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Μοριακές τεχνικές με εφαρμογή στη Βιοτεχνολογία 
τροφίμων 



Σε αντίθεση με τις προϋπάρχουσες κλασικές μικροβιολογικές τεχνικές που βασίζονται
κυρίως στη φαινοτυπική καταγραφή και παρατήρηση, με αποτέλεσμα τη περιορισμένη
διακριτική ικανότητα, οι μοριακές τεχνικές στηρίζονται στη γονοτυπική ανάλυση των
μικροοργανισμών. Πιο συγκεκριμένα, πραγματοποιούνται μελέτη και χαρακτηρισμός των
γενετικών δεικτών των μικροοργανισμών μέσω κατάλληλης επεξεργασίας του γενετικού τους
υλικού (DNA). Μια από τις πιο αποτελεσματικές και αξιόπιστες τεχνικές είναι η δοκιμή της
Πολλαπλής Αλυσιδωτής Αντίδραση Πολυμεράσης (Μultiplex Polymerase Chain Reaction –
MPCR).



Η δοκιμή της Πολλαπλής Αλυσιδωτής Αντίδραση Πολυμεράσης (Μultiplex Polymerase
Chain Reaction – MPCR)

Αρχικά, γίνεται συγκριτική μελέτη της αλληλουχίας ενός καθολικού γονιδίου με σκοπό την
ανίχνευση πολυμορφικών θέσεων, δηλαδή χαρακτηριστικών για το στέλεχος προς
διερεύνηση γενετικών περιοχών. Στη συνέχεια, βάση των πολυμορφικών αυτών θέσεων
σχεδιάζονται οι αντίστοιχοι εκκινητές για τη δοκιμή ΜPCR. Παράλληλα γίνεται απομόνωση
γενετικού υλικού από τους μικροοργανισμούς, το οποίο θα χρησιμοποιηθεί ως μήτρα για την
αντίδραση πολυμερισμού. Η αντίδραση πραγματοποιείται σε ειδική συσκευή (θερμικός
κυκλοποιητής) και το αποτέλεσμα μπορεί να γίνει γνωστό σε λιγότερο από μία ώρα. Η ΜPCR
χαρακτηρίζεται για τη ταχύτητα, την υψηλή επαναληψιμότητα και τη διακριτική ικανότητα
της. Πρόσφατα, έχει χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση του L. casei ATCC 393 σε καλλιέργειες
προβιοτικών τροφίμων αλλά και σε βιολογικά δείγματα.















The hsp60 gene sequences of all 56 Lactobacillus strains available in GenBank, including the L.
casei ATCC 393 strain, were obtained by the National Center for Biotechnology Information
(NCBI). The sequences were aligned against each other using the DNA sequence alignment
tool, ClustalW2 (European Bioinformatics Institute – EMBL). Extensive analysis allowed the
identification of polymorphic sites that are unique for the L. casei ATCC 393 strain.









Optimization of Multiplex PCR
•Cycling Conditions
•Extension temperature
•Extension time
•Annealing time and temperature
•Number of PCR cycles

Optimization of Multiplex Reaction 
Components
•Amount of primer
•dNTP and MgCl2 concentrations
•PCR buffer (KCl) concentration.
•Comparison of PCR buffers
•Amount of template DNA and Taq DNA 
polymerase
•Use of adjuvants: DMSO, glycerol, BSA





 The multiplex PCR methodology is an efficient tool for accurate,
convenient and reliable identification of the probiotic strain in
food products.

 Τo deliver their health benefits, probiotics must be present in food
products above a threshold level (6 logCFU/g) at the time of
consumption, to compensate for the loss of cells during the
passage through the upper and lower parts of the gastrointestinal
(GI) tract.

 Ιdentification to the strain level is mandatory to allow the
monitoring of the presence and the levels of a specific probiotic
strain in a product or in a gastrointestinal tract.











Στη περίπτωση που το γονιδίωμα των μικροοργανισμών που πρόκειται να μελετηθούν δεν
είναι γνωστό μπορεί να χρησιμοποιηθεί η τεχνική RAPD PCR (Τυχαία Ενίσχυση
Πολυμορφικού DNA PCR ή Random Amplified Polymorphic DNA PCR). Σύμφωνα με την εν
λόγω τεχνική, η αντίδραση PCR πραγματοποιείται με εκκινητές τυχαίας αλληλουχίας, μήκους
8-12 βάσεων. Συνήθως απαιτούνται 3 με 6 αντιδράσεις με διαφορετικούς εκκινητές ώστε να
προκύψει ένα μοναδικό πρότυπο για κάθε εξεταζόμενο οργανισμό, μετά το διαχωρισμό σε
πήκτωμα αγαρόζης των προϊόντων της αντίδρασης PCR. Στα πλεονεκτήματα της μεθόδου
περιλαμβάνονται η υψηλή ακρίβεια της ανάλυσης, ο χαμηλός χρόνος ολοκλήρωσης της
μελέτης καθώς και το σχετικά χαμηλό κόστος των αντιδραστηρίων. H RAPD PCR έχει
χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση και ταυτοποίηση διαφόρων λακτοβακίλων σε
καλλιέργειες γιαούρτης καθώς και σε άλλα προβιοτικά τρόφιμα.







