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Περίληψη 

 

Οι νοροϊοί είναι ιοί RNA που ανήκουν στην οικογένεια των Caliciviridae και 

προκαλούν  το 90% των κρουσµάτων γαστρεντερίτιδας παγκοσµίως. 

∆εδοµένου ότι οι άνθρωποι αποτελούν την κύρια πηγή των  ιών που 

εντοπίζονται σε τρόφιµα ,  η µετάδοσή τους γίνεται µέσω αυτών. 

Η ανίχνευση και ο χαρακτηρισµός των στελεχών των νοροϊών 

πραγµατοποιείται µε τη χρήση µοριακών τεχνικών συµπεριλαµβανοµένης της 

εύρεσης της αλληλουχίας του RNA. 

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν δέκα δείγµατα πόσιµου νερού που 

προήρχοντο  από γεωτρήσεις σε διαφορετικούς δήµους του Νοµού Λάρισας. 

Για την ανίχνευση των Νοροϊών χρησιµοποιήθηκαν οι εξής µέθοδοι: RT PCR, 

PCR, autonested PCR και Seminested PCR. Για τη συγκέντρωση του 

δείγµατος από την ποσότητα νερού χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος 

προσρόφησης και έκλουσης από ηλεκτραρνητικά φίλτρα. Μετά την ανίχνευση   

των ιών επετεύχθη η κλωνοποίηση και η αλληλούχιση της γενωµικής  

περιοχής ORF1 ενός στελέχους νοροϊού.  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

 

1.1 Ποιότητα Πόσιµου νερού 

Το νερό είναι βασικό και απαραίτητο στοιχείο για τη διατήρηση της ζωής στον 

πλανήτη µας. Ποσοστό περίπου 0,5% από την ολική ποσότητά του στη φύση 

προορίζεται για ανθρώπινη κατανάλωση. Τόσο το υπόγειο όσο και το 

επιφανειακό νερό (λίµνες, ποτάµια) χρησιµοποιείται για ανθρώπινη 

κατανάλωση. 

Με τον όρο «νερό ανθρώπινης κατανάλωσης» εννοούµε: 

1. Νερό που προορίζεται για πόση, µαγείρεµα, προπαρασκευή τροφής ή 

άλλες οικιακές χρήσεις, είτε στη φυσική του κατάσταση είτε µετά από 

επεξεργασία, ανεξάρτητα από την προέλευση του και το αν παρέχεται 

από δίκτυο διανοµής, από γεώτρηση, από βυτίο ή σε φιάλες. 

2. Το νερό που χρησιµοποιείται στις επιχειρήσεις παραγωγής τροφίµων 

για την παρασκευή, επεξεργασία, συντήρηση ή εµπορία προϊόντων 

που προορίζονται για ανθρώπινη κατανάλωση. 

 

Πρέπει δε, να είναι από κάθε άποψη αβλαβές για την υγεία των ανθρώπων, 

οργανοληπτικά άµεµπτο και απολύτως καθαρό, απαλλαγµένο από 

παθογόνους µικροοργανισµούς και οποιεσδήποτε ουσίες σε αριθµούς και 

συγκεντρώσεις που αποτελούν ενδεχόµενο κίνδυνο για την ανθρώπινη υγεία. 

Το νερό κατά τον υδρολογικό του κύκλο στο φυσικό του περιβάλλον έρχεται 

σε επαφή και εµπλουτίζεται µε διάφορες διαλυµένες ή αιωρούµενες ουσίες. 

Παράλληλα, µέσω των λυµάτων, αποβλήτων κ.λ.π. µεταφέρονται στα υπόγεια 

και επιφανειακά νερά ρυπαντικές ουσίες (στερεά, οργανικά και ανόργανα 

άλατα, παθογόνα µικρόβια, βαρέα µέταλλα και άλλες τοξικές ουσίες). 
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Το νερό, για να είναι πόσιµο, πρέπει τα ποιοτικά του χαρακτηριστικά να 

κυµαίνονται µεταξύ ορισµένων αποδεκτών ορίων που αποτελούν τα πρότυπα 

ποιότητας και θεσπίζονται Νοµοθετικά. 

Τα πρότυπα ποιότητας στην Ελλάδα καθορίζονται από την Κοινή Υπουργική 

Απόφαση Υ2/2600/2001 σε συµµόρφωση προς την οδηγία 98/83 Ε.Ε. 

Η υγιεινή του νερού καθορίζεται µε αναφορά σε προδιαγεγραµµένες 

συγκεντρώσεις ή τιµές ή άλλες απαιτήσεις ειδικές για µικροβιολογικές, χηµικές 

και φυσικές παραµέτρους. 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 1: Μικροβιολογικές Παράµετροι Πόσιµου νερού σε φιάλες 

ΠΑΡΑΜΕΤΡΟΙ ΠΑΡΑΜΕΤΡΙΚΗ ΤΙΜΗ 

E.coli 0/250ml 

Εντερόκοκκοι 0/250ml 

Ps. Aeroginosa 0/250ml 

Κοινοί µεσόφιλοι 22ο C 100/ml 

Κοινοί µεσόφιλοι 37ο C 20/ml 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 2: Μερικές Χηµικές Παράµετροι Πόσιµου νερού 

ΠΑΡΑΜΕΤΡΟΙ ΠΑΡΑΜΕΤΡΙΚΗ ΤΙΜΗ 

Νάτριο 200mg/l 

Σίδηρος 200µg/l 

Μαγγάνιο 50µg/l 

Θειικά άλατα 250µg/l 

Αµµώνιο 0.50Mg/l 

 

Στις ανεπτυγµένες χώρες το πόσιµο νερό υποβάλλεται σε κατάλληλη 

επεξεργασία ώστε να είναι ασφαλές. Παρ’ όλα αυτά όµως βλάβη ή παράλειψη 

στο δίκτυο ύδρευσης ή ανεπαρκής απολύµανση µπορεί να οδηγήσουν σε 
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µόλυνση του νερού µε παθογόνους µικροοργανισµούς και εµφάνιση  

επιδηµιών. 

Εάν η επεξεργασία του νερού είναι ανεπαρκής ή ελλιπής, οι µικροοργανισµοί 

περνούν ελεύθερα στο νερό του καταναλωτή. Ο εντερικός σωλήνας του 

ανθρώπου, αλλά και των ζώων, είναι η κύρια πηγή για τα περισσότερα 

βακτήρια, ιούς και πρωτόζωα που µεταφέρονται µε το νερό στον άνθρωπο. 

 

1.2 Εισαγωγή στους ιούς 

Ο ανθρώπινος γαστρεντερικός σωλήνας φιλοξενεί διάφορους τύπους ιών που 

µέσω των κοπράνων µπορούν να προκαλέσουν µόλυνση στο υδάτινο 

περιβάλλον. Ιοί στο νερό απελευθερώνονται και από όλα τα θερµόαιµα ζώα 

καθώς και από τα ψάρια. Η ικανότητα επιβίωσής τους στο νερό είναι 

µεγαλύτερη από αυτή των βακτηρίων (Wheeler D., 1990), καθώς µπορούν να 

επιβιώσουν σε αυτό από εβδοµάδες έως µήνες. Από όλους τους ιούς, 

ιδιαίτερη σηµασία για την ∆ηµόσια Υγεία έχουν οι ιοί εντερικής προέλευσης. 

Πολλές µελέτες έχουν καθιερώσει τη σηµασία των ιών Noro ως αιτία 

τροφιµογενών και υδατογενών επιδηµιών. 

Πολυάριθµοι ιοί µπορούν να βρεθούν στο ανθρώπινο έντερο αλλά µόνο 

ορισµένοι από αυτούς αναγνωρίζονται συνήθως ως τροφιµογενείς παθογόνοι. 

Ανάλογα µε τον τύπο της ασθένειας που προκαλούν οι παθογόνοι ιοί που 

µεταδίδονται µε τα τρόφιµα ή µε το πόσιµο νερό, ταξινοµούνται σε τρείς 

οµάδες, εκ των οποίων οι δυο πρώτες είναι οι πιο κοινές: 

 

1) Ιοί που προκαλούν γαστρεντερίτιδα (π.χ. Noro ιοί) 

2) Ιοί της ηπατίτιδας 

3) Ιοί που πολλαπλασιάζονται στο ανθρώπινο έντερο αλλά προκαλούν 

ασθένεια κατά τη µετανάστευσή τους σε άλλα όργανα, όπως το 

κεντρικό νευρικό σύστηµα (π.χ. Polio ιοί) 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
21/05/2024 13:42:11 EEST - 3.145.186.59



10 

 

∆εδοµένου ότι οι άνθρωποι είναι η κύρια πηγή των  ιών που εντοπίζονται στα 

τρόφιµα , η µετάδοσή τους γίνεται µέσω της κοπρανο- στοµατικής οδού µέσω 

της κατανάλωσης µολυσµένων τροφίµων και νερού, ή από άτοµο σε άτοµο 

µέσω σωµατικής επαφής ή απελευθέρωσης σταγονιδίων στον αέρα. Σε 

γενικές γραµµές µόνο µερικά µόρια των ιών που εντοπίζονται στα τρόφιµα 

απαιτούνται για να προκληθεί ασθένεια, ενώ µεγάλος αριθµός ιϊκών 

σωµατιδίων αποµακρύνονται από τα άτοµα που έχουν µολυνθεί είτε µε τα 

κόπρανα είτε µε έµετο. Αυτοί οι ιοί είναι αρκετά σταθεροί και ανθεκτικοί έξω 

από τον ξενιστή, αλλά δεν µπορούν να πολλαπλασιαστούν στα τρόφιµα και 

στο νερό. Επιπλέον υπάρχει µικρός αριθµός µεθόδων για την ανίχνευσή τους 

στα τρόφιµα και στο νερό (Seymour and Appleton, 2001). Μετά την είσοδό 

τους στο ανθρώπινο σώµα , οι ιοί µολύνουν τα κύτταρα του γαστρεντερικού 

συστήµατος ή του ήπατος όπου και πολλαπλασιάζονται ( Melnick J.L, 1984). 

 

1.3 Ιοί εντερικής προέλευσης στο υδάτινο περιβάλλον 

Μεγάλος αριθµός εντερικών µικροοργανισµών µπορούν να εισέλθουν στο 

υδάτινο περιβάλλον µέσω των κοπράνων των µολυσµένων ατόµων. Όταν 

µεγάλη ποσότητα λυµάτων µολυσµένων µε εντερικούς µικροοργανισµούς 

αναµιγνύεται µε νερό που µε ανεπαρκή ή µηδαµινή επεξεργασία καταλήγει 

στη θάλασσα ή µπορεί να χρησιµοποιηθεί σαν πόσιµο νερό, τότε είναι πιθανό 

να προκληθεί υδατογενής επιδηµία (Gerba et al, 1975). 

 

Εικόνα 1: Ηλεκτρονική µικροσκόπηση  σωµατιδίων Norovirus στα 

κόπρανα 
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Πάνω από 100 διαφορετικοί ιοί που περιέχονται στα ανθρώπινα κόπρανα και 

ούρα περνούν στα λύµατα και τελικά στο υδάτινο περιβάλλον. Σε 1γρ 

κοπράνων ενός µολυσµένου ατόµου µπορεί να περιέχονται πάνω από 106 

ιϊκά σωµατίδια. Στα λύµατα η συγκέντρωσή τους µπορεί να είναι έως και 105 

µολυσµατικοί ιοί/ λίτρο. Συχνά οι ιοί δεν απενεργοποιούνται εντελώς και δεν 

αποµακρύνονται από τα λύµατα στις µονάδες βιολογικού καθαρισµού. Κατά 

συνέπεια οι µολυσµατικοί ιοί καταλήγουν στο υδάτινο περιβάλλον (θαλάσσια 

ύδατα, πόσιµα ύδατα, υπόγεια και επιφανειακά ύδατα) (IAWPCR, 1983). 

