf D30), ώστε να ελεγχθεί η ποιότητα και ποσότητα του αποµονωµένου γενετικού 

υλικού, µέσω της απορρόφησης της υπεριώδους ακτινοβολίας.   

 Η φωτοµέτρηση των δειγµάτων DNA πραγµατοποιήθηκε στα 260nm µήκη κύµατος για 
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τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης του γενετικού υλικού στο δείγµα. Επιπλέον 

πραγµατοποιήθηκε η οπτική απορρόφηση στα 280nm µήκη κύµατος για την ανίχνευση 

πρωτεϊνών που έχουν παραµείνει στο δείγµα. Όσον αφορά την καθαρότητα του γενετικού 

υλικού στο δείγµα, ο λόγος R της απορρόφησης στα 260nm προς την απορρόφηση στα 280nm 

έχει ως αποδεκτά όρια 1,6 - 1,8. Σε περιβαλλοντικά δείγµατα έχει παρατηρηθεί λόγος R γύρω 

στα 2 που είναι επίσης αποδεκτή τιµή. 

 Στην συνέχεια, επαναλήφθηκε η µέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης 

(PCR) για κάθε γονίδιο και κατ΄ επέκταση η ηλεκτροφόρηση των προϊόντων  της PCR, για 

επιβεβαίωση ότι πραγµατοποιήθηκε σωστά η κλωνοποίηση και ο µετασχηµατισµός των 

γονιδίων. Έπειτα πραγµατοποιήθηκε ο καθαρισµός του γονιδίου από το πήκτωµα αγαρόζης, 

φωτοµετρήθηκε και ακολουθήθηκε η διαδικασία δηµιουργίας standards για την real - time 

PCR. 

 

3.2.7 Real - time PCR 

 
 Για την ποσοτικοποίηση των αλληλουχιών DNA χρησιµοποιήθηκε ο θερµικός 

κυκλοποιητής real - time PCR (qPCR), Step one plus της εταιρείας Applied Biosystems. Για 

την πραγµατοποίηση της διαδικασίας  real - time PCR απαιτούνται τα standards, τα οποία 

αποτελούν συγκεκριµένες ποσότητες γονιδίων εκφρασµένες σε αντίγραφα γονιδίων, που 

χρησιµεύουν στην ποσοτικοποίηση αγνώστων δειγµάτων. Εφόσον ανιχνεύθηκε το επιθυµητό 

γονίδιο µέσω της PCR και της ηλεκτροφόρησης, πολλαπλασιάστηκε µε την διαδικασία 

κλωνοποίησης - µετασχηµατισµού και φωτοµετρήθηκε για τον έλεγχο ποσότητας και 

καθαρότητας του γενετικού υλικού. Έπειτα παρασκευάστηκαν οι αραιώσεις (dilutions) για 

κάθε γονίδιο ανθεκτικότητας σε κάθε αντιβιοτικό ξεκινώντας από το πυκνό µε ποσότητα 1010 

(αντιγράφων γονιδίων)/µL, σε εύρος από 109 έως 103 (αντιγράφων γονιδίων)/µL. 

Δηµιουργήθηκε η πρότυπη καµπύλη για κάθε γονίδιο ανθεκτικότητας (standards curve), 

προσεγγίζοντας την βέλτιστη κλίση -3.3 ± 10%  και την βέλτιστη αποδοτικότητα 100% ± 

10%, µέσω της οποίας έγινε η ποσοτικοποίηση αντιγράφων γονιδίων αγνώστων ενδοφυτικών 

βακτηριακών δειγµάτων, για κάθε γονίδιο ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά. 

 Οι συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων και υλικών που χρησιµοποιήθηκαν στην real - 

time PCR για κάθε γονίδιο, αλλά και τα πρωτόκολλα real - time PCR που ακολουθήθηκαν 

βρίσκονται στο παράρτηµα.  
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4.  Αποτελέσµατα - Συζήτηση 

4.1 Βιο-ενίσχυση των ριζών του αλόφυτου Juncus acutus 
 

 Το γενετικό υλικό των ενδοφυτικών βακτηριακών κοινοτήτων του φυτού J. acutus, 

ελήφθη από την πιλοτική µονάδα που αφορά την µελέτη τεχνικών βιο-ενίσχυσης ούτως ώστε 

να βελτιστοποιηθεί η διαδικασία της φυτό - εξυγίανσης σε υγροβιότοπο του αλόφυτου Juncus 

acutus (Syranidou et al., 2016). Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν στην βιο-

ενίσχυση, αποµονώθηκαν από τις ρίζες και τα φύλλα του αλόφυτου J. acutus, το οποίο 

καλλιεργήθηκε σε πιλοτική µονάδα ρυπασµένη µε δισφαινόλη Α (BPA, bisphenol A). Τα 

στελέχη επιλέχθηκαν µε βάση την in vitro ικανότητα υποβοήθησης - ανάπτυξης των φυτών 

(PGP, plant growth promoting) (Syranidou et al., 2016). 

 Τα βέλτιστα ενδοφυτικά στελέχη εµβολιάστηκαν στις ρίζες του φυτού και το σύστηµα 

υπέστη διαφορετικά είδη ρύπανσης µε ποικίλες συγκεντρώσεις αντιβιοτικών (σιπροφλοξασίνη 

και σουλφαµεθοξαζόλη) (Syranidou et al., 2016). Τα στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν 

αφορούν τα γένη Sphingomonas sp. U33, Bacillus sp. R12 και Ochrobactrum sp. R24.  

 Για τα δείγµατα 1R-10R δεν πραγµατοποιήθηκε εµβολιασµός βακτηριακών στελεχών 

και δεν ρυπάνθηκαν οι ρίζες του φυτού µε αντιβιοτικά. Αυτά τα δείγµατα αποτελούν τα 

δείγµατα ελέγχου και καθορισµού της ήδη υπάρχουσας ανθεκτικότητας που µπορεί να έχουν 

τα ενδοφυτικά βακτήρια. Τα δείγµατα 11R-20R δεν βιο-ενισχύθηκαν, αλλά οι ρίζες των 

φυτών ρυπάνθηκαν µε χαµηλή συγκέντρωση αντιβιοτικών. Στα δείγµατα 21R-30R δεν υπήρξε 

βιο-ενίσχυση, αλλά οι ρίζες των φυτών ρυπάνθηκαν µε υψηλή συγκέντρωση αντιβιοτικών.  

 Οι ρίζες των δειγµάτων 31R-40R εµβολιάστηκαν µε το βακτηριακό στέλεχος 

Sphingomonas sp. U33, το οποίο αποµονώθηκε από τα φύλλα του αλόφυτου J. acutus 

(Syranidou et al., 2016) και ρυπάνθηκαν µε χαµηλή συγκέντρωση αντιβιοτικών. Ενώ τα 

δείγµατα 41R-50R εµβολιάστηκαν επίσης µε το βακτηριακό στέλεχος Sphingomonas sp. U33, 

αλλά οι ρίζες των φυτών ρυπάνθηκαν µε υψηλή συγκέντρωση αντιβιοτικών.  

  Το βακτηριακό στέλεχος Bacillus sp. R12 εµβολιάστηκε στις ρίζες των δειγµάτων 51R-

60R µε χαµηλή συγκέντρωση αντιβιοτικών και στις ρίζες των δειγµάτων 61R-70R µε υψηλή 

συγκέντρωση αντιβιοτικών. Το στέλεχος Bacillus sp. R12 αποµονώθηκε από τις ρίζες του 

αλόφυτου J. acutus (Syranidou et al., 2016). 

 Για τα δείγµατα 71R-80R πραγµατοποιήθηκε εµβολιασµός του βακτηριακού στελέχους 

Ochrobactrum sp. R24, το οποίο αποµονώθηκε από τις ρίζες του αλόφυτου J. acutus 

(Syranidou et al., 2016) και ρυπάνθηκαν µε χαµηλή συγκέντρωση αντιβιοτικών. Ενώ τα 

δείγµατα 81R-90R εµβολιάστηκαν επίσης µε το βακτηριακό στέλεχος Ochrobactrum sp. R24, 

αλλά οι ρίζες των φυτών ρυπάνθηκαν µε υψηλή συγκέντρωση αντιβιοτικών. 
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 Στη συνέχεια, οι ρίζες των δειγµάτων 91R-100R εµβολιάστηκαν µε ένα µίγµα από τα 

τρία αυτά βακτηριακά στελέχη και ρυπάνθηκαν µε χαµηλή συγκέντρωση αντιβιοτικών. Ενώ 

τα δείγµατα 101R-110R εµβολιάστηκαν επίσης µε το ίδιο µίγµα από τα βακτηριακά στελέχη, 

αλλά οι ρίζες των φυτών ρυπάνθηκαν µε υψηλή συγκέντρωση αντιβιοτικών. 

 Στον πίνακα 3 απεικονίζονται αναλυτικά οι διαδικασίες που ακολουθήθηκαν κατά το 

πείραµα της βιο-ενίσχυση των ριζών των αλόφυτων J. acutus. 

 

 
Πίνακας 3: Διεργασίες που ακολουθήθηκαν για κάθε δείγµα φυτού. 

Δείγµατα - 
Κοινότητες  

Βακτηριακά γένη  
 βιο-ενίσχυσης 

Συγκέντρωση 
σιπροφλοξασίνης   

    (µg/L) 

Συγκέντρωση 
σουλφαµεθοξαζόλης 

(µg/L) 

Ξηρή µάζα 
ρίζας (g) 

1R - - - 0,296 

4R - - - 0,240 

5R - - - 0,250 

9R - - - 0,290 

10R - - - 0,290 

13R - 50 250 0,268 

14R - 50 250 0,304 

15R - 50 250 0,253 

16R - 50 250 0,318 

20R - 50 250 0,254 

21R - 100 500 0,298 

22R - 100 500 0,297 

27R - 100 500 0,331 

29R - 100 500 0,253 

30R - 100 500 0,273 

31R Sphingomonas sp.U33 50 250 0,264 

35R Sphingomonas sp.U33 50 250 0,297 

37R Sphingomonas sp.U33 50 250 0,293 

39R Sphingomonas sp.U33 50 250 0,262 

40R Sphingomonas sp.U33 50 250 0,278 

42R Sphingomonas sp.U33 100 500 0,291 

43R Sphingomonas sp.U33 100 500 0,284 

44R Sphingomonas sp.U33 100 500 0,354 

46R Sphingomonas sp.U33 100 500 0,274 

48R Sphingomonas sp.U33 100 500 0,250 

50R Sphingomonas sp.U33 100 500 0,308 
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51R Bacillus sp. R12 50 250 0,262 

52R Bacillus sp. R12 50 250 0,252 

56R Bacillus sp. R12 50 250 0,257 

58R Bacillus sp. R12 50 250 0,280 

59R Bacillus sp. R12 50 250 0,268 

61R Bacillus sp. R12 100 500 0,264 

63R Bacillus sp. R12 100 500 0,286 

64R Bacillus sp. R12 100 500 0,268 

66R Bacillus sp. R12 100 500 0,322 

68R Bacillus sp. R12 100 500 0,268 

72R Ochrobactrum sp. R24 50 250 0,303 

74R Ochrobactrum sp. R24 50 250 0,310 

75R Ochrobactrum sp. R24 50 250 0,258 

78R Ochrobactrum sp. R24 50 250 0,308 

80R Ochrobactrum sp. R24 50 250 0,259 

82R Ochrobactrum sp. R24 100 500 0,311 

83R Ochrobactrum sp. R24 100 500 0,269 

84R Ochrobactrum sp. R24 100 500 0,278 

86R Ochrobactrum sp. R24 100 500 0,261 

87R Ochrobactrum sp. R24 100 500 0,259 

89R Ochrobactrum sp. R24 100 500 0,267 

92R µίγµα 50 250 0,256 

93R µίγµα 50 250 0,296 

97R µίγµα 50 250 0,260 

98R µίγµα 50 250 0,276 

100R µίγµα 50 250 0,258 

101R µίγµα 100 500 0,273 

102R µίγµα 100 500 0,292 

105R µίγµα 100 500 0,275 

106R µίγµα 100 500 0,290 

107R µίγµα 100 500 0,292 

110R µίγµα 100 500 0,281 
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 Έπειτα, αποµονώθηκε το γενετικό υλικό από τις ενδοφυτικές βακτηριακές κοινότητες 

της ριζόσφαιρας των φυτών και ακολούθησε η διαδικασία ανίχνευσης γονιδίων 

ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά σιπροφλοξασίνη, σουλφαµεθοξαζόλη καθώς και στην 

αµπικιλίνη και στην τετρακυκλίνη, παρόλο που δεν ρυπάνθηκαν οι ρίζες µε αυτά τα 

αντιβιοτικά. 