Li et al., (2008) Appl. Micro. Biotech.

Sequenced Characterized Amplified Region (SCAR)

1. Απομόνωση από το πήκτωμα αγαρόζης της πολυμορφικής ζώνης 
2. Ενίσχυση με αντίδραση PCR
3. Αλληλούχιση του προϊόντος PCR
4. Σχεδιασμός εκκινητών βάση της DNA αλληλουχίας του προϊόντος PCR
5. Ανάπτυξη Multiplex PCR

Τυχαία Ενίσχυση Πολυμορφικού DNA



Sequenced Characterized Amplified Region Markers (SCARs) 
Developing locus-specific, co-dominant markers from RAPDs
1. The polymorphic RAPD marker band is isolated from the gel.
2. It is amplified in the PCR reaction.
3. The PCR product is cloned and sequenced.
4. New longer and specific primers are designed for the DNA sequence, which is 

called the Sequenced Characterized Amplified Region Marker (SCAR).

M 1 2 3 4 5 6

100 bp

1000 bp

500 bp

7

M 1 2 3 4 5 6
100 bp

1000 bp

500 bp

7

Lactobacillus plantarum 2035 Lactobacillus plantarum 2640



GTGATCGCAGTTGGAAAACTGAAGAACGTGAATAGATCCTCCATTT
GGACTAGATTCTTGATTCGACGCTTATAACTGGACTCCACTTAGCA
CTGAAAGCCGCCAATCGTTCTTTGGCGTCTTGTAGGTTCTCTGCTT
GCCGAATGGCCTTAAAGTCGGTGATAATCTCCCTGCGATCAC

P30F

P30R

GGGTAACGCCACAAGAAGCGGAGATGGATGCCCACTTAGATAAATG
GATGAAGCGTCGTGCTAAACAGCATGGCGCTTTTAGTTTGGAAAAG
AAACGGAGAAAGCAACATGCCAAGGACAAGAAGATGCCGCTATCCT
AACTGCCATGCGATGGTCACTTTCCCTGACCACTATTGTCAGCAGC
ACTATGAGCATGAAGCTGAGTACTTGGCTAGTCGGCAGCGTTGGGC
ACGTAGCAATGACAAACAATACACACACAAGTACAACACGGTTACA
CGTTATCGTAATGAGGATAAGCGTCAGCAATACAACTTCTATCGTA
CAAGGCAATGGTCACACCTAAGGCAACAAGTCCTTGAACGTGACCA
TTACTTGTGTGCTTACTGCAAAGTGCAAGGCGTTACCC

P29AF

P29R
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Lactobacillus plantarum 2035 Lactobacillus plantarum 2640

Reference strain Specificity of primer pairs

p30F/p30R
(179bp)

p29AF/p29R
(401bp)

p29BF/p29R    
(200bp)

LacF/LacR
(340bp)

Lb. plantarum 2035 + - - +

Lb. plantarum 2640 - + + +



Strain tested 2-band pattern 

generated

with Multiplex PCR
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Lb. plantarum E1                                                      
Lb. plantarum E4 
Lb. plantarum E45
Lb. plantarum E50
Lb. plantarum E66
Lb. plantarum E68
Lb. plantarum E71
Lb. plantarum E73
Lb. plantarum E77
Lb. plantarum E79
Lb. plantarum E10
Lb. plantarum E69
Lb. plantarum E282
Lb. plantarum E63
Lb. plantarum E146
Lb. plantarum E287
Lb. pentosus Ε110

Lb. pentosus 281

Lb. casei Shirota ACA-DC 6002 -
Lb. casei ATCC 393 -
Lb. rhamnosus GG ATCC 53103 -



Strain tested 3-band pattern

with Multiplex PCR
Lactobacillus plantarum 2640
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Lb. plantarum E45
Lb. plantarum E50
Lb. plantarum E66
Lb. plantarum E68
Lb. plantarum E71
Lb. plantarum E73
Lb. plantarum E77
Lb. plantarum E79
Lb. plantarum E10
Lb. plantarum E69
Lb. plantarum E282
Lb. plantarum E63
Lb. plantarum E146
Lb. plantarum E287
Lb. pentosus Ε110

Lb. pentosus 281
Lb. casei Shirota ACA-DC 6002 -
Lb. casei ATCC 393 -
Lb. rhamnosus GG ATCC 53103 -
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Production of Fermented Sausages with a Potential Probiotic
Lactobacillus plantarum strain



