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Ιπποκράτειος Όρκος 

 

Ὄµνυµι Ἀπόλλωνα ἰητρὸν, καὶ Ἀσκληπιὸν, καὶ Ὑγείαν, καὶ Πανάκειαν, καὶ θεοὺς πάντας τε 

καὶ πάσας, ἵστορας ποιεύµενος, ἐπιτελέα ποιήσειν κατὰ δύναµιν καὶ κρίσιν ἐµὴν ὅρκον τόνδε 

καὶ ξυγγραφὴν τήνδε. ἡγήσασθαι µὲν τὸν διδάξαντά µε τὴν τέχνην ταύτην ἴσα γενέτῃσιν 

ἐµοῖσι, καὶ βίου κοινώσασθαι, καὶ χρεῶν χρηίζοντι µετάδοσιν ποιήσασθαι, καὶ γένος τὸ ἐξ 

ωὐτέου ἀδελφοῖς ἴσον ἐπικρινέειν ἄῤῥεσι, καὶ διδάξειν τὴν τέχνην ταύτην, ἢν χρηίζωσι 

µανθάνειν, ἄνευ µισθοῦ καὶ ξυγγραφῆς, παραγγελίης τε καὶ ἀκροήσιος καὶ τῆς λοιπῆς 

ἁπάσης µαθήσιος µετάδοσιν ποιήσασθαι υἱοῖσί τε ἐµοῖσι, καὶ τοῖσι τοῦ ἐµὲ διδάξαντος, καὶ 

µαθηταῖσι συγγεγραµµένοισί τε καὶ ὡρκισµένοις νόµῳ ἰητρικῷ, ἄλλῳ δὲ οὐδενί. ∆ιαιτήµασί 

τε χρήσοµαι ἐπ' ὠφελείῃ καµνόντων κατὰ δύναµιν καὶ κρίσιν ἐµὴν, ἐπὶ δηλήσει δὲ καὶ ἀδικίῃ 

εἴρξειν. Οὐ δώσω δὲ οὐδὲ φάρµακον οὐδενὶ αἰτηθεὶς θανάσιµον, οὐδὲ ὑφηγήσοµαι 

ξυµβουλίην τοιήνδε. ὁµοίως δὲ οὐδὲ γυναικὶ πεσσὸν φθόριον δώσω. Ἁγνῶς δὲ καὶ ὁσίως 

διατηρήσω βίον τὸν ἐµὸν καὶ τέχνην τὴν ἐµήν. Οὐ τεµέω δὲ οὐδὲ µὴν λιθιῶντας, ἐκχωρήσω 

δὲ ἐργάτῃσιν ἀνδράσι πρήξιος τῆσδε. Ἐς οἰκίας δὲ ὁκόσας ἂν ἐσίω, ἐσελεύσοµαι ἐπ' ὠφελείῃ 

καµνόντων, ἐκτὸς ἐὼν πάσης ἀδικίης ἑκουσίης καὶ φθορίης, τῆς τε ἄλλης καὶ ἀφροδισίων 

ἔργων ἐπί τε γυναικείων σωµάτων καὶ ἀνδρῴων, ἐλευθέρων τε καὶ δούλων. Ἃ δ' ἂν ἐν 

θεραπείῃ ἢ ἴδω, ἢ ἀκούσω, ἢ καὶ ἄνευ θεραπηίης κατὰ βίον ἀνθρώπων, ἃ µὴ χρή ποτε 

ἐκλαλέεσθαι ἔξω, σιγήσοµαι, ἄῤῥητα ἡγεύµενος εἶναι τὰ τοιαῦτα. Ὅρκον µὲν οὖν µοι τόνδε 

ἐπιτελέα ποιέοντι, καὶ µὴ ξυγχέοντι, εἴη ἐπαύρασθαι καὶ βίου καὶ τέχνης δοξαζοµένῳ παρὰ 

πᾶσιν ἀνθρώποις ἐς τὸν αἰεὶ χρόνον. παραβαίνοντι δὲ καὶ ἐπιορκοῦντι, τἀναντία τουτέων. 
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Ιπποκράτειος Όρκος (Απόδοση στη Νέα Ελληνική) 

 

Ορκίζοµαι στον Απόλλωνα τον Ιατρό και στον Ασκληπιό και στην Υγεία και στην Πανάκεια 

και σ΄ όλους τους Θεούς και τις Θεές επικαλούµενος την µαρτυρία τους, να τηρήσω πιστά 

κατά τη δύναµη και την κρίση µου αυτό τον όρκο και το συµβόλαιό µου αυτό. Να θεωρώ 

αυτόν που µου δίδαξε αυτή την τέχνη ίσο µε τους γονείς µου και να µοιραστώ µαζί του τα 

υπάρχοντά µου και τα χρήµατά µου αν έχει ανάγκη φροντίδας. Να θεωρώ τους απογόνους 

του ίσους µε τ΄ αδέλφια µου και να τους διδάξω την τέχνη αυτή αν θέλουν να τη µάθουν, 

χωρίς αµοιβή και συµβόλαιο και να µεταδώσω µε παραγγελίες, οδηγίες και συµβουλές όλη 

την υπόλοιπη γνώση µου και στα παιδιά µου και στα παιδιά εκείνου µε δίδαξε και στους 

άλλους µαθητές που έχουν κάνει γραπτή συµφωνία µαζί µου και σ΄ αυτούς που έχουν 

ορκισθεί στον ιατρικό νόµο και σε κανέναν άλλο και να θεραπεύω τους πάσχοντες κατά τη 

δύναµή µου και την κρίση µου χωρίς ποτέ, εκουσίως, να τους βλάψω ή να τους αδικήσω. Και 

να µη δώσω ποτέ σε κανένα, έστω κι αν µου το ζητήσει, θανατηφόρο φάρµακο, ούτε να 

δώσω ποτέ τέτοια συµβουλή. Οµοίως να µη δώσω ποτέ σε γυναίκα φάρµακο για ν΄ αποβάλει. 

Να διατηρήσω δε τη ζωή µου και την τέχνη µου καθαρή και αγνή. Και να µη χειρουργήσω 

πάσχοντες από λίθους αλλά ν΄ αφήσω την πράξη αυτή για τους ειδικούς. Και σ΄ όποια σπίτια 

κι αν µπω, να µπω για την ωφέλεια των πασχόντων αποφεύγοντας κάθε εκούσια αδικία και 

βλάβη και κάθε γενετήσια πράξη και µε γυναίκες και µε άνδρες, ελεύθερους και δούλους. 

Και ό,τι δω ή ακούσω κατά την άσκηση του επαγγέλµατός µου, ή κι εκτός, για τη ζωή των 

ανθρώπων, που δεν πρέπει ποτέ να κοινοποιηθεί, να σιωπήσω και να το τηρήσω µυστικό. Αν 

τον όρκο µου αυτό τηρήσω πιστά και δεν τον αθετήσω, είθε ν΄ απολαύσω για πάντα την 

εκτίµηση όλων των ανθρώπων για τη ζωή µου και για την τέχνη µου, αν όµως παραβώ και 

αθετήσω τον όρκο µου να υποστώ τα αντίθετα από αυτά. 
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4.1. Παράγοντες παθογένειας 

4.2. Λοιµογόνος δράση 

4.3. ∆ιαδικασία προσαρµογής 

4.4. Προσκόλληση 

4.5. Μηχανισµοί προσβολής των επιθηλιακών κυττάρων 

4.6. Τοπική και συστηµατική διασπορά 

5. ΜΙΚΡΟΒΙΑΚΕΣ ΒΙΟΜΕΜΒΡΑΝΕΣ 

5.1. Βιοµεµβράνες στο γένος Yersinia 

ΕΙ∆ΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

1. ΣΚΟΠΟΣ 

2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

2.1.Σύντοµη έκθεση της πειραµατικής πορείας 

2.2.Συλλογή κλινικών στελεχών - Ασθενείς 

2.3.Καλλιέργεια και αποµόνωση στελεχών Y. enterocolitica 

2.4.Ταυτοποίηση 

2.4.1. Βιοχηµική ταυτοποίηση 

2.4.2. Μοριακή ταυτοποίηση µε τη µέθοδο του 16S rDNA 

2.5.Οροτυπία 

2.6.Βιοτυπία 

2.7.Ελεγχος ευαισθησίας στα αντιβιοτικά  

2.7.1. Αντιβιόγραµµα  

2.7.2. Προσδιορισµός ΜΙC µε τη µέθοδο των µικροαραιώσεων 

2.8.Αξιολόγηση φαινοτυπικών χαρακτηριστικών σχετιζόµενων µε τη 

λοιµογόνο ικανότητα της Y. enterocolitica 

2.8.1. Καλλιέργεια σε BHIMOX άγαρ 

2.9. Μοριακή τυποποίηση στελεχών Yersinia enterocolitica µε ηλεκτροφόρηση 

θραυσµάτων DNA σε παλλόµενο ηλεκτρικό πεδίο (PFGE) 

2.10. Χαρακτηρισµός πλασµιδιακού DNA 

2.10.1. Καθαρισµός του πλασµιδίου pYV 

2.10.2. Ηλεκτροφόρηση πλασµιδιακού DNΑ σε πήκτωµα αγαρόζης 

2.11. Αποµόνωση χρωµοσωµατικού DNA 

2.12. Ανίχνευση των γονιδίων yadA, virF και yst µε αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυµεράσης (PCR) 

30 

35 

35 

36 

37 

38 

41 

43 

45 

46 

47 

47 

47 

50 

50 

50 

51 

53 

53 

53 

53 

55 

 

55 

55 

 

56 

60 

60 

61 

62 

 

62 



 
 

8 
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Β Ι Ο Γ Ρ Α Φ Ι Κ Ο   Σ Η Μ Ε Ι Ω Μ Α 

Α. ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ 

Επώνυµο    : Κυράτσα 

Όνοµα : Άννα 

Όνοµα πατρός : Αντώνιος 

Όνοµα Μητρός : Παναγιούλα 

Έτος Γεννήσεως : 02/03/1976 

Τόπος Γεννήσεως : Αθήνα 

Οικογενειακή Κατάσταση : Έγγαµη, µε δύο παιδιά 

∆ιεύθυνση Κατοικίας 

 

 

Email 

: Εθνικής Παλαιοκαστρίτσας, 

  Κέρκυρα, 49100 

  2661039003 

anna.kyratsa@gmail.com 

Β. ΞΕΝΕΣ ΓΛΩΣΣΕΣ Μιλώ και γράφω Αγγλικά, Γαλλικά και Τσέχικα 

Γ. ΑΛΛΑ Χρήση Η/Υ 

∆. ΣΠΟΥ∆ΕΣ-ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΗ ΕΚΠΑΙ∆ΕΥΣΗ 

1.      1993 Απόφοιτος Πειραµατικού Λυκείου Πειραιώς «Ζάννειος Πρότυπος 

Σχολή» 

2.     1993-1994 Παρακολούθηση προϊατρικού τµήµατος και επιτυχής εισαγωγή στο 

πρώτο έτος της Ιατρικής σχολής του «Charles  University of Prague» 

3.      2000 Απόφοιτος της Ιατρικής σχολής του «Charles’ University of Prague» 

4.      2000-2001 

 

Αναγνώριση του τίτλου σπουδών από το ∆Ι.ΚΑ.ΤΣΑ (λίαν καλώς, 

Μ.Ο: 8) 

5.       2001 Απόκτηση άδειας ασκήσεως ιατρικού επαγγέλµατος (Νοµαρχία Αττικής) 

 

6.    14/01/2002-

14/05/2003 

Αγροτικός ιατρός στο σταθµό αιµοδοσίας του Γ.Ν.Κέρκυρας 
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7.     24/06/2003-

30/05/2005 

 

 

          31/05/2005-

17/08/2008 

Ειδικευόµενη ιατρικής βιοπαθολογίας στο  

βιοχηµικό και µικροβιολογικό εργαστήριο του Γ.Ν.Ελευσίνας 

«Θριάσιο». 

 

Συµπλήρωση ειδικότητας Ιατρικής  

Βιοπαθολογίας στο Γ.Ν.Αθηνών «Γ.Γεννηµατάς» 

8.    8.      12/03/2009 Απόκτηση τίτλου ειδικότητας: Ιατρική Βιοπαθολογία 

 

9.     28/04/09 έως 

27/04/10 

Επικουρική ιατρός στο Μικροβιολογικό  

εργαστήριο του Γ.Ν.Αθηνών «Γ.Γεννηµατάς» 

10. 31/08/10 έως  

06/06/2011 

 

11.    14/06/11 έως 

σήµερα 

Επικουρική ιατρός στο Μικροβιολογικό  

εργαστήριο του Γ.Ν.Αθηνών «Θριάσιο» 

 

Επιµελήτρια Β’ του Γ.Ν.Κέρκυρας 

 
 

 

Ε. ΕΠΙΣΤΗΜΟΝΙΚΗ ∆ΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΑ 

 

1) ∆ηµοσιεύσεις στον Ελληνικό Ιατρικό Τύπο: 

1. Γιαννοπούλου Π, Κυράτσα Α, Χαραλαµπάκη Ν, Καλογεροπούλου Ε., Σάλεµ Ζ.,  

Τρίκκα – Γραφάκου Ε. Αυτόµατη περιτονίτιδα από �eisseria gonorroeae  σε  νεαρά 

ασθενή. Εφαρ Κλιν Μικροβιολ Εργ ∆ιαγν 2006,περίοδος Β,11(3):144-149. 

 

2.  Γιαννοπούλου Π, Κυράτσα Α, Γκαντέρης Γ, Τρίκκα – Γραφάκου Ε,   Μαλάµου – 

Λαδά Ε. Κλωστηριδιακή µυονέκρωση:Περιγραφή δύο περιπτώσεων. Ανασκόπηση 

∆ιεθνούς βιβλιογραφίας. ∆ελτ. Ελλην. Μικροβιολ. Εταιρ. 2007, 52(4): 224-230. 

 

3. Μάµαλη Β, Κυράτσα Α, Πανουτσόπουλος Γ,Τρίκκα-Γραφάκου Ε. Αυτόµατη    

βακτηριακή περιτονίτιδα,από οξυγονοάντοχο C.tertium,σε κιρρωτικό ασθενή και 

ανασκόπηση της βιβλιογραφίας. Εφαρ Κλιν Μικροβιολ Εργ ∆ιαγν 2008,περίοδος 

Β,13(2):47-52.  
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4.   Γιαννοπούλου Π, Κυράτσα Α, Χαραλαµπάκη Ν, Κατσογιάννη Α, Αραµπατζής Α, 

Βελεγράκη Α, Τρίκκα-Γραφάκου Ε. Θανατηφόρος περίπτωση δερµατικής 

ζυγοµύκωσης σε ανοσοκατασταλµένο ασθενή και ανασκόπηση της βιβλιογραφίας. 

∆ελτ. Ελλην. Μικροβ. Εταιρ. 2008, 53(4): 230-235. 
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6.  Γιαννοπούλου Π., Κυράτσα Α., Χαραλαµπάκη Ν.,Βελεγράκη Α.,Κλούβα-Μολυβδα 

Φ.,Τρίκκα-Γραφάκου Ε. Θανατηφόρος περίπτωση ζυγοµύκωσης από Saksenaea 

vasiformis µε ανασκόπηση της ∆ιεθνούς βιβλιογραφίας.Εφαρ. Κλιν Μικροβιολ Εργ 

∆ιαγν 2010, περίοδοςΑ,15(1)-231-236. Πρώτη αποµόνωση στην Ελλάδα. 

 

7. Χαραλαµπάκη Νικολέτα, Τσιβεριώτης Κωνσταντίνος, Ζάµπου Αικατερίνη, 

Γιαννοπούλου Παναγιώτα,  Κυράτσα Άννα, Υφαντής Ευστάθιος, Αντωνίου Μαρία, 

Τρίκκα-Γραφάκου Ελευθερία. ΣΠΛΑΧΝΙΚΗ ΛΕΪΣΜΑΝΙΑΣΗ: ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΚΑΙ  
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2) Ανακοινώσεις σε ελληνικά συνέδρια: 32 

3) Ανακοινώσεις σε διεθνή συνέδρια: 23 

 

Z. ΕΚΠΑΙ∆ΕΥΤΙΚΗ ∆ΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΑ 

• Συµµετοχή και παρακολούθηση σεµιναρίων, συµποσίων, µετεκπαιδευτικών  

µαθηµάτων που οργανώθηκαν από επιστηµονικούς φορείς 

• Συµµετοχή και παρακολούθηση ελληνικών και διεθνών συνεδρίων 

 

 
             Η. Συµµετοχή σε Επιστηµονικούς Συλλόγους 
 
             2001 εως σήµερα: Μέλος του Ιατρικού Συλλόγου Αθηνών 

2003 έως σήµερα: Μέλος της Ελληνικής Μικροβιολογικής Εταιρίας 
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

 

 Η Yersinia enterocolitica θεωρείται µετά τις σαλµονέλλες και τα καµπυλοβακτηρίδια 

ως το τρίτο συχνότερο αίτιο βακτηριακής εντερίτιδας στον ευρωπαϊκό χώρο. Οι 

συστηµατικές µελέτες για την επίπτωση των τροφιµογενών υερσινιώσεων που έχουν 

διεξαχθεί µέχρι σήµερα στη χώρα µας, είναι λίγες. Παρ’όλα αυτά, η σηµασία του είδους 

Yersinia enterocolitica στη ∆ηµόσια Υγεία είχε αναγνωριστεί ήδη από τη δεκαετία του 1970 

δεδοµένης της ύπαρξης σχετικά µεγαλου αριθµού πολυµεταγγιζοµένων ατόµων µε 

µεσογειακή αναιµία (προδιαθεσικός παράγοντας γιά λοίµωξη από τον µικροοργανισµό).  

 Μέχρι σήµερα η εργαστηριακή διερεύνηση των σποραδικών κρουσµάτων 

υερσινιώσεων στην Ελλάδα βασίζεται σε συµβατικές µεθόδους στο κλινικό εργαστήριο.  

 Στόχος της παρούσας διατριβής ήταν ο φαινοτυπικός και γονοτυπικός χαρακτηρισµός 

των αναγνωρισµένων λοιµογόνων παραγόντων κλινικών στελεχών Y. enterocolitica που 

είχαν αποµονωθεί κατά την χρονική περίοδο 2006-2011 κυρίως από θαλασσαιµικά παιδιά. 

Επιπρόσθετα, έγινε προσπάθεια σύνδεσης του λοιµογόνου δυναµικού των στελεχών αυτών µε 

την ικανότητά τους να σχηµατίζουν βιοµεµβράνες (biofilms).  

 Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν προσφέρουν µία καταγραφή των ιδιοτήτων των 

στελεχών Y. enterocolitica που ενδηµούν στον Ελληνικό χώρο και µπορούν να αποτελέσουν 

τη βάση γιά περαιτέρω µελέτες επί των επιδηµιολογικών και  λοιµογόνων ιδιοτήτων αυτού 

του ενδιαφέροντος µικροοργανισµού µεταξύ των οποίων και η ικανότητά του να σχηµατίζει 

βιοµεµβράνες. 

 

 Το µεγαλύτερο µέρος των πειραµατικών διαδικασιών της διατριβής διεξήχθει στο 

Εργαστήριο Μικροβιολογίας του Αιγινητείου Νοσοκοµείου υπό την άµεση καθοδήγηση του 

Αναπληρωτή Καθηγητή Κου Χατζηπαναγιώτου και της ∆ιευθύντριας του εγαστηρίου 

Αναπληρώτριας Καθηγήτριας Κας Χ. Νικολάου. 

Θα ήθελα να εκφράσω τις θερµές ευχαριστίες µου στους επιβλέποντες Καθηγητές καθώς και 

στους υπόλοιπους συναδέλφους του εργαστηρίου αυτού για την πολύτιµη βοήθεια που µου 

πρόσφεραν καθ’όλη τη διάρκεια της εκπονήσεως της διατριβής. 

 Ιδιαίτερες ευχαριστίες οφείλω στον επιβλέποντα Καθηγητή Κο Χατζηπαναγιώτου 

καθώς και στα υπόλοιπα µέλη της Τριµελούς Συµβουλευτικής Επιτροπής Κα Χ. Νικολάου 

και Κο Ν.Ι. Λεγάκη για την ανάθεση του θέµατος και τις πολύτιµες συµβουλές τους τόσο 

κατά την εκτέλεση των πειραµάτων όσο και κατά τη συγγραφή του παρόντος. 

 Τέλος θα ήθελα να εκφράσω την ευγνωµοσύνη µου στην οικογένειά µου για την 

υποστήριξη και την ενθάρρυνση που µου παρείχε.   
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1. ΙΣΤΟΡΙΑ – ΟΝΟΜΑΤΟΛΟΓΙΑ 

 

 Η Yersinia enterocolitica θεωρείται µετά τις σαλµονέλλες και τα καµπυλοβακτηρίδια 

ως το τρίτο συχνότερο αίτιο βακτηριακής εντερίτιδας στον ευρωπαϊκό χώρο. Η πρώτη 

ιστορικά βεβαιωµένη βιβλιογραφική αναφορά στη Y. enterocolitica έγινε το 1934 στις Η.Π.Α 

από τους McIver και Pike (1934) οι οποίοι περιέγραψαν, ώς Flavobacterium pseudomallei, 

Gram αρνητικό κοκκοβάκιλλο που παρατήρησαν, µάλλον τυχαία, όχι σε κόπρανα αλλά σε 

αποστήµατα ενήλικα ασθενή µε κλινικές εκδηλώσεις παρόµοιες µε αυτές της λοίµωξης από 

Burkholderia mallei (µάλις) (!). Το στέλεχος επανεξετάστηκε παράλληλα µε άλλα που 

παρουσίαζαν παρόµοιες βιοχηµικές ιδιότητες στο κεντρικό εργαστήριο υγείας της Νέας 

Υόρκης. Θεωρήθηκε ότι τα στελέχη ανήκαν σε νέο είδος (Bacterium enterocoliticum) 

(Schleifstein and Coleman, 1939). Αν και µικροοργανισµοί φερόµενοι ώς “Yersinia-like” 

είχαν περιγραφεί ήδη από το 1944 αµέσως µετά την αναγνώριση της Y. pestis, οι 

ονοµατολογικές “περιπέτειες” συνεχίστηκαν µέχρι το 1964 (π.χ. Pasteurella X, P. 

pseudotuberculosis κλπ.) όταν ο Frederiksen (1964) εισηγήθηκε την κατάταξη στο νέο είδος 

Y. enterocolitica. Το είδος περιλήφθηκε στο Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 

στην έκδοση του 1974 (Οικογένεια Enterobacteriaceae, Γένος Yersinia, Είδος Υ. 

enterocolitica). Σήµερα, στο γένος Yersinia περιλαµβάνονται συνολικά 11 είδη µεταξύ των 

οποίων τα Y. pestis, Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis, Y. intermedia, Y. friederiksenii, 

Y. kristensenii και Y. ruckeri). Από κλινική άποψη, τα σηµαντικότερα είναι τα τρία πρώτα 

από τα προαναφερθέντα είδη. Τα υπόλοιπα είδη θεωρούνται βιότυποι της Y. enterocolitica. 

Ολα τα είδη έχουν αποµονωθεί από κλινικά δείγµατα εκτός από την Y. ruckeri (παθογόνο γιά 

ορισµένα είδη ψαριών). Η Y. enterocolitica, εκτός της σηµασίας της για τη δηµόσια υγεία, 

έχει αποτελέσει το αντικείµενο πολλών ερευνητικών προσπαθειών λόγω των ιδιαίτερα 

εξελιγµένων και περίπλοκων µηχανισµών παθογένειας που διαθέτει. 

 

 

2. ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑ 
  

2.1. Μορφολογία 

Η Y. enterocolitica είναι Gram αρνητικό µη σπορογόνο κοκκοβακτηρίδιο σχετικά µικρού 

µεγέθους (0,5 – 3 µm) µε αποστρογγυλωµένα άκρα (Εικόνα 1). ∆εν διαθέτει έλυτρο. Φέρει 

περίτριχες βλεφαρίδες (2 – 15 ανά κύτταρο) και παρουσιάζει έντονη κυµατοειδή κίνηση. 

∆ιατάσσεται µεµονωµένα ή σε µικρές αλυσίδες ή σε σωρούς. Χαρακτηρίζεται από έντονο 

πολυµορφισµό ιδιαίτερα όταν προέρχεται από παλιές καλλιέργειες και η επώαση γίνεται 

στους 37ο C σε εκλεκτικά θρεπτικά υλικά. Επίσης, µπορεί να παρατηρηθεί απώλεια των 

βλεφαρίδων και της ικανότητας κίνησης µετά από παρατεταµένη επώαση στις παραπάνω 
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συνθήκες. Αντίθετα, σε νεαρά καλλιεργήµατα στους 22ο - 25ο C ο πολυµορφισµός είναι 

περιορισµένος (κυριαρχούν οι κοκκοειδείς µορφές) και η κινητικότητα διατηρείται.   

 

Eικόνα 1. Ηλεκτρονική µικροσκόπηση κυττάρων Y. enterocolitica (Πηγή: www.wadsworth. 

org). 

  

2.2. Καλλιέργεια 

Η Y. enterocolitica αναπτύσσεται σε κοινά και ειδικά θρεπτικά υλικά. Ο ρυθµός 

ανάπτυξης είναι βραδύς. Ο σχηµατισµός αποικιών σε στερεά υλικά απαιτεί τουλάχιστον 

48ωρη επώαση ιδιαίτερα όταν καλλιεργούνται κλινικά δείγµατα που περιέχουν µικτή συνοδό 

χλωρίδα. Στο θρεπτικό άγαρ και στο McConkey άγαρ αναπτύσσονται στρογγυλές 

ηµιδιαφανείς αποικίες µεγέθους 2-3 mm µετά από επώαση 48 ωρών σε θερµοκρασία 25οC 

(Εικόνα 2Α). Οι αποικίες στο SS άγαρ είναι παρόµοιες µε αυτές που παρατηρούνται στο 

McConkey αλλά µικρότερες. Για την αποµόνωση της Y. enterocolitica από µικροβιοβριθή 

κλινικά ή περιβαλλοντικά υλικά (κόπρανα, νερό) µπορούν να χρησιµοποιηθούν υλικά 

εµπλουτισµένα µε αµινοξέα που διευκολύνουν την αναγνώριση των αποικιών του είδους 

όπως το CAL (Cellobiose-Arginine-Lysine) άγαρ (Dudley and Shotts 1979) και το LIA 

(Lysine-Iron Agar) (Weissfeld and Sonnenwirth 1981). Από τα διάφορα εκλεκτικά υλικά που 

έχουν κατά καιρούς προταθεί, το πλέον αποτελεσµατικό θεωρείται το CIN (Cefsulodin-

Irgasan-Novobiocin) άγαρ (Schiemann 1979a). Οι αποικίες της Y. enterocolitica στο CIN 

άγαρ αναπτύσσονται µετά από επώαση 18-24 ωρών σε θερµοκρασία 25°C. Είναι στρογγυλές, 

µικρές (περίπου 1 mm) µε σαφή όρια και µε χαρακτηριστική κόκκινη απόχρωση στο κέντρο 

(Εικόνα 2Β). Η ανίχνευση Υ. enterocolitica σε µη κλινικά υλικά όπως διάφορα τρόφιµα 

(κυρίως κρέας ή σκευάσµατα κρέατος) και νερό που περιέχουν µικρό αριθµό µικροβιακών 

κυττάρων, απαιτεί τη χρήση ειδικών εµπλουτιστικών υλικών (Johnson, 1998). Εφαρµόζονται 

επίσης σύγχρονες µοριακές τεχνικές (PCR, υβριδισµός κλπ.) που θεωρούνται περισσότερο 

ευαίσθητες από τις συµβατικές µεθόδους καλλιέργειας (Fredriksson and Korkeala, 2003). 
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  Α      Β 

 

 

Εικόνα 2. (Α) Αποικίες Y. enterocolitica σε άγαρ McConkey (A) και CIN (B).Πηγή: Αρχείο 

J. S. Virdi (Microbial Pathogenicity Laboratory, University of Delhi, INDIA; 

www.ooo.org/virdi_dusc/).  

