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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

      Από τα παθογόνα βακτήρια, ιδιαίτερης σηµασίας είναι τα στελέχη του 
Staphylococcus aureus και τα είδη του γένους Salmonella καθώς αποτελούν τις 
κυριότερες αιτίες τροφογενών ασθενειών παγκοσµίως. Συνήθως, τροφικές λοιµώξεις 
από Salmonella αλλά και δηλητηριάσεις σταφυλοκοκκικής προέλευσης αποδίδονται σε 
µολυσµένα τρόφιµα ζωϊκής προέλευσης. Ωστόσο, τα τελευταία χρόνια, παρατηρείται 
µία αύξηση της έξαρσης τροφογενών κρουσµάτων σαλµονέλλωσης και 
σταφυλοκοκκικής δηλητηρίασης που σχετίζονται µε την κατανάλωση τροφίµων φυτικής 
προέλευσης, λόγω αλλαγών στις αγρονοµικές πρακτικές και στις διαιτητικές συνήθειες, 
γεγονός που έχει στρέψει το ενδιαφέρον της διεθνούς έρευνας στην ανίχνευση αυτών 
των δύο παθογόνων στα συγκεκριµένα τρόφιµα. Ώθηση στην έρευνα αυτή έχει δώσει τα 
τελευταία χρόνια η εισαγωγή στο πεδίο διάγνωσης των βακτηρίων στα τρόφιµα, των 
λεγόµενων «γρήγορων τεχνικών», µεταξύ των οποίων, η PCR κατέχει την κυριότερη 
θέση. Στην παρούσα λοιπόν µελέτη εφαρµόστηκε η µέθοδος της PCR για την ανίχνευση 
των εντεροπαθογόνων βακτηρίων Salmonella και S. aureus σε επεξεργασµένα τρόφιµα 
φυτικής προέλευσης. Τα αποτελέσµατα που λήφθηκαν από την PCR συγκρίθηκαν µε 
εκείνα από τον µακροσκοπικό έλεγχο των καλλιεργητικών θρεπτικών υλικών. 
Επιλέχτηκαν να εξεταστούν δείγµατα τροφίµων από προϊόντα που κυκλοφορούσαν στο 
εµπόριο.  Οι συνθήκες αντίδρασης της PCR προτυπώθηκαν επιλέγοντας ζεύγη 
εκκινητών που στοχεύουν ειδικά στις αλληλουχίες Its και nuc των βακτηρίων 
Salmonella και Staphylococcus aureus αντίστοιχα. Συγκεκριµένα, το παθογόνο 
βακτήριο Salmonella δεν ανιχνεύτηκε µε τον µακροσκοπικό έλεγχο των αντίστοιχων 
καλλιεργητικών θρεπτικών υλικών σε κανένα από τα υπό εξέταση δείγµατα τροφίµων. 
Ωστόσο, τα αποτελέσµατα από την αναζήτηση Salmonella  µε τη µέθοδο της PCR 
δείχνουν ότι το συγκεκριµένο βακτήριο ανιχνεύτηκε στο χαλβά Φαρσάλων µε άµυλο 
αραβοσίτου. Για πρώτη φορά γίνεται η ανίχνευση Salmonella στο συγκεκριµένο είδος 
τροφίµου. Από την άλλη, το παθογόνο βακτήριο Staphylococcus aureus δεν 
ανιχνεύτηκε σε κανένα από τα υπό εξέταση δείγµατα τροφίµων, τόσο µε την εφαρµογή 
της µεθόδου PCR όσο και µε την µακροσκοπική εξέταση των αντίστοιχων 
καλλιεργητικών θρεπτικών υλικών. Επίσης, έγιναν και οι πρώτες προσπάθειες 
εκτίµησης των επιπέδων ευαισθησίας της PCR για την ανίχνευση των συγκεκριµένων 
βακτηρίων, πραγµατοποιώντας για πρώτη φορά τεχνητή επιµόλυνση δείγµατος από 
χαλβά Φαρσάλων. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η ευαισθησία που επιτεύχθηκε ήταν 
υψηλή µε ελάχιστο όριο ανίχνευσης για τη Salmonella ίσο µε µε 104 CFU/g µετά από 
εµπλουτισµό του δείγµατος στο BPW, ενώ για τον S. aureus ίσο µε 102 CFU/g µετά από 
εµπλουτισµό στο εκλεκτικό µέσο Giolitti Cantoni. Τέλος, εκτιµήθηκε και η ευαισθησία 
ανίχνευσης του βακτηριακού DNA των παθογόνων βακτηρίων Salmonella και S. aureus 
µε τη µέθοδο της PCR, χρησιµοποιώντας DNA αποµονωµένο από τους αντίστοιχους 
θετικούς µάρτυρες. Το ελάχιστο όριο ανίχνευσης της Salmonella και του S. aureus 
βρέθηκε ίσο µε 100pg DNA και µε 250 pg DNA αντίστοιχα. Συµπερασµατικά, τα 
αποτελέσµατα αυτά θέτουν τις βάσεις για την ανάπτυξη µελλοντικά µίας γενικής 
µεθοδολογίας βασισµένης στην τεχνική της PCR µε σκοπό την  ανίχνευση των 
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παθογόνων βακτηρίων Salmonella και Staphylococcus aureus σε επεξεργασµένα 
τρόφιµα φυτικής προέλευσης.  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

1.1 Τρόφιµα 
 
     Τα τρόφιµα είναι προϊόντα πρωτογενούς παραγωγής ή προϊόντα που προέρχονται 
από αυτά µε κατάλληλη επεξεργασία. Τα θρεπτικά στοιχεία των τροφίµων αποτελούν οι 
πρωτεΐνες, τα λίπη, οι υδατάνθρακες, οι βιταµίνες, το νερό και τα ανόργανα στοιχεία ή 
άλατα. Με τα θρεπτικά τους στοιχεία τα τρόφιµα παρέχουν  ενέργεια στον οργανισµό µε 
τη διάσπαση των υδατανθράκων, των λιπών και των πρωτεϊνών, προάγουν την 
ανάπτυξη και τη συντήρηση του οργανισµού και ρυθµίζουν βασικές λειτουργίες του µε 
τη συµβολή των πρωτεϊνών, των αλάτων και των βιταµινών. Επίσης, τα τρόφιµα είναι 
δυνατόν να περιέχουν και άλλα στοιχεία, όπως ένζυµα, φυτικές ίνες, οργανικά οξέα, 
χρωστικές, αρωµατικές και άλλες ουσίες (Mπλούκας Ι.Γ.2004).  
      Έχουν προταθεί διάφορα συστήµατα ταξινόµησης των χιλιάδων ειδών τροφίµων 
που καταναλώνει ο άνθρωπος. Έτσι, τα τρόφιµα διακρίνονται σε δύο κύριες κατηγορίες: 
τα τρόφιµα φυτικής προέλευσης και τα τρόφιµα ζωϊκής προέλευσης. 
 

1.1.1 Τρόφιµα φυτικής προέλευσης 
 
      Τα τρόφιµα φυτικής προέλευσης, συγκριτικά µε τα ζωϊκά προϊόντα αποτελούν 
σηµαντική πηγή υδατανθράκων. Από αυτούς, το άµυλο παράγεται από όλα τα πράσινα 
φυτά και αποτελεί ένα σηµαντικό συστατικό της ανθρώπινης δίαιτας. Τρόφιµα πλούσια 
σε άµυλο είναι το ρύζι, το καλαµπόκι, το σιτάρι, το κάστανο, τα όσπρια, η πατάτα, η 
γλυκοπατάτα και η cassava. 
      Το άµυλο χρησιµεύει ως πηγή ενέργειας και είναι το αντίστοιχο  του γλυκογόνου 
των ζώων. Συνιστά το 30-60% του καθαρού βάρους των αποξηραµένων φυτικών ιστών 
και αποτελείται κατά 20% περίπου από αµυλόζη και κατά 70% περίπου από 
αµυλοπηκτίνη. Το υπόλοιπο ~10-20% αποτελείται από νερό και µικρές ποσότητες 
φωσφορικών αλάτων, πυριτικού οξέος κ.λ.π. Το µόριο της αµυλόζης είναι γραµµικό και 
αποτελείται από µικρό αριθµό µονάδων γλυκόζης ενωµένων µε α(1→4) δεσµούς, ενώ 
το µόριο της αµυλοπηκτίνης είναι πολύ µεγαλύτερο και διακλαδισµένο. Οι γλυκοζιτικοί 
δεσµοί του κορµού της αλυσίδας είναι α(1→4), ενώ των διακλαδώσεων α(1→6). Στους 
αµυλόκοκκους η αµυλόζη και η αµυλοπηκτίνη έχουν ηµικρυσταλλική διάταξη. Όταν  
ένα αιώρηµα αµυλόκοκκων σε νερό θερµανθεί σε µία ορισµένη θερµοκρασία (θ. 
ζελατινοποίησης), το νερό εισδύει ανάµεσα στα µόρια αµυλόζης και αµυλοπηκτίνης και 
το αιώρηµα µετατρέπεται σε πηκτή (Stephen A.M. 1995, Μαρκάκη Π. 1996). 
 

1.1.2 Επεξεργασία τροφίµων 
 
      Ως επεξεργασία των τροφίµων ορίζεται το σύνολο των διαδικασιών µε τις οποίες οι 
ακατέργαστες ουσίες που αποτελούν τροφή για τον άνθρωπο µετατρέπονται σε 
προϊόντα κατάλληλα για κατανάλωση, µαγείρεµα ή αποθήκευση, δηλαδή σε τρόφιµα. Η 
επεξεργασία των τροφίµων περιλαµβάνει γενικά την βασική προετοιµασία των 
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τροφίµων, τη µετατροπή της µίας µορφής ενός τροφίµου σε άλλη και τις τεχνικές 
συντήρησης και αποθήκευσης. Η επιλογή της κατάλληλης µεθόδου επεξεργασίας και 
συντήρησης για ένα συγκεκριµένο προϊόν εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, όπως 
είναι η φυσική και χηµική σύσταση του προϊόντος, ο επιδιωκόµενος στόχος, ο χρόνος 
που µπορεί να συντηρηθεί το προϊόν µε τη συγκεκριµένη µέθοδο, η 
αποτελεσµατικότητα της µεθόδου να διασφαλίζει την υγεία του καταναλωτή, να 
διατηρεί τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του προϊόντος και να ελαχιστοποιεί τις 
απώλειες σε θρεπτικά στοιχεία και το κόστος (Μπλούκας Ι.Γ.2004) . Ορισµένες από τις 
µεθόδους επεξεργασίας και συντήρησης που υφίστανται τα τρόφιµα παρουσιάζονται 
παρακάτω. 
 
� Συµπύκνωση:  Ως συµπύκνωση χαρακτηρίζεται η επεξεργασία αποµάκρυνσης 
από τα τρόφιµα ενός µέρους του νερού που περιέχουν. Η περιεκτικότητα σε υγρασία 
στα συµπυκνωµένα προϊόντα κατά κανόνα διατηρείται πάνω από 20-30%, µε 
αποτέλεσµα αυτά να παραµένουν ρευστά. Η µείωση της δραστηριότητας του νερού (aw) 
που επέρχεται µε τη συµπύκνωση συµβάλλει στη µικροβιολογική σταθερότητα του 
προϊόντος σε συνδυασµό µε άλλη µέθοδο συντήρησης. Η συµπύκνωση των τροφίµων 
µπορεί να γίνει: α) µε εξάτµιση, β) µε κατάψυξη και διαχωρισµό των παγοκρυστάλλων 
και γ) µε ηµιπερατές µεµβράνες. 
      Ως εξάτµιση ορίζεται η µερική αποµάκρυνση του νερού από το τρόφιµο µε τη 
µορφή υδρατµών κάτω από συνθήκες βρασµού. Η εξάτµιση πραγµατοποιείται µέσα 
στον εξατµιστή και εφαρµόζεται στη συµπύκνωση των χυµών φρούτων και λαχανικών, 
όπως στον τοµατοχυµό, τον τοµατοπολτό και στο συµπυκνωµένο χυµό πορτοκαλιού, 
στη συµπύκνωση της ζάχαρης και του αλατιού, στη συµπύκνωση του γάλακτος, στην 
παραγωγή της µαρµελάδας και των γλυκών του κουταλιού και στη συµπύκνωση 
εκχυλισµάτων και άλλων υγρών προϊόντων. 
      Στη συµπύκνωση µε κατάψυξη το ρευστό προϊόν αρχικά καταψύχεται, µε 
αποτέλεσµα µέρος του νερού που περιέχει να µετατρέπεται σε παγοκρυστάλλους. Οι 
παγοκρύσταλλοι στη συνέχεια µπορούν να αποµακρυνθούν µε κατάλληλη µέθοδο. 
Εφαρµόζεται κυρίως σε θερµοευαίσθητα τρόφιµα, όπως τα εκχυλίσµατα και οι χυµοί 
φρούτων. 
      Στη συµπύκνωση των ρευστών προϊόντων µε τη χρησιµοποίηση ηµιπερατών 
µεµβρανών, το ρευστό προϊόν κινείται µε εφαπτόµενη ροή κατά µήκος της επιφάνειας 
της µεµβράνης. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα ένα µέρος του ρευστού προϊόντος να 
διέρχεται µέσα από τη µεµβράνη ως διήθηµα, ενώ το υπόλοιπο µέρος του ρευστού να 
µην µπορεί να διέλθει και να αποτελεί το συµπύκνωµα. Εφαρµόζεται κυρίως στη 
συµπύκνωση χυµών φρούτων, ενζύµων, αµύλου, γάλακτος, καφέ, σιροπιών και 
ασπραδιού αυγών (Μπλούκας Ι.Γ.2004).  
 
� Αφυδάτωση: Χαρακτηρίζεται η µέθοδος συντήρησης που στηρίζεται στην 
αποµάκρυνση του νερού από τα τρόφιµα, έτσι ώστε η υγρασία τους να µειωθεί σε πολύ 
χαµηλά επίπεδα και τα προϊόντα να καταστούν στερεά. Με τον τρόπο αυτό, µειώνεται η 
δραστηριότητα νερού του τροφίµου σε τιµές που αναστέλλεται η ανάπτυξη των 
µικροοργανισµών οι οποίοι θα µπορούσαν να αλλοιώσουν το προϊόν. Σε σχέση µε τη 
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συµπύκνωση η αφυδάτωση διαφέρει στο ότι η ποσότητα νερού που αποµακρύνεται 
είναι σηµαντικά µεγαλύτερη και το τελικό προϊόν είναι πάντοτε στερεό, ικανό να 
συντηρηθεί σε συνθήκες περιβάλλοντος. Τρόφιµα που υφίστανται αφυδάτωση είναι τα 
φρούτα, τα λαχανικά, το βοδινό κρέας και πολλά αλιεύµατα, τα προϊόντα γάλακτος τα 
εκχυλίσµατα καφέ και τσαγιού και άλλα Οι κύριοι µέθοδοι αφυδάτωσης των τροφίµων 
είναι: α) µε την εφαρµογή θερµότητας, β) µε ώσµωση και γ) µε µηχανικά µέσα. Στην 
αφυδάτωση των τροφίµων µε την εφαρµογή θερµότητας περιλαµβάνονται οι εξής 
επιµέρους µέθοδοι: i) ξήρανση στον ήλιο, ii) έκθεση του προϊόντος σε ρεύµα θερµού 
αέρα, iii) επαφή του προϊόντος µε θερµή επιφάνεια, iv) έκθεση του προϊόντος σε 
µικροκύµατα ή υπέρυθρη ακτινοβολία, v) αφυδάτωση µε εκτόνωση και vi) λυοφιλίωση. 
Από αυτές η ξήρανση στον ήλιο αποτελεί την αρχαιότερη, απλούστερη και 
οικονοµικότερη µέθοδο αφυδάτωσης των τροφίµων µε φυσικό τρόπο. Εφαρµόζεται 
ακόµη και σήµερα για την αφυδάτωση φρούτων, λαχανικών, οσπρίων, σιτηρών και 
ξηρών καρπών (Μπλούκας Ι.Γ.2004, Μαρκάκη Π. 1996, Caballero B. et al. 2003). 
 
� Προσθήκη ουσιών που δεσµεύουν το νερό: Ορισµένες τροφές συντηρούνται 
µέσω της προσθήκης αλατιού ή ζάχαρης, ώστε να µειωθεί η ενεργότητα του νερού σε 
αυτά. Οι τροφές που συντηρούνται µε την  προσθήκη ζάχαρης είναι κυρίως φρούτα, 
όπως µαρµελάδες, γλυκά του κουταλιού, ζελέ και κοµπόστες. Εκείνες που συντηρούνται 
µε αλάτι είναι ως επί το πλείστον κρέας και ψάρια (Caballero B. et al. 2003) 

 
� Θερµική Επεξεργασία: Ορίζεται η θέρµανση που εφαρµόζεται στα τρόφιµα, σε 
ορισµένη θερµοκρασία και για ορισµένο χρόνο. Αποτελεί µία από τις σηµαντικότερες 
µεθόδους επεξεργασίας και συντήρησης των τροφίµων, καθώς µπορούν να παραχθούν 
τρόφιµα χωρίς χηµικά συντηρητικά, τα οποία όταν συσκευαστούν κατάλληλα σε 
αποστειρωµένους περιέκτες, µπορούν να διατηρηθούν για µεγάλο χρονικό διάστηµα. Η 
θέρµανση εφαρµόζεται σε πολλές µεθόδους επεξεργασίας και συντήρησης των 
τροφίµων, όπως κατά το ζεµάτισµα, την αποστείρωση, την παστερίωση, την 
κονσερβοποίηση την ασηπτική επεξεργασία, τη συµπύκνωση µε εξάτµιση, την 
αφυδάτωση και το µαγείρεµα των τροφίµων.  
           Μαγείρεµα: Με το µαγείρεµα επέρχονται στα τρόφιµα µεταβολές που βελτιώνουν 
τα οργανοληπτικά του χαρακτηριστικά και την πεπτικότητά τους και τα κάνουν εδώδιµα 
και ελκυστικά. Κατά το µαγείρεµα των τροφίµων καταστρέφεται ορισµένος αριθµός 
µικροοργανισµών και σε ορισµένες περιπτώσεις αποβάλλεται υγρασία µε αποτέλεσµα 
τη µείωση της δραστηριότητας του νερού. Το µαγείρεµα µπορεί να γίνει µε υγρή και 
ξηρή θέρµανση, µε τη βοήθεια λιπών και ελαίων, µε υπέρυθρη ακτινοβολία και µε 
µικροκύµατα. Οι µέθοδοι µαγειρέµατος οι οποίες διαφέρουν µεταξύ τους ανάλογα µε 
τον τρόπο θέρµανσης είναι το βράσιµο, το σιγοβράσιµο, το βράσιµο µε ατµό, το 
βράσιµο υπό πίεση, το ψήσιµο, το τηγάνισµα και τα µικροκύµατα (Μπλούκας Ι.Γ.2004). 
 
� Ζύµωση/Οξίνιση: ∆ιάφορα τρόφιµα παρασκευάζονται µε ειδικές ζυµώσεις. Τα 
συγκεκριµένα τρόφιµα έχουν τελείως διαφορετικές οργανοληπτικές και θρεπτικές 
ιδιότητες και κατά κανόνα συντηρούνται καλύτερα από την αρχική ύλη από την οποία 
προήλθαν. Η τελευταία αυτή ιδιότητα οφείλεται στην µείωση του pH των τροφίµων, 
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λόγω της παραγωγής γαλακτικού οξέος από τη ζύµωση που υφίστανται οι υδατάνθρακες 
από τα ενζυµικά συστήµατα ειδικών βακτηριακών στελεχών και ζυµών. Παραδείγµατα 
προϊόντων ζυµώσης είναι διάφορα γαλακτοµικά προϊόντα, όπως είναι το τυρί, το 
ανθότυρο, το γιαούρτι, το ξινόγαλο και διάφορα προϊόντα φυτικής προέλευσης, όπως 
είναι οι ελιές  και το ξινολάχανο ( Madigan M.T. et al. 2005). 
 
 

1.1.3 Τρόφιµα φυτικής προέλευσης που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα 
µελέτη 

 
      Τα τρόφιµα φυτικής προέλευσης που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη 
αναφέρονται στην ενότητα Υλικά και Μέθοδοι. Εδώ παρουσιάζονται αναλυτικά 
ορισµένα στοιχεία για το κάθε ένα τρόφιµο. 
  
� Ελιές: Οι επιτραπέζιες ελιές αποτελούν σηµαντικό τµήµα της Μεσογειακής 
διατροφής, ενώ η παγκόσµια παραγωγή τους κατά την περίοδο 2005/2006 έφτασε τους 
1.762.000 τόνους (Lopez A.L. et al. 2009). Η περιεκτικότητά τους σε σάκχαρα, 
πρωτεΐνες, ανθοκυανιδίνες, βιταµίνες και φαινολικά συστατικά είναι πλήρως 
ισορροπηµένη και προσαρµοσµένη στις θρεπτικές ανάγκες του ανθρώπου (Unal K. and 
Nergiz C. 2003). Ο καρπός της ελιάς σπάνια µπορεί να καταναλωθεί χωρίς να υποστεί 
επεξεργασία που θα τον κάνει πιο γευστικό αλλά και που θα τον διατηρήσει για µεγάλο 
χρονικό διάστηµα. Τρείς είναι οι κύριες τεχνικές βιοµηχανικής επεξεργασίας που 
υφίσταται το προϊόν: η ισπανικού τύπου (Spanish style) τεχνική, η τύπου Καλιφόρνιας 
(Californian style) και η ελληνικού τύπου (Greek Style). H ισπανικού τύπου τεχνική 
επεξεργασίας περιλαµβάνει ξεπίκρισµα των ελιών σε διάλυµα NaOH, ξέπλυµα για την 
αποµάκρυνσή του NaOH, ζύµωση στην άρµη, διαλογή των ελιών ως προς το µέγεθός 
τους και τέλος πακετάρισµά τους. Στη µέθοδο Καλιφόρνιας, οι ελιές επεξεργάζονται σε 
διάλυµα NaOH, υφίστανται οξίδωση στον αέρα και ξεπλένονται πολύ καλά. Το χρώµα 
τους διατηρείται σε διάλυµα γλυκονικού σιδήρου, ενώ η συσκευασία τους απαιτεί 
αποστείρωση και άρµη. Τέλος, η ελληνική µέθοδος είναι πιο ήπια από τις δύο 
προηγούµενες και περιλαµβάνει το ξεπίκρισµα των ελιών µε τρόπο φυσικό σε άρµη 
ακολουθούµενη από την οξίδωσή τους στον αέρα για την βελτίωση του χρώµατος, τη 
διαλογή τους και το πακετάρισµά τους (Boskou G. et al. 2006). 
 
� Φασόλια ξερά: Τα κοινά ξερά φασόλια παράγονται µετά από ξήρανση µε 
φυσικό τρόπο των σπερµάτων κατά τη διάρκεια ωρίµανσης των καρπών των 
καλλιεργούµενων ειδών φασολιάς (Roberts T.A. et al. 1998). Αποτελούν σηµαντικό 
τµήµα της Μεσογειακής διατροφής καθώς είναι πλούσια σε άµυλο, πρωτεΐνες, φυτικές 
ίνες, ανόργανα στοιχεία όπως Fe, K, Ca, Mg και Zn, θειαµίνη, βιταµίνη B6 και φολικό 
οξύ (Reddy N.R. and Pierson M.D. 1984). 

 
� Ρύζι: Είναι το σιτηρό µε την υψηλότερη παγκόσµια παραγωγή µετά το 
καλαµπόκι, αποτελώντας βασική τροφή για εκατοµµύρια ανθρώπους στη ΝΑ Ασία, ενώ 
µεγάλες ποσότητές του καταναλώνονται και σε άλλα µέρη του κόσµου. Το ρύζι 
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αποτελεί βασικό τµήµα της ανθρώπινης διατροφής, λόγω της υψηλής περιεκτικότητάς 
του σε άµυλο, πρωτεϊνες, λιπίδια, µεταλλικά στοιχεία και βιταµίνες. Το άλεσµα, η 
θερµική εξώθηση και το σιγοβράσιµο (parboiling) αποτελούν κοινές µέθοδοι 
βιοµηχανικής επεξεργασίας του ρυζιού, ενώ το µαγείρεµα υπό πίεση και ο απλός 
βρασµός ή ο βρασµός σε ατµό αποτελούν συνήθεις µεθόδους οικιακής επεξεργασίας 
του (Sagum R. and Arcot J.2000). Από αυτές το άλεσµα συνιστά την κυριότερη 
διαδικασία επεξεργασίας του ρυζιού, προκειµένου να µπορεί να µαγειρευτεί εύκολα και 
να µετατραπεί σε ελκυστική τροφή. Το πρώτο βήµα της άλεσης είναι η αποµάκρυνση 
του εξωτερικού φλοιού του κόκκου και το προϊόν που προκύπτει είναι γνωστό ως «καφέ 
ρύζι». Συνέχιση της διαδικασίας αλέσµατος έχει ως αποτέλεσµα τον αποχωρισµό του 
εδώδιµου ενδοσπερµίου από το ΄΄πίτουρο΄΄, δηλαδή από τα υπόλοιπα εξωτερικά 
περιβλήµατα και το έµβρυο και το προϊόν που προκύπτει είναι το «αλεσµένο ή λευκό 
ρύζι». 
 
� Ξηροί καρποί: Η κατανάλωση ξηρών καρπών στις χώρες της Ε.Ε έχει αυξηθεί 
σηµαντικά. Το 2006 η κατανάλωση ξηρών καρπών έφτασε τα 2.2 εκ. τόνους, µία 
αύξηση περίπου 10% συγκρινόµενη µε τα δεδοµένα του 2002 (Little C.L. et al. 2010). 
Είναι πλούσια σε ω3 λιπαρά οξέα, βιταµίνες Ε και Β2, πρωτεϊνες, φυτικές ίνες και 
ανόργανα στοιχεία, όπως Mg, P, K, Cu και σελήνιο. Οι ξηροί καρποί υφίστανται 
ξήρανση µε φυσικό τρόπο κατά τη διάρκεια της ωρίµανσής τους, ώστε να επιτευχθεί 
ενεργότητα νερού αρκετά χαµηλή και ίση περίπου µε 0.7. Σε σπάνιες περιπτώσεις 
µπορεί να εφαρµοστεί και ξήρανση µε µηχανικά µέσα, όταν δεν το επιτρέπει το κλίµα 
µίας περιοχής. Κατόπιν, µπορούν να υποστούν επεξεργασία είτε µε την προσθήκη 
χηµικών συντηρητικών, είτε µε την εφαρµογή θερµότητας και τέλος ακολουθεί η 
συσκευασία τους (Little C.L. et al. 2010). 