 

4.2 Ανίχνευση γονιδίων ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά 

 
 Στην παρούσα εργασία το γενετικό υλικό αποµονώθηκε από τις ενδοφυτικές κοινότητες 

του πίνακα 3. Ακολούθησε η ανίχνευση των επιλεγµένων γονιδίων ανθεκτικότητας (πίνακας 

2) και ποσοτικοποίησή τους µε την µέθοδο της real - time qPCR. 

 

Σουλφαµεθοξαζόλη (Sulfamethoxazole) 

 

 Για το αντιβιοτικό σουλφαµεθοξαζόλη ανιχνεύθηκε κατευθείαν το γονίδιο 

ανθεκτικότητας sul1 σε δείγµατα ριζικής κοινότητας. Το συγκεκριµένο γονίδιο έχει µήκος 

417bp (ζεύγη βάσεων) και το µίγµα αντίδρασης PCR καθώς και το πρωτόκολλο που 

ακολουθήθηκε βρίσκεται στο παράρτηµα 8.1. Τα αποτελέσµατα της ηλεκτροφόρησης 

απεικονίζονται στην εικόνα 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Εικόνα 12: Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης (1,5%) των προϊόντων της PCR για 
την ανίχνευση του γονιδίου sul1 σε βακτηριακά στελέχη αποµονωµένα από ενδοφυτικές 
κοινότητες. Διαδροµές: 1,2 → βακτηριακό στέλεχος γένους Ochrobactrum R53,  3 → 
DNA ladder (100 bp - Biolabs) 
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Στην διαδροµή 1, υπάρχει το επιθυµητό γονίδιο sul1, όµως δεν έχει τόσο καθαρή 

εικόνα όσο στη διαδροµή 2. Για την κατασκευή των standards για την real - time PCR, 

επιλέχθηκε η διαδροµή 2, αφού κλωνοποιήθηκε το γονίδιο σε πλασµιδιακό γενετικό υλικό και 

µετασχηµατίστηκε σε βακτηριακό στέλεχος E. coli. Επιπλέον, εξετάστηκαν και τα γονίδια 

sul2 και sul3 για την σουλφαµεθοξαζόλη σε 10 διαφορετικές ενδοφυτικές κοινότητες για το 

κάθε γονίδιο  χωρίς θετικά αποτελέσµατα. 

 

 

 

Σιπροφλοξασίνη (Ciprofloxacin) 

 

 Για το συγκεκριµένο αντιβιοτικό πραγµατοποιήθηκαν αρκετές δοκιµές για 6 

διαφορετικά γονίδια ανθεκτικότητας στις κινολόνες, µε κανένα θετικό αποτέλεσµα. 

Δοκιµάστηκαν διαφορετικά πρωτόκολλα µε διαφορετικές συγκεντρώσεις στο µίγµα 

αντίδρασης όµως ήταν αδύνατο να ανιχνευθεί γονίδιο ανθεκτικότητας για την 

σιπροφλοξασίνη. Δοκιµάστηκαν 30 διαφορετικές ενδοφυτικές κοινότητες για το γονίδιο 

aac(6’)-lb-cr και 10 διαφορετικές ενδοφυτικές κοινότητες για καθένα από τα υπόλοιπα γονίδια 

(qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS). Συνολικά πραγµατοποιήθηκαν 80 δοκιµές για το 

συγκεκριµένο αντιβιοτικό. Παρατίθενται το µίγµα αντίδρασης PCR καθώς και το πρωτόκολλο 

που ακολουθήθηκε στο παράρτηµα 8.1 για κάθε αλληλουχία γονιδίου.  

 

 

 

Τετρακυκλίνη (Tetracycline) 

 

 Στην συνέχεια ανιχνεύθηκαν γονίδια ανθεκτικότητας, tetA και tetM, για το αντιβιοτικό 

τετρακυκλίνη σε δείγµατα γενετικού υλικού από το βακτηριακό στέλεχος K. pneumoniae 

NTCT 5056. Το γονίδιο ανθεκτικότητας tetA έχει µήκος 318bp (ζεύγη βάσεων), ενώ το 

γονίδιο ανθεκτικότητας tetM έχει µήκος 600bp. Τα πρωτόκολλα και τα µίγµατα αντίδρασης 

που χρησιµοποιήθηκαν βρίσκονται στο παράρτηµα 8.1. Και τα δύο γονίδια ανθεκτικότητας 

εντοπίστηκαν και αποµονώθηκαν µε επιτυχία (εικόνες 13 και 14).  
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Εικόνα 13: Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης (1,5%) των προϊόντων της PCR για την 
ανίχνευση του γονιδίου tetA στο βακτηριακό στέλεχος Klebsiella pneumoniae NTCT 5056. 
Διαδροµές: 1 → DNA ladder (100 bp - Biolabs), 2 → δείγµα µε απουσία του επιθυµητού 
γονιδίου, 3,4,5, → δείγµατα µε παρουσία του επιθυµητού γονιδίου (318 bp). 

Εικόνα 14:  Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης (1,5%) των προϊόντων της PCR για την 
ανίχνευση του γονιδίου tetM στο βακτηριακό στέλεχος Klebsiella pneumoniae NTCT 5056. 
Διαδροµές: 1 → DNA ladder (100 bp - Biolabs), 2→ δείγµα µε παρουσία του επιθυµητού 
γονιδίου (600 bp),  3,4,5,6 → δείγµατα µε απουσία του επιθυµητού γονιδίου. 
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Αµπικιλίνη (Ampicillin) 

 

Ανιχνεύθηκε γονίδιο ανθεκτικότητας, ampC, στην αµπικιλίνη σε δείγµατα γενετικού 

υλικού από βακτηριακό στέλεχος K. pneumoniae NTCT 5056 (εικόνα 15). Το συγκεκριµένο 

γονίδιο ανθεκτικότητας έχει µήκος 550bp. Τα πρωτόκολλα και τα µίγµατα αντίδρασης που 

χρησιµοποιήθηκαν βρίσκονται στο παράρτηµα 8.1. Επιπλέον, εξετάστηκε το γονίδιο 

ανθεκτικότητας blaTEM για την αµπικιλίνη σε 10 διαφορετικές ενδοφυτικές κοινότητες χωρίς 

θετικά αποτελέσµατα. 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Συνοπτικά: 

 

 Το γονίδιο ανθεκτικότητας sul1 για την σουλφαµεθοξαζόλη ανιχνεύθηκε, αποµονώθηκε 

και κλωνοποιήθηκε, ώστε να ενισχυθεί η ποσότητα του για περαιτέρω ανάλυση. Γονίδιο 

ανθεκτικότητας για την σιπροφλοξασίνη δεν ανιχνεύθηκε. Εξετάστηκαν 6 διαφορετικά 

γονίδια (aac(6’)-lb-cr, qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS) γι΄ αυτό το αντιβιοτικό σε αρκετά 

δείγµα ενδοφυτικών κοινοτήτων του φυτού, καθώς και στο βακτηριακό στελέχος Klebsiella 

pneumoniae NTCT 5056, µε σκοπό την δηµιουργία των standards για την real - time PCR, 

Εικόνα 15 : Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης (1,5%) των προϊόντων της PCR για την ανίχνευση 
του γονιδίου ampC στο βακτηριακό στέλεχος Klebsiella pneumoniae NTCT 5056. Διαδροµές: 1 → 
DNA ladder (100 bp - Biolabs), 2 → δείγµα µε απουσία του επιθυµητού γονιδίου,  3,4,5,6 → δείγµατα 
µε παρουσία του επιθυµητού γονιδίου (550 bp). 



	 39 

όµως δεν ανιχνεύθηκε κανένα από τα 6 γονίδια, οπότε δεν πραγµατοποιήθηκε ποσοτική 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράση για το συγκεκριµένο αντιβιοτικό. 

 Τα γονίδια ανθεκτικότητας για την τετρακυκλίνη (tetA, tetM) και την αµπικιλίνη 

(ampC) δεν ανιχνεύθηκαν σε ενδοφυτικές κοινότητες, αλλά στο βακτηριακό στέλεχος K. 

pneumoniae NTCT 5056, όπου εντοπίστηκαν, αποµονώθηκαν και δηµιουργήθηκαν τα 

standards για κάθε γονίδιο.  

 

 

4.3 Κλωνοποιηµένες αποικίες 

 
 Όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως, τα αποµονωµένα γονίδια ανθεκτικότητας υπέστη 

κλωνοποίηση σε πλασµιδιακό γενετικό υλικό και µετασχηµατισµό σε βακτηριακά στελέχη 

Escherichia coli DH5α™-T1R, µε σκοπό την ενίσχυσή τους. Στην εικόνα 16 παρατηρούνται 

οι αποικίες σε πυκνό και αραιό (1/100 dilution) διάλυµα για το γονίδιο ανθεκτικότητας sul1. 

 

 

      

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Στο αραιό διάλυµα, παρατηρούνται µερικές µπλε αποικίες, οι οποίες δηλώνουν ότι 

είτε δεν έχει ενσωµατωθεί το επιθυµητό γονίδιο στο πλασµίδιο είτε ότι έχει πραγµατοποιηθεί 

η κλωνοποίηση αλλά όχι µε το επιθυµητό γονίδιο. Για ασφάλεια, συνίσταται η 

ανακαλλιέργεια λευκών αποικιών, η οποία απεικονίζεται στην εικόνα 17. 
 

    

 

Εικόνα 16: Αποικίες κλωνοποιηµένων στελεχών E. coli µε το γονίδιο sul1 σε πυκνό διάλυµα 
(αριστερά) και σε αραιό διάλυµα (δεξιά). 
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 Στην συνέχεια, συλλέχθηκαν 1-2 αποικίες για αποµόνωση πλασµιδιακού γενετικού 

υλικού. Έπειτα, από κάθε αποµόνωση γενετικού υλικού συνίσταται έλεγχος της ποιότητας και 

ποσότητας του γενετικού υλικού. 

 

 

 

4.4  Έλεγχος ποσότητας και ποιότητας του γενετικού υλικού 
 

 Η φωτοµέτρηση των δειγµάτων πραγµατοποιήθηκε σε φασµατοφωτόµετρο διπλής 

δέσµης ορατού - υπεριώδους (BioPhotometer eppendorf  D30), ώστε να ελεγχθεί η ποιότητα 

και ποσότητα του αποµονωµένου γενετικού υλικού για τα γονίδια sul1, tetA, tetM και ampC 

από τα κλωνοποιηµένα στελέχη E. coli. 

 Στον πίνακα 3 απεικονίζεται η συγκέντρωση του εκάστοτε γονιδίου στο διάλυµα καθώς 

και ο λόγος απορρόφησης R, ο οποίος υποδηλώνει την καθαρότητα του γενετικού υλικού στο 

διάλυµα. Η τιµή της αναλογίας για υψηλής καθαρότητας γενετικό υλικό είναι 1,8. Συνεπώς, 

τα αποµονωµένα γονίδια βρίσκονται σε υψηλή ποσότητα και ποιότητα στα διαλύµατα.  