 
 

2.3. Φυσιολογία - Μεταβολισµός - Ταυτοποίηση  

Η Y. enterocolitica αναπτύσσεται αεροβίως και προαιρετικά αναεροβίως. Η βέλτιστη 

θερµοκρασία ανάπτυξης είναι 25οC (εύρος θερµοκρασιών ανάπτυξης 4 - 42οC). Το είδος 

είναι καταλάση-θετικό και οξειδάση-αρνητικό. Χαρακτηρίζεται από βραδεία ανάπτυξη. Γιά 

το σχηµατισµό αποικιών απαιτείται επώαση 48 ωρών. Η Y. enterocolitica ανήκει στα 

εντεροβακτηριακά που δεν ζυµώνουν τη λακτόζη. Σύνοψη των βιοχηµικών χαρακτηριστικών 

του είδους παρουσιάζεται στον Πίνακα 1. 
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Πίνακας 1. Βιοχηµικοί χαρακτήρες του είδους Y. enterocolitica (οι σχετικές δοκιµές 
απαιτούν 48 ώρες) 
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Ουρία   + Ινδόλη  V*  ΝΟ3→ΝΟ2 V 

Μ.R. (28οC)  + Μ.R. (37οC) +  H2S  - 

VP (28οC)  + VP (37οC) -  Μαλονικά - 

Κιτρικά  
(Simmons 28οC)  - Καταλάση +  Οξειδάση - 

Κιτρικά     Ζύµωση    Αέριο από 
(Simmons 37οC)  - Γλυκόζης +  γλυκόζη  - 

Κιτρικά    Τετραθειονική 
(Christensen)  V ρεδουκτάση V  Λιπάση  V 

Ζελατινάση  - DNαση  V  PNPX  - 

TDA   - LDC  -  ODC  V 

ONPG   V ADH  - 

Παραγωγή οξέος από: 
Γλυκόζη   + Γαλακτόζη +  Λακτόζη  - 

Αραβινόζη  + Ξυλόζη  V  Φρουκτόζη + 

Γλυκερόλη  + Αδονιτόλη -  Μαννόζη + 

Σορβόζη   + Ραµνόζη  -  ∆ουλσιτόλη - 

Κελλοβιόζη  + Μαλτόζη +  Μελλιβιόζη - 

Σακχαρόζη  V Τρεαλόζη V  Ραφφινόζη - 

Ινοσιτόλη  +** Σορβιτόλη +  Μαννιτόλη + 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
* : Ποικίλλει -  **: Απαιτούνται 3 έως 5 24-ωρα 

 

Η προκαταρκτική ταυτοποίηση της Y. enterocolitica γίνεται µε δοκιµασίες 

ψυχροφιλίας (κινητικότητα στους 37οC [-] και 22οC [+], αντίδραση VP στους 37οC [-] και 

22οC [+] σε συνδυασµό µε περιορισµένο αριθµό άλλων δοκιµασιών (κυρίως ουρίας, 

ορνιθίνης, λακτόζης και λυσίνης [βλ. Πίνακα 1]). Η οριστική ταυτοποίηση απαιτεί την 

εκτέλεση περισσότερων δοκιµασιών περιλαµβανοµένων και των σακχαρολυτικών.  

 

2.4. Βιοτυπία 

Τα στελέχη Y. enterocolitica παρουσιάζουν ετερογένεια στις βιοχηµικές τους ιδιότητες (βλ. 

Πίνακα 1). Με βάση τις διαφορές αυτές, τα στελέχη ταξινοµούνται σε 5 βιοτύπους (1Α, 1Β, 

2, 3, 4 και 5). Παθογόνα για τον άνθρωπο θεωρούνται τα στελέχη Y. enterocolitica που 

ανήκουν στους βιότυπους 1Β, 2, 3, 4 και 5. Ετσι, ο προσδιορισµός του βιότυπου έχει σηµασία 

στην κλινική διαγνωστική. Ωστόσο, θα πρέπει να σηµειωθεί ότι στελέχη του βιότυπου 1Α 

αναγνωρίστηκαν πρόσφατα ως αίτια λοιµώξεων µε κλινικές εκδηλώσεις παρόµοιες µε εκείνες 

που προκαλούν οι παθογόνοι βιότυποι. Πιθανολογείται ότι τα στελέχη αυτά συγκροτούν ένα 

διακριτό κλώνο (Batzilla et al. 2011, Bhagat and Virdi 2011). 
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Εχουν προταθεί διάφορα σχήµατα βιοτυπίας. Ενδεικτικά, στον Πίνακα 2, περιγράφεται το 

σχήµα των Wauters και συν. (1987).  

 

Πίνακας 2. Βιότυποι της Y. enterocolitica. 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

∆οκιµασία      Βιότυπος 

 1Α 1Β 2 3 4 5  
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Λιπάση (υδρόλυση Tween)  + + - - - - 

Υδρόλυση εσκουλίνης   V* - - - - - 

Παραγωγή ινδόλης   + + +** - - -  

Ζύµωση ξυλόζης   + + + + - V 

Αντίδραση VP    + + + + + +** 

Ζύµωση τρεαλόζης   + + + + + - 

ΝΟ3→ΝΟ2    + + + + + -  

Πυραζιναµιδάση   + - - - - - 

β-D-Γλυκοσιδάση   + - - - - - 

Πεπτιδάση προλίνης   V - - - - - 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

*: Ποικίλλει -  **: Απαιτείται παρατεταµένη επώαση 
 
Στην κλινική διαγνωστική είναι σύνηθες να χρησιµοποιούνται απλούστερα σχήµατα 

βιοτυπίας µε λιγότερες αντιδράσεις όπως, για παράδειγµα, το προταθέν από τους Brenner και 

συν. (1980).   

 

2.5. Αντιγόνα – Οροτυπία 

Η Y. enterocolitica διαθέτει σωµατικά -Ο- αντιγόνα (πολυσακχαριδικές δοµές των ΛΠΣ) και 

βλεφαριδικά -Η- αντιγόνα (πρωτεϊνικές δοµές). Μερικά στελέχη παράγουν επίσης καψιδιακό 

-Κ- αντιγόνο. Εχουν µέχρι τώρα αναγνωριστεί περισσότεροι από 50 ορότυποι που 

καθορίζονται από τη διαφοροποίηση των σωµατικών αντιγόνων (O). Το πρώτο σχήµα 

οροτυπίας περιλάµβανε οκτώ Ο- οροτύπους: O:1,2,3 - O:2,3 - O:3 - O:4 - O:5 - O:6 - O:7 και 

Ο:8,8 (Winblad et al. 1967). Ακολούθησαν αναθεωρήσεις του αρχικού σχήµατος στις οποίες 

προστέθηκαν νέοι ορότυποι (Wauters 1971, Aleksić and Bockemühl 1984). Ο κλινικά 

σηµαντικότερος ορότυπος είναι ο Ο:3 ακολουθούµενος απο τους O:8 και Ο:9. Η ορολογική 

τυποποίηση των βλεφαριδικών -Η- αντιγονικών ποικιλιών προσφέρει περισσότερες 

δυνατότητες διάκρισης των στελεχών (Aleksić and Bockemühl 1987).  

Υπάρχει σαφής συσχέτιση µεταξύ των βιοτύπων και των οροτύπων της Y. enterocolitica 

(Πίνακας 3).   
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Πίνακας 3. Κατανοµή οροτύπων Y. enterocolitica κατά βιότυπο. Οι παθογόνοι ορότυποι 

υποδεικνύονται µε πλάγιους έντονους χαρακτήρες (Προσαρµογή από Tennant et al. 2003).  

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Bιότυπος Ορότυποι 

1A 
O:4 - O:5 - O:6,30 - O6,31 - O:7,8 - O:7,13 - O:10 - O:14 - O:16 - O:21 - O:22 - 

O:25 - O:37- O:41,42 - O:46 - O:47 - O:57 - NT* 

1B O:4,32- O:8 - O:13a,13b
 - O:16 - O:18

 - O:20 - O:21 - O:25 - O:41,42 – NT 

2 O:5,27 - O:9 - O:27 

3 O:1,2,3
 - O:3 - O:5,27 

4 O:3 

5 O:2,3 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
*NT, Νot Τypable (οι βιότυποι 1Α και 1Β περιλαµβάνουν στελέχη που δεν τυποποιούνται µε 

τους διαθέσιµους αντιορούς).  

 
Στην κλινική πράξη, ο προσδιορισµός βιοτύπου και οροτύπου θεωρείται τυποποιητικά 

επαρκής. Στη βιβλιογραφία έχει επικρατήσει ο όρος “βιο-ορότυπος” (bio-serotype) για τον 

χαρακτηρισµό των κλινικών στελεχών Y. enterocolitica (π.χ. βιο-ορότυπος 4/Ο:3, 1B/O:8 

κ.ο.κ.). Ο προσδιορισµός των -Η- αντιγονικών ποικιλιών γίνεται σε εργαστήρια αναφοράς. 

Μεταξύ των “συµβατικών” µεθόδων τυποποίησης, εκτός της οροτυπίας – βιοτυπίας, 

περιλαµβάνεται και η λυσιτυπία (ευαισθησία στους βακτηριοφάγους που έχουν αποµονωθεί 

από στελέχη Y. enterocolitica). Η µέθοδος αναπτύχθηκε κυρίως στο κέντρο αναφοράς 

εντεροπαθογόνων του Ινστιτούτου Pasteur (Calvo et al. 1981, Mollaret and Nicolle, 1965). 

Πρόκειται για απαιτητική διαδικασία γι’αυτό περιορίστηκε σε εργαστήρια αναφοράς. 

Σήµερα, ιδιαίτερα µετά την ανάπτυξη µοριακών µεθόδων τυποποίησης, χρησιµοποιείται 

σπάνια. Αξίζει όµως να σηµειωθεί ότι µε τη λυσιτυπία επιτεύχθηκε η τυποποίηση κλώνων 

διαφόρων βιο-οροτύπων όπως, γιά παράδειγµα, η διάκριση µεταξύ των στελεχών του βιο-

ορότυπου 4/Ο:3 που επικρατούν στην Αµερική (λυσίτυπος ΙΧb) και αυτών που 

αποµονώνονται στην Ευρώπη και την Ασία (λυσίτυπος VIII) (Mollaret et al. 1979). 

 

2.6. Μοριακή τυποποίηση 

Εχουν περιγραφεί αρκετές µέθοδοι τυποποίησης της Υ. enterocolitica βασισµένες στην 

ανάλυση του γενετικού υλικού του µικροοργανισµού. Με εξαίρεση τις απλές µεθόδους 

υβριδισµού οι οποίες έχουν εγκαταληφθεί ως µη αποδοτικές (Lan and Reeves 2001), πολλές 

από τις µοριακές µεθόδους όπως η ανάλυση του πολυµορφισµού του χρωµοσωµικού DNA µε 



 
 

20 

χρήση ενδονουκλεασών (RFLP), η ανάλυση του πλασµιδιακού περιεχοµένου, ο 

προσδιορισµός  της αλληλουχίας του γονιδίου για το 16S RNA, η ριβοτυπία και o 

διαχωρισµός θραυσµάτων χρωµοσωµατικού DNA µε ηλεκροφόρηση σε παλλόµενο πεδίο 

(PFGE), έχουν χρησιµοποιηθεί µε επιτυχία για την επιδηµιολογική διερεύνηση κρουσµάτων 

υερσινίωσης  (Blumberg et al. 1991, Garcia et al. 1998, Ibrahim 1995, Lobato et al. 1998, 

Najdenski et al. 1994). Από τις µεθόδους αυτές µεγαλύτερη διακριτική ικανότητα φαίνεται να 

έχει η PFGE (Iteman et al. 1996). Για τη φυλογενετική ανάλυση των ειδών Yersinia και τη 

διάκριση των κλώνων έχει προταθεί ο προσδιορισµός της αλληλουχίας πολλαπλών γενετικών 

τόπων (Multilocus Sequence Typing – MLST) που περιλαµβάνει τα γονίδια 16S rDNA, glnA, 

gyrB, recA και Y-HSP60 (Kotetishvili et al. 2005).  

 

2.7. Οικολογία – Γεωγραφική κατανοµή 

Η Y. enterocolitica έχει µια ευρεία διασπορά στο περιβάλλον (έδαφος, νερό ποταµών και 

λιµνών). Αυτό οφείλεται στην αξιοσηµείωτη ικανότητα του είδους να αναπτύσεται σε 

ακραίες συνθήκες. Ο µικροοργανισµός έχει αποµονωθεί από τα κόπρανα και το έντερο 

µεγάλης ποικιλίας οικόσιτων (χοίροι, βοοειδή, αιγοπρόβατα) και άγριων ζώων (Sabina et al. 

2011). Υπάρχουν σαφείς ενδείξεις ότι οι χοίροι είναι η σηµαντικότερη δεξαµενή στελεχών Y. 

enterocolitica που προκαλούν λοιµώξεις στον άνθρωπο (Horisaka et al. 2004, Jones 2003, 

Rasmussen et al. 1995).  

Η Y. enterocolitica είναι άριστα προσαρµοσµένη στις σχετικά χαµηλές θερµοκρασίες των 

εύκρατων ζωνών και στα µικροαερόφιλα υδάτινα περιβάλλοντα, γεγονός που καθορίζει σε 

µεγάλο βαθµό την παρατηρούµενη γεωγραφική κατανοµή. Πράγµατι, υερσινιώσεις 

παρατηρούνται κυρίως σε χώρες του βορείου ηµισφαιρίου. Επικρατούν κατά τόπους 

διακριτοί κλώνοι του είδους όπως φαίνεται από τη συχνότητα των οροτύπων. Στις Η.Π.Α ο 

συχνότερος ορότυπος µεταξύ των στελεχών που προκαλούν λοιµώξεις στον άνθρωπο είναι ο 

Ο:8 ακολουθούµενος από τους O:3 και O:5 (Bottone 1997, Kwaga et al. 1992). Ο ορότυπος 

O:8 είναι επίσης ο επικρατέστερος στην Ιαπωνία (Sakai et al. 2005). Στην Αυστραλία, τον 

Καναδά, την Κίνα και στις περισσότερες Ευρωπαϊκές χώρες επικρατεί ο ορότυπος O:3 αν και 

στις Σκανδιναβικές χώρες παρατηρείται αυξηµένη συχνότητα του O:9 (Grahek-Ogden et al. 

2007, O'Loughlin et al. 1990, Sabina et al. 2011, Wang et al. 2008). 
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Εικόνα 3. Οικολογία-πηγές Y. enterocolitica. Προσαρµογή από Rahman και συν. (2011). 
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3. Η Y. enterocolitica ΩΣ ΠΑΘΟΓΟΝΟ 

 

3.1. Μετάδοση 

 
3.1.1 Τροφιµογενής µετάδοση 

Οπως έχει ήδη αναφερθεί, οι κυριότερες δεξαµενές παθογόνων βιο-οροτύπων Y. 

enterocolitica φαίνεται να είναι τα ζώα, κυρίως οι χοίροι. Οπως γιά τα κυριότερα 

εντεροπαθογόνα, η µετάδοση στον άνθρωπο γίνεται κυρίως µέσω τροφίµων, ποτών ή νερού 

που είχαν µολυνθεί από πάσχον ζώο. Αυτός ο τρόπος µετάδοσης ευνοείται και από την 

ικανότητα του µικροβίου να αναπτύσεται στις συνήθεις θερµοκρασίες συντήρησης των 

τροφίµων ακόµα και όταν τα άλλα εντεροπαθογόνα έχουν καταστραφεί (Black et al. 1978). 

Πράγµατι, στις αναπτυγµένες χώρες η Y. enterocolitica έχει αποµονωθεί από ποικιλία 

τροφίµων µεταξύ των οποίων κρέας και σκευάσµατα κρέατος, κυρίως χοιρινού και βοδινού 

αλλά και πουλερικών, γάλα, τυρί και άλλα γαλακτοκοµικά προϊόντα, ψάρια και άλλα 

θαλασσινά καθώς και από τρόφιµα φυτικής προέλευσης όπως όσπρια, σόγια και 

παρασκευάσµατα σόγιας (Cover and Aber 1989, Sabina et al. 2011). Η επίπτωση των 

υερσινιώσεων φαίνεται ότι είναι συχνότερη στις Ευρωπαϊκές χώρες από ότι στις Η.Π.Α 

(Bottone 1997, Cover and Aber 1989). Παρά την ευρεία διασπορά και τη σχετικά υψηλή 

συχνότητα αποµόνωσης του µικροοργανισµού από τα τρόφιµα, οι λοιµώξεις από Y. 

enterocolitica εµφανίζονται στην πλειονότητά τους ως σποραδικά κρούσµατα. Εχουν ωστόσο 

περιγραφεί πολλές, κυρίως τροφιµογενείς, επιδηµίες σε αναπτυγµένες χώρες (Black et al. 

1978, Grahek-Ogden et al. 2007, Sakai et al. 2005). Η χαρακτηριστικότερη των 

τροφιµογενών επιδηµιών υερσινίωσης περιγράφηκε στη Νέα Υόρκη το 1978. Κατά την 

επιδηµία αυτή νόσησαν περί τους 200 µαθητές σχολείου µετά από κατανάλωση 

σοκολατούχου γάλακτος που είχε µολυνθεί από Y. enterocolitica του βιο-οροτύπου 1Β/Ο:8 

(Black et al. 1978). Λίγα είναι γνωστά για την επίπτωση των υερσινιώσεων στις 

αναπτυσσόµενες χώρες κυρίως λόγω της απουσίας συστηµάτων επιδηµιολογικής επιτήρησης. 

Πάντως, οι έρευνες που έχουν γίνει, αν και περιστασιακές, υποδεικνύουν ότι οι υερσινιώσεις 

αποτελούν πρόβληµα δηµόσιας υγείας τουλάχιστον σε χώρες της Ασίας  (Butler et al. 1984, 

Kanan and Abdulla 2009).  

  

3.1.2. Μετάδοση από άνθρωπο σε άνθρωπο 

Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι, σε ορισµένες περιπτώσεις, η εµπλοκή των µολυσµένων 

από Y. enterocolitica τροφίµων στην πρόκληση µικροεπιδηµιών εντερικής υερσινίωσης είναι 

έµµεση. Χαρακτηριστική περίπτωση έµµεσης µετάδοσης έχει αναθερθεί σε παιδικό σταθµό 

των Η.Π.Α. όπου παρατηρήθηκε επιδηµία εντεροκολίτιδας στα παιδιά οφειλόµενη σε Y. 
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enterocolitica που ανήκε στον βιο-ορότυπο 4/Ο:3. Ο ίδιος µικροοργανισµός ανιχνεύθηκε σε 

νωπό παρασκεύασµα χοιρινού κρέατος που χρησιµοποιήθηκε για την παρασκευή φαγητού. 

Οµως, ο τρόπος παρασκευής περιλάµβανε έκθεση του νωπού τροφίµου σε σχετικά υψηλή και 

παρατεταµένη θερµοκρασία. Ετσι, αποκλείστηκε η τροφιµογενής µετάδοση του 

µικροοργανισµού και ως πιθανότερος τρόπος µετάδοσης θεωρήθηκε η µετάδοση µέσω των 

χεριών του προσωπικού του παιδικού σταθµού (Lee et al. 1990).  

Η µετάδοση της Y. enterocolitica από άνθρωπο σε άνθρωπο έχει τεκµηριωθεί και σε 

µερικές άλλες περιπτώσεις. Τον Ιούλιο του 2006 στην Ιαπωνία περιγράφηκε για πρώτη φορά 

οικογενής διασπορά υερσινίωσης οφειλόµενη στο βιο-ορότυπο 2/O:9. Η πιθανή πηγή ήταν 

µέλος της οικογένειας που είχε µολυνθεί µε το συγκεκριµένο µικροοργανισµο (Moriki et al. 

2010). Εχουν επίσης αναθερθεί περιπτώσεις ενδονοσοκοµειακής µετάδοσης στελεχών Y. 

enterocolitica τα οποία προφανώς µεταδόθηκαν ανθρωπογενώς (Toivanen et al. 1973, Kist et 

al. 1980, Ratnam et al. 1982).  

 

3.1.3. Mετάδοση από ζώα 

Πρόκειται για σχετικά σπάνιο τροπο µετάδοσης της Y. enterocolitica στον άνθρωπο. 

Η µετάδοση µπορεί να γίνει από άµεση επαφή µε ζώα-φορείς του µικροοργανισµού ή έµµεσα 

(π.χ. επαφή µε κόπρανα µολυσµένων ζώων, νερό κ.λ.π.). Εχουν αναθερθεί περιστατικά 

άµεσης µετάδοσης κυρίως σε κτηνοτρόφους ή απασχολούµενους στην παραγωγή ζωικών 

τροφίµων (Chin 2000, Wang et al. 2010).  

 

3.1.4. Αµεση µετάδοση από περιβαλλοντικές πηγές 

Σε περιπτώσεις πρωτοπαθούς εξωεντερικής εντόπισης της υερσινίωσης, η άµεση 

µετάδοση από περιβαλλοντικές πηγές θεωρείται πιθανή (Menzies 2010). Οι περιπτώσεις 

αυτές είναι σπάνιες. Εχουν περιγραφεί δύο χαρακτηριστικές περιπτώσεις κατά τις οποίες ο 

µικροοργανισµός προκάλεσε αποστήµατα µετά από άµεση ενοφθάλµιση που ακολούθησε 

τραυµατισµό των άνω άκρων (Kelesidis et al. 2008, Menzies 2010).   

 

3.1.5. Μετάδοση µετά από µετάγγιση αίµατος 
 
Η Y. enterocolitica µπορεί να µεταδοθεί µέσω µολυσµένου αίµατος. Ο 

µικροοργανισµός είναι από τα πρώτα αναγνωρισµένα αίτια σήψης µετά από µετάγγιση 

αίµατος και περιγράφηκε το 1975 στην Ολλανδία (Bruining and De Wilde 1975). Από τότε 

έχει περιγραφεί στη διεθνή βιβλιογραφία πληθώρα αντίστοιχων περιστατικών (περισσότερα 

από 60). Η Y. enterocolitica ανιχνεύεται περιστασιακά σε αίµα δοτών. Σε µεγαλύτερη 

συχνότητα βρίσκεται σε αίµα από δότες που έχουν αναφέρει, την περίοδο της αιµοληψίας, 

κοιλιακές διαταραχές και διάρροια. Η µετάγγιση µε αίµα µολυσµένο µε το µικροοργανισµό 
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µπορεί να αποβεί θανατηφόρος (Jacobs et al. 1989). Η θνητότητα από σήψη οφειλόµενη σε 

βακτήρια µετά από µετάγγιση µολυσµένου αίµατος θεωρείται γενικά χαµηλή. Ωστόσο, 

υπάρχουν ενδείξεις ότι η θνητότητα µπορεί να είναι σηµαντικά υψηλότερη όταν το αίµα είναι 

µολυσµένο µε  Y. enterocolitica (Jacobs et al. 1989, Tipple et al. 1990). Χαρακτηριστικά 

αναφέρεται περίπτωση µετάγγισης σε αθενή 71 ετών µε αναιµία µε αίµα µολυσµένο από Y. 

enterocolitica του ορο-βιοτύπου Ο:3/4 µε κατάληξη το θάνατο του ασθενούς. Στον ορό του 

δότη ανιχνεύθηκαν, ένα µήνα µετά τη λήψη αίµατος, υψηλοί τίτλοι αντισωµάτων κατά της Y. 

enterocolitica αν και δεν υπήρχαν χαρακτηριστικά συµπτώµατα εντερικής υερσινίωσης   

(Leclercq et al. 2005). 

 

 

3.2. Λοιµώξεις και ανοσοπαθολογικές επιπλοκές 

 

Η Yersinia enterocolitica θεωρείται µετά τις σαλµονέλλες και τα καµπυλοβακτηρίδια 

ως το τρίτο συχνότερο αίτιο βακτηριακής εντερίτιδας στον ευρωπαϊκό χώρο. Ως παθογόνος 

µικροοργανισµός, η Υ. enterocolitica σχετίζεται µε ένα ευρύ φάσµα κλινικών εκδηλώσεων. 

Οι τελευταίες µπορούν, αδρά, να διακριθούν σε τρείς κατηγορίες: 

-Εντερικές υερσινιώσεις. Πρόκειται για το συχνότερο τύπο λοιµώξεων από Υ. 

enterocolitica και απαντάται κυρίως σε παιδιά και νεαρά άτοµα. 

- Εξωµεσεντερικές λοιµώξεις από Y. enterocolitica. Αυτές εκδηλώνονται περίπου στο 

20 % των περιπτώσεων λοίµωξης από το µικροοργανισµό, συνήθως σε ενήλικες. Μεταξύ των 

εξωµεσεντερικών υερσινιώσεων περιλαµβάνονται διάφορες εστιακές λοιµώξεις, 

λεµφαδενίτιδα και σήψη ως επακόλουθο βακτηριαιµίας. 

- Επακόλουθες παθήσεις. Πρόκειται για ανοσοπαθολογικές επιπλοκές. Μπορεί να 

εµφανιστούν 1 – 6 εβδοµάδες µετά την έναρξη της εντερικής συµπτωµατολογίας σε σχετικά 

µικρό ποσοστό των οξέως νοσούντων. Οι συχνότερες είναι η αντιδραστική αρθρίτιδα και το 

οζώδες ερύθηµα.  

 

3.2.1. Λοιµώξεις 

Το συχνότερο κλινικό σύνδροµο που προκαλεί η Y. enetrocolitica είναι η 

εντεροκολίτιδα (60 – 70 % των λοιµώξεων).  

Η εντεροκολίτιδα χαρακτηρίζεται από διαρροϊκές κενώσεις οι οποίες αποτελούν και 

το επικρατέστερο σύµπτωµα. Οι κενώσεις είναι υδαρείς ή πολτώδεις και πολλές φορές 

αναµεµιγµένες µε βλέννη ή πύον και σπάνια αιµατηρές. Μπορεί να είναι λίγες ή πολλές 

(περισσότερες από 15 την ηµέρα) οπότε παρατηρείται σοβαρή απώλεια ύδατος και 

ηλεκτρολυτών. Συχνά, η διάρροια συνοδεύεται από πόνους στην κοιλιακή χώρα και 
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µετεωρισµό. Εµετοι παρατηρούνται στο 15 - 40 % των περιπτώσεων εντερικής υερσινίωσης. 

Η θερµοκρασία µπορεί να ανέλθει µέχρι και 39οC. Η νόσος, αν παραµείνει χωρίς θεραπεία, 

µπορεί να διαρκέσει 12 – 15 ηµέρες. Αντίθετα, η χορήγηση αντιβιοτικών προκαλεί ταχεία 

υποχώρηση των συµπτωµάτων ακόµα και εντος ενός 24-ώρου (βλ. Θεραπεία).  