Production of Greek yoghurt using a L. plantarum strain with probiotic potential as 
starter adjunct



Production of Greek yoghurt using a L. plantarum strain with probiotic potential as 
starter adjunct



Η PCR πραγματικού χρόνου (Real-Time PCR) επίσης αποτελεί μια πολύ ισχυρή μοριακή
τεχνική ανίχνευσης μικροοργανισμών. Βασίζεται στη καταγραφή της ενίσχυσης του DNA-
στόχου σε πραγματικό χρόνο με τη χρήση κατάλληλης φθορίζουσας χρωστικής. Έτσι, γίνεται
άμεση καταγραφή του αποτελέσματος χωρίς να απαιτείται περαιτέρω επεξεργασία των
προϊόντων της αντίδρασης (διαχωρισμός σε πήκτωμα αγαρόζης). Παράλληλα, το δυναμικό
εύρος διάγνωσης και η ευαισθησία της μεθόδου είναι υψηλότερα ενώ τα ψευδώς θετικά
αποτελέσματα που ενδεχομένως να παρατηρηθούν σε σχέση με τη συμβατική PCR είναι
μειωμένα κατά 99.9%. Η Real-Time PCR έχει χρησιμοποιηθεί για την μοριακή ταυτοποίηση
και ποσοτικοποίηση των L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus, L. delbrueckii, L. fermentum,
L.plantarum και L. reuteri με χρήση ανιχνευτών ειδικών για τμήμα του ριβοσωμικού γονιδίου
16S αυτών των στελεχών αλλά και με ανάλογο τρόπο για την ταυτοποίηση στελεχών L.
acidophilus.



Οι DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis - ηλεκτροφόρηση πηκτώματος σε
διαβάθμιση αποδιατακτικού παράγοντα) και TGGE (Temperature Gradient Gel
Electrophoresis ηλεκτροφόρηση πηκτώματος σε διαβάθμιση θερμοκρασίας) είναι PCR
βασιζόμενες μοριακές τεχνικές που επιτρέπουν την ανάλυση και ταυτοποίηση βακτηριακών
στελεχών ετερόλογων πληθυσμών, χωρίς να προαπαιτείται διαχωρισμός των μικροβιακών
καλλιεργειών. Για παράδειγμα, η τεχνική DGGE έχει με επιτυχία χρησιμοποιηθεί για την
ανίχνευση στελεχών L. delbrueckii subsp. bulgaricus και S. thermophilus σε ανθρώπινο
εντερικό περιεχόμενο ύστερα από κατανάλωση προβιοτικής γιαούρτης, γεγονός ιδιαίτερα
σημαντικό για την επιβεβαίωση της δράση του προβιοτικού τροφίμου. Παρόμοιες μελέτες
έχουν αναφερθεί και για τη χρήση της τεχνικής TGGE.



H DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) (Ηλεκτροφόρηση πηκτώματος
διαβαθμισμένης συγκέντρωσης παράγοντα αποδιάταξης) είναι μια μοριακή τεχνική
ανίχνευσης πολυμορφισμών τμημάτων DNA. Η τεχνική είναι ιδιαιτέρα ισχυρή και
αποτελεσματική για την ανίχνευση μεταλλάξεων σε γονίδια αλλά και ταυτοποίηση
μικροοργανισμών που παρουσιάζουν υψηλό βαθμό συγγένειας. Η ανίχνευση
πολυμορφισμών τμημάτων DNA είναι επίσης εφικτή με την αντίδραση PCR (polymerase
chain reaction) (αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης) χρησιμοποιώντας εξειδικευμένους
εκκινητές. Στις περιπτώσεις όμως που τα προϊόντα της PCR είναι παρόμοιου μεγέθους, ο
διαχωρισμός τους σε πήκτωμα αγαρόζης καθίσταται τεχνικά μη εφικτός. Αντίθετα, στην
τεχνική DGGE, ο διαχωρισμός των τμημάτων DNA γίνεται σε πήκτωμα πολυακριλαμίδης
διαβαθμισμένης συγκέντρωσης αποδιατακτικού παράγοντα που καθιστά το διαχωρισμό των
τμημάτων εφικτό.