 
� Ντοµάτα: Είναι το δεύτερο πιο διαδεδοµένο λαχανικό σε παγκόσµια κλίµακα 
µετά την πατάτα. Η θρεπτική της αξία είναι µεγάλη, καθώς είναι πλούσια σε 
καροτενοειδή, οργανικά οξέα και φαινολικά συστατικά (Ordonez-Santos L.E et al. 
2009). Οι κύριες µέθοδοι επεξεργασίας της βασίζονται στην αποµάκρυνση του νερού µε 
την εφαρµογή θερµότητας και περιλαµβάνουν κυρίως τη συµπύκνωσή της για την 
παραγωγή πάστας, πουρέ, πολτού και την ξήρανσή της για την παραγωγή 
αποξηραµένου προϊόντος ή σκόνης. 
 
� Χαλβάς Φαρσάλων (σαπουνέ): Είναι ένα παραδοσιακό προϊόν της πόλης των 
Φαρσάλων. Είναι γνωστός και ως πανηγυριώτικος, επειδή παλαιότερα συνήθιζαν να τον 
προσφέρουν στα πανηγύρια. Παρασκευάζεται µε βασικά υλικά το άµυλο, το βούτυρο, 
το νερό και τη ζάχαρη και το ψήσιµό του πραγµατοποιείται σε πολύ υψηλές 
θερµοκρασίες. Συνήθως, προστίθενται µέσα στον χαλβά και διάφοροι ξηροί καρποί 
(κυρίως αµύγδαλα). Το  άµυλο που χρησιµοποιείται κυρίως για την παρασκευή του 
προέρχεται από το καλαµπόκι (εµπορική ονοµασία «νισεστές»), ενώ και άλλων ειδών 
άµυλα µπορούν επίσης να χρησιµοποιηθούν, όπως είναι το άµυλο ρυζιού ή πατάτας  
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� Γλυκό του κουταλιού:  Για την παρασκευή των γλυκών του κουταλιού µπορούν 
να χρησιµοποιηθούν φρούτα ή διάφορα µέρη τους, ορισµένα λαχανικά, πέταλα 
λουλουδιών και ανώριµοι πράσινοι καρποί, όπως είναι το κάστανο, τα φουντούκια, τα 
καρύδια και άλλα. Η συνολική µέθοδος προετοιµασίας περιλαµβάνει το βράσιµο των 
φρούτων σε νερό µε την προσθήκη ζάχαρης. Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, η 
ζάχαρη συντελεί στη συντήρηση του τροφίµου, προκαλώντας µείωση της ενεργότητας 
του νερού (Caballero B. et al. 2003). 
 

 
1.2 Τρόφιµα και παθογόνοι µικροοργανισµοί 

 
     Αν οι συνθήκες προετοιµασίας, επεξεργασίας, συντήρησης, µεταφοράς και 
αποθήκευσης των τροφίµων δεν είναι κατάλληλες ή επαρκείς, τότε ενδέχεται να 
αναπτυχθούν σε αυτά παθογόνοι µικροοργανισµοί που µε τη σειρά τους µπορεί να 
οδηγήσουν σε νόσους µε υπολογίσιµα ποσοστά θνησιµότητας. 
 

1.2.1 Τροφογενείς ασθένειες 

      Σήµερα, είναι γνωστό ότι πάνω από 200 γνωστές ασθένειες µεταδίδονται µέσω της 
κατανάλωσης των τροφίµων, ενώ οι κυριότεροι παράγοντες πρόκλησής τους 
περιλαµβάνουν τους παθογόνους µικροοργανισµούς στους οποίους ανήκουν τα 
βακτήρια, οι ιοί, τα παράσιτα και τα πρίον. Τα συµπτώµατα µπορούν να κυµαίνονται 
από ήπια γαστρεντερίτιδα έως πιο σοβαρά και χρόνια προβλήµατα, όπως µηνιγγίτιδα, 
αιµολυτικό ουρεµικό σύνδροµο, Guillain-Barre σύνδροµο ενώ µπορεί να προκληθεί 
ακόµη και ο θάνατος. Μικρότερης σηµασίας είναι οι τοξίνες και τα µέταλλα, που 
ευθύνονται για ένα πολύ µικρό ποσοστό των τροφογενών ασθενειών (Mead P.S. et al. 
1999, Rodriguez L.D. and Hernandez M. 2006, Altekruse S.F. et al. 1997). 
      Οι τροφογενείς ασθένειες (Foodborne diseases) «εξελίσσονται στο πιο σηµαντικό 
ίσως παγκόσµιο πρόβληµα υγείας και σε έναν από τους κυριότερους παράγοντες πλήξης 
της οικονοµίας στις σύγχρονες κοινωνίες», όπως επισηµάνθηκε το 1983 από την ειδική 
επιτροπή των οργανώσεων Food and Agriculture Organization/World Health 
Organization. Πρόσφατες έρευνες έδειξαν ότι ετησίως στις αναπτυγµένες χώρες πάνω 
από το 10% του πληθυσµού νοσεί από τροφογενείς ασθένειες µε τις εγκύους, τους 
ηλικιωµένους, τα παιδιά και τα ανοσοκατεσταλµένα άτοµα να αποτελούν τις πιο 
ευαίσθητες οµάδες, ενώ η κατάσταση αυτή είναι πιο σοβαρή στις αναπτυσσόµενες 
χώρες (Kaferstein F.K. et al. 1997). 
      Οι τροφογενείς ασθένειες εκδηλώνονται είτε ως σποραδικά κρούσµατα είτε ως 
επιδηµίες µαζικής µορφής και εµφανίζουν ανοδική πορεία την τελευταία 20ετία. Η 
αύξηση τους οφείλεται στην µαζική παραγωγή και µαζική κατανάλωση των τροφίµων, 
στην κεντρική παραγωγή και διακίνησή τους σε όλο και µεγαλύτερη γεωγραφική 
έκταση, στην µαζική µετακίνηση πληθυσµών για διάφορους λόγους, στις δηµογραφικές 
µεταβολές, στις αλλαγές των διαιτητικών συνηθειών, στην κατάρρευση των 
συστηµάτων υγείας σε πολλές χώρες και στη προσαρµογή των παθογόνων 
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µικροοργανισµών στις σύγχρονες πρακτικές επεξεργασίας των τροφίµων στα 
αντιβιοτικά (Kaferstein F.K. et al. 1997, Altekruse S.F. et al. 1997). 
      Οι επιδηµιολογικές έρευνες που διεξάγονται από τα συστήµατα επιτήρησης των 
τροφογενών ασθενειών είναι βασικές για το σχεδιασµό αποτελεσµατικών 
προγραµµάτων ασφάλειας τροφίµων καθώς παρέχουν πληροφορίες σχετικά µε τα είδη 
των τροφίµων που εµπλέκονται σε τροφογενείς εξάρσεις, µε τους πληθυσµούς που 
βρίσκονται σε κίνδυνο και µε τις πρακτικές που οδηγούν σε ανάπτυξη και επιβίωση των 
παθογόνων µικροοργανισµών. Συγκεκριµένα, το Centers for disease Control and 
Prevention (CDCP) είναι µία οµοσπονδιακή αντιπροσωπεία που συλλέγει, αναλύει, 
συνοψίζει και εκθέτει τα στατιστικά δεδοµένα από όλες τις ασθένειες που προσβάλλουν 
τον άνθρωπο. Το κυριότερο του σύστηµα επιτήρησης των τροφογενών ασθενειών στις 
ΗΠΑ αποτελεί το Foodborne Active Surveillance Network (Foodnet) που ιδρύθηκε το 
1996 και στο οποίο συµµετέχουν το Food Safety and Inspection Service of the US 
Department of Agriculture, το Food and Drug Administration (FDA) καθώς και άλλες 
κρατικές υπηρεσίες υγείας. Κύρια δράση του είναι η συλλογή δεδοµένων από 9 
παθογόνα (Campylobacter, E. Coli O157:Η7, L. monocytogenes, Salmonella, Shigella, 
Vibrio, Yersinia, Cryptosporidium, Cyclospora)  από sites σε 9 πολιτείες της Αµερικής 
(Caballero B. et al. 2003, Wallace D.J. et al. 2000, Beverly J. et al. 2004, Jay J.M. et al. 
2005). 
      Αξίζει να αναφερθεί ότι στις ΗΠΑ, σύµφωνα µε το CDCP, σηµειώνονται ετησίως 
από την κατανάλωση τροφίµων περίπου 76 εκ. ασθένειες, 325000 νοσηλείες και 5000 
θάνατοι, ενώ εκτιµάται ότι οι γνωστοί παθογόνοι µικροοργανισµοί ευθύνονται για 14 
εκ. ασθένειες, 60000 νοσηλείες και  1800 θανάτους. Συγκεκριµένα, τα βακτήρια είναι 
υπεύθυνα για το 30% των τροφογενών ασθενειών, το 60% των νοσηλειών και το 72% 
των θανάτων, µε τη Salmonella, τη Listeria και το Toxoplasma να είναι υπεύθυνα για 
περισσότερους από 1500 θανάτους κάθε χρόνο. Από την άλλη, οι ιοί ευθύνονται για το 
67% των τροφογενών ασθενειών, το 34% των νοσηλειών και το 7% των θανάτων, ενώ 
για τα παράσιτα οι αριθµοί αυτοί είναι 3%, 5% και 21% αντίστοιχα (Πίνακας 1) (Jay 
J.M. et al. 2005, Mead P.S. et al. 1999). 
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     Πίνακας 1: Εκτίµηση ετήσιας εµφάνισης τροφογενών νοσών στις ΗΠΑ (Mead P.S. et al.1999). 

 
 

1.2.2 Παθογόνοι µικροοργανισµοί 
 
      Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, σηµαντικοί παράγοντες πρόκλησης των 
τροφογενών ασθενειών είναι οι παθογόνοι µικροοργανισµοί, στους οποίους ανήκουν τα 
βακτήρια, οι ιοί, τα παράσιτα και τα πρίον. Από αυτούς, σύµφωνα µε το CDCP οι ιοί και 
τα βακτήρια αποτελούν τους πιο σηµαντικούς παράγοντες πρόκλησης τροφογενών 
εξάρσεων, παρόλο που η αιτιολογία των περισσότερων κρουσµάτων που σηµειώνονται 
δεν έχει ακόµη διευκρινιστεί     (Εικόνα 1) (Beverly J. et al. 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 1: Παράγοντες πρόκλησης τροφογενών εξάρσεων (CDCP,2001) (Beverly J. et al. 2004). 
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      Περισσότερα από 40 είδη διαφορετικών βακτηρίων είναι γνωστό ότι προκαλούν 
τροφογενείς ασθένειες µε πιο κοινά τα Salmonella, Staphylococcus aureus, Clostridium 
perfrigens και Bacillus aureus, τα οποία µπορούν να αναπτυχθούν σε τρόφιµα πλούσια 
σε πρωτεΐνες, όπως είναι το κρέας, τα πουλερικά, τα θαλασσινά, το γάλα και τα αυγά 
καθώς και στα περισσότερα τρόφιµα που έχουν υποστεί κάποιου είδους επεξεργασία 
(Rodriguez L.D. and Hernandez M. 2006, Caballero B. et al. 2003). 
      Όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως, το 67% των τροφογενών λοιµώξεων που 
σηµειώνονται στις ΗΠΑ είναι ιϊκής προέλευσης µε το 99% να οφείλεται στους ιούς 
τύπου Norwalk που ανήκουν στην οικογένεια Caliciviridae (Beverly J. et al. 2004). Οι 
ροταϊοί, οι αστροϊοί και η ηπατίτιδα Α συνδέονται κάθε χρόνο µε 100000 κρούσµατα 
τροφογενών ασθενειών συνολικά (Madigan M.T. et al. 2005) Οι ιοί σχετίζονται κυρίως 
µε θαλασσινά και χαµηλές θερµοκρασίες, ενώ το τρόφιµο µπορεί να µολυνθεί άµεσα 
από εργαζόµενο που έχει µολυνθεί µε ιό ή έµµεσα όταν έρθει σε επαφή µε 
ανεπεξέργαστα απόβλητα (Caballero B. et al. 2003, Ζεµπετάκης Γ. & Γδοντέλης Ν. 
2006). 
      Ένας περιορισµένος αριθµός τροφογενών ασθενειών οφείλεται σε παράσιτα µε 
σηµαντικότερα τα Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum και Cyclospora 
cayetanensis, που εξαπλώνονται µέσω των τροφών, πιθανώς µέσω της µόλυνσης του 
νερού που χρησιµοποιείται για το ξέπλυµα, την άρδευση ή τον ψεκασµό των γεωργικών 
φυτών µε κόπρανα. Τροφές που ενοχοποιούνται ως πηγές κυκλοσπορίασης είναι ο 
βασιλικός, το µαρούλι και τα βατόµουρα. Επίσης, περισσότερο από το 1/3 των 
προκαλούµενων από Toxoplasma gondii λοιµώξεων οφείλεται σε κατανάλωση νωπού ή 
ανεπαρκώς µαγειρεµένου κρέατος. Έχει βρεθεί ότι το εξονυχιστικό µαγείρεµα των 
ωµών κρεάτων ή θαλασσινών και η συντήρηση των τροφίµων σε πολύ χαµηλές 
θερµοκρασίες µπορούν να οδηγήσουν σε καταστροφή όλων των παρασίτων (Caballero 
B. et al. 2003, Βreslow L. 2002, Madigan M.T. et al. 2005.). 
      Μία ασθένεια που συνδέεται µε τα πρίον και µεταδίδεται µε την κατανάλωση 
βοδινού κρέατος από ζώα που έχουν προσβληθεί από σπογγώδη εγκεφαλοπάθεια των 
βοοειδών (BSE) είναι η VCJD (παραλλαγή της ασθένειας Creuzfeldt-Jakob). Πρόκειται 
για µία βραδεία εκφυλιστκή νόσο του νευρικού συστήµατος που προκάλεσε πάνω από 
100 θανάτους στη Μ. Βρετανία και σε άλλες Ευρωπαϊκές χώρες. Αν και ο µηχανισµός 
αντιγραφής των πρίον δεν έχει αποσαφηνιστεί πλήρως, φαίνεται ότι η κατανάλωση 
κρέατος που περιέχει πρίον της BSE προκαλεί µε κάποιον τρόπο αλλαγές στη 
διαµόρφωση ορισµένων παραπλήσιων πρωτεϊνών του ανθρώπου, οδηγώντας στην 
εµφάνιση της νόσου (Caballero B. et al. 2003, Βreslow L. 2002, Madigan M.T. et al. 
2005.). 
      Άρα, όπως γίνεται αντιληπτό είναι πλέον αναγκαίος ο συστηµατικός έλεγχος των 
διαδικασιών της παραγωγής και διανοµής των τροφίµων για τον έλεγχο και την 
πρόληψη των τροφογενών ασθενειών. Μία συστηµατική προσέγγιση αποτελεί η 
εφαρµογή του HACCP για την αναγνώριση και την εκτίµηση των κινδύνων που 
σχετίζονται µε όλα τα στάδια παραγωγής ενός τροφίµου, εξασφαλίζοντας µε αυτόν τον 
τρόπο την ασφάλεια των προϊόντων που φτάνουν στον τελικό καταναλωτή (Kaferstein 
F.K. et al. 1997). 
 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 01:04:52 EEST - 167.114.118.212



 19

1.2.3 Εντεροπαθογόνα βακτήρια 
 
      Τα παθογόνα βακτήρια προκαλούν στον άνθρωπο τροφικές δηλητηριάσεις και 
λοιµώξεις. Οι τροφικές δηλητηριάσεις προκαλούνται από παραγωγή τοξινών 
συγκεκριµένων βακτηρίων στα τρόφιµα, ενώ οι τροφικές λοιµώξεις (γαστρεντερίτιδες) 
προκαλούνται µετά από κατανάλωση τροφίµων µολυσµένων µε εντεροπαθογόνα 
βακτήρια (Ζεµπετάκης Γ. & Γδοντέλης Ν. 2006). Παρακάτω αναφέρονται οι παράγοντες 
που επηρεάζουν την ανάπτυξή τους στα τρόφιµα και παρουσιάζονται αναλυτικά 
ορισµένα στοιχεία για τα πιο σηµαντικά εντεροπαθογόνα βακτήρια. 
 
 

1.2.3.1 Παράγοντες που επηρεάζουν την ανάπτυξη των βακτηρίων στα 
τρόφιµα 

       
� pH: Αποτελεί βασικό παράγοντα επιλογής των βακτηρίων που αναπτύσσονται 
στο τρόφιµο, καθώς επηρεάζει τις ενζυµικές λειτουργίες και τη µεταφορά των 
θρεπτικών µέσα στο κύτταρο. Τα περισσότερα βακτήρια αναπτύσσονται σε pH που 
µπορεί να κυµαίνεται από 4.5-9.0 µε βέλτιστο από 6.5-7.5, ενώ ορισµένα 
αναπτύσσονται και σε pH<4. Τα φρούτα, οι χυµοί, το κρασί και το ξίδι είναι προϊόντα 
µε αρκετά χαµηλό pH για να υποστηρίξουν την αύξηση των βακτηρίων, ενώ αντίθετα τα 
είδη κρέατος και τα θαλασσινά έχουν pH περίπου 5.6, αποτελώντας ιδανικό υπόστρωµα 
για την βακτηριακή ανάπτυξη. Έχει βρεθεί ότι η Listeria monocytogenes παρουσιάζει 
αρκετά µεγάλη αντοχή σε χαµηλά pH καθώς µπορεί να αναπτυχθεί και σε pH=4.3 (Jay 
M.J et al. 2005, Cotter P.D et al. 2002). Eπίσης, τα εντεροαιµορραγικά στελέχη E. coli 
(EHEC) µπορούν να επιβιώσουν σε µία µεγάλη ποικιλία τιµών pH, καθώς έξαρση 
κρουσµάτων σηµειώθηκε από το στέλεχος E. coli O157:Η7 µετά από την κατανάλωση 
µηλίτη, ενός ιδιαίτερα όξινου προϊόντος µε pH που κυµαίνεται από 3.7-3.9 (Besser R.E. 
et al. 1993). 
� Η περιεκτικότητα του τροφίµου σε νερό: Οι απαιτήσεις των βακτηρίων σε 
υγρασία εκφράζονται χρησιµοποιώντας τον όρο ενεργότητα νερού (aw), η οποία 
ορίζεται ως ο λόγος της τάσης ατµών του τροφίµου προς την τάση ατµών του καθαρού 
νερού στην ίδια θερµοκρασία και έχει τιµές από 0-1 (Μπλούκα Ι.Γ. 2004). Σε γενικές 
γραµµές τα βακτήρια χρειάζονται υψηλότερες τιµές aw από ό,τι οι µύκητες µε τα Gram- 

να απαιτούν πιο υψηλές τιµές για την ανάπτυξή τους από ό,τι τα Gram+ . Από τα 
παθογόνα βακτήρια ο Staphylococcus aureus µπορεί να αυξάνεται σε χαµηλές τιµές aw 
~0.86 , αλλά προκαλείται αναστολή της έκκρισης της εντεροτοξίνης, η Listeria 
monocytogenes µπορεί να αναπτυχθεί σε τιµές aw <0.93 και το εντεροαιµορραγικό 
στέλεχος της E. coli µπορεί να επιβιώσει σε µία µεγάλη ποικιλία τιµών aw (Mao Y. et al. 
2003, Jay J.M et al. 2005). Τα περισσότερα τρόφιµα έχουν ενεργότητα νερού από 0.90-
0.99, ευνοώντας τη βακτηριακή ανάπτυξη, εκτός από τα φρούτα που είναι λιγότερο 
ευαίσθητα λόγω του πιο χαµηλού pH και της χαµηλής aw που έχουν εξαιτίας της 
περιεκτικότητάς τους σε σάκχαρα. Μείωση της ενεργότητας νερού στο περιβάλλον των 
βακτηρίων παρεµποδίζει την πρόσληψη των θρεπτικών συστατικών και τις µεταβολικές 
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διεργασίες, ενώ αυξάνει την οσµωτική πίεση που ασκείται στην κυτταρική µεµβράνη, 
οδηγώντας σταδιακά στον θάνατο του βακτηρίου (Jay J.M et al. 2005, Βibek Ray 2004). 
� Οξειδοαναγωγικό δυναµικό: Τα φρέσκα φυτικά προϊόντα διαθέτουν θετικό 
οξειδοαναγωγικό δυναµικό (Εh)  που κυµαίνεται από +300-400mV, µε αποτέλεσµα να 
µολύνονται κυρίως από µύκητες ή από αερόβια βακτήρια. Αντίθετα, το κρέας, η σάρκα 
των ψαριών, το γάλα και τα τυριά αποτελούν αναγωγικά περιβάλλοντα, µε συνέπεια να 
κινδυνεύουν από προαιρετικά αναερόβια που προκαλούν οξίνιση ή από αυστηρά 
αναερόβια που προκαλούν σήψη, όπως είναι τα γένη του Clostridium (Jay J.M et al. 
2005). 
� Η περιεκτικότητα του τροφίµου σε θρεπτικά και σε αντιµικροβιακά 
συστατικά-Bιολογική δοµή των τροφίµων: Τα βακτήρια για να αναπτυχθούν 
χρειάζονται νερό, πηγή άνθρακα, πηγή αζώτου, ιχνοστοιχεία και αυξητικούς 
παράγοντες, µε τα Gram–  να παρουσιάζουν την χαµηλότερη απαίτηση ακολουθούµενα 
από τους µύκητες και τα Gram+. Ωστόσο, σε κάποια τρόφιµα η ανάπτυξη των 
βακτηρίων αναστέλλεται, χάρη στη φυσική παρουσία ενώσεων που παρουσιάζουν 
αντιµικροβιακή δράση. Παραδείγµατα τέτοιων ενώσεων είναι η αλλισίνη στα σκόρδα, η 
κινναµική αλδεϋδη και η ευγενόλη στην κανέλλα, ο ισοθειακυνικός αλλυλεστέρας στη 
µουστάρδα, η λακτοφερίνη και η κονκγλουτίνη στο αγελαδινό γάλα (Jay J.M et al. 
2005, Βibek Ray 2004). 
� Θερµοκρασία: Ένας από τους κυριότερους παράγοντες  ανάπτυξης των 
βακτηρίων στα τρόφιµα είναι η θερµοκρασία. Μελέτες έδειξαν ότι η Listeria 
monocytogenes µπορεί να επιβιώσει σε µία µεγάλη ποκιλία θερµοκρασιών από 1-45οC 
και ότι είναι πιο θερµοανθεκτική στα µέσα καλλιέργειας και στα τρόφιµα σε σχέση µε 
άλλα µη σποριογόνα παθογόνα βακτήρια (Doyle M.E et al. 2002). Eπίσης, οι Strong and 
Canada µελέτησαν την ικανότητα επιβίωσης του Clostridium perfrigens σε πολύ 
χαµηλές θερµοκρασίες και βρέθηκε ότι µόνο το 4% των κυττάρων επιβίωσε για 180 
µέρες στους 17.7 οC (Jay J.M et al. 2005). Σε µία άλλη µελέτη βρέθηκε ότι το στέλεχος 
E. coli O157:Η7 µπορεί να παράγει σε ικανοποιητικά επίπεδα την  τοξίνη stx1 στους 37 

οC στο γάλα και στο κρέας, αλλά όχι στους 25 οC και στους 30 οC (Weeratna R.D. and 
Doyle M.P 1991). 
� Σχετική υγρασία-σύσταση ατµοσφαιρικού αέρα στο χώρο διατήρησης των 
τροφίµων: Η σχετική υγρασία (Relative humidity) είναι σηµαντική παράµετρος, διότι 
επηρεάζει την ενεργότητα νερού των τροφίµων και κατά συνέπεια την βακτηριακή 
ανάπτυξη. Όταν τρόφιµα µε χαµηλό aw βρεθούν σε περιβάλλον µε υψηλή RH, τότε 
απορροφούν υγρασία µέχρι να αποκατασταθεί ισορροπία, µε αποτέλεσµα να αυξάνεται 
η aw των τροφίµων και να καθίστανται πιο ευαλλοίωτα. Για το λόγο αυτό τρόφιµα που 
είναι ευαίσθητα σε επιφανειακή αλλοίωση από βακτήρια ή µύκητες θα πρέπει να 
αποθηκεύονται σε συνθήκες µε χαµηλή RH ή εναλλακτικά θα πρέπει να 
διαφοροποιείται η σύσταση του ατµοσφαιρικού αέρα µε τη χρήση CO2 ή O3 
(τροποποιηµένη ατµόσφαιρα) (Jay J.M et al. 2005). Μελέτες έδειξαν ότι το O3 είναι 
πολύ ισχυρός οξιδωτικός και αντιµικροβιακός παράγοντας αφού προκάλεσε 
καταστροφή του στελέχους E. coli O157:Η7 µέσα σε 20-50min όταν εφαρµόστηκε σε 
c= 3-18 ppm (Βyun et al. 1998). 
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� Παρουσία άλλων µικροοργανισµών: Έχει βρεθεί ότι ορισµένοι 
µικροοργανισµοί παράγουν αντιβιοτικά, βακτηριοσίνες, Η2Ο2 και οργανικά οξέα που 
αναστέλλουν την ανάπτυξη ορισµένων παθογόνων βακτηρίων. Ενδεικτικά αναφέρεται 
ότι το Clostridium botunilum δεν µπορεί να αναπτυχθεί και να παράγει τις τοξίνες του 
παρουσία άλλων µικροοργανισµών. Ωστόσο, παρουσία των µυκήτων οι οποίοι 
παράγουν αυξητικούς παράγοντες παρατηρείται ανάπτυξη και παραγωγή τοξίνης από το 
συγκεκριµένο βακτήριο σε χαµηλό pH=4. Από την άλλη έχει αναφερθεί ότι βακτήρια 
του γαλακτικού οξέος µπορούν είτε να επάγουν την ανάπτυξη του Clostridium 
botunilum µέσω µείωσης του Eh, είτε να την αναστείλουν µέσω ανταγωνισµού (Jay J.M 
et al. 2005, Jos H.J and Huis in’t Veld 1996). 
 