Η πιο συχνά µελετηµένη οµάδα ιών εντερικής προέλευσης που µπορούν να 

ανιχνευθούν στο υδάτινο περιβάλλον είναι οι πικορναϊοί. Ο ιός της Ηπατίτιδας 

Α επίσης έχει αποδειχθεί ότι αποτελεί συχνή αιτία για υδατογενείς λοιµώξεις. 

Επιπρόσθετα, οι αδενοϊοί που υπάρχουν στα κόπρανα και έχουν ανιχνευθεί 

στα οικιακά λύµατα, έχουν ενοχοποιηθεί για περιπτώσεις οξείας 

γαστρεντερίτιδας στα παιδιά. Τα υπόγεια ύδατα µπορούν επίσης να 

µολυνθούν µε ιούς, παρότι υπάρχει το εµπόδιο της παρεµβολής του εδαφικού 

στρώµατος (Bitton et al, 1987). 

 

Ανθρώπινες εκκρίσεις 

 

Επίγεια ροή       Λύµατα Στερεά       Απόβλητα 

 

Ωκεανοί & Παράκτιες    Ποτάµια & Λίµνες    Υπόγεια νερά     Άρδευση 

 

Οστρακοειδή   Νερά αναψυχής  Παροχή νερού  ∆ηµητριακά  Υδατοσταγονίδια 

 

Άνθρωπος 

Σχήµα 1: Πορεία ιών εντερικής προέλευσης στο υδάτινο οικοσύστηµα 

(Bosch et al, 1998). 
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Η πυκνότητα των ιών εντερικής προέλευσης που µπορεί να αποµονωθεί από 

τα επιφανειακά νερά ποικίλει εποχιακά, εξαρτώµενη από τον όγκο των 

λυµάτων που εισέρχονται σε αυτά και από το τοπικό κλίµα. Οι συγκεντρώσεις 

των ιών που έχουν αποµονωθεί κατά καιρούς ποικίλουν από 0,006 έως 888 

PFU σε διάφορες περιοχές. Οι περισσότεροι ερευνητές συµφωνούν ότι η 

ελάχιστη µολυσµατική δόση ιών που µπορεί να προκαλέσει µόλυνση είναι 

πολύ χαµηλή (1-10 PFU) και εξαρτάται και από άλλους παράγοντες όπως η 

ηλικία του προσβαλλόµενου, η ανοσολογική και η γενική φυσική κατάσταση 

του (Griffin et al, 2003). 

Η υγειονοµική σηµασία της ύπαρξης των ιών εντερικής προέλευσης στα 

επιφανειακά νερά τεκµηριώθηκε από τον Koopman, ο οποίος µελέτησε 

επιδηµία γαστρεντερίτιδας που οφειλόταν σε ιούς Noro και η οποία 

αποδόθηκε σε κολύµβηση σε νερά αναψυχής που είχαν υποστεί ρύπανση µε 

λύµατα (Koopman et al, 1982). 

Για τον έλεγχο των υδατογενών λοιµώξεων πολύ µεγάλη σηµασία έχει εκτός 

από τις συνθήκες υγιεινής διαβίωσης, η σωστή επεξεργασία και χλωρίωση 

του νερού, η σωστή παρακολούθηση της αποτελεσµατικότητας αυτής µε 

συστηµατική µέτρηση του υπολειµµατικού χλωρίου, ο συστηµατικός έλεγχος 

της ποιότητας του νερού από µικροβιολογική άποψη και η έγκαιρη επέµβαση 

σε περίπτωση εµφάνισης ακαταλληλότητας του δείγµατος. 

 

1.4 Ιοί Noro 

Οι νοροϊοί (NV, παλιότερη ονοµασία ιοί Norwalk) ανήκουν στο γένος 

Norovirus της οικογένειας Caliciviridae. Περιλαµβάνουν µια οµάδα παρόµοιων 

µορφολογικά αλλά διαφορετικών γενετικά ιών µε γενετικό υλικό µονόκλωνο 

RNA θετικής πολικότητας. Περιλαµβάνουν πέντε  γονοτυπικές οµάδες οι 

οποίες µε τη σειρά τους διαιρούνται σε τουλάχιστον είκοσι µικρότερες οµάδες. 

Οι ιοί Noro  αποτελούν τη σηµαντικότερη αιτία µη βακτηριακής 

γαστρεντερίτιδας παγκοσµίως καθώς σε αυτούς οφείλεται το 80% των 
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επιδηµιών ιϊκής γαστρεντερίτιδας στις βιοµηχανικές χώρες και  το 90% των µη 

βακτηριακών κρουσµάτων (Fankhauser et al, 2002). Η περίοδος επώασης 

των ιών Noro είναι 24-48 ώρες και τα συµπτώµατα περιλαµβάνουν έµετο, 

διάρροια, κοιλιακό πόνο, χαµηλό πυρετό, πονοκέφαλο και µυαλγία (Pato et al, 

2004). 

Το όνοµα Norovirus (για το γένος) εγκρίθηκε πρόσφατα από την ∆ιεθνή 

Επιτροπή για την Ταξινόµηση των Ιών το 2002 σαν το επίσηµο όνοµα για την 

οµάδα ιών που ονοµάζονταν ιοί Norwalk (NLV) (Mayo M.A., 2002). 

Ταξινοµούνται στην οµάδα των καλυκοϊών (caliciviruses) γιατί  στην 

παρατήρηση µε το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο εµφανίζουν χαρακτηριστικές 

καλυκοειδής εµβαθύνσεις στην επιφάνεια του περιβλήµατός τους. Εξαιτίας της 

χαρακτηριστικής µορφολογίας τους αποκαλούνται και «ιοί µικρής κυκλικής 

δοµής» (small round structured viruses SRSVs). Ανακαλύφθηκαν µετά από 

µια επιδηµία γαστρεντερίτιδας που εκδηλώθηκε τον Νοέµβριο του 1968 σε 

ένα δηµοτικό σχολείο (Bronson) στο Norwalk του Οχάιο (Payment et al, 

1994). 

Το όνοµα άλλαξε από Norwalk σε Norovirus αφού εντοπίστηκε σε µια σειρά 

από κρούσµατα σε κρουαζιερόπλοια. Το 1972 το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο 

εντόπισε τον ιό σε αποθηκευµένα δείγµατα ανθρώπινων κοπράνων. Από τότε 

έχουν αναφερθεί πολλά κρούσµατα µε παρόµοια συµπτώµατα. Η 

κλωνοποίηση και η αλληλούχιση του γονιδιώµατος του ιού Norwalk έδειξε ότι 

αυτοί οι ιοί έχουν µια γονιδιωµατική οργάνωση σύµφωνη µε τους ιούς που 

ανήκουν στην οικογένεια Caliciviridae (Kapikian AZ, 1996). 

Η ταυτοποίηση των νοροϊών ήταν δύσκολη πριν την ανάπτυξη µοριακών 

τεχνικών καθώς δεν καλλιεργούνται και παρουσιάζουν µεγάλη γενετική 

ποικιλοµορφία, παράγοντες που περιορίζουν την εφαρµογή  ανοσολογικών 

τεχνικών καθώς και την  ταξινόµηση τους  σε  οροτύπους . Σήµερα έχουν 

αναγνωριστεί αρκετά στελέχη ιών Noro που σχετίζονται µε επιδηµίες 

γαστρεντερίτιδας, τα οποία έχουν πάρει το όνοµά τους από την περιοχή που 

εκδηλώθηκε η κάθε επιδηµία (ιός Norwalk, ιός Mexico, ιός Hawaii). 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
21/05/2024 13:42:11 EEST - 3.145.186.59



14 

 

 

Εικόνα 2: Σωµατίδια ιού Νόρο 

 

Οι ιοί Noro δεν µπορούν να πολλαπλασιαστούν σε κυτταροκαλλιέργια ή σε 

καλλιέργεια ανθρώπινου εµβρυικού εντερικού οργάνου, και δεν υπάρχει 

κανένα γνωστό ζωϊκό πρότυπο. Η ανίχνευση και ο χαρακτηρισµός των 

στελεχών Noro πραγµατοποιείται µε τη χρήση µοριακών τεχνικών, 

συµπεριλαµβανοµένης της εύρεσης της αλληλουχίας του RNA (Kapikian, 

1996). 

Η επιτυχής ανίχνευση των ιών Noro µε τη χρήση της RT-PCR στηρίζεται: 

1) Στην αποτελεσµατική συγκέντρωση  των ιών κατά τη διαδικασία 

συγκέντρωσης του δείγµατος 

2) Στην αποτελεσµατική αποµάκρυνση των αναστολέων και  

3) Στην χρήση αποτελεσµατικών εκκινητών PCR για την επιτυχή 

δηµιουργία  cDNA των ιών στόχων 

Οι ανωτέρω  παράγοντες είναι ιδιαίτερα κρίσιµοι για τα υδάτινα δείγµατα που 

µολύνονται µε χαµηλά επίπεδα του ιού (Shieh et al, 2003). 

Μελέτες έχουν δείξει ότι ο ιός είναι σταθερός και ανθεκτικός στη θερµότητα, σε 

οξύ και σε διαλύτες. 
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Θερµοκρασία: ο ιός διατηρεί τη µολυσµατικότητά του µετά από επώαση 

στους 60ο C για 30 λεπτά µε συνέπεια η παστερίωση να µην είναι επαρκής 

για την καταστροφή του ιού. Η ανθεκτικότητά τους φαίνεται να είναι 

µεγαλύτερη στα τρόφιµα. Ακόµα και µε βρασµό µπορεί να µην 

αδρανοποιηθούν. Σε συνθήκες ψύξης και κατάψυξης ο ιός παραµένει άθικτος 

και πιθανώς βιώσιµος για αρκετούς µήνες ενδεχοµένως και έτη. 

pH: παρουσιάζει ανθεκτικότητα στα γαστρικά οξέα pH 3-4. Ο ιός διατηρεί τη 

µολυσµατικότητά του µετά από έκθεση σε pH 2,7 για 3 ώρες σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Θεωρείται ευαίσθητος σε pH>9 κάτι που δεν έχει όµως αποδειχθεί. 

Σύµφωνα µε τους Himenes και Chiang οι νοροϊοί αδρανοποιούνται  εύκολα 

ύστερα από καθαρισµό µε απολυµαντικά χλωρίου ενώ  είναι λιγότερο 

ευαίσθητοι στις αλκοόλες και τα κοινά απορρυπαντικά δεδοµένου ότι δεν 

έχουν  λιπιδικό φάκελο (Himenes, Chiang, 2006). 

Ξήρανση: εµφανίζεται ανθεκτικός, καθώς επιβιώνει σε επιφάνειες, 

συµπεριλαµβανοµένων των ταπήτων µέχρι και 12 ηµέρες µετά από επιδηµίες 

σε ιδρύµατα. 

 

 

1.5 Ιϊκή ∆οµή Νοροϊών 

Οι νοροϊοί είναι ιοί µονόκλωνου RNA γονιδιώµατος περίπου 7,7 κιλοβάσεων, 

το οποίο προστατεύεται από το περιβάλλον µε ένα πρωτεϊνικό καψίδιο χωρίς 

να περιβάλλεται από φάκελο. Κωδικοποιούν µια σηµαντική πρωτεΐνη (VP1) 

περίπου 58~60 kDa και µια µικρή καψιδιακή πρωτεΐνη (VP2). Τα σωµατίδια 

του ιού επιδεικνύουν µια άµορφη δοµή στην επιφάνεια και γίνονται ορατά µε 

ηλεκτρονικό µικροσκόπιο. Το µέγεθός τους κυµαίνεται µεταξύ 27-38nm 

(Prasad et al, 2001). 