 

 

 

 

 

Εικόνα 17: Ανακαλλιέργειες λευκών αποικιών. 
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 Σύµφωνα µε τις συγκεντρώσεις, υπολογίζεται η ποσότητα των αντιγράφων γονιδίων 

που υπάρχει ανά 1µL. Έτσι δηµιουργούνται τα standards και πραγµατοποιείται η 

ποσοτικοποίηση των γονιδίων σε άγνωστα δείγµατα γενετικού υλικού µέσω της real - time 

PCR. Ο υπολογισµός των αντιγράφων γονιδίων για κάθε γονίδιο έγινε µέσω µιας 

ηλεκτρονικής πλατφόρµας σχεδιασµένης από τον Andrew Staroscik (URI Genomics and 

Sequencing Center, Calculator for determining the number of copies of a template, 

http://cels.uri.edu/gsc/cndna.htmL), η οποία βασίζεται στην εξής εξίσωση:  

 

 
 

 
 
 
 
Τα αποτελέσµατα για κάθε γονίδιο απεικονίζονται στις εικόνες 18, 19, 20 και 21. 
 
 
 
Σουλφαµεθοξαζόλη (sul1) 

 

 Για ποσότητα γονιδίου 758,5ng ανά 1µL και γνωρίζοντας ότι το µήκος του γονιδίου 

sul1, που είναι 417bp, υπολογίζεται ότι η ποσότητα των αντιγράφων γονιδίων που υπάρχει 

ανά 1µL δείγµατος είναι 1,69 . 1012. 

 

 

 
 
 

Γονίδια 
ανθεκτικότητας σε 
αντιβιοτικά 

Συγκέντρωση 
γενετικού υλικού 

(ng/µL) 

Λόγος 
απορρόφησης  

R 

Μέγεθος 
προϊόντων (bp) 

sul1 758,5 1,79 417 

tetA 687,5 1,76 318 

tetM 583,8 1,74 600 

ampC 407,3 1,72 550 

Πίνακας 4: Έλεγχος οπτικής απορρόφηση του γενετικού υλικού κάθε γονιδίου.  

number  of copies =
amount(ng) ⋅6,022 ⋅1023 number

mole
⎛
⎝⎜

⎞
⎠⎟

length(bp) ⋅109 ng
g

⎛
⎝⎜

⎞
⎠⎟
⋅650 g

mole of bp
⎛
⎝⎜

⎞
⎠⎟
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Τετρακυκλίνη (tetA) 
 

 Για ποσότητα γονιδίου 687,5ng ανά 1µL και γνωρίζοντας ότι το µήκος του γονιδίου 

tetA, που είναι 318bp, υπολογίζεται ότι η ποσότητα των αντιγράφων γονιδίων που υπάρχει 

ανά 1µL είναι 2 . 1012. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Τετρακυκλίνη (tetM) 

 

 Για ποσότητα γονιδίου 583,8ng ανά 1µL και γνωρίζοντας ότι το µήκος του γονιδίου 

tetM, που  είναι 600bp, υπολογίζεται ότι η ποσότητα των αντιγράφων γονιδίων που υπάρχει 

ανά 1µL είναι 9,01 . 1011. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 18: Ποσότητα αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο 
sul1. 

Εικόνα 19: Ποσότητα αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο 
tetA. 

Εικόνα 20: Ποσότητα αντιγράφων γονιδίων για το 
γονίδιο tetM. 
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Αµπικιλίνη (ampC) 

 

 Για ποσότητα γονιδίου 407,3ng ανά 1µL και γνωρίζοντας ότι το µήκος του γονιδίου 

ampC, που είναι 550bp, υπολογίζεται ότι η ποσότητα των αντιγράφων γονιδίων που υπάρχει 

ανά 1µL είναι 6,86 . 1011. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Έπειτα, παρασκευάστηκαν οι διαδοχικές αραιώσεις ποσότητας αντιγράφων γονιδίων µε 

εύρος από 109 έως 103 αντιγράφων γονιδίων ανά 1µL για κάθε γονίδιο, µε σκοπό την 

δηµιουργία των standards. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 21: Ποσότητα αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο 
ampC. 
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4.5 Αποτελέσµατα real - time PCR σε δείγµατα ενδοφυτικών 

κοινοτήτων 

 
 Η ποσοτικοποίηση αγνώστων δειγµάτων γενετικού υλικού αποµακρυσµένου από 

ενδοφυτικές βακτηριακές κοινότητες της ρίζας φυτών J. acutus πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα 

µε τις καµπύλες ενίσχυσης και τις πρότυπες καµπύλες για κάθε γονίδιο, µε δείγµατα γενετικού 

υλικού γνωστής ποσότητας αντιγράφων γονιδίων. Ο θερµικός κυκλοποιητής real - time PCR 

που χρησιµοποιήθηκε είναι της εταιρείας Applied Biosystems (Step One Plus) µε το 

λογισµικό Step One Software (Version 2.0, 2007 by Applied Biosystem). 

 

Σουλφαµεθοξαζόλη (sul1) 

 

 Υπήρχαν αρκετές δυσκολίες µε το συγκεκριµένο γονίδιο και πραγµατοποιήθηκαν 

αρκετές προσπάθειες για την βελτίωση των πρότυπων καµπυλών. Οι παρακάτω καµπύλες 

ήταν οι πιο ικανοποιητικές ώστε να συνεχιστεί το πείραµα για το συγκεκριµένο γονίδιο. Στο 

διάγραµµα 2 (αριστερά)  απεικονίζεται η καµπύλη ενίσχυσης δειγµάτων γνωστής ποσότητας 

αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο sul1, η οποία κατασκευάστηκε µε βάση τις διαδοχικές 

αραιώσεις δειγµάτων γενετικού υλικού γνωστής ποσότητας αντιγράφων γονιδίων. Στο 

διάγραµµα 2 (δεξιά), απεικονίζεται η καµπύλη ενίσχυσης δειγµάτων άγνωστης ποσότητας 

αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο sul1, για 47 ενδοφυτικές βακτηριακές κοινότητες. 

 

 Όσον αφορά την καµπύλη ενίσχυσης για τα standards (διάγραµµα 2, αριστερά), 

παρατηρούνται ευδιάκριτα οι τέσσερις φάσεις της καµπύλης ενίσχυσης, ενώ οι πράσινες  

ευθείες γραµµές µε τιµή φθορισµού µηδέν αφορούν τα δείγµατα χωρίς προσθήκη γενετικού 

υλικού παρά µόνο υπερκάθαρου νερού και master mix. Τα διαφορετικά χρώµατα καµπυλών 

Διάγραµµα  2: Καµπύλη ενίσχυσης δειγµάτων γνωστής ποσότητας (αριστερά) αντιγράφων γονιδίων και 
άγνωστης ποσότητας (δεξιά) αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο sul1. 
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αντιστοιχούν σε διαφορετικές αραιώσεις του γενετικού υλικού, µε τα δείγµατα µε την 

µεγαλύτερη ποσότητα DNA να ανιχνεύονται σε µικρότερους κύκλους αντίδρασης. Οι 

κόκκινες καµπύλες αφορούν τα δείγµατα µε ποσότητα γενετικού υλικού 109 αντιγράφων 

γονιδίων, ενώ οι ροζ καµπύλες αντιπροσωπεύουν τα δείγµατα µε ποσότητα γενετικού υλικού 

103 αντιγράφων γονιδίων. 

 Στην καµπύλη ενίσχυσης αγνώστων δειγµάτων (διάγραµµα 2, δεξιά), παρατηρούνται 

ορατές αλλαγές σε σύγκριση µε την αντίστοιχη καµπύλη των standards. Έχουν προστεθεί 

αρκετές καµπύλες αγνώστων δειγµάτων κυρίως µετά τον κύκλο 28, υποδηλώνοντας ότι 

υπάρχει το γονίδιο αλλά σε χαµηλότερη ποσότητα από 103 αντιγράφων γονιδίων, που είναι και 

η τελευταία αραίωση. Παρ΄ όλα αυτά, παρατηρείται και µια τριάδα καµπυλών (σκούρο µπλε), 

η οποία ξεκινάει από τον κύκλο 20 και αφορά άγνωστο δείγµα µε σηµαντική ποσότητα 

αντιγράφων γονιδίων. 

 Στο διάγραµµα 3 (αριστερά) απεικονίζεται η πρότυπη καµπύλη δειγµάτων γνωστής 

ποσότητας αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο sul1. Η καµπύλη αυτή χρησιµοποιήθηκε ως 

καµπύλη αναφοράς για τον ποσοτικό προσδιορισµό άγνωστων δειγµάτων, ο οποίος 

απεικονίζεται στο διάγραµµα 3 (δεξιά). 

 

 Η πρότυπη καµπύλη των γνωστών δειγµάτων (διάγραµµα 3, αριστερά)  για το γονίδιο 

sul1 είναι ικανοποιητική µε περιθώρια βελτίωσης. Η κλίση της ευθείας δεν είναι αρκετά 

απότοµη, µε βάση τα βιβλιογραφικά δεδοµένα που την θέλουν στο -3,3 ± 10%, η 

επαναληψιµότητα R2 θα µπορούσε να αυξηθεί λίγο παραπάνω. Όµως το πείραµα συνεχίστηκε 

µε βάση τις καµπύλες αυτές λόγω έλλειψης χρόνου. 

 Σύµφωνα µε την πρότυπη καµπύλη των standards, πραγµατοποιήθηκε η 

ποσοτικοποίηση της επιθυµητής αλληλουχίας για το γονίδιο sul1, για 32 από τα 47 δείγµατα 

που εξετάστηκαν. Στο διάγραµµα 3 (δεξιά), τα κόκκινα σηµάδια αφορούν τα δείγµατα 

Διάγραµµα  3: Πρότυπη καµπύλη δειγµάτων γνωστής ποσότητας (αριστερά) αντιγράφων γονιδίων και 
άγνωστης ποσότητας (δεξιά) αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο sul1. Κλίση: - 2,84 , R2: 0,986 
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γνωστών ποσοτήτων αντιγράφων γονιδίων, τα οποία ανιχνεύθηκαν σε µεγαλύτερες ποσότητες 

και σε µικρότερους κύκλους (CT). Τα υπόλοιπα σηµάδια αντιπροσωπεύουν τα άγνωστα 

δείγµατα, τα οποία ανιχνεύθηκαν µε µικρότερες ποσότητες γενετικού υλικού και συνεπώς σε 

µεγαλύτερους κύκλους της αντίδρασης. Εντούτοις, υπήρξαν 3 δείγµατα τα οποία 

ανιχνεύθηκαν σε αρκετή ποσότητα στους κύκλους 16 και 17. 

 

 

Τετρακυκλίνη (tetA) 

 

 Το γονίδιο ανθεκτικότητας tetA για την τετρακυκλίνη εντοπίστηκε και αποµονώθηκε 

από το βακτηριακό στέλεχος K. pneumoniae NCTC 5056. Στο διάγραµµα 4 (αριστερά), 

απεικονίζεται η καµπύλη ενίσχυσης δειγµάτων γνωστής ποσότητας αντιγράφων γονιδίων για 

το γονίδιο tetA. Στο διάγραµµα 4 (δεξιά), απεικονίζεται η καµπύλη ενίσχυσης δειγµάτων 

άγνωστης ποσότητας αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο tetA. Συγκεκριµένα για το γονίδιο 

tetA, εξετάστηκαν 24 ενδοφυτικές βακτηριακές κοινότητες και µόνο σε 2 δείγµατα 

ανιχνεύθηκε ποσότητα γενετικού υλικού. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Οι καµπύλες ενίσχυσης των γνωστών δειγµάτων (διάγραµµα 4, αριστερά) για το 

συγκεκριµένο γονίδιο είναι ιδιαίτερα καλές, µε ορατές όλες τις φάσεις τις διαδικασίας 

ενίσχυσης της επιθυµητής αλληλουχίας. Οι διαδοχικές αραιώσεις είναι ευδιάκριτες. Τα 

διαφορετικά χρώµατα καµπυλών αντιστοιχούν σε διαφορετικές αραιώσεις του γενετικού 

υλικού, µε τα δείγµατα µε την µεγαλύτερη ποσότητα DNA να ανιχνεύονται σε µικρότερους 

κύκλους. Οι κόκκινες καµπύλες αφορούν τα δείγµατα µε ποσότητα γενετικού υλικού 109 

αντιγράφων γονιδίων, ενώ οι µπλε καµπύλες αντιπροσωπεύουν τα δείγµατα µε ποσότητα 

Διάγραµµα  4: Καµπύλη ενίσχυσης δειγµάτων γνωστής ποσότητας (αριστερά) αντιγράφων γονιδίων και 
άγνωστης ποσότητας (δεξιά) αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο tetA. 
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γενετικού υλικού 104 αντιγράφων γονιδίων. Οι ροζ γραµµές µε τιµή φθορισµού µηδέν 

αφορούν τα πηγαδάκια χωρίς προσθήκη γενετικού υλικού παρά µόνο υπερκάθαρου νερού και 

master mix.  