Πιο συγκεκριμένα ο διαχωρισμός αρχικά γίνεται βάση μεγέθους αλλά στη συνέχεια με την
αύξηση της συγκέντρωσης του αποδιατακτικού παράγοντα του πηκτώματος το δίκλωνο DNA
μετατρέπεται σε μονόκλωνο (αποδιατάσσεται) με αποτέλεσμα η ταχύτητα κίνησης του στο
πήκτωμα πολυακριλαμίδης κατά την ηλεκτροφόρηση να μειώνεται. Έτσι ακόμα και δύο
τμήματα DNA που διαφέρουν σε μία μόνο βάση αποδιατάσσονται σε διαφορετική
συγκέντρωση, κινούνται διαφορετικά στο πήκτωμα και τελικά διαχωρίζονται. Η τεχνική DGGE
έχει χρησιμοποιηθεί σε πολλές μελέτες σχετικές με τη βιοτεχνολογία τροφίμων καθώς δίνει
τη δυνατότητα πλήρους ταυτοποίησης της μικροβιακής χλωρίδας σε δείγματα τροφίμων με
μεγάλη ακρίβεια και ταχύτητα.

















Στελέχη βακτηρίων που απομονώθηκαν
από ξηρά ζυμωμένα λουκάνικα με ανάλυση
PCR-DGGE

D
E

A
B C

Band Most closely related species

A Lactococcus lactis
Uncultured Streptococcaceae sp.
Lactococcus fujiensis

B Lactococcus lactis
Uncultured bacterium

C Lactobacillus casei ATCC 393
Lactobacillus zeae
Uncultured Lactobacillus sp.

D Leuconostoc pseudomesenteroides
Leuconostoc citreum
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc kimchii 

E Leuconostoc sp. B 244
Leuconostoc mesenteroides





Bacterial identification/detection methods





Schematic representation of the workflow



M
on

oc
ul

tu
re

s
Yo

gh
ur

t s
am

pl
es

Validation of the methodology in vitro







Metagenomic analysis

Bioinformatic Analysis

DNA isolation
MagCore® Gut Microbiome DNA Kit (Code: 504)

16S rDNA amplicon seq
MinKNOW

Oxford Nanopore



Taxonomic composition of cecal
microbiota across experimental
groups. Stacked bar plots represent
the relative abundance (%) of
bacterial taxa detected in cecal
samples from group A, group B, and
group C at four taxonomic levels; (a)
phylum, (b) order, (c) genus, and (d)
species. Only taxa with a relative
abundance ≥ 1% in at least one group
are shown individually; taxa below
this threshold were grouped into the
category “Other”. Taxonomic
classification was based on
Operational Taxonomic Unit (OTU)
clustering and relative abundances
were calculated as percentages of the
total sequences per sample.



Differentially abundant bacterial genera among groups
based on Linear discriminant analysis effect size (LEfSe).
LEfSe was used to identify genera with significantly
different relative abundances among group A (control),
group B (challenged with Eimeria spp.), and group C
(vaccinated and challenged with Eimeria spp.). Only
genera with an adjusted p < 0.05 and LDA score (log10)
above the significant threshold (log10 > 2) are shown.
Genera enriched in group A are indicated by positive
LDA scores (green), while genera enriched in group B
and group C are shown with negative LDA scores in
orange and blue, respectively.



Comparative analysis of core microbiota composition across experimental
groups. (a,b) Venn diagrams display the number of shared and unique
bacterial taxa among group A (control), group B (challenged with Eimeria
spp.), and group C (vaccinated and challenged with Eimeria spp.) at the
genus (a) and species (b) level. Taxa were included only if they were
detected in at least three replicates per group, representing the core
microbiota per each condition. Bar plots below each Venn diagram
indicate the total number of genera and species identified in each group,
respectively. (c) Circular cladogram representing the taxonomic
relationships and distribution of genus-level bacterial taxa identified
across the groups. From the outer to the inner rings, the plot shows the
following: species (outer ring), genera (intermediate ring), and phyla
(central nodes). Each branch of the cladogram is color-coded according to
group-specific or shared taxonomic presence; blue for taxa shared
between group A, yellow for group B, green for group C, plum for taxa
shared between groups A and B, turquoise for groups A and C, orange for
groups B and C, and purple for genera shared among all three groups. The
cladogram integrated taxonomic hierarchy with group distribution to
highlight both phylogenetic relationships and taxa overlap across groups.



Predictive functional analysis of metabolic pathways differently enriched
among experimental groups. (a) Relative abundance of key metabolic
pathways in the control group (group A, red) and the challenged group
(group B, blue), with the corresponding log2 fold change between groups
displayed on the right. Pathways enriched in group A have positive log2
fold change values, whereas those enriched in group B have negative
values. (b) Relative abundance of statistically significant metabolic
pathways in the control group (group A, red) and the vaccinated and
challenged group (group C, blue), with the corresponding log2 fold change
displayed on the right. Pathways enriched in group A have positive values,
while those enriched in group C have negative values. Statistical
significance (adjusted p-value) for each pathway was calculated using the
DESeq2 algorithm, embedded in ggpicrust2 R package, and is shown
adjacent to the log2 fold change bars. Relative abundance of pathways
with adjusted p < 0.05 were considered statistically significant.