 

1.2.3.2 Gram+ σποριογονικά βακτήρια 
 
      Η κατηγορία αυτή περιλαµβάνει τα Clostridium perfrigens, Clostridium botunilum, 
και Bacillus cereus, που ανήκουν στην οικογένεια Bacillaceae (Olsen J.E. et al. 1995).  
      To Clostridium perfrigens είναι ένας θετικός κατά Gram αναερόβιος σποριογονικός 
βάκιλλος που βρίθει στο έδαφος και στο νερό, ενώ σε µικρούς αριθµούς επιβιώνει στον 
εντερικό σωλήνα πολλών ζώων. Με βάση το σχηµατισµό 4 κύριων εξωτοξινών (α,β,ε,ι) 
διακρίνονται 5 τύποι (A,B,C,D,E), µε τα στελέχη τύπου Α να ευθύνονται για τις 
τροφικές δηλητηριάσεις. Σύµφωνα µε το CDC τα συγκεκριµένα στελέχη αποτελούν το 
συνηθέστερο αίτιο τροφικών δηλητηριάσεων στις ΗΠΑ καθώς εκτιµάται ότι ετησίως 
ευθύνονται για 248000 κρούσµατα, ενώ από το 1993-1994 έχουν σηµειωθεί 40 
τροφογενείς εξάρσεις. Το γονίδιο cpe που κωδικοποιεί για την εντεροτοξίνη perfrigens 
(CPE), τον κύριο παράγοντα πρόκλησης της νόσου εντοπίζεται χρωµοσωµικά στα 
στελέχη τύπου Α που ευθύνονται για τις τροφικές δηλητηριάσες, ενώ στα στελέχη 
τύπου Α που προκαλούν γαστρεντερίτιδες µη τροφογενείς βρίσκεται στο πλασµίδιο. 
Συγκεκριµένα, η εντεροτοξίνη CPE µέσω σχηµατισµού µεµβρανικών συµπλεγµάτων 
επάγει αλλαγές στη διαπερατότητα του εντερικού επιθηλίου και είσοδο των Ca+2 στο 
εσωτερικό του κυττάρου. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την αλληλεπίδραση της CPE µε την 
πρωτεΐνη των σφιχτών συνδέσεων, οκλουδίνη, σχηµατίζοντας ένα σύµπλοκο ~200kDa 
που προκαλεί την ενδοκύττωση της οκλουδίνης και την επακόλουθη καταστροφή των 
σφιχτών συνδέσεων, µε συνέπεια την πρόκληση διάρροιας και κραµπών στο έντερο 
συνήθως χωρίς πυρετό ή εµετό. Η νόσος προκαλείται από την πρόσληψη υψηλών 
δόσεων του βακτηρίου (>108 κύτταρα) από µολυσµένα κρέατα, πουλερικά και ψάρια 
(Beverly J. et al. 2004, Aguilera M.O. et al. 2005, Jay J.M. et al. 2005, Doyle M.P. and 
Beuchat L.R. 2007). 
      Το Clostridium botunilum είναι ένα Gram+ αναερόβιο βακτήριο που επιβιώνει στο 
έδαφος και στο νερό, προκαλώντας µετά από κατανάλωση τροφίµων (π.χ. λαχανικά που 
διατηρούνται χωρίς οξίνιση, καπνιστά και ωµά ψάρια) που περιέχουν αλαντοτοξίνη 
σοβαρή τροφική δηλητηρίαση. Η συγκεκριµένη νευροτοξίνη δεσµεύεται στις 
προσυναπτικές τελικές µεµβράνες των νευροµυϊκών συνάψεων, αναστέλλοντας την 
απελευθέρωση της ακετυλοχολίνης και προκαλώντας το θάνατο µετά από αναπνευστική 
παράλυση ή καρδιακή ανακοπή. Νεογνική αλλαντίαση εµφανίζεται µετά από 
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κατανάλωση ωµού µελιού ή σιροπιού. Τα περισσότερα κρούσµατα αλλαντίασης έχουν 
καταγραφεί στην ∆. Ασία, σε ορισµένες περιοχές της Ευρώπης, στο Ιράν, στη Ρωσία και 
στη Ν. Αφρική, ενώ στις ΗΠΑ δεν υπερβαίνουν τα 50 ετησίως µε τα περισσότερα (384 
στον αριθµό) να έχουν σηµειωθεί κατά την περίοδο 1930-1939 (Jay J.M. et al. 2005, 
Doyle M.P. and Beuchat L.R. 2007). 
      Ο Bacillus cereus είναι ένα αερόβιο Gram+ 

βακτήριο που παράγει 2 ειδών τοξίνες α) 
την cereulide, ένα ιονοφόρο Κ+ που αναστέλλει τη µιτοχονδριακή διαπερατότητα και 
παράγεται από αναπτυσσόµενα κύτταρα στα τρόφιµα, προκαλώντας εµετό και β) τις 
εντεροτοξίνες που παράγονται κατά τη βλαστική ανάπτυξη του βακτηρίου στο λεπτό 
έντερο, προκαλώντας διάρροια. Στην τελευταία κατηγορία ανήκουν η αιµολυσίνη HBL, 
η µη αιµολυτική εντεροτοξίνη NHE και η ενετροτοξίνη CytK, η οποία ευθύνεται για την 
πρόκληση πιο σοβαρών συµπτωµάτων, όπως είναι η νεκρωτική εντερίτιδα. Τροφές µε 
υψηλή περιεκτικότητα σε υδατάνθρακες σχετίζονται µε την πρόκληση εµετού, ενώ 
τρόφιµα όπως το κρέας, οι σούπες, τα λαχανικά, το γάλα και οι σάλτσες σχετίζονται µε 
την πρόκληση διάρροιας (Ankolekar C. et al. 2009, Doyle M.P. and Beuchat L.R. 2007, 
Jay J.M. et al. 2005, Beverly J. et al. 2004, Lee M.-Y. et al. 2009). 
 
 

1.2.3.3  Εscherichia coli O157:Η7 
 
      Aνάλογα µε τις τοξίνες που παράγουν και τα νοσήµατα που προκαλούν τα στελέχη 
Εscherichia coli ταξινοµούνται: α) στα εντεροαιµορραγικά (EHEC), β) στα 
εντεροτοξιγόνα (ΕΤΕC), γ) στα εντεροπαθογόνα (ΕΗΡΕC), δ) στα εντεροεπιθετικά 
(EAEC), και ε) στα εντεροδιεισδυτικά (enteroinvasive) (ΕΙΕC). Από αυτά το 
εντεροαιµορραγικό στέλεχος E. coli O157:Η7 ευθύνεται κάθε χρόνο στις ΗΠΑ για 
73480 κρούσµατα και 61 θανάτους, συνιστώντας τον κυριότερο παράγοντα πρόκλησης 
αιµορραγικής κολίτιδας και αιµολυτικού ουρεµικού συνδρόµου (UHS), την κυρίαρχη 
αιτία νεφρικής ανεπάρκειας στα παιδιά στις ΗΠΑ. Στους µηχανισµούς παθογένειας του 
συγκεκριµένου στελέχους περιλαµβάνονται κυρίως α) η παραγωγή των Shiga τοξινών 
stx1/stx2 που αναστέλλουν την πρωτεϊνοσύνθεση στα κύτταρα-στόχους, β) τα προϊόντα 
των eae γονιδίων που εµπλέκονται στην πρόκληση βλαβών στα κύτταρα του εντέρου 
και γ) η παραγωγή της αιµολυσίνης. Το 1993 σηµειώθηκε έξαρση κρουσµάτων λόγω 
της κατανάλωσης µολυσµένου hamburger, ενώ πηγή της µόλυνσης αποδείχτηκε ότι 
ήταν ορισµένα περιφερειακά κέντρα διανοµής του προϊόντος από τα οποία προκλήθηκε 
διασπορά της νόσου σε διάφορες αµερικανικές πολιτείες. Σε µία άλλη περίπτωση 
έξαρσης κρουσµάτων που σηµειώθηκε το 1996 στην Ιαπωνία πηγή της µόλυνσης ήταν 
ραπανάκια, προκαλώντας 11826 ασθένειες και 12 θανάτους. Συνηθέστερη αιτία της 
λοίµωξης από E. coli O157:Η7 είναι η κατανάλωση ωµού κρέατος, γάλακτος, 
µαρουλιού και µηλίτη, ενώ εξάρσεις έχουν καταγραφεί και στον Καναδά, την Αφρική 
και την Αγγλία (Doyle M.P. and Beuchat L.R. 2007, Οlsen J.E. et al. 1995, Li Y. and 
Mustapha A. 2004, Fratamico P.M. and Strobaugh T.P 1998, Altekruse S.F et al. 1997).  
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      1.2.3.4  Listeria monocytogenes 
 
      Είναι ένα Gram+ ψυχρόφιλο βακτηρίδιο, αρκετά διαδεδοµένο στο έδαφος και το 
νερό. Εισέρχεται στο σώµα µέσω του γαστρεντερικού σωλήνα µε την κατανάλωση 
µολυσµένης τροφής, ακολουθώντας µία σειρά βηµάτων που περιλαµβάνουν: την 
πρόσληψη του από τα φαγοκύτταρα µέσω των φαγοσωµάτων, τη µεσολαβούµενη από 
τη λιστεριοσίνη (LLO) και τις φωσφολιπάσες C λύση τους, την απελευθέρωση του 
βακτηρίου στο κυτταρόπλασµα των φαγοκυττάρων, όπου αναπτύσσεται και 
πολλαπλασιάζεται και τέλος τη διασπορά του σε γειτονικούς ιστούς, όπως το ήπαρ και η 
σπλήνα. Η οξεία µορφή της νόσου χαρακτηρίζεται συνήθως από βακτηριαιµία, 
µηνιγγίτιδα και αποβολές εµβρύου ενώ η θνησιµότητα της αγγίζει το 20-30%. Άτοµα µε 
µειωµένη κυτταρική ανοσία, όπως οι ηλικιωµένοι, τα νεογνά και οι ασθενείς που 
ακολουθούν ανοσοκατασταλτική φαρµακευτική αγωγή έχουν αυξηµένη ευπάθεια στη 
λιστερίαση. Συνήθως, πηγές της νόσου είναι τα µεταποιηµένα τρόφιµα άµεσης 
κατανάλωσης, όπως τα προϊόντα κρέατος( Norrung B. et. Al 1999), τα µη παστεριωµένα 
γαλακτοµικά, τα θαλασσινά, τα φρούτα και τα λαχανικά (Guerra M. et al. 2001). ∆ύο 
εξάρσεις κρουσµάτων σηµειώθηκαν το 1985 στην Καλιφόρνια και το 2000 στη Ν. 
Καρολίνα από την κατανάλωση µη παστεριωµένων προϊόντων τυριού. Το 2000 
σηµειώθηκε έξαρση λιστερίασης σε 11 αµερικανικές πολιτείες µε κύρια πηγή µόλυνσης 
επεξεργασµένο κρέας γαλοπούλας, ενώ εξάρσεις έχουν καταγραφεί στη Μασαχουσέτη 
το 1979, στη Σκοτία και τον Καναδά το 1981 και στην Αγγλία το 1989-1990 (Doyle 
M.P. and Beuchat L.R. 2007, Lin C.-M. et al.1996, Berrada H. et al. 2006, Beuchat L.R. 
1996, Caballero B. et al. 2003).  
 
 

1.2.3.5 Campylobacter jejuni 
 
      Οι  βακτηριακές τροφογενείς λοιµώξεις µε το µεγαλύτερο επιπολασµό στις ΗΠΑ 
οφείλονται σε είδη του γένους Campylobacter µε το Campylobacter jejuni να ευθύνεται 
για 4 εκ. κρούσµατα ετησίως. Μετά την κατανάλωση τροφής µολυσµένης,  το παθογόνο 
εισέρχεται και πολλαπλασιάζεται στο λεπτό έντερο, διεισδύει στο επιθήλιο και προκαλεί 
φλεγµονές που οδηγούν σε υψηλό πυρετό, αδιαθεσία, ναυτία και έντονη διάρροια µε 
υδαρείς συχνά αιµορραγικές κενώσεις. Οι επιπλοκές είναι σπάνιες, αλλά µπορεί να 
περιλαµβάνουν ηπατίτιδα, παγκρεατίτιδα και πιο σπάνια Guillain-Barre σύνδροµο. Τα 
περισσότερα κρούσµατα είναι σποραδικά και σχετίζονται µε την κατανάλωση µη σωστά 
µαγειρεµένων πουλερικών, ενώ από το 1978-2003 900 εξάρσεις καµπυλοβακτηρίωσης 
έχουν σηµειωθεί παγκοσµίως και οφείλονται κυρίως στην κατανάλωση ωµού γάλακτος 
ή µη χλωριωµένου νερού (Altekruse S.F. et al 1997, Caballero B. et al. 2003). 
 
 

1.2.3.6 Yersinia enterocolitica, Vibrio species, Shigella species 
 
      H Yersinia enterocolitica είναι ένα βακτήριο πολύ κοινό στο έντερο των οικόσιτων 
ζώων και προκαλεί τροφογενείς λοιµώξεις, όπως τον εντερικό πυρετό που θέτουν σε 
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κίνδυνο την ανθρώπινη ζωή. Οι εξάρσεις γερσινίασης είναι σπάνιες µε τις περισσότερες 
να σχετίζονται µε την κατανάλωση ωµού γάλακτος και χοιρινού (Caballero B. et al. 
2003, Doyle M.P. and Beuchat L.R. 2007) . 
      ∆ιάφορα είδη του γένους Vibrio προκαλούν τροφικές δηλητηριάσεις µέσω 
κατανάλωσης µολυσµένων θαλασσινών, µε πιο σηµαντικά τα V. parahaemolyticus και 
V. vulnificus. Στην Ιαπωνία στο διάστηµα 1965-1974 το V. parahaemolyticus ήταν 
υπεύθυνο για το 24% των βακτηριακών τροφικών δηλητηριάσεων, ενώ στις ΗΠΑ και 
στην Ευρώπη το ποσοστό της νόσου είναι χαµηλό. Αντίθετα, το V. vulnificus ευθύνεται 
για το ~95% όλων των θανάτων που σχετίζονται µε την κατανάλωση θαλασσινών στις 
ΗΠΑ, ενώ στην Φλώριντα αποτελεί την πρωταρχική αιτία των θανάτων που 
προκαλούνται από τροφογενείς ασθένειες (Blake P.A et al. 1980, Centers for Disease 
Control and Prevention 1996). 
      Τα είδη του γένους  Shigella είναι υπέυθυνα για το 12% των τροφικών 
δηλητηριάσεων που σηµειώθηκαν στις ΗΠΑ την περίοδο 1973-1987, ενώ τρόφιµα όπως 
θαλασσινά, φρούτα, λαχανικά, σαλάτες και κοτόπουλα θεωρούνται κύριες πηγές της 
νόσου (Bean N.H and Griffin P.M 1990). 
 
 

1.2.3.7 Salmonella  
 
      Tα είδη του γένους Salmonella είναι αρνητικά κατά Gram αερόβια και δυνητικώς 
αναερόβια ραβδόµορφα βακτήρια που ανήκουν στην οικογένεια Enterobacteriaceae. 
Εντοπίζονται στη φύση ως παράσιτα του εντερικού σωλήνα του ανθρώπου και των 
θερµόαιµων ζώων, µε αποτέλεσµα να υπάρχουν µεγάλες ποσότητες στα αποχετευτικά 
συστήµατα, ενώ σχεδόν όλα τα είδη Salmonella είναι παθογόνα για τον άνθρωπο. 
Επίσης, αποτελούν τους σηµαντικότερους αιτιολογικούς παράγοντες βακτηριακών 
τροφογενών ασθενειών, καθώς µπορεί να βρεθούν κυρίως στα τρόφιµα ζωϊκής 
προέλευσης και λιγότερο συχνά στα τρόφιµα φυτικής προέλευσης, λόγω των απλών 
θρεπτικών απαιτήσεών τους και της ικανότητάς τους να αναπτύσσονται τόσο υπό 
αερόβιες όσο και υπό αναερόβιες συνθήκες. Όλα τα στελέχη διασπούν τη γλυκόζη µε 
παραγωγή αερίου και οξέος, ενώ λίγα µόνο διασπούν τη λακτόζη. Επίσης, είναι 
αρνητικά στην οξιδάση, ενώ παράγουν καταλάση και υδροθείο και αποκαρβοξυλιώνουν 
τη λυσίνη (Παπαναγιώτου Κ.Π & ∆αλαϊνα Β.Κ 2004). 
 
 

1.2.3.7.1 Ταξινόµηση 
 
      Σύµφωνα µε το σχήµα ταξινόµησης του Kauffman-White, τα στελέχη Salmonella 
διαχωρίζονται σε 51 οροοµάδες µε βάση διαφορές στους επιτόπους των 
λιποπολυσακχαριτών (LPS), το κυριότερο συστατικό της εξωτερικής µεµβράνης των 
Gram- 

βακτηρίων. Ο λιποπολυσακχαρίτης γνωστός και ως σωµατικό (Ο) αντιγόνο 
αποτελείται από το λιπίδιο Α, τον κορµό του πολυσακχαρίτη και την πλάγια αλυσίδα, η 
οποία περιέχει επαναλαµβανόµενες οµάδες ολιγασακχαριτών προσδίδοντας εξειδίκευση 
στην αντίστοιχη οροοµάδα. Στελέχη από τα οποία απουσιάζει η πλάγια αλυσίδα 
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σχηµατίζουν αποικίες R (Rough), ενώ αποτυγχάνουν να προσκολλήσουν και τον 
οµόλογο  αντι-ορό. Κάθε οροοµάδα καθορίζεται από ένα ειδικό Ο αντιγόνο. 
Συγκεκριµένα, για τις οµάδες A,B,C,D και Ε τα διαγνωστικά αντιγόνα είναι τα 
Ο2,Ο4,Ο6 και Ο9 αντίστοιχα, ενώ µερικές οροοµάδες περιλαµβάνουν και υποοµάδες, οι 
οποίες διακρίνονται µε βάση άλλα Ο αντιγόνα, όπως τα Ο6,7 και Ο6,8 για τις 
υποοµάδες C1 και C2 αντίστοιχα. 
      Μέσα στις οροοµάδες τα στελέχη διακρίνονται περαιτέρω σε οροτύπους µε βάση 
βλεφαριδικά (Η) αντιγόνα του µαστιγίου. Ο ένας τύπος βλεφαριδικού αντιγόνου είναι 
κοινός σε λίγα µόνο στελέχη και αποτελεί το βλεφαριδικό αντιγόνο της «φάσεως 1 ή της 
ειδικής φάσης», ενώ ο άλλος είναι κοινός σε πολλά στελέχη Salmonella και αποτελεί τη 
«φάση 2 ή µη ειδική φάση» του βλεφαριδικού αντιγόνου. Λίγοι ορότυποι είναι 
µονοφασικοί, ενώ οι περισσότεροι είναι διφασικοί, δηλαδή µπορούν να βρίσκονται και 
στις 2 φάσεις. 
      Από το 1996 έχουν ταυτοποιηθεί ~ 2435 ορότυποι της S. enterica µε το 58.9% να 
ανήκει στο υποείδος enterica, το οποίο περιλαµβάνει και τους περισσότερους 
οροτύπους που προκαλούν τροφογενείς ασθένειες στον άνθρωπο (Robinson R.K et al. 
1999, Παπαναγιώτου Κ.Π & ∆αλαϊνα Β.Κ 2004). 
      Τέλος, από επιδηµιολογική άποψη τα στελέχη Salmonella διακρίνονται σε 3 οµάδες: 
α) σε αυτή που προσβάλλει αποκλειστικά τον άνθρωπο και περιλαµβάνει τα S. typhi, S. 
paratyphi A και S. paratyphi C, b) σε αυτή που περιλαµβάνει οροτύπους 
προσαρµοσµένους στο περιβάλλον των ξενιστών (host-adapted), ορισµένοι από τους 
οποίους είναι παθογόνοι για τον άνθρωπο και µπορούν να µεταδοθούν και µέσω 
µολυσµένης τροφής και c) σε αυτή στην οποία ανήκουν παθογόνα για τον άνθρωπο και 
τα ζώα, περιλαµβάνοντας και τους περισσότερους οροτύπους που ευθύνονται για 
τροφογενείς ασθένειες (Jay J.M et al. 2005). 
 
 

1.2.3.7.2 Παράγοντες που επηρεάζουν την ανάπτυξη της Salmonella 
 
 Θερµοκρασία: Ορισµένα στελέχη Salmonella µπορούν να επιβιώσουν σε υψηλές 
θερµοκρασίες (≥ 54 οC), ενώ άλλα παρουσιάζουν ψυχοτροφικές ιδιότητες, αφού 
µπορούν να αναπτυχθούν και σε τρόφιµα που έχουν αποθηκευτεί στους 2-4 οC. Ωστόσο, 
ανάπτυξη σε θερµοκρασία <7 οC και σε θερµοκρασία >48 οC έχει παρατηρηθεί µόνο σε 
βακτηριολογικά µέσα και σε µεταλλαγµένα στελέχη αντίστοιχα. Η βέλτιστη 
θερµοκρασία ανάπτυξης είναι 37 οC, αφού το φυσικό ενδιαίτηµα των περισσότερων 
στελεχών είναι ο γαστρεντερικός σωλήνας των θερµόαιµων ζώων. Επίσης, έχει βρεθεί 
ότι  η Salmonella καταστρέφεται σε θερµοκρασίες πάνω από τη µέγιστη τιµή 
ανάπτυξης, όπως αυτές που επικρατούν κατά τη διάρκεια της παστερίωσης, ενώ η 
χρονική διάρκεια επιβίωσης της σε χαµηλές θερµοκρασίες εξαρτάται και από άλλους 
παράγοντες, όπως το pH και το  aw (Robinson R.K et al. 1999). 
pH:  Το βέλτιστο pH ανάπτυξης κυµαίνεται από 6.5-7.5, ενώ ανάπτυξη έχει 
παρατηρηθεί και σε pH<4.05, γεγονός που εξαρτάται από το µέσο οξίνισης που έχει 
χρησιµοποιηθεί. Έχει βρεθεί ότι η S. enteritidis παρουσιάζει αυξηµένη επιβίωση, όταν 
χρησιµοποιείται ως µέσο υποξίνισης στη µαγιονέζα το κιτρικό οξύ σε σχέση µε το οξικό 
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οξύ (Robinson R.K et al. 1999). Επίσης, µελέτες έχουν δείξει ότι τα στελέχη Salmonella 
παρουσιάζουν αυξηµένη ικανότητα ανάπτυξης υπό συνθήκες χαµηλού pH  (≤5.0) ή 
υψηλής αλατότητας (≥ 2% NaCl) παρουσία αυξηµένων θερµοκρασιών (Ferreira M.A 
and Lund B.M 1987, Thomas L.V et al. 1992). Γενικά, η Salmonella παρουσιάζει 3 
µηχανισµούς ανθεκτικότητας στην οξύτητα (Acid Tolerance Response, ATR): α) ΑTR- 
εξαρτώµενο από το pH, β) ανεξάρτητο από το pH και RpoS- µεσολαβούµενο ATR και 
γ) ΑTR- ανεξάρτητο από το  pH. Το (α) ενεργοποιείται στην εκθετική φάση, ενώ τα (β) 
και (γ) στη στάσιµη φάση. Συγκεκριµένα, στην (α) περίπτωση επάγεται η σύνθεση 43 
acid shock και εξωµεµβανικών πρωτεϊνών, ενώ παρατηρείται µειωµένος ρυθµός 
ανάπτυξης και οµοιόσταση του pH, όπως αποδεικνύεται από τη διατήρηση του 
ενδοκυτταρικού pH σε τιµές 7.0-7.1 και 5.0-5.5, µετά από την εφαρµογή εξωκυτταρικού 
pH 5.0 και 3.3 αντίστοιχα. Επίσης, σηµαντικό ρόλο στη διατήρηση του ενδοκυτταρικού 
pH σε τιµές ≥5.0 παίζουν η Mg+2- εξαρτώµενη ΑΤPάση, η οποία µε την κατανάλωση 
ενέργειας µεταφέρει τα πρωτόνια στο εξωτερικό του κυττάρου και οι επαγόµενες 
αποκαρβοξυλάσες των αµινοξέων. Στην (γ) περίπτωση όπου επάγεται η σύνθεση 15 
acid shock πρωτεϊνών ο µηχανισµός ATR ενεργοποιείται σε pH<5.5, ενώ λειτουργεί πιο 
αποτελεσµατικά σε pH=4.3. Τέλος, στη (β) περίπτωση ο µηχανισµός ATR είναι 
ανεξάρτητος από το εξωτερικό pH, ενώ σηµαντικό ρόλο παίζει ο παράγοντας σ που 
κωδικοποιείται από το rpoS γονίδιο (Doyle M.P and Beuchat L.R 2007). 
Ενεργότητα νερού (aw): Στελέχη Salmonella αναπτύσσονται σε aw=0.999-0.945 σε 
βακτηριολογικά µέσα, κάτω από 0.93 στα τρόφιµα, ενώ παρουσιάζει βέλτιστο aw=0.995. 
Σε τρόφιµα χαµηλής τιµής aw , όπως η σοκολάτα, το φυστικοβούτυρο και η πάστα, η 
χρονική διάρκεια φτάνει και τους µήνες. Επίσης, έχει βρεθεί ότι το NaCl που 
χρησιµοποιείται ως µέσο συντήρησης των τροφίµων, αναστέλλει την ανάπτυξη της 
Salmonella σε c= 3-4%, αλλά η ανθεκτικότητά της αυξάνεται καθώς η θερµοκρασία 
πλησιάζει σε τιµές 10-30 οC (Robinson R.K et al. 1999). 
 