∆εδοµένου ότι η κύρια πύλη εισόδου του µικροοργανισµού είναι το πεπτικό 

σύστηµα, οι συχνότερες υερσινιώσεις είναι εντερικές άρα είναι και οι πρωτογενείς εντοπίσεις 

από τις οποίες ξεκινούν οι άλλες µορφές λοίµωξης. Η εντόπιση του µικροοργανισµού στο 

γαστρεντερικό σύστηµα αφορά τον ειλεό, τη σκωλικοειδή απόφυση, τα µεσεντέρια 

λεµφογάγγλια, το ήπαρ και τον σπλήνα. Σε λίγες περιπτώσεις, η  εντεροκολίτιδα από Y. 

enterocolitica µπορεί να εξελιχθεί σε βαρύτερες εντερικές µορφές (µεσεντερική αδενίτιδα, 

µεσεντερική ειλεϊτιδα και οξεία σκωληκοειδίτιδα. Μπορεί να παρατηρηθεί εξέλκωση του 

εντέρου, τελική ειλεϊτιδα,  διάτρηση και περιτονίτιδα. Οι εκδηλώσεις αυτές κατά κανόνα 

συνοδεύονται από πυρετό, έντονο κοιλιακό άλγος, ναυτία, εµέτους, διάρροια, έλκη στο 

βλενογόνο του στόµατος και λευκοκυττάρωση. Ειναι δυνατόν τα συµπτώµατα να οµοιάζουν 

µε αυτά της οξείας σκωληκοειδίτιδας (ψευδο-Crohn) κυρίως σε άτοµα νεαρής ηλικίας µε  

αποτέλεσµα οι ασθενείς να οδηγούνται στο χειρουργείο. Πιστεύεται ότι αρκετοί ασθενείς, 

κυρίως σε χώρες µε σχετικά υψηλή επίπτωση τροφιµογενούς υερσινίωσης έχουν υποστεί 

εκτοµή  της σκωλικοειδούς απόφυσης λόγω της αδυναµίας διαφορικής διάγνωσης της 

υερσινίωσης (περίπου 5 % στις Σκανδιναβικές χώρες – ως και 10 % στις Η.Π.Α). Σηψαιµία 

µετά από εντερική υερσινίωση µπορεί να παρατηρηθεί σε άτοµα µε µειωµένη άµυνα ή 

κάποιο βαθµό ανοσοανεπάρκειας. 

Εκτός των ανοσοπαθολογικών επιπλοκών που είναι απότοκες της λοίµωξης από Υ. 

enterocolitica και δεν απαιτούν τη σύγχρονη παρουσία του παθογόνου αιτίου, ο  

µικροοργανισµός µπορεί ακόµα να προκαλέσει ένα ευρύ φάσµα εξωµεσεντερικών 

εκδηλώσεων µεταξύ των οποίων ενδοκοιλιακά αποστήµατα, φαρυγγοαµυγδαλίτιδα, 

οστεοµυελίτιδα, πνευµονικά αποστήµατα, διαπύηση τραυµάτων και εγκαυµάτων, πυώδη 

επιπεφυκίτιδα, ηπατίτιδα, µυοκαρδίτιδα, περικαρδίτιδα κ.α. (Rabson et al. 1972, Bisset 1976, 

Kohl et al. 1976, Sebes et al. 1976, Chrichton 1978, Αhvonen 1972, Gutman et al. 1973, 

Larsen 1979, Baier and Puppel 1979). 

 

3.2.2. Ανοσοπαθολογικές επιπλοκές 

 
Οι σηµαντικότερες ανοσοπαθολογικές επιπλοκές της εντερικής λοίµωξης από Y. 

enterocolitica είναι η αντιδραστική αρθρίτιδα και το οζώδες ερύθηµα. 
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3.2.2.i. Αντιδραστική αρθρίτιδα 

Ως αντιδραστική αρθρίτιδα (Reactive Arthritis - ReA) χαρακτηρίζεται η οξεία 

φλεγµονή των αρθρώσεων η οποία ακολουθεί λοιµώξεις αναπτυσσόµενες σε οποιαδήποτε 

περιοχή του σώµατος και στην οποία λοιµώδεις µικρο-οργανισµοί δεν αποµονώνονται στο 

αρθρικό υγρό. Η αντιδραστική αρθρίτιδα ή πολυαρθρίτιδα (παλαιότερη ονοµασία: σύνδροµο 

Reiter) κατατάσσεται στην οµάδα των σπονδυλαρθροπαθειών. Η αντιδραστική αρθρίτιδα 

προσβάλλει συχνά την σπονδυλική στήλη (σπονδυλίτιδα), τις ιερολαγόνιες (ιερολαγονίτιδα) 

και τις περιφερικές αρθρώσεις. Είναι πιθανόν να εµφανιστεί 2 – 6 εβδοµάδες µετά την έναρξη 

της εντερικής νόσου. Αυτή η ανοσοπαθολογική εκδήλωση παρατηρείται συχνότερα σε άτοµα 

που φέρουν το αντιγόνο ιστοσυµβατότητας HLA-B27 το οποίο εµφανίζει σηµαντικές 

οµοιότητες µε αντιγόνα της Y. enterocolitica (Aho et al. 1974). Παρά την µεγάλη του 

συχνότητα σε ασθενείς µε ReA, ο ρόλος του HLA-B27 στην παθογένεση της αντιδραστικής 

αρθρίτιδας δεν έχει προσδιορισθεί (Wordsworth 1998, Ikeda and Yu 1998). Το HLA-B27 δεν 

προδιαθέτει στην ανάπτυξη λοίµωξης ή αντιδραστικής αρθρίτιδας, αλλά συνδέεται µε µεγάλο 

κίνδυνο ανάπτυξης βαριάς και µακροχρόνιας ReA (Aho et al. 1973). Οι ασθενείς µε το 

αλλήλιο αυτό έχουν µειωµένη ικανότητα εξόντωσης των βακτηριδίων και πιθανώς αυξηµένη 

ενδοκυττάρια επιβίωση των παθογόνων µικρο-οργανισµών (Sigal 2001). Οι ασθενείς µε 

αντιδραστική αρθρίτιδα από υερσίνια και θετικό HLA-B27 παρουσιάζουν µεγαλύτερη 

απόκριση σε χηµειοτακτικό ερέθισµα από HLA-B27-αρνητικούς ασθενείς (Leirisalo et al. 

1980), η οποία πιθανώς συµβάλλει στα εντονότερα φλεγµονώδη συµπτώµατα στους φορείς 

του αλληλίου αυτού. 

3.2.2.ii. Οζώδες ερύθηµα 

Tο οζώδες ερύθηµα είµαι µία δερµατοπάθεια που χαρακτηρίζεται από την εµφάνιση 

επώδυνων οζιδίων που εµφανίζονται συνήθως στην πρόσθια επιφάνεια των κάτω άκρων 

ιδίως των κνηµών. Μερικές φορές εµφανίζεται πυρετός , κακουχία και αρθραλγία. Το οζώδες 

ερύθηµα υποχωρεί αυτόµατα µέσα  σε 6 εβδοµάδες. Η νόσος αυτή εµφανίζεται στις ηλικίες 

15-30 αλλά εµφανίζεται και σε άλλες ηλικίες ανάλογα µε την αιτιολογία. Το οζώδες ερύθηµα 

θεωρείται κοινή νόσος. Οι γυναίκες εµφανίζουν την νόσο συχνότερα από τους άνδρες. Η 

νόσος φαίνεται ότι είναι ανοσολογική αντίδραση σε  αρκετά αντιγόνα. Μεταξύ των 

κυριοτέρων αιτιών οζώδους ερυθήµατος είναι και η λοιµώξη από Y. enterocolitica (Jalava et 

al. 2006, Yotsu et al. 2010).  
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Πίνακας 4. Σύνοψη των λοιµώξεων από Y. enterocolitica και των επιπτώσεών τους.  

------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
 

Λοιµώξεις 

Εντεροκολίτιδα (κυρίως σε παιδιά – συχνά σύγχρονη βακτηριαιµία) 

Ψεδοσκωλικοειδίτιδα (παιδιά < 5 ετών και νέοι) 

Οξεία µεσεντερική λεµφαδενίτιδα 

Τελική ιλεϊτιδα 

Βακτηριαιµία 

 
Μεταστατικές λοιµώξεις  

Αποστήµατα (ήπαρ, νεφροί, σπλήνας, πνεύµονες) 

∆ερµατικές εκδηλώσεις (κυτταρίτιδα, πυοµυοσίτιδα, πεµφυγοειδείς βλάβες) 

Πνευµονία 

Μηνιγγίτιδα 

Πανοφθαλµίτιδα 

Ενδοκαρδίτιδα 

Oστεοµυελίτιδα 

 
Ανοσοπαθολογικές επιπλοκές 

Αντιδραστική αρθρίτιδα (σύνδροµο Reiter) 

Μυοκαρδίτιδα 

Σπειραµατονεφρίτιδα 

Οζώδες ερύθηµα 

Φαρυγγίτιδα 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

  

3.2.2.iii. Αλλες πιθανές επιπλοκές 

Η Y. enterocolitica έχει επίσης συσχετιστεί µε τη νόσο Graves (αυτοάνοσος  

θυρεοειδίτιδα) (Tomer and Davies 1993). Η συσχέτιση αυτή έχει βασιστεί σε έµµεσες 

ενδείξεις όπως οι οµοιότητες µεταξύ αντιγονικών δοµών του µικροβίου και των 

αυτοαντιγόνων του θυρεοειδούς (Benvenga et al. 2006). Αν και η πιθανότητα κάποιας 

έµµεσης εµπλοκής των λοιµώξεων από Y. enterocolitica στην εµφάνιση της νόσου Graves σε 

άτοµα µε γενετική προδιάθεση δεν έχει αποκλειστεί (Toivanen and Toivanen 1994), σε 
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µεταγενέστερες επιδηµιολογικές µελέτες η συσχέτιση αυτή δεν τεκµηριώθηκε (Strieder et al. 

2003, Hansen et al. 2006).   

 

3.2.3. Προδιαθεσικοί παράγοντες 

Προδιαθεσικοί παράγοντες για λοίµωξη από Y. enterocolitica είναι κυρίως η µικρή 

ηλικία καθώς και η καθ’οιονδήποτε τρόπο µείωση της άµυνας του ξενιστή. Οι πλεον συχνοί 

από αυτούς τους παράγοντες για την εµφάνιση υερσινίωσης και ειδικότερα βακτηριαιµίας – 

σήψης είναι η κίρρωση του ήπατος (η θνητότητα από σήψη οφειλόµενη σε Y. enterocolitica 

σε κιρρωτικούς ασθενείς είναι ιδιαίτερα υψηλή [>60 %]), η παρουσία του HLA-B27 

αντιγόνου ιστοσυµβατότητας, η αύξηση του σιδήρου στο αίµα και στους ιστούς και οι 

θαλασσαιµίες (κυρίως Μεσογειακή αναιµία). Επίσης η συχνότητα λοιµώξεων από Y. 

enterocolitica φαίνεται να είναι αυξηµένη σε ασθενείς µε λευχαιµία, απλαστική αναιµία, 

αιµοχρωµάτωση και σακχαρώδη διαβήτη. 

Η Μεσογειακή αναιµία έχει αναγνωριστεί ως σηµαντικός προδιαθεσικός παράγοντας 

γενικευµένης υερσινίωσης από τη δεκαετία του 1970. Εκτός της σηψαιµίας, που είναι η 

συχνότερη εκδήλωση, έχουν ακόµα περιγραφεί περιπτώσεις αρθρίτιδας και οστεοµυελίτιδας. 

Στην Ελλάδα, η πλειονότητα των περιπτώσεων βακτηριαιµίας – σήψης από Y. enterocolitica 

αφορά πολυµεταγγιζόµενα παιδιά µε Μεσογειακή αναιµία. Αν και ο υποκείµενος µηχανισµός 

πρόκλησης γενικευµένης υερσινίωσης στους ασθενείς αυτούς δεν έχει αποσαφηνιστεί 

πλήρως, φαίνεται ότι ο κύριος προδιαθεσικός παράγοντας είναι η υπερσιδηραιµία (το 

πλεόνασµα ιόντων σιδήρου ευνοεί την ανάπτυξη του µικροοργανισµού). Αλλος 

προδιαθεσικός παράγοντας που θα µπορούσε να ευνοήσει τη λοίµωξη από Y. enterocolitica 

στους ασθενείς µε Μεσογειακή αναιµία είναι η σπληνεκτοµή. Επίσης, η αρχόµενη ηπατική 

βλάβη και η κίρρωση στους ασθενείς αυτούς θα µπορούσαν να παιξουν ρόλο στην ανάπτυξη 

υερσινίωσης. Στις περιπτώσεις αυτές τα µικροβιακά κύτταρα µπορούν να παρακάµψουν, 

έστω µερικώς, το δικτυοενδοθηλιακό σύστηµα του ήπατος και να διασπαρούν στο περιφερικό 

αίµα. Ανεξάρτητα του υποκείµενου µηχανισµού, κάθε περίπτωση λοίµωξης του 

γαστρεντερικού από Y. enterocolitica σε θαλασσαιµικούς ασθενείς ενέχει τον κίνδυνο 

γενικευµένης θανατηφόρου λοίµωξης. Επιβάλλεται έτσι η όσον το δυνατόν ταχύτερη 

αναγνώριση της λοίµωξης στην αρχική της εντερική µορφή που θα επιτρέψει την έγκαιρη 

χρήση αντιβιοτικών.        
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3.2.4. ∆ιάγνωση υερσινιώσεων 

Η διάγνωση των λοιµώξεων από Y. enterocolitica βασίζεται στην καλλιέργεια του 

υπόπτου υλικού (κόπρανα, αίµα, υγρόλεµφαδένων, πύον αποστηµάτων ή άλλο ύποπτο 

υλικό). Η καλλιέργεια του αρθρικού υγρού αποβαίνει αρνητική διότι η αντιδραστική 

αρθρίτιδα καθορίζεται από ανοσολογικούς παράγοντες.  

Γιά την αποµόνωση της Y. enterocolitica, αν δεν πρόκειται για καλλιέργεια 

κοπράνων ασθενούς που βρίσκεται στην οξεία φάση της εντερικής λοίµωξης, 

χρησιµοποιείται η µέθοδος του ψυχρού εµπλουτισµού σε ζωµό Rappaport ή ζωµό µε 

σελενίτη και νοβοβιοκίνη ή σε απλό ζωµό µε σελενίτη ή σε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών 

αλάτων παρουσία µαννιτόλης. Ακολουθεί ανακαλλιέργεια σε Mac Conkey άγαρ ή σε στερεό 

υλικό CIN. Στη συνέχεια γίνεται ταυτοποίηση της Y. enterocolitica και η τυποποίησή της 

(συνήθως οροτυπία και βιοτυπία όπως περιγράφηκε προηγουµένως). Ο προσδιορισµός του 

πλασµιδιακού περιεχοµένου καθώς και διάφορες γονοτυπικές µέθοδοι µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν επιβεβαιωτικά.  

Στη διάγνωση των υερσινιώσεων µπορούν ακόµα να χρησιµοποιηθούν οι ορολογικές 

εξετάσεις, η ειδική δερµοαντίδραση καθώς και η βιοψία. 

Οι ορολογικές δοκιµασίες για τη διάγνωση των υερσινιώσεων έχουν χρησιµοποιηθεί 

ευρέως, κυρίως στις Ευρωπαϊκές χώρες. Εχει αναφερθεί σηµαντική αύξηση των τίτλων 

αντισωµάτων (από 80 σε >20.000) εντός 2 έως 7 ηµερών από την οξεία εκδήλωση της 

εντερικής υερσινίωσης  (Ahvonen 1972). Eπίσης η ανάπτυξη ανοσοπαθολογικών επιπλοκών 

συνήθως συνοδεύεται από αύξηση αντισωµάτων (Winblad 1975). Οι τίτλοι αντισωµάτων 

µπορεί να παραµείνουν αυξηµένοι γιά χρόνια. Προβλήµατα ειδικότητας µπορεί να 

προκύψουν λόγω διασταυρούµενων αντιδράσεων των χρησιµοποιούµενων αντιορών κυρίως 

µε αντιγόνα της Brucella abortus (Corbel 1979). Ψευδώς θετικές αντιδράσεις, ιδιαίτερα για 

τον ορότυπο  O:3, είναι πιθανόν να προκύψουν και ασθενής µε νοσήµατα του θυρεοειδούς οι 

οποίοι δεν έχουν έρθει σε επαφή µε Y. enterocolitica (Shenkman et al. 1976).  

H τεχνική ELISA έχει σήµερα σε µεγάλο βαθµό αντικαταστήσει τις συγγολητινο-

αντιδράσεις από τις οποίες εµφανίζει µεγαλύτερη ευαισθησία για τον προσδιοριµό 

αντισωµάτων IgG and IgA. Εχουν ωστόσο παρατηρηθεί προβλήµατα ειδικότητας (ψευδώς 

θετικά αποτελέσµατα) καθώς και διασταυρούµενες αντιδράσεις (Vesikari et al. 1980). H 

τεχνική του ανοσοφθορισµού (immunofluorescence [IF]) γιά τη διάγνωση λοιµώξεων από Y. 

enterocolitica χρησιµοποιείται για την εξέταση κλινικών δειγµάτων όπως υλικά από βιοψίες 

εντέρου και λεµφαδένων (Hoogkamp-Korstanje et al. 1986). 
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3.2.5. Ευαισθησία στα αντιβιοτικά – Θεραπευτική αντιµετώπιση 

Τα στελέχη Y. enterocolitica είναι, στην πλειονότητάτους, ευαίσθητα σε διάφορα 

αντιβιοτικά µεταξύ των οποίων οι αµινογλυκοσίδες, οι τετρακυκλίνες, οι φθοριοµένες 

κινολόνες, η χλωραµφαινικόλη και οι σουλφοναµίδες. Οι πενικιλλίνες και οι παλαιότερες 

κεφαλοσπορίνες είναι αδρανείς κατά της Y. enterocolitica λόγω της ιδιοσυστασιακής για το 

είδος παραγωγής δύο τύπων β-λακταµασών (β-λακταµάσες Α και Β) κυρίως µεταξύ των 

στελεχών των οροτύπων Ο:3 και O:9. Η β-λακταµάση Α υδρολύει πενικιλλίνες και 

κεφαλοσπορίνες. Η β-λακταµάση Β εκδηλώνει ισχυρή δράση κεφαλοσπορινάσης. Στα 

ένζυµα αυτά οφείλεται η αντοχή των αντιστοίχων στελεχών των προαναφερθέντων οροτύπων 

στα αντιβιοτικά πενικιλλίνη, αµπικιλλίνη, κεφαλοθίνη και καρβενικιλλίνη  (Cornelis 1975). 

Ο φαινότυπος αντοχής στα β-λακταµικά αντιβιοτικά δεν είναι ίδιος γιά όλους τους 

ορότυπους. Γιά παράδειγµα τα στελέχη του οροτύπου O:5,27 παράγουν µόνο τη β-

λακταµάση Β (Matthew et al. 1977). Ανεξάρτητα από τις διαφοροποιήσεις που 

παρατηρούνται µεταξύ των διαφόρων οροτύπων, όλα τα παθογόνα στελέχη Y. enterocolitica 

είναι ευαίσθητα στα νεότερα β-λακταµικά αντιβιοτικά. 

Η κλινική χρήση ευρέoς φάσµατος κεφαλοσπορινών σε συνδυασµό µε 

αµινογλυκοσίδες θεωρείται αποτελεσµατική στην αντιµετώπιση εξωεντερικών λοιµώξεων 

από Y. enterocolitica (π.χ. βακτηριαιµία) (Gayraud et al. 1993). Επίσης, οι κινολόνες εχουν 

αποδειχτεί αποτελεσµατικές στη θεραπεία των εξωεντερικών λοιµώξεων από Y. 

enterocolitica (Hoogkamp-Korstanje 1987). Στις περιπτώσεις επιπεπλεγµένης 

εντεροκολίτιδας καθώς και εξωεντερικών εστιακών λοιµώξεων έχει προταθεί η χρήση 

τετρακυκλινών ή συνδυασµού τριµεθοπρίµης-σουλφοναµιδών (Cover and Aber 1989). 

  

 

 

4. Yersinia enterocolitica: Παθογένεια 

4.1. Παράγοντες παθογένειας 

Το είδος Y. enterocolitica µπορεί να θεωρηθεί ως ένα σύνολο που περιλαµβάνει 

ετερογενείς ως προς τις ιδιότητες µικροοργανισµούς όπως υποδεικνύεται από τους 6 

διακριτούς βιότυπους και, κυρίως, από τους περισσότερους από 50 οροτύπους που 

αντανακλούν την ποικιλοµορφία των Ο σωµατικών αντιγόνων (λιποπολυσακχαριτών). Η 

λοιµογόνος ικανότητα ορισµένων ορο-βιοτύπων (π.χ. O:3/4, O:8/1B, O:9/2, O:18/1B κ.λ.π. – 

βλ. Πίνακα Χ) οφείλεται στο γεγονός ότι τα στελέχη των συγκεκριµένων τύπων διαθέτουν το 

πλασµίδιο παθογονικότητας pYV (plasmid for Yersinia Virulence)  που κωδικοποιεί, µεταξύ 
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άλλων, διάφορους παθογενετικούς παράγοντες όπως την προσκολλητίνη Α της υερσίνιας 

(YadA) και το Ysc-Yop τύπου III σύστηµα απέκκρισης (TTSS) (Εικόνα 4). Επίσης, τα 

στελέχη των λοιµογόνων ορο-βιοτύπων διαθέτουν χρωµοσωµατικά γονίδια όπως τα ail, 

myfA, ystA, ysa που κωδικοποιούν επιπρόσθετους παθογονικούς παράγοντες καθώς και τη 

νησίδα υψηλής παθογονικής ικανότητας (high pathogenicity island- [HPI-]) η οποία 

σχετίζεται µε την απόκτηση ιόντων σιδήρου από τον ξενιστή (Cornelis et al. 1998, Bhagat et 

al. 2007) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4. Χάρτης του πλασµιδίου παθογένειας pYV της Y. enterocolitica. 

Προσαρµογή από Iriarte και συν. (1998). 
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Πίνακας 5. Κατανοµή του πλασµιδίου παθογονικότητας pYV της Y. enterocolitica κατά 

βιότυπο και ορότυπο. Προσαρµογή από Tennant και συν. 2003. 

------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Bιότυπος Ορότυπος 

1A 
O:4; O:5; O:6,30; O6,31; O:7,8; O:7,13; O:10; O:14; O:16; O:21; O:22; O:25; 

O:37; O:41,42; O:46; O:47; O:57; NT 

1B O:4,32*; O:8; O:13a,13b; O:16; O:18; O:20; O:21; O:25; O:41,42; NT 

2 O:5,27; O:9; O:27 

3 O:1,2,3; O:3; O:5,27 

4 O:3 

5 O:2,3 

 

*Οι έντονοι και υπογραµµισµένοι χαρακτήρες υποδεικνύουν τους ορότυπους που φέρουν το 

πλασµίδιο παθογονικότητας pYV. 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

  

Ο σηµαντικότερος ρόλος του πλασµιδίου παθογονικότητας pYV είναι να λειτουργεί 

κατά του ξενιστή σε πολλαπλά επίπεδα. Τα προϊόντα που κωδικοποιούνται από τα 

πλασµιδιακά γονίδια προσφέρουν στα pYV-θετικά στελέχη Y. enterocolitica αντοχή στο 

βακτηριοκτόνο σύστηµα του ορού καθώς και στη φαγοκυττάρωση επιτρέποντας έτσι την 

απρόσκοπτη εξωκυττάρια ανάπτυξή τους στους ιστούς που έχουν προσβληθεί. 

Το πλασµίδιο pYV κωδικοποιεί, µεταξύ άλλων, την YadA, µια πρωτεϊνη της 

εξωτερικής µεµβράνης η οποία λειτουργεί ως προσκολλητίνη. Κωδικοποιεί επίσης  και το 

Ysc-Yop τύπου III σύστηµα απέκκρισης (TTSS) το οποίο είναιυπεύθυνο για την ενεργητική 

είσοδο πρωτεϊνών στο κυτταρόπλασµα των ευαίσθητων κυττάρων του ξενιστή (Cornelis et al. 

1998). H συµµετοχή των παραγόντων που κωδικοποιούνται από το πλασµίδιο pYV (κυρίως 

των  YadA και Yop) στην πρόκληση λοίµωξης από την Y. enterocolitica, έχει τεκµηριωθεί σε 

µεγάλο αριθµό πειραµατικών µελετών. Στελέχη Y. enterocolitica που δεν διαθέτουν το 

πλασµίδιο pYV είναι ευαίσθητα στη βακτηριοκτόνο δράση του συµπληρώµατος και στα 

πολυµορφοπύρηνα λευκοκύτταρα. Θα πρέπει πάντως να σηµειωθεί ότι τέτοιου είδους 

βακτηριακά κύτταρα φαίνεται να διαθέτουν µιά περιορισµένη ικανότητα επιβίωσης εντός των  
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µακροφάγων. Επίσης, είναι δυνατόν να προκαλέσουν, για µικρό χρονικό διάστηµα, ελαφράς 

µορφής εντερική λοίµωξη χωρίς την ένταση των συµπτωµάτων που προκαλεί η τυπική 

υερσινίωση (Brubaker 1991).  

Εκτός της συµµετοχής των ‘προϊόντων’ του πλασµιδίου pYV, για την εµφάνιση 

πλήρους λοιµογόνου δράσης από τα pYV-θετικά στελέχη Y. enterocolitica, απαιτείται και η 

σύγχρονη έκφραση παραγόντων που κωδικοποιούνται από έναν αριθµό γονιδίων του 

χρωµοσώµατος. Σηµειώνεται ότι ορισµένα από τα χρωµοσωµατικά γονίδια παθογονικότητας 

της Y. enterocolitica δεν περιορίζονται στα pYV-θετικά στελέχη αλλά µπρούν να 

ανιχνευθούν και σε στελέχη που δεν διαθέτουν το πλασµίδιο pYV.  

Στα χρωµοσωµατικά γονίδια παθογονικότητας της Y. enterocolitica που βρίσκονται 

αποκλειστικά σε pYV-θετικά στελέχη περιλαµβάνονται τα παρακάτω:  

inv: κωδικοποιεί την ινβασίνη, µία πρωτεϊνη της εξωτερικής µεµβράνης του 

µικροοργανισµού η συµµετοχή της οποίας είναι απαραίτητη για την αποτελεσµατική 

µετάθεση της Y. enterocolitica µέσω του εντερικού επιθήλιου (Pepe et al. 1993). 

ail: κωδικοποιεί µία ‘πολλαπλών καθηκόντων’ πρωτεϊνη της εξωτερικής µεµβράνης 

του µικροοργανισµού η οποία συµµετέχει στη προσκόλληση του µικροοργανισµού στο 

εντερικό επιθήλιο και στη µετάθεση του βακτηριδίου). Υπάρχουν ακόµα σαφείς ενδείξης ότι 

η πρωτεϊνη Ail ενισχύει την ικανότητα επιβίωσης της Υ. enterocolitica στον ορό του ξενιστή 

[αντοχή στη βακτηριοκτόνο δράση του συµπληρώµατος]) (Miller et al. 1988). 

yst: κωδικοποιεί µία θερµοανθεκτική τοξίνη η οποία πιθανόν συµµετέχει στο 

µηχανισµό πρόκλησης διάρροιας στις οξείες εντερικές µορφές της λοίµωξης από Y. 

enterocolitica. Ο ακριβής µηχανισµός δράσης της Yst δεν έχει πλήρως διαλευκανθεί (Delor 

and Cornelis 1992, Robins-Browne et al. 1979). 

myf: κωδικοποιεί ινιδικό αντιγόνο που, πιθανώς, λειτουργεί ως προσκολλητίνη 

(Iriarte et al. 1993).  