Έχει µια µονόκλωνη γραµµική,  θετικής πολικότητας αλυσίδα RNA. Στο 5΄ 

άκρο του  το  γονιδίωµα  συνδέεται µε την πρωτεΐνη  (VPg)  ενώ  στο 3΄άκρο 

του έχει µια πολύ(Α) ουρά. 
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Το γονιδίωµα βρέθηκε ότι έχει 3 ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης. Το πρώτο 

ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης ORF1 (που αποτελείται από 5 Κb και αποτελεί τα 

δύο τρίτα του γονιδιώµατος) κωδικοποιεί µια πολυπρωτεΐνη (200000 Da) που 

πρωτελυόµενη οδηγεί στη δηµιουργία ώριµων µη δοµικών πρωτεϊνών. Το 

δεύτερο ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης ORF2 (1,8Κb) κωδικοποιεί τη 

µεγαλύτερη δοµική πρωτεΐνη του καψιδίου VP1. Το τρίτο ανοιχτό πλαίσιο 

ανάγνωσης ORF3 (0,6Kb) κωδικοποιεί µια µικρή δοµική πρωτεΐνη VP2. 

 

 

Σχήµα 2: Σχηµατική απεικόνιση ολόκληρου του γονιδιώµατος του 

νοροϊού, που υποδεικνύει την θέση των µη δοµικών πρωτεϊνών, της 

ORF1 πολυπρωτεΐνης, των ιϊκών δοµικών πρωτεϊνών VP1 και VP2 που 

κωδικοποιούνται από τα ORF2 και ORF3 αντίστοιχα και τις µη 

µεταφραζόµενες  περιοχές 5΄και 3΄. 

 

Το καψίδιο του ιού Norwalk είναι κατασκευασµένο από 180 αντίτυπα της ~60 

kDa καψιδιακής πρωτεΐνης VP1 και είναι οργανωµένο σε 90 διµερή, ενώ η 

VP2 αποτελεί  το  1% . Η καψιδιακή πρωτεΐνη περιέχει δυο κύριους τοµείς 

που συνδέονται µεταξύ τους µε εύκαµπτο δεσµό. Ο τοµέας S (domain S) 

κοντά στο NH2- άκρο συµµετέχει στη διαµόρφωση του εικοσαεδρικού 

κελύφους και ο τοµέας P (domain P) στο COOH- άκρο διαµορφώνει τις 

προεξοχές που προέρχονται από το περίβληµα και περιέχει τις διµερείς 

επαφές. ∆ιαιρείται στους υποτοµείς P1 και P2. Ο υποτοµέας Ρ1 (αµινοξέα 

226-278 και 406-520) ενεργεί ως περιοριστική περιοχή µεταξύ του S και του 

δεύτερου υποτοµέα Ρ2 (αµινοξέα 279-405), ο οποίος αποτελεί την πιο 

εκτεθειµένη περιοχή της καψιδιακής πρωτεΐνης. 
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Εικόνα 3: Στην εικονική δοµή της καψιδιακής πρωτεΐνης διακρίνονται 

εµφανώς µε κίτρινο χρώµα ο τοµέας S, µε πράσινο χρώµα ο υποτοµέας 

P1 ενώ µε µπλε χρώµα ο υποτοµέας P2. 

 

Οι νοροϊοί έχουν ένα συνεχές πρωτεϊνικό περίβληµα µε σηµαντικές προεξοχές 

στην επιφάνεια και αφήνουν την εντύπωση σχηµατισµού κούπας. Οι 

προεξοχές αυτές µπορούν να αλληλεπιδρούν µε τον κυτταρικό υποδοχέα και 

διευκολύνουν την ιϊκή πρόσδεση και είσοδο στο κύτταρο. 
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1.6 Ιϊκές πρωτεΐνες 

Τρεις πρωτεΐνες βρίσκονται στα ώριµα ιϊκά σωµατίδια: η VP1, η VP2 και η 

VPg. 

Η VP1 (~60000 Da) είναι η µεγαλύτερη δοµική πρωτεΐνη του ιού. Είναι 

παρούσα σε 180 αντίγραφα σε κάθε ιϊκό σωµάτιο. Η υπεροχή της στο 

σχηµατισµό της δοµής του ιϊκού καψιδίου είναι σύµφωνη µε το κρίσιµο ρόλο 

της στον καθορισµό του αντιγονικού φαινοτύπου και τις αλληλεπιδράσεις του 

ιού µε τα κύτταρα του ξενιστή. 

Η VP2 (12000~29000 Da) θεωρείται µικρότερη δοµική πρωτεΐνη λόγω της 

µικρής της παρουσίας στο ιϊκό σωµάτιο (µόνο ένα ή δυο αντίγραφα). 

Η  VPg είναι µη δοµική πρωτεΐνη και βρίσκεται και αυτή σε πολύ µικρό αριθµό 

αντιγράφων στο ιϊκό σωµάτιο. 

 

Εικόνα 4: Αναλυτική απεικόνηση  της µεγαλύτερης δοµικής πρωτεΐνης 

των νοροϊών VP1. ∆ιακρίνονται εµφανώς οι 3 τοµείς. (Fields Virology) 
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1.7 Αντιγραφή του RNA των νοροϊών 

Μέσω ενός εξειδικευµένου ιϊκού υποδοχέα το ιϊκό σωµάτιο αλληλεπιδρά µε το 

κύτταρο του ξενιστή και εισέρχεται σε αυτό. Έτσι το RNA του 

απελευθερώνεται µέσα στο κυτόπλασµα. Η έναρξη της µετάφρασης του 

εισερχόµενου γονιδιακού κλώνου µάλλον επιτυγχάνεται µέσω των 

παρεµβάσεων από την VPg πρωτεΐνη στον κυτταρικό µεταφραστικό 

µηχανισµό. Η ORF1 µεταφράζεται για να παράγει την µη δοµική 

πολυπρωτεΐνη η οποία οδηγείται σε πρόδροµα και τελικά προϊόντα από την 

ιϊκή πρωτεϊάση (NS6Pro). 

Η έναρξη της σύνθεσης του συµπληρωµατικού κλώνου RNA (αρνητικού 

κλώνου) από το πρωταρχικό ξεκινά από το 3΄άκρο του εισερχόµενου 

γενώµατος, το οποίο λειτουργεί ως εκµαγείο και µπορεί να περιέχει 

αντιδράσεις µε τις κυτταρικές πρωτεΐνες. Ο αρνητικός κλώνος RNA που 

δηµιουργήθηκε, µε τη σειρά του χρησιµοποιείται για την αντιγραφή του  RNA 

κλώνου ίδιου µε αυτόν που εισήλθε στο κύτταρο. Η αντιγραφή του γενωµικού 

RNA εντοπίζεται στη περιοχή συγκρότησης όπου και πακετάρεται σε 

ιοσωµάτια.  

 

Η αναπαραγωγή του ιϊκού RNA είναι συνδεδεµένη µε τις κυτταρικές 

µεµβράνες του ξενιστή. Η ωρίµανση και η απελευθέρωση των ιϊκών 

σωµατιδίων είναι πολύ λίγο κατανοητές. Υπολογίζεται ότι η πρωτεΐνη VP2 

χρειάζεται για την παραγωγή µολυσµατικών µορίων και ότι συσχετίζεται µε 

τον αποπτωτικό µηχανισµό που διευκολύνει την απελευθέρωση των ιϊκών 

µορίων (Fields of Virology, 2007). 
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Εικόνα 5: Σχηµατική Αναπαράσταση της προτεινόµενης στρατηγικής 

αναπαραγωγής του ιού. Ο κύκλος αναπαραγωγής περιλαµβάνει τα εξής 

στάδια: 1) είσοδο, 2) Απελευθέρωση, 3) Μεταγραφή, 4) Αντιγραφή RNA, 

5) Ωρίµανση, 6) Έξοδος  (Courtesy of S. Sosnovtsev.) 

 

 

1.8 Ταξινόµηση Νοροϊών 

Οι νοροϊοί είναι µια γενετικά ποικιλόµορφη οµάδα  RNA ιών χωρίς λιπιδικό 

φάκελο. 

∆ιάφορα στελέχη  έχουν  ήδη χαρακτηρισθεί όπως:  

Ιός Norwalk [M87661] (Hu/NLV/NV/1968/US) 

Ιός Hawaii [U07611] (Hu/NLV/HV/1971/US) 
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Ιός Snow Mountain [L23831] (Hu/NLV/SMV/1976/US) 

Ιός Mexico [U22498] (Hu/NLV/MX/1989/MX) 

Ιός Desert Shield [U04469] (Hu/NLV/DSV395/1990/SR) 

 

Οι νοροϊοί που συνήθως αποµονώνονται σε περιπτώσεις οξείας 

γαστρεντερίτιδας ανήκουν σε δυο γονιδιακές οµάδες (genogroup): οµάδα Ι 

(GI) που περιλαµβάνει τον ιό Norwalk και τον  ιό Desert Shield και την οµάδα 

ΙΙ (GII) που περιλαµβάνει τον ιό Mexico και τον ιό Hawaii. 

Οι νοροϊοί µπορούν να ταξινοµηθούν σε πέντε διαφορετικές γονιδιακές 

οµάδες (GI, GII, GIII, GIV, GV), οι οποίες µπορούν να διαιρεθούν περαιτέρω 

σε διαφορετικές οµάδες ή γονότυπους. Για παράδειγµα το GII που είναι η πιο 

διαδεδοµένη ανθρώπινη γονιδιακή οµάδα περιλαµβάνει σήµερα 19 

γονοτύπους. Οι οµάδες GI, GII, GIV µολύνουν ανθρώπους, το GIII µολύνει 

βοοειδή ενώ το GV έχει πρόσφατα αποµονωθεί σε ποντίκια (Ramirez et al, 

2008). 

Οι περισσότεροι νοροϊοί που µολύνουν ανθρώπους ανήκουν στις GI και GII. 

Οι νοροϊοί της GII µε γονότυπο 4 (συντοµογραφία GII.4) αντιπροσωπεύουν 

την πλειονότητα των κρουσµάτων γαστρεντερίτιδας σε ενήλικους και συχνά 

σαρώνουν όλη την υδρόγειο. Πρόσφατα παραδείγµατα περιλαµβάνουν το 

US95/96-US στέλεχος που συνδέεται µε κρούσµατα παγκοσµίως στα µέσα 

ως τα τέλη της δεκαετίας του ’90, του ιού Hunter το 2004 που συνδέεται µε 

την εµφάνιση κρουσµάτων σε Ευρώπη και Ιαπωνία. Το 2006 υπήρχε και άλλη 

µεγάλη αύξηση της λοίµωξης νοροϊών σε ολόκληρο τον κόσµο. ∆ύο νέες 

παραλλαγές GII.4 προκάλεσαν περίπου το 80% των κρουσµάτων και έχουν 

ονοµαστεί 2006a και 2006b (Tu Et et al, 2008). 
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1.9 Επιδηµιολογία των Νοροϊών 

 

Οι ιοί Noro ανακαλύφθηκαν όπως έχει προαναφερθεί στο Norwalk του Οχάιο 

το 1972 µε τη χρήση ανοσοηλεκτρονικής µικροσκοπίας σε µολυσµένα 

περιττώµατα (Kapikian et al, 1972). Σήµερα είναι οι περισσότερο 

αναγνωρισµένοι παράγοντες πρόκλησης µη βακτηριακών επιδηµιών 

γαστρεντερίτιδας που σχετίζονται µε την κατανάλωση τροφίµων σε παγκόσµιο 

επίπεδο. 