 

1.2.3.7.3 Πηγές µόλυνσης των τροφίµων µε Salmonella 
 

      Σηµαντικότερη πηγή της Salmonella αποτελεί ο γαστρεντερικός σωλήνας του 
ανθρώπου και των θερµόαιµων ζώων. Συνήθως, ο µικροοργανισµός µεταδίδεται στα 
τρόφιµα από φορείς-άτοµα της µόλυνσης που εργάζονται στη µεταποίηση ή εµπορία 
των αντίστοιχων τροφίµων. Υπάρχει επίσης πιθανότητα τα ζώα των οργανωµένων 
µονάδων πτηνοτροφίας και βοοτροφίας να είναι φορείς στελεχών Salmonella, 
µεταδίδοντας το βακτήριο στο τελικό νωπό προϊόν, όπως είναι τα αυγά, το κρέας και τα 
γαλακτοµικά (Robinson R.K et al. 1999, Caballero B. et al. 2003, Doyle M.P et al. and 
Beuchat L.R 2007). 
 
 

1.2.3.7.4 Εξάρσεις τροφογενούς σαλµονέλλωσης (Foodborne outbreaks) 
 
      Τα είδη του γένους Salmonella ευθύνονται για τον µεγαλύτερο αριθµό των 
καταγεγραµµένων τροφογενών εξάρσεων που σηµειώνονται παγκοσµίως µετά το 
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Campylobacter jejuni (Robinson R.K et al. 1999). Εκτιµάται ότι περίπου 1.5 εκ. 
κρούσµατα µη τυφοειδούς σαλµονέλλωσης σηµειώνονται ετησίως στις ΗΠΑ µε το 95% 
να σχετίζεται µε την κατανάλωση τροφίµων (Li Y. and Mustapha A. 2004, Mao Y. et al. 
2003). H S. enteritidis αποτελεί τον κυριότερο αιτιολογικό παράγοντα µόλυνσης των 
πουλερικών, αυγών και ωµών ή µη καλά µαγειρεµένων τροφίµων (Robinson R.K et al. 
1999, Caballero B. et al. 2003, Altekruse S.F et al. 1997). Το 1994 σε 41 πολιτείες της 
Αµερικής ασθένησαν από S. enteritidis 224000 άτοµα, λόγω της κατανάλωσης παγωτών 
που είχαν παρασκευαστεί από µολυσµένο γάλα. Η µόλυνση προκλήθηκε λόγω της 
µεταφοράς του γάλακτος µε φορτηγά που προηγουµένως περιείχαν ωµά αυγά. Το 1985 
σηµειώθηκες στο Ιλινόις, έξαρση κρουσµάτων από µολυσµένο παστεριωµένο γάλα µε 
κύριο αιτιολογικό παράγοντα τη S. typhimurium. (Robinson R.K et al. 1999, Jay M.J et 
al 2005) Χαρακτηριστικά παραδείγµατα γαλακτοµικών προϊόντων που έχουν εµπλακεί 
σε σοβαρές τροφογενείς εξάρσεις σαλµονέλλωσης παρουσιάζονται στον πίνακα 2. 
 
 
 
Πίνακας 2: Τροφογενείς εξάρσεις σαλµονέλλωσης από την κατανάλωση γαλακτοµικών 
προϊόντων (Doyle M.P. and Beuchat L.R. 2007) 
 

 
       
 
 
      Επίσης, τις τελευταίες δεκαετίες έχουν σηµειωθεί εξάρσεις σαλµονέλλωσης από τη 
κατανάλωση φρέσκων φρούτων και λαχανικών (Πίνακας 3). Συγκεκριµένα, εξάρσεις 
σηµειώθηκαν από την κατανάλωση φασολιών, βλαστών και ντοµατών στην Αγγλία, την 
Φιλανδία και τις ΗΠΑ αντίστοιχα (Lin C.-M. et al. 1996), ενώ στην Ιταλία βρέθηκε ότι 
το 68% των µαρουλιών και το 72% του µάραθου ήταν µολυσµένα µε Salmonella 
(Francis G.A et al. 1999). Επίσης, κρούσµατα σηµειώθηκαν και από την κατανάλωση 
µη παστεριωµένου χυµού πορτοκαλιού και µηλίτη, λόγω της ανθεκτικότητας της 
Salmonella σε όξινα pH (Fratamico P. M and Strobaugh T.P 1998). 
      Άλλα τρόφιµα που έχουν συνδεθεί µε εξάρσεις σαλµονέλλωσης είναι το κρέας και 
τα παράγωγά του, τα καρυκευµένα αλλά όχι µαγειρεµένα κρέατα, λουκάνικα και 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 01:04:52 EEST - 167.114.118.212



 28

πουλερικά. Χαρακτηριστικά παραδείγµατα παρουσιάζονται στον πίνακα 4. Ακόµη, µία 
άλλη έξαρση σαλµονέλλωσης σηµειώθηκε στη Γερµανία το 1994, λόγω κατανάλωσης 
τσιπς που περιείχαν µολυσµένη σκόνη πάπρικας, ενώ από το 1990 έχουν καταγραφεί 
πολλαπλά κρούσµατα από ένα νέο στέλεχος S. typhimurium DT104, το οποίο φέρει 
γονίδια ανθεκτικότητας σε διάφορα αντιβιοτικά. 
 
 
 

Πίνακας 3: Τροφογενείς εξάρσεις σαλµονέλλωσης από την κατανάλωση φρούτων και 
λαχανικών (Doyle M.P. and Beuchat L.R. 2007). 
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Πίνακας 4: Τροφογενείς εξάρσεις σαλµονέλλωσης από την κατανάλωση προϊόντων 
κρέατος (Doyle M.P. and Beuchat L.R. 2007) 
 

 
 

1.2.3.7.5  Παθογένεση της Salmonella-Χαρακτηριστικά των ασθενειών 
       
     Οι κλινικές εκδηλώσεις των λοιµώξεων από Salmonella στον άνθρωπο 
παρουσιάζονται υπό 2 µορφές (Πίνακας 5): 
Α) Τυφοειδής πυρετός ή κοιλιακός τύφος: Η µόλυνση γίνεται από ασθενείς, οι οποίοι 
αποβάλλουν µε τα κόπρανα τη S. typhi, ενώ πολλαπλά κρούσµατα της νόσου οφείλονται 
συνήθως στη µόλυνση του ύδατος, διαφόρων τροφίµων και οστρακοφόρων µαλακίων, 
που έχουν αλιευθεί σε µολυσµένα σηµεία της θάλασσας. Εκτός, από τη S. typhi, η S. 
paratyphi A και η S. paratyphi B εισέρχονται στην κυκλοφορία, προκαλώντας νόσο που 
µοιάζει κλινικά µε τον τυφοειδή πυρετό, αλλά τα συµπτώµατά της είναι σχετικά 
ελαφρότερα. Τα στελέχη αφού διαπεράσουν τον όξινο φραγµό του στοµάχου 
µεταφέρονται στο λεπτό έντερο και από εκεί εισέρχονται στα µεσεντέρια λεµφογάγγλια. 
Από εκεί και δια του θωρακικού πόρου φτάνουν στην κυκλοφορία, µε αποτέλεσµα να 
προκαλείται µικροβιαιµία, ενώ µεταφέρονται στο ήπαρ, στη χοληδόχο κύστη, στο 
σπλήνα και στο µυελό των οστών, όπου πολλαπλασιάζονται εντός των φαγοκυττάρων. 
Αφού τα φαγοκύτταρα καταστραφούν, απελευθερώνονται τα στελέχη τα οποία 
εισέχονται στην κυκλοφορία, µε αποτέλεσµα την εξάπλωση της λοίµωξης σε άλλους 
ιστούς. Μετά από περίοδο επώασης ~ 8-28 ηµερών, µέσα στην πρώτη εβδοµάδα 
εµφανίζονται υδαρής διάρροια, ατονία, και δερµατικά στίγµατα στα άκρα. Μετά από τη 
διέλευση των 2 εβδοµάδων, τα συµπτώµατα µπορεί είτε να υποχωρήσουν είτε να 
εξελιχθούν σε πιο σοβαρές καταστάσεις, όπως διάτρηση εντέρου, οστεοµυελίτιδα και 
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µηνιγγίτιδα. Ο ρυθµός θνησιµότητας της νόσου ποικίλλει από 1% στις αναπτυγµένες 
χώρες έως 10% στις υπανάπτυκτες χώρες (Jean-Yves D’Aoust 1991, Tietjen M. and 
Fung D.Y.C. 1995). 
B) Εντεροκολίτιδα: Προκαλείται από την κατανάλωση µολυσµένων τροφίµων µε µη 
τυφοειδή στελέχη Salmonella και τα συµπτώµατα διαρκούν ~ 5µέρες. Μετά από µία 
περίοδο επώασης ~8-72 h εµφανίζονται πόνος, ναυτία, υδαρής διάρροια, ανορεξία, 
εµετός και πυρετός µικρής διάρκειας. Συνηθέστερο αίτιο των τροφικών δηλητηριάσεων 
είναι η S. typhimurium αλλά και άλλα στελέχη Salmonella. Συγκεκριµένα, µετά την 
κατανάλωση µολυσµένης τροφής, τα βακτήρια αφού επιβιώσουν στο χαµηλό pH, 
επιτίθενται στα κύτταρα του εντερικού επιθηλίου και στα M κύτταρα του Peyer’s. 
Προϊόντα των γονιδίων inv διευκολύνουν τη συγκέντρωση των Ca+2 , οδηγώντας σε 
πτύχωση της µεµβράνης, σχηµατισµό ινιδίων ακτίνης και ενδοκύττωση των βακτηρίων. 
Η παραγωγή της εντεροτοξίνης προκαλεί συσσώρευση υγρού και ανισορροπία 
ηλεκτρολυτών, οδηγώντας σε απελευθέρωση προσταγλανδινών, οι οποίες ίσως 
προκαλούν την υπερσυσσώρευση υγρού στο εντερικό σωλήνα. Η µη τυφοειδής 
σαλµονέλλωση περιορίζεται στον εντερικό σωλήνα, προκαλώντας στη στιβάδα 
συνδετικού ιστού του βλεννογόνου φλεγµονώδη αντίδραση των PMN 
(πολυµορφοπύρηνα κύτταρα). Τα βρέφη, οι ηλικιωµένοι και τα ανοσοκατεσταλµένα 
άτοµα παρουσιάζουν αυξηµένη ευαισθησία στην συγκεκριµένη ασθένεια (Jean –Yves 
D’Aoust 1991, Robinson R.K et al. 1999). 
 
 
Πίνακας 5: Κλινικές εκδηλώσεις των λοιµώξεων από Salmonella στον άνθρωπο (Jean –
Yves D’Aoust 1991) 

 
 

1.2.3.7.6 Μολυσµατικοί παράγοντες 
 
      Α) LPS: Το µήκος των πλάγιων αλυσίδων  των λιποπολυσακχαριτών, ο βαθµός 
γλυκοσυλίωσής τους, η σύστασή τους και η ποσότητα των LPS που παράγεται 
επηρεάζουν την µολυσµατικότητα των στελεχών της Salmonella. Έχει βρεθεί ότι 
µεγάλου µεγέθους πλάγιες αλυσίδες εµποδίζουν στερικά την ικανότητα των συστατικών 
του συµπληρώµατος να δεσµευτούν στην κυτταρική επιφάνεια, αναστέλλοντας έτσι τη 
λύση των βακτηριακών κυττάρων. 
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Β) Προσκόλληση σε κύτταρα των ξενιστών: Ο αποικισµός των κυττάρων της 
Salmonella στις εντερικές λάχνες διευκολύνεται από τους κροσσούς-τύπου1 
(ευαίσθητους στη µαννόζη) ή από τους ανθεκτικούς στη µαννόζη κροσσούς, τις 
χρωµοσωµικά κωδικοποιούµενες προσκολλητίνες της βακτηριακής επιφάνειας, τις 
ανθεκτικές στη µαννόζη αιµαγλουτίνες και από την επαγωγή από τα επιθηλιακά 
κύτταρα των βακτηριακών πολυπεπτιδίων που είναι απαραίτητα για την προσκόλληση 
και την επίθεση στα κύτταρα του ξενιστή. Τα ινίδια αποτελούνται από 14kDa 
υποµονάδες και έχουν περιγραφεί εκτενώς στη S. enteritidis καθώς και στην οροοµάδα 
D. Οι SΕF17 που έχουν περιγραφεί στη  S. enteritidis και στο διαρρογενετικό στέλεχος 
της E. coli είναι υδρόφοβα ινίδια που δεσµεύονται ισχυρά στη φιµπρονεκτίνη, 
συµµετέχοντας στην προσκόλληση. 
C) Εντεροτοξίνες: Η διαρροϊκή εντεροτοξίνη παράγεται από διάφορα στελέχη 
Salmonella και απελευθερώνεται στον εντερικό σωλήνα, προκαλώντας την έναρξη των 
διαρροϊκών συµπτωµάτων. Συγκεκριµένα, ενεργοποιεί την αδενυλοκυκλάση, η οποία µε 
τη σειρά της προκαλεί την αύξηση της συγκέντρωσης του cAMP, το οποίο οδηγεί σε 
αύξηση της συκέντρωσης του Na+ 

και του Cl-, µε αποτέλεσµα την υπερσυσσώρευση 
υγρού στον εντερικό σωλήνα. Πρόσφατα, έχει βρεθεί ότι η εντεροτοξίνη της Salmonella 
αποτελείται από 2 υποµονάδες, τις Α και Β που προσοµοιάζουν µε εκείνες της τοξίνης 
της χολέρας και της E. coli και ότι κωδικοποιείται από ένα χρωµοσωµικό γονίδιο, το stx. 
Τα στελέχη Salmonella παράγουν επίσης µία µεµβρανο-δεσµευτική πρωτεϊνική 
κυτοτοξίνη, η οποία ορολογικά και γενετικά διακρίνεται από τις Shiga τοξίνες της 
Shigella και της E. coli. Η συγκεκριµένη τοξίνη αναστέλλει την πρωτεϊνοσύνθεση και 
χηλώνει δισθενή κατιόντα, οδηγώντας σε καταστροφή των κυτταρικών µεµβρανών των 
ξενιστών. 
D) Σιδηροφόρα: Τα κύτταρα του ξενιστή και τα βακτηριακά κύτταρα ανταγωνίζονται 
για τη πρόσληψη της µειωµένης συγκέντρωσης του σιδήρου µέσα στον εντερικό 
βλεννογόνο. Τα επιθηλιακά κύτταρα του εντερικού σωλήνα παράγουν έναν µη ειδικό 
προσδέτη του σιδήρου, την λακτοφερρίνη, ενώ η Salmonella παράγει 2 σιδηροφόρα: 
την υψηλής συγγένεια εντεροχελίνη και την χαµηλής συγγένειας αεροβακτίνη. 
Πρόσφατα, έχει βρεθεί ότι τα στελέχη που παράγουν την εντεροχελίνη είναι πιο 
µολυσµατικά από αυτά που παράγουν την αεροβακτίνη και ότι διάφορα στελέχη 
Salmonella παράγουν εκτός από αυτά τα 2 σιδηροφόρα και άλλους προσδέτες Fe(III) 
που ανήκουν στην κατηγορία του υδροξαµικού. 
Ε) Πορίνες: Είναι υδρόφοβες διαµεµβρανικές πρωτεΐνες µε Μ.Β=34000-36000 που 
ενισχύουν την επιθετικότητα της Salmonella, µέσω καταστολής της µεσολαβούµενης 
από τα PMN και τα µακροφάγα φαγοκυττάρωσης, γεγονός που έχει βρεθεί ότι 
επιτυγχάνεται µε ενεργοποίηση της αδενυλοκυκλάσης των µεµβρανών των 
φαγοκυττάρων, µε συνέπεια την αύξηση του ενδοκυτταρικού cAMP. 
F) Χρωµοσωµικοί παράγοντες: Έχει βρεθεί ότι σειρές γονιδίων των οποίων τα 
προϊόντα ή οι λειτουργίες  δεν έχουν ακόµα καλά χαρακτηριστεί, τοποθετούνται σε 
µεγάλες χρωµοσωµικές περιοχές, οι οποίες καλούνται νησίδες παθογένειας. Μία σειρά 
~30 γονιδίων , η περιοχή inv είναι τοποθετηµένη σε µία τέτοια νησίδα την SPI1, 
µεγέθους 40-50kb και είναι απαραίτητη για την επίθεση στα επιθηλιακά κύτταρα του 
ξενιστή. Τα συγκεκριµένα γονίδια κατά τη διάρκεια της λογαριθµικής ή στάσιµης 
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φάσης κάτω από συνθήκες υψηλής οσµωτικότητας και χαµηλής πίεσης O2 που 
επικρατούν στα εσωτερικά υγρά του σώµατος κωδικοποιούν για ένζυµα και 
µεταγραφικούς παράγοντες υπεύθυνους για τη ρύθµιση, τη έκφραση και τη µετάθεση 
σηµαντικών δραστικών πρωτεϊνών στην επιφάνεια του κυττάρου ξενιστή. Τα SPI1 
γονίδια έχουν αποτελέσει στόχους για την PCR ανίχνευση των στελεχών Salmonella 
στα τρόφιµα, λόγω της υψηλής συντηρητικότητάς τους. Άλλα χρωµοσωµικά στοιχεία, 
όπως το ρυθµιστικό σύστηµα phoP/phoQ παρέχουν ανθεκτικότητα σε διάφορα 
αντιµικροβιακά συστατικά που παράγονται από τα ουδετερόφιλα και τα µακροφάγα, 
τροποποιώντας χηµικά τη δοµή του LPS. Επίσης, ρυθµιστικά γονιδιακά προϊόντα, όπως 
είναι ο παράγων σ RpoH που ρυθµίζει την έκφραση των HSP’s πρωτεϊνών, παίζουν 
σηµαντικό ρόλο στην παθογένεια της Salmonella. 
G) Μολυσµατικά πλασµίδια: ∆ιάφορα στελέχη Salmonella φέρουν πλασµίδια ειδικά 
των οροµάδων (SSP’s) µεγέθους 30-60ΜDa, τα οποία διευκολύνουν την βακτηριακή 
επίθεση και την ανάπτυξη σε ιστούς, όπως είναι το ήπαρ και ο σπλήνας. Έχει βρεθεί ότι 
η εξάλειψή τους µε την εφαρµογή χηµικών ή θέρµανσης ή µε την εµπλοκή της 
γενετικής πληροφορίας µέσω ένθεσης των τρανσποζονίων, οδήγησε σε µεταλλάγµατα 
µε µειωµένη µολυσµατικότητα. Τα συγκεκριµένα πλασµίδια φέρουν µία περιοχή DNA, 
την spv, η οποία περιέχει 5 γονίδια, των οποίων η έκφραση ελέγχεται από τον RpoS και 
από άλλους παράγοντες, όπως είναι το ενδοκυτταρικό περιβάλλον του ξενιστή, το 
χαµηλό pH, η χαµηλή διαθεσιµότητα του σιδήρου και ο περιορισµός των θρεπτικών 
συστατικών. Παρόλα αυτά η ταυτοποίηση και ο ρόλος των πλασµιδιακών γονιδίων στην 
παθογένεια δεν είναι ακόµα κατανοητές, ενώ έχει βρεθεί ότι στη S. typhimurium ένα 
κωδικοποιούµενο από ένα 11kDa-πλασµίδιο πολυπεπτίδιο, παρέχει ανθεκτικότητα στο 
σύστηµα του συµπληρώµατος (Doyle M.P and Beuchat L.R 2007, Jean-Yves D’Aoust 
1991, Robinson R.K et al. 1999). 
 
 

1.2.3.8 Staphylococcus aureus 
 
      To γένος των σταφυλοκόκκων περιλαµβάνει τουλάχιστον 27 είδη και 7 υποείδη, τα 
οποία είναι Gram+ , αερόβια ή δυνητικά αναερόβια και αποκτούν ενέργεια µέσω της 
γλυκόλυσης, του δρόµου των µονοφωσφορικών εξοζών και του κύκλου του 
τρικαρβοξυλικού οξέος. Τα περισσότερα είδη σταφυλοκόκκου αποτελούν µέρος της 
φυσιολογικής χλωρίδας του δέρµατος και των βλεννογόννων, δίνουν θετική αντίδραση 
καταλάσης και διαφοροποιούνται µεταξύ τους µέσω διαφόρων βιοχηµικών αντιδράσεων 
(Robinson R.K et al. 1999). 
      O Staphylococcus aureus είναι το πιο κοινό είδος στο γένος των σταφυλοκόκκων 
που ανήκει στην οικογένεια Micrococcaceae και είναι ιδιαίτερα παθογόνο, καθώς 
προκαλεί λοιµώξεις του δέρµατος, τροφικές δηλητηριάσεις, µικροβιαιµίες ή και το 
σύνδροµο του τοξικού shock. Είναι ένα δυνητικά αναερόβιο Gram+ 

βακτήριο, που 
παράγει κονγκουλάση, καταλάση και θερµοσταθερή νουκλεάση (TNase), ενώ το 
κυτταρικό του τοίχωµα είναι ανθεκτικό στη λυσοζύµη και ευαίσθητο στη λυσοσταφίνη, 
η οποία διασπά τη γέφυρα πενταγλυκίνης. Ωστόσο, και άλλα είδη, όπως τα S. 
intermedius και S. hyicus είναι θετικά στην κονγκουλάση και στην νουκλεάση. 
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      Λόγω της σύνθετης αντιγονικής δοµής του, η διάκριση του είδους σε οροτύπους δεν 
χρησιµοποιείται πλέον. Επίσης, τα στελέχη του S. aureus µπορούν να ανπτυχθούν σε 
µία µεγάλη ποικιλία θερµοκρασιών από 10-45οC, µε βέλτιστη τιµή τους 35 οC και σε µία 
µεγάλη ποικιλία  pH από 4.5-9.3, µε βέλτιστη τιµή από 7.0-7.5. Τα στελέχη είναι 
ανθεκτικά και σε χαµηλές τιµές aw=0.83-0.86, ενώ αναπτύσσονται ικανοποιητικά σε 
CNaCl > 10% και σχετικά µε χαµηλότερο ρυθµό σε CNaCl=15% (Robinson R.K et al. 
1999, Le Loir Y. et al. 2003). 
 
 

1.2.3.8.1 ∆οµή του Staphylococcus aureus 
 

� Κυτταρικό τοίχωµα: Το κυτταρικό τοίχωµα των στελεχών Staphylococcus 
αποτελείται κατά 50% από πεπτιδογλυκάνη, η οποία περιέχει υποµονάδες Ν-
ακετυλογλυκοζαµίνης και Ν-ακετυλοµουραµικού οξέος συνδεδεµένων µε 
δεσµούς β-1,4. Παίζει σηµαντικό ρόλο στην παθογόνο δράση του βακτηρίου, 
καθώς προκαλεί την παραγωγή ιντερλευκίνης-1 από τα φαγοκύτταρα, 
ενεργοποίηση του συµπληρώµατος και χηµειοτακτισµό για τη συγκέντρωση των 
πολυµορφοπύρηνων λευκοκυττάρων στο σηµείο της φλεγµονής. Τειχοϊκά οξέα 
συνδεδεµένα µε την πεπτιδογλυκάνη του κυτταρικού τοιχώµατος είναι δυνατόν 
να έχουν αντιγονικές ιδιότητες, ενώ κύρια λειτουργία τους είναι η διατήρηση του 
σωστού ιονικού περιβάλλοντος για τις κυτταροπλασµατικές µεµβράνες. 

� Επιφανειακές πρωτεΐνες: Το κυτταρικό τοίχωµα πολλών στελεχών 
Staphylococcus aureus περιέχει πρωτεΐνες, οι οποίες αποτελούνται από µία 
αλληλουχία-σήµα έκκρισης, από θετικά φορτισµένα αµινοξέα που επεκτείνονται 
µέσα στο κυτταρόπλασµα, από µία υδρόφοβη διαµεµβρανική περιοχή, από µία 
περιοχή αγκυροβόλησης στο κυτταρικό τοίχωµα και από περιοχή δέσµευσης του 
προσδέτη στο αµινοτελικό άκρο, δίνοντας τη δυνατότητα σε ορισµένες από 
αυτές τις πρωτεΐνες να δρούν ως προσκολλητίνες. Χαρακτηριστική πρωτεΐνη 
είναι η πρωτεΐνη Α, η οποία συνδέεται µε το Fc τµήµα του µορίου IgG, µε 
αποτέλεσµα να παρουσιάζει αντιφαγοκυτταρικές ιδιότητες.  

� Κάψουλες: Τα περισσότερα στελέχη Staphylococcus παράγουν µικροκάψουλες. 
Από τους 11 οροτύπους που έχουν ταυτοποιηθεί, οι τύποι 5 και 8 ευθύνονται για 
το 75% των ανθρώπινων λοιµώξεων. Τα περισσότερα ανθεκτικά στη µεθικιλλίνη 
στελέχη  Staphylococcus aureus είναι τύπου 5. 

� Ένζυµα: Ο Staphylococcus aureus παράγει την κονγκουλάση (ή αλλίως 
πηκτάση), η οποία απαντά σε 2 µορφές: την ελεύθερη και την 
κυτταροδεσµευτική, οι οποίες διαφέρουν ανοσολογικά και λειτουργικά. Η 
ελέυθερη µορφή της κονγκουλάσης εναι πρωτεΐνη και διάφοροι αντιγονικοί 
τύποι έχουν ταυτοποιηθεί, ενώ θεωρείται ότι συµβάλλει στην παθογένεση µέσω 
µετατροπής του φιµπρινογόνου σε φιµπρίνη, προκαλώντας καθίζηση ινικής στην 
επιφάνεια του βακτηρίου και γύρω από αυτήν. Άλλα ένζυµα που παράγονται 
είναι η πρωτεάση, η λιπάση και η υαλουρονιδάση που διευκολύνουν τη 
µετάδοση της λοίµωξης και στους γειτονικούς ιστούς και η β-λακταµάση που 
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απενεργοποιεί την πενικιλλίνη (Παπαναγιώτου Ι.Κ και ∆αλαίνα Β.Κ 2004, Lowy 
F.D 1998). 