Επιπροσθέτως, τα στελέχη Y. enterocolitica του βιοτύπου 1B τα οποία θεωρούνται 

ως τα πλέον λοιµογόνα για τον άνθρωπο, φέρουν  νησίδα υψηλής παθογονικής ικανότητας 

(high pathogenicity island- [HPI-]) η οποία σχετίζεται µε την απόκτηση ιόντων σιδήρου από 

τον ξενιστή και έτσι διευκολύνει την ανάπτυξη της Y. enterocolitica στις συνθήκες ένδειας 

σιδήρου που παρατηρείται στην επιφάνεια των βλεννογόνων και στους ιστούς (Carniel  

1999). 
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Πινακας 6. Γονίδια σχετιζόµενα µε την λοιµογόνο δράση της Y. enterocolitica. 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Γονίδια Προϊόν γονιδίου / λειτουργία Βιβλιογραφία 

Inv
C 

Ινβασίνη (πρωτεϊνη της εξωτερικής µεµβράνης 

απαραίτητη για τη µετάθεση µέσω του εντερικού 

επιθηλίου) 

Bhagat and Virdi 2007 

ail
C 

Προσκολλητίνη (πρωτεϊνη της εξωτερικής µεµβράνης 

απαραίτητη γιά την προσβολή του βλεννογόνου και την 

αντοχή στο συµπλήρωµα) 

Bhaduri et al. 1997 

virF
P Μεταγραφικός παράγοντας Bhaduri et al. 1997 

myfA
C Πιθανή προσκολλητίνη (Mucoid Yersinia factor)  Kot et al 2004 

ystA
C Εντεροτοξίνη (Yersinia stable heat-stable toxin) Thoerner et al. 2003 

ystB
C Εντεροτοξίνη (Yersinia stable heat-stable toxin) Thoerner et al. 2003 

ystC
C Εντεροτοξίνη (Yersinia stable heat-stable toxin)  Huang et al. 1997 

fepA Υποδοχέας εντεροχελίνης Schubert et al. 1999 

fedD Υποδοχέας εντεροχελίνης Schubert et al. 1999 

Fes Εστεράση εντεροχελίνης Schubert et al. 1999 

tccC
P Πρωτεάση (Insecticidal toxin-like) Bhagat and Virdi 2007 

ymoA Yersinia modulator Grant et al. 1998 

hreP Προτεάση Bhagat and Virdi 2007 

Sat Ακετυλo-τρανσφεράση Bhagat and Virdi 2007 

yadA
P, Προσκολλητίνη A Cornelis et al. 1998 

ysa
P Εκκριτικό σύστηµα (Yesinia secretion apparatus) Cornelis et al. 1998 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
C
Χρωµοσωµατικά γονίδια 

 
P
Πλασµιδιακά γονίδια   
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4.2. Λοιµογόνος δράση 

Οι παθογενετικοί µηχανισµοί της Yersinia enterocolitica δεν έχουν µέχρι σήµερα 

διευκρινιστεί πλήρως. Τα περισσότερα στελέχη Y. enterocolitica διαθέτουν µία ή και δύο 

ιδιότητες άµεσα συνδεδεµένες µε τη λοιµογόνο ικανότητά τους. Η πρώτη ιδιότητα είναι η 

δυνατότητα διείσδυσης µέσω του εντερικού τοιχώµατος. Η ιδιότητα αυτή βρίσκεται υπό τον 

έλεγχο του πλασµιδίου παθογένειας pYV (70-kb). Τα µη λοιµογόνα στελέχη Y. enterocolitica 

δεν διαθέτουν αυτό το πλασµίδιο. ∆εύτερη ιδιότητα είναι η παραγωγή θερµοανθεκτικής 

εντεροτοξίνης. Η παραγωγή της θερµοανθεκτικής εντεροτοξίνης βρίσκεται υπό τον έλεγχο 

των χρωµοσωµατικών γονιδίων ystA, ystB και ystC (Robins-Browne et al. 1979). 

4.3. ∆ιαδικασία προσαρµογής 

Η κύρια πηγή στελεχών Y. enterocolitica είναι τα τρόφιµα τα οποία κατά κανόνα 

βρίσκονται σε σχετικά χαµηλές θερµοκρασίες. Ετσι, ο µικροοργανισµός, µετά την είσοδό του 

στο γαστρεντερικό σωλήνα θα πρέπει να προσαρµοστεί στις νέες ‘περιβαλλοντικές’ 

συνθήκες. Μία από τις πρωτες αποκρίσεις προσαρµογής είναι και η αλλαγή των 

επιφανειακών αντιγονικών δοµών. Η αλλαγή προσαρµογής, τουλάχιστον στα πρώτα στάδια, 

επάγεται από τη διαφορά θερµοκρασίας µεταξύ του περιβάλλοντος και του ξενιστή. Αυτό 

συνήθως επιτυγχάνεται, ως ένα βαθµό, λόγω της παρουσίας του πλασµιδίου παθογένειας 

pYV (70-kb). Ορισµένα γονίδια του πλασµιδίου pYV κωδικοποιούν πολυπεπτίδια της 

εξωτερικής µεµβράνης τα οποία εκφράζονται στους 37°C αλλά όχι στους 25°C (βλ. Πίνακα 

7) (Bottone 1997). 

 

Πίνακας 7. Επίδραση της θερµοκρασίας στα χαρακτηριστικά και στη έκφραση  λοιµογόνων 
παραγόντων στο είδος Y. enterocolitica (Προσαρµογή από Βottone 1997). 
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

37οC   25οC 
Χρωµοσωµατικό χαρακτηριστικό     -------------------------------------------- 
 Λιποπολυσακχαρίτες (LPS)     Rough    Smooth 
 Κυτταρική µορφολογία     Πλειοµορφική   Κοκκοειδής 
 Προσκόλληση στα φαγοκύτταρα    Ασθενής   Ισχυρή 
 Παρουσία µαστιγίου      Οχι    Ναι 
 Ινβασίνη      Οχι   Ναι 
 Παραγωγή εντεροτοξίνης    Οχι   Ναι
 Υερσινιαβακτίνη     Ναι   Οχι 
 
Πλασµιδιακό χαρακτηριστικό   
 Πρωτεϊνες εξωτερικής µεµβράνης   Ναι   Οχι 
 Yδροφοβικότητα κυτταρικής επιφάνειας  Ναι   Οχι 
 Αντοχή στον ορό      Ναι   Οχι 
 Εξάρτηση από ασβέστιο    Ναι   Οχι
 Αυτοσυγκόλληση      Ναι   Οχι 
 Αντοχή στη φαγοκυττάρωση    Ναι   Οχι 
 Αντοχή στην ενδοκυτ. θανάτωση (µακροφάγα)  Υψηλή   Αµελητέα  
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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4.4. Προσκόλληση 

Προσκόλληση παθογόνων στελεχών Y. enterocolitica (παθογόνοι βιότυποι 1B, 2, 3, 4 

και 5) που φέρουν το πλασµίδιο pYV σε καλλιέργειες κυττάρων HeLa και HEp-2 

(ευκαρυωτικές κυτταρικές σειρές) έχει περιγραφεί σε πολλές µελέτες (O’ EV et al. 1990, 

Mors and Pai 1980, Vesikari et al 1981). Ωστόσο, η ικανότητα προσκόλλησης σε κυτταρικές 

σειρές HeLa δεν απαιτεί την παρουσία του pYV. Πράγµατι, έχει αποδειχθεί ότι κύτταρα 

στελέχους Y. enterocolitica από τα οποία είχε αφαιρεθεί το πλασµίδιο pYV, διατηρούν, έστω 

και µειωµένη, την ικανότητα προσκόλλησης στην επιφάνεια των κυττάρων HeLa (Schiemann 

et al. 1982). Φαίνεται ότι αυτή καθ’αυτή η παρουσία του pYV δεν είναι επαρκής για να 

προσδώσει πλήρη προσκολλητική ικανότητα στα λοιµογόνα στελέχη Y. enterocolitica. 

∆ιάφορες µελέτες έχουν δείξει το ρόλο των περιβαλλοντικών συνθηκών στην εκδήλωση της 

ικανότητας προσκόλλησης. Μετά από καλλιέργεια στελέχους που περιείχε το πλασµίδιο 

παθογένειας pYV σε θερµοκρασία 26°C σε θρεπτικά υλικά εµπλουτισµένα µε ασβέστιο, τα 

βακτηριακά κύτταρα εµφάνιζαν ισχυρή προσκόλληση σε κύτταρα HeLa και HEp-2. 

Αντίθετα, η ικανότητα προσκόλλησης σε κύτταρα HeLa και HEp-2 όταν το στέλεχος 

επωάστηκε στους 37°C στο ίδιο υλικό που περιείχε ιόντα ασβεστίου, εµφανίστηκε σηµαντικά 

µειωµένη (Bolin et al. 1988).  

Χρησιµοποιώντας την τεχνική αδρανοποίησης των γονιδίων του πλασµίδιου 

παθογένειας pYV, οι Kapperud και συν (1987) ταυτοποίησαν τέσσερα (4) πλασµιδιακά 

εξαρτώµενα και επαγώγιµα από τη θερµοκρασία χαρακτηριστικά της εξωτερικής µεµβράνης 

τα οποία σχετίζονται µε την προσκόλληση στα επιθηλιακά κύτταρα: (i) ένα ‘στρώµα’ ινιδίων 

το οποίο καλύπτει την εξωτερική µεµβράνη, (ii) την πρωτεϊνη YOP1 της εξωτερικής 

µεµβράνης (πρόκειται γιά τη δοµική µονάδα των προαναφερθέντων ινιδίων), (iii) αυτόµατη 

αυτοσυγγκόληση σχετιζόµενη µε την ύπαρξη ινιδίων στη κυτταρική επιφάνεια και (iv) τη 

µαννόζη – ανθεκτική αιµοσυγκόληση ερυθρών αιµοσφαιρίων ινδικών χοιριδίων (Kapperud et 

al. 1987). 

Αν και τα στελέχη Y. enterocolitica που ανήκουν στο βιότυπο 1A δεν φέρουν το 

πλασµίδιο παθογένειας pYV, διάφοροι τύποι ινιδίων έχουν παρατηρηθεί στο βιότυπο αυτό. 

Ενας από τους τύπους αυτών των ινιδίων, ο MR/Y-HA, έχει διάµετρο  8 nm, προκαλεί 

συγκόλληση ερυθρών αιµοσφαιρίων ποικίλης προέλευσης παρουσία µαννόζης και 

εκφράζεται in vitro σε χαµηλές θερµοκρασίες (< 25οC) αλλά όχι στους 37°C (Old et al. 

1984). Ενας δεύτερος τύπος ινιδίων, ο MR/K-like HA, είναι 4 nm σε διάµετρο και προκαλεί 

επίσης συγκόληση ενός µικρότερου εύρους ερυθρών αιµοσφαιρίων παρουσία µαννόζης (Old 

et al. 1984). Η in vitro έκφραση των προαναφερθέντων ινιδίων επιτυγχάνεται µετά από 

διαδοχικές ανακαλλιέργειες γιά τουλάχιστον 7 24-ωρα. Τα ινίδια αυτά δεν φαίνεται να 
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προσφέρουν δυνατότητες προσκόλλησης σε εργαστηριακές καλλιέργειες επιθηλιακών 

κυττάρων (Isberg 1991). Ετσι, ο πιθανός ρόλος τους  στις λοιµώξεις που προκαλούνται από 

στελέχη Y. enterocolitica του βιοτύπου 1Α δεν έχει διευκρινιστεί (Tennant et al. 2003). 

Ορισµένα στελέχη Y. enterocolitica παράγουν την ινιδιακή προσκολλητίνη Myf 

(Μucoid Yersinia fibrillae). Η παραγωγή και έκφραση της δοµής αυτής συνδέεται µε την 

ανάπτυξη βλεννωδών αποικιών µετά από καλλιέργεια σε κοινά θρεπτικά υλικά. Τα Myf είναι 

λεπτά ευκίνητα ινίδια που εµφανίζουν σηµαντικές οµοιότητες µε το CS3. Το τελευταίο 

θεωρείται απαραίτητος παράγοντας αποικισµού σε ορισµένα εντεροτοξινογόνα στελέχη  

Escherichia coli (Tennant et al. 2003). Ο ρόλος του Myf στον αποικισµό του εντερικού 

βλεννογόνου  από την Y. enterocolitica δεν είναι γνωστός.  

 
 
 

4.5. Μηχανισµοί προσβολής των επιθηλιακών κυττάρων 

Η είσοδος των εντεροπαθογόνων βακτηριδίων στα κύτταρα του εντερικού επιθηλίου 

είναι το σηµαντικότερο βήµα για την εκδήλωση της παθογόνου δράσης. Ετσι, η ικανότητα 

της Y. enterocolitica να προσβάλλει τα επιθηλιακά κύτταρα σχετίζεται άµεσα µε τη 

λοιµογόνο δράση του µικροοργανισµού (Miller et al. 1989). Η προσβολή του επιθηλίου από 

εντεροπαθογόνα βακτηρίδια όπως η Y. enterocolitica απαιτεί την ενεργοποίηση διαδικασιών 

οι οποίες θα επιτρέψουν στο µικροοργανισµό να ξεπεράσει το φράγµα του βλεννογόνου, να 

εισέλθει σε κύτταρο που δεν διαθέτει φαγοκυτταρικές ικανότητες και έτσι να 

αποδιοργανώσει και να ξεπεράσει τον εντερικό φραγµό. Για να επιτύχουν την είσοδό τους 

στα επιθηλιακά κύτταρα, τα κύτταρα της Y. enterocolitica συνδέονται ισχυρά, µέσω της 

βακτηριακής ινβασίνης (Ιnv – προϊόν του γονιδίου inv) µε τις ιντεγκρίνες της οικογένειας β1 

οι οποίες εντιπίζονται στην επιφάνεια του ευκαρυωτικού κυττάρου (διαδικασία “zippering”) 

(Εικόνα 5) (Isberg 1991, Isberg and Barnes 2001). Θα πρέπει πάντως να σηµειωθεί ότι σε 

µερικά λοιµογόνα στελέχη που φέρουν το πλασµίδιο pYV, η διαδικασία προσβολής των 

κυττάρων του επιθηλίου προχωρεί µε σχετικά αργό ρυθµό πιθανόν λόγω των επιδράσεων των 

Yops στις πρωτεϊνες του κυτταροσκελετού (Cornelis et al. 1998). 
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Εικόνα 5. Σύνδεση της βακτηριακής Ινβασίνης µε τις β1 ιντεγκρίνες του ευκαρυωτικού 

κυττάρου (διαδικασία “zippering”). Προσαρµογή από Sansonetti (2002). 

 

4.6. Τοπική και συστηµατική διασπορά 

Εκτός της εντεροκολίτιδας, τα λοιµογόνα στελέχη Y. enterocolitica µπορούν να 

διασπαρούν και να προκαλέσουν γενικευµένες λοιµώξεις. Τα βακτηριακά κύτταρα 

διαπερνούν το εντερικό επιθήλιο στις πλάκες Peyer του ειλεού (Grutzkau et al. 1990). Η 

σύνδεση της βακηριακής Ινβασίνης (πρωτεϊνη της εξωτερικής µεµβράνης της Y. 

enterocolitica µε µοριακό βάρος 103kDa) µε τις β1 ιντεγκρίνες των κυττάρων Μ είναι 

κεντρικής σηµασίας για την εγκατάσταση και τη τοπική διασπορά του µικροοργανισµού. 

Μεταλλαγµένα στελέχη που αδυνατούν να παράγουν την πρωτεϊνη Inv διατηρούν κάποια 

ικανότητα να προσδένονται και να προσβάλλουν τα κύτταρα M, αλλά σε πολύ µικρότερο 

βαθµό από τα λοιµογόνα στελέχη και η ικανότητά τους να αποικίζουν τις πλάκες Peyer είναι 

σηµαντικά µειωµένη (Clark et al. 1998). Αλλες πρωτεϊνες που εντοπίζονται στην επιφάνεια 

των κυττάρων της Y. enterocolitica, όπως  οι Ail, PsaA and YadA πιθανόν να συµµετέχουν 

στον µικρής έκτασης αποικισµό των πλακών Peyer που µπορεί να παρατηρηθεί µε στελέχη 

που δεν εκφράζουν την πρωτεϊνη Inv (Marra et al. 1997). 

Μετά τη διαδικασία προσβολής, τα κύτταρα της Y. enterocolitica ‘αµύνονται’ κατά 

των συρρεόντων τοπικών µακροφάγων. Η αντίσταση αυτή βασίζεται στην παραγωγή των 

πλασµιδιακών πρωτεϊνών YopH, YopT και YopE οι οποίες έχουν τη δυνατότητα να 

αποδιοργανώνουν τον κυτταροσκελετό των µακροφάγων και να αναστέλλουν τη 

φαγοκυττάρωση (Fällman et al. 1997, Cornelis 1998). Ετσι, τα βακτηριακά κύτταρα 

διατηρούν την εξωκυττάρια εντόπισή τους στις πλάκες Peyer καθώς και στους µεσεντέριους 
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λεµφαδένες γεγονός που τους παρέχει τη δυνατότητα να διασπαρούν και να προκαλέσουν 

εστιακές ή και γενικευµένες λοιµώξεις  (Εικόνα 6a). 

 

    Εικόνα 6. Συνοπτική-σχηµατική παρουσίαση της παθογενετικής δράσης της Y. 

enterocolitica. Προσαρµογή από Sansonetti (2002). 
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 Οι προτεϊνες Yops παραλαµβάνονται από τα κύτταρα του ξενιστή µέσω του 

εκκριτικού συστήµατος ΙΙΙ. Η YopH, µία φωσφατάση της τυροσίνης, αποφωσφορυλιώνει 

διάφορες κινάσες του ξενιστή οι οποίες εµπλέκονται στη φαγοκυττάρωση (Persson et al. 

1997). Η YopT προκαλεί επανακατανοµή των GTPασών της οικογένειας Rho (Zumbihl et al. 

1999). Η YopE απενεργοποιεί τις GTPάσες της οικογένειας Rho που εµπλέκονται στη 

φαγοκυττάρωση (Black et al. 2000). Η YpkA συνδέεται µε τις Rac και Rho (άγνωστης 

λειτουργίας). Αυτές οι τέσσερις Yops αλλάζουν και αποδιοργανώνουν τη ακτίνη του 

κυτταροσκελετού παρεµποδίζοντας έτσι τη διαδικασία φαγοκυττάρωσης. Η YopJ µειώνει την 

ενεργοποίηση των MAPKKs και NF-B µε αποτέλεσµα την επιβράδυνση της διαδικασίας 

απόπτωσης και την αναστολή της παραγωγής κυτταροκινών. Τέλος, η πρωτεϊνη YopM 

µεταναστεύει στον πυρήνα (η σηµασία της τελευταίας διαδικασίας είναι άγνωστη) (Εικόνα 

6b). 
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5. ΜΙΚΡΟΒΙΑΚΕΣ ΒΙΟΜΕΜΒΡΑΝΕΣ 
 
 
 Οι µικροβιακές βιοµεµβράνες (biofilms) (εφεξής βιοµεµβράνες) είναι δοµές που 

µπορούν να σχηµατίσουν πολλά είδη βακτηρίων µετά τη σταθερή προσκόλλησή τους σε 

ποικιλία επιφανειών, περιλαµβανοµένων και των επιθηλιακών επιφανειών. Τα βακτηριακά 

κύτταρα, µετά τη προσκόλλησή τους, περιβάλλονται από πολυµερείς ουσίες, κυρίως  

πολυσακχαρίτες (Donlan and Costerton 2002). Ετσι, τα βασικά συστατικά που συγκροτούν 

µία βιοµεµβράνη είναι η α) επιφάνεια προσκόλλησης (µπορεί να είναι είτε έµβια ή η 

επιφάνεια κάποιου αδρανούς υλικού), β) τα µικροβιακά κύτταρα και γ) το εξωκυττάριο 

πολυµερές (αναφέρεται και ως γλυκοκάλυκας). Απουσία οποιουδήποτε εκ των τριών 

παραπάνω συστατικών καθιστά αδύνατη τη συγκρότηση βιοµεµβράνης (Dunne 2002).  

 Υπό τις κατάλληλες συνθήκες, τα περισσότερα είδη βακτηρίων έχουν τη δυνατότητα 

σχηµατισµού βιοµεµβρανών (Dunne 2002). Ουσιαστικά, µεγάλο µέρος της µικροβιακής 

βιοµάζας υφίσταται µε τη µορφή βιοµεµβρανών. Επίσης, πολλά από τα παθογόνα καθώς και 

ευκαιριακά παθογόνα βακτήρια προκαλούν λοιµώξεις -συχνά χρόνιες- µετά το σχηµατισµό 

βιοµεµβράνης ο οποίος θεωρείται σηµαντικός λοιµογόνος παράγοντας. 

 Υπάρχει ευρεία διαβάθµιση στην ικανότητα των διαφόρων µικροοργανισµών να 

σχηµατίζουν βιοµεµβράνες. Ορισµένα βακτηριακά είδη εµφανίζουν συγκριτικά αυξηµένες 

δυνατότητες συγκρότησης βιοµεµβρανών. Σε αυτά περιλαµβάνονται διάφορα είδη 

σταφυλοκόκκων (Staphylococcus epidermidis, S. aureus και S. mutans), εντερόκοκκοι, 

Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Legionella pneumophila, Vibrio cholerae, 

Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli και Proteus mirabilis (Christensen et al 1982, 

Donlan and Costerton 2002, Βαµβακοπούλου και συν. 2003).  

 Από την άποψη της συντήρησης, της λοιµογόνου δράσης και της επιβίωσης ενός 

µικροοργανισµού στη βιοµεµβράνη, η ποσότητα και οι φυσικοχηµικές ιδιότητες του 

γλυκοκάλυκα κατέχουν κεντρικό ρόλο. Γενικά, το στρώµα του γλυκοκάλυκα αποτελείται α) 

από ένα πολυσακχαριδικό σύµπλεγµα το οποίο παράγεται από τα ίδια τα βακτηριακά 

κύτταρα (γλυκοζάµινο-γλυκάνες στον S. epidermidis, αλγινικά στην P. aeruginosa και 

κολανικό στην E. coli), β) από εξωγενείς ουσίες απαραίτητες για το µεταβολισµό των 

βακτηριακών κυττάρων, όπως ολιγο- και πολυπεπτίδια, νουκλεϊκά οξέα, ιχνοστοιχεία κ.λ.π. 

και γ) από υψηλό ποσοστό νερού (>90 %) (Donlan and Costerton 2002, Sutherland 2001, 

Wilson 2001). 

 Η δηµιουργία της βιοµεµβράνης γίνεται σταδιακά. Προηγείται η προσέγγιση του 

βακτηριακού κυττάρου στην επιφάνεια. Λόγω της πρροσέγγισης αναπτύσσονται διάφορες 

ελκτικές και απωστικές δυνάµεις. Η προσκόλληση συµβαίνει όταν επικρατήσουν οι πρώτες. 

Στο στάδιο αυτό, ο σηµαντικότερος παράγοντας συνάφειας είναι ο βαθµός υδροφοβικότητας 



 
 

42 

της βακτηριακής επιφάνειας και της επιφάνειας προσκόλλησης (Dunne 2002, Vuong & Otto, 

2002). Στο σηµείο αυτό η προσκόλληση είναι αντιστρεπτή. Ακολούθως η προσκόλληση 

ισχυροποιείται παύοντας να είναι αντιστρεπτή λόγω της αλληλεπίδρασης µεταξύ 

πρωτεϊνικών δοµών (κυρίως φιµπρίων) της βακτηριακής επιφάνειας και µακροµορίων της 

επιφάνειας προσκόλλησης (ινωδογόνο, φιµπρονεκτίνη, λαµινίνη, κολλαγόνο, γλυκάνες, 

παράγοντες συµπληρώµατος κ.λ.π.) (O’Gara & Humphreys 2001).  

 Μετά τη σταθερή προσκόλληση, η δραστική αλλαγή των περιβαλλοντικών συνθηκών 

αναγκάζει τα βακτηριακά κύτταρα να προσαρµόσουν το µεταβολισµό τους αυξοµειώνοντας 

τη µεταγραφή σειράς γονιδίων. Υπολογίζεται ότι υπό τις περιβαλλοντικές συνθήκες που 

δηµιουργεί η βιοµεµβράνη, τροποποιείται η µεταγραφή περίπου του 40 % των βακτηριακών 

γονιδίων (Pringet-Combaret et al 1999). Οι βασικές µεταβολικές τροποποιήσεις αφορούν 

στην αναπνοή, τη µεταφορά ηλεκτρονίων, τη παραγωγή θερµότητας, το ρυθµό ανάπτυξης και 

την παραγωγή εξωκυττάριων πολυµερών (Wilson 2001). Ακολουθεί ο (συνήθως βραδύς) 

πολαπλασιασµός των βακτηριακών κυττάρων και η συσσώρευσή τους σε µικροαποικίες η 

οποία ευνοεί την επικοινωνία και το µεταβολικό συντονισµό τους µέσω ειδικών µορίων 

quorum-sensing (Watnick and Kolter 2002). Κατά το στάδιο αυτό (στάδιο ωρίµανσης της 

βιοµεµβράνης) παρατηρείται αυξηµένη παραγωγή εξωκυττάριων πολυσακχαριτών οι οποίοι, 

συνδυαζόµενοι µε οργανικά και ανόργανα µόρια του άµεσου περιβάλλοντος, σχηµατίζουν το 

γλυκοκάλυκα (Wilson 2001, Donlan 2002). Με την πάροδο του χρόνου, η βιοµεµβράνη 

γίνεται πυκνότερη και πιο περίπλοκη µε αποτέλεσµα την επιβράδυνση της εισόδου θρεπτικών 

συστατικών, την αναστολή του πολλαπλασιασµού και το θάνατο των µικροβιακών κυττάρων 

της κατώτερης στιβάδας. Παράλληλα, παρατηρείται συγκέντρωση τοξικών µικροβιακών 

µεταβολιτών. Ιδιαίτερη σηµασία έχει το γεγονός ότι στο στάδιο της ώριµης βιοµεµβράνης τα 

µικροβιακά κύτταρα εµφανίζουν υψηλού επιπέδου αντοχή στα περισσότερα αντιβιοτικά. Οι 

κυριότεροι λόγοι είναι α) η αδυναµία διείσδυσης του αντιβιοτικού µέσα απο το πυκνό πλέγµα 

του γλυκοκάλυκα, β) η υψηλή συγκέντρωση ενζύµων που αδρανοποιούν τα αντιβιοτικά, γ) ο 

χαµηλός ρυθµός µεταβολισµού των µικροβίων ο οποίος µειώνει τη δραστικότητα 

αντιβακτηριακών όπως τα β-λακταµικά και δ) το όξινο pH και η µείωση της τάσης οξυγόνου, 

συνθήκες που δεν ευνοούν τη δράση διαφόρων αντιβιοτικών όπως οι αµινογλυκοσίδες (Poole 

2012).                