 Στην καµπύλη ενίσχυσης αγνώστων δειγµάτων (διάγραµµα 4, δεξιά) παρατηρούνται 

µερικές καµπύλες παραπάνω, σε σύγκριση µε την αντίστοιχη καµπύλη γνωστών δειγµάτων. 

Έχουν προστεθεί οι ροζ καµπύλες αγνώστων δειγµάτων στον κύκλο 28, που υποδηλώνουν ότι 

υπάρχει το γονίδιο αλλά σε χαµηλότερη ποσότητα από 104 που είναι και η τελευταία αραίωση. 

Επίσης, παρατηρείται και µια µωβ καµπύλη στον κύκλο 30, που αντιστοιχεί σε άγνωστο 

δείγµα. Όµως τα περισσότερα δείγµατα είχαν καµπύλες, οι οποίες είχαν φθορισµό µηδέν, 

υποδηλώνοντας απουσία επιθυµητής αλληλουχίας γονιδίου στα περισσότερα εξεταζόµενα 

δείγµατα. 

 Στο διάγραµµα 5 (αριστερά) απεικονίζεται η πρότυπη καµπύλη δειγµάτων γνωστής 

ποσότητας αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο tetA, η οποία χρησιµοποιήθηκε ως καµπύλη 

αναφοράς για τον ποσοτικό προσδιορισµό άγνωστων δειγµάτων. Στο διάγραµµα 5 (δεξιά) 

απεικονίζεται η πρότυπη καµπύλη δειγµάτων άγνωστης ποσότητας αντιγράφων γονιδίων για 

το γονίδιο tetA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Η πρότυπη καµπύλη των γνωστών δειγµάτων (διάγραµµα 5, αριστερά) για το γονίδιο 

tetA είναι ικανοποιητική µε περιθώρια βελτίωσης. Η κλίση της ευθείας δεν είναι αρκετά 

απότοµη, µε βάση τα βιβλιογραφικά δεδοµένα που την θέλουν στο -3,3 ± 10% και η 

επαναληψιµότητα R2  είναι καλή αλλά όχι η βέλτιστη. Παρ΄ όλα αυτά, πραγµατοποιήθηκε η 

ποσοτικοποίηση των αγνώστων δειγµάτων (διάγραµµα 5, δεξιά).  

 Σύµφωνα µε την πρότυπη καµπύλη των standards, πραγµατοποιήθηκε η 

ποσοτικοποίηση της επιθυµητής αλληλουχίας για το γονίδιο tetA, για µερικά δείγµατα. Στο 

Διάγραµµα  5:  Πρότυπη καµπύλη δειγµάτων γνωστής ποσότητας (αριστερά) αντιγράφων γονιδίων και 
άγνωστης ποσότητας (δεξιά) αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο tetA. Κλίση: - 2,56 , R2: 0,963 
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διάγραµµα 5 (δεξιά), τα κόκκινα σηµάδια αφορούν τα δείγµατα γνωστών ποσοτήτων 

αντιγράφων γονιδίων, τα οποία ανιχνεύθηκαν σε µεγαλύτερες ποσότητες και σε µικρότερους 

κύκλους (CT). Τα υπόλοιπα σηµάδια αντιπροσωπεύουν τα άγνωστα δείγµατα, που τα 

περισσότερα ανιχνεύθηκαν σε πολύ χαµηλές ποσότητες γενετικού υλικού και απορρίφθηκαν. 

Παρ’ όλ’ αυτά, υπήρξαν 2 δείγµατα τα οποία ανιχνεύθηκαν σε αρκετή ποσότητα αντιγράφων 

γονιδίων. 

 Παρατηρώντας όµως την καµπύλη αποδιάταξης αποκλείστηκαν και τα 2 δείγµατα που 

είχαν θετικό αποτέλεσµα. Στην καµπύλη αυτή παρέχεται η δυνατότητα διαχωρισµού του 

φθορισµού που προέκυψε από την ενίσχυση της αλληλουχίας - στόχου από τους φθορισµούς 

που οφείλονται στα διµερή των εκκινητών, µε βάση την διαφορετικότητα στη µορφή της 

καµπύλης. Έτσι ενώ όλες σχεδόν οι καµπύλες είχαν περίπου την ίδια µορφή και ίδια κορυφή, 

πράγµα που υποδηλώνει ότι η ενίσχυση µέσω της PCR έγινε στην επιθυµητή αλληλουχία 

χωρίς την παραγωγή παραπροϊόντων για εκείνα τα δείγµατα. Παρατηρήθηκαν και µερικές 

καµπύλες των γνωστών δειγµάτων, που στην καµπύλη ενίσχυσης είχαν µια σηµαντική 

καµπύλη φθορισµού, είχαν διαφορετική µορφή καµπύλης αποδιάταξης, αποδεικνύοντας ότι 

δεν αντιστοιχούν στο επιθυµητό γονίδιο tetA. Συνεπώς, ενώ υπήρχαν καµπύλες φθορισµού 

και µέσω την πρότυπης καµπύλης έγινε η ποσοτικοποίηση για τα δυο δείγµατα, εν τέλει 

αφορούσαν διαφορετικό γονίδιο από το tetA. 

 

 

 
Τετρακυκλίνη (tetΜ) 
 

 Το γονίδιο ανθεκτικότητας tetΜ αφορά επίσης το αντιβιοτικό τετρακυκλίνη, 

εντοπίστηκε και αποµονώθηκε από το βακτηριακό στέλεχος K. pneumoniae NCTC 5056. Στο 

διάγραµµα 6 (αριστερά) απεικονίζεται η καµπύλη ενίσχυσης δειγµάτων γνωστής ποσότητας 

αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο tetM. Για το συγκεκριµένο γονίδιο εξετάστηκαν 24 

ενδοφυτικές βακτηριακές κοινότητες, όµως σε κανένα δείγµα δεν ανιχνεύθηκε η 

συγκεκριµένη αλληλουχία του γονιδίου tetM. Στο διάγραµµα 6 (δεξιά), απεικονίζεται η 

καµπύλη ενίσχυσης δειγµάτων άγνωστης ποσότητας αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο tetM. 
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 Οι καµπύλες ενίσχυσης των γνωστών δειγµάτων (διάγραµµα 6, αριστερά) για το 

συγκεκριµένο γονίδιο είναι ιδιαίτερα καλές. Οι τέσσερις φάσεις τις διαδικασίας ενίσχυσης 

είναι ευδιάκριτες για κάθε δείγµα. Τα διαφορετικά χρώµατα καµπυλών αντιστοιχούν σε 

διαφορετικές αραιώσεις του γενετικού υλικού, µε τα δείγµατα µε την µεγαλύτερη ποσότητα 

DNA να ανιχνεύονται σε µικρότερους κύκλους. Οι κόκκινες καµπύλες αφορούν τα δείγµατα 

µε ποσότητα γενετικού υλικού 109 αντιγράφων γονιδίων, ενώ οι µπλε καµπύλες 

αντιπροσωπεύουν τα δείγµατα µε ποσότητα γενετικού υλικού 105 αντιγράφων γονιδίων. Οι 

ροζ γραµµές µε τιµή φθορισµού µηδέν αφορούν τα δείγµατα χωρίς προσθήκη γενετικού 

υλικού παρά µόνο υπερκάθαρου νερού και master mix.  

 Στο διάγραµµα 6 (δεξιά) οι µόνες καµπύλες που παρατηρούνται είναι αυτές των 

γνωστών δειγµάτων, ενώ και τα 24 άγνωστα δείγµατα έχουν φθορισµό µηδέν, υποδηλώνοντας 

ότι δεν ανιχνεύθηκε το συγκεκριµένο γονίδιο στις βακτηριακές κοινότητες. 

 Η πρότυπη καµπύλη δειγµάτων γνωστής ποσότητας αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο 

tetM, βάσει της οποίας έγινε η ποσοτικοποίηση των άγνωστων δειγµάτων, απεικονίζεται στο 

διάγραµµα 7 (αριστερά).  

Διάγραµµα  6: Καµπύλη ενίσχυσης δειγµάτων γνωστής ποσότητας (αριστερά) αντιγράφων γονιδίων 
και άγνωστης ποσότητας (δεξιά) αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο tetM. 

Διάγραµµα 7: Πρότυπη καµπύλη δειγµάτων γνωστής ποσότητας (αριστερά) αντιγράφων 
γονιδίων και άγνωστης ποσότητας (δεξιά) αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο tetM.           
Κλίση: - 3,66 , R2: 0,985. 
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 Η πρότυπη καµπύλη των γνωστών δειγµάτων (διάγραµµα 7, αριστερά) για το γονίδιο 

tetM είναι ικανοποιητική. Η κλίση της ευθείας είναι αρκετά απότοµη, µε βάση τα 

βιβλιογραφικά δεδοµένα που την θέλουν στο -3,3 ± 10% και θα µπορούσε να µειωθεί λίγο. Η 

επαναληψιµότητα R2 είναι αρκετά καλή µε τιµή 0,985.  

 

 

Αµπικιλίνη (ampC) 

 

 Το γονίδιο ανθεκτικότητας ampC για το αντιβιοτικό αµπικιλίνη είναι ένα ακόµη γονίδιο 

που εντοπίστηκε και αποµονώθηκε από το βακτηριακό στέλεχος K. pneumoniae NCTC 5056. 

Στο διάγραµµα 8 (αριστερά) απεικονίζεται η καµπύλη ενίσχυσης δειγµάτων γνωστής 

ποσότητας αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο ampC. Για το συγκεκριµένο γονίδιο 

εξετάστηκαν, επίσης 24 ενδοφυτικές βακτηριακές κοινότητες, όµως σε κανένα άγνωστο 

δείγµα δεν ανιχνεύθηκε η συγκεκριµένη αλληλουχία του γονιδίου ampC. Στο διάγραµµα 8 

(δεξιά) απεικονίζεται η καµπύλη ενίσχυσης δειγµάτων άγνωστης ποσότητας αντιγράφων 

γονιδίων για το γονίδιο ampC. 

 

 Οι καµπύλες ενίσχυσης των γνωστών δειγµάτων (διάγραµµα 8, αριστερά) για το 

συγκεκριµένο γονίδιο είναι ιδιαίτερα καλές, µε ορατές και τις τέσσερις φάσεις της διαδικασίας 

ενίσχυσης της επιθυµητής αλληλουχίας. Οι διαδοχικές αραιώσεις είναι ευδιάκριτες, αν και οι 

φάσεις κορεσµού στις κόκκινες καµπύλες θα µπορούσαν να είναι πιο κοντά η µια στην άλλη. 

Τα διαφορετικά χρώµατα καµπυλών αντιστοιχούν σε διαφορετικές αραιώσεις του γενετικού 

υλικού, µε τα δείγµατα µε την µεγαλύτερη ποσότητα DNA να ανιχνεύονται σε µικρότερους 

κύκλους. Οι κόκκινες καµπύλες αφορούν τα δείγµατα µε ποσότητα γενετικού υλικού 109 

αντιγράφων γονιδίων, ενώ οι µπλε καµπύλες αντιπροσωπεύουν τα δείγµατα µε ποσότητα 

Διάγραµµα  8: Καµπύλη ενίσχυσης δειγµάτων γνωστής ποσότητας (αριστερά) αντιγράφων γονιδίων 
και άγνωστης ποσότητας (δεξιά) αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο ampC. 
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γενετικού υλικού 105 αντιγράφων γονιδίων. Οι ροζ γραµµές µε τιµή φθορισµού µηδέν 

αφορούν τα πηγαδάκια χωρίς προσθήκη γενετικού υλικού παρά µόνο υπερκάθαρου νερού και 

master mix. Στο διάγραµµα 8 (δεξιά) οι µόνες καµπύλες που παρατηρούνται είναι αυτές των 

γνωστών δειγµάτων, ενώ και τα 24 άγνωστα δείγµατα έχουν φθορισµό µηδέν, υποδηλώνοντας 

ότι δεν ανιχνεύθηκε το συγκεκριµένο γονίδιο στις βακτηριακές κοινότητες. 