� Τοξίνες: Σε αυτή την κατηγορία ανήκουν οι εντεροτοξίνες, οι εξωτοξίνες, οι 
αποφολιδωτικές τοξίνες και η λευκοντονίνη. 
Ι) Εντεροτοξίνες: Πρόκειται για διαλυτές, εξωκυτταρικές, χαµηλού µοριακού 
βάρους θερµοσταθερές τοξίνες που παράγονται από τα περισσότερα στελέχη 
Staphylococcus aureus, αλλά και από άλλα θετικά στη κονγκουλάση στελέχη, 
όπως τα S. intermedius  και ο S. hyicus, αλλά και από ορισµένους αρνητικούς 
στη κονγκουλάση σταφυλοκόκκους. Σήµερα, έχουν περιγραφεί 14 διαφορετικά 
είδη σταφυλοκοκκικών εντεροτοξινών (SEs), οι οποίες παρουσιάζουν 
οµοιότητες στη δοµή και στην αλληλουχία µε πιο κοινές τις A,B,C1,C2,C3,D και 
Ε. Είναι σταθερές και ανθεκτικές σε πρωτεολυτικά ένζυµα, όπως έιναι η πεψίνη 
και η τρυψίνη, διατηρώντας τη δράσης τους στο πεπτικό σύστηµα του ξενιστή. 
Επίσης, έχει βρεθεί ότι είναι περισσότερο θερµοανθεκτικές στα τρόφιµα από ό,τι 
στα εργαστηριακά θρεπτικά µέσα, αλλά όταν βρίσκονται σε χαµηλές 
συγκεντρώσεις µπορούν να απενεργοποιηθούν από θερµικές επεξεργασίες που 
εφαρµόζονται στην αποστείρωση των κονσερβοποιηµένων τροφίµων. Ακόµη, η 
παραγωγή των τοξινών Β και C ελέγχεται από γονίδια πλασµιδίων κυρίως προς 
το τέλος της στάσιµης φάσης, ενώ η παραγωγή των τοξινών A, D και Ε 
βρίσκεται κάτω από τον χρωµοσωµικό έλεγχο και πραγµατοποιείται συνήθως 
κατά τη διάρκεια της λογαριθµικής φάσης. Οι SE’s µπορούν να παραχθούν στα 
τρόφιµα, όταν τα εντεροτοξιγενικά στελέχη Staphylococcus πολλαπλασιάζονται 
φθάνοντας σε ένα επίπεδο τουλάχιστον 106 cfu g-1, ανάλογα βέβαια και µε τη 
θερµοκρασία, το pH, το aw, τις ατµοσφαιρικές συνθήκες και την παρουσία άλλων 
µικροοργανισµών. 
      Οι εντεροτοξίνες ανήκουν στην οικογένεια των πυρετογενών τοξινών 
(pyrogenic) µαζί µε την τοξίνη του συνδρόµου τοξικής καταπληξίας (TSST), τις 
αποφολιδωτικές τοξίνες Α και Β και τις πυρογενικές τοξίνες του στρεπτόκοκκου. 
Όλες οι πυρογενικές τοξίνες έχουν ιδιότητες υπεραντιγόνων καθώς συνδέονται 
µε µόρια MHCII των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων (APC’s), µε 
αποτέλεσµα το σύµπλοκο MHCII-SΑg να αλληλεπιδρά µε την Vβ αλυσίδα του 
υποδοχέα TCR, οδηγώντας σε µη ειδική ενεργοποίηση και πολλαπλασιασµό των 
Τ-κυττάρων και σε µαζική έκκριση κυτοκινών. Ωστόσο, οι SE’s εκτός από τη 
δράση τους ως υπεραντιγόνα παρουσιάζουν και µία επιπλέον εµετική δράση, 
ενώ έχει βρεθεί ότι οι 2 αυτές ιδιότητες των σταφυλοκοκκικών τοξινών 
εντοπίζονται σε 2 διαφορετικές πρωτεϊνικές επικράτειες. Επίσης, µελέτες έχουν 
δείξει ότι γενετικές µεταλλάξεις που µειώνουν την υπεραντιγόνο δράση, 
προκαλούν και αντίστοιχα µείωση της εµετικής δράσης. ∆εν υπάρχουν ακόµα 
αρκετές πληροφορίες σχετικά µε την εµετική δραστηριότητα, στην οποία 
οφείλονται και οι σταφυλοκοκκικές τροφικές δηλητηριάσεις (Staphylococcal 
Food Poisoning, SFP), ενώ έρευνες έχουν δείξει ότι η λούπα Cys που εντοπίζεται 
στη δοµή αρκετών SE’s πιθανόν να είναι σηµαντική για τη συγκεκριµένη δράση. 
Η τροφική δηλητηρίαση χαρακτηρίζεται από εµετό, διάρροια, µυϊκές κράµπες 
και ναυτία που εµφανίζονται µέσα σε λίγες ώρες (1-8 h) µετά τη λήψη 
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µολυσµένης µε στελέχη κυρίως  Staphylococcus aureus τροφής πλούσιας σε σε 
υδατανθράκες και πρωτεΐνες. Η πρόκληση εµετού οφείλεται στον ερεθισµό του 
κέντρου του εµετού του KNΣ µετά τη δράση της εντεροτοξίνης  σε νευρικούς 
υποδοχείς του εντέρου. Πρέπει να σηµειωθεί ότι η τροφική δηλητηρίαση 
οφείλεται µόνο στην ενετροτοξίνη που έχει σχηµατιστεί στα τρόφιµα και όχι στο 
βακτήριο (Robinson R.K et al. 1999, Le Loir Y. et al. 2003, Doyle M.P and 
Beuchat L.R 2007). 
ΙΙ) Εξωτοξίνες: Σε αυτές περιλαµβάνονται η α,  β, γ και δ τοξίνη, οι οποίες 
προκαλούν το σχηµατισµό πόρων και επάγουν προφλεγµονώδεις αλλαγές στα 
κύτταρα των θηλαστικών. 

� Λευκοντονίνη: Παράγεται από τον Staphylococcus aureus και καταστρέφει τα 
λευκά αιµοσφαίρια. Στελέχη που παράγουν την εν λόγω τοξίνη ενοχοποιούνται 
για βαριές λοιµώξεις δέρµατος και µαλακών µορίων. 

� Αποφολιδωτικές τοξίνες: Περιλαµβάνουν τις επιδερµολυτικές τοξίνες Α και Β, 
στις οποίες οφείλεται το σύνδροµο «ζεµατισµένου δέρµατος» (Lowy F.D 1998). 

 

1.2.3.8.2 Πηγές µόλυνσης των τροφίµων µε Staphylococcus aureus 

      Τα στελέχη του Staphylococcus aureus απαντούν στο δέρµα, στις αεροφόρους 
οδούς, στο γαστρεντερικό σωλήνα και στο ουροποιητικό σύστηµα όλων σχεδόν των 
ανθρώπων, καθώς υπολογίζεται ότι περίπου το 30-50% του πληθυσµού είναι φορείς του 
συγκεκριµένου βακτηρίου. Περίπου το 40-60% των στελεχών που έχουν αποµονωθεί 
από τον άνθρωπο είναι εντεροτοξιγόνα, µε πιο κοινά αυτά που παράγουν την 
εντεροτοξίνη Α (SEA). Συνήθως, ο µικροοργανισµός µεταδίδεται στα τρόφιµα από 
άτοµα-φορείς του βακτηρίου που εργάζονται στη µεταποίηση ή εµπορία των 
αντίστοιχων τροφίµων ή από τη χρήση µολυσµένου εξοπλισµού κατά τη διάρκεια 
επεξεργασίας τους. Άλλοι παράγοντες που µπορούν να οδηγήσουν σε µετάδοση του 
βακτηρίου στο τελικό προϊόν περιλαµβάνουν ανεπαρκή ψύξη ή µαγείρεµα των 
τροφίµων, µη σωστή τήρηση των κανόνων προσωπικής υγιεινής και κατανάλωση 
ξαναζεσταµένων πιάτων, µε αποτέλεσµα να επάγεται η παραγωγή τοξίνης. Επίσης, στα 
ζώα ο Staphylococcus aureus εντοπίζεται στο δέρµα και στις βλεννώδεις µεµβράνες, 
ενώ κύρια πηγή µόλυνσης κυρίως του γάλακτος και των γαλακτοκοµικών προϊόντων 
αποτελούν οι προσβεβληµένοι µαστικοί αδένες των αγελάδων και άλλων ζώων (Doyle 
M.P and Beuchat L.R 2007, Robinson R.K et al. 1999). 

 

1.2.3.8.3 Σταφυλοκοκκικές τροφικές δηλητηριάσεις 

      Η σταφυλοκοκκική τροφική δηλητηρίαση (Staphylococcal Food Poisoning, SFP), η 
οποία προκαλείται από την κατανάλωση τροφίµων που περιέχουν σταφυλοκοκκικές 
εντεροτοξίνες αποτελεί την κυριότερη αιτία τροφογενών εξάρσεων παγκοσµίως. Κάθε 
χρόνο στις ΗΠΑ εκτιµάται ότι σηµειώνονται περίπου 25 τροφογενείς εξάρσεις 
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σταφυλοκοκκικής δηλητηρίασης, ενώ στη Γαλλία ο Staphylococcus aureus αποτελεί τη 
δεύτερη αιτία τροφογενών εξάρσεων µετά τη Salmonella (Κeronanton A. et al. 2007, 
Doyle M.P and Beuchat L.R 2007 ). Έχει βρεθεί ότι η  SEA αποτελεί την κυρίαρχη αιτία 
σταφυλοκοκκικής τροφικής δηλητηρίασης ακολουθούµενη σε συχνότητα από τις SED 
και SEC. Το 1985 σηµειώθηκε έξαρση στο Kentucky της Αµερικής, λόγω της 
κατανάλωσης σοκολατούχου γάλακτος το οποίο είχε αποθηκευτεί σε υψηλές 
θερµοκρασίες πριν από την παστερίωση, η οποία προκάλεσε τη θανάτωση του 
βακτηρίου, αλλά όχι και της τοξίνης. Ωστόσο, επιδηµιολογικές µελέτες έχουν δείξει ότι 
το γάλα εµπλέκεται λιγότερο σε τροφογενείς εξάρσεις, λόγω της παστερίωσης, σε σχέση 
µε τα τυριά και την σκόνη γάλακτος, ενώ τα γαλακτοκοµικά προϊόντα που έχουν 
υποστεί ζύµωση θεωρούνται ασφαλή, διότι το ωµό γάλα υπόκειται θερµικές 
επεξεργασίες και τα βακτήρια του γαλακτικού οξέος αναστέλλουν τη σταφυλοκοκκική 
ανάπτυξη. Στην Αγγλία το 53% των σταφυλοκοκκικών τροφικών δηλητηριάσεων που 
σηµειώθηκαν την περίοδο 1969-1990 οφειλόταν στην κατανάλωση προϊόντων κρέατος, 
το 22% στην κατανάλωση πουλερικών και το 8% σε προϊόντα γάλακτος. Αντίθετα, στις 
ΗΠΑ την περίοδο 1975-1982 το 36 % οφειλόταν σε κατανάλωση κρέατος, το 12.3% σε 
σαλάτες, το 11.3% σε πουλερικά και µόλις το 1.4% σε προϊόντα γάλακτος και 
θαλασσινά (Le Loir Y. et al. 2003, Robinson R.K et al 1999). Αξίζει να αναφερθεί ότι η 
µεγαλύτερη έξαρση κρουσµάτων σηµειώθηκε στην Ιαπωνία το 2000, λόγω της 
κατανάλωσης σκόνης γάλακτος, µολυσµένης µε ένα εντεροτοξιγενικό στέλεχος 
Staphylococcus aureus, ενώ στην Κορέα την περίοδο 1981-1995 σηµειώθηκαν 64 
εξάρσεις σταφυλοκοκκικής τροφικής δηλητηρίασης (Jay J.M et al. 2005). 

 

1.3 Μέθοδοι ανίχνευσης των παθογόνων βακτηρίων στα τρόφιµα 

      Οι παραδοσιακές µικροβιολογικές µέθοδοι για τον έλεγχο της ποιότητας των 
τροφίµων αν και εφαρµόζονται αρκετά ακόµη και σήµερα είναι χρονοβόρες και 
απαιτητικές στη διεκπεραίωσή τους, καθώς για την παραλαβή των αποτελεσµάτων 
απαιτούνται αρκετές µέρες και επαναλαµβανόµενα στάδια εµπλουτισµού των 
δειγµάτων. Ωστόσο, τα τελευταία 10-15 χρόνια τείνουν να αντικατασταθούν από τις 
λεγόµενες «γρήγορες» τεχνικές (rapid methods), οι οποίες δίνουν αποτέλεσµα µέσα σε 
λίγα λεπτά ή ώρες, ενώ χαρακτηρίζονται από µεγαλύτερη ευαισθησία, εξειδίκευση και 
ακρίβεια. Οι συγκεκριµένοι µέθοδοι µπορεί να καταταχθούν στις: α) ανοσολογικές, β) 
µοριακές και γ) στα βιοχηµικά kits ταυτοποίησης των µικροοργανισµών και σε 
εξειδικευµένα υποστρώµατα και µέσα (Wilson C.L and Proby S. 2001, Doyle M.P and 
Beuchat L.R 2007). 

 

1.3.1 Μικροβιολογικές µέθοδοι  

      Γενικά, για την ανίχνευση των παθογόνων στα τρόφιµα ακολουθούνται τα εξής 
στάδια: α) προεµπλουτισµός των δειγµάτων σε ένα µη εκλεκτικό µέσο για την 
επιδιόρθωση των τραυµατισµένων κυττάρων και τον πολλαπλασιασµό τους, β) 
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εµπλουτισµό σε ένα εκλεκτικό µέσο, προκειµένου να αυξηθούν τα επίπεδα του 
οργανισµού-στόχου και παράλληλα να ανασταλεί η ανάπτυξη άλλων µικροοργανισµών 
στα τρόφιµα. Στους εκλεκτικούς παράγοντες ανήκουν: αντιβιοτικά, χρωστικές, 
απορρυπαντικά, ανόργανα και οργανικά χηµικά, γ) επίστρωση σε στερεά διαφορικά 
µέσα, τα οποία συνήθως περιέχουν και εκλεκτικούς παράγοντες και δ) εφαρµογή 
βιοχηµικών, ορολογικών ή µοριακών τεστ για την ταυτοποίηση και τον περαιτέρω 
χαρακτηρισµό των στελεχών (Caballero B. et al. 2003, Belei Ge and Jianghong Meng 
2009, Robinson R.K et al. 1999, Wilson C.L and Proby S. 2001). 
      Όσον αφορά την ανίχνευση των στελεχών της Salmonella εφαρµόζονται τα 
συγκεκριµένα στάδια, τα οποία συνιστώνται από τους οργανισµούς ISO, AOACI, 
USDA και FDA. Στα κυριότερα χρησιµοποιούµενα µέσα προεµπλουτισµού 
περιλαµβάνονται το Lactose Broth (LB), το Buffered Peptone Water (BPW), το 
Trypticase Soya Broth (TSB), και το Nutrient broth. Το LB ίσως είναι ακατάλληλο όταν 
εφαρµόζεται για δείγµατα που περιέχουν µεγάλο αριθµό µικροοργανισµών που 
ζυµώνουν τη λακτόζη, διότι η παραγωγή του οξέος µπορεί να αναστείλει την ανάπτυξη 
της Salmonella. Επιπλέον, διάφορες επιφανειοδραστικές ουσίες µπορούν να προστεθούν 
στο µέσο προεµπλουτισµού για τη διευκόλυνση της ανάκτησης των στελεχών 
Salmonella από τρόφιµα µε υψηλή συγκέντρωση λίπους, ενώ οι θερµοκρασίες επώασης 
είναι συνήθως 35-37 οC για 18-24 h. Όσον αφορά τα εκλεκτικά µέσα τα 3 πιο κοινά 
χρησιµοποιούµενα είναι: το Rappaport Vassiliadis (RV) που έχει υιοθετηθεί από το ISO 
και το NCFA, το Selenite cystine (SC) και το τετραθειονικό (ΤΤ). Το κάθε ένα µέσο 
περιέχει διάφορους εκλεκτικούς παράγοντες, π.χ το RV περιέχει MgCl2 και πράσινο του 
µαλαχίτη, το SC περιέχει νιτρικό οξύ του σελενήτη και το ΤΤ πράσινη χρωστική και 
χολικά άλατα. Συνήθως, χρησιµοποιούνται 2 εκλεκτικά µέσα, ενώ για τρόφιµα, µε 
υψηλό µικροβιακό φορτίο η εφαρµογή υψηλών θερµοκρασιών διευκολύνει την 
ανάκτηση της Salmonella από τα τρόφιµα. Η επίστρωση πραγµατοποιείται σε τριβλία 
που περιέχουν εκλεκτικούς παράγοντες, πηγή άνθρακα, πρωτεϊνών, µία χρωστική-
δείκτη, ένα δείκτη υδροθείου και ανόργανα άλατα. Τα συνηθέστερα χρησιµοποιούµενα 
µέσα είναι τα: xylose lysine desoxycholate (XLD), hektoen enteric agar (HE), xylose 
lysine tergitol (XLT-4), bismuth sulphote agar (BS), brilliant green agar (BG). Επίσης, 
για τον βιοχηµικό χαρακτηρισµό των στελεχών Salmonella τα πιο κοινά µέσα άγαρ 
είναι: το TSI (Triple Sugar Iron)  και το LI(Lysine Iron Agar). To TSI αποτελεί δείκτη 
της παραγωγής υδροθείου και της ζύµωσης της γλυκόζης, λακτόζης και σουκρόζης, ενώ 
το LI χρησιµοποιείται για τον έλεγχο του ενζύµου αποκαρβοξυλάση της λυσίνης, το 
οποίο είναι χαρακτηριστικό της Salmonella. Tέλος, τα στελέχη χαρακτηρίζονται 
ορολογικά, καθορίζοντας την αντιγονική τους σύσταση µέσω ανοσοσυγκόλλησης µε 
τους αντίστοιχους ορούς (Tietjen M. and Fung D.Y.C 1995, Robinson R.K et al 1999). 
      Όσον αφορά την ανίχνευση των στελεχών του S. aureus όταν απαντά σε χαµηλούς 
αριθµούς στα τρόφιµα, τότε απαιτείται εµπλουτισµός σε υγρά µέσα που περιέχουν 
NaCl. Τα 2 πιο κοινά εκλεκτικά µέσα αποτελούν το Giolitti και το Cantoni broth. Η 
επίστρωση πραγµατοποιείται σε εκλεκτικά µέσα, όπως είναι το Baird-Parker Agar (BP), 
το οποίο περιέχει κρόκο αυγού και tellurite για διαγνωστικούς λόγους, πυρουβικό και 
γλυκίνη ως εκλεκτικούς αυξητικούς παράγοντες και tellurite µαζί µε χλωριούχο λίθιο ως 
εκλεκτικούς αναστολείς. Οι αποικίες στο BP άγαρ είναι σκούρες, µε ένα άσπρο άκρο, 
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ενώ εµφανίζουν µία θολή ζωνή και µία ζώνη καθαρότητας. Για την επιβεβαίωση των 
στελεχών S. aureus ελέγχεται η παραγωγή κονγκουλάσης και νουκλέασης. 
Τροποποιήσεις του BP άγαρ έχουν γίνει, ώστε να µην υπάρχει ανάγκη περαιτέρω 
ελέγχου. Στον πίνακα 6 παρουσιάζονται τα τεστ που εκτελούνται για τη διάκριση των 
µελών του γένους Staphylococcus από άλλα γένη, ενώ στον πίνακα 7 αυτά που 
εφαρµόζονται για την κατάταξη των στελεχών στο σωστό είδος Staphylococcus 
(Robinson R.K et al 1999). 
 
 
Πίνακας 6: Τεστ για τη διάκριση των µελών του γένους Staphylococcus από άλλα γένη 
παρόµοιας µορφολογίας (Robinson R.K. et al. 1999) 

 
 
 
Πίνακας 7: Χαρακτηριστικά ορισµένων ειδών του γένους Staphylococcus (Robinson 
R.K. et al. 1999) 

 
 
 

1.3.2 Βιοχηµικές δοκιµασίες, ειδικά υποστρώµατα και υλικά 
 
      Ωστόσο, σήµερα για τον γρήγορο βιοχηµικό χαρακτηρισµό των στελεχών 
εφαρµόζονται διαγνωστικές δοκιµασίες που διατίθενται στο εµπόριο, παρουσιάζοντας 
υψηλά επίπεδα ακρίβειας (Πίνακας 8) (≥ 90%). Ενδεικτικά για την ανίχνευση της 
Salmonella εφαρµόζονται το API20E, στο οποίο περιλαµβάνονται 20 κύριες βιοχηµικές 
δοκιµασίες, το EnterotubeII που περιλαµβάνει 12 βιοχηµικές δοκιµασίες και το 
MICRO-ID που περιλαβάνει 15 βιοχηµικές δοκιµασίες απαραίτητες για τη 
διαφοροποίηση των στελεχών της οικογένειας Enterobacteriaceae (Βeilei Ge and 
Jianghong Meng 2009, Tietjen M. and Fung D.Y.C 1995 ). 
      Ακόµη, στο εµπόριο κυκλοφορούν και εκλεκτικά θρεπτικά υλικά που περιέχουν 
χρωµογόνα ή φθορίζοντα υποστρώµατα, διευκολύνοντας την ανίχνευση και την 
καταµέτρηση των παθογόνων βακτηρίων. Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί το 
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υλικό που περιέχει το φθορίζον υπόστρωµα MUG, το οποίο υδρολύεται από το ένζυµο 
β-γλυκουρονιδάση (GUD), απελευθερώνοντας ένα φθορίζον προϊόν το οποίο 
ανιχνεύεται µε UV. Το συγκεκριµένο ένζυµο παράγεται από το 94-96% των στελεχών 
της E. coli (εκτός από το στέλεχος  E. coli Ο157:Η7) και χρησιµοποιείται ως µέσο για 
τη διαφοροποίηση του συγκεκριµένου παθογόνου από άλλους µικροοργανισµούς, ενώ 
έχει βρεθεί ότι και µερικά στελέχη Salmonella και Shigella όπως και µερικά 
κωλοβακτηρίδια δίνουν θετική την αντίδραση της GUD (Jay M.J et al. 2005, Enne de 
Boer and Beumer R.R 1999). Επίσης, αρκετά θρεπτικά υλικά εφαρµόζονται και για την 
ανίχνευση της Salmonella και περιέχουν χρωµογόνα υποστρώµατα για τον έλεγχο της 
δράσης της εστεράσης, της παραγωγής της α-γαλακτοσιδάσης ή της ζύµωσης της X-Gal 
και της προπυλενικής γλυκόλης (Doyle M.P and Beuchat L.R 2007). 
      Επιπλέον, η καταµέτρηση των επιπέδων του ATP µε τη βοήθεια του ενζύµου 
λουσιφεράση είναι ένας χρήσιµος δείκτης για τον έλεγχο της παρουσίας βακτηρίων στα 
τρόφιµα. Συγκεκριµένα, παρουσία του ATP η λουσιφερίνη οξιδώνεται σε 
οξυλουσιφερίνη και το ολικό φως που απελευθερώνεται είναι ευθέως ανάλογο µε την 
ποσότητα του ATP. Στο εµπόριο διατίθενται αρκετά τέτοια kit για την µέτρηση των 
επιπέδων του ATP, ενώ δεν απαιτούν κάποιο στάδιο εµπλουτισµού και µπορούν να 
διεξαχθούν µέσα σε λίγα λεπτά. Ωστόσο, παρουσιάζουν ορισµένους περιορισµούς στους 
οποίους ανήκουν το pH, η θερµοκρασία και η παρουσία αναστολέων της λουσιφεράσης 
(Enne de Boer and Beumer R.R 1999, Caballero B. et al. 2003, Doyle M.P and Beuchat 
L.R 2007). 
      Τέλος, για την καταµέτρηση και την ταυτοποίηση της Salmonella, των 
κολοβακτηριδίων και της E. coli Ο157:Η7 εφαρµόζεται η τεχνική HGMF (ΙSO-grid, 
Ηydrophobic Grid Mmbrane Filter), κατά την οποία τα οµογενοποιηµένα δείγµατα 
τροφίµων φιλτράρονται για την αποµάκρυνση των σωµατιδίων που είναι µεγαλύτερα 
από 5µΜ. Κατόπιν, το δείγµα φιλτράρεται ξανά µέσω της ειδικής µεµβράνης, η οποία 
παγιδεύει τους µικροοργανισµούς στόχους και ακολουθεί τοποθέτησή τους στο 
κατάλληλο άγαρ για την ανάπτυξη των αποικιών (Enne de Boer and Beumer R.R 1999, 
Tietjen M. and Fung D.Y.C 1995 ).  
 

Πίνακας 8: Ορισµένες βιοχηµικές δοκιµασίες για την ταυτοποίηση των 
παθογόνων στα τρόφιµα (Doyle M.P. and Beuchat L.R. 2007). 
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1.3.3 Μοριακές µέθοδοι 
      
       Η ανίχνευση των παθογόνων βακτηρίων στα τρόφιµα, η οποία βασίζεται στις 
µοριακές τεχνικές έχει γνωρίσει πραγµατική επανάσταση κατά τις τελευταίες δεκαετίες, 
καθώς αξιοποιεί τις ανακαλύψεις που έχουν γίνει στο πεδίο της µοριακής βιολογίας. 
∆ύο βασικές τεχνικές εφαρµόζονται για την ανίχνευση και την ταυτoποίηση των 
παθογόνων µικροoργανισµών στα τρόφιµα: i) οι µέθοδοι υβριδισµού και ii) η PCR, η 
οποία έθεσε και τα θεµέλια για το σχεδιασµό και την ανάπτυξη πολλών άλλων µεθόδων 
ενίσχυσης του DNA. Ως DNA-στόχοι επιλέγονται συνήθως γονίδια που σχετίζονται µε 
την µολυσµατικότητα, όπως αυτά που κωδικοποιούν για διάφορες τοξίνες-πχ η 
βεροτοξίνη στην E.coli, η εντεροτοξίνη Β στον S. aureus, η λιστεριολυσίνη στην L. 
monocytogenes, η νευροτοξίνη τύπου Α στο Cl. botulinum και η τοξίνη της χολέρας στο 
V. cholerae και αυτά που σχετίζονται µε µολυσµατικά πλασµίδια, όπως στην περίπτωση 
του Y. enterocolitica. Επίσης, γονίδια που κωδικοποιούν για ειδικά ένζυµα, όπως είναι η 
θερµονουκλεάση (S. aureus), η β-γαλακτοσιδάση, η β-γλυκουρονιδάση (E.coli, 
Shigella) και η συνθετάση της αβεκουόζης και της παρατόζης (Salmonella), αλλά και 
γονίδια που κωδικοποιούν για εξωτερικές µεµβρανικές αντιγονικές ή βλεφαριδικές 
πρωτεΐνες έχουν αποτελέσει συνήθεις στόχους των µοριακών µεθόδων. Τέλος, η χρήση 
αλληλουχιών µε υψηλό αριθµό αντιγράφων, όπως οι αλληλουχίες rDNA και τα ΙS 
στοιχεία αυξάνουν την ευαισθησία της µεθόδου ανίχνευσης των παθογόνων βακτηρίων 
στα τρόφιµα (Scheu P.M. et al. 1998).  
 