Έχει παρατηρηθεί ότι υπάρχει µια κληρονοµική προδιάθεση σε λοιµώξεις που 

οφείλονται σε Noro  καθώς και τα άτοµα µε οµάδα αίµατος 0 είναι πιο συχνά 

µολυσµένα. Οι οµάδες αίµατος Β και ΑΒ µπορεί να παρέχουν µερική 

προστασία κατά της συµπτωµατικής λοίµωξης (Lindesmith et al, 2003). 

 

Εξειδικευµένη διάγνωση των νοροϊών αποτελεί η δοκιµή αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) ή η δοκιµή σε πραγµατικό χρόνο (RT-PCR), 

οι οποίες δίνουν αποτελέσµατα µέσα σε λίγες ώρες. Οι δοκιµασίες αυτές είναι 

πολύ ευαίσθητες και µπορούν να ανιχνεύσουν πολύ χαµηλές συγκεντρώσεις 

έως 10 ιϊκά µόρια. 

Ο πιο κοινός γονότυπος που προσδιορίζεται σε νοσοκοµείο παίδων είναι ο 

GII.4 όµως και άλλοι γονότυποι όπως ο GII.18-nica εντοπίζεται σε µικρότερο 

ποσοστό. 

 

Μελέτη που διεξήχθη από επιστήµονες στο πανεπιστήµιο της Ουάσιγκτον 

(Ιατρική Σχολή του Σαιντ Λούις) δείχνει ότι η πρωτεΐνη MDA-5 µπορεί να είναι 

ο πρωταρχικός ανοσοποιητικός αισθητήρας που ανιχνεύει την παρουσία 

νοροϊών στον οργανισµό (McCartney et al,2008). Είναι επίσης ενδιαφέρον, ότι 

µερικοί άνθρωποι έχουν κοινές παραλλαγές στο γονίδιο της MDA-5 που θα 

µπορούσε να τους καταστήσει  πιο ευπαθείς σε λοιµώξεις από Νοροϊούς. 
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Σύµφωνα µε το κέντρο Ελέγχου και Πρόληψης Ασθενειών των ΗΠΑ (CDC), 

περισσότερες από 9 εκατοµµύρια περιπτώσεις µόλυνσης από τους ιούς Noro 

εµφανίζονται ετησίως στις ΗΠΑ. Οι ιοί αυτοί προκαλούν τα δύο τρίτα του 

συνόλου των ασθενειών και το 7% των θανάτων. Οµάδες υψηλού κινδύνου 

αποτελούν τα µικρά παιδιά, οι ηλικιωµένοι, καθώς και τα άτοµα που παίρνουν 

ανοσοκατασταλτικά φάρµακα (Mead et al, 1993). 

Στη Σουηδία σηµειώνονται 135000-220000 κρούσµατα τροφιµογενών 

λοιµώξεων από τους Noro ετησίως (Lindqvist et al, 2001). Στην Τσεχία το 

2001 σηµειώθηκαν 104 κρούσµατα τροφιµογενών λοιµώξεων που οφείλονταν 

σε Noro, ενώ το 2003 καταγράφηκαν ελάχιστα κρούσµατα στην Πράγα 

(Drapal et al, 2003). Στη ∆ανία, την Αγγλία και την Ουαλία, τη Φινλανδία, τη 

Γαλλία και τη Σουηδία περισσότερες από το 95% των µη βακτηριακών 

επιδηµιών αποδίδονται στους νοροϊούς. Τα αντίστοιχα ποσοστά είναι 

χαµηλότερα για τη Σλοβενία 43% και την Ισπανία 57% (Hedlund et al, 2000). 

Στοιχεία για επιδηµίες από τους νοροϊούς και SRSV για τον Ελλαδικό χώρο θα 

δοθούν παρακάτω. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 3: Επιδηµίες ιϊκής γαστρεντερίτιδας στην Ευρώπη την 

περίοδο 1995-2000. 
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1.10 Κλινική εικόνα που προκαλούν οι Νοροϊοί 

Οι ιοί Noro είναι ιδιαίτερα µεταδοτικοί. Η µολυσµατική δόση µπορεί να είναι 

αρκετά χαµηλή ακόµα και 10-100 µόρια ιών. Εισβάλλουν και καταστρέφουν τα 

κύτταρα του βλεννογόνου του λεπτού εντέρου και αποβάλλονται µε τα 

κόπρανα. Πρόκειται για ιούς ταχείας δράσης, καθώς η περίοδος επώασης  και 

η διάρκεια των συµπτωµάτων κυµαίνονται συνήθως από 24 έως 48 ώρες (µε 

µέσο όρο τις 33 έως 36 ώρες), αν και σε ορισµένες περιπτώσεις η περίοδος 

επώασης µπορεί να περιορίζεται στις 12 ώρες µετά την έκθεση στον ιό. Τα 

συµπτώµατα περιλαµβάνουν ναυτία, έµετο, διάρροια, χαµηλό πυρετό και 

κοιλιακό άλγος µε κυρίαρχο σύµπτωµα τον έµετο,, για αυτό η ίωση είναι 

γνωστή ως η «νόσος των χειµερινών εµέτων». Η πιο κοινή περιπλοκή είναι η 

αφυδάτωση. Τα συµπτώµατα διαρκούν συνήθως 24 µε 60 ώρες. Η 

αποκατάσταση είναι συνήθως πλήρης και δεν υπάρχουν στοιχεία για σοβαρά 

µακροπρόθεσµα δευτερογενή συµπτώµατα. 

Ασυµπτωµατική µόλυνση έχει σηµειωθεί στο 30% των περιπτώσεων. Άτοµα 

που έχουν προσβληθεί από τον ιό µπορούν να τον µεταδώσουν ακόµα και 

ηµέρες µετά την παρουσία συµπτωµάτων. Η ανοσία σε αυτόν τον ιό δεν είναι 

µόνιµη και ως εκ τούτου, νέα µόλυνση µπορεί να εµφανισθεί. 

Η έλλειψη δυνατότητας κυτταροκαλλιέργειας των νοροϊών αποτελεί και το 

κύριο εµπόδιο για τη δηµιουργία εµβολίων για την αντιµετώπισή τους.  
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1.11 Σκοπός της Εργασίας 

Τα προβλήµατα της ανθρώπινης υγείας που συνδέονται µε την κατανάλωση 

πόσιµου νερού και χρήση του για την παραγωγή και επεξεργασία διαφόρων 

τροφίµων έχουν καταγραφεί ήδη από τους µεσαιωνικούς χρόνους. Ο ρόλος 

του νερού στη συσσώρευση διάφορων µικροοργανισµών όπως E.coli, 

Pseudomonas Aeroginosa έχει µελετηθεί διεξοδικά, οπότε και έγινε γνωστή η 

µετάδοση εντεροπαθογόνων ασθενειών από την κατανάλωση µολυσµένου 

νερού. 

Το πόσιµο νερό έχει συσχετισθεί µε την εµφάνιση διάφορων ασθενειών όπως 

η χολέρα και η λοιµώδης ηπατίτιδα. Καθώς το πόσιµο νερό σε πολλές 

περιοχές προέρχεται από γεωτρήσεις και η κατανάλωσή του δεν συνδέεται 

συνήθως µε θερµική ή οποιαδήποτε άλλη επεξεργασία, οι επιπτώσεις στη 

δηµόσια υγεία είναι αρκετά σοβαρές. 

Η συγκεκριµένη εργασία πραγµατοποιήθηκε στα πλαίσια  µεταπτυχιακού 

προγράµµατος του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας και συγκεκριµένα του τµήµατος 

Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας µε τίτλο «Βιοτεχνολογία- Ποιότητα διατροφής 

και Περιβάλλοντος». 

 

Σκοπός της µελέτης ήταν 

1) Η ανίχνευση των νοροϊών σε πόσιµο νερό και 

2) Η απάντηση στο ερώτηµα αν πρέπει να συµπεριληφθεί η αναζήτηση 

ιών στον µικροβιολογικό έλεγχο του πόσιµου νερού. 

Θεωρήθηκε απαραίτητο να γίνει µια µελέτη για την ανίχνευση της παρουσίας 

αυτών των ιών σε πόσιµο νερό που προέρχεται από γεωτρήσεις και δεν 

περνά από άλλη επεξεργασία σε διάφορα σηµεία του Νοµού Λαρίσης. 

Οι πληροφορίες που περιλαµβάνονται στη µελέτη αυτή είναι ιδιαίτερα 

πολύτιµες προκειµένου να βελτιωθεί ο µικροβιολογικός έλεγχος του πόσιµου 

νερού και να εξασφαλισθεί η δηµόσια υγεία κατά την κατανάλωσή του. 
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2. ΥΛΙΚΑ & ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

2.1 ∆ειγµατοληψία 

 

Η πειραµατική διαδικασία ξεκίνησε µε τη συλλογή των δειγµάτων νερού. Η 

δειγµατοληψία έγινε σε γεωτρήσεις σε περιοχές του Νοµού Λάρισας. Το νερό 

που προέρχεται από όλες αυτές τις γεωτρήσεις χρησιµοποιείτο  από τους 

κατοίκους κυρίως για ανθρώπινη κατανάλωση (πόση, επεξεργασία 

τροφίµων). Το κάθε δείγµα έχει όγκο 4 λίτρα. Συλλέχθηκαν συνολικά 10 

δείγµατα νερού γεωτρήσεων και χρησιµοποιήθηκαν 2 θετικοί µάρτυρες. 

 

Πίνακας 4: Θετικοί µάρτυρες 

ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΟΜΑ∆Α Ι (GI) ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΟΜΑ∆Α ΙΙ (GII) 

1 Α6 

  

Πίνακας 5: Κωδικοποίηση ∆ειγµάτων πόσιµου νερού 

Κωδικοποίηση δείγµατος Προέλευση 

KOZ23 Γεώτρηση ∆ήµου Λάρισας 

SX7 Γεώτρηση Σχολείου Λάρισας 

ARM5 Γεώτρηση Στρατοπέδου Λάρισας 

AG4 Γεώτρηση Αγιάς 

PL2 Γεώτρηση ∆ήµου Φαρσάλων 

AGK3 Γεώτρηση Αγιόκαµπου 

BRT8 Γεώτρηση Βιοµηχανικής Περιοχής 

KR6 Γεώτρηση ∆ήµου Λάρισας 

BIPE16 Γεώτρηση Βιοµηχανικής Περιοχής 

NTR1 Γεώτρηση ∆ήµου Λάρισας 
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2.2 Μέθοδος προσρόφησης- έκλουσης από ηλεκτραρνητικά 

φίλτρα. 

Τα δείγµατα πόσιµου νερού όγκου 4 λίτρων φυγοκεντρούνται στις 1000 rpm 

για 2min. Συλλέγεται το υπερκείµενο και ρυθµίζεται το pH στο 3,8 µε την 

προσθήκη 3Ν HCl.  

Με την προσθήκη MgCl2 σε τελική συγκέντρωση 0.05Μ, τα ιικά σωµάτια 

φορτίζονται θετικά. Ακολουθεί αργή ανάδευση και φιλτράρισµα σε 

ηλεκτραρνητικά φορτισµένο φίλτρο (MF- Millipore) διαµέτρου 47mm και 

µέγεθος πόρου 3µm. 

Το φίλτρο στη συνέχεια µεταφέρεται σε αποστειρωµένο δοχείο ζέσεως 250 

ml, όπου προστίθενται 10 ml  διαλύµατος 0,05Μ Tris µε pH 9, εµπλουτισµένο 

µε 3% BSA. Η έκλουση πραγµατοποιείται µε αργή ανάδευση για 10 min. Το 

έκπλυµα φυλάσσεται και  η διαδικασία της έκλουσης επαναλαµβάνεται ακόµη 

µια φορά. 