 Στο διάγραµµα 9 (αριστερά) απεικονίζεται η πρότυπη καµπύλη δειγµάτων άγνωστης 

ποσότητας αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο ampC, ενώ στο διάγραµµα 9 (δεξιά), 

απεικονίζεται η πρότυπη καµπύλη δειγµάτων άγνωστης ποσότητας αντιγράφων γονιδίων για 

το συγκεκριµένο γονίδιο.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Τα χαρακτηριστικά της πρότυπης καµπύλης (διάγραµµα 9, αριστερά) για το γονίδιο 

ampC ήταν εντός των βιβλιογραφικών ορίων. Η κλίση της ευθείας είχε την βέλτιστη τιµή -

3,296 και η επαναληψιµότητα R2 είναι αρκετά καλή µε την τιµή 0,968 και µε περιθώρια 

βελτίωσης. Η πρότυπη καµπύλη άγνωστων δειγµάτων (διάγραµµα 9, δεξιά) είναι ίδια µε την 

πρότυπη καµπύλη γνωστών δειγµάτων, διότι δεν ανιχνεύθηκαν επιπλέον δείγµατα ώστε να 

την επηρεάσουν. 

 

 Ανίχνευση γονιδίων ανθεκτικότητας πραγµατοποιήθηκε µόνο για το αντιβιοτικό 

σουλφαµεθοξαζόλη στο γονίδιο sul1 (πίνακας 5). 

 

 

 

 

Διάγραµµα 9: Πρότυπη καµπύλη δειγµάτων γνωστής ποσότητας (αριστερά) αντιγράφων 
γονιδίων και άγνωστης ποσότητας (δεξιά) αντιγράφων γονιδίων για το γονίδιο ampC.           
Κλίση: - 3,296 , R2: 0,968 
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Πίνακας 5: Ανίχνευση γονιδίων ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά 

Αντιβιοτικά Γονίδια 
ανθεκτικότητας 

Ανίχνευση 
γονιδίων  

Σιπροφλοξασίνη 

aac(6')-lb-cr - 

qnrA - 

qnrB - 

qnrC - 

qnrD - 

qnrS - 

Σουλφαµεθοξαζόλη 

sul1 + 

sul2 - 

sul3 - 

Τετρακυκλίνη 
tetA - 

tetM - 

Β-λακτάµες 
ampC - 

blaTEM - 
 

 

 Επεξεργασία των αποτελεσµάτων πραγµατοποιήθηκε µόνο για το γονίδιο sul1, στο 

οποίο ανιχνεύθηκε γενετικό υλικό. Υπήρχε ποσοτικοποίηση σε δύο άγνωστα δείγµατα για το 

γονίδιο tetA, όµως από την καµπύλη αποδιάταξης, προέκυψε ότι αφορούσαν διαφορετικές 

αλληλουχίες από την επιθυµητή. Τα γονίδια tetM, ampC δεν ανιχνεύθηκαν σε κανένα από τα 

άγνωστα δείγµατα. 

 Κανένα γονίδιο ανθεκτικότητας για την σιπροφλοξασίνη δεν ανιχνεύθηκε (aac(6')-lb-cr, 

qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS), ώστε να δηµιουργηθούν τα standards και να πραγµατοποιηθεί 

η  real-time PCR σε άγνωστες ενδοφυτικές κοινότητες. Το ίδιο συνέβη και για τα γονίδια 

ανθεκτικότητας sul2 και sul3 για την σουλφαµεθοξαζόλη και για το γονίδιο ανθεκτικότητας 

blaTEM για την αµπικιλίνη. 
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4.6 Αποτελέσµατα για το γονίδιο sul1 

 

 Με βάση τα αποτελέσµατα που προέκυψαν από την ποσοτικοποίηση των αντιγράφων 

γονιδίων για το γονίδιο sul1 για τις 47 εξεταζόµενες ενδοφυτικές βακτηριακές κοινότητες, 

προέκυψαν τα παρακάτω ιστογράµµατα, όπου 35 βακτηριακές κοινότητες που είχαν θετικό 

αποτέλεσµα (75%). 

 Στο διάγραµµα 10 απεικονίζεται η συγκέντρωση του γονιδίου ανθεκτικότητας sul1 ανά 

g ξηρής µάζας ρίζας, για τις ενδοφυτικές κοινότητες που προέρχονταν από συστήµατα που δεν 

είχαν εµβολιαστεί µε βακτηριακά στελέχη. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

 Στο διάγραµµα 10 οι ενδοφυτικές βακτηριακές κοινότητες 4R και 5R αφορούν τις 

κοινότητες ελέγχου, στις οποίες η ριζόσφαιρα των φυτών δεν βιοενισχύθηκε µε βακτηριακά 

στελέχη και δεν ήρθαν σε επαφή οι ρίζες των φυτών µε τα αντιβιοτικά (σιπροφλοξασίνη και 

σουλφαµεθοξαζόλη). Παρ΄ όλ΄ αυτά ανιχνεύθηκε το γονίδιο ανθεκτικότητας sul1 στην 

σουλφαµεθοξαζόλη. Η ποσότητα των αντιγράφων γονιδίων ήταν χαµηλότερη σε σύγκριση µε 

τις υπόλοιπες µη εµβολιασµένες κοινότητες (20R - 30R). Όµως, η συγκέντρωση ήταν αρκετή, 

ώστε να επιβεβαιωθεί η παρουσία γονιδίου ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό 

σουλφαµεθοξαζόλη στο φυσικό περιβάλλον. 

Διάγραµµα 10: Συγκέντρωση του γονιδίου sul1 ανά g ξηρής µάζας ρίζας για ενδοφυτικές 
κοινότητες που αποµονώθηκαν από συστήµατα επεξεργασίας που δεν είχαν εµβολιαστεί µε 
βακτηριακά στελέχη. 
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 Η συγκέντρωση του γονιδίου ανθεκτικότητας sul1 αυξήθηκε αισθητά όταν η 

ριζόσφαιρα εκτέθηκε στο συγκεκριµένο αντιβιοτικό σε χαµηλή συγκέντρωση αντιβιοτικού 

250µg/L (κοινότητα 20R), ενώ η συγκέντρωση του γονιδίου sul1 αυξήθηκε σηµαντικά σε 

µεγαλύτερες συγκεντρώσεις αντιβιοτικού (500µg/L) (κοινότητες 21R και 27R). Η αύξηση 

της ποσότητας των αντιγράφων γονιδίων πραγµατοποιήθηκε παρουσία του αντιβιοτικού, 

διότι τα στελέχη που κατείχαν το γονίδιο ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό ανέπτυξαν 

ανταγωνιστικό πλεονέκτηµα υπέρ των βακτηριακών στελεχών που δεν είχαν το γονίδιο 

ανθεκτικότητας, µε αποτέλεσµα να αναπτυχθούν και να πολλαπλασιαστούν, σε αντίθεση µε 

τα υπόλοιπα βακτηριακά στελέχη τα οποία αδρανοποιήθηκαν από το αντιβιοτικό.   

 Στο διάγραµµα 11 απεικονίζεται η συγκέντρωση του γονιδίου sul1 ανά g ξηρής µάζας 

ρίζας, για τις ενδοφυτικές κοινότητες οι οποίες προέρχονταν από συστήµατα που 

εµβολιάστηκαν µε βακτηριακά στελέχη του γένους Sphingomonas sp. U33, παρουσία 

χαµηλής συγκέντρωσης αντιβιοτικών (31R-39R) και υψηλής συγκέντρωσης αντιβιοτικών 

(44R-48R). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Οι ενδοφυτικές κοινότητες 31R, 35R και 39R, οι οποίες αποµονώθηκαν από ρίζες 

φυτών που βιοενισχύθηκαν µε βακτηριακά στελέχη του γένους Sphingomonas sp. U33 και 

εκτέθηκαν σε χαµηλή συγκέντρωση αντιβιοτικού, 250µg/L, παρουσιάζουν σηµαντική 

ποσότητα αντιγράφων γονιδίου ανθεκτικότητας sul1 στη σουλφαµεθοξαζόλη. Όµως η 
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Διάγραµµα 11: Συγκέντρωση του γονιδίου sul1 ανά g ξηρής µάζας ρίζας για ενδοφυτικές 
κοινότητες που αποµονώθηκαν από συστήµατα επεξεργασίας που είχαν εµβολιαστεί µε 
βακτηριακά στελέχη του γένους Sphingomonas sp. U33. 



	 55 

διαφορά είναι αισθητή στην ενδοφυτική κοινότητα 48R, η οποία αποµονώθηκε από ρίζα 

φυτού που ήρθε σε επαφή µε υψηλή συγκέντρωση του αντιβιοτικού 500µg/L. Παρατηρείται 

όµως ότι σε µερικές βακτηριακές κοινότητες που είχαν εκτεθεί σε υψηλότερες συγκεντρώσεις 

αντιβιοτικού (44R και 46R), ανιχνεύθηκαν περίπου ίδιες συγκεντρώσεις αντιγράφων γονιδίων 

ανθεκτικότητας, κάτι που υποδηλώνει ότι για την συγκεκριµένη βιοενίσχυση δεν έπαιξε 

σηµαντικό ρόλο η συγκέντρωση του αντιβιοτικού, στο οποίο εκτέθηκαν οι ρίζες των φυτών. 

 Στο διάγραµµα 12 απεικονίζονται η συγκέντρωση του γονιδίου sul1 ανά g ξηρής µάζας 

ρίζας, για τις ενδοφυτικές κοινότητες οι οποίες προέρχονταν από συστήµατα που 

εµβολιάστηκαν µε βακτηριακά στελέχη του γένους Bacillus sp. R12, παρουσία χαµηλής 

συγκέντρωσης αντιβιοτικών (56R-58R) και υψηλής συγκέντρωσης αντιβιοτικών (61R-68R). 

 Κατά τον εµβολιασµό µε βακτηριακά στελέχη γένους Bacillus sp. R12 παρατηρείται ότι 

ανεξάρτητα την συγκέντρωση του αντιβιοτικού στην ριζόσφαιρα, υπάρχει µια αξιόλογη 

συγκέντρωση γονιδίου ανθεκτικότητας sul1 στη σουλφαµεθοξαζόλη. Στην συγκεκριµένη 

βιοενίσχυση η βακτηριακή κοινότητα 56R,  η οποία αποµονώθηκε από τη ρίζα του φυτού που 

είχε εκτεθεί σε χαµηλότερες συγκεντρώσεις αντιβιοτικού, ανιχνεύθηκε µε υψηλότερη 

συγκέντρωση γονιδίου sul1, έναντι των κοινοτήτων 61R-68R που είχαν υποστεί µεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις αντιβιοτικού.  
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Διάγραµµα 12: Συγκέντρωση του γονιδίου sul1 ανά g ξηρής µάζας ρίζας για ενδοφυτικές κοινότητες 
που αποµονώθηκαν από συστήµατα επεξεργασίας που είχαν εµβολιαστεί µε βακτηριακά στελέχη του 
γένους Bacillus sp. R12. 
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 Στο διάγραµµα 13 απεικονίζονται η συγκέντρωση του γονιδίου sul1 ανά g ξηρής µάζας 

ρίζας, για τις ενδοφυτικές κοινότητες οι οποίες προέρχονταν από συστήµατα που 

εµβολιάστηκαν µε βακτηριακά στελέχη του γένους Ochrobactrum sp. R24, παρουσία χαµηλής 

συγκέντρωσης αντιβιοτικών, 250µg/L (72R-80R) και υψηλής συγκέντρωσης αντιβιοτικών, 

500µg/L (86R-89R). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Κατά τον εµβολιασµό µε βακτηριακά στελέχη γένους Ochrobactrum sp. R24, 

παρατηρείται ότι οι βακτηριακές κοινότητες οι οποίες είχαν αποµονωθεί από ρίζες που είχαν 

εκτεθεί σε χαµηλότερες συγκεντρώσεις αντιβιοτικού (72R, 75R και 80R), ανιχνεύθηκαν µε 

χαµηλότερες συγκεντρώσεις γονιδίου sul1, έναντι των κοινοτήτων 87R-89R που είχαν 

υποστεί µεγαλύτερες συγκεντρώσεις αντιβιοτικού. Η υψηλή ποσότητα αντιβιοτικού βοήθησε 

τα στελέχη που κατείχαν το γονίδιο ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό να αναπτύξουν 

ανταγωνιστικό πλεονέκτηµα υπέρ των βακτηριακών στελεχών που δεν είχαν το γονίδιο 

ανθεκτικότητας, µε αποτέλεσµα να αναπτυχθούν και να πολλαπλασιαστούν, σε αντίθεση µε 

τα υπόλοιπα βακτηριακά στελέχη τα οποία αδρανοποιήθηκαν από το αντιβιοτικό. 