 

1.3.3.1 Μέθοδοι υβριδισµού 
 
      Oι βασικοί µέθοδοι υβριδισµού µε ιχνηθέτες που εφαρµόζονται για την ανίχνευση 
των παθογόνων στα τρόφιµα περιλαµβάνουν: i) Υβριδοποίηση αποικιών (colony 
hybridization), ii) υβριδισµός µε αντικατάσταση αλυσίδας και iii) sandwich υβριδισµός. 

i) Υβριδοποίηση αποικιών (Colony hybridization): Αποικίες βακτηρίων που 
αναπτύσσονται σε τριβλία µεταφέρονται σε µεµβράνη nylon ή 
νιτροκυτταρίνης και ακολουθεί αλκαλική ή θερµική επεξεργασία ή 
εφαρµογή ακτινοβολίας για τη λύση των κυττάρων και την αποδιάταξη του 
DNA. Κατόπιν, το µονόκλωνο DNA δεσµεύεται στη µεµβράνη µέσω 
εφαρµογής UV ή θέρµανσης και τέλος προστίθεται ο σηµασµένος µε 
ραδιοϊσότοπα ή µε διγοξυγενίνη ή βιοτίνη ιχνηθέτης, ακολουθεί υβριδισµός 
µε την αλληλουχία DNA-στόχο, ξέπλυµα για την αποµάκρυνση του µη 
δεσµευµένου ιχνηθέτη και ανίχνευση του σήµατος. 

ii) Υβριδισµός µε αντικατάσταση αλυσίδας: Ένας ιχνηθέτης σύλληψης (capture 
probe) µε αλληλουχία συµπληρωµατική της αλληλουχίας-στόχου δεσµεύεται 
σε µία στερεή επιφάνεια και ένας σηµασµένος µικρού µεγέθους ιχνηθέτης 
υβριδίζεται µε αυτόν. Όταν προστεθεί η αλληλουχία-στόχος, τότε αυτή 
υβριδίζεται µε την αλληλουχία του capture probe και απελευθερώνεται στην 
υγρή φάση ο σηµασµένος ιχνηθέτης. 
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iii)  Sandwich υβριδισµός: Πραγµατοποιείται εµπλουτισµός των δειγµάτων 
τροφίµων, λύση των βακτηριακών κυττάρων, απελευθέρωση του rRNA και 
προσθήκη των ολιγονουκλεοτιδικών ιχνηθετών (capture probe και 
σηµασµένος µε φλουορεσκεϊνη ιχνηθέτης). Ταυτόχρονα εισάγεται και µία 
πλαστική στερεή φάση dipstick, η οποία φέρει polydT, ώστε να δεσµεύεται 
µε την polyA ουρά του capture probe. Ο µη δεσµευµένος ιχνηθέτης 
αποµακρύνεται µε ξέπλυµα και η στερεή φάση τοποθετείται σε διάλυµα που 
περιέχει αντιφλουορεσκεϊνη-HRP. Ακολουθεί ξέπλυµα και προσθήκη του 
υποστρώµατος για την χρωµατοµετρική ανίχνευση. 
Το εµπορικά διαθέσιµο kit GENE-TRAK 2ης γενιάς βασίζεται ακριβώς στην 
τεχνική sandwich υβριδισµού και στην ενζυµο-µεσολαβούµενη 
χρωµατοµετρική ανίχνευση που περιγράφηκε πιο πάνω. Στα επόµενης 
γενιάς  GENE-TRAK kit ο ιχνηθέτης ανίχνευσης είναι σηµασµένος 
απευθείας στο 5’ άκρο του µε το ένζυµο horseradish peroxidase (HRP), µε 
αποτέλεσµα την ελαχιστοποίηση των επακόλουθων σταδίων ξεπλύµατος 
(Eικόνα 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 2: Sandwich υβριδισµός: a) Έµµεσο σύστηµα ανίχνευσης 
χρησιµοποιώντας το σύµπλοκο αντι-φλουορεσκεϊνη-HRP, b) Απευθείας 
ανίχνευση µε τη χρήση ιχνηθέτη σηµασµένου µε HRP στο 5’ άκρο του 
(Mozola M.A. 2006). 
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      Όλες οι µέθοδοι υβριδισµού απαιτούν τον προεµπλουτισµό των δειγµάτων, δίνουν 
αποτέλεσµα µετά από ~42-48 h και µπορούν να ανιχνεύσουν ~106-107 CFU. To GENE-
TRAK στοχεύει σε αλληλουχίες του 16S ή του 23S βακτηριακού rRNA και έχει 
εφαρµοστεί για την ανίχνευση αρκετών παθογόνων βακτηρίων, όπως τα Salmonella, L. 
monocytogenes, E. coli, S. aureus, Campylobacter και Y. enterocolitica. Συγκεκριµένα, 
έχει εφαρµοστεί για την ανίχνευση της Salmonella σε 1100 δείγµατα τροφίµων, 
επιτυγχάνοντας 97,7% ευαισθησία και 100% εξειδίκευση (Robinson R.K et al. 1999, 
Scheu P.M. et al. 1998, Mozola M.A 2006, Olsen J.E 2000). 
 
 

1.3.3.2 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
      Γύρω στο 1990 δηµοσιεύτηκαν οι πρώτες PCR µέθοδοι για την ανίχνευση των 
παθογόνων στα τρόφιµα. Από τότε η βελτίωση των τεχνικών προετοιµασίας των 
δειγµάτων και η εµφάνιση νέων µέσων προεµπλουτισµού έχουν καταστήσει την PCR 
ως µία σηµαντική και ευαίσθητη in vitro τεχνική ικανή να πολλαπλασιάσει µία 
αλληλουχία από ένα µόνο µόριο DNA. 
      Γενικά, η PCR µπορεί να εφαρµοστεί είτε για την ταυτοποίηση των βακτηριακών 
στελεχών στο τελευταίο στάδιο των µικροβιολογικών µεθόδων, αντικαθιστώντας τον 
βιοχηµικό ή ορολογικό έλεγχο, είτε για την ανίχνευση των βακτηρίων στα τρόφιµα 
απευθείας ή µετά από επώαση των  δειγµάτων σε ένα κατάλληλο µέσο εµπλουτισµού 
(Rijpens N.P and Herman L.M.F 2002). 
      Ένα τυπικό πρωτόκολλο PCR περιλαµβάνει πολλούς κύκλους (συνήθως 25-35), ο 
καθένας εκ των οποίων περιλαµβάνει επώαση των δειγµάτων σε διαφορετικές 
θερµοκρασίες µε βάση τα ακόλουθα βήµατα (Εικόνα 3): i) Αποδιάταξη 
(Denaturation): To δείγµα θερµαίνεται αρχικά στους 95οC για ~5 min, ώστε τα δίλωνα 
µόρια DNA να αποδιαταχθούν και να παραχθούν οι µονόκλωνες αλυσίδες που θα 
χρησιµεύσουν ως εκµαγεία για τους εκκινητές και την DNA πολυµεράση. 
ii)Υβριδοποίηση (Annealing): H θερµοκρασία µειώνεται γύρω στους 50-65 οC, ώστε οι 
εκκινητές να υβριδοποιηθούν µε τις συµπληρωµατικές τους αλληλουχίες στα µόρια του 
µονόκλωνου DNA. Oι θερµοκρασίες και οι χρόνοι που εφαρµόζονται σε αυτό το στάδιο 
ποικίλλουν ανάλογα µε τις αλληλουχίες που ενισχύονται. iii) Επέκταση (Extension): Η 
θερµοκρασία αυξάνεται στους 72 οC, περιοχή βέλτιστης θερµοκρασίας για τη 
θερµοσταθερή Taq DNA πολυµεράση, ώστε να εκτελέσει τη σύνθεση της 
συµπληρωµατικής αλυσίδας. Ο χρόνος επώασης στους 72 οC ποικίλλει ανάλογα µε το 
µήκος του DNA-στόχου. Τέλος ο χρόνος προέκτασης του τελικού κύκλου διαρκεί 
συνήθως περισσότερο (~10min), έτσι ώστε να δοθεί χρόνος στην πολυµεράση για την 
ολοκλήρωση της προέκτασης όλων των προϊόντων. Το τελικό αποτέλεσµα µίας 
αντίδρασης PCR µετά από n κύκλους είναι η παραγωγή θεωρητικά 2n δίκλωνων µορίων 
DNA που είναι πιστά αντίγραφα της αλληλουχίας DNA που περικλείεται µεταξύ των 
εκκινητών  (Prasad P. and Vidyarthi A.S 2009, Mauer J. 2006).  
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Εικόνα 3: Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
       Ο πιο απλός τρόπος προσδιορισµού των προϊόντων της PCR είναι η 
ηλεκτροφόρηση των προϊόντων σε πηκτή αγαρόζης, η συγκέντρωση της οποίας 
εξαρτάται από το µέγεθος του τµήµατος DNA-στόχου. Οι µέθοδοι υβριδισµού µε τη 
χρήση σηµασµένων ιχνηθετών επιτρέπουν την ανίχνευση των PCR-προϊόντων µε 
αρκετά υψηλή ευαισθησία. Η σήµανση των ανιχνευτών µπορεί να είναι είτε άµεση µε 
τη χρήση ραδιοϊσοτόπων ή φθοριζουσών χρωστικών είτε έµµεση µε τη χρήση των 
συµπλόκων, όπως βιοτίνη-στρεπταβιδίνη (SA), διγοξυγενίνη (DIG)-αντιδιγοξυγενίνη, 
φλουορεσκεϊνη-αντιφλουορεσκεϊνη. Εναλλακτικά, στην αντίστροφη τεχνική υβριδισµού  
πραγµατοποιείται η PCR µε βιοτινυλιωµένους εκκινητές και στη συνέχεια το προϊόν 
PCR υβριδίζεται µε ένα capture probe, ο οποίος είναι δεσµευµένος µε µία µεµβράνη. Η 
προσθήκη SA-αλκαλική φωσφατάση (ALP) και κάποιου χρωµογενικού υποστρώµατος 
οδηγεί στην ανίχνευση του συµπλόκου. Ακόµη, µπορεί να επιτευχθεί ~102-105 φορές 
µεγαλύτερη ευαισθησία, πραγµατοποιώντας PCR µε ένα σηµασµένο µε διγοξυγενίνη 
εκκινητή και µε ένα βιοτινυλιωµένο ανιχνευτή. Το συγκεκριµένο σύµπλοκο µπορεί να 
ποσοτικοποιηθεί µε ELISA µέσω δέσµευσής του µε µία µικροπλάκα καλυµµένη µε SΑ, 
ακολουθούµενη από την προσθήκη ενός συµπλόκου αντιDIG-HRP-Ab. Τέλος, άλλες 
µέθοδοι ανίχνευσης περιλαµβάνουν αλληλούχιση και nested PCR (Wilson C.L and 
Droby S. 2001, Robinson R.K et al. 1999).  
 
 

1.3.3.2.1 Πλεονεκτήµατα και περιορισµοί της εφαρµογής της PCR στα 
τρόφιµα 

  
      Η PCR συγκρινόµενη µε τις µικροβιολογικές µεθόδους χαρακτηρίζεται από υψηλή 
ευαισθησία, η οποία εξαρτάται από τις συνθήκες αντίδρασης, τη σύσταση των τροφίµων 
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και τη µέθοδο ανίχνευσης των PCR-προϊόντων και από υψηλή εξειδίκευση, η οποία 
καθορίζεται από την αλληλουχία των εκκινητικών µορίων και τη θερµοκρασία 
υβριδισµού (Πίνακας 9). Εξαιτίας της υψηλής ευαισθησίας της, επιτρέπει την 
ανίχνευση των παθογόνων βακτηρίων είτε εφαρµοζόµενη απευθείας στα τρόφιµα, είτε 
µετά από κάποιο στάδιο εµπλουτισµού, δίνοντας αποτέλεσµα µέσα σε διάστηµα λίγων 
ωρών (~12-14h) συγκρινόµενη µε τις µεθόδους υβριδισµού (Εικόνα 4). Επίσης, µπορεί 
να εφαρµοστεί για την ανίχνευση ιών, παρασίτων και παθογόνων βακτηρίων για τα 
οποία δεν υπάρχουν κατάλληλα µέσα και µικροβιολογικές µέθοδοι (Wilson C.L and 
Droby S. 2001, Robinson R.K et al. 1999). 
 
 

 
 
Εικόνα 4: Σύγκριση των µικροβιολογικών µεθόδων και των µοριακών µεθόδων για την 
ανίχνευση των παθογόνων βακτηρίων στα τρόφιµα (Robinson R.K. et al. 1999). 
 
 
 
Πίνακας 9: Σύγκριση των µικροβιολογικών µεθόδων και της PCR για την ανίχνευση 
των παθογόνων βακτηρίων στα τρόφιµα (Robinson R.K. et al. 1999). 
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       Ωστόσο, η PCR παρουσιάζει και ορισµένους περιορισµούς/µειονεκτήµατα όταν 
εφαρµόζεται για την ανίχνευση των παθογόνων βακτηρίων στα τρόφιµα. 
      Η PCR µπορεί να οδηγήσει σε ψευδώς θετικά αποτελέσµατα καθώς επιτρέπει την 
ανίχνευση όχι µόνο των βιώσιµων βακτηριακών κυττάρων αλλά και των νεκρών 
κυττάρων. Η χρήση µέσων εµπλουτισµού µπορεί να δώσει λύση στο συγκεκριµένο 
πρόβληµα και να αυξήσει την ευαισθησία της PCR, όταν ο αριθµός του 
µικροοργανισµού-στόχου είναι χαµηλός στα δείγµατα των τροφίµων. Εναλλακτικά, η 
ανίχνευση µόνο των βιώσιµων βακτηρίων µπορεί να επιτευχθεί µε την εφαρµογή της 
PCR που στοχεύει στο βακτηριακό mRNA/rRNA αν και οι συγκεκριµένες µέθοδοι 
χαρακτηρίζονται από χαµηλότερη ευαισθησία σε σχέση µε αυτές που στοχεύουν στο 
DNA. 
      Aκόµη, άλλη δυσκολία στην εκτέλεση της PCR είναι η παρουσία αναστολέων στα 
τρόφιµα. Ψευδώς αρνητικά αποτελέσµατα µπορεί να οφείλονται σε αποικοδόµηση του 
DNA-στόχου ή των εκκινητών από τις νουκλεάσες, στην παρουσία συστατικών που 
χηλώνουν το Mg+2 και σε αναστολή της DNA πολυµεράσης. Μελέτες έχουν δείξει ότι 
υψηλά επίπεδα λαδιού, άλατος, υδατανθράκων και αµινοξέων δεν έχουν ανασταλτική 
δράση, ενώ αντίθετα η καζεΐνη, τα Ca+2, τα πολυφαινολικά συστατικά, το γλυκογόνο, οι 
πρωτεϊνάσες, οι σύνθετοι πολυσακχαρίτες, το λίπος και ορισµένα συστατικά των µέσων 
εµπλουτισµού µπορούν να αναστείλουν την PCR. 
      Αρκετές µέθοδοι προετοιµασίας των δειγµάτων έχουν περιγραφεί για την 
αποµάκρυνση των ανασταλτικών συστατικών των τροφίµων (Πίνακας 10).  
 
 
Πίνακας 10: Μέθοδοι προετοιµασίας των δειγµάτων για την PCR ανίχνευση των 
παθογόνων βακτηρίων (Lantz P.-G. et al. 1994). 
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Στις φυσικές µεθόδους ανήκουν: α) η αραίωση των δειγµάτων. Στη συγκεκριµένη 
περίπτωση η ευαισθησία της PCR µειώνεται ανάλογα µε τον παράγοντα αραίωσης. 
Χαρακτηριστικά αναφέρεται ότι σε συγκεντρώσεις γάλακτος <0.05% και σε c=1-10% 
σχηµατιζόταν προϊόν της PCR, αλλά όχι όµως και σε c>10% , λόγω της περίσσειας µίας 
πρωτεάσης που αποικοδοµεί την DNA πολυµεράση, β) η χρήση µέσων εµπλουτισµού, 
γ) η φυγοκέντρηση και δ) η διήθηση. Επίσης, µπορεί να πραγµατοποιηθεί λύση των 
βακτηριακών κυττάρων µε την εφαρµογή υψηλής θερµοκρασίας και την επεξεργασία µε 
πρωτεάσες (πρωτεϊνάση Κ), απορρυπαντικά, όπως το SDS και το Triton-X-100, 
ακολουθούµενη από τον καθαρισµό του DNA µε τη χρήση οργανικών διαλυτών 
(φαινόλη/χλωροφόρµιο) και την καθίζησή του µε αιθανόλη. Εναλλακτικά,  µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν ανιονικές στήλες συγγένειας που δεσµεύουν το DNA ή η Chelex 100 
ρητίνη, η οποία χηλώνει πολυσθενή µεταλλικά ιόντα, προστατεύοντας έτσι το DNA από 
την αποικοδόµησή του. Άλλη µέθοδος για τον διαχωρισµό των βακτηρίων από τα 
τρόφιµα αποτελεί ο ανοσοµαγνητικός διαχωρισµός (IMS), όπου µονοκλωνικά 
αντισώµατα ειδικά για τον µικροοργανισµό ακινητοποιούνται πάνω σε µαγνητικά 
σφαιρίδια και προστίθενται στα δείγµατα. Βασικό πρόβληµα της συγκεκριµένης 
τεχνικής είναι η παρεµβολή των σωµατιδίων των τροφίµων στο σύµπλοκο αντισώµατος-
µικροοργανισµού. Τέλος, η προσθήκη αλβουµίνης (BSA) εφαρµόζεται κυρίως για 
δείγµατα που περιέχουν πρωτεάσες ή φαινολικά συστατικά (Lantz P.-G. et al. 1994, 
Mauer J. 2006, Scheu P.M et al. 1998, Rodriguez L.D and Hernandez M. 2006). 
 
 

1.3.3.2.2 Εφαρµογές της PCR για την ανίχνευση της Salmonella στα 
τρόφιµα 

 
      Οι Rahn et al. (1992) σχεδίασαν εκκινητές για την ανίχνευση όλων των οροτύπων 
της Salmonella που στόχευαν στο γονίδιο invA. Η ανίχνευση του αναµενόµενου 
προϊόντος των 284bp πραγµατοποιήθηκε µε ηλεκτροφόρηση σε 2% gel αγαρόζης, ενώ 
για την επαλήθευση των αποτελεσµάτων, ακολούθησε υβριδισµός ενός 32P-σηµασµένου 
τµήµατος του γονιδίου invA µε το προϊόν της PCR. Η ανίχνευση του 99.4% των 
στελεχών Salmonella έδειξε ότι το invA γονίδιο αποτελεί κατάλληλο στόχο για την 
PCR-ανίχνευση της (Rahn K. et al. 1992, Harris L.J. and Griffiths M.W. 1992).    
      Oι Ferreti et al. (2001) πραγµατοποίησαν PCR για την ανίχνευση της Salmonella σε 
τεχνητά και φυσικά µολυσµένο σαλάµι ιταλικής προέλευσης µε εκκινητές που στόχευαν 
σε µία συντηρηµένη αλληλουχία 389 bp µέσα στο γονίδιο invA, µετά από εµπλουτισµό 
των δειγµάτων για 6 h σε Buffered Peptone Water (BPW). Τα αποτελέσµατα της 
συγκεκριµένης µεθόδου είχαν απόλυτη συσχέτιση µε  εκείνα που λήφθηκαν µε τις 
µικροβιολογικές µεθόδους (Ferreti R. et al. 2001). Σε µία άλλη έρευνα ανίχνευσης της 
Salmonella σε δείγµατα κοτόπουλου µελέτησαν την επίδραση των διαφορετικών µέσων 
εµπλουτισµού στην ευαισθησία και στην εξειδίκευση της PCR, την ελάχιστη χρονική 
περίοδο εµπλουτισµού και το ελάχιστο βακτηριακό φορτίο που µπορεί να ανιχνευτεί µε 
την PCR. ∆ιαπιστώθηκε ότι η µεγαλύτερη ευαισθησία επιτυγχάνεται µετά από 
προεµπλουτισµό σε BPW, ακολουθούµενο από εκλεκτικό εµπλουτισµό σε TT-H, ενώ ο 
ελάχιστος χρόνος προεµπλουτισµού και το ελάχιστο βακτηριακό φορτίο βρέθηκε ότι 
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ήταν 8h και 128 CFU/ml αντίστοιχα (Myint M.S et al. 2006). Οι Saroj et al. (2008) 
πραγµατοποίησαν µία πρώτη PCR µε εκκινητές τους TS11 και TS4 και ακολούθως το 
προϊόν αυτής της PCR χρησιµοποιήθηκε ως µήτρα για την nested PCR µε εκκινητές 
τους TS11 και TS5 για την ανίχνευση της Salmonella σε τεχνητά µολυσµένα τρόφιµα 
(καρότο, κοτόπυλο, αγγούρι), µετά από εµπλουτισµό σε Lactose broth για 6 h. Για 
φυσικά µολυσµένα τρόφιµα (κοτόπουλο, ψάρι, βλαστοί) βρέθηκε ότι ο πιο 
αποτελεσµατικός ήταν ο εµπλουτισµός στο µέσο Rappaport Vassiliadis (Saroj S.D. et 
al. 2008). Σε µία άλλη µελέτη πραγµατοποίησαν PCR για την ανίχνευση της Salmonella 
σε τρόφιµα µετά από προεµπλουτισµό των δειγµάτων ακολουθούµενο από διήθηση, 
συγκέντρωση των βακτηρίων και αποµάκρυνση των ανασταλτικών συστατικών των 
τροφίµων µε ανοσοµαγνητικό διαχωρισµό (Jenikova G. et al. 2000). 
      Σε άλλες µελέτες πραγµατοποίησαν multiplex PCR για την ταυτόχρονη ανίχνευση 
της Salmonella και άλλων παθογόνων σε διάφορα είδη τροφίµων (Yong Li and 
Mustapha A. 2004, Fratamico P.M and Strobaugh T.P 1998, Kim J. et al. 2006). 
Επίσης, η απευθείας ανίχνευση της Salmonella µε την PCR χωρίς επώαση σε κάποιο 
µέσο εµπλουτισµού έχει εφαρµοστεί σε ελάχιστες περιπτώσεις. Συγκεκριµένα, η 
ευαισθησία της PCR σε 96 φυσικά µολυσµένα δείγµατα κρέατος βρέθηκε ότι ήταν 0.92, 
συγκρινόµενη µε εκείνη των µικροβιολογικών µεθόδων η οποία ήταν χαµηλότερη και 
ίση µε 0.50 (Olsen J.E 2000). 
      Σήµερα, διατίθενται στο εµπόριο αρκετά kit τα οποία βασίζονται στην PCR για την 
ανίχνευση της Salmonella στα τρόφιµα. Το πρώτο και πιο γνωστό kit που κυκλοφόρησε 
ήταν το BAX system της Qualicon το οποίο περιλαµβάνει µη εκλεκτικό εµπλουτισµό 
των δειγµάτων για 18-24 h ακολουθούµενο από επώαση σε ένα εκλεκτικό µέσο (BHI) 
για ~3h. Κατόπιν, τα βακτηριακά κύτταρα λύονται µε επώαση σε υψηλή θερµοκρασία 
και επεξεργασία µε πρωτεάση και τα προϊόντα της PCR ανιχνεύονται µε 
ηλεκτροφόρηση σε gel αγαρόζης (Robinson R.K et al. 1999, Mozola M.A 2006). Σε µία 
µελέτη εφάρµοσαν το BAX σύστηµα για την ανίχνευση της   Salmonella   σε τεχνητά 
και φυσικά µολυσµένα τρόφιµα και βρέθηκε 98.6% και 95.8% συµφωνία µε τις 
µικροβιολογικές µεθόδους αντίστοιχα (Bennett A.R et al. 1998).  
      Άλλο διαθέσιµο kit είναι το Probelia σύστηµα της Sanofi Diagnostics Pasteur, το 
οποίο βασίζεται στην PCR ενίσχυση του γονιδίου iagA της Salmonella ακολουθούµενη 
από ανίχνευση των προϊόντων µέσω υβριδισµού µε σηµασµένους µε υπεροξιδάση 
ιχνηθέτες σε µικροπλάκες. Οι Wan J. et al. (2000) εφάρµοσαν το Probelia σύστηµα για 
την ανίχνευση της Salmonella σε τεχνητά µολυσµένα δείγµατα σκόνης γάλακτος και 
τυριών (ricotta cheese) και τα αποτελέσµατα που λήφθηκαν σχετίζονταν απόλυτα µε 
αυτά από τις µικροβιολογικές µεθόδους (Australian Standard Method) (Wan J. et al. 
2000). 
 