    Το φαινόµενο της υψηλής αντοχής των µικροβίων στις βιοµεµβράνες έχει ιδιαίτερη 

κλινική σηµασία δεδοµένου ότι περίπου το 65 % των λοιµώξεων στον άνθρωπο οφείλεται σε 

βακτήρια που εκδηλώνουν την παθογόνο δράση τους µέσω των βιοµεµβρανών. Οι συχότερες 

από τις λοιµώξεις στις οποίες εµπλέκονται βιοµεµβράνες είναι οι παρακάτω: 

 α) Μέση πυώδης ωτίτιδα. Οφείλεται στη δηµιουργία πολυµικροβιακών 

βιοµεµβρανών. Τα παθογόνα που ανιχνέυονται συχνότερα είναι ο Streptococcus pneumoniae, 
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H. influenzae, M. catarrhalis, β-αιµολυτικοί στρεπτόκοκκοι, σταφυλόκοκκοι και P. 

aeruginosa.   

 β) Ενδοκαρδίτιδα φυσικών βαλβίδων. Η βιοµεµβράνη σχηµατίζεται στην επιφάνεια 

του ενδοθηλίου των βαλβίδων. Τα µικρόβια που ενέχονται στη λοίµωξη αυτή είναι κυρίως 

στρεπτόκοκκοι και σταφυλόκοκκοι. 

 γ) Χρόνια βακτηριακή προστατίτιδα. Οφείλεται στο σχηµατισµό βιοµεµβράνης 

κυρίως από E. coli και άλλα εντεροβακτηριοειδή. 

 δ) Λοιµώξεις σχετιζόµενες µε βιοϊατρικά υλικά. Οι λοιµώξεις αυτές οφείλονται σε 

ποικιλία Gram θετικών και αρνητικών ειδών. Οι βιοµεµβράνες σχηµατίζονται στην επιφάνεια 

των πολυµερών υλικών που χρησιµοποιούνται για τη κατασκευή τεχνητών βαλβίδων, 

καθετήρων, τεχνητών αρθρώσεων, φακών επαφής κ.λ.π. (Donlan and Costerton 2002). 

 ε) Λοίµωξη του αναπνευστικού σε ασθενείς µε κυστική ίνωση. Πρόκειται για χρόνια 

λοίµωξη οφειλόµενη στην εγκατάσταση βιοµεµβρανών P. aeruginosa στο επιθήλιο του 

κατώτερου αναπνευστικού. 

 

 

5.1. Βιοµεµβράνες στο γένος Yersinia 

  Μεταξύ των υερσινιών, συγκρότηση µικροβιακής βιοµεµβράνης µε έµµεση κλινική 

σηµασία έχει µέχρι σήµερα αποδειχθεί µόνο στο είδος Y. pestis.  

 H Y. pestis είναι το αίτιο της πανώλης, νόσου µε πολύ υψηλή θνητότητα. Η πανώλη 

εµφανίζεται µε τρείς µορφές: τη βουβωνική (ή αδενική), την πνευµονική και τη σηψαιµική 

µορφή. Από τους δύο επιδηµιολογικούς τύπους, την «αστική» πανώλη και τη πανώλη των 

δασών, ο πρώτος έχει πρακτικά εξαφανιστεί ενώ ο δεύτερος διατηρείται µε τη µορφή 

επιζωοτίας κυρίως µεταξύ των τρωκτικών και περιστασιακά προσβάλλει ανθρώπους µετά 

από επαφή µε µολυσµένα ζώα. Η µεταφορά στον άνθρωπο από νοσούντες ποντικούς ή άλλα 

τρωκτικά γίνεται µέσω δύο ειδών ψύλλων: α) τον Xenopsylla cheopis και β) τον 

Ceratophyllus fasciatus. Ο ψύλλος αναρροφά το µολυσµένο αίµα από το πάσχον ζώο και το 

εγκαταλείπει όταν αυτό πεθάνει. Η Y. pestis πολλαπλασιάζεται µέσα στο πεπτικό σύστηµα 

του ψύλλου και µε αναγωγή ενοφθαλµίζεται σε ένα νέο ξενιστή, συνήθως ένα άλλο τρωκτικό 

και σπάνια στον άνθρωπο.   

Η δυνατότητα µετάδοσης της Y. pestis από τα αρθρόποδα-φορείς εξαρτάται από την 

παρουσία πυκνών συσσωµατώσεων του µικροοργανισµού στην  προκοιλιακή βαλβίδα του 

πεπτικού συστήµατος του εντόµου και την απόφραξή της (Hinnebusch et al. 1996, Jarrett et 

al. 2004). Αυτό επιτυγχάνεται µε την δηµιουργία µικροβιακής βιοµεµβράνης στη 

συγκεκριµένη ανατοµική θέση. Η σύσταση του γλυκοκάλυκα είναι παρόµοια µε αυτή που 

παρατηρείται στις βιοµεµβράνες που σχηµατίζουν τα κολοβακτηρίδια (πολυµερές της 1,6-N-
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ακετυλ-D-γλυκοζαµίνης) (Wang et al. 2004, Itoh et al. 2005, Bobrov et al. 2008). Στη 

δηµιουργία βιοµεµβράνης από την Y. pestis εµπλέκονται συνολικά 6 hms (hemin storage) 

γονίδια: hmsH, hmsF, hmsR, hmsS, hmsT και hmsP. Τα τέσσερα πρώτα γονίδια συγκροτούν 

ένα πολυσιστρονικό οπερόνιο (hmsHFRS). Από τα προϊόντα των αντίστοιχων γονιδίων, οι 

HmsH και HmsF είναι πρωτεϊνες της εξωτερικής µεµβράνης µε δράση απακετυλάσης ενώ οι 

πρωτεϊνες HmsR και HmsS βρίσκονται στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη και δρουν ώς 

γλυκοσυλ-τρανσφεράσες. Οι πρωτεϊνες αυτές είναι υπεύθυνες για την παραγωγή του 

πολυµερούς του γλυκοκάλυκα (Fetherston et al. 1992, Lillard et al. 1997, Perry et al. 2004). 

Τα προϊόντα των γονιδίων hmsT και hmsP (ΗmsT και ΗmsP) είναι πρωτεϊνες της 

κυτταροπλασµατικής µεµβράνης µε ενζυµική δράση κυκλάσης και φωσφοδιεστεράσης, 

αντίστοιχα. Τα ένζυµα αυτά ρυθµίζουν την παραγωγή της βιοµεµβράνης (Kirillina et al. 

2004, Bobrov et al. 2005, Simm et al. 2005).  

Η ικανότητα δηµιουργίας βιοµεµβρανών από τα άλλα είδη του γένους Yersinia δεν 

έχει µελετηθεί συστηµατικά αν και υπάρχουν ενδείξεις, βασισµένες σε πειράµατα σε 

περιορισµένο αριθµό στελεχών, ότι τα είδη Y. enterocolitica και Y. pseudotuberulosis 

µπορούν υπό ειδικές συνθήκες να συγκροτούν βιοµεµβράνες σε µη έµβιες επιφάνειες. Μέρος 

της παρούσας µελέτης ήταν η φαινοτυπική διερεύνηση της δυνατότητας του είδους Y. 

enterocolitica να παράγει βιοµεµβράνη υπό ελεγχόµενες in vitro συνθήκες καθώς και οι 

αξιολόγηση των σχετικών πειραµατικών µεθοδολογιών.  
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ΕΙ∆ΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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1. ΣΚΟΠΟΣ 

 

Ο σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν : 

1. Η συλλογή αντιπροσωπευτικού δείγµατος στελεχών Yersinia enterocolitica από 

ασθενείς µε υερσινίωση κατά την περίοδο 2006-2011 

2. Η τυποποίηση των στελεχών µε συµβατικές (οροτυπία – βιοτυπία) και µοριακές 

µεθόδους (PFGE) 

3. O προσδιορισµός των φαινοτύπων αντοχής στα αντιβιοτικά 

4. Η ανίχνευση του πλασµιδίου παθογένειας pYV καθώς και πλασµιδιακών και 

χρωµοσωµατικών γονιδίων που σχετίζονται µε τη λοιµογόνο δράση του µικροργανισµού 

5. Η διερεύνηση της ικανότητας των στελεχών να συγκροτούν βιοµεµβράνη (biofilm) υπό 

ελεγχόµενες εργαστηριακές συνθήκες. 

6. Η αξιολόγηση της επίδρασης της βιοµεµβράνης στην ευαισθησία των στελεχών στους 

αντιµικροβιακούς παράγοντες.   
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

2.1. Σύντοµη έκθεση της πειραµατικής πορείας 

 

-Καλλιέργεια και αποµόνωση στελεχών Υ. enterocolitica από κόπρανα ή/και αίµα 

θαλασσαιµικών κυρίως παιδιών. 

-Ταυτοποίηση σε επίπεδο είδους µε εξέταση των καλλιεργητικών χαρακτηριστικών 

και των βιοχηµικών ιδιοτήτων των στελεχών. 

-Προσδιορισµός οροτύπων µε τη χρήση εµπορικά διαθέσιµων αντιορών. 

-Προσδιορισµός βιοτύπων µε τις κατάλληλες βιοχηµικές δοκιµασίες. 

-Προσδιορισµός της ευαισθησίας των στελεχών σε ευρύ φάσµα αντιµικροβιακών 

παραγόντων.  

-Φαινοτυπικός έλεγχος της εξάρτησης των στελεχών Y. enterocolitica από ασβέστιο. 

-Ελεγχος παραγωγής της πρωτεϊνης YadA.  

-Μοριακή τυποποίηση των στελεχών µε τη µέθοδο της ηλεκτροφόρησης σε 

παλλόµενο ηλεκτρικό πεδίο (PFGE) µετά από πέψη του γενοµικού DNA µε την 

ενδονουκλεάση XbaI. 

-Αποµόνωση και χαρακτηρισµός πλασµιδιακού DNA. 

-Ανίχνευση γονιδίων σχετιζόµενων µε τη λοιµογόνο ικανότητα της Y.enterocolitica 

µε τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) 

-Ποιοτική και ποσοτική διερεύνηση της ικανότητας των στελεχών Y.enterocolitica  

να σχηµατίζουν βιοµεµβράνες. 

-Ανίχνευση του γονιδίου waaE, σχετιζόµενo µε την ικανότητα της Y.enterocolitica να 

σχηµατίζει βιοµεµβράνη, µε τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης 

(PCR) 

-Προσδιορισµός των επιπέδων ευαισθησίας στους αντιµικροβιακούς παράγοντες 

παρουσία βιοµεµβράνης,  

 

 

2.2. Συλλογή κλινικών στελεχών - Ασθενείς 

Στην παρούσα εργασία µελετήθηκε συλλογή 60 στελεχών Y. enterocolitica ή 

πλειονότητα των οποίων προερχόταν από θαλασσαιµικά κυρίως παιδιά µε γαστρεντερίτιδα 

ή/και σηψαιµία (εύρος ηλικιών 6 µηνών - 3 ετών). Τα στελέχη προέρχονταν από το Θριάσιο 

Γενικό Νοσοκοµείο Ελευσίνας  και αποµονώθηκαν κατά τη χρονική περίοδο 2006-2011.Το 
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συχνότερο κλινικό υλικό αποµόνωσης ήταν τα κόπρανα (Ν=46). Από καλλιέργειες αίµατος 

αποµονώθηκαν 11 στελέχη. Σε τρείς περιπτώσεις, ο µικροοργανισµός αποµονώθηκε από τα 

κόπρανα και το αίµα των ασθενών.  

Τα παραπάνω δεδοµένα αναφέρονται αναλυτικά στον Πίνακα 8. 

 

Πίνακας 8. Προέλευση των 60 κλινικών στελεχών  Y. enterocolitica που χρησιµοποιήθηκαν 

στη µελέτη.  

Α/Α 
Κωδικός 

στελέχους 
Υποκείµενο νόσηµα Κλινικό υλικό 

    

1 4 Θαλασσαιµία Κόπρανα 

2 47 Θαλασσαιµία Κόπρανα 

3 6 Θαλασσαιµία Κόπρανα 

4 43 Θαλασσαιµία Αίµα 

5 36 Θαλασσαιµία Αίµα 

6 19 Θαλασσαιµία Κόπρανα 

7 70 Θαλασσαιµία Κόπρανα 

8 2 Θαλασσαιµία Κόπρανα 

9 9 Θαλασσαιµία Κόπρανα 

10 21 Θαλασσαιµία Αίµα 

11 24 Θαλασσαιµία Κόπρανα 

12 8 Θαλασσαιµία Κόπρανα 

13 52 Θαλασσαιµία Κόπρανα 

14 14 -α Κόπρανα 

15 16 - Κόπρανα 

16 13 - Κόπρανα 

17 20 - Κόπρανα 

18 71 Θαλασσαιµία Αίµα 

19 25 Θαλασσαιµία Κόπρανα 

20 11 Θαλασσαιµία Κόπρανα 

21 29 - Κόπρανα 

22 7 Θαλασσαιµία Κόπρανα 

23 37 - Αίµα 

24 30 - Κόπρανα 

25 72 - Αίµα 

26 26 Θαλασσαιµία Κόπρανα 

27 63 Θαλασσαιµία Κόπρανα 
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Πίνακας 8. Προέλευση των 60 κλινικών στελεχών  Y. enterocolitica που χρησιµοποιήθηκαν 

στη µελέτη. (συνέχεια) 

Α/Α 
Κωδικός 

στελέχους 
Υποκείµενο νόσηµα Κλινικό υλικό 

    

28 46 - κόπρανα 

29 56 - κόπρανα 

30 27 Θαλασσαιµία κόπρανα 

31 34 Θαλασσαιµία κόπρανα 

32 17 Θαλασσαιµία κόπρανα 

33 28 - κόπρανα 

34 50 - κόπρανα 

35 49 - κόπρανα 

36 42 - κόπρανα 

37 62 Θαλασσαιµία κόπρανα 

38 22 Θαλασσαιµία αίµα 

39 10 Θαλασσαιµία κόπρανα 

40 48 - κόπρανα 

41 53 - κόπρανα 

42 44 - κόπρανα 

43 55 Θαλασσαιµία κόπρανα 

44 54 - κόπρανα 

45 31 Θαλασσαιµία αίµα 

46 35 Θαλασσαιµία αίµα/κόπρανα 

47 15 Θαλασσαιµία κόπρανα 

48 58 - κόπρανα 

49 33 Θαλασσαιµία αίµα 

50 73 Θαλασσαιµία κόπρανα 

51 32 - αίµα 

52 3 Θαλασσαιµία κόπρανα 

53 60 Θαλασσαιµία κόπρανα 

54 18 Θαλασσαιµία κόπρανα 

55 74 Θαλασσαιµία αίµα 

56 75 Θαλασσαιµία κόπρανα 

57 5 Θαλασσαιµία αίµα/κόπρανα 

58 1 Θαλασσαιµία αίµα/κόπρανα 

59 23 Ελλειψη G6PD κόπρανα 

60 76 - κόπρανα 

α ∆εν αναφέρεται. 
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2.3. Καλλιέργεια και αποµόνωση στελεχών Y. enterocolitica 

 
Τα δείγµατα κοπράνων καλλιεργούντο άµεσα σε Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin 

(CIN) άγαρ (Οxoid Ltd.), σε SS άγαρ, καθώς και σε MacConkey άγαρ Νο. 3 (Οxoid Ltd.). 

Παράλληλα, µέρος από κάθε δείγµα, ενοφθαλµίστηκε σε ζωµό σεληνίτη, επωάστηκε για 18 

ώρες στους  37οC και στη συνέχεια έγινε ανακαλλιέργεια σε SS άγαρ.  

Σε περιπτώσεις θετικής αιµοκαλλιέργειας (BACTEC) ποσότητα του θετικού 

καλλιεργήµατος εξεταζόταν όπως περιγράφηκε παραπάνω. 

Μετά από επώαση 48 ωρών οι αποικίες µε χαρακτηρική µορφολογία (µικρές, 

στρογγυλές, επίπεδες και διαφανείς στο άγαρ MacConkey – µικρές, σττρογγυλές µε κόκκινο 

κέντρο στο άγαρ CIN (βλ. Εικόνες 2Α και 2Β, αντιστοίχως) ελέγχονταν µε τις 

προκαταρκτικές βιοχηµικές δοκιµές γιά τη διάκριση του γένους Yersinia. Σ’αυτές 

περιλαµβάνονταν: δοκιµή καταλάσης (θετική), δοκιµή οξειδάσης (αρνητική), ζύµωση 

λακτόζης [Kligler] (αρνητική), ζύµωση γλυκόζης [Kligler] (θετική), παραγωγή αερίου από 

γλυκόζη [Kligler] (αρνητική), παραγωγή H2S [Kligler] (αρνητική), διάσπαση ουρίας (θετική), 

απαµίνωση Phe (αρνητική), υδρόλυση ONPG (θετική), κινητικότητα στους 22ο C (θετική) και 

κινητικότητα στους 37ο C (αρνητική) (Κούρτη και συν. 1984). Ακολουθούσε η πλήρης 

βιοχηµική ταυτοποίηση σε επίπεδο είδους.  

 

2.4. Ταυτοποίηση 

2.4.1. Βιοχηµική ταυτοποίηση 

 

Η ταυτοποίηση των στελεχών έγινε µε το σύστηµα API20E (BioMerieux,SA,France), 

το οποίο προσδιορίζει το είδος του κάθε στελέχους µε βάση τις βιοχηµικές του ιδιότητες. Το 

σύστηµα API20E περιλαµβάνει 20 βιοχηµικές δοκιµασίες. Τα αντιδραστήρια, τα οποία 

βρίσκονται αφυδατωµένα, εµβολιάζονται µε εναιώρηµα κυττάρων του υπό εξέταση 

µικροοργανισµού. Οι µικροκαλλιέργειες επωάζονται στους 37°C για 16 ώρες και στη 

συνέχεια γίνεται παρατήρηση και καταγραφή της αλλαγής του χρώµατος. Η ανάγνωση των 

αποτελεσµάτων (θετικές ή αρνητικές χρωµογόνες αντιδράσεις) και η τελική ταυτοποίηση του 

βακτηριακού είδους έγινε σύµφωνα µε τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρίας 

(BioMerieux,SA,France) µε βάση τον αλγόριθµο που παρέχει.  

Μετά την πλήρη βιοχηµική ταυτοποίηση, πυκνά εναιωρήµατα του κάθε στελέχους σε 

50 % γλυκερόλη (ο/ο) φυλάσσονταν σε βαθειά κατάψυξη (-70ο C). 
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2.4.2. Μοριακή ταυτοποίηση µε τη µέθοδο του 16S rD�A 

 
Πρόκειται γιά τη µέθοδο αναφοράς για την ταυτοποίηση των προκαρυωτικών 

οργανισµών. Για τη µοριακή ταυτοποίηση των στελεχών Y. enterocolitica έγινε 

πολλαπλασιασµός (amplification) µε τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης 

(PCR) τµήµατος του 16S rD�A χρωµοσωµατικού γονιδίου µεγέθους 330 bp όπως 

περιγράφηκε από τους Lantz και συν. (1998). 

Το χρωµοσωµατικό DNA που χρησιµοποιήθηκε ώς µήτρα αποµονώθηκε από καθαρά 

καλλιεργήµατα χρησιµοποιώντας το Ιnstagene Matrix (BioRad Laboratories) (βλ. περιγραφή 

της µεθόδου στο κεφάλαιο 2.11). Χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές (primers) Υe1 (5’-

AATACCGCATAACGTCTTCG-3’) και Ye2 (5’-CTTCTTCTGCGAGTAACGTC-3’) 

(Sigma Genosys).  

Tα αντιδραστήρια και οι συνθήκες πολλαπλασιασµού µε PCR περιγράφονται στον 

Πίνακα 9.  

  

Aκολούθησε ηλεκτροφόρηση των προϊόντων PCR σε πήκτωµα αγαρόζης 2 % (β/ο). 

Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε ρυθµιστικό διάλυµα ΤΒΕ (1Χ) που περιείχε βρωµιούχο αιθίδιο. 

Αρχικά, εφαρµόστηκε τάση 50 Volts για 10 min. Ακολούθως η τάση αυξήθηκε στα 80 Volts 

και η ηλεκτροφορηση συνεχίστηκε για 2 ώρες. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, το 

πήκτωµα εκτέθηκε σε UV και φωτογραφήθηκε. 
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Πίνακας 9. Αντιδραστήρια και συνθήκες PCR για την ανίχνευση του γονιδίου  

16S rD�A. 

------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

 

ΑΝΑΜΕΝΟΜΕΝΟ ΠΡΟΪΟΝ:  

Τµήµα του γονιδίου 16S rDNA µήκους 330 bp 

 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ 

H2O (σε τελικό όγκο 50 µl) 33,6 µl 

Buffer 10X 5 µl 

MgCl2 (25 mM) 3 µl 

dNTPs (10 mM το καθένα) 1 µl 

Εκκινητής A: 25 pmol 1 µl 

Εκκινητής Β: 25 pmol 1 µl 

Taq Polymerase 5U/µl 0,4 µl 

Χρωµοσωµατικό DNA (200-300 ng) 5 µl 

 

ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ ΚΥΚΛΟΠΟΙΗΤΗ 

 

1 93°C για 2 min 1 κύκλος 

93°C για 1 min 

57°C για 1,5 min 

2 

72°C για 1 min 

30 κύκλοι  

3 72°C για 5 min 1 κύκλος 

4 4°C για ∞  
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2.5. Οροτυπία 

Οι ορότυποι των στελεχών Y. enterocolitica προσδιορίστηκαν µε αντίδραση 

συγκόλλησης των βακτηριακών κυττάρων µε ειδικούς αντιορούς. Χρησιµοποιήθηκαν 

εµπορικά διαθέσιµοι αντιοροί ειδικοί για τους οροτύπους O:3 και O:9 (Diagnostics Pasteur, 

Marnes la Coqquette, France) οι οποίοι θεωρούνται οι πλέον συχνοί στις περισσότερες 

Ευρωπαϊκές χώρες περιλαµβανόµενης και της Ελλάδας (Kyriazi et al. 2000). 

 
Η διαδικασία είχε ώς εξής: 
 
-Παρασκευή εναιωρήµατος βακτηριακών κυττάρων (4 – 5 αποικίες από καθαρό 

καλλιέργηµα) σε 0.5 ml φυσιολογικού ορού (ατιγονικό εναιώρηµα). 

 
-Τοποθέτηση 30 µl αντιορού σε αντικειµενοφόρο πλάκα. Προσθήκη αντιγονικού 

εναιωρήµατος (5-10 µl) και ήπια ανάδευση. 

 
- Η αντίδραση θεωρείται θετική σε περίπτωση σχηµατισµού ορατών σωµατιδίων 

συγκόλλησης εντός 1 min. 

 

2.6. Βιοτυπία 

Ο προσδιορισµός των βιοτύπων των στελεχών Y.enterocolitica έγινε σύµφωνα µε το 

αναθεωρηµένο σχήµα βιοτυπίας που προτάθηκε από τους Wauters και συν. (1987). Οι 

δοκιµασίες που περιλαµβάνονται στο σχήµα Wauters όπως περιγράφεται στον Πίνακα 2 του 

Γενικού Μέρους. 

 

2.7. Ελεγχος ευαισθησίας στα αντιβιοτικά  

Ο έλεγχος ευαισθησίας στα αντιβιοτικά στο σύνολο των υπό µελέτη στελεχών έγινε 

µε δύο µεθόδους: (α) µε αντιβιογράµµατα κατά Kirby-Bauer και (β) µε προσδιορισµό των 

ελάχιστων ανασταλτικών συγκεντρώσεων (MIC) των αντιβιοτικών µε τη µέθοδο   των 

µικροαραιώσεων σε ζωµό, σύµφωνα µε το CLSI.  

 

2.7.1. Αντιβιόγραµµα  

Η µέθοδος ελέγχου του φαινοτύπου αντοχής µε αντιβιόγραµµα χρησιµοποιήθηκε για 

όλα τα κλινικά στελέχη. Βακτηριακό εναιώρηµα θολερότητας 0,5 της κλίµακας McFarland 

σε φυσιολογικό ορό επιστρώθηκε στην επιφάνεια στεγνού τρυβλίου Mueller Hinton άγαρ 

(Oxoid Ltd.). Κατόπιν, µε τη βοήθεια διανοµέα, τοποθετήθηκαν οι δίσκοι αντιβιοτικών 

(BioRad Laboratories). Τα τρυβλία επωάστηκαν στους 37°C για περίπου 18 ώρες (CLSI, 
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2009a). Τα στελέχη χαρακτηρίστηκαν ως ανθεκτικά, µετρίως ανθεκτικά ή ευαίσθητα µε 

κριτήριο τη διάµετρο της άλω αναστολής της ανάπτυξης του βακτηρίου γύρω από τον 

αντίστοιχο δίσκο, βάσει πρότυπων πινάκων που ισχύουν διεθνώς για την αξιολόγηση των 

αποτελεσµάτων της µεθόδου (CLSI, 2009b). Γιά τον ποιοτικό έλεγχο των αποτελεσµάτων 

χρησιµοποιήθηκε το πρότυπο στέλεχος Escehrichia coli ATCC 25922. 

Οι δίσκοι αντιβιοτικών που χρησιµοποιήθηκαν και η περιεκτικότητα σε δραστική 

ουσία αναφέρονται στον Πίνακα 10. 

 

Πίνακας 10. ∆ίσκοι αντιβιοτικών που χρησιµοποιήθηκαν στη µελέτη. 

 
β-Λακταµικά αντιβιοτικά Περιεκτικότητα 

δίσκου 

Κεφταζιδίµη (CAZ) 30 µg 

Κεφεπίµη (FEP) 30 µg 

Αµοξικιλίνη/ Κλαβουλανικό οξύ (AMC) 20/10 µg 

Αζτρεονάµη (ATM) 30 µg 

Ιµιπενέµη (IMP) 10 µg 

Κεφοταξίµη (CTX) 30 µg 

Κεφαλοθίνη (CEF) 30 µg 

Αµπικιλίνη (AM) 10 µg 

 

Αµινογλυκοσίδες-Αµινογλυκιτόλες Περιεκτικότητα 

δίσκου 

Γενταµικίνη (GM) 10 µg 

Τοµπραµυκίνη (TM) 10 µg 

Νετιλµικίνη (NET) 30 µg 

Αµικασίνη (AN) 30 µg 

 
Αλλα αντιβιοτικά Περιεκτικότητα 

δίσκου 

Σιπροφλοξακίνη (CIP) 5 µg 

Κοτριµοξαζόλη 200 µg 

Χλωραµφαινικόλη (C) 30 µg 
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2.7.2. Προσδιορισµός ΜΙC µε τη µέθοδο των µικροαραιώσεων  

 
Οι τιµές MIC για τα αντιβιοτικά Αµικασίνη, Νετιλµικίνη, Γενταµικίνη, 

Κοτριµοξαζόλη, Κεφταζιδίµη, Κεφοταξίµη, Κεφεπίµη, Αzτρεονάµη, Σιπροφλοξακίνη 

προσδιορίστηκαν επίσης µε τη µέθοδο των µικροαραιώσεων σε ζωµό (CLSI 2009b). 

Χρησιµοποιήθηκαν ειδικές πλάκες πολυστυρενίου µε βυθίσµατα σχήµατος U. Το κάθε 

βύθισµα περιείχε εναιώρηµα κυττάρων (5x105 – 106 CFU/ml) του υπό εξέταση στελέχους Υ. 

enterocolitica σε ζωµό Mueller-Ηinton (Oxoid Ltd.) και την κατάλληλη συγκέντρωση 

αντιβιοτικού. 