 Στο διάγραµµα 14 απεικονίζονται η συγκέντρωση του γονιδίου sul1 ανά g ξηρής µάζας 

ρίζας, για τις ενδοφυτικές κοινότητες οι οποίες προέρχονταν από συστήµατα που 

εµβολιάστηκαν µε ένα µίγµα βακτηριακών στελεχών γένους Sphingomonas sp. U33, Bacillus 

Διάγραµµα 13: Συγκέντρωση του γονιδίου sul1 ανά g ξηρής µάζας ρίζας για ενδοφυτικές κοινότητες 
που αποµονώθηκαν από συστήµατα επεξεργασίας που είχαν εµβολιαστεί µε βακτηριακά στελέχη του 
γένους Ochrobactrum sp. R24. 
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sp. R12 και Ochrobactrum sp. R24, παρουσία χαµηλής συγκέντρωσης αντιβιοτικών (92R-

100R) και υψηλής συγκέντρωσης αντιβιοτικών (101R-110R).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Διάγραµµα 14: Συγκέντρωση του γονιδίου sul1 ανά g ξηρής µάζας ρίζας για ενδοφυτικές κοινότητες 
που αποµονώθηκαν από συστήµατα επεξεργασίας που είχαν εµβολιαστεί µε µίγµα βακτηριακών 
στελεχών γένους Sphingomonas sp. U33, Bacillus sp. R12 και Ochrobactrum sp. R24. 
	

 
Οι ενδοφυτικές κοινότητες 92R – 100R οι οποίες αποµονώθηκαν από ρίζες που 

βιοενισχύθηκαν µε ένα µίγµα βακτηριακών στελεχών γένους Sphingomonas sp. U33, Bacillus 

sp. R12 και Ochrobactrum sp. R24, εκτέθηκαν σε χαµηλή συγκέντρωση αντιβιοτικού, 

250µg/L, παρουσιάζουν σηµαντική συγκέντρωση γονιδίου ανθεκτικότητας sul1 στη 

σουλφαµεθοξαζόλη. Όµως η διαφορά είναι αισθητή στις ενδοφυτικές κοινότητες 101R - 

110R, στις οποίες οι ρίζες των φυτών ήρθαν σε επαφή µε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις του 

αντιβιοτικού, 500µg/L. Παρατηρείται λοιπόν ότι στις βακτηριακές κοινότητες, όπου οι ρίζες 

των φυτών είχαν εκτεθεί σε υψηλότερες συγκεντρώσεις αντιβιοτικού ανιχνεύθηκαν 

µεγαλύτερες ποσότητες αντιγράφων γονιδίου sul1, λόγω του ανταγωνιστικού 

πλεονεκτήµατος που ανέπτυξαν τα βακτηριακά στελέχη που κατείχαν το γονίδιο 

ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό, έναντι των βακτηρίων που δεν είχαν το γονίδιο 

ανθεκτικότητας. 

Έπειτα κατασκευάστηκε το συνολικό ιστόγραµµα της συγκέντρωσης του γονιδίου 

sul1 ανά g ξηρής µάζας ρίζας, για τις 35 βακτηριακές κοινότητες που είχαν θετικό 

αποτέλεσµα (διάγραµµα 15). 
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 Με βάση το συνολικό ιστόγραµµα (διάγραµµα 15) παρατηρείται ότι ακόµη και στα 

δείγµατα ενδοφυτικών κοινοτήτων, τα οποία αποµονώθηκαν από ρίζες φυτών που δεν είχαν 

εµβολιαστεί και δεν ήρθαν σε επαφή οι ρίζες των φυτών µε αντιβιοτικό (4R και 5R), 

ανιχνεύθηκε ικανοποιητική συγκέντρωση γονιδίου ανθεκτικότητας sul1 στην 

σουλφαµεθοξαζόλης. Αυτό υποδηλώνει ότι η ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά και 

συγκεκριµένα στην σουλφαµεθοξαζόλη έχει εξαπλωθεί και στο φυσικό περιβάλλον, µε 

κίνδυνο την περαιτέρω εξάπλωση της. Επίσης, παρατηρείται ότι στα δείγµατα µε την υψηλή 

συγκέντρωση αντιβιοτικού, 21R-30R (µη εµβολιασµένα), 46R-48R (εµβολιασµένα µε 

Sphingomonas sp. U33), 86R-89R (εµβολιασµένα µε Ochrobactrum sp. R24), 101R-110R 

(εµβολιασµένα µε µικτή καλλιέργεια), ανιχνεύονται µεγαλύτερες συγκεντρώσεις γονιδίου 

sul1. Αυτό υποδηλώνει ότι η υψηλή συγκέντρωση αντιβιοτικού βοηθάει τα στελέχη µε γονίδια 

ανθεκτικότητας στην σουλφαµεθοξαζόλη να αποκτήσουν ανταγωνιστικό πλεονέκτηµα έναντι 

των στελεχών που δεν έχουν γονίδιο ανθεκτικότητας στο συγκεκριµένο αντιβιοτικό µε 

εξαίρεση τα δείγµατα που εµβολιάστηκαν µε Bacillus sp. R12 (56R) όπου και στην 

χαµηλότερη συγκέντρωση αντιβιοτικού εντοπίστηκε µεγάλη ποσότητα των αντιγράφων 

γονιδίων.  

 Στην συνέχεια, κατασκευάστηκε ένα ιστόγραµµα της συγκέντρωσης του γονιδίου sul1 

ανά g ξηρής µάζας ρίζας, για κάθε µέθοδο επεξεργασίας της ριζόσφαιρας (διάγραµµα 16). 
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Διάγραµµα 16: Συγκέντρωση του γονιδίου sul1 ανά g ξηρής µάζας ρίζας για για κάθε µέθοδο 
επεξεργασίας. 
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Στο διάγραµµα 16 απεικονίζονται οι συγκεντρώσεις του γονιδίου ανθεκτικότητας sul1 

για κάθε µέθοδο επεξεργασίας της ριζόσφαιρας των φυτών J. acutus. Οι µέθοδοι 

επεξεργασίας αφορούν την έλλειψη βιοενίσχυσης (C), τη βιοενίσχυση µε βακτηριακά στελέχη 

γένους Sphingomonas sp. U33 (Β1),  τη βιοενίσχυση µε βακτηριακά στελέχη γένους Bacillus 

sp. R12 (Β2), τη βιοενίσχυση µε βακτηριακά στελέχη γένους Ochrobactrum sp. R24 (Β3) και 

τη βιοενίσχυση µε µίγµα βακτηριακών στελεχών (MIX), απουσία αντιβιοτικών (NC), 

παρουσία χαµηλής συγκέντρωσης αντιβιοτικών (LC) και παρουσία υψηλής συγκέντρωσης 

αντιβιοτικών (ΗC).  Οι ενδοφυτικές κοινότητες οι οποίες αποµονώθηκαν από τις ρίζες φυτών 

που δεν είχαν υποστεί καµία επεξεργασία (C-NC) και δεν είχαν έρθει σε επαφή µε 

αντιβιοτικό, ανιχνεύθηκαν µε σηµαντική συγκέντρωση γονιδίου, ενώ τα δείγµατα που είχαν 

έρθει σε επαφή µε χαµηλή και υψηλή συγκέντρωση αντιβιοτικού, C-LC και C-HC αντίστοιχα, 

ανιχνεύθηκαν µε µεγαλύτερη συγκέντρωση αντιγράφων γονιδίου ανθεκτικότητας sul1 για τη 

σουλφαµεθοξαζόλη. Οι ενδοφυτικές κοινότητες που προέρχονταν από συστήµατα που 

εµβολιάστηκαν µε βακτηριακό στέλεχος γένους Sphingomonas sp. U33 (Β1-HC), 

ανιχνεύθηκαν µε µεγαλύτερη συγκέντρωση γονιδίου σε υψηλότερες συγκεντρώσεις 

αντιβιοτικού, σε αντίθεση µε αυτά που ήρθαν σε επαφή µε χαµηλότερη συγκέντρωση 

αντιβιοτικού (Β1-LC). Παρόµοια συµπεριφορά εµφάνισαν και τα δείγµατα που 

εµβολιάστηκαν µε Ochrobactrum sp. R24 (Β3-LC, Β3-HC) και µε µικτή καλλιέργεια (MIX-

LC, MIX-HC). Όµως, για τα δείγµατα που εµβολιάστηκαν µε Bacillus sp. R12 η διαφορά 

στην ποσότητα αντιγράφων γονιδίου sul1 δεν ήταν αρκετά µεγάλη (B2-LC, B2-HC).  
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5.  Συµπεράσµατα 
 

 Πρόσφατη µελέτη διερεύνησε τις δυνατότητες των ενδογενών ενδοφυτικών βακτηρίων, 

µε σκοπό την βελτίωση της απόδοσης του αλόφυτου J. acutus, να επεξεργαστεί ρυπασµένο 

νερό µε φαρµακευτικές ενώσεις, όπως αντιβιοτικά (Syranidou et al., 2016). Η ευεργετική 

επίδραση της βιο-ενίσχυσης µε επιλεγµένα ενδοφυτικά βακτήρια, ήταν περισσότερο εµφανής, 

στην περίπτωση υψηλής ρύπανσης του ριζικού συστήµατος των αλόφυτων J. acutus. Τα 

περισσότερα από τα εµβολιασµένα φυτά (ειδικότερα εκείνα που εµβολιάστηκαν µε µικτή 

καλλιέργεια των τριών στελεχών (Sphingomonas sp. U33, Bacillus sp. R12 και Ochrobactrum 

sp. R24) αποµάκρυναν υψηλότερα ποσοστά αντιβιοτικών (Σουλφαµεθοξαζόλη, 

Σιπροφλοξασίνη) από την υγρή φάση σε συντοµότερο χρόνο σε σύγκριση µε τα µη 

εµβολιασµένα φυτά. 

  Η βιο-ενίσχυση πραγµατοποιήθηκε µε 4 διαφορετικούς τρόπους. Με τον πρώτο 

εµβολιασµό τοποθετήθηκαν µόνο βακτηριακά στελέχη Sphingomonas sp. U33, µε το δεύτερο 

είδος εµβολιασµού τοποθετήθηκαν µόνο βακτηριακά στελέχη Bacillus sp. R12, µε το τρίτο 

είδος εµβολιασµού τοποθετήθηκαν µόνο βακτηριακά στελέχη Ochrobactrum sp. R24 και το 

τέταρτο και τελευταίο είδος εµβολιασµού αποτελούσε ένα µίγµα των παραπάνω τριών 

βακτηριακών στελεχών. 