Το φίλτρο αποµακρύνεται και φυλάσσεται στους 4ο C µέσα σε τρυβλίο Petri. 

Το pH του συγκεντρωµένου διαλύµατος ρυθµίζεται στο 7, µε τη χρήση 

διαλύµατος 3Ν HCl. Ακολουθεί περαιτέρω συγκέντρωση του δείγµατος µε τη 

µέθοδο καθίζησης µε PEG. Στο δείγµα προστίθεται 10% w/v PEG6000 και 

NaCl σε τελική συγκέντρωση 0,5Μ. 

Το µίγµα αναδεύεται για 18h στους 4ο C (χρήση Cold Room). Μετά το πέρας 

αυτής της χρονικής περιόδου το µίγµα φυγοκεντρείται στις 11000rpm για 1h. 

Το υπερκείµενο απορρίπτεται και το ίζηµα διαλύεται σε 2ml θρεπτικού υλικού 

κυτταροκαλλιεργειών (ΜΕΜ) και διατηρείται σε συνθήκες κατάψυξης -18ο C. 
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2.3 Εκχύλιση RNA  

Η εκχύλιση του ιικού RNA έγινε µε τη χρήση του QIAamp Viral RNA Mini Kit, 

και τα στάδια του συνοδευτικού πρωτόκολλου είναι τα εξής: 

1. Σε µικροφυγοκεντρικό σωλήνα 1,5ml τοποθετούνται  560µl από το 

Buffer AVL- carrier RNA. 

2. Προστίθενται  140µl δείγµατος  και αναδεύονται  µε vortex για 15sec. 

3. Το δείγµα αφήνεται σε θερµοκρασία δωµατίου (15-25ο C) για 10min. 

4. Έπειτα προστίθεται 560µl αιθανόλης(96-100%) και ακολουθεί vortex 

για 15sec. 

5. Προσεκτικά από το διάλυµα του σταδίου 4 προσθέτονται 630µl στις 

ειδικές φυγοκεντρικές στήλες  QIAamp οι οποίες έχουν µε τη σειρά τους 

τοποθετηθεί µέσα σε tubes των 2ml. Φυγοκεντρούνται τα δείγµατα στις 

8000rpm για 1min. Οι στήλες τοποθετούνται σε καθαρό tube και τα 

παλιά απορρίπτονται. 

6. Επαναλαµβάνεται το στάδιο 5. 

7. Μέσα στις φυγοκεντρικές στήλες προστίθενται 500µl Buffer AW2. 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε µέγιστη ταχύτητα (14000 rpm) για 3 

λεπτά. 

8. Η στήλη τοποθετείται εκ νέου σε νέο tube των 2 ml και απορρίπτεται το 

παλιό. Φυγοκεντρείται ξανά σε µέγιστη ταχύτητα (14000 rpm) για 1 

λεπτό. 

9. Η στήλη τοποθετείται σε καθαρό 1,5ml µικροφυγοκεντρικό tube. 

Προστίθενται 60µl Buffer AVE και αφήνεται σε θερµοκρασία δωµατίου 

για 1 λεπτό. 

10. Τέλος φυγοκεντρείται στις 8000rpm για 1 min. Η φυγοκεντρική στήλη 

απορρίπτεται και το συγκεντρωµένο δείγµα φυλάσσεται στην κατάψυξη 

(-18ο C). 
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2.4 Αντίστροφη Μεταγραφή (Reverse transcription- RT) 

Όλα τα συγκεντρωµένα δείγµατα καθώς και οι θετικοί µάρτυρες ακολούθως 

επεξεργάζονται σε θερµοκυκλοποιητή για την διεξαγωγή αντίστροφης 

µεταγραφής (RT) κατά την οποία το RNA των δειγµάτων θα µετατραπεί σε 

cDNA ώστε  να µπορεί να χρησιµοποιηθεί αργότερα στις PCR. 

Σε διάλυµα που περιέχει τυχαίους εκκινητές [Random Primers d(N9), Takara 

Biomedical group] 1µl/δείγµα, 10mM δεοξυτριφωσφορικά νουκλεοτίδια 

[dNTPs 10mM, Invitrogen] 1µl/δείγµα και νερό ελεύθερο νουκλεασών  

5µl/δείγµα, (7µl/tube) προσθέτονται 5µl δείγµατος RNA/ tube και 

φυγοκεντρούνται για 1 λεπτό στις 8000rpm. 

 

Τα δείγµατα τοποθετούνται στο θερµοκυκλοποιητή για 5min για επώαση 

στους 65ο C. Έπειτα ψύχονται σε πάγο και ξαναφυγοκεντρούνται. Σε κάθε 

tube προστίθενται 8µl από το δεύτερο µίγµα που περιέχει 5x first strand Buffer 

4µL/ δείγµα, 0,1Μ DTT 2µl/δείγµα, αναστολέα ριβονουκλεασών RNAse out 

(20u/µl) 0,5µl/δείγµα, αντίστροφη µεταγραφάση RT (100u/µl) 0,5µl/δείγµα και 

H2O nuclease free 1µl/δείγµα. 

Τα δείγµατα φυγοκεντρούνται για 1 λεπτό στις 800rpm και τοποθετούνται στον 

θερµοκυκλοποιητή για τα επόµενα στάδια της αντίστροφης µεταγραφής που 

είναι: 

 

• 12min στους 25ο C 

• 50min στους 42ο C 

• 15min στους 70ο C 
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2.5 Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης (Polymerase Chain 

reaction-PCR) 

Σε tubes που περιέχουν 47µl από το µίγµα που περιέχει: dNTPs 10mM 

5µl/δείγµα, Taq Buffer (10x)  5µl/ δείγµα, H2O nuclease free 34,5µl/δείγµα, 

Taq (5u/µl),(2,5u/t) 0,5µl/δείγµα, Primers (50pm) 1+1µl/δείγµα, προσθέτονται 

3µl cDNA που προέκυψε από την RT και τοποθετούνται τα tubes στον 

θερµοκυκλοποιητή για τα εξής στάδια: 

 

Αποδιάταξη DNA         95ο C     2min   

Αποδιάταξη                  95ο C    30sec 

Υβριδοποίηση              43ο      30sec          25 κύκλοι 

Επιµήκυνση                 72ο      30sec 

Πλήρης Επιµήκυνση    72ο      5min 

                                    4ο      ∞ 

 

Η θερµοκρασία υβριδοποίησης Τα του κάθε Primer διαφέρει άρα ιδιαίτερη 
προσοχή πρέπει να δίνεται στο 2ο στάδιο για να διορθώνεται η θερµοκρασία 
αναλόγως το Τm του κάθε Primer. Συνήθως η θερµοκρασία υβριδισµού Ta, 
επιλέγεται να είναι κατά 5οC µικρότερη του Tm.  

 

Στη διαδικασία χρησιµοποιούνται και οι θετικοί µάρτυρες και 3 αρνητικοί 

µάρτυρες που περιέχουν Η2Ο nuclease free. 
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Πίνακας 6: Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν κατά την PCR και τις 

Seminested  και  autonested PCR. 

ΖΕΥΓΗ 

ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ 

ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ 

ΥΒΡΙ∆ΟΠΟΙΗΣΗΣ 

ΘΕΣΗ 

GI 

ΘΕΣΗ 

GII 

PCR product 

Mon 381- 

 

 

Μοn383 

43ο C 

5647-5668 

capsid 

 

4163-4185 

capsid 

5362-

5383 

 

5661-

5683 

 

GII 

321bp 

SRII-1 

 

 

SRII-2 

 

 

SRII-3 

50Ο C 

5351-5369 

3Dpol 

 

4856-4878 

3Dpol 

 

3179-3197 

3Dpol 

5078-

5096 

 

4583-

4605 

 

4767-

4785 

Seminested 

GII 

202bp 

P78 

 

P80 

50Ο C 

1682-1701 2C 

helicase 

 

1943-1970 2C 

helicase 

2511-

2530 

 

1748-

1775 

GI 

288bp 

Calman 29 

 

Calman 32 

50Ο C 

4865-4887 

3Dpol 

 

5335-5352 

3Dpol 

4592-

4611 

 

6863-

6880 

GI 

487bp 

G2SKF 

 

G2SKR 

55Ο C 

5321-5337 

capsid 

 

5652-5671 

capsid 

5046-

5064 

 

5367-

5389 

GI 

350bp 

 

GII 

343bp 
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P289 

 

P290 

43Ο C 

4865-4884 

3Dpol 

 

4568-4589 

3Dpol 

4592-

4613 

 

4295-

4317 

GI 

316bp 

 

GII 

318bp 

 

SRI-1 

 

SRI-2 

 

SRI-3 

40Ο C 

5652-5671 

capsid 

 

5356-5373 

capsid 

 

5578-5596 

capsid 

5467-

5486 

 

3-20 

 

5653-

5681 

Seminested 

 

GI 

240bp 

NLVR 58 

NLVR756 
50ο C   

GII 

699bp 

NLVORF 

1290-1974 
55ο C   

GII 

685bp 

NLVH 

297-896 
50Ο C   

GII 

600bp 

NLVH 

463-1430 
55Ο C   

GII 

968bp 

NLVORF 

1955-2902 
55Ο C   

GII 

948bp 
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Εικόνα 6: Θέσεις αναγνώρισης εκκινητών στο γένωµα του ιού. 

 

2.6 Seminested ή Autonested PCR 

Σε tubes που περιέχουν 45µl από το µίγµα που περιέχει: dNTPs 10mM 

5µl/δείγµα, Taq Buffer (10x)  5µl/ δείγµα, H2O nuclease free 32,5µl/δείγµα, 

Taq (5u/µl),(2,5u/t) 0,5µl/δείγµα, Primers (50pm) 1+1µl/δείγµα, προσθέτονται 

5µl DNA product που προέκυψε από την PCR και τοποθετούνται τα tubes 

στον θερµοκυκλοποιητή για τα εξής στάδια: 

 

95ο C     2min 

95ο C     30sec 

43ο      30sec          40 κύκλοι 

72ο      30sec 

72ο      5min 

4ο      ∞ 
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Όπως και στην PCR, η θερµοκρασία υβριδοποίησης  του κάθε Primer 

διαφέρει άρα ιδιαίτερη προσοχή πρέπει να δίνεται στο 2ο στάδιο για να 

διορθώνεται η θερµοκρασία αναλόγως το Τm του κάθε Primer. 

 

 

2.7 Ηλεκτροφόρηση 

Τα προιόντα PCR που προκύψανε από τις Seminested ή Autonested PCR 

στη συνέχεια ηλεκτροφορούνται. 

Σε πήκτωµα αγαρόζης  2%  προστίθενται 10µl  βρωµιούχου αιθιδίου  

συγκέντρωσης 1µg/ml . Συµπεριλαµβάνονται οι θετικοί και αρνητικοί µάρτυρες 

καθώς και 3µl DNA ladder  (100bp). 

Τα θετικά δείγµατα που προκύπτουν σύµφωνα µε τους θετικούς µάρτυρες και 

το αναµενόµενο αποτέλεσµα προιόντων PCR  από τον πίνακα των Primers 

µετά τον έλεγχο  του πηκτώµατος στο  UV , φυλάσσονται ώστε να 

χρησιµοποιηθούν στο στάδιο της κλωνοποίησης. Τα υπόλοιπα απορρίπτονται 

ως αρνητικά δείγµατα.  
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2.8 ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ 

 

2.8.1Καθαρισµός PCR προϊόντων 

Τα δείγµατα που βρέθηκαν θετικά κατά την ηλεκτροφόρηση, 

ηλεκτροφορούνται ξανά  σε πήκτωµα αγαρόζης 2%. Οι θετικές ζώνες που 

εµφανίζονται σύµφωνα µε το DNA ladder, αποµονώνονται και µεταφέρονται 

σε tubes των 2ml τα οποία έχουν αποστειρωθεί. Ο καθαρισµός των 

προϊόντων γίνεται µε τη χρήση του QIAquick Gel Extraction Kit, 

ακολουθώντας τις οδηγίες που αναγράφονται στο συνοδευτικό πρωτόκολλο. 