Ως ελάχιστη ανασταλτική συγκέντρωση ορίστηκε η µικρότερη συγκέντρωση 

αντιβιοτικού που ανέστειλε την ορατή ανάπτυξη του µικροοργανισµού µετά από 18ωρη 

αερόβια επώαση στους 37˚C. Γιά τον ποιοτικό έλεγχο των αποτελεσµάτων χρησιµοποιήθηκε 

το πρότυπο στέλεχος Escherichia coli ATCC 25922. 

 

 

2.8. Αξιολόγηση φαινοτυπικών χαρακτηριστικών σχετιζόµενων µε τη 

λοιµογόνο ικανότητα της Y. enterocolitica 

 

Η έκφραση διάφορων λοιµογόνων παραγόντων, τα αντίστοιχα γονίδια των οποίων 

φέρονται από το πλασµίδιο pYV, εξαρτάται από ποικιλία περιβαλλοντικών παραγόντων 

µεταξύ των οποίων η θερµοκρασία και η συγκέντρωση ιόντων ασβεστίου είναι από τους 

σηµαντικότερους. Η επαγωγή της έκφρασης των πλασµιδιακά καθοριζόµενων λοιµογόνων 

παραγόντων λόγω αυξηµένης θερµοκρασίας ή/και χαµηλής συγκέντρωσης ασβεστίου 

συνοδεύεται από αλλαγές στη µορφολογία και τη φυσιολογία των κυττάρων της Y. 

enterocolitica (Βhaduri and Smith 2011). Μεταξύ των αλλαγών αυτών περιλαµβάνεται η 

αύξηση του ρυθµού πρόσληψης οργανικών χρωστικών όπως του κρυσταλλικού ιώδους 

(Crystal Violet) και του ερυθρού του Κογκό (Congo Red) καθώς και η διαφορετική 

µορφολογία των αποικιών. Οι αλλαγές αυτές έχουν χρησιµοποιηθεί για τη διάκριση των 

λοιµογόνων στελεχών Y. enterocolitica που φέρουν το πλασµίδιο pYV.  

Στη παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκε η  καλλιέργεια σε Brain Heart Infusion 

Magnesium-Oxalate (BHIMOX) άγαρ.      

 
2.8.1. Καλλιέργεια σε BHIMOX άγαρ 

 

Η καλλιέργεια στο BHIMOX άγαρ στους 37οC και η ανάγνωση των αποτελεσµάτων 

έγιναν όπως έχει περιγραφεί από τους Prpic και συν. (1985).  
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2.9. Μοριακή τυποποίηση στελεχών Yersinia enterocolitica µε 

ηλεκτροφόρηση θραυσµάτων D\A σε παλλόµενο ηλεκτρικό πεδίο 

(PFGE) 

 

Η κλασσική ηλεκτροφόρηση τµηµάτων γενωµικού DNA σε αγαρόζη είναι 

αποτελεσµατική για το διαχωρισµό τµηµάτων µε εύρος µοριακού βάρους 50 - 100 kb. Η 

ηλεκτροφόρηση παλλόµενου πεδίου (Pulsed Field Gel Electrophoresis, PFGE) δίνει τη 

δυνατότητα να συγκριθούν λιγότερα και µεγαλύτερα τµήµατα DNA. Στη µεθοδολογία αυτή 

χρησιµοποιούνται περιοριστικά ένζυµα για την πέψη του χρωµοσωµατικού DNA, οι θέσεις 

αναγνώρισης των οποίων στα βακτηριακά χρωµοσώµατα είναι σπάνιες (rare cutters). Ετσι 

παράγεται µικρός αριθµός τµηµάτων DNA µεγάλου µοριακού µεγέθους (συνήθως λιγότερα 

από 30). Ο διαχωρισµός  τέτοιων µεγάλων τµηµάτων DNA σε αγαρόζη είναι δυνατός µόνο 

µε την ηλεκτροφόρηση παλλόµενου πεδίου (το πεδίο µεταβάλλεται κατά τη διεύθυνσή του). 

Για την ηλεκτροφόρηση PFGE υπάρχουν διάφορες τεχνικές. Στην παρούσα µελέτη η 

ηλεκτροφόρηση οµοιογενούς ηλεκτρικού πεδίου (Contour-clamped homogenous electric field 

electrophoresis – CHEF) όπως περιγράφηκε αρχικά από τους Chu και συν. (1986). Η χρήση 

της µεθόδου PFGE πλεονεκτεί ως µέθοδος τυποποίησης βακτηρίων λόγω του ότι προσφέρει 

επαναληψιµότητα και ευκρινή σχήµατα περιορισµού µε καλά διαχωρισµένα τµήµατα DNA 

που αντιπροσωπεύουν το σύνολο του βακτηριακού χρωµοσώµατος. 

 

Αποµόνωση χρωµοσωµατικού D�A 

Γιά την αποµόνωση χρωµοσωµατικού DNA από τα στελέχη Y. enterocolitica 

κατάλληλου για τυποποίηση µε τη µέθοδο της ηλεκτροφόρησης σε παλλόµενο ηλεκτρικό 

πεδίο χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος που προτάθηκε από τους Buchrieser και συν. (1994). 

 

Ενσωµάτωση βακτηριακών κυττάρων σε αγαρόζη 

 

Φυγοκέντρηση 2,5ml των δειγµάτων σε υπερφυγόκεντρο Sorvall, στις 5000rpm για 

20 min στους 4°C.  

• Παρασκευή βακτηριακού εναιωρήµατος σε παγωµένο ρυθµιστικό διάλυµα SE 

θολερότητας ίσης µε το 9 της κλίµακας McFarland, που παρασκευάστηκε ως εξής:  

 
� 75mM NaCl  

� 25mM EDTA  

� Ρύθµιση του pH στο 7,5  

 
• ∆ύο εκπλύσεις των ιζηµάτων σε ίσο όγκο παγωµένου διαλύµατος SΕ. 
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• Φυγοκέντρηση στις παραπάνω συνθήκες. 

• Αναδιάλυση των ιζηµάτων σε 500µl παγωµένου διαλύµατος SE. 

• Φυγοκέντρηση. 

• Αναδιάλυση των ιζηµάτων σε 300µl παγωµένου διαλύµατος EC που παρασκευάστηκε ως 

εξής: 

� 6mM Tris/ΗCl 

� 1M NaCl 

� 100mM EDTA 

� 0,5% Brij58 (Sigma P5884) 

� 0,2% Sodium deoxycholate (Sigma D6750) 

� 0,5% N-lauroyl sarcosine (sarcosyl) 

� Ρύθµιση του pH στο 7,5 

� Αποστείρωση µε διήθηση (0,25mm pore filters) 

 
•  Προετοιµασία αγαρόζης 2% Low Melting Temperature (LMT) µε βρασµό σε διάλυµα 

EC. 

• Παρασκευή µείγµατος που περιείχε: 

� 15µl λυσοζύµη (25mg/ml) 

� 350µl  2% LMT αγαρόζη  

� 150µl βακτηριακού εναιωρήµατος σε ρυθµιστικό διάλυµα EC 

 
• Παρασκευή πλακιδίων του παραπάνω µείγµατος σε πλαστικά εκµαγεία όγκου περίπου 

100µl.  

• Επώαση για 10 min στους  4°C. 

 

 

Λύση βακτηριακών κυττάρων 

 

• Έκπλυση των πλακιδίων στους 37°C για µία ώρα σε 500µl διαλύµατος EC για 

αποδιάταξη του κυτταρικού τοιχώµατος. 

• Επώαση για 10 min στους 4°C. 

• Αντικατάσταση του ρυθµιστικού διαλύµατος EC και έκπλυση των πλακιδιών µε διάλυµα 

0,5Μ EDTA (pH 9,0). 

• Aφαίρεση του διαλύµατος EDTA και προσθήκη 500 µl διαλύµατος ESP µε 500 µg/ml 

πρωτεϊνάση K που παρασκευάστηκε ως εξής: 

 

� 0,5M EDTA pH: 9,0-9,5 
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� 1% Sarcosyl (Sodium lauryl sarcosinate) 

� Αποστείρωση (διήθηση µε µικροβιοκρατές φίλτρο) 

� Αναδιάλυση πρωτεϊνάσης Κ σε συγκέντρωση 20 mg/ml σε 1% Sarcosyl 

και παρασκευή διαλυµάτων συγκέντρωσης 1 mg/ml προς χρήση σε 

σωληνάρια τύπου eppendorff. 

� Αποθήκευση διαλυµάτων πρωτεϊνάσης Κ στους -20°C. 

 

Επώαση για 18 ώρες στους 55°C για την ολοκληρωτική πέψη των κυτταρικών 

πρωτεϊνών. 

 

 

Πέψη του ενσωµατωµένου στη αγαρόζη χρωµοσωµατικού D�A µε την 

περιοριστική ενδονουκλεάση XbaI 

 
• Επώαση πλακιδίων για 10 min στους 4°C. 

• Αφαίρεση του διαλύµατος ESP/πρωτεινάσης K και διαδοχικές εκπλύσεις (τουλάχιστον 

έξι) των πλακιδίων σε θερµοκρασία δωµατίου για 20 min σε 850 µl διαλύµατος TE που 

παρασκευάστηκε ως εξής: 

� 1mM EDTA 

� 10mM Tris/HCl 

� Ρύθµιση του pH: 7,6. 

 

• Πέψη του DNA µε την περιοριστική ενδονουκλεάση XbaI (United States Biochemicals) 

σε συγκέντρωση 0.04 µονάδων/µl. Το µείγµα περιείχε: 

� 12.5 µl 10X ρυθµιστικού διαλύµατος πέψης 

� 2µl XbaI (10 µονάδες) 

� 111 µl αποστειρωµένο H2Ο 

• Επώαση για 18 ώρες στους 37°C για την ολοκληρωτική πέψη του DNA. 

 

Ηλεκτροφόρηση σε παλλόµενο ηλεκτρικό πεδίο  

 
Επώαση πλακιδίων για 10 min στους 4°C. 

• Αφαίρεση του διαλύµατος πέψης και διαδοχικές εκπλύσεις (τουλάχιστον έξι) των 

πλακιδίων σε θερµοκρασία δωµατίου για 20 min σε 850µl διαλύµατος TE. 

• Έκπλυση πλακιδίων σε 1000µl διαλύµατος TBE 0,5Χ που παρασκευάστηκε ως εξής: 

Για 1 λίτρο διαλύµατος 10Χ: 
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� 108gr Tris 

� 55gr βορικό οξύ 

� 40ml 0,5M EDTA (pH 8,0) 

� Πλήρωση του όγκου στο 1 λίτρο µε απεσταγµένο νερό 

 

• Προετοιµασία 100ml αγαρόζης 1% (Pulsed Field Certified Agarose, BioRad 

Laboratories) σε 0,5Χ διαλύµατος ΤΒΕ.   

• Kατασκευή πηκτώµατος αγαρόζης σε κατάλληλο εκµαγείο και ενσωµάτωση τµήµατος 

πλακιδίου αγαρόζης µήκους 0.3mm για το κάθε δείγµα. 

• Ως µάρτυρας ηλεκτροφόρησης χρησιµοποιήθηκε ο lambda ladder PFGE marker (CHEF 

DNA size standard, BioRad Laboratories). 

• Σφράγισµα πηκτώµατος LMT αγαρόζης µε 1% σε 0.5Χ ρυθµιστικού διαλύµατος ΤΒΕ 

• Ηλεκτροφόρηση σε 2L 0,5X διαλύµατος TBE  µε τη χρήση της συσκευής CHEF-DRIII 

(BioRad Laboratories) στις ακόλουθες συνθήκες: 

 

� 6V/cm  

� Initial Pulse: 5 sec 

� Final Pulse: 15sec 

� Run Time: 18 hrs 

� Angle: 120° 

 

• Το πήκτωµα της αγαρόζης  εµβαπτίστηκε σε βρωµιούχο αιθίδιο (1 µg/ml) για 30-45 min. 

• Έγινε αποχρωµατισµός του µε απεσταγµένο νερό για 30-45min. 

• Το πήκτωµα της αγαρόζης φωτογραφήθηκε σε υπεριώδες φως (Chemi-Doc, BioRad 

Laboratories). 
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2.10. Χαρακτηρισµός πλασµιδιακού D\A 

2.10.1. Καθαρισµός του πλασµιδίου pYV 

 

Για τη διευκόλυνση της ανίχνευσης και ταυτοποίησης µε µοριακές τεχνικές των 

πλασµιδιακών γονιδίων που σχετίζονται µε τη λοιµογόνο ικανότητα, κρίθηκε σκόπιµος ο 

καθαρισµός του πλασµιδίου pYV. 

Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε το εµπορικά διαθέσιµο UltraClean Mini 

Plasmid Prep Kit (ΜΟ-BIO Laboratories Ltd.).   

 ΥΛΙΚΑ 

 -∆ιάλυµα 1: Ρυθµιστικό διάλυµα εναιώρησης (Tris, EDTA, RNase A).  

 -∆ιάλυµα 2: ∆ιάλυµα κυτταρικής λύσης (SDS, NaOH). 

 -∆ιάλυµα 3: Ρυθµιστικό διάλυµα πρόσδεσης (Οξικό Κάλλιο). 

 -∆ιάλυµα 4: ∆ιάλυµα έκπλυσης (Αιθανόλη, Tris, NaCl). 

 -∆ιάλυµα 5: Ρυθµιστικό διάλυµα έκλουσης (10 mM Tris-HCl). 

 -Μικροστήλες των 2 ml µε φίλτρο ρητίνης. 

 -Μικροφυγόκεντρος. 

 -Αναδευτήρας Vortex. 

 

 ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ 

 -Χρησιµοποιήθηκαν 2 σωληνάρια eppendorf και µία µικροστήλη ρητίνης για κάθε 

στέλεχος.  

 -Προσθήκη 500 µλ δισαπεσταγµένου νερού και 200 µλ βακτηριακού εναιωρήµατος 

(πυκνότητα 6 -7 της κλίµακας ΜcFarland) σε σωληνάριο eppendorf. 

 -Φυγοκέντρηση στις 14.000 rpm για 2 min. 

 -Αποµάκρυνση του υπερκειµένου υγρού. 

 -Επανάληψη της διαδικασίας φυγοκέντρησης και αποµάκρυνσης του υπερκειµένου.  

 -Επαναιώρηση του ιζήµατος των βακτηριακών κυττάρων σε 50 µλ του ∆ιαλύµατος 1. 

Ισχυρή ανάδευση για 1 min. 

 -Προσθήκη 100 µλ του ∆ιαλύµατος 2 και ήπια ανάδευση (Kυτταρική λύση και 

αποδιάταξη του χρωµοσωµατικού και πλασµιδιακού DNA. Ταυτόχρονη υδρόλυση του 

RNA). 

 -Προσθήκη 325 µλ ∆ιαλύµατος 3. Πρόκειται για διάλυµα εξουδετέρωσης του 

αλκαλικού pH. H προσθήκη του έχει ως αποτέλεσµα την επαναφορά του πλασµιδιακού DNA 

στην υπερελικωµένη µορφή του. Αντίθετα, το µεγάλο µήκος του χρωµοσωµατικού DNA δεν 

επιτρέπει την επαρκή επαναδιάταξή του. Επίσης, η προσθήκη αλάτων έχει ως αποτέλεσµα 
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την αύξηση του συντελεστή διαλυτότητας του πλασµιδιακού DNA στο νερό ενώ τα 

αποδιαταγµένα χρωµοσωµατικά τµήµατα DNA και οι πρωτεϊνες κατακρηµνίζονται. 

 -Φυγοκέντρηση στις 14.000 rpm για 2 min. Αν δεν σχηµατιστεί συµπαγές ίζηµα, η 

διαδικασία επαναλαµβάνεται. 

 -Εφαρµογή του υπερκειµένου υγρού που περιέχει πλασµιδιακό DNA σε µικροστήλη 

µε φίλτρο ρητίνης. 

 -Φυγοκέντρηση στις 14.000 rpm για 1 min. Το πλασµιδιακό DNA δεσµεύεται στη 

ρητίνη ενώ οι υπόλοιπες προσµίξεις αποµακρύνονται από το σωληνάριο. 

 -Προσθήκη 300 µλ από το ∆ιάλυµα 4. Η αιθανόλη που περιέχεται στο διάλυµα 4, ενώ 

δεν επηρεάζει το δεσµευµένο DNA, ολοκληρώνει τον καθαρισµό αποµακρύνοντας τις 

προσµίξεις πυ έχουν αποµείνει από το προηγούµενο στάδιο.  

 -Φυγοκέντρηση στις 14.000 rpm για 1 min. 

 -Αποµάκρυνση του υγρού και προσθήκη ∆ιαλύµατος 5. Η δραστική µείωση της 

συγκέντρωσης αλάτων που προκαλεί το τελευταίο διάλυµα έχει ως αποτέλεσµα την 

αποδέσµευση του πλασµιδιακού DNA από τη ρητίνη. 

   -Φυγοκέντρηση στις 14.000 rpm για 1 min και συλλογή του καθαρού πλασµιδιακού 

DNA. 

   

2.10.2. Ηλεκτροφόρηση πλασµιδιακού D�Α σε πήκτωµα αγαρόζης 

 
Χρησιµοποιήθηκε η αγαρόζη Molecular Biology Certified Agarose (BioRad 

Laboratories), µε συγκέντρωση 0.8% σε διάλυµα ΤΒΕ. Ηλεκτροφορήθηκαν 15 µl από κάθε 

δείγµα, σε τάση 30 Volts για 16 ώρες. Το πήκτωµα της αγαρόζης χρωµατίστηκε µε αιθίδιο 

του βρωµίου (1 µg/ml) και φωτογραφήθηκε σε υπεριώδες φως. 
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2.11. Αποµόνωση χρωµοσωµατικού D\A 

 
Για την ανίχνευση και ταυτοποίηση του χρωµοσωµατικού γονιδίου yst 

χρησιµοποιήθηκε ως µήτρα βακτηριακό DNA που αποµονώθηκε από τά κύτταρα Y. 

enterocolitica µε τη µέθοδο του βρασµού και µε τη χρήση του αντιδραστηρίου Instagene 

Matrix  (6 % Polystyrene-di-vinylbenzene-iminodiacetate) (BioRad Laboratories). Η 

διαδικασία αποµόνωσης είχε ως εξής: 

 

-Παρασκευή πυκνών εναιωρηµάτων βακτηριακών κυττάρων σε φυσιολογικό ορό.  

-Μικροί σχετικά όγκοι εναιωρηµάτων (150 – 200 µλ) µεταφέρονται σε σωληνάρια 

eppendorf των 2 ml. 

-Φυγοκέντρηση στις 12.000 rpm για 2 min και απόρριψη του υπερκειµένου υγρού 

(διαδικασία έκπλυσης βακτηριακών κυττάρων).  

-Επαναιώρηση του κυτταρικού ιζήµατος σε φυσιολογικό ορό και επανάληψη της 

διαδικασίας έκπλυσης (φυγοκέντριση και απόρριψη του υπερκειµένου). 

-Προσθήκη σε κάθε σωληνάριο 100 µl του αντιδραστηρίου Instagene Matrix και 

αναδευση µε πιπέτα. 

-Τοποθέτηση των σωληναρίων σε thermoblock ρυθµισµένο στους 56οC γιά 30 min 

(ανάδευση στο µέσον της περιόδου επώασης). 

-Εντονη ανάδευση µε χρήση vortex για τουλάχιστον 10 sec. 

-Τοποθέτηση των σωληναρίων σε thermoblock ρυθµισµένο στους 100οC γιά 8 min. 

- Εντονη ανάδευση µε χρήση vortex για τουλάχιστον 10 sec. 

- Φυγοκέντρηση στις 12.000 rpm για 3 sec (διαδικασία spin down). 

-Μεταφορά του υπερκειµένου που περιέχει το βακτηριακό DNA σε νέα σωληνάρια 

eppendorf και φύλαξη στους -20 οC.  

 

 

2.12. Ανίχνευση των γονιδίων yadA, virF και yst µε αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 

 

Για την πιστοποίηση της παρουσίας των πλασµιδιακών γονιδίων yadA και virF 

καθώς και του χρωµοσωµατικού γονιδίου yst στα κλινικά στελέχη Y. enterocolitica, 

χρησιµοποιήθηκε η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR).    

Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν καθώς και οι συνθήκες PCR για κάθε γονίδιο 

περιγράφονται στους Πίνακες 11, 12, 13 και 14.   

 



 
 

63 

Πίνακας 11. Εκκινητές (primers) που χρησιµοποιήθηκαν για την ανίχνευση των γονιδίων 

yadA, virF και yst µε PCR. 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 

 
1 Χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές που προτάθηκαν από τους Thoerner και συν. (2003). 

2 Χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές που προτάθηκαν από τους Ibrahim και συν. (1992). 

 

 

Γονίδιο 

 

Εκκινητής 

Νουκλεοτιδική αλληλουχία Χαρακτηριστικά 

εκκινητή 

 

yadA
1 

YADA 
forward 
 

 

YADA 
reverse 

 

5’CTTCAGATACTGGTGTCGCTGT3’ 

 

 

5’ATGCCTTGACTAGAGCGATATCC3’ 

MW = 6732 

Tm  = 63,2oC 

 

MW = 6719 

Tm  = 63,2oC 

 

 

virF
1
 VIRF 

forward 
 

 

VIRF 
reverse 

 

5’GGCAGAACAGCAGTCAGACATA3’ 

 

 

 

5’GGTGAGCATAGAGAATACGTCG3’ 

 

MW = 6786 

Tm  = 64,3oC 

 

MW = 6848 

Tm  = 62,5oC 

 

yst 
2
 

 

 

 

 

YST-PR2a 
forward 
 

 

YST-PR2a 
reverse 
 

 

 

5’AATGCTGTCTTCATTTGGAGC3’ 

 

 

5’GCAACATACATCACAGCAATC3’ 

MW = 6427 

Tm  =63 oC 

 

MW = 6532 

Tm  =60,6 oC 
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Πίνακας 12. Αντιδραστήρια και συνθήκες PCR για τηνανίχνευση του  

γονιδίου yadA (Thoerner et al. 2003). 

----------------------------------------------------------------------------------------------- 

 

ΑΝΑΜΕΝΟΜΕΝΟ ΠΡΟΪΟΝ:  

Τµήµα του γονιδίου yadA µήκους 849 bp 

 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ 

H2O (σε τελικό όγκο 50 µl) 33,6 µl 

Buffer 10X 5 µl 

MgCl2 (25 mM) 3 µl 

dNTPs (10 mM το καθένα) 1 µl 

Εκκινητής A: 20 pmol 1 µl 

Εκκινητής Β: 20 pmol 1 µl 

Taq Polymerase 5U/µl 0,4 µl 

Πλασµιδιακό DNA (200-300 ng) 5 µl 

 

ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ ΚΥΚΛΟΠΟΙΗΤΗ 

 

1 95°C για 5 min 1 κύκλος 

95°C για 30 sec 

59°C για 30sec 

2 

72°C για 30 sec 

30 κύκλοι  

3 72°C για 5 min 1 κύκλος 

4 4°C για ∞  
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Πίνακας 13. Αντιδραστήρια και συνθήκες PCR για τηνανίχνευση του  

γονιδίου virF (Thoerner et al. 2003). 

----------------------------------------------------------------------------------------------- 

 

ΑΝΑΜΕΝΟΜΕΝΟ ΠΡΟΪΟΝ:  

Τµήµα του γονιδίου virF µήκους 561 bp 

 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ 

H2O (σε τελικό όγκο 50 µl) 33,6 µl 

Buffer 10X 5 µl 

MgCl2 (25 mM) 3 µl 

dNTPs (10 mM το καθένα) 1 µl 

Εκκινητής A: 20 pmol 1 µl 

Εκκινητής Β: 20 pmol 1 µl 

Taq Polymerase 5U/µl 0,4 µl 

Πλασµιδιακό DNA (200-300 ng) 5 µl 

 

ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ ΚΥΚΛΟΠΟΙΗΤΗ 

 

1 95°C για 5 min 1 κύκλος 

95°C για 30 sec 

59°C για 30sec 

2 

72°C για 30 sec 

30 κύκλοι  

3 72°C για 5 min 1 κύκλος 

4 4°C για ∞  
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Πίνακας 14. Αντιδραστήρια και συνθήκες PCR για την ανίχνευση του  

γονιδίου yst (Ibrahim et al. 1992). 

----------------------------------------------------------------------------------------------- 

 

ΑΝΑΜΕΝΟΜΕΝΟ ΠΡΟΪΟΝ:  

Τµήµα του γονιδίου yst µήκους 163 bp 

 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ 

H2O (σε τελικό όγκο 50 µl) 33,6 µl 

Buffer 10X 5 µl 

MgCl2 (25 mM) 3 µl 

dNTPs (10 mM το καθένα) 1 µl 

Εκκινητής A: 20 pmol 1 µl 

Εκκινητής Β: 20 pmol 1 µl 

Taq Polymerase 5U/µl 0,4 µl 

Πλασµιδιακό DNA (200-300 ng) 5 µl 

 

ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ ΚΥΚΛΟΠΟΙΗΤΗ 

 

1 93°C για 2 min 1 κύκλος 

93°C για 1 min 

60°C για 1,5 min 

2 

72°C για 30 sec 

35 κύκλοι  

3 72°C για 2 min 1 κύκλος 

4 4°C για ∞  
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2.13.  ∆ιερεύνηση παραγωγής βιοµεµβράνης 

 Η ικανότητα των στελεχών Y. enterocolitica να σχηµατίζουν βιοµεµβράνες 

διερευνήθηκε φαινοτυπικά µε δύο µεθόδους, Α και Β οι οποίες βασίζονται στην 

προσκόλληση των βακτηριακών κυττάρων σε επιφάνεια σιλικόνης και στον επακόλουθο 

σχηµατισµό γλυκοκάλυκα.. 

  
Μέθοδος Α 

 H µέθοδος Α βασίστηκε στη διαδικασία που προτάθηκε από τους Chendra και συν. 

(2001) γιά το σχηµατισµό βιοµεµβρανών από κύτταρα Candida albicans.  

1-Χρησιµοποιήθηκαν δίσκοι σιλικόνης (Folio C6 0,25 mm; Novatech, France) 

µήκους 4-5 mm και βάρους 25-30 mg. 

2-Οι δίσκοι τοποθετήθηκαν σε σωληνάρια και ζυγίστηκαν σε ζυγό ακριβείας. 

3-Ακολούθησε αποστείρωση µε UV ακτινοβολία γιά 12 ώρες. 

4-Στα σωληνάρια προστέθηκε εναιώρηµα κυττάρων Y. enetrocolitica σε ζωµό 

Trypticase-Soy (TSB, Oxoid Ltd.) συνολικού όγκου 2,5 ml (τα κύτταρα προέρχονταν από 

πρόσφατη καλλιέργεια του αντίστοιχου στελέχους σε MacConkey άγαρ Νο. 3 χωρίς 

αντιβιοτικά). 

5-Οι καλλιέργειες επωάζονταν στους 30º C για 96 ώρες. 

6-Μετά την απόρριψη του υγρού περιεχοµένου γινόταν εκπλύσεις µε αποστειρωµένο 

-απεσταγµένο νερό και αποµάκρυνση της υγρασίας µετά από τοποθέτηση των σωλήνων σε 

θάλαµο κάθετης  νηµατικής ροής για 24 ώρες. 

7-Τα σωληνάρια που περιείχαν τους δίσκους σιλικόνης ζυγίζονταν σε ζυγό 

ακριβείας. Η διαφορά βάρους από την πρώτη ζύγιση αντιστοιχούσε στη βιοµεµβράνη που 

είχε σχηµατιστεί από τα προσκολληµένα κύτταρα Υ. enterocolitica. 