 Όταν το αλόφυτο J. acutus εκτέθηκε σε χαµηλές συγκεντρώσεις αντιβιοτικών, η 

προσαρµοσµένη µικτή καλλιέργεια βελτίωσε την απόδοση των φυτών, ώστε να µειωθεί η 

συγκέντρωση των αναδυόµενων οργανικών ρύπων στο νερό. Η σύνθεση της ενδοφυτικής 

ριζικής κοινότητας άλλαξε για να αντεπεξέλθει στα αυξηµένα επίπεδα ρύπων, ενώ τα 

βακτήρια που εµβολιαστήκαν δεν µετέβαλαν την δοµή των ήδη υπαρχόντων κοινοτήτων. Τα 

αποτελέσµατα έδειξαν ότι η συνεργατική σχέση µεταξύ των ενδοφυτικών βακτηρίων και του 

αλόφυτου J. acutus, βελτίωσαν την συνολική απόδοση του φυτού να επεξεργαστεί µε επιτυχία 

το ρυπασµένο νερό σε λιγότερο από 20 µέρες, στην πιλοτική µονάδα υγροβιότοπου 

αποτελούµενη από αλόφυτα J. acutus. 

 Λαµβάνοντας υπόψη το γεγονός ότι οι συγκεντρώσεις των αντιβιοτικών που 

χρησιµοποιήθηκαν ήταν υψηλότερες από το µέσο όρο των συγκεντρώσεων σε τυπικά 

απόβλητα, συµπεραίνεται ότι το αλόφυτο J. acutus µε την βοήθεια µικτών καλλιεργειών 

µερικών ενδοφυτικών βακτηριακών στελεχών από το ριζικό σύστηµα και τα φύλλα, αποτελεί 

µια φιλική προς το περιβάλλον εναλλακτική λύση για τη θεραπεία φαρµακευτικών ρύπων 

όπως τα αντιβιοτικά.  

 Όµως το βασικό ερώτηµα είναι πού οφείλεται η κατανάλωση των αντιβιοτικών. 

Υπάρχουν δύο πιθανές απαντήσεις. Είτε η κατανάλωση των αντιβιοτικών πραγµατοποιείται 

από τα ενδοφυτικά βακτήρια, τα οποία διαθέτουν γονίδια ανθεκτικότητας στα συγκεκριµένα 
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αντιβιοτικά. Με αυτό το τρόπο, επιβιώνουν και χρησιµοποιούν τα αντιβιοτικά ως πηγή 

οργανικού φορτίου. Είτε η κατανάλωση των αντιβιοτικών γίνεται από το ίδιο το φυτό, χωρίς 

την συνεισφορά των βακτηρίων. Το φυτό απορροφάει τις χηµικές αυτές ουσίες και τις 

αποθηκεύει σε ειδικά οργανίδια, τα χυµοτόπια, ώστε να προστατευτεί από την τοξικότητα 

τους. Η παρούσα εργασία έχει σκοπό την απάντηση του ερωτήµατος αυτού, µέσω της 

ανίχνευσης γονιδίων ανθεκτικότητας στα συγκεκριµένα αντιβιοτικά, που χρησιµοποιήθηκαν, 

σε ενδοφυτικές βακτηριακές κοινότητες.  

 

 

  

Σουλφαµεθοξαζόλη 

  

 Η αύξηση της βιο-ποικιλότητας στο ριζικό σύστηµα των φυτών είχε άµεσα θετικά 

αποτελέσµατα. Η ικανότητα των φυτών να µειώσουν την συγκέντρωση της 

σουλφαµεθοξαζόλης  στο νερό, συσχετίζεται µε την επίδραση του εµβολιασµού σε χαµηλές 

συγκεντρώσεις αντιβιοτικού (0,25 mg/L). Τα φυτά που δεν είχαν βιο-ενισχυθεί, µείωσαν το 

αντιβιοτικό κατά 72,4% από το νερό σε 14 ηµέρες, ενώ όλα τα εµβολιασµένα φυτά 

αποµάκρυναν περισσότερο από το 90% του αντιβιοτικού. Ενώ µετά από 21 ηµέρες η 

συγκέντρωση του αντιβιοτικού ήταν κάτω του ορίου ανίχνευσης σε όλα τα δείγµατα νερού 

των εµβολιασµένων ή µη φυτών. Αξιοσηµείωτο είναι ότι στα φυτά που εµβολιάστηκαν µε το 

βακτηριακό στέλεχος Bacillus sp. R12, η συγκέντρωση του αντιβιοτικού ήταν κάτω του 

ανιχνεύσιµου ορίου στις 14 ηµέρες. 

 Για υψηλή συγκέντρωση αντιβιοτικού, η αρχική συγκέντρωση της σουλφαµεθοξαζόλης 

έγινε διπλάσια (0,5 mg/L). Την 14η ηµέρα, όλα τα φυτά ανεξαρτήτως εµβολιασµού είχαν 

περίπου 90% αποµάκρυνση του αντιβιοτικού από το νερό, ενώ στην 21η ηµέρα, τα 

εµβολιασµένα φυτά παρουσίασαν µεγαλύτερη αποµάκρυνση του αντιβιοτικού σε σχέση µε τα 

µη εµβολιασµένα φυτά, µε εξαίρεση τα φυτά που εµβολιάστηκαν µε το βακτηριακό στέλεχος 

Bacillus sp. R12, όπου η µείωση ήταν παρόµοια µε τα µη εµβολιασµένα. Συµπερασµατικά, τα 

εµβολιασµένα φυτά απέδωσαν καλύτερα σε υψηλές συγκεντρώσεις αντιβιοτικού, εκτός από 

τον εµβολιασµό µε το βακτηριακό στέλεχος Bacillus sp. R12, που απέδωσε καλύτερα σε 

χαµηλότερες συγκεντρώσεις. Επίσης, τα µη εµβολιασµένα φυτά απέδωσαν καλά και στις 2 

περιπτώσεις, µε γρηγορότερη απόδοση στην περίπτωση µε την υψηλή συγκέντρωση 

αντιβιοτικού.  

 Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα από την ανίχνευση γονιδίων ανθεκτικότητας, 

επιβεβαιώνεται ότι η κατανάλωση της σουλφαµεθοξαζόλης πραγµατοποιείται από τα 

ενδοφυτικά βακτήρια. Εντοπίστηκαν σηµαντικές συγκεντρώσεις γονιδίου ανθεκτικότητας sul1 
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σε 35 από 47 ενδοφυτικές κοινότητες που εξετάστηκαν (74,5%). Η ποσότητα αντιγράφων 

γονιδίων που παρατηρήθηκε στα δείγµατα που είχαν υποστεί υψηλής συγκέντρωσης ρύπανση 

ήταν µεγαλύτερη σε σύγκριση µε τα δείγµατα που είχαν υποστεί χαµηλότερη συγκέντρωση 

ρύπου. Αυτό υποδηλώνει ότι µε την µεγαλύτερη συγκέντρωση αντιβιοτικού, τα βακτήρια τα 

οποία κατείχαν το γονίδιο ανθεκτικότητας στην σουλφαµεθοξαζόλη είχαν το ανταγωνιστικό 

πλεονέκτηµα υπέρ των βακτηρίων που δεν είχαν το γονίδιο ανθεκτικότητας µε αποτέλεσµα να 

µπορούν να επιβιώνουν και να πολλαπλασιάζονται. Γι’ αυτό και η ποσότητα των αντιγράφων 

γονιδίων στα δείγµατα µε την υψηλή συγκέντρωση ήταν µεγαλύτερη, µε εξαίρεση τα 

δείγµατα που εµβολιάστηκαν µε το βακτηριακό στέλεχος Bacillus sp. R12, όπου µεγαλύτερη 

ποσότητα αντιγράφων γονιδίων είχε στην χαµηλότερη συγκέντρωση. 

 Την µεγαλύτερη ποσότητα αντιγράφων γονιδίων την είχαν τα µη εµβολιασµένα 

δείγµατα µε χαµηλή αλλά και υψηλή συγκέντρωση αντιβιοτικού, πράγµα που υποδηλώνει ότι 

τα γονίδια ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά υπάρχουν στο υδάτινο περιβάλλον, µε υψηλό 

κίνδυνο εξάπλωσης. Η ύπαρξη γονιδίων ανθεκτικότητας σε µη εµβολιασµένα δείγµατα χωρίς 

παρουσία αντιβιοτικού αποδεικνύει την ανάπτυξη γενετικών µηχανισµών ανθεκτικότητας στα 

περιβαλλοντικά βακτηριακά στελέχη, συνεισφέροντας στη εξάπλωση της ανθεκτικότητας στο 

περιβάλλον. 

 

 

Σιπροφλοξασίνη  

 

  Παρόλο που το συγκεκριµένο αντιβιοτικό αποµακρύνθηκε από αρκετά φυτά βιο-

ενισχυµένα ή µη στη πιλοτική µονάδα υγροβιότοπου µε αλόφυτα J. acutus (Syranidou et al., 

2016), δεν ανιχνεύθηκε κανένα γονίδιο ανθεκτικότητας για αυτό το αντιβιοτικό. Το 

αποτέλεσµα αυτό δεν µπορεί να είναι οριστικό καθώς δεν ανιχνεύθηκε µέσω της απλής PCR 

σε τυχαία δείγµατα. Τα δείγµατα που εξετάστηκαν για αυτό το γονίδιο ήταν 30 για το γονίδιο 

aac(6’)-lb-cr και 10 για καθένα από τα υπόλοιπα 5 γονίδια (qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS). 

Συνολικά έγιναν 80 δόκιµες χωρίς θετικό αποτέλεσµα, όµως αυτό δεν υποδηλώνει ότι δεν 

υπάρχει το γονίδιο, καθώς οι δοκιµές έγιναν µέσω της απλής PCR, η οποία δεν είναι τόσο 

ακριβής, όσο η real - time PCR. Δεν πραγµατοποιήθηκαν δοκιµές στην real - time PCR, διότι 

δεν υπήρχε δυνατότητα κατασκευής των πρότυπων καµπυλών για την ποσοτικοποίηση 

αγνώστων δειγµάτων.  

 Υπάρχει µεγάλη πιθανότητα ύπαρξης γονιδίων ανθεκτικότητας γι΄ αυτό το αντιβιοτικό, 

καθώς στη µελέτη (Syranidou et al., 2016) τα ποσοστά αποµάκρυνσης της σιπροφλοξασίνης 

από το νερό κυµαίνονταν από 34-79%, ανάλογα τον τύπο βιο-ενίσχυσης και την συγκέντρωση 

του αντιβιοτικού. Το ότι ήταν αδύνατο να εντοπιστούν γονίδια σε 80 ενδοφυτικές κοινότητες, 
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ίσως οφείλεται στο γεγονός ότι οι ποσότητες το γονιδίων είναι πολύ µικρές και θα ήταν 

ανιχνεύσιµες µόνο µε την διαδικασία της real -time PCR. Χαµηλή ποσότητα γονιδίου µπορεί 

να οφείλεται στο γεγονός ότι παρ΄ όλο που υπάρχουν βακτήρια µε το γονίδιο ανθεκτικότητας, 

η συγκέντρωση της σιπροφλοξασίνης δεν ήταν αρκετά υψηλή (µέγιστη συγκέντρωση που 

χρησιµοποιήθηκε 0,12 mg/L), ώστε τα στελέχη να αποκτήσουν ανταγωνιστικό πλεονέκτηµα 

έναντι αυτών που δεν έχουν το γονίδιο.  