 

 

2.8.2 Autonested GoTaq PCR 

Για την ενίσχυση των ανιχνευµένων περιοχών, χρησιµοποιείται η αλυσιδωτή 

αντίδραση της πολυµεράσης µε το ένζυµο  GoTaq. Η αντίδραση γίνεται για το 

κάθε θετικό δείγµα (που βρέθηκε µε κάποιο συγκεκριµένο ζεύγος εκκινητή), 

και χωριστά για τον κάθε εκκινητή. 

Τα στάδια της είναι η αποδιάταξη του DNA στους 95ο C, η αποδιάταξη, 

υβριδοποίηση και επιµήκυνση του εκκινητή, και η τελική επιµήκυνση των 

προϊόντων. 

 

                     95oc               2 min       

                     95oc               1 min      

                     50oc               30 sec                    30 κύκλοι 

                     72oc               1 min           

                     72oc       5 min 

                     4oc                  ∞   
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Το µίγµα περιέχει: 10mM dNTPs 5µl/tube, Colorless Go Tag Flexi Buffer 5X 

10µL/tube, MgCl2 25mM 4µL/tube, H2O nuclease free 24,75µL/tube, Go Tag 

(5u/µl), (1,25u/t)  0,25µl/tube, primers (50pm) 1+1µL/tube 

Το µίγµα χωρίζεται σε tubes τα οποία  περιέχουν 46µl στα οποία προστίθενται 

και 4µl   προϊόν  PCR. 

 

Μετά το τέλος της GoTaq PCR ακολουθεί ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων σε 

πήκτωµα 2% αγαρόζης και δεύτερος καθαρισµός των προϊόντων. 

 

 

2.8.3 Αντίδραση της Λιγάσης (Ligation chain reaction) 

Το τµήµα του γενώµατος το οποίο έχει ενισχυθεί στα προηγούµενα στάδια 

πρέπει τώρα να ενσωµατωθεί σε ένα πλασµίδιο το οποίο θα αποτελεί τον 

φορέα κλωνοποίησης. 

Ο φορέας που χρησιµοποιήθηκε είναι ο pGEM- T Easy Vector System, ο 

οποίος έχει µια θέση ενσωµάτωσης µε πολλές µονόκλωνες ουρές polyT που 

είναι συµπληρωµατικά των παραγόµενων από την προηγούµενη διαδικασία 

(polyA). Έτσι η λιγάση αντιδρά και δηµιουργεί δεσµούς ανάµεσα στους δυο 

συµπληρωµατικούς κλώνους, το οποίο οδηγεί στην τελική δοµή του 

προϊόντος. 
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Εικόνα 7: Αντίδραση της Λιγάσης. 

 

Το µίγµα που δηµιουργείται για την διαδικασία περιέχει: 2x Rapid Ligation 

Buffer 5µL/tube, PGEM- T Easy  Vector  50ng  1µL/tube, T4 DNA Ligase 

(3u/µL) 1µL/tube. To µίγµα µοιράστηκε σε tubes που περιείχαν 7µl το καθένα 

και στα οποία προστέθηκε και 3µL προϊόν  GoTaq PCR . 

Επεξεργάστηκαν τα δείγµατα στους 25ο C για 2 ώρες. 

 

 

2.8.4 Παραγωγή ∆εκτικών κυττάρων (competent cells) µε 

χλωριούχο ασβέστιο (CaCl2). 

Για την παραγωγή των  ανασυνδυασµένων φορέων κλωνοποίησης 

χρησιµοποιούνται κύτταρα E.coli DH5. Η διαδικασία περιλαµβάνει τα εξής 

στάδια: 

1. Συλλογή των βακτηριακών κυττάρων 
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2. Ασηπτική µεταφορά τους σε διάλυµα LB Broth (20g/L) και επώαση 

τους στους 37ο C για 16 ώρες στις 210 στροφές/λεπτό. 

3. Καθορίζεται η OD600 έτσι ώστε να διακοπεί η επώαση στα (0,450-0,550 

Α) µε τοποθέτησή τους σε πάγο. 

4. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 4000rpm για 10 λεπτά στους 4ο C. Το 

υπερκείµενο απορρίπτεται. Το ίζηµα διαλύεται σε παγωµένο διάλυµα 

CaCl2 (0,1M). 

5. Το στάδιο 4 επαναλαµβάνεται µια φορά ακόµα. 

 

2.8.5 Μετασχηµατισµός ∆εκτικών κυττάρων (Transformation 

of competent cells). 

Ο φορέας κλωνοποίησης έχει ένα γονίδιο ανθεκτικότητας στην αµπικιλλίνη. Η 

αµπικιλλίνη αναστέλλει τη σύνθεση του κυτταρικού τοιχώµατος 

παρεµβαίνοντας στην σύνδεση των πεπτιδογλυκανών. Με αυτό τον τρόπο 

αποτρέπεται η ανάπτυξη βακτηριακών κυττάρων που δεν έχουν 

προηγουµένως µετασχηµατισθεί. Η διαδικασία ελέγχεται µε το X- Gal το οποίο 

έχει ένα µπλε αδιάλυτο χρώµα. Το X-Gal διασπάται όταν στον φορέα δεν έχει 

εισαχθεί η συγκεκριµένη αλληλουχία. Έτσι παράγεται η β γαλακτοσιδάση που 

σχηµατίζει ένα ενεργό ένζυµο που διασπά το Χ-Gal και χρωµατίζει τις 

αποικίες. 

 

Σχήµα 3: Χηµική Σύσταση του X-Gal, η γαλακτόζη βρίσκεται στα 

αριστερά και η µπλε χρωστική που διαχέεται όταν αποκοπεί στα δεξιά. 
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Η διαδικασία του µετασχηµατισµού έχει τα εξής στάδια: 

1. Μεταφορά επιδεκτικών κυττάρων σε αποστειρωµένα tubes 

2. Προσθήκη του µισού προϊόντος της αντίδρασης της λιγάσης, 

αναδεύονται αργά και τοποθέτηση τους σε πάγο για 30 min. 

3. Ακολουθεί επώαση τους σε υδατόλουτρο 42ο C για 90sec. 

4. Μεταφορά τους σε πάγο για 2 λεπτά (για να επέλθει θερµικό σοκ). 

5. Σε LB Broth µεταφέρεται µια ποσότητα µετασχηµατισµένων κυττάρων 

και ακολουθεί επώαση τους στους 37ο C για 1 ώρα στις 180στροφές/ 

λεπτό. 

6. Μικρή ποσότητα από κάθε καλλιέργεια επιστρώνεται σε τριβλύο Petri 

το οποίο περιέχει LB Agar (30g/l) και αµπικιλλίνη (6,6mg/ml) 

7. Προστίθεται σε κάθε τριβλύο ποσότητα Χ-Gal (50mg/ml) 

8. Επώαση για 16 ώρες στους 37ο C. 

9. Οι λευκές αποικίες συλλέγονται και εισάγονται σε LB Broth το οποίο 

περιέχει αµπικιλλίνη. 

10. Επωάζονται στους 37ο C για 16 ώρες στις 210 στροφές/ λεπτό. 

11. Εκχύλιση του πλασµιδιακού DNA µε την χρήση NucleoSpin Plasmid 

Kit. 

 

 

Εικόνα 8: ∆ιάκριση λευκών και  µπλε αποικιών µε τη χρήση X-Gal. 
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2.8.6 Πέψη µε EcoRI 

Για να επιβεβαιωθεί η ένθεση του προιόντος PCR στον φορέα κλωνοποίησης 

πραγµατοποιείται η πέψη µε EcoRI. Για την πραγµατοποίηση της πέψης 

χρησιµοποιήθηκαν: 10x H Buffer, EcoRI, H20 (nuclease free) και ποσότητα 

από το εκχυλισµένο πλασµιδιακό DNA. 

Επωάστηκαν τα δείγµατα στους 37ο C για 2 ώρες και έπειτα προστίθενται 3µl 

10x Loading Buffer έτσι ώστε να σταµατήσει η αντίδραση. 

Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 2% αγαρόζης. 

 

2.8.7 Αλληλούχιση κλωνοποιηµένων προϊόντων. 

Η αλληλούχιση των κλωνοποιηµένων προϊόντων πραγµατοποιήθηκε από την 

εταιρία Macrogen Inc. µε εκκινητές τους επαγωγείς Τ7 και SP6 του φορέα 

κλωνοποίησης. 

 

2.8.8 Αναζήτηση Οµόλογης Αλληλουχίας 

Η αναζήτηση των οµόλογων αλληλουχιών έγινε µε τη βοήθεια του 

προγράµµατος βιοπληροφορικής BLAST. Η αναζήτηση έγινε ανάµεσα σε ένα 

σύνολο αλληλουχιών που βρίσκονται καταχωρηµένες στις διεθνείς τράπεζες 

δεδοµένων (Gene Bank). 

 Το BLAST αναζητά τις πιο κοντινές αλληλουχίες που βρίσκονται στη Gene 

Bank σύµφωνα µε την εισαγόµενη αλληλουχία και τις καταγράφει µε µορφή 

πίνακα µε σειρά µειωµένης συγγένειας. 
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2.8.9 Κατασκευή Φυλογενετικών δέντρων 

Το πρόγραµµα που χρησιµοποιήθηκε για την κατασκευή των φυλογενετικών 

δέντρων ήταν το MEGA 4. Η µέθοδος που ακολουθείται είναι η ένωση 

γειτόνων µε την χρήση της παραµέτρου p-distance.  

H παράµετρος p-distance εκφράζει την αναλογία των διαφορετικών οµόλογων 

θέσεων µεταξύ των αλληλουχιών και εκφράζεται ως ο αριθµός των 

νουκλεοτιδικών διαφορών ανά θέση. 

Η στοίχιση ξεκινά πρώτα µε τις δυο πιο κοντινές συγγενικές αλληλουχίες και 

στη συνέχεια προστίθενται σε σχέση µε αυτές και οι υπόλοιπες. Η µέθοδος 

αποδίδει καλύτερα την φυλογένεση όταν διαφορετικές γενιές παρουσιάζουν 

ετερογένεια ως προς τον εξελικτικό τους ρυθµό. 
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3. Αποτελέσµατα 

 

3.1 Αποτελέσµατα Autonested και Seminested PCR 

Στην πειραµατική διαδικασία χρησιµοποιήθηκαν 10 δείγµατα νερού που όπως 

προείπαµε προήρχοντο  από γεωτρήσεις και χρησιµοποιούνται ως πόσιµο 

νερό και δυο θετικοί µάρτυρες. 

Κανένα δε βρέθηκε θετικό σε όλους του εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ενώ 

µόνο τέσσερα από αυτά βρέθηκαν να ενισχύονται µε τουλάχιστον έναν από 

αυτούς. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται  στον πίνακα που ακολουθεί. 

 

Πίνακας 7: Αποτελέσµατα Autonested- Seminested. 

∆ΕΙΓΜΑΤΑ ΕΚΚΙΝΗΤΕΣ PCR ΠΡΟΙΟΝ 

1 Mon381-383 321bp 

ARM5 

G2SKF- G2SKR 350bp 

NLVH 297- 896 600bp 

AGK3 SRI 1,2,3 315bp 

AG4 

P78-P80 288bp 

SRII 1,2,3 513bp 

NLVH297-896 600bp 
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Επιλεκτικά παρατίθεται η φωτογραφία ενός θετικού δείγµατος AG4 µετά από 

ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων. Είχε προηγηθεί autonested µε τους εκκινητές 

P78 P80. 