 

1.3.3.2.3 Εφαρµογές της PCR για την ανίχνευση του Staphylococcus aureus 
στα τρόφιµα 

 
      Oι Alarcon B. et al. (2006) εφάρµοσαν PCR µε εκκινητές που στόχευαν στο γονίδιο 
nuc για την ανίχνευση του Staphylococcus aureus σε τεχνητά µολυσµένα δείγµατα 
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κρέατος και στη συνέχεια πραγµατοποίησαν RTQ-PCR SYBR Green I και TaqMan 
αντίστοιχα, ώστε να αυξηθεί η ευαισθησία της PCR. Ακόµη, εξέτασαν και 164 φυσικά 
µολυσµένα τρόφιµα µε PCR και µικροβιολογικές µεθόδους και βρέθηκε συσχέτιση 
µεταξύ των 2 µεθόδων ~ 93.3% (Alarcon B. et al. 2006). Σε µία άλλη µελέτη 
πραγµατοποίησαν PCR για την ανίχνευση των εντεροτοξιγόνων στελεχών 
Staphylococcus aureus σε τεχνητά µολυσµένο σκόνη γάλακτος, µε εκκινητές που 
στόχευαν στα γονίδια των σταφυλοκοκκικών εντεροτοξινών B και C (entB και entC1) 
και στο γονίδιο nuc. Μετά από ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR σε 2% gel 
αγαρόζης, ανιχνεύτηκαν 100pg καθαρού DNA, ενώ η ευαισθησία αυξήθηκε σε 1fg όταν 
εφαρµόστηκε αµέσως µετά nested PCR (Wilson et al. 1991). Παροµοίως, σε άλλη 
έρευνα εφαρµόστηκε η PCR για την ανίχνευση των εντεροτοξιγόνων στελεχών 
Staphylococcus aureus τύπου A, D και Ε σε τεχνητά µολυσµένα κρέατα και ψάρια, 
στοχεύοντας σε γονίδια των εντεροτοξινών entA, entD και entE (Tsen H.-Y. and Chen 
T.-R. 1992). Οι Elizaquivel P. and Aznar R. (2008) εξέτασαν την ευαισθησία 4 kit 
αποµόνωσης του DNA του Staphylococcus aureus και άλλων 3 παθογόνων σε τεχνητά 
µολυσµένα φρέσκα και ελάχιστα επεξεργασµένα λαχανικά, εκτιµώντας κάθε φορά τα 
προϊόντα της PCR που λαµβάνονταν (Elizaquivel P. and Aznar R. 2008). 
      Οι ίδιοι συγγραφείς σε µία άλλη δηµοσίευσή τους πραγµατοποίησαν multiplex real 
time PCR (SYBR Green και TaqMan) για την ταυτόχρονη ανίχνευση σε φρέσκα και 
ελάχιστα επεξεργασµένα λαχανικά του Staphylococcus aureus και άλλων 2 παθογόνων 
(Elizaquivel P. and Aznar R. 2008). Οι Wang R.-F. (1997) πραγµατοποίησαν PCR για 
την ανίχνευση 13 παθογόνων (µεταξύ των οποίων και του  
Staphylococcus aureus) σε δείγµατα θαλλασσινών τροφών και µαλακών τυριών, 
εφαρµόζοντας τις ίδιες PCR συνθήκες για όλα τα παθογόνα βακτήρια. Για την 
επιβεβαίωση των αποτελεσµάτων πραγµατοποιήθηκε υβριδισµός των PCR προϊόντων 
µε 32P ιχνηθέτες καθώς και nested PCR (Wang R.-F. 1997). 
      Aρκετά λίγες δηµοσιεύσεις υπάρχουν για την απευθείας ανίχνευση του  
Staphylococcus aureus χωρίς τη µεσολάβηση του σταδίου εµπλουτισµού. Οι Yang Y. et 
al. (2007) πραγµατοποίησαν PCR µε εκκινητές που στόχευαν στο γονίδιο της 
θερµοσταθερής νουκλεάσης (nuc) για την απευθείας ανίχνευση του Staphylococcus 
aureus σε τεχνητά µολυσµένα γαλακτοµικά προϊόντα (γάλα και τυριά) (Yang Y. et al. 
2007). Επίσης, σε µία άλλη µελέτη ανίχνευσαν απευθείας µε PCR στελέχη 
Staphylococcus aureus σε τεχνητά µολυσµένα τρόφιµα, στοχεύοντας σε γονίδια των 
εντεροτοξινών, µετά από επώαση σε πρωτεϊνάση Κ και αποµόνωση του DNA µε 
φαινόλη/χλωροφόρµιο (Cardian U. 1995). 
      Στο εµπόριο διατίθενται και kit που βασίζονται στην PCR για την ανίχνευση του 
Staphylococcus aureus στα τρόφιµα µε πιο γνωστό αυτό της Biotecon Diagnostics. Το 
πρωτόκολλο που ακολουθείται περιλαµβάνει εµπλουτισµό των δειγµάτων, καθαρισµό, 
ενίσχυση µε PCR και ανίχνευση µε ELISA (Robinson R.K. et al. 1999).  
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1.3.4 Άλλες µέθοδοι ενίσχυσης και ανοσοενζυµικές τεχνικές για την ανίχνευση 
των παθογόνων βακτηρίων στα τρόφιµα 

 
      Σηµαντική εξέλιξη στην PCR αποτελεί σήµερα η χρήση ποσοτικοποιητικών 
µεθόδων PCR πραγµατικού χρόνου (real time PCR) που επιτρέπουν τη µέτρηση της 
ποσότητας των προϊόντων και κατ’ επέκταση την παρακολούθηση του ρυθµού 
πολλαπλασιασµού ενός µορίου-στόχου σε όλη τη διάρκεια της PCR. Υπάρχουν 2 
διαφορετικές προσεγγίσεις για τον προσδιορισµό της ποσότητας του προϊόντος της 
PCR: α) αυτές που είναι ανεξάρτητες από την αλληλουχία-στόχο και περιλαµβάνουν 
χρωστικές φθορισµού (πχ SYBR Green I), οι οποίες εισχωρούν στις αύλακες του 
dsDNA και β) αυτές που κάνουν χρήση ολιγονουκλεοτιδικών ιχνηθετών, οι οποίοι 
υβριδοποιούνται µε µία εσωτερική αλληλουχία του µορίου-στόχου. 
      Στην τελευταία κατηγορία ανήκει ένα ειδικό ολιγονουκλεοτίδιο-ιχνηθέτης που 
σηµαίνεται στο 5’ άκρο του µε ένα φθορίζον µόριο αναφοράς (reporter dye) και στο 3’ 
άκρο του µε ένα µόριο-αποσβέστη (quencher dye). Κατά την PCR οι εκκινητές 
συνδέονται µε την αλληλουχία-στόχο και ο ιχνηθέτης καταστρέφεται από την Taq DNA 
πολυµεράση, η οποία έχει δράση 5’ εξωνουκλεάσης µε αποτέλεσµα την αποµάκρυνση 
του φθορίζοντος µορίου από το µόριο αποσβέστη και την επακόλουθη παραγωγή 
σήµατος φθορισµού (TaqMan assay). Oι Chen et al. εφάρµοσαν το TaqMan assay για 
την ανίχνευση της Salmonella σε φυσικά µολυσµένα τρόφιµα, στοχεύοντας στο γονίδιο 
invA. Η συσχέτιση που πέτυχαν µε τις µικροβιολογικές µεθόδους ήταν 98%, ενώ στα 
ίδια αποτελέσµατα κατέληξαν και οι Kimura et al. (Mozola M.A 2006). 
      Πρόσφατα, στην τελευταία κατηγορία ανήκει και ένα ολιγονουκλεοτίδιο-ιχνηθέτης, 
γνωστός και ως µοριακός φάρος (molecular beacon), ο οποίος συνίσταται από µία δοµή 
στελέχους-βρόγχου που φέρει στο ένα άκρο του τη φθορίζουσα οµάδα και στο άλλο 
άκρο του το µόριο-αποσβέστη. Όταν, ο ιχνηθέτης θερµανθεί και υβριδοποιηθεί µε την 
αλληλουχία-στόχο, η διαµόρφωσή του αλλάζει και η φθορίζουσα οµάδα αποµακρύνεται 
από το µόριο αποσβέστη µε αποτέλεσµα την εκποµπή φωτός. Πρόσφατα, έχει 
κυκλοφορήσει στο εµπόριο 1 kit το iQ-check (BioRad) το οποίο βασίζεται στο µοριακό 
φάρο και βρέθηκε ότι η ευαισθησία του είναι ~87%. Οι Liming and Bragwat εφάρµοσαν 
το iQ-check για την ανίχνευση της Salmonella σε φρούτα και λαχανικά και βρέθηκε 
απόλυτη συσχέτιση µε τις µικροβιολογικές µεθόδους. Άλλο εµπορικά διαθέσιµο kit για 
το οποίο δεν υπάρχουν ακόµα δηµοσιεύσεις είναι το Genevision (Warnex) (Mozola M.A 
2006, Watson J.D. et al. 2007). 
      Μία µέθοδος ενίσχυσης που δεν βασίζεται στην PCR είναι η NASBA (nucleic acid 
sequence-based amplification), η οποία χρησιµοποιείται για την ανίχνευση του RNA και 
περιλαµβάνει 3 ένζυµα: την Τ7-RNA-πολυµεράση, την RNase H και την αντίστροφη 
µεταγραφάση. Στη συγκεκριµένη µέθοδο η αντίστροφη µεταγραφάση και η RNase H 
παράγουν ένα δίκλωνο µόριο cDNA από µία RNA-αλληλουχία στόχο, το οποίο στη 
συνέχεια µεταγράφεται από την Τ7-RNA-πολυµεράση για την παραγωγή πολλαπλών 
µεταγράφων RNA. Η αντίδραση πραγµατοποιείται στους 41οC  για 1-2 h και το τελικό 
προϊόν ανιχνεύεται συνήθως µε υβριδισµό µε ιχνηθέτες. Ο Cook χρησιµοποίησε τη 
συγκεκριµένη τεχνική για την ανίχνευση παθογόνων στα τρόφιµα. Τα όρια ανίχνευσης 
και τα µέσα εµπλουτισµού που εφαρµόστηκαν για τη Salmonella ήταν παρόµοια µε 
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εκείνα που χρησιµοποιήθηκαν για την PCR ανίχνευσή της (Μοzola M.A. 2006, 
Rodriguez L.D. and Hernandez M. 2006). 
      Από την άλλη οι ανοσοενζυµικές µέθοδοι συνεχίζουν και σήµερα να αποτελούν τη 
µεγαλύτερη οµάδα µεθόδων που εφαρµόζονται για την ανίχνευση των παθογόνων στα 
τρόφιµα και περιλαµβάνουν δοκιµασίες συγκόλλησης, ανοσοδιάχυση και 
ανοσοπροσροφητικές ενζυµικές δοκιµασίες (ELISA) (Doyle M.P. and Beuchat L.R. 
2007). Συγκεκριµένα, στις δοκιµασίες συγκόλλησης, χρησιµοποιούνται έγχρωµα 
σφαιρίδια latex επικαλυµµένα µε αντισώµατα, τα οποία καθιζάνουν παρουσία του 
βακτηριακού αντιγόνου. Αρκετά kit κυκλοφορούν στο εµπόριο και επιτρέπουν την 
ανίχνευση της Salmonella, του S. aureus, του Campylobacter και άλλων παθογόνων 
βακτηρίων. Το Salmonella 1-2 τεστ είναι δοκιµασία ανοσοδιάχυσης, η οποία 
εφαρµόζεται κυρίως για την ανίχνευση της Salmonella. Περιλαµβάνει µία πλαστική 
συσκευή, η οποία αποτελείται από ένα κάθετο τµήµα που περιέχει ένα ηµιστερεό άγαρ 
στο οποίο τοποθετείται αντίσωµα ειδικό για το βλεφαριδικό αντιγόνο της Salmonella 
και από ένα οριζόντιο τµήµα που περιέχει ένα εκλεκτικό µέσο στο οποίο εφαρµόζεται 
µικρή ποσότητα προεµπλουτισµένου δείγµατος τροφίµων. Σε περίπτωση µόλυνσης του 
τροφίµου από το παθογόνο, το βακτήριο αναπτύσσεται στο εκλεκτικό µέσο και το 
αντιγόνο του διαχέεται µέχρι να συναντήσει το αντίστοιχο αντίσωµα, σχηµατίζοντας µία 
γραµµή ανοσοκαθίζησης. Τέλος, η ELISA αποτελεί την πιο ευρέως χρησιµοποιούµενη 
µέθοδο ανίχνευσης παθογόνων στα τρόφιµα. Υπάρχουν αρκετές παραλλαγές της 
ELISA, αλλά η sandwich είναι αυτή που εφαρµόζεται πιο συχνά. Σε αυτή την 
περίπτωση ένα αντίσωµα προσροφάται στη µικροπλάκα, ακολουθεί επώαση µε το 
εµπλουτισµένο δείγµα τροφίµων, εφαρµογή ενός δεύτερου αντισώµατος το οποίο είναι 
συνδεδεµένο µε ένα ειδικό ένζυµο (ALP ή HRP) και τέλος προσθήκη του 
υποστρώµατος για την παραγωγή έγχρωµου προϊόντος (Doyle M.P. and Beuchat L.R. 
2007). 
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1.4 Σκοπός 
 
      Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η ανίχνευση των εντεροπαθογόνων βακτηρίων 
Salmonella και Staphylococcus aureus σε επεξεργασµένα τρόφιµα φυτικής προέλευσης 
µε εφαρµογή της µοριακής µεθόδου PCR. Αναλυτικά οι επιµέρους στόχοι είναι οι εξής: 
 

� Η προτύπωση των συνθηκών της αντίδρασης PCR 
� Ο έλεγχος της αξιοπιστίας της µεθόδου 
� Η σύγκριση των αποτελέσµατων της PCR µε εκείνα από τον µακροσκοπικό 

έλεγχο των καλλιεργητικών θρεπτικών υλικών   
� Η εκτίµηση των επιπέδων ευαισθησίας της PCR, ακολουθώντας τη µέθοδο της 

τεχνητής επιµόλυνσης. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

2.1 ∆είγµατα  
 

2.1.1 ∆είγµατα επεξεργασµένων τροφίµων φυτικής προέλευσης 
 

      Η συλλογή των δειγµάτων έγινε τους µήνες Σεπτέµβριο και ∆εκέµβριο του 2009 
από την περιοχή της Λάρισας σε αποστειρωµένα πλαστικά δοχεία. Συνολικά, 
συλλέχτηκαν 12 είδη τροφίµων, εκ των οποίων τα 4 προέρχονταν από την ετήσια τοπική 
εµπορική πανήγυρη, 2 ήταν προϊόντα που κυκλοφορούσαν στα supermarkets, 4 ήταν 
από ζαχαροπλαστεία και 2 προέρχονταν από fastfood (Πίνακας 11).  
 

Πίνακας 11: ∆είγµατα επεξεργασµένων τροφίµων φυτικής προέλευσης. 
 

∆είγµατα τροφίµωνa Προέλευση 

1. Χαλβάς φαρσάλων µε άµυλο 
αραβοσίτου  [XI] 

      ζαχαροπλαστείο 

2. Χαλβάς φαρσάλων µε άµυλο 
ρυζιού [XII] 

ζαχαροπλαστείο 

3. Χαλβάς φαρσάλων µε άµυλο 
πατάτας [XIII] 

ζαχαροπλαστείο 

4. Κάστανο                          
(γλυκό του κουταλιού) [Κσ]  

ζαχαροπλαστείο 

5. Ρύζι [Ρ]  fastfood 

6. Φασόλια [Φα] fastfood 

7. Καρύδια [Κρ] εµπορική πανήγυρη 

8. Cashews [C] εµπορική πανήγυρη 

9. Φουντούκια [Φο] εµπορική πανήγυρη  

10. Ινδική καρύδα [Ι] εµπορική πανήγυρη  

11. Τοµατοπολτός [Τ] supermarket 

12. Ελιές [Ε] supermarket 

 
a
Τα γράµµατα µέσα σε κάθε αγκύλη συµβολίζουν τα αντίστοιχα είδη τροφίµων.  
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2.1.2 Στελέχη βακτηρίων  
 

           Τα βακτηριακά στελέχη Salmonella Enteritidis και Staphylococcus aureus που 
χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη ως θετικοί µάρτυρες αποµονώθηκαν από 
κλινικά δείγµατα σε θρεπτικά υποστρώµατα αιµατούχου άγαρ (Biomérieux, France) και 
SS άγαρ (Biomérieux, France) αντίστοιχα και ταυτοποιήθηκαν από το Πανεπιστηµιακό 
Γενικό Νοσοκοµείο Λάρισας-Μικροβιολογικό Εργαστήριο (κ. Ε.Πετεινάκη).  

 

2.2 Μέθοδοι 

2.2.1 Προετοιµασία των δειγµάτων τροφίµων  

� Τα δείγµατα τροφίµων κόβονται ασηπτικά σε µικρά κοµµάτια και 1gr τοποθετείται 
σε 3 ml εµπλουτιστικού θρεπτικού ζωµού TSB (Tryptic Soya Broth, Biomérieux, 
Γαλλία). 

� Ακολουθεί επώαση των δειγµάτων για 5 h στους 37ο C. 
� Μετά την διέλευση των 5 h τα δείγµατα φυγοκεντρούνται στις 3500 rpm για 1 min 

για καθίζηση των υπολειµµάτων τροφής.  
� Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο falcon και προστίθενται 2,5 ml θρεπτικού 

ζωµού TSB. 
� Ακολουθεί επώαση των δειγµάτων για 24h στους 37 ο C. 

 

2.2.2 Καλλιέργεια σε στερεά θρεπτικά υλικά 

Μετά τον εµπλουτισµό στο θρεπτικό µέσο TSB στους 370C για 24 h, για κάθε ένα 
από  τα υπό εξέταση δείγµατα τροφίµων, πραγµατοποιείται επίστρωση 10 µl στα 
καλλιεργητικά θρεπτικά υλικά (Biomerieux, France) που παρουσιάζονται στον 
πίνακα 12. Ακολουθεί επώαση των τριβλίων στους 37ο C για 24 h. Όσον αφορά το 
Staphylococcus aureus, οι ύποπτες αποικίες ελέγχονται για την παραγωγή 
καταλάσης και κονγκουλάσης µε την εφαρµογή δοκιµασίας καταλάσης και 
κονγκουλάσης (Slidex Staph, Biomerieux, France) .         

Πίνακας 12: Καλλιεργητικά θρεπτικά υλικά 

Καλλιεργητικά Θρεπτικά Υλικάa 

[1] SS άγαρ 

[2] Mac Conkey 

[3] Σοκολατόχρωµο άγαρ 

[4] Αιµατούχο άγαρ  

a 
Ο αριθµός της κάθε αγκύλης συµβολίζει τα αντίστοιχα καλλιεργητικά θρεπτικά υλικά. 
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2.2.2.1  Στερεά θρεπτικά υλικά ανάπτυξης των µικροοργανισµών  

      Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, τα στερεά θρεπτικά υλικά που χρησιµοποιήθηκαν 
στην παρούσα µελέτη ήταν: το αιµατούχο άγαρ, το σοκολατόχρωµο άγαρ, το Mac 
Conkey και το SS άγαρ. 

      To αιµατούχο άγαρ είναι ένα εµπλουτισµένο θρεπτικό υλικό που παρασκευάζεται 
µε προσθήκη (σε υγροποιηµένο θρεπτικό άγαρ που έχει ψυχθεί στους 45 ο C) αίµατος 
(συνήθως αίµα ίππου ή προβάτου) σε συγκέντρωση 5-10%. Χρησιµοποιείται για την 
αποµόνωση απαιτητικών µικροοργανισµών (Gram+ και Gram– βακτήρια) και για τον 
έλεγχο της αιµολυτικής ικανότητας των βακτηρίων (α-αιµόλυση, β-αιµόλυση). 
Συγκεκριµένα, στο αιµατούχο άγαρ τα στελέχη S. aureus σχηµατίζουν αποικίες κίτρινου 
χρώµατος οι οποίες περιβάλλονται από διαυγή ζώνη (β-αιµόλυση), η οποία οφείλεται 
στην πλήρη αιµόλυση των ερυθρών αιµοσφαιρίων, λόγω παραγωγής αιµολυσίνης. Στο 
αιµατούχο άγαρ τα στελέχη Salmonella σχηµατίζουν αντίστοιχα υγρές αποικίες 
διαµέτρου 2-3 mm. 
      To σοκολατόχρωµο άγαρ είναι ένα θρεπτικό υλικό που παρασκευάζεται µε την 
προσθήκη αίµατος στους 70 ο C, µε αποτέλεσµα την αυτόµατη λύση των ερυθρών 
αιµοσφαιρίων. Χρησιµοποιείται κυρίως για την αποµόνωση απαιτητικών 
µικροοργανισµών που ανήκουν στα γένη Neisseria, Haemophilus και Streptococcus 
pneumonia, αλλά γενικά είναι ένα υλικό που επιτρέπει την ανάπτυξη όλων των Gram + 
και Gram – βακτηρίων. 
      Το Mac Conkey άγαρ (χωρίς crystal violet) είναι ένα διαχωριστικό και εκλεκτικό 
υλικό κατάλληλο για την αποµόνωση των εντεροβακτηριακών. Αναστέλλει την 
ανάπτυξη των Gram+ 

βακτηρίων, λόγω της περιεκτικότητάς του σε κρυσταλλικό ιώδες 
(crystal violet). Επιπλέον επιτρέπει τον διαχωρισµό των εντεροβακτηριακών σε εκείνα 
που ζυµώνουν τη λακτόζη και σε εκείνα που δεν την ζυµώνουν, βάσει της λακτόζης την 
οποία περιέχει. Οι οργανισµοί που ζυµώνουν τη λακτόζη παράγουν οξύ, το οποίο 
παρουσία του ουδέτερου ερυθρού δείκτη (neutral red), οδηγεί στο σχηµατισµό 
ερυθρών/ροζ αποικιών, ενώ οι οργανισµοί που δεν ζυµώνουν τη λακτόζη (όπως η 
Salmonella) χρησιµοποιούν την πεπτόνη, προκαλώντας αλκαλοποίηση του υλικού, 
οδηγώντας έτσι στο σχηµατισµό άχρωµων αποικιών.  
      To SS άγαρ είναι ένα εκλεκτικό και διαφορικό µέσο για την αποµόνωση παθογόνων 
εντερικών βακίλων, ιδιαίτερα αυτών που ανήκουν στο γένος Salmonella. Αναστέλλει 
την ανάπτυξη των Gram + 

και των άλλων εντεροβακτηριδίων, λόγω της περιεκτικότητάς 
του σε χολικά άλατα, Brilliant green και κιτρικά. Η διαφοροποίηση των εντερικών 
οργανισµών επιτυγχάνεται µε την ενσωµάτωση της λακτόζης στο µέσο. Οι οργανισµοί 
που ζυµώνουν τη λακτόζη παράγουν οξύ, το οποίο παρουσία του ουδέτερου ερυθρού 
δείκτη (neutral red), οδηγεί στο σχηµατισµό ερυθρών αποικιών. Αντίθετα, οι οργανισµοί 
που δεν ζυµώνουν τη λακτόζη, όπως είναι τα Salmonella και Shigella σχηµατίζουν 
άχρωµες αποικίες. Ωστόσο, ορισµένα στελέχη Salmonella σχηµατίζουν άχρωµες 
αποικίες µε µαύρα κέντρα. Το θειοθειϊκό νάτριο και το κιτρικό σίδηρο επιτρέπουν την 
ανίχνευση παραγωγής υδροθείου, που αποδεικνύεται  από αποικίες µε µαύρα κέντρα. 
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2.2.3 Αποµόνωση  βακτηριακού DNA  
 

     Η αποµόνωση του βακτηριακού DNA πραγµατοποιήθηκε µε µέθοδο αποµόνωσης 
DNA µικρής κλίµακας (µέθοδος miniprep), η οποία βασίζεται στη γρήγορη αλκαλική 
αποδιάταξη του πλασµιδιακού και του χρωµοσωµικού DNA ακολουθούµενη από 
επιλεκτική επαναδιάταξη του πλασµιδιακού DNA και επαναρύθµιση του pH του 
διαλύµατος σε τιµή ουδέτερη παρουσία υψηλής συγκέντρωσης άλατος.  
Για την αποµόνωση του βακτηριακού DNA χρησιµοποιήθηκαν τα διαλύµατα P1, P2 και 
P3, τα οποία παρασκευάστηκαν όπως φαίνεται παρακάτω. 

∆ιάλυµα P1 (miniprep lysis buffer) 

• 50mM glucose  
• 25mM Tris-HCl (pH 8.0)  
• 10mM EDTA  
• Αποστείρωση και αποθήκευση στους 4 οC.  

∆ιάλυµα P2 

• 0.2N NaOH  
• 1% SDS 

∆ιάλυµα P3 (οξικό άλας του καλίου pH 4.8) 

• 60mL οξικό άλας του καλίου 5M (Τελική συγκέντρωση 3M)  
• 11.5mL οξικό οξύ (Τελική συγκέντρωση 5M)  
• 28.5mL dH2O  
• Αποθήκευση στους 4 οC. 

Αναλυτικά, τα στάδια της συγκεκριµένης µεθόδου είναι τα εξής: 

� Επιλέγεται µία βακτηριακή αποικία και εµβολιάζεται αντίστοιχα σε 10ml 
Tryptic Soy broth. 

� Τα κύτταρα αναπτύσσονται για 24 h στους   37οC.  
� Ακολουθεί φυγοκέντρηση της υγρής βακτηριακής καλλιέργειας στις 10000 x g 

για 1 min για καθίζηση των βακτηριακών κυττάρων.  
� Στα eppendorfs που περιέχουν τα ιζήµατα των κυττάρων προστίθενται 100 µl 

παγωµένου διαλύµατος miniprep lysis buffer P1. Το EDTA που περιέχεται στο 
συγκεκριµένο διάλυµα αποσταθεροποιεί τις κυτταρικές µεµβράνες και δεσµεύει 
τα κατιόντα Mg+2 και Ca+2, αναστέλλοντας τη δράση των DNασών, ενώ η 
γλυκόζη συµβάλλει στη διατήρηση της οσµωτικής ισορροπίας. 

� Aκολουθεί ανάδευση και επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 min. 
� Κατόπιν, προστίθενται 200 µl φρέσκου διαλύµατος P2 (NaOH/SDS) και 

πραγµατοποιείται ήπια ανακίνηση και επώαση για 5 min στον πάγο. Το SDS  
προκαλεί διαλυτοποίηση των συστατικών της κυτταρικής µεµβράνης, οδηγώντας 
σε κυτταρική λύση, ενώ η εφαρµογή των αλκαλικών συνθηκών προκαλεί την 
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αποδιάταξη του πλασµιδιακού και χρωµοσωµικού DNA καθώς και των 
πρωτεϊνών. 