 Το να µην υπάρχει το γονίδιο ανθεκτικότητας στις ενδοφυτικές βακτηριακές κοινότητες 

είναι ένα ενδεχόµενο, που πρέπει να ληφθεί υπόψη, καθώς η κατανάλωση της 

σιπροφλοξασίνης, µπορεί να µη γίνεται από τις ενδοφυτικές κοινότητες, αλλά από το ίδιο το 

φυτό. Το αλόφυτο J. acutus θα µπορούσε να είναι αυτό που αποµακρύνει το αντιβιοτικό από 

το νερό, καθώς η µέγιστη συγκέντρωση του δεν είναι και τόσο υψηλή, όσο της 

σουλφαµεθοξαζόλης. Το φυτό, καθώς απορροφάει το αντιβιοτικό ενδοφυτικά, το αποθηκεύει 

σε ειδικά οργανίδια, τα χυµοτόπια, για να αποφύγει την τοξικότητα των χηµικών αυτών 

ενώσεων ή συσσωρεύει το αντιβιοτικό στους φυτικούς του ιστούς. Όµως, εφόσον δεν 

ολοκληρώθηκε η ανίχνευση των γονιδίων µέσω µιας ακριβούς µεθόδου (real - time PCR), δεν 

γίνεται να υπάρχουν συµπεράσµατα, παρά µόνο υποθέσεις γι΄ αυτό το αντιβιοτικό. 

 

  

Τετρακυκλίνη - Αµπικιλίνη 

  

 Τα συγκεκριµένα αντιβιοτικά δεν εξετάστηκαν στο αρχικό πείραµα (Syranidou et al., 

2016). Τα αποτελέσµατα βγήκαν αρνητικά σε 24 διαφορετικές ενδοφυτικές βακτηριακές 

κοινότητες για κάθε εξεταζόµενο γονίδιο ανθεκτικότητας στην τετρακυκλίνη (tetA και tetM), 

µέσω της µεθόδου real - time PCR, καθώς και σε 24 δείγµατα για τη αµπικιλίνη (ampC). Παρ΄ 

όλα αυτά, η απουσία γονιδίων για τα συγκεκριµένα αντιβιοτικά µπορεί να οφείλεται στο 

γεγονός ύπαρξης κάποιου άλλου γονιδίου ανθεκτικότητας για την τετρακυκλίνη και την 

αµπικιλίνη που δεν εξετάστηκαν στην παρούσα εργασία. 
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6.  Μελλοντικές προτάσεις 
 

Για µια ολοκληρωµένη εικόνα θα ήταν προτιµότερο να εξεταστούν περαιτέρω τα παρακάτω. 

 

• Δοκιµή άλλων γονιδίων ανθεκτικότητας για τα αντιβιοτικά σιπροφλοξασίνη, τετρακυκλίνη 

και αµπικιλίνη. 

 

• Επανάληψη πειράµατος στην πιλοτική µονάδα µε αυξηµένη συγκέντρωση 

σιπροφλοξασίνης. 

 

• Επανάληψη πειράµατος στην πιλοτική µονάδα µε προσθήκη και άλλων αντιβιοτικών. 

 

• Δοκιµή ανίχνευσης γονιδίων ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό σιπροφλοξασίνη σε 

αποµονωµένα  βακτηριακά στελέχη, εκτός του φυτού, για την δηµιουργία πρότυπων 

καµπυλών. 

 

• Ανίχνευση γονιδίων ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά σε πλασµιδιακό και χρωµοσωµικό 

γενετικό υλικό ξεχωριστά. 
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8. Παράρτηµα 

8.1 Μέθοδος αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης 

 
 
Γονίδια aac(6’)-lb-cr, qnrA, qnrB, qnrC, qnrS 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Υλικά Συγκέντρωση στο µίγµα 
αντίδρασης 

PCR mix (10x) 1x 

MgCl2 (50 mM) 1,5 mM 

dNTPs (10 mΜ) 0,25 mΜ 

F-primer (10 µΜ) 0,2 µΜ 

R-primer (10 µΜ) 0,2 µΜ 

Taq polymerase (5 units/µl) 2 units 

DNA 2 µL 

94 0C 5 min  
94 0C 1 min 

35 cycles  55 0C 1 min 

72 0C 1 min 

72 0C 10 min  
stored at 8 0C   

Πίνακας 7: Πρωτόκολλο PCR για τα γονίδια aac(6’)-lb-cr, 
qnrA, qnrB, qnrC, qnrS. 

Πίνακας 6: Μίγµα αντίδρασης PCR για τα γονίδια aac(6’)-lb-cr, qnrA, qnrB, qnrC, qnrS. 
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Γονίδιο qnrD 

 

 

 
 

Υλικά Συγκέντρωση στο µίγµα 
αντίδρασης 

PCR buffer (10x) 1x 

MgCl2 (50 mM) 1,5 mM 

dNTPs (10 mΜ) 0,2 mΜ 

F-primer (10 µΜ) 0,2 µΜ 

R-primer (10 µΜ) 0,2 µΜ 

Taq polymerase (5 units/µl) 2 units 

DNA 2 µL 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

94 0C 5 min  
94 0C 1 min 

35 cycles  57 0C 1 min 

72 0C 1 min 

72 0C 10 min  
stored at 8 0C   

Πίνακας 8: Μίγµα αντίδρασης PCR για το γονίδιο qnrD. 

Πίνακας 9: Πρωτόκολλο PCR για το γονίδιο qnrD. 



	 75 

Γονίδιο sul1 
 

 

 

Υλικά Συγκέντρωση στο µίγµα 
αντίδρασης 

PCR buffer (10x) 1x 

MgCl2 (50 mM) 1,5 mM 

dNTPs (10 mΜ) 0,2 mΜ 

F-primer (10 µΜ) 1,5 µΜ 

R-primer (10 µΜ) 1,5 µΜ 

Taq polymerase (5 units/µl) 2 units 

DNA 2 µL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

95 0C 5 min  

94 0C 30 sec 

35 cycles  55 0C 1 min 

72 0C 2 min 

72 0C 10 min  

stored at 8 0C   

Πίνακας 10: Μίγµα αντίδρασης PCR για το γονίδιο sul1. 

Πίνακας 11: Πρωτόκολλο PCR για το γονίδιο sul1. 
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Γονίδιο sul2 

 

 

 

 

Υλικά Συγκέντρωση στο µίγµα 
αντίδρασης 

PCR buffer (10x) 1x 

MgCl2 (50 mM) 1,5 mM 

dNTPs (10 mΜ) 0,2 mΜ 

F-primer (10 µΜ) 1,5 µΜ 

R-primer (10 µΜ) 1,5 µΜ 

Taq polymerase (5 units/µl) 2 units 

DNA 2 µL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

95 0C 5 min  

94 0C 30 sec 

35 cycles  69 0C 1 min 

72 0C 2 min 

72 0C 10 min  

stored at 8 0C   

Πίνακας 12: Μίγµα αντίδρασης PCR για το γονίδιο sul2. 

Πίνακας 13: Πρωτόκολλο PCR για το γονίδιο sul2. 
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Γονίδιο sul3 

 

 

 

Υλικά Συγκέντρωση στο µίγµα 
αντίδρασης 

PCR buffer (10x) 1x 

MgCl2 (50 mM) 1,5 mM 

dNTPs (10 mΜ) 0,2 mΜ 

F-primer (10 µΜ) 1,5 µΜ 

R-primer (10 µΜ) 1,5 µΜ 

Taq polymerase (5 units/µl) 2 units 

DNA 2 µL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

95 0C 5 min  

94 0C 30 sec 

35 cycles  49 0C 1 min 

72 0C 2 min 

72 0C 10 min  

stored at 8 0C   

Πίνακας 15: Πρωτόκολλο PCR για το γονίδιο sul3. 

Πίνακας 14: Μίγµα αντίδρασης PCR για το γονίδιο sul3. 
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Γονίδιο tetA, tetM 

 

 
                           

Υλικά Συγκέντρωση στο µίγµα 
αντίδρασης 

PCR buffer (10x) 1x 

MgCl2 (50 mM) 4 mM 

dNTPs (10 mΜ) 0,3 mΜ 

F-primer (10 µΜ) 0,25 µΜ 

R-primer (10 µΜ) 0,25 µΜ 

Taq polymerase (5 units/µl) 2 units 

DNA 2 µL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

 

94 0C 5 min  

94 0C 1 min 

35 cycles 55 0C 1 min 

72 0C 5 min 

72 0C 5 min  

stored at 8 0C   

Πίνακας 17: Πρωτόκολλο PCR για το γονίδιο tetA, tetM. 

Πίνακας 16: Μίγµα αντίδρασης PCR για το γονίδιο tetA, tetM 
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Γονίδιο ampC 

 

 
 

Υλικά Συγκέντρωση στο µίγµα 
αντίδρασης 

PCR buffer (10x) 1x 

MgCl2 (50 mM) 4 mM 

dNTPs (10 mΜ) 0,3 mΜ 

F-primer (10 µΜ) 0,3 µΜ 

R-primer (10 µΜ) 0,3 µΜ 

Taq polymerase (5 units/µl) 2 units 

DNA 2 µL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

94 0C 5 min  

94 0C 30 sec 

35 cycles 49 0C 30 sec 

72 0C 1 min 

72 0C 7 min  

stored at 8 0C   

Πίνακας 18: Μίγµα αντίδρασης PCR για το γονίδιο ampC. 

Πίνακας 19: Πρωτόκολλο PCR για το γονίδιο ampC. 
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Γονίδιο blaTEM 

 

 

 

 

Υλικά Συγκέντρωση στο µίγµα 
αντίδρασης 

PCR buffer (10x) 1x 

MgCl2 (50 mM) 1,5 mM 

dNTPs (10 mΜ) 0,4 mΜ 

F-primer (10 µΜ) 0,5 µΜ 

R-primer (10 µΜ) 0,5 µΜ 

Taq polymerase (5 units/µl) 2 units 

DNA 2 µL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

94 0C 5 min  

94 0C 30 sec 

35 cycles 42 0C 30 sec 

72 0C 1 min 

72 0C 5 min  

stored at 8 0C   

Πίνακας 20: Μίγµα αντίδρασης PCR για το γονίδιο blaTEM. 

Πίνακας 21: Πρωτόκολλο PCR για το γονίδιο blaTEM. 
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8.2 Μέθοδος ποσοτικής αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης 
 

 

Γονίδιο sul1 

 

 
 

Υλικά Συγκέντρωση στο µίγµα 
αντίδρασης 

SYBR Green (2x) 1x 

F-primer (10 µΜ) 200nm 

R-primer (10 µΜ) 200nm 

DNA 2 µL 

Τελικός όγκος αντίδρασης  20 µL 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

95 0C 5 min  

94 0C 30 sec 

35 cycles  55 0C 1 min 

72 0C 2 min 

95 0C 15 sec 

Melt curve stage 65 0C 1 min 

95 0C 15sec 

Πίνακας 22: Μίγµα αντίδρασης qPCR για το γονίδιο sul1. 

Πίνακας 23: Πρωτόκολλο qPCR για το γονίδιο  sul1. 
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Γονίδιο tetA,tetM 

 

 

 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Υλικά Συγκέντρωση στο µίγµα 
αντίδρασης 

SYBR Green (2x) 1x 

F-primer (10 µΜ) 200nm 

R-primer (10 µΜ) 200nm 

DNA 2 µL 

Τελικός όγκος αντίδρασης  20 µL 

94 0C 5 min  

94 0C 1 min 

35 cycles  55 0C 1 min 

72 0C 5 min 

95 0C 15 sec 

Melt curve 
stage 

65 0C 1 min 

95 0C 15sec 

Πίνακας 24: Μίγµα αντίδρασης qPCR για το γονίδιο tetA. 

Πίνακας 25: Πρωτόκολλο qPCR για το γονίδιο tetA, tetM 
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Γονίδιο ampC 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Υλικά Συγκέντρωση στο µίγµα 
αντίδρασης 

SYBR Green (2x) 1x 

F-primer (10 µΜ) 200nm 

R-primer (10 µΜ) 200nm 

DNA 2 µL 

Τελικός όγκος αντίδρασης  20 µL 

94 0C 5 min  
94 0C 30 sec 

35 cycles 49 0C 30 sec 

72 0C 1 min 

95 0C 15 sec 

Melt curve stage 65 0C 1 min 

95 0C 15sec 

Πίνακας 26: Μίγµα αντίδρασης qPCR για το γονίδιο ampC. 

Πίνακας 27: Πρωτόκολλο qPCR για το γονίδιο ampC. 