   L       1      2     3     4      5     6     7      8    9     10     11   12   13    14    

15

 

Εικόνα 9: L: Ladder DNA, δείγµατα 1-6: δείγµατα νερού (το AG4 είναι το 

2), 7 αρνητικός µάρτυρας (νερό), 8-9: δείγµατα νερού, 10: αρνητικός 

µάρτυρας, 11-12: δείγµατα νερού, 13: θετικός µάρτυρας (1), 14: θετικός 

µάρτυρας (Α6), 15: αρνητικός µάρτυρας (νερό). Σηµειώνεται ότι το 

δείγµα 6 που φαίνεται να παρουσιάζεται ως θετικό, ύστερα από άλλους 

25 κύκλους PCR επιπλέον, δεν παρουσίασε καµία ζώνη και έτσι λόγω 

του αχνού ίχνους του δεν θεωρείται θετικό. Επιπλέον ο θετικός 

µάρτυρας (1) στη θέση 13 δεν παρουσίασε µε τους συγκεκριµένους 

εκκινητές θετικό ίχνος.  
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Εικόνα 10: Ηλεκτροφόρηση  µετά τον  καθαρισµό των  θετικών 

δειγµάτων  από το πήκτωµα  αγαρόζης. 

 

 

3.2 Αποτελέσµατα GoTaq PCR 

Η αντίδραση GoTaq PCR ήταν θετική σε όλα τα δείγµατα. Συνολικά 

επεξεργάστηκαν 7 δείγµατα, τα οποία ήταν  θετικά στο προηγούµενο στάδιο. 

Παρουσιάζεται η φωτογραφία της ηλεκτροφόρησης στο πήκτωµα αγαρόζης 

που ακολούθησε. 
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Εικόνα 11: Ηλεκτροφόρηση θετικών δειγµάτων µετά από GoTaq PCR. 

 

 

3.3 Αποτελέσµατα Μοριακής Κλωνοποίησης- Αλληλούχισης 

Ο πρώτος έλεγχος για την επιτυχή κλωνοποίηση πραγµατοποιείται µέσω 

επίστρωσης των µετασχηµατισµένων κυττάρων σε θρεπτικό υπόστρωµα που 

περιέχει X-Gal. Θετικό αποτέλεσµα θεωρείται η παραγωγή λευκών αποικιών. 

Ο δεύτερος έλεγχος πραγµατοποιείται µε την πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο 

ΕcoRI. Μετά την πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο ΕcoRI και  ηλεκτροφόρηση 

σε  πήκτωµα  αγαρόζης  επιβεβαιώνεται η επιτυχής σύνδεση του ενθέµατος 

στο φορέα κλωνοποίησης.  

Μετά την λήψη των χρωµατογραφηµάτων από την Macrogen Inc  , τα 

δείγµατα επεξεργάστηκαν µε  προγράµµατα βιοπληροφορικής. 

Από το πρόγραµµα Βlast µόνο το δείγµα AG4 εµφάνιζε οµοιότητες µε κάποιο 

στέλεχος Νοροϊών. Ειδικότερα µε την γενετική οµάδα GI η οποία περιέχει 
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αρκετά παθογόνα για τον άνθρωπο όπως τους ιούς  Southampton και ο 

Norwalk. 

 

Το δείγµα νερού AG4 λήφθηκε από γεώτρηση του ∆ήµου Αγιάς Λάρισας και 

σύµφωνα µε το πρόγραµµα MEGA4 ταξινοµείται στην οµάδα GI. Το στέλεχος 

του ιού που βρέθηκε, σχηµατίζει υποοµάδα µε το στέλεχος AY921623 της GI 

γενετικής οµάδας που βρίσκεται καταχωρηµένο στην Gene Bank.  

 

 

 

 

 

Σχήµα 4: Φυλογενετικό δέντρο του AG4 στελέχους. Κατασκευάστηκε σε 

αντιστοιχία µε την γενωµική περιοχή ORF1 (1491-1747). 
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Το συγκεκριµένο στέλεχος βρέθηκε ύστερα από την επεξεργασία του µε το 

ζεύγος εκκινητών P78-P80. Η απεικόνιση των θέσεων αναγνώρισης των 

συγκεκριµένων εκκινητών φαίνεται στο παρακάτω σχήµα. 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5: Απεικόνιση των θέσεων σύνδεσης  των εκκινητών P78 και Ρ80 

που ανίχνευσαν το θετικό δείγµα AG4. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Πολυάριθµοι ιοί µπορούν να βρεθούν στο ανθρώπινο έντερο αλλά µόνο 

ορισµένοι από αυτούς αναγνωρίζονται συνήθως ως τροφιµογενείς . Πολλοί 

από αυτούς ανήκουν στην κατηγορία των Νοροϊών. Οι νοροϊοί ευθύνονται για 

το 90% περίπου των  ετήσια καταγεγραµµένων  κρουσµάτων  

γαστρεντερίτιδας σε όλες τις ηλικίες παγκοσµίως. Αν και όλες οι ηλικίες του 

πληθυσµού είναι ευαίσθητες στη µόλυνση από αυτόν οι ηλικιωµένοι 

εµφανίζονται πιο ευαίσθητοι στην προσβολή από τον ιό. Η περίοδος επώασης 

τους είναι 24-48 ώρες και τα συµπτώµατα περιλαµβάνουν έµετο, διάρροια, 

κοιλιακό πόνο και άλλα συµπτώµατα. 

Η µόλυνση από τον νοροϊό διαδίδεται κυρίως µέσω της ανθρώπινης επαφής, 

της έκθεσης σε µολυσµένα αερολύµατα και της περιττωµατικής οδού, ενώ 

συνδέεται περισσότερο µε την κατανάλωση µολυσµένων τροφών και υδάτων. 

Εστίες µόλυνσης εµφανίζονται συχνά σε κλειστές ή ηµίκλειστες κοινωνίες, 

όπως στρατόπεδα, νοσοκοµεία, φυλακές καθώς και κρουαζιερόπλοια, όπου η 

λοίµωξη µεταδίδεται πολύ γρήγορα. 

Οι ιοί Noro δεν µπορούν να πολλαπλασιαστούν σε κυτταροκαλλιέργειες και 

δεν υπάρχει κανένα γνωστό ζωικό πρότυπο. Η ανεπαρκής γνώση του 

µηχανισµού δράσης των Νοροϊών αποτελεί ανασταλτικό παράγοντα για την 

ανάπτυξη αποτελεσµατικών φαρµάκων για την αντιµετώπισή τους. Μέχρι και 

σήµερα οι γιατροί µε σκοπό την πρόληψη της εξάπλωσης της µόλυνσης από 

νοροϊούς συνιστούν την αποµόνωση των κρουσµάτων, ενώ χορηγούν 

παρεντερικά ή δια στόµατος υγρά και θεραπεία για την αποκατάσταση των 

αποβαλλόµενων ηλεκτρολυτών. 

 

 

Η χρήση των µοριακών τεχνικών άνοιξε το δρόµο για την ανίχνευση και την  

ταυτοποίηση πολλών µικροοργανισµών σε διάφορα περιβαλλοντικά δείγµατα, 
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όπως νερό (Powell et al., 1995), που µέχρι πρότινος δεν µπορούσαν να 

ανιχνευτούν λόγω των περιορισµών των µεθόδων κυτταροκαλλιέργειας.  

 

Οι µοριακές τεχνικές έχουν τα παρακάτω πλεονεκτήµατα: 

• Ανίχνευση µικρών ποσοτήτων ιών (γονιδιωµατικό RNA σε αραίωση) που 

περιέχεται σε <1pfu ιών. Η µέθοδος που χρησιµοποιήσαµε θεωρητικά 

ανιχνεύει έως και ένα µόνο ιϊκό σωµάτιο (Puig et al., 1994). 

• ∆εν χρειάζεται καλλιέργεια και συνεπώς µπορούν να ανιχνευθούν και οι 

δύσκολα καλλιεργήσιµοι ιοί (π.χ. ο ιός της ηπατίτιδας Α και οι Noro ιοί). 

• Ολοκληρώνονται σε 48-72 ώρες, ενώ οι καλλιεργητικές τεχνικές απαιτούν 

15-20 ηµέρες, γεγονός σηµαντικό για τη ∆ηµόσια Υγεία. 

• Παρουσιάζουν µεγάλη ευαισθησία και ειδικότητα. 

 

Εντούτοις, η χρήση µοριακών τεχνικών εµφανίζει και ορισµένα µειονεκτήµατα: 

• Πρόκειται για δαπανηρές  µεθόδους. 

• Γίνεται ανίχνευση και των µη λοιµογόνων ιών. 

• Απαιτούν εξειδικευµένο προσωπικό και µηχανήµατα ακριβείας. 

• Υπάρχει ο κίνδυνος ψευδώς θετικών αποτελεσµάτων. 

• Υπάρχει ο κίνδυνος αρνητικοποίησης των αποτελεσµάτων λόγω της 

παρουσίας αναστολέων. 

• ∆εν επιτρέπουν τη διάκριση µεταξύ µολυσµατικών και µη µολυσµατικών 

ιϊκών σωµατιδίων, καθώς ανιχνεύεται µόνο η ύπαρξη του ιϊκού γονιδιώµατος 

στο εξεταζόµενο δείγµα. 

 

 

Στην εργασία αυτή, η διαδικασία συλλογής δειγµάτων ήταν από το Νοµό 

Λάρισας και αφορούσε νερό που χρησιµοποιείται για πόση και επεξεργασία 

τροφίµων και το οποίο προέρχεται από γεωτρήσεις. Για την συγκέντρωση του 

δείγµατος χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος προσρόφησης και έκλουσης από 

ηλεκτραρνητικά φίλτρα. Στη συνέχεια η ανίχνευση των Νοροϊών έγινε µε 

διαφορετικές µεθόδους. Αρχικά εφαρµόστηκε αντίστροφη µεταγραφή (RT 

PCR), ενώ στη συνέχεια εφαρµόστηκαν PCR, autonested PCR  και 

seminested PCR. Τα ζεύγη των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν  βοήθησαν 
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στην ανίχνευση µέρους του γενώµατος του ιού και τελικά βοήθησαν στην 

αλληλούχιση µιας µικρής περιοχής του ORF1 (1491-1747 νουκλεοτίδια ενός 

δείγµατος νερού µε κωδικό όνοµα AG4 το οποίο προήρχετο  από γεώτρηση 

στο ∆ήµο Αγιάς. 

Κατά την φυλογενετική ανάλυση του δείγµατος αυτού, κατασκευάστηκε ένα 

φυλογενετικό δέντρο για το πρώτο αναγνωστικό πλαίσιο ORF1. Το στέλεχος 

AG4 κατατάσσεται στην γενετική οµάδα Νοροϊών GI και σύµφωνα µε την 

Gene Bank είναι συγγενικό φυλογενετικά του AY921623 και συγγενεύουν µε 

τον ιό του Norwalk. Η γενετική συγγένεια µε άλλα πρότυπα στελέχη όπως ο 

ιός Snow Mountain και Lord Sdale είναι πολύ µακρινή αφού αυτά τα στελέχη 

ανήκουν στην γενετική οµάδα GII. 

 

Ορισµένα προβλήµατα που δυσκολεύουν την ανίχνευση ιών σε 

περιβαλλοντικά δείγµατα, και πιο συγκεκριµένα στα ύδατα, είναι: 

• Το µικρό µέγεθος των ιών εντερικής προέλευσης (διάµετρος περίπου 

20-100nm). 