� Στη συνέχεια, προστίθενται 150 µl παγωµένου ρυθµιστικού διαλύµατος P3. Σε 
αυτό το στάδιο, πραγµατοποιείται επαναρύθµιση του pH του διαλύµατος σε τιµή 
ουδέτερη και καθίζηση των αποδιατεταγµένων πρωτεϊνών, του χρωµοσωµικού 
DNA, του RNA, των κυτταρικών συστατικών και του SDS παρουσία υψηλής 
συγκέντρωσης άλατος, ενώ το µικρότερου µεγέθους πλασµιδιακό DNA 
επαναδιατάσσεται και παραµένει στο υπερκείµενο. 

� Ακολουθεί ήπια ανακίνηση για 10 sec, επώαση στον πάγο για 5 min και 
φυγοκέντρηση στις 12000 ×g για 5 min. 

� Kατόπιν, το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο eppendorf και προστίθεται 1:1 
όγκος ισοπροπανόλης 100% για καθίζηση των νουκλεϊκών οξέων. 

� Πραγµατοποιείται ανάδευση και φυγοκέντρηση στις  12000 ×g για 5 min. 
� Το υπερκείµενο αποµακρύνεται και ακολουθεί έκπλυση του ιζήµατος µε 1 ml 

70% αιθανόλης για την αποµάκρυνση των υπολειµµάτων ισοπροπανόλης. 
� Aκολουθεί φυγοκέντρηση στις 12000 ×g για 5 min και αποµάκρυνση του 

υπερκείµενου. 
� Τέλος, το ίζηµα αφήνεται να στεγνώσει για ~1h σε θερµοκρασία δωµατίου και 

ακολουθεί η επαναδιάλυσή του σε 30 µl ddH2O.  
 
 

2.2.4 Ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισµός αποµονωµένου DNA 
 

      Για την εκτίµηση της ποσότητας και της καθαρότητας του αποµονωµένου DNA 
µετρήθηκαν οι απορροφήσεις στα 260nm και στα 280nm σε φασµατοφωτόµετρο UV-
Vis (Perkin Elmer, UV-Vis Lamda 20 spectrometer). Η ποσότητα του DNA 
υπολογίζεται βάσει της τιµής της οπτικής πυκνότητας στα 260nm, ενώ ο λόγος της τιµής 
της οπτικής πυκνότητας στα 260nm προς την τιµή της οπτικής πυκνότητας στα 280nm 
αποτελεί δείκτη καθαρότητάς του, που αναµένεται να έχει τιµές µεταξύ      1.80-2.00.  
 
 

2.2.5 Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (PCR) 
 
      Η αντίδραση της PCR χρησιµοποιείται για την ενίσχυση µίας συγκεκριµένης 
περιοχής του γενώµατος µε τη χρήση ειδικών εκκινητικών µορίων. Οι αλληλουχίες των 
εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη για την ανίχνευση των 
βακτηρίων Salmonella και Staphylococcus aureus , τα γονίδια που στοχεύουν και τα 
αναµενόµενα προϊόντα που παράγονται, παρουσιάζονται στον πίνακα 13. 
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Πίνακας 13: Αλληλουχίες εκκινητών και γονίδια-στόχοι για την ανίχνευση των βακτηρίων 
Salmonella και Staphylococcus aureus. 

Βακτήρια Γονίδια στόχοι-
Μέγεθος των 

PCR προϊόντων 

Αλληλουχίες εκκινητών 

(5’- 3’) 

Αναφορές 

Salmonella Its (312 bp) F-TATAGCCCCATCGTGTAGTCAGAAC 
 

R-TGCGGCTGGATCACCTCCTT 

Chiu et al. 2005, 
Yeon Sun Park et al. 

2006 

Staphylococcus 
aureus 

nuc (270 bp) 1 –GCGATTGATGGTGATACGGTT 
 

2-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 

Alarcon B. et al. 
2006, Brakstad et al. 

1992 

 
      Η αντίδραση της PCR για την ανίχνευση της Salmonella και του Staphylococcus 
aureus αντίστοιχα πραγµατοποιήθηκε σε τελικό όγκο 30 µl. Τα αντιδραστήρια που 
χρησιµοποιήθηκαν, οι ποσότητές τους και οι συγκεντρώσεις τους παρουσιάζονται στον 
πίνακα 15 (σελ. 65). Σε κάθε αντίδραση PCR περιλαµβανόταν ένας αρνητικός 
µάρτυρας, ο οποίος περιείχε 2 µl H2O στη θέση του DNA για έλεγχο πιθανής 
επιµόλυνσης της αντίδρασης κατά την προετοιµασία και ένας θετικός µάρτυρας, ο 
οποίος αποτελούνταν από DNA αποµονωµένο από τους αντίστοιχους θετικούς µάρτυρες 
Salmonella και Staphylococcus aureus. Τα µικροσωληνάρια τοποθετήθηκαν στον 
θερµικό κυκλοποιητή (BioRad DNA engine Peltier Thermal cycler, USA) και οι 
συνθήκες που εφαρµόστηκαν για την ανίχνευση των παθογόνων βακτηρίων Salmonella 
και Staphylococcus aureus παρουσιάζονται στους πίνακες 16 και 17 αντίστοιχα 
(σελ.66). 
 
       

2.2.6 ∆οκιµασία για τον προσδιορισµό της ευαισθησίας της µεθόδου PCR για 
την ανίχνευση του βακτηριακού DNA των παθογόνων βακτηρίων 
Salmonella και Staphylococcus aureus 

       
      Για τον προσδιορισµό της ευαισθησίας ανίχνευσης του βακτηριακού DNA των 
παθογόνων Salmonella και Staphylococcus aureus µε τη µέθοδο της PCR, 
χρησιµοποιήθηκε DNA αποµονωµένο από τους αντίστοιχους θετικούς µάρτυρες. Η 
αποµόνωση του βακτηριακού DNA πραγµατοποιήθηκε µε την miniprep µέθοδο και 
ακολούθησε εκτέλεση διαδοχικών αραιώσεων µε ddH2O σε συγκεντρώσεις αρχικού 
DNA µεταξύ 400ng έως 50 pg. Μετά από κάθε αραίωση εξετάστηκαν τα επίπεδα  
ανίχνευσης µε το πρωτόκολλο της PCR που περιγράφηκε στην ενότητα 2.2.5. 
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2.2.7 Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων PCR 
 
     Η επιβεβαίωση των αποτελεσµάτων της PCR έγινε µε ηλεκτροφόρηση των 
προϊόντων σε πήκτωµα αγαρόζης (Invitrogen, UK) συγκέντρωσης 2% σε ρυθµιστικό 
διάλυµα ΤBΕ 1× (Tris, Boric Acid, EDTA, Invitrogen, UK) που περιέχει βρωµιούχο 
αιθίδιο (Applichem, Γερµανία) σε τελική συγκέντρωση 1%. Στα προϊόντα της PCR 
προστίθεται loading buffer (30% γλυκερόλη, 0.025% µπλε της βρωµοφαινόλης, 0.025% 
κυανούν της ξυλόζης) και σε κάθε ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιούνται 12µl από το κάθε 
προϊόν, εφαρµόζοντας τάση 90V. Για τον προσδιορισµό του µεγέθους των PCR 
προϊόντων χρησιµοποιήθηκε µάρτυρας µοριακού βάρους 100bp (100bp DNA ladder, 
Invitrogen, UK). Η φωτογράφηση των αποτελεσµάτων πραγµατοποιήθηκε σε συσκευή 
εκποµπής υπεριώδους ακτινοβολίας (Bioimaging Systems, MiniBIS Pro). 
 
 

2.2.8 Τεχνητή επιµόλυνση χαλβά Φαρσάλων µε τα παθογόνα βακτήρια                
a) Salmonella και b) Staphylococcus aureus 

 
2.2.8.1 Πρότυπο θολερότητας McFarland 

 
     Η οπτική σύγκριση των εναιωρηµάτων των µικροοργανισµών µε πρότυπα 
θολερότητας είναι µία αποδεκτή µέθοδος εκτίµησης των πυκνοτήτων των 
µικροοργανισµών. Το  πλέον ευρέως αποδεκτό πρότυπο είναι το πρότυπο McFarland, 
σύµφωνα µε το οποίο η µικροβιακή ανάπτυξη µπορεί να εκτιµηθεί συγκρίνοντας τη 
θολερότητα του υγρού καλλιέργειας µε τα πρότυπα McFarland που αντιστοιχούν σε 
γνωστές συγκεντρώσεις βακτηρίων. Η κλίµακα McFarland λαµβάνει τιµές από 0.5-10 
και έχει σχεδιαστεί για την εκτίµηση των συγκεντρώσεων CFU/ml (Colony Forming 
Units/ml) βακτηρίων, όπως είναι η E. coli. Ωστόσο, απαιτείται µία αξιόπιστη µέθοδος 
βαθµονόµησης για τη λήψη µίας ορθής µέτρησης πυκνότητας µικροοργανισµών, όπως 
είναι οι µύκητες και οι ζύµες, που διαφέρουν σε µέγεθος και µάζα από τα βακτήρια. 
Συγκεκριµένα, τα πρότυπα McFarland λαµβάνουν τιµές θολερότητας από 0.5-10 και 
παρασκευάζονται µε την προσθήκη χλωριούχου βαρίου 1% σε υδατικό θειϊκό οξύ 1%. 
Η πυκνότητα του ιζήµατος θειϊκού βαρίου που προκύπτει είναι δυνατό να 
χρησιµοποιηθεί για την προσέγγιση του αριθµού των αποικιών ενός παρασκευασµένου 
εναιωρήµατος (Πίνακας 14). Το πιο γνωστό πρότυπο είναι το πρότυπο McFarland 0.5, 
το οποίο παρασκευάζεται µε την προσθήκη 0.05 ml χλωριούχου βαρίου 1% σε 9.95 ml 
υδατικού θειϊκού οξέος 1% και είναι το ισοδύναµο περίπου 1.5 x 108 µονάδων 
σχηµατισµού αποικιών (CFU/ml) του παθογόνου E. coli. Για τις µετρήσεις πυκνότητας 
έχουν χρησιµοποιηθεί και άλλα πρότυπα, όπως το διοξείδιο του τιτανίου και τα 
εναιωρήµατα σωµατιδίων latex. 
      Η µέτρηση της θολερότητας, εκτός από την οπτική σύγκριση µε τα πρότυπα 
McFarland µπορεί να πραγµατοποιηθεί και µέσω ειδικών οργάνων, των θολωσίµετρων, 
των οποίων η λειτουργία βασίζεται στην ικανότητα των σωµατιδίων να σκεδάζουν το 
φώς, ενώ βρίσκονται σε εναιώρηµα. Η µέτρηση αυτού του σκεδαζόµενου φωτός 
αναφέρεται ως νεφελοµετρία. Συγκεκριµένα, το θολωσίµετρο της Biomerieux 
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(Densimat, Biomerieux) είναι ένα ηλεκτρικό όργανο που χρησιµοποιεί µία δίοδο φωτός 
ως φωτεινή πηγή και µία φωτοδίοδο ανίχνευσης φωτός και έχει σχεδιαστεί για τη 
µέτρηση της θολερότητας µικροβιακών εναιωρηµάτων που είναι ισοδύναµη µε πρότυπα 
McFarland από 0.5-1. Για τον προσδιορισµό του ισοδύναµου ενός µικροβιακού 
εναιωρήµατος κατά McFarland, τοποθετείται ένα σωληνάριο στο θάλαµο ανάγνωσης 
και τα αποτελέσµατα κατόπιν εµφανίζονται στην οθόνη σε µονάδες McFarland 
(McFarland J. 1907, Goldman E. and Green L.H. 2009).  

Πίνακας 14: Συγκεντρώσεις CFU/ml του E. coli στην κλίµακα McFarland  

McFarland Scale CFU (x10
6
/mL) 

1% BaCl2/ 1% H2SO4 

(mL) 

0.5 <300 0.05/9.95 

1 300 0.1/9.9 

2 600 0.2/9.8 

3 900 0.3/9.7 

4 1200 0.4/9.6 

5 1500 0.5/9.5 

6 1800 0.6/9.4 

7 2100 0.7/9.3 

8 2400 0.8/9.2 

9 2700 0.9/9.1 

10 3000 1.0/9.0 

 

2.2.8.2      Τεχνητή επιµόλυνση του χαλβά Φαρσάλων µε Salmonella 

      Στην περίπτωση της Salmonella ο εµπλουτισµός του χαλβά Φαρσάλων 
πραγµατοποιήθηκε στο κοινό θρεπτικό µέσο Buffered Peptone Water (BPW).  
      Το Buffered Peptone Water (BPW) είναι ένα γενικό θρεπτικό µέσο εµπλουτισµού 
που  περιέχει πεπτόνη ως πηγή άνθρακα, αζώτου, βιταµινών και ιχνοστοιχείων, NaCl 
για τη διατήρηση της οσµωτικής ισορροπίας και φωσφορικά για τη ρύθµιση του pH του 
µέσου. Είναι κατάλληλο για την αναβίωση των βακτηριακών κυττάρων που έχουν 
υποστεί τραυµατισµό εξαιτίας των συνθηκών συντήρησης των τροφίµων, όπως είναι η 
θερµότητα, η αφυδάτωση, η υψηλή οσµωτική πίεση, οι αλλαγές του pH και η παρουσία 
συντηρητικών. Το BPW προετοιµάστηκε όπως φαίνεται παρακάτω. 
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Buffered Peptone Water (BPW) 

Αντιδραστήρια                                                          Gms/Litre 
                    Peptone                                                                        10.0 g 
                    Sodium Chloride                                                            5.0 g 
                    Disodium hydrogen phosphate                                      3.5 g 
                    Potassium dihydrogen phosphate                                  1.5 g 
                    ddH2O                                                                           1.0 L 
                    Τελικό pH (στους 25 oC)                                               7.0±0.2 
∆ιάλυση των συστατικών µε µαγνητικό αναδευτήρα. Αποστείρωση και αποθήκευση στους 
25oC. 
 

2.2.8.2.a Προετοιµασία του βακτηριακού εναιωρήµατος 

      Χρησιµοποιήθηκε για την επιµόλυνση το βακτηριακό στέλεχος Salmonella 
Enteritidis που ταυτοποιήθηκε από το Πανεπιστηµιακό Γενικό Νοσοκοµείο Λάρισας-
Μικροβιολογικό Εργαστήριο (κ. Ε.Πετεινάκη). Αρχικά, πραγµατοποιείται 
ανακαλλιέργεια σε τριβλία SS άγαρ και επώαση στους 37oC για 24 h. Κατόπιν, 
ακολουθεί εµβολιασµός µικρού αριθµού αποικιών σε API suspension medium 
(Biomerieux, France) µέχρι η θολερότητα του µικροβιακού εναιωρήµατος να είναι 
ισοδύναµη µε το πρότυπο McFarland 0.5 (Densimat, Biomerieux) που αντιστοιχεί σε 
συγκέντρωση ~1.5 x 108 CFU/ml. Στη συνέχεια, πραγµατοποιούνται υποδεκαπλάσιες 
διαδοχικές αραιώσεις (από 10-1-10-8) µε ddH2O, ώστε να επιτευχθεί ένα εύρος τιµών 
από 100-106 CFU/ml.  

 

2.2.8.2.b Μέθοδος επιµόλυνσης του χαλβά  

1. 10 gr χαλβά τοποθετούνται σε αποστειρωµένες φλάσκες και επιµολύνονται µε 
1ml της αντίστοιχης βακτηριακής αραίωσης.  

2. Ακολουθεί ανάδευση για 30 sec και επώαση των δειγµάτων στους 37 ο C για 24 
h, ώστε να στεγνώσει το περιεχόµενο της κάθε φλάσκας. 

3. Κατόπιν, προστίθενται σε κάθε φλάσκα 90ml θρεπτικού µέσου εµπλουτισµού 
και ακολουθεί ανάδευση για 10 min στις 200 rpm και επώαση στους 37 ο C για 
24 h.  

4. Τέλος, πραγµατοποιείται ξανά ανάδευση των δειγµάτων για 10 min στις 200 rpm 
και το περιεχόµενο της κάθε φλάσκας (3 ml) φυγοκεντρείται στις 10000 rpm για 
1 sec για καθίζηση των βακτηριακών κυττάρων  

      Ακολουθεί η αποµόνωση του βακτηριακού DNA και η εκτέλεση της PCR, όπως 
περιγράφονται στις ενότητες 2.2.3 και 2.2.5 αντίστοιχα.  
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2.2.8.3 Τεχνητή επιµόλυνση του χαλβά Φαρσάλων µε Staphylococcus 
aureus  

     Η τεχνητή επιµόλυνση του χαλβά Φαρσάλων µε το βακτήριο Staphylococcus aureus, 
πραγµατοποιήθηκε σε δύο ξεχωριστά πειράµατα, χρησιµοποιώντας αντίστοιχα δύο 
διαφορετικά θρεπτικά µέσα εµπλουτισµού, το κοινό µέσο Buffered Peptone Water 
(BPW) και το εκλεκτικό µέσο Giolitti Cantoni (Merck, Germany).  
      Tο Giolitti Cantoni είναι ένα εκλεκτικό µέσο εµπλουτισµού που επιτρέπει την 
ανάπτυξη των στελεχών του S. aureus, ακόµα και όταν απαντούν σε χαµηλούς αριθµούς 
στα τρόφιµα. Περιέχει τρυπτόνη και εκχυλίσµατα κρέατος και ζύµης ως πηγή αζώτου, 
βιταµινών, αµινοξέων και ιχνοστοιχείων καθώς και D- µανιτόλη ως πηγή άνθρακα. Το 
πυρουβικό (sodium pyruvate) διευκολύνει την ανάπτυξη των στελεχών του S. aureus, 
ενώ παράλληλα αναστέλλεται η ανάπτυξη των Gram- 

βακτηρίων, λόγω της 
περιεκτικότητάς του σε χλωριούχο λίθιο και των Gram +, λόγω της περιεκτικότητάς του 
σε γλυκίνη. To Giolitti Cantoni προετοιµάστηκε όπως φαίνεται παρακάτω. 
 

Giolitti Cantoni 

Αντιδραστήρια                                                          Gms/Litre 
                    Giolitti Cantoni                                                            55 g 
                    ddH2O                                                                         1.0L 
∆ιάλυση των συστατικών µε µαγνητικό αναδευτήρα. Αποστείρωση και αποθήκευση στους 
25oC. 

 
2.2.8.3.a Προετοιµασία του βακτηριακού εναιωρήµατος 

      Χρησιµοποιήθηκε για την επιµόλυνση το βακτηριακό στέλεχος S. aureus που 
ταυτοποιήθηκε από το Πανεπιστηµιακό Γενικό Νοσοκοµείο Λάρισας-Μικροβιολογικό 
Εργαστήριο (κ. Ε.Πετεινάκη). Αρχικά, πραγµατοποιείται ανακαλλιέργεια σε τριβλία 
αιµατούχου άγαρ και επώαση στους 37oC για 24 h. Κατόπιν, ακολουθεί εµβολιασµός 
µικρού αριθµού αποικιών σε API suspension medium (Biomerieux, France) µέχρι η 
θολερότητα του µικροβιακού εναιωρήµατος να είναι ισοδύναµη µε το πρότυπο 
McFarland 0.5 (Densimat, Biomerieux) που αντιστοιχεί σε συγκέντρωση ~1.5 x 108 
CFU/ml και ακολούθως πραγµατοποιούνται υποδεκαπλάσιες διαδοχικές αραιώσεις (από 
10-1-10-8) µε water for injection (dH2O), ώστε να επιτευχθεί ένα εύρος τιµών από 100-
108 CFU/ml. 

 

2.2.8.3.b Μέθοδος επιµόλυνσης του χαλβά 
 
10 gr χαλβά τοποθετούνται σε αποστειρωµένες φλάσκες και επιµολύνονται µε 1ml της 
αντίστοιχης βακτηριακής αραίωσης.  
     Κατόπιν, η διαδικασία που ακολουθείται είναι η ίδια µε αυτή που περιγράφεται στην 
ενότητα 2 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

3.1 Ανίχνευση των παθογόνων βακτηρίων Salmonella και Staphylococcus aureus 
σε δείγµατα επεξεργασµένων τροφίµων φυτικής προέλευσης µε 
µακροσκοπικό έλεγχο των καλλιεργητικών θρεπτικών υλικών 

 
      Για κάθε ένα από τα 12 δείγµατα επεξεργασµένων τροφίµων µετά το στάδιο 
εµπλουτισµού στο θρεπτικό µέσο TSB για 24h , όπως περιγράφεται στην ενότητα 2.2.1, 
πραγµατοποιείται επίστρωση σε 4 καλλιεργητικά θρεπτικά υλικά (SS, Mac Conkey, 
αιµατούχο, σοκολατόχρωµο). Ο έλεγχος πιθανής µόλυνσης των δειγµάτων από τα 
παθογόνα βακτήρια Salmonella και Staphylococcus aureus πραγµατοποιείται µε 
µακροσκοπική εξέταση των αντίστοιχων στερεών θρεπτικών µέσων. Στα αποτελέσµατά 
µας δεν παρατηρήθηκε καµία αποικία που να παρουσιάζει τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά 
των συγκεκριµένων βακτηρίων. Ενδεικτικά, παρατίθεται η εικόνα 5 στην οποία 
παρουσιάζονται τα καλλιεργητικά θρεπτικά υλικά που χρησιµοποιήθηκαν για τα 
δείγµατα χαλβά Φαρσάλων µε άµυλο αραβοσίτου, άµυλο ρυζιού και άµυλο πατάτας 
αντίστοιχα και στην οποία επιβεβαιώνεται η παραπάνω παρατηρήσή µας.  
      Επιπλέον, οι ύποπτες αποικίες για Staphylococcus aureus εκτός από τον 
µακροσκοπικό έλεγχο, ελέγχθηκαν και για την παραγωγή καταλάσης και κονγκουλάσης 
µε την εφαρµογή κατάλληλης δοκιµασίας (Slidex Staph, Biomerieux, France). Στα 
αποτελέσµατά µας, τα ύποπτα στελέχη που εξετάστηκαν για την παραγωγή καταλάσης 
και κονγκουλάσης βρέθηκαν αρνητικά ως προς S. aureus. 
      Στην εικόνα 6 παρουσιάζονται τα παθογόνα βακτήρια Salmonella enteritidis και S. 
aureus που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη ως θετικοί µάρτυρες και τα οποία 
αποµονώθηκαν από κλινικά δείγµατα σε θρεπτικά υποστρώµατα αιµατούχου άγαρ και 
SS άγαρ αντίστοιχα. 
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∆είγµα χαλβά Φαρσάλων µε άµυλο αραβοσίτου  

   

∆είγµα χαλβά Φαρσάλων µε άµυλο ρυζιού  

    

∆είγµα χαλβά Φαρσάλων µε άµυλο πατάτας  

     

 
Εικόνα 5: Ανίχνευση των παθογόνων βακτηρίων Salmonella και Staphylococcus aureus µε µακροσκοπικό 
έλεγχο των τριβλίων σε  δείγµατα χαλβά Φαρσάλων µε άµυλο αραβοσίτου, άµυλο ρυζιού και άµυλο 
πατάτας αντίστοιχα. a) SS άγαρ, b) Mac Conkey άγαρ, c) αιµατούχο άγαρ.  
 
 
 

a) 
b) 

b) 

b) c) 

c) 

c) 

a) 

a) 
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Εικόνα 6: Βακτηριακά στελέχη Salmonella και Staphylococcus aureus αποµονωµένα από κλινικά 
δείγµατα. Τα συγκεκριµένα βακτήρια χρησιµοποιήθηκαν ως θετικοί µάρτυρες. a) Salmonella σε SS 
άγαρ, b) Staphylococcus aureus σε αιµατούχο άγαρ. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a) 

a) b) 
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3.2 Προτύπωση των συνθηκών της PCR  
 

      Για τη προτύπωση των συνθηκών της PCR για τα παθογόνα βακτήρια Salmonella 
και Staphylococcus aureus αντίστοιχα, χρησιµοποιήθηκε DNA αποµονωµένο µε την 
µέθοδο miniprep από τους αντίστοιχους θετικούς µάρτυρες.  
      Η PCR πραγµατοποιήθηκε, επιλέγοντας ζεύγη εκκινητών που στοχεύουν ειδικά στις 
αλληλουχίες Its και nuc των βακτηρίων Salmonella και Staphylococcus aureus 
αντίστοιχα. Οι αλληλουχίες Its (internal transcribed region) είναι ενδιάµεσες περιοχές 
µεταξύ του 16S και του 23S rDNA, οι οποίες ποικίλλουν ως προς το µέγεθος, την 
αλληλουχία και τον αριθµό των αντιγράφων τους ανάµεσα στα διαφορετικά είδη 
βακτηρίων, ενώ το γονίδιο nuc κωδικοποιεί για την θερµοσταθερή νουκλεάση (TNase), 
µία ενδονουκλεάση που αποικοδοµεί το DNA και το RNA. Σε προηγούµενες µελέτες, 
τα συγκεκριµένα ζεύγη εκκινητών βρέθηκε να παρουσιάζουν υψηλή εξειδίκευση, 
επιτυγχάνοντας την ενίσχυση των  αλληλουχιών-στόχων µόνο στα στελέχη που ανήκαν 
στο γένος Salmonella και στα στελέχη που ανήκαν στο είδος του Staphylococcus aureus 
αντίστοιχα (Chiu et al. 2005, Brakstad et al. 1999). 
      Ακολούθως, πραγµατοποιήθηκαν ξεχωριστές αντιδράσεις, δοκιµάζοντας 
διαφορετικές συνθήκες θερµοκρασιών υβριδισµού, Mg+2, DNA, εκκινητών και DMSO. 
Οι τελικές βέλτιστες συνθήκες στις οποίες επιτυγχάνεται ενίσχυση των ανµενόµενων 
προϊόντων στα 312 bp για τη Salmonella και στα 270 bp για τον S. aureus, χωρίς την 
παρουσία παραπροϊόντων, παρουσιάζονται στους πίνακες