 
Ως θετικό αποτέλεσµα, θεωρήθηκε αύξηση του βάρους >50 mg. Η τιµή αυτή 

ορίστηκε µετά από προκαταρκτικά πειράµατα αξιολόγησης της επαναλληψιµότητας και της 

αναλυτικής ευαισθησίας της µεθόδου.    

 

Μέθοδος Β 

 Στη µέθοδο Β χρησιµοποιήθηκαν δίσκοι σιλικόνης µεγαλύτερου µεγέθους (8-10 

mm). Αντί της µέτρησης του βάρους, ο σχηµατισµός βιοµεµβράνης από τα στελέχη Υ. 

enterocolitica αξιολογήθηκε ποιοτικά µετά από χρώση των δίσκων µε διάλυµα κρυσταλλικού 

ιώδους (0,4 % β/ο σε µίγµα αιθανόλης-ακετόνης 80:20). ‘Εντονος χρωµατισµός του δίσκου, 

έστω και κατά τόπους, θεωρήθηκε ενδεικτικός της παρουσίας βιοµεµβράνης. 
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2.14. ‘Ελεγχος ευαισθησίας στα αντιβιοτικά 

Προσδιορίστηκαν οι ελάχιστες συγκεντρώσεις επιλεγµένων αντιβιοτικών που είχαν 

την ικανότητα να αναστέλλουν την πλανκτονική ανάπτυξη κυττάρων Y. enterocolitica που 

βρίσκονταν σε ώριµες βιοµεµβράνες (Minimal Inhibitory Concentration for Bacterial 

Regrowth from the biofilm [MICBR]) µε τη µέθοδο των µικροαραιώσεων σε ζωµό σύµφωνα 

µε τις οδηγίες του CLSI (CLSI 2009b). 

1-Χρησιµοποιήθηκαν δίσκοι σιλικόνης Folio C6 που είχαν επικαλυφθεί µε 

βιοµεµβράνες στελεχών Y. enterocolitica. H προετοιµασία των δίσκων έγινε όπως 

περιγράφηκε στη Μέθοδο Α (∆ιερεύνηση παραγωγής βιοµεµβράνης). 

2-Οι επικαλυµµένοι δίσκοι τοποθετήθηκαν στα βυθίσµατα µικροπλακών 

πολυστυρενίου που περιείχαν διαδοχικές υποδιπλάσιες αραιώσεις αντιβιοτικών σε ζωµό 

Mueller-Hinton. 

3-Ακολουθούσε επώαση της καλλιέργειας στους 37 ºC γιά 48 ώρες. Εµφάνιση 

θολερότητας ήταν ένδειξη ανάπτυξης πλανκτονικών µορφών µικροβιακών κυττάρων. Ως 

MICBR θεωρήθηκε η µικρότερη αραίωση αντιβιοτικού που προκαλούσε αναστολή της 

πλανκτονικής ανάπτυξης.    

 

2.15. Ανίχνευση του γονιδίου waaE 

 Το χρωµοσωµατικό γονίδιο waaE συµµετέχει στη βιοσύνθεση του κορµού των 

λιποπολυσακχαριτών σε ορισµένα είδη της οικογένειας Enterobacteriaceae µεταξύ των 

οποίων περιλαµβάνεται η Klebsiella pneumoniae και η Serratia marcescens (Guash et al. 

1996, Regue et al. 2001). Από τους Izquiredo και συν. (2002) έχει επίσης αναφερθεί η 

παρουσία γονιδίου µε υψηλού βαθµού οµολογία µε το waaE σε στέλεχος Y. enterocolitica 

του οροτύπου 8 (O:8). Στην ίδια µελέτη παρουσιάστηκαν ενδείξεις ότι το εν λόγω γονίδιο 

πιθανόν να εµπλέκεται στο σχηµατισµό βιοµεµβράνης.  

 Στην παρούσα µελέτη έγινε προσπάθεια ανίχνευσης µε PCR του waaE σε στελέχη Y. 

enterocolitica που αποδείχθηκαν ικανά, µε τις φαινοτυπικές µεθόδους που 

χρησιµοποιήθηκαν, να σχηµατίζουν βιοµεµβράνη. Η διαδικασία περιγράφεται στους πίνακες 

που ακολουθούν.   
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Πίνακας 15. Εκκινητές (primers) που χρησιµοποιήθηκαν για την ανίχνευση του γονιδίου 

waaE µε PCR (Izquiredo et al. 2002). 

 

 

Πίνακας 16. Αντιδραστήρια και συνθήκες PCR για την ανίχνευση του γονιδίου waaE. 

------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

 

ΑΝΑΜΕΝΟΜΕΝΟ ΠΡΟΪΟΝ:  

Τµήµα του γονιδίου waaE µήκους 950 bp 

 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ 

H2O (σε τελικό όγκο 50 µl) 33,6 µl 

Buffer 10X 5 µl 

MgCl2 (25 mM) 3 µl 

dNTPs (10 mM το καθένα) 1 µl 

Εκκινητής A: 20 pmol 1 µl 

Εκκινητής Β: 20 pmol 1 µl 

Taq Polymerase 5U/µl 0,4 µl 

Ολικό DNA (200-300 ng) 5 µl 

 

ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ ΚΥΚΛΟΠΟΙΗΤΗ 

 

1 95°C για 5 min 1 κύκλος 

95°C για 1 min 

60°C για 1 min 

2 

72°C για 1 min 

35 κύκλοι  

3 72°C για 5 min 1 κύκλος 

4 4°C για ∞  

 

 

Γονίδιο 

 

Εκκινητής 

Νουκλεοτιδική αλληλουχία Χαρακτηριστικά 

εκκινητή 

 

waaE
 

WAAE Y1 
forward 
 
 
WAAE Y2 
reverse 

 
5’GTCATGGGATCGAACGTC3’ 
 
 
5’CTGTTGACCGACGAAGACTA3’ 

MW = 5540 
Tm  = 61,6oC 

 
MW = 6126 
Tm  = 60,5oC 
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2.16. hms-Οµόλογες αλληλουχίες στην Υ. enterocolitica: Αναζήτηση σε 

βάσεις δεδοµένων 

  
Οπως ήδη αναφέρθηκε στο Γενικό Μέρος (Βιοµεµβράνες στο γένος Yersinia), τα 6 

γονίδια hms συγκροτούν το κύριο µέρος του συστήµατος παραγωγής βιοµεµβράνης στο είδος 

Y. pestis. Χρησιµοποιώντας ως µήτρα το γένωµα του στελέχους Y. pestis CO92 (Κωδικός 

πρόσβασης GenBank: NC_003143) (Parkhill et al. 2001) αναζητήθηκαν ανοικτά πλαίσια 

ανάγνωσης οµόλογα των γονιδίων hms σε αλληλουχίες στελεχών Y. enterocolitica που έχουν 

κατατεθεί στις βάσεις δεδοµένων GenBank και EMBL. Η σύγκριση των νουκλεοτιδικών 

αλληλουχιών και ο προσδιορισµός των βαθµών οµολογίας έγιναν µε τη χρήση του 

αλγορίθµου BLAST (Altschul et al. 1997).  

 

 

2.17. Στατιστική ανάλυση 

Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε µε τη χρήση του λογισµικού  

πακέτου SPSS v.19. Συγκεκριµένα, έγινε στατιστική αξιολόγηση των τιµών MIC των 

αντιβιοτικών παρουσία και απουσία βιοµεµβράνης καθώς και συσχέτιση της παρουσίας του 

πλασµιδίου παθογένειας pYV µε τις τιµές  MIC των αντιβιοτικών (παραµετρική µέθοδος 

διερευνησης στατιστικής συσχέτισης δύο ποσοτικών χαρακτηριστικών κατά Pearson και t-

test). 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1. Βιοχηµικά χαρακτηριστικά, ορότυποι και βιότυποι Y. enterocolitica  

  
Οι κωδικοί αριθµοί API 20E, οι ορότυποι και οι βιότυποι των 60 στελεχών Y. 

enterocolitica που µελετήθηκαν παρουσιάζονται αναλυτικά στον Πίνακα 17.  

 

Πίνακας 17. Ταυτοποίηση, οροτυπία και βιοτυπία των στελεχών Y. enterocolitica. 

Α/Α 
Κωδικός 

στελέχους 

Κωδικός αριθµός 

API 20E 
Ορότυπος Βιότυπος 

     

1 4 114521 Ο:3 4 

2 47 1014523 Ο:3 4 

3 6 114523 Ο:3 4 

4 43 114921 Ο:3 4 

5 36 1114523 Ο:3 4 

6 19 1114523 Ο:3 4 

7 70 114921 Ο:3 4 

8 2 114721 Ο:3 4 

9 9 114521 Ο:3 4 

10 21 114721 Ο:3 4 

11 24 1114723 Ο:3 4 

12 8 1114521 Ο:3 4 

13 52 1114523 Ο:3 4 

14 14 1114521 Ο:3 4 

15 16 1114723 Ο:3 4 

16 13 114723 Ο:3 4 

17 20 1114121 Ο:3 4 

18 71 1114523 Ο:3 4 

19 25 1114721 Ο:3 4 

20 11 114521 Ο:3 4 

21 29 1014723 Ο:3 4 

22 7 114521 Ο:3 4 

23 37 114721 Ο:3 4 

24 30 14723 Ο:3 4 

25 72 114721 Ο:3 4 

26 26 114721 Ο:3 4 
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Πίνακας 17. Ταυτοποίηση, οροτυπία και βιοτυπία των στελεχών Y. 
enterocolitica.(συνέχεια) 

Α/Α 
Κωδικός 

στελέχους 

Κωδικός αριθµός 

API 20E 
Ορότυπος Βιότυπος 

     

27 63 114721 Ο:3 4 

28 46 1114523 Ο:3 4 

29 56 1114523 Ο:3 4 

30 27 1014723 Ο:3 4 

31 34 14521 Ο:3 4 

32 17 1114723 Ο:3 4 

33 28 114723 Ο:3 4 

34 50 1014522 Ο:3 4 

35 49 1154723 O:3 4 

36 42 1014723 Ο:3 4 

37 62 14523 Ο:3 4 

38 22 114721 Ο:3 4 

39 10 114521 Ο:3 4 

40 48 1154523 Ο:9 2 

41 53 1114523 Ο:3 4 

42 44 1014521 O:3 4 

43 55 14523 Ο:3 4 

44 54 3114523 Ο:3 4 

45 31 1114521 Ο:3 4 

46 35 114721 Ο:3 4 

47 15 1114521 Ο:3 4 

48 58 1154523 Ο:3 4 

49 33 11452 Ο:3 4 

50 73 14521 Ο:3 4 

51 32 114521 Ο:3 4 

52 3 114521 Ο:3 4 

53 60 114523 Ο:3 4 

54 18 1114523 Ο:3 4 

55 74 1114521 Ο3 4 

56 75 1114521 Ο3 4 

57 5 1114721 Ο3 4 

58 1 114521 Ο3 4 

59 23 1114721 Ο3 4 

60 76 1154523 Ο3 4 
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Στο σύνολο των 60 στελεχών, 59 (98,3 %) ανήκαν στον παθογόνο βιο-ορότυπο 

4/Ο:3. Ενα στέλεχος ταξινοµήθηκε στον παθογόνο βιο-ορότυπο 2/Ο:9.  

Η ταυτοποίηση των 60 στελεχών µε τις βιοχηµικές δοκιµασίες του συστήµατος ΑPI 

20E δεν παρουσίασε ιδιαίτερα προβλήµατα (ή πιθανότητες ορθής ταυτοποίησης για όλα τα 

στελέχη ήταν >95%). Παρατηρήθηκε πάντως µια, σχετικά µικρού βαθµού, διαφοροποίηση 

των βιοχηµικών ιδιοτήτων µεταξύ των στελεχών του βιο-οροτύπου 4/Ο:3.    
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3.3. Αποτελέσµατα µοριακής τυποποίησης στελεχών Yersinia enterocolitica µε 

PFGE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7: Μοριακή τυποποίηση 13 αντιπροσωπευτικών στελεχών Yersinia enterocolitica του 

βιο-οροτύπου 4/O:3 µε ανάλυση θραυσµάτων περιορισµού ολικού DNA σε ηλεκτροφόρηση 

παλλόµενου πεδίου (pulsed field gel electrophoresis, PFGE).  

 

 

Οι διαφοροποιήσεις στα ηλεκροφορητικά πρότυπα µεταξύ των στελεχών αφορούσαν 3 ή 

λιγότερα θράυσµατα DNA  (Εικόνα 7). Ετσι, σύµφωνα µε τα διεθνώς αποδεκτά κριτήρια 

(Tenover et al. 1995), τα αποτελέσµατα της τυποποίησης µε PFGE έδειξαν ότι ολα τα 

στελέχη είχαν µεγάλο βαθµό γενετικής οµοιότας και πιθανότατα κοινή καταγωγή. 
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3.4. Φαινοτυπική ανίχνευση του πλασµιδίου pYV 

 
 Στον πίνακα που ακολουθεί (Πίνακας 19) παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της 

καλλιέργειας σε υλικό που περιείχε οξαλικό µαγνήσιο (ΜΟΧ). Η ανάπτυξη µικρών 

επαρµένων αποικιών θεωρήθηκε ως ένδειξη της παρουσίας του πλασµιδίου παθογένειας 

pYV.  

 Σε σύνολο 60 στελεχών, 47 ήταν θετικά. Στα υπόλοιπα 13 είτε δεν εµφανίστηκαν οι 

χαρακτηριστικές αποικίες είτε η µορφολογία τους ήταν ασαφής.  

 

Πίνακας 19. Φαινοτυπική ανίχνευση του πλασµιδίου pYV. 

Α/Α 
Κωδικός 

στελέχους 
Καλλιέργεια σε MOX 

   

1 4 + 

2 47 + 

3 6 + 

4 43 + 

5 36 + 

6 19 + 

7 70 + 

8 2 - 

9 9 + 

10 21 - 

11 24 - 

12 8 - 

13 52 + 

14 14 - 

15 16 - 

16 13 - 

17 20 - 

18 71 + 

19 25 + 

20 11 + 

21 29 + 

22 7 + 

23 37 + 

24 30 + 

25 72 + 
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Πίνακας 19. Φαινοτυπική ανίχνευση του πλασµιδίου Pyv (συνέχεια). 

Α/Α 
Κωδικός 

στελέχους 
Καλλιέργεια σε MOX 

   

26 26 + 

27 63 + 

28 46 + 

29 56 + 

30 27 + 

31 34 + 

32 17 + 

33 28 - 

34 50 + 

35 49 + 

36 42 + 

37 62 + 

38 22 + 

39 10 + 

40 48 + 

41 53 + 

42 44 + 

43 55 + 

44 54 + 

45 31 + 

46 35 + 

47 15 + 

48 58 + 

49 33 + 

50 73 + 

51 32 + 

52 3 - 

53 60 + 

54 18 - 

55 74 + 

56 75 + 

57 5 + 

58 1 + 

59 23 - 

60 76 + 
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3.5. Ανίχνευση του pYV πλασµιδιακού D\A 

 
 Μετά από αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µε τη χρήση του UltraClean Mini Plasmid 

Prep Kit (ΜΟ-BIO Laboratories Ltd.) και ηλεκτροφόρηση των παρασκευασµάτων σε 

πήκτωµα αγαρόζης, βρέθηκε ότι 53 από τα 60 στελέχη Y. enterocolitica περιείχαν πλασµίδιο 

µεγέθους ∼ 70 kb που αντιστοιχούσε µε το µέγεθος του πλασµιδίου παθογένειας pYV 

(Εικόνα 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Εικόνα 8. Ηλεκτροφόρηση παρασκευασµάτων DNA από αντιπροσωπευτικά στελέχη Y. 

enterocolitica που περιείχαν το πλασµίδιο παθογένειας pYV (µέγεθος 70 kb). 
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3.6. Ανίχνευση του πλασµιδιακού γονιδίου yadA µε PCR 

 

 Στις επόµενες εικόνες (9α, 9β, 9γ και 9δ) παρουσιάζονται τα προϊόντα των ειδικών 

γιά yadA δοκιµασιών PCR µετά από ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης. 

 

yadA 

 

(β) 

(α) 
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Εικόνες 9α, 9β, 9γ και 9δ. Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης των yadA-ειδικών PCR 

προϊόντων. 

(δ) 

(γ) 
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3.7.  Ανίχνευση του πλασµιδιακού γονιδίου virF µε PCR 

 

 Στις επόµενες εικόνες (10α, 10β, 10γ και 10δ) παρουσιάζονται τα προϊόντα των 

ειδικών γιά virF δοκιµασιών PCR µετά από ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης. 

 

virF 

 

(α) 

(β) 
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Εικόνες 10α, 10β, 10γ και 10δ. Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης των virF -ειδικών 

PCR προϊόντων. 

(γ) 

(δ) 
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Πίνακας 20. Ανίχνευση γονιδίων παθογένειας πλασµιδιακής εντόπισης. 

Α/Α 
Κωδικός 

στελέχους 
yadA virF 

    

1 4 + + 

2 47 + + 

3 6 + + 

4 43 + + 

5 36 + + 

6 19 + + 

7 70 + + 

8 2 - - 

9 9 + + 

10 21 + + 

11 24 + + 

12 8 + + 

13 52 + + 

14 14 - - 

15 16 - - 

16 13 - - 

17 20 - - 

18 71 + + 

19 25 + + 

20 11 + + 

21 29 + + 

22 7 + + 

23 37 + + 

24 30 + + 

25 72 + + 

26 26 + + 

27 63 + + 

28 46 + + 

29 56 + + 

30 27 + + 

31 34 + + 
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Πίνακας 20. Ανίχνευση γονιδίων παθογένειας πλασµιδιακής εντόπισης (συνέχεια) 

Α/Α 
Κωδικός 

στελέχους 
yadA virF 

    

32 17 + + 

33 28 - - 

34 50 + + 

35 49 + + 

36 42 + + 

37 62 + + 

38 22 + + 

39 10 + + 

40 48 + + 

41 53 + + 

42 44 + + 

43 55 + + 

44 54 + + 

45 31 + + 

46 35 + + 

47 15 + + 

48 58 + + 

49 33 + + 

50 73 + + 

51 32 + + 

52 3 + + 

53 60 + + 

54 18 + + 

55 74 + + 

56 75 + + 

57 5 + + 

58 1 + + 

59 23 - - 

60 76 + + 
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Τα αποτελέσµατα των δοκιµασιών PCR ήταν σε απόλυτη αντιστοιχία µε αυτά της 

ανάλυσης του πλασµιδιακού περιεχοµένου. Από τα 60 στελέχη Y. enterocolitica, 54 περιείχαν 

αµφότερα τα πλασµιδιακά γονίδια yadA και virF. Τα υπόλοιπα 6 στελέχη ήταν αρνητικά και 

για τα 2 γονίδια. Τα τελευταία στελέχη περιλαµβάνονταν στα 13 που εµφανίστηκαν ως pVY-

αρνητικά µε τη φαινοτυπική µέθοδο ανίχνευσης (καλλιέργεια παρουσία οξαλικού µαγνησίου) 

(7 ψευδώς αρνητικά). Επίσης, µε τη φαινοτυπική µέθοδο υπήρξε και µία περίπτωση ψευδώς 

θετικού αποτελέσµατος (κωδικός αριθµός στελέχους: 4) (Πίνακες 19 και 20).  
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3.8. Ανίχνευση του χρωµοσωµατικού γονιδίου παθογένειας yst  

 
Ολα τα εξετασθέντα στελέχη Y. enterocolitica ήταν θετικά γιά την παρουσία του 

χρωµοσωµατικού γονιδίου παθογένειας yst. Το προϊόν της αντίστοιχης PCR είχε, σε όλες τις 

περιπτώσεις, το αναµενόµενο µέγεθος (163 bp) (Εικόνες 11α και 11β). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνες 11α και 11β. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων της ειδικής PCR για το γονίδιο yst. 

(α) 

(β) 
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3.9. Αποτελέσµατα δοκιµασιών παραγωγής βιοµεµβράνης 

 
Τα στελέχη Y. enterocolitica βρέθηκαν στο σύνολό τους (Ν=60), θετικά για 

παραγωγή βιοµεµβράνης (η αύξηση του βάρους της βιοµάζας ήταν >50 mg). 

Παρατηρήθηκαν ποσοτικές διαφοροποιήσεις µεταξύ των στελεχών αλλά οι περισσότερες 

βρίσκονταν εντός των ορίων του πειραµατικού σφάλµατος. Γιά το λόγο αυτό, δεν κρίθηκε 

σκόπιµη η κατάταξη των στελεχών µε κριτήριο το βάρος της παραγόµενης βιοµεµβράνης. 

Τα αποτελέσµατα επιβεβαιώθηκαν µε τη µέθοδο Β (χρώση της µικροβιακής 

βιοµεµβράνης µε κρυσταλλικό ιώδες).     
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Πίνακας 23. Συνοπτική παρουσίαση της επίδρασης της βιοµεµβράνης στην ευαισθησία των 

στελεχών Y. enterocolitica στα αντιβιοτικά.  

 
 

Αντιβιοτικό MIC50α MICBR50β MIC90α MICBR90β 

     

Κοτριµοξαζόλη ≤  20  ≥ 2560 ≤  20 ≥  2560 

Αµικασίνη ≤  2 ≥ 128 8 ≥ 128 

Νετιλµικίνη ≤  1 ≥ 32 2 ≥ 32 

Γενταµικίνη ≤  1 ≥ 128 ≤ 1 ≥ 128 

Τοµπραµυκίνη ≤  1 ≥  128 ≤  1 ≥  128 

Ιµιπενέµη ≤ 1 ≥  128 ≤  1 ≥  128 

Κεφταζιδίµη ≤  1 ≥  128 ≤  1 ≥  128 

Αζτρεονάµη ≤  1 ≥  128 ≤  1 ≥  128 

Κεφεπίµη ≤  1 ≥  128 ≤  1 ≥  128 

Κεφοταξίµη ≤  1 ≥  128 ≤  1 ≥  128 

Σιπροφλοξακίνη ≤  0,25 ≥  32 ≤  0,25 ≥  32 

 
α Τιµές ΜΙC απουσία βιοµεµβράνης 

β Τιµές ΜΙC παρουσία βιοµεµβράνης 

 

 

3.10. Αποτελέσµατα PCR για το γονίδιο waaE 

Τα αποτελέσµατα της ειδικής PCR για το γονίδιο waaE ήταν αρνητικά για όλα τα 

στελέχη της συλλογής.  

  

 

3.11. Ανεύρεση hms-οµόλογων αλληλουχιών σε βάσεις δεδοµένων 

 
Μετά από εξέταση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών Y. enterocolitica που έχουν 

κατατεθεί στις βάσεις δεδοµένων GenBank και EMBL, διαπιστώθηκε ότι  σηµαντικός  

βαθµός οµολογίας και για τα 6 γονίδια hms σε  στέλεχος Υ. enterocolitica που ανήκε στον 

ορότυπο 9 (O:9) (κωδικός πρόσβασης GenBank: CP002246) (Wang et al. 2011).  

Εντοπίστηκαν 6 ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης (ORF-1 έως ORF-6) που αντιστοιχούσαν 

στα γονίδια σχηµατισµού βιοµεµβράνης στο είδος Y. pestis. Παρακάτω παρουσιάζονται 

συνοπτικά οι ιδιότητες των αντίστοιχων υποθετικών πρωτεϊνών καθώς και ο βαθµός 

οµολογίας τους µε τις πρωτεϊνες Hms. 
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ORF-1 

Συντεταγµένες: 2680907 - 2683375 

Πιθανό προϊόν: Πολυπεπτίδιο (822 αµινοξικά κατάλοιπα) 

Πιθανή εντόπιση: Εξωτερική µεµβράνη 

Πιθανά λειτουργικά χαρακτηριστικά: ∆ράση ακετυλάσης 

Οµόλογη πρωτεϊνη: HmsH (822 αµινοξικά κατάλοιπα) 

 Ταυτότητα: 87% (714/822 αα) 

 Οµοιότητα: 93% (771/822 αα) 

 

ORF-2 

Συντεταγµένες: 2678871 - 2680853  

Πιθανό προϊόν: Πολυπεπτίδιο (660 αµινοξικά κατάλοιπα) 

Πιθανή εντόπιση: Εξωτερική µεµβράνη 

Πιθανά λειτουργικά χαρακτηριστικά: ∆ράση ακετυλάσης 

Οµόλογη πρωτεϊνη: HmsF (673 αµινοξικά κατάλοιπα) 

 Ταυτότητα: 89% (586/659) 

 Οµοιότητα: 94% (623/659) 

 

ORF-3 

Συντεταγµένες: 2677547 - 2678881 

Πιθανό προϊόν: Πολυπεπτίδιο (444 αµινοξικά κατάλοιπα) 

Πιθανή εντόπιση: Κυτταροπλασµατική µεµβράνη 

Πιθανά λειτουργικά χαρακτηριστικά: ∆ράση γλυκοσυλτρανσφεράσης 

Οµόλογη πρωτεϊνη: HmsR (444 αµινοξικά κατάλοιπα). 

 Ταυτότητα: 96% (427/443) 

 Οµοιότητα: 98% (436/443) 

 

ORF-4 

Συντεταγµένες: 2677083 - 2677550 

Πιθανό προϊόν: Πολυπεπτίδιο (155 αµινοξικά κατάλοιπα) 

Πιθανή εντόπιση: Κυτταροπλασµατική µεµβράνη 

Πιθανά λειτουργικά χαρακτηριστικά: ∆ράση γλυκοσυλτρανσφεράσης 

Οµόλογη πρωτεϊνη: HmsS (155 αµινοξικά κατάλοιπα). 

 Ταυτότητα: 79% (123/155) 

 Οµοιότητα: 92% (143/155) 
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ORF-5 

Συντεταγµένες: 674809 - 675909 

Πιθανό προϊόν: Πολυπεπτίδιο (366 αµινοξικά κατάλοιπα) 

Πιθανή εντόπιση: Ασαφής 

Πιθανά λειτουργικά χαρακτηριστικά: Ασαφή 

Οµόλογη πρωτεϊνη: HmsΤ (390 αµινοξικά κατάλοιπα) 

 Ταυτότητα: 82% (319/390) 

 Οµοιότητα: 88% (347/390) 

 

ORF-6 

Συντεταγµένες: 4366185 - 4367714 

Πιθανό προϊόν: Πολυπεπτίδιο (509 αµινοξικά κατάλοιπα) 

Πιθανή εντόπιση: Ασαφής 

Πιθανά λειτουργικά χαρακτηριστικά: Ασαφή 

Οµόλογη πρωτεϊνη: HmsP (728 αµινοξικά κατάλοιπα). 

 Ταυτότητα: (περιοχή 1) 88% (212/241)    (περιοχή 2) 66% (197/297) 

 Οµοιότητα: (περιοχή 1) 94% (227/241)    (περιοχή 2) 79% (235/297) 

 

 

3.12. Στατιστική ανάλυση 

 Τα αποτελέσµατα της στατιστικής ανάλυσης παρουσιάζονται στους Πίνακες 24-28. 

Τεκµηριώνεται στατιστικά η επίδραση της παραγωγής βιοµεµβράνης στα επίπεδα αντοχής 

στα αντιβιοτικά (Πίνακας 24). Εµφανίζεται επίσης µία αρνητική συχέτιση της παρουσίας του 

πλασµιδίου pYV µε τις τιµές MIC στις αµινογλυκοσίδες αµικασίνη και γενταµικίνη (Πίνακες 

25-28). ∆εν παρατηρήθηκαν αντίστοιχες συσχετίσεις µε τα επίπεδα αντοχής στα άλλα 

αντιβιοτικά.   
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Πίνακας 25. 