• Η µικρή συγκέντρωση των ιών στο νερό, καθώς και η ποικιλοµορφία 

στην ποσότητα και στους τύπους υδάτων  που ανευρίσκονται ανάλογα 

µε την εποχή . 

• Η γενετική αστάθεια των ιών. 

• Οι διάφορες διαλυµένες ουσίες στο νερό που δρουν ως αναστολείς των 

• τεχνικών ανίχνευσης των ιών. 

• Οι διάφοροι περιορισµοί για τον υπολογισµό και την ταυτοποίηση των 

ιών εντερικής προέλευσης που υπάρχουν σε όλες τις τεχνικές. 

 

Οι µέθοδοι που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία για την ανίχνευση 

των ιών δείχνουν αξιοπιστία και επαναληψιµότητα. Συνεπώς είναι µέθοδοι 

που µπορούν να χρησιµοποιηθούν από εξειδικευµένα εργαστήρια για την 

εύρεση της µικροβιακής ποιότητας των υδάτων που προορίζονται για 

ανθρώπινη κατανάλωση. 
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Πρέπει να συµπεριληφθεί η αναζήτηση ιών στον 

µικροβιολογικό έλεγχο του πόσιµου νερού; 

 

Μεγάλος αριθµός εντερικών µικροοργανισµών µπορούν να εισέλθουν στο 

υδάτινο περιβάλλον µέσω των κοπράνων των µολυσµένων ατόµων. Όταν η 

ποσότητα των µολυσµένων λυµάτων που αναµιγνύονται µε το νερό είναι 

αρκετά µεγάλη, και ακολουθεί ανεπαρκής ή µηδαµινή επεξεργασία τότε είναι 

πολύ πιθανό να προκληθεί υδατογενής επιδηµία. Αυτή η πιθανότητα 

αυξάνεται όταν οι άνθρωποι χρησιµοποιούν ως πόσιµο νερό, ύδατα που 

προέρχονται από γεωτρήσεις χωρίς να προηγηθεί καµία επεξεργασία του 

νερού, όπως η απαραίτητη χλωρίωση. Ακόµα και αν τα µολυσµένα λύµατα 

επεξεργαστούν σε µονάδες βιολογικού καθαρισµού, δεν είναι απολύτως 

σίγουρο ότι οι ιοί έχουν απενεργοποιηθεί εντελώς. 

Οι νοροϊοί δείχνουν να αδρανοποιούνται έπειτα από επαρκή θέρµανση, είτε 

έπειτα από καθαρισµό µε απολυµαντικά χλωρίου. Η ικανότητά τους να 

επιβιώνουν στο νερό είναι µεγαλύτερη από αυτή των βακτηρίων που µέχρι 

τώρα συµπεριλαµβάνονται στον µικροβιολογικό έλεγχο του νερού, καθώς 

µπορούν να επιβιώσουν από εβδοµάδες έως και µήνες. Η συγκέντρωση των 

ιών που µπορεί να αποµονωθεί από τα επιφανειακά νερά ποικίλει αν και οι 

νοροϊοί δεν δείχνουν να εµφανίζουν κάποια σηµαντική εποχικότητα. 

Στον Ελλαδικό χώρο το Τµήµα Επιδηµιολογικής Επιτήρησης και Παρέµβασης 

του Κέντρου Ελέγχου και Πρόληψης Νοσηµάτων (ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ) επιτηρεί τις 

επιδηµίες-συρροές τροφιµογενούς- υδατογενούς νοσήµατος µέσω του 

συστήµατος υποχρεωτικής δήλωσης νοσηµάτων. 

Κατά το χρονικό διάστηµα 2004-2008 δηλώθηκαν συνολικά 4 συρροές 

κρουσµάτων γαστρεντερίτιδας από Νοροϊούς  στην Ελλάδα. Σηµειώνεται ότι 

τα δεδοµένα που παρατίθενται, αφορούν δηλωθείσες συρροές στο σύστηµα 

υποχρεωτικής δήλωσης. 
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Πίνακας 8: Αριθµός δηλωθεισών συρροών κρουσµάτων 

γαστρεντερίτιδας από Νοροϊούς  στην Ελλάδα. Σύνολο χώρας, έτη 

δήλωσης 2004-2008 (πηγή ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ). 

 

Έτος Αριθµός συρροών 

2004 0 

2005 2 

2006 1 

2007 1 

2008 0 

Σύνολο 4 

 

 

 

 

Πίνακας 9: Κατανοµή δηλωθεισών συρροών κρουσµάτων 

γαστρεντερίτιδας από Νοροϊούς ανά περιοχή. Σύνολο χώρας, έτη 

δήλωσης 2004-2008  (πηγή ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ). 

 

Περιοχή 

συρροής 

Έτη Σύνολο 

 2004 2005 2006 2007 2008  

ΚΑΛΑΜΠΑΚΑ 0 0 0 1 0 1 

ΣΤΡΑΤΟΠΕ∆Ο 

ΝΑΥΠΛΙΟΥ 
0 1 0 0 0 1 

ΞΑΝΘΗ 0 1 1 0 0 2 

ΣΥΝΟΛΟ 0 2 1 1 0 4 
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Πίνακας 10: Κατανοµή κρουσµάτων γαστρεντερίτιδας και εργαστηριακά 

επιβεβαιωµένων κρουσµάτων γαστρεντερίτιδας από Νοροϊούς, ανά 

περιοχή και έτος (πηγή ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ) 

 

ΠΕΡΙΟΧΗ ΣΥΡΡΟΗΣ-

ΕΤΟΣ 

ΚΡΟΥΣΜΑΤΑ 

ΓΑΣΤΡΕΝΤΕΡΙΤΙ∆ΑΣ 

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ 

ΕΠΙΒΕΒΑΙΩΜΕΝΑ 

ΚΡΟΥΣΜΑΤΑ 

ΣΤΡΑΤ. ΝΑΥΠΛΙΟΥ- 

2005 
38 6 

ΞΑΝΘΗ- 2005 702 15 

ΞΑΝΘΗ-2006 Μη διαθέσιµα στοιχεία 32 

ΚΑΛΑΜΠΑΚΑ- 2007 37 1 

 

Σηµειώνεται ότι 1) µε εξαίρεση τη συρροή που παρατηρήθηκε στην 

Καλαµπάκα το 2007, οι υπόλοιπες τρεις συρροές θεωρήθηκε ότι ήταν 

υδατογενείς και 2) οι παθογόνοι µικροοργανισµοί αποµονώθηκαν µεν στα 

κόπρανα των ασθενών, αλλά δεν υπάρχει αντίστοιχη εργαστηριακή 

επιβεβαίωση και στα εµπλεκόµενα τρόφιµα-νερό για να γίνει επιβεβαίωση του 

υπεύθυνου για τη συρροή µικροοργανισµού. 

Σύµφωνα µε τα παρεχόµενα στοιχεία από το ΚΕ.ΕΛ.Π.ΝΟ παρουσιάζεται ότι 

στην Ελλάδα, υπάρχουν κρούσµατα γαστρεντερίτιδας που οφείλονται σε 

Νοροϊούς τα τελευταία χρόνια. Όµως η επιβεβαίωση ότι το πρόβληµα 

υφίσταται στο νερό που καταναλώθηκε από τους ανθρώπους που νοσήσανε 

δεν υπάρχει, από τη στιγµή που δεν υπάρχει οργανωµένος και τακτικός 

έλεγχος όσον αφορά τον έλεγχο ιών στο νερό. 

Αυτή τη στιγµή η νοµοθεσία για τον  έλεγχο του πόσιµου νερού περιλαµβάνει 

χηµικές παραµέτρους, µικροβιολογικές παραµέτρους αλλά καµία ιολογική 

παράµετρο. ∆εν υπάρχει κανένα στοιχείο ιολογικού ελέγχου των υδάτων που 

είναι υπεύθυνα για κρούσµατα γαστρεντερίτιδας ακόµα και όταν είναι 

υπεύθυνα για συρροή πολλών κρουσµάτων. Για την επεξήγηση της 

προέλευσης τους, χρησιµοποιείται ο όρος «θεωρήθηκε ως υδατογενές», µόνο 

από τις µαρτυρίες των ανθρώπων ότι κατανάλωσαν νερό από συγκεκριµένη 

περιοχή . 
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Υποστηρίζεται  ότι έλεγχος για ιούς στο πόσιµο νερό είναι ανώφελο να γίνει 

λόγω µικρής ποσότητας ιϊκών σωµατιδίων που είναι ικανά να δηµιουργήσουν 

κρούσµατα γαστρεντερίτιδας, καθώς επίσης αναλύεται και το κόστος των 

ιολογικών αναλύσεων για κάθε δείγµα νερού. Επίσης σηµειώνεται η έλλειψη 

εξοπλισµού των εργαστηρίων για ιολογικές αναλύσεις καθώς και η έλλειψη 

τεχνογνωσίας. 

 

 
Η συγκεκριµένη µελέτη για την παρουσία των Νοροϊών σε πόσιµα ύδατα 

οδήγησε σε χρήσιµα συµπεράσµατα. Η µελέτη  διεξήχθη σε περιορισµένο 

αριθµό δειγµάτων µόνο στο Νοµό Λάρισας. Απαιτείται λοιπόν  περαιτέρω 

µελέτη προκειµένου να προσδιοριστεί  η έκταση της παρουσίας των Νοροϊών  

στους υδάτινους χώρους του υπόλοιπου Ελλαδικού χώρου. 

 

Μέσα από την εργασία αυτή υποστηρίζεται η προσθήκη της αναζήτησης ιών 

στον τακτικό µικροβιολογικό έλεγχο του πόσιµου νερού, όχι µόνο όταν αυτό 

θεωρείται υπεύθυνο για την εµφάνιση κρουσµάτων αλλά και ως προληπτικό 

µέτρο κατά των ιών που προκαλούν τέτοια συµπτώµατα. Θα πρέπει να 

συµπεριληφθεί στον έλεγχο όλων των υδάτινων πόρων της Ελλάδας αλλά και 

ως Κανονισµός µέσω της Ευρωπαϊκής Ένωσης, ο έλεγχος για ιούς όπως οι 

ιοί Noro, ο ιός της ηπατίτιδας Α, οι εντεροϊοί και οι εντερικοί αδενοϊοί. Θα 

πρέπει να δοθεί έµφαση στη δηµιουργία προγράµµατος που θα ελέγχει όλα 

τα ύδατα που προέρχονται από γεωτρήσεις και προορίζονται για ανθρώπινη 

κατανάλωση.  

Πρέπει τέλος να σηµειωθεί ότι ένα µεγάλο ποσοστό ακόµα των Ελλήνων 

χρησιµοποιεί νερό για καθηµερινή κατανάλωση που προέρχεται από 

ιδιόκτητες ή δηµόσιες γεωτρήσεις και στις οποίες η  επεξεργασία των υδάτων 

είναι  τουλάχιστον ελλιπής . 

 

Τα κεντρικά συµπεράσµατα της εργασίας αυτής είναι δυο.  

Πρώτον ότι αν και εξετάστηκαν λίγα περιβαλλοντικά δείγµατα πόσιµου νερού, 

ανιχνεύθηκε σε ένα από αυτά στέλεχος  νοροϊών. Αυτό µας οδηγεί στο 

συµπέρασµα ότι οι ιοί υπάρχουν στο υδάτινο περιβάλλον και δύνανται  να 

εισέλθουν µετά από πόση στον ανθρώπινο οργανισµό.  
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Και δεύτερον  ότι η απάντηση στο ερώτηµα , αν πρέπει να συµπεριληφθεί η 

αναζήτηση ιών στον µικροβιολογικό έλεγχο του πόσιµου νερού , θα πρέπει να  

είναι καταφατική, µιας και στο πόσιµο νερό µπορούν να ανιχνεύονται  Νοροϊοί. 
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