CR-MOX Αριθµός στελεχών 

Μέση τιµή MIC 

Παρουσία βιοµεµβράνης 

(Mean) 

Τυπική Απόκλιση 

(Std. Deviation) 

- 13 118.15 24.034 

Amikacin 

+ 47 92.43 45.433 

Τιµή p = 0.009 
 
 
 
Πίνακας 26. 

yad A Αριθµός στελεχών 

Μέση τιµή MIC 

Παρουσία βιοµεµβράνης 

(Mean) 

Τυπική Απόκλιση 

(Std. Deviation) 

- 7 128.00 0.000 

Amikacin 

+ 53 94.04 44.179 

Τιµή p = 0.000 
 
 
 
Πίνακας 27. 

vir F Αριθµός στελεχών 

Μέση τιµή MIC 

Παρουσία βιοµεµβράνης 

(Mean) 

Τυπική Απόκλιση 

(Std. Deviation) 

- 7 128.00 0.000 

Amikacin 

+ 53 94.04 44.179 

Τιµή p = 0.000 
 
 
 
Πίνακας 28. 

CR-MOX Αριθµός στελεχών 

Μέση τιµή MIC 

Παρουσία βιοµεµβράνης 

(Mean) 

Τυπική Απόκλιση 

(Std. Deviation) 

- 13 89.23 52.647 

Gentamicin 

+ 47 121.02 27.135 

Τιµή p = 0.054 
 
 
 

 



 
 

103 

4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Τα αποτελέσµατα της οροτυπίας και της βιοτυπίας, παρά  το γεγονός ότι αναφέρονται 

σε µικρό αριθµό στελεχών Y. enterocolitica (Ν=60) προερχοµένων από ασθενείς της περιοχής 

της Αττικής, δείχνουν σαφώς την κυριαρχία του παθογόνου βιο-οροτύπου 4/O:3 και τη 

σποραδική παρουσία του βιο-οροτύπου 2/O:9. Πάντως το δείγµα των στελεχών που 

εξετάστηκαν δεν θα µπορούσε να χαρακτηριστεί ως επιλεγµένο δεδοµένου ότι περιλάµβανε 

όλες τις υερσίνιες που κατέστη δυνατόν να καλλιεργήθηκαν από τους ασθενείς που 

εισήχθηκαν στο νοσοκοµείο κατά τη διάρκεια µιάς σχετικά εκτεταµένης χρονικής περιόδου 

(2006 – 2011). Από τους 60 ασθενείς µε υερσινίωση, οι 38 έπασχαν από κάποια µορφή 

θαλασσαιµίας  (κυρίως πολυµεταγγιζόµενοι µε µεσογειακή αναιµία). Ο υψηλός επιπολασµός 

των λοιµώξεων από Y. enterocolitica στη συγκεκριµένη οµάδα ασθενών έχει ήδη συζητηθεί 

στο Γενικό Μέρος (Τρίκκα 1983, Brubaker 1991, Bottone 1997, Chin 2000) . Η κυριαρχία 

του βιο-οροτύπου 4/O:3 µεταξύ των νοσούντων απο υερσινίωση στον Ελληνικό χώρο 

φαίνεται να είναι διαχρονική σύµφωνα και µε τα ευρήµατα προηγούµενων µελετών (Κεχαγιά 

2007, Kyriazi et al. 2000, Τρίκκα 1983). Επίσης, όπως έδειξαν τα απαοτελέσµατα της PFGE, 

µιάς τυποποιητικής µεθόδου µε µεγάλη διακριτική ικανότητα, τα στελέχη του βιο-οροτύπου 

4/O:3 ανήκαν στον ίδιο κλώνο. Αξιοσηµείωτη ήταν επίσης και η µεγάλου βαθµού οµοιότητα 

των ηλεκροφορητικών προτύπων, γεγονός που δείχνει τη γενετική ‘σταθερότητα’ του 

κλώνου. 

Από τα διαθέσιµα επιδηµιολογικά και κλινικά δεδοµένα, δεν ήταν δυνατόν να 

προσδιοριστούν µε µια σχετική ακρίβεια οι πιθανές πηγές (προφανώς τρόφιµα) των στελεχών 

που προκάλεσαν λοίµωξη. Ωστόσο, η σηµαντικότερη δεξαµενή των στελεχών του βιο-

οροτύπου 4/O:3 στη χώρα µας φαίνεται να είναι τα ζώα παραγωγής (κυρίως οι χοίροι και, σε 

µικρότερο βαθµό, τα πουλερικά) όπως έχουν δείξει σχετικά πρόσφατες µελέτες (Kechagia et 

al. 2007).  

Οπως ήταν αναµενόµενο για στελέχη Y. enterocolitica που είχαν προκαλέσει 

λοίµωξη, η πλειονότητα των µικροοργανισµών που εξετάστηκαν ήταν θετικά για διάφορους 

χρωµοσωµατικά (yst) και πλασµιδιακά καθοριζόµενους λοιµογόνους παράγοντες (yadA και 

virF). Για την πιστοποίηση της παρουσίας του πλασµιδίου παθογένειας pYV, εκτός από την 

αποµόνωσή του και την ταυτοποίηση των γονιδίων yadA και virF µε PCR, χρησιµοποιήθηκε 

και η φαινοτυπική µέθοδος της καλλιέργειας παρουσία οξαλικού (δέσµευση ιόντων 

ασβεστίου µε συνεπακόλουθη επαγωγή της έκφρασης των πρωτεϊνών Yop και αλλαγή της 

µορφολογίας των αποικιών). Η αξιοπιστία της φαινοτυπικής µεθόδου θα µπορούσε να 

χαρακτηριστεί µέτρια. Παρουσίαζε προβλήµατα ειδικότητας (1 ψευδώς θετικό στέλεχος) και, 

κυρίως, προβλήµατα ευαισθησίας (6 ψευδώς αρνητικά στελέχη) (Prpic et al. 1985). Αν και η 

φαινοτυπική µέθοδος καλλιέργειας σε MOX παραµένει χρήσιµη, η ευρεία εισαγωγή 

µοριακών µεθόδων όπως η PCR στο κλινικό εργαστήριο επιτρέπει τη ταχύτερη και 
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περισσότερο αξιόπιστη αναγνώριση των λοιµογόνων στελεχών Y. enterocolitica. Θα πρέπει 

επίσης να σχολιαστεί το γεγονός ότι 6 από τα στελέχη που είχαν προκαλέσει λοίµωξη δεν 

περιείχαν το πλασµίδιο παθογένειας pYV. Η πιθανότερη εξήγηση είναι ότι τα εν λόγω 

στελέχη απώλεσαν το pYV κατά τις ανακαλλιέργειες που ακολούθησαν την πρώτη 

αποµόνωση (αν και είχε ληφθεί µέριµνα να περιοριστούν στο ελάχιστο δυνατό). Πράγµατι, οι 

Li και συν. (1998) αναφέρουν υψηλή σχνότητα απώλειας του πλασµιδίου pYV µετά από 

ανακαλλιέργειες στελεχών Y. enterocolitica που ανήκαν σε διάφορους παθογόνους βιο-

οροτύπους. Επιπρόσθετα, αν και pYV-αρνητικά στελέχη έχουν τη δυνατότητα να 

προκαλέσουν εντερική λοίµωξη, αυτή είναι ελαφράς µορφής και µικρής διάρκειας και κατα 

κανόνα δεν χρήζει νοσοκοµειακής περίθαλψης (Brubaker 1991).         

Τα στελέχη Y. enterocolitica ήταν, στο σύνολό τους, ανθεκτικά στις αµινο-

πενικιλλίνες (π.χ. αµπικιλλίνη) και στις κεφαλοσπορίνες πρώτης γενιάς (αντιπροσωπεύονταν 

από την κεφαλοθίνη («άγριος» φαινότυπος αντοχής [wild-type resistance phenotype]) (Stock 

and Wiedemann, 1999). Ενδιαφέρουσα παρατήρηση ήταν ότι, πλην ενός, όλα τα εξετασθέντα 

στελέχη εµφάνιζαν αντοχή ή µειωµένη ευαισθησία στο συνδυασµό αµοξικιλλίνης-

κλαβουλανικού οξέος (Πίνακας 18). Ο φαινότυπος αυτός οφείλεται στην παραγωγή δύο β-

λακταµασών, των Α και Β,  ειδικών γιά το είδος Y. enterocolitica. Τα αντίστοιχα γονίδια 

εντοπίζονται στο χρωµόσωµα. Η β-λακταµάση Α έχει δράση πενικιλλινάσης ενώ το ένζυµο Β 

είναι κεφαλοσπορινάση µε άλλoτε άλλη δυνατότητα επαγωγής (induction) (Cornelis 1975). Η 

αντοχή στο συνδυασµό αµοξικιλλίνης- κλαβουλανικού οξέος οφείλεται στη δυνατότητα του 

αναστολέα να επάγει την παραγωγή σχετικά µεγάλων ποσοτήτων της β-λακταµάσης Β σε 

συνδυασµό µε τη σύγχρονη παραγωγή της β-λακταµάσης Α (Pham et al. 1991, Pham et al. 

1995). Η αντοχή στο συνδυασµό αµοξικιλλίνης- κλαβουλανικού οξέος στο βιο-ορότυπο 

4/O:3 ποικίλει, µε την πλειονότητα των στελεχών να εµφανίζουν χαµηλές τιµές MIC (Stock 

and Wiedemann, 1999). Ο υψηλός επιπολασµός αντοχής στο συνδυασµό αµοξικιλλίνης- 

κλαβουλανικού οξέος µεταξύ των στελεχών του παθογόνου βιο-οροτύπου 4/O:3 στη χώρα 

µας, όπως παρατηρήθηκε εδώ, επιβεβαιώνει προηγούµενα ευρήµατα σε στελέχη Y. 

enterocolitica 4/O:3 που είχαν αποµονωθεί από ζώα και περιβαλλοντικές πηγές (Kechagia et 

al. 2007, Κεχαγιά 2007). Αυτή η ιδιαιτερότητα των στελεχών 4/O:3 στην Ελλάδα θα 

µπορούσε να αποτελέσει θέµα περαιτέρω έρευνας. 

∆εν ανευρέθηκαν στελέχη µε αντοχή, ή έστω αισθητά µειωµένη ευαισθησία, στις 

κλινικά χρησιµοποιούµενες αµινογλυκοσίδες, στην κοτριµοξαζόλη, στη χλωραµφαινικόλη 

καθώς και στους νεότερους αντιµικροβιακούς παράγοντες όπως οι κεφαλοσπορίνες τρίτης 

και τέταρτης γενιάς, οι καρβαπενέµες και οι φθοριοµένες κινολόνες (Cornelis 1975, 

Hoogkamp-Korstanje 1987, Gayraud et al. 1993). Η φαινόµενη απουσία ανθεκτικών 

πληθυσµών Y. enterocolitica στα αντιβιοτικά αυτά τα οποία, σηµειωτέον, έχουν σε µεγάλο 

βαθµό χρησιµοποιηθεί στη θεραπεία των λοιµώξεων όχι µόνο στους ανθρώπους αλλά και στα 

ζώα, δεν έχει εξηγηθεί. Θα µπορούσε να υποτεθεί ότι η απουσία αντοχής, τουλάχιστον στις 
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αµινογλυκοσίδες και στις νεότερες β-λακτάµες, πιθανόν να οφείλεται στην αδυναµία 

απόκτησης ή/και σταθεροποίησης πλασµιδίων αντοχής σε αντίθεση µε τα περισσότερα είδη 

της οικογένειας Enterobacteriaceae.             

Το πλέον αξιοσηµείωτο εύρηµα της παρούσας µελέτης είναι η τεκµηρίωση της 

ικανότητας στελεχών του είδους Y. enterocolitica (τουλάχιστον αυτών που ανήκουν στους 

παθογόνους βιο-οροτύπους 4/O:3 και 3/O:9) να σχηµατίζουν βιοµεµβράνη. Πράγµατι, όλα τα 

στελέχη της συλλογής (Ν=60) εµφάνισαν αυτή τη δυνατότητα. Επιπρόσθετα, για την 

παραγωγή βιοµεµβράνης, απαιτήθηκε µόνο η ύπαρξη ενός υλικού προσκόλλησης ενώ, σε 

καµµία περίπτωση, δεν απαιτήθηκαν ειδικές συνθήκες καλλιέργειας (π.χ. συνθήκες ένδειας 

άνθρακα, αζώτου , ιόντων σιδηρου κ.λ.π., µειωµένη τάση οξυγόνου ή άλλες συνθήκες που θα 

προκαλούσαν stress και θα µπορούσαν να επάγουν την παραγωγή πολυσακχαριδικών 

πολυµερών και το σχηµατισµό βιοµεµβράνης). Τα παραπάνω πειραµατικά δεδοµένα, σε 

συνδυασµό µε ευρήµατα προηγούµενων µελετών, υποδεικνύουν ότι η παραγωγή 

βιοµεµβράνης θα µπορούσε να θεωρηθεί εγγενής ιδιότητα του είδους Y. Enterocolitica 

(Wang et al. 2004, Itoh et al. 2005). Παρατηρήθηκαν ποσοτικές διαφοροποιήσεις µεταξύ των 

στελεχών στη παραγωγή βιοµεµβράνης αλλά οι περισσότερες από αυτές βρίσκονταν εντός 

των ορίων του πειραµατικού σφάλµατος. Ετσι, θεωρήθηκε ότι τα εξετασθέντα στελέχη είχαν 

παρόµοια ικανότητα παραγωγής βιοµεµβράνης και δεν κρίθηκε αναγκαία η κατάταξή τους µε 

κριτήριο τη διαφορά βάρους του εξωπολυσακχαρίτη και του νερού που συγκρατεί.      

Η χηµική σύσταση του γλυκοκάλυκα δεν προσδιορίστηκε. Ωστόσο, η ύπαρξη 4 

ανοικτών πλαισίων ανάγνωσης στην Y. enterocolitica µε διάταξη πολυκιστρονικού οπερονίου 

και µε υψηλού βαθµού οµολογία µε τα γονίδια hms (hemin storage) hmsH, hmsF, hmsR, 

hmsS τα προϊόντα των οποίων είναι οι γλυκοσυλτρανσφεράσες της Y. pestis, υποδεικνύουν 

ότι ο γλυκοκάλυκας των δύο ειδών είναι παρόµοιος και έχει ως κύριο συστατικό πολυµερές 

της 1,6-N-ακετυλ-D-γλυκοζαµίνης (Fetherston et al. 1992, Lillard et al. 1997, Perry et al. 

2004, Wang et al. 2004, Itoh et al. 2005, Bobrov et al. 2008,). ∆εν µπορούν, παρ’όλα αυτά, να 

διατυπωθούν υποθέσεις σχετικά µε τη ρύθµιση της παραγωγής της βιοµεµβράνης στο είδος Y. 

enterocolitica. Οι οµόλογες αλληλουχίες µε τα ρυθµιστικά γονίδια hmsT και hmsP ήταν 

περιορισµένου µήκους. Αν και οι αντίστοιχες υποθετικές πρωτεϊνες περιείχαν τα αµινοξικά 

κατάλοιπα που είναι απαραίτητα για την εκδήλωση δραστικότητας κυκλάσης και 

φωσφοδιεστεράσης, ήταν µικρότερου µήκους από τις  HmsT και HmsP, αντιστοίχως 

(Kirillina et al. 2004, Bobrov et al. 2005, Simm et al. 2005). Ετσι, ούτε η εντόπισή τους στην 

κτταροπλασµατική µεµβράνη ούτε η λειτουργικότητά τους µπορούν να προδικαστούν µε 

ασφάλεια αν και η πιθανότητα να ρυθµίζουν in trans τη µεταγραφή του οπερονίου hmsHFRS 

στην Y. enterocolitica δεν θα πρέπει να αποκλειστεί.  

Το πρόβληµα της ρύθµισης της παραγωγής βιοµεµβράνης στην Y. enterocolitica 

περιπλέκεται ακόµα περισσότερο από την απουσία του γονιδίου waaE όπως προέκυψε από τα 

πειράµατα ανίχνευσης µε PCR. Η κύριος ρόλος του πολυπεπτιδίου WaaE που κωδικοποιείται 
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από το γονίδιο waaE σε διάφορα ειδη της οικογένειας Enterobacteriaceae (η έκφρασή του 

έχει αναφερθεί και σε στέλεχος Y. enterocolitica του οροτύπου 8) είναι η υποκατάσταση της 

α-L-γλυκερο-D-επτοπυρανόζης από τη β-D-γλυκοπυρανόζη (δράση γλυκοσυλτρανσφεράσης) 

κατά τη διαδικασία της βιοσύνθεσης του κορµού του λιποπολυσακχαρίτη. ∆ευτερευόντως, το 

ένζυµο WaaE φαίνεται ότι συµµετέχει έµµεσα στη ρύθµιση της παραγωγής βιοµεµβράνης 

(Guash et al. 1996, Regue et al. 2001, Izquiredo et al. 2002). ∆ύο πιθανές εξηγήσεις του 

αρνητικού αποτελέσµατος για τη παρουσία waaE θα µπορούσαν να προταθούν:  

 α) Το ένζυµο WaaE δεν είναι απαραίτητο για τη βιοσύνθεση του κορµού του 

λιποπολυσακχαρίτη στους οροτύπους O:3 και O:9 στους οποίους ανήκαν τα στελέχη που 

εξετάστηκαν και, 

 β) Τα στελέχη των οροτύπων O:3 και O:9 διαθέτουν αντίστοιχο γονίδιο αλλά µε 

διαφορές στην αλληλουχία από αυτήν του ορθολόγου waaE οι οποίες δεν επέτρεψαν τον 

υβριδισµό των ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν στις αντίστοιχες 

περιοχές του βακτηριακού χρωµοσώµατος.    

Από τη σύγκριση των τιµών MIC των αντιβιοτικών, οπως παρουσιάζεται στους 

Πίνακες 21, 22 και 23, κατέστη σαφές ότι η παρουσία βιοµεµβράνης αυξάνει δραµατικά τα 

επίπεδα αντοχής όλων των στελεχών σε όλες τις τάξεις των αντιβιοτικών που εξετάστηκαν. 

Αν και οι συνθήκες προσδιορισµού των MIC µικροβιακών κυττάρων σε βιοµεµβράνες δεν 

έχουν προτυποποιηθεί, τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται επιβεβαιώνουν προηγούµενα 

ευρήµατα αναφορικά µε την επιδραση των βιοµεµβρανών στα επίπεδα αντοχής στις 

περισσότερες τάξεις αντιβιοτικών (Dunne 2002, Βαµβακοπούλου και συν. 2003). 

Επιπρόσθετα ενισχύουν τις ενδείξεις ότι, υπό τις πειραµατικές συνθήκες που 

χρησιµοποιήθηκαν, η παραγωγή εξωπολυσακχαρίτη από την Y. enterocolitica είχε ως 

κατάληξη τη συγκρότηση βιοµεµβράνης. ∆εν παρατηρήθηκαν αξιοσηµείωτες 

διαφοροποιήσεις στο βαθµό αύξησης των τιµών ΜIC των οξιµινο-β-λακταµών (νεότερες 

κεφαλοσπορίνες και αζτρεονάµη). Πρέπει ωστόσο να σηµειωθεί ότι η αύξηση των επιπέδων 

αντοχής στην ιµιπενέµη παρουσία βιοµεµβράνης ήταν, σε σχετικά λίγα στελέχη, µικρότερη 

συγκριτικά µε τα άλλα β-λακταµικά αντιβιοτικά. Το γεγονός αυτό πιθανώς οφείλεται στη 

δυνατότητα των καρβαπενεµών, περιλαµβανοµένης και της ιµιπενέµης, να αναστέλλουν 

πολλαπλές πενικιλλινο-δεσµευτικές πρωτεϊνες (υπεύθυνες για τη βιοσύνθεση της 

πεπτιδογλυκάνης) και να ασκούν αντιµικροβιακή δράση κατά κυττάρων που, πρακτικά, 

βρίσκονται σε µεταβολική στάση (περίπτωση µικροβίων σε ώριµες βιοµεµβράνες) (Coquet et 

al. 1998, Zhanel et al. 2007).  

Η αύξηση των τιµών MIC της κοτριµοξαζόλης παρουσία βιοµεµβράνης ήταν 

ιδαίτερα υψηλή και παρόµοια για όλα τα στελέχη. Με εξαίρεση ένα στέλεχος µε χαµηλή 

MIC, παρόµοιο φαινόµενο σηµαντικής αύξησης των επιπέδων αντοχής παρατηρήθηκε και για 

την σιπροφλοξακίνη. Θεωρητικά, οι νεότερες φθοριοµένες κινολόνες µπορούν να 

αναστείλλουν µικρόβια µε χαµηλό ρυθµό µεταβολισµού. Ωστόσο, στις πειραµατικές 
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συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν στη παρούσα µελέτη, οι σχετικές τιµές MIC της 

σιπροφλοξακίνης για τα 59 από τα 60 στελέχη ήταν ≥32 mg/L. 

Ειδικής µνείας χρήζουν τα αποτελέσµατα των δοκιµασιών ευαισθησίας στις 

αµινογλυκοσίδες παρουσία βιοµεµβράνης. Αν και σε όλα τα στελέχη παρατηρήθηκε αύξηση 

των σχετικών τιµών MIC, η αύξηση αυτή ήταν σε σηµαντικό αριθµό στελεχών µικρότερη 

(ιδιαίτερα στη νετιλµικίνη) συγκριτικά µε αυτήν που παρατηρήθηκε γιά τους άλλους 

αντιµικροβιακούς παράγοντες. Το γεγονός αυτό ήταν µη αναµενόµενο δεδοµένου ότι οι 

συνθήκες που επικρατούν στο περιβάλλον της βιοµεµβράνης (κυρίως η χαµηλή τάση 

οξυγόνου στα στρώµατα πλησίον της επιφάνειας προσκόλλησης και η συνεπακόλουθη 

µείωση της κυτταρικής αναπνοής) καθώς και η ηλεκτροστατικής φύσης παρεµπόδιση της 

διείσδυσης της αρνητικά φορτισµένης αµινογλυκοσίδης στη βιοµεµβράνη, δεν ευνοούν τη 

δράση αυτής της οµάδας των αντιβιοτικών (Coquet et al. 1998, Βαµβακοπούλου και συν. 

2003). Τα διαθέσιµα δεδοµένα δεν επιτρέπουν τη διατύπωση κάποιας βάσιµης εξήγησης. Η 

πιθανή χηµική σύσταση του γλυκοκάλυκα  που σχηµατίζει η Υ. enterocolitica (πολυµερές της 

1,6-N-ακετυλ-D-γλυκοζαµίνης) δεν θα µπορούσε να δικαιολογήσει την παρατηρηθείσα 

αλληλεπίδραση µικροβίων-αµινογλυκοσιδών.    

Η παραγωγή βιοµεµβράνης στους περισσότερους παθογόνους µικροοργανισµούς 

συγκαταλέγεται στους λοιµογόνους παράγοντες και µάλιστα, σε ορισµένες περιπτώσεις (π.χ. 

S. epidermidis και P. aeruginosa), από τους πλέον σηµαντικούς (Christensen et al 1982, 

Donlan and Costerton 2002, Dunne 2002). . Αναφορικά µε την Y. enterocolitica, το σύνολο 

σχεδόν των ερευνητικών προσπαθειών γιά την κατανόηση της παθογόνου δράσης της έχει 

εστιαστεί στους περίπλοκους µηχανισµούς προσβολής του εντερικού βλεννογόνου ενώ η 

πιθανή συµµετοχή του σχηµατισµού βιοµεµβρανών στη λοίµωξη έχει τύχει λίγης προσοχής. 

Ενας προφανής λόγος είναι οι τεχνικές δυσκολίες που θα έπρεπε να ξεπεραστούν για την 

ανάπτυξη αξιόπιστων in vivo µοντέλων για τη µελέτη του πιθανού ρόλου της βιοµεµβράνης 

για ένα εντεροπαθογόνο µικροβιακό είδος. Η ικανότητα της Y. enterocolitica να σχηµατίζει 

βιοµεµβράνες σε µη έµβιες επιφάνειες είναι αδιαµφησβήτητη όπως έδειξαν και τα 

αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης. Ωστόσο, για την πιθανή συµµετοχή της βιοµεµβράνης 

στην εντερική λοίµωξη θα µπορούσαν να διατυπωθούν σοβαρές ενστάσεις. Υπάρχουν 

ενδείξεις ότι για το σχηµατισµό βιοµεµβράνης από την Y. enterocolitica απαιτείται η 

κινητικότητα και η συρροή-συσσωµάτωση των µικροβιακών κυττάρων πάνω σε επιφάνειες 

(swarming motility). Αυτή η ιδιαίτερου τύπου κινητικότητα εξαρτάται από την έντονη κίνηση 

των µαστιγίων η έκφραση των οποίων επάγεται σε θερµοκρασίες µικρότερες των 30ο C (Kim 

et al. 2008, Raczkowska et al. 2011, Young et al. 1999). Παρ’όλα αυτά, δεν έχει αποδειχτεί 

ότι αυτού του είδους η κινητικότητα, που οπωσδήποτε δεν θα µπορούσε να συµβεί στο 

πεπτικό σύστηµα του ανθρώπου, είναι η µοναδική ικανή και αναγκαία συνθήκη για τη 

παραγωγή βιοµεµβράνης. Αλλωστε ορισµένες δοµικές και λειτουργικές προσαρµογές της Y. 

enterocolitica πριν την έναρξη της προσβολής του εντερικού βλεννογόνου, όπως η αυξηµένη 
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υδροφοβικότητα της κυτταρικής επιφάνειας του βακτηρίου και η αυτοσυγκόλληση (Bottone 

1997), θα µπορούσαν να επηρεάσουν την παραγωγή εξωπολυσακχαριτών. 

Συµπερασµατικά: 

Όλα τα στελέχη Yersinia enterocolitica που αποµονώθηκαν κατά την περίοδο 2006-

2011, πλην ενός, ανήκαν στον  παθογόνο βιο-ορότυπο 4/Ο:3, ο οποίος φαίνεται ότι επικρατεί 

στην Ελλάδα, και παρουσίαζαν γενετική οµοιότητα,. Τα περισσότερα από τα στελέχη έφεραν 

το πλασµίδιο της παθογένειας pVY της Yersinia enterocolitica που κωδικοποιούσε για 

ποικίλους παράγοντες παθογένειας, καθώς και γονίδια χρωµοσωµατικής εντόπισης που 

σχετίζονται µε την λοιµογόνο δράση του µικροργανισµού. Στην παρούσα µελέτη 

τεκµηριώθηκε για πρώτη φορά η ικανότητα των στελεχών Yersinia enterocolitica να 

συγκροτούν µικροβιακή βιοµεµβράνη, ιδιότητα που είχε αποδειχθεί µόνο για την Yersinia 

pestis µέχρι σήµερα. Η παρουσία της βιοµεµβράνης επηρέαζε τα επίπεδα αντοχής σε όλες τις 

τάξεις των αντιβιοτικών. Η διερεύνηση της δυνατότητας αυτής σε άλλους βιο-οροτύπους 

Yersinia enterocolitica καθώς και σε άλλα είδη Yersinia πιθανά θα διευκολύνει στην 

κατανόηση της παθογένειας καθώς και του κύκλου ζωής του µικροβίου αυτού.  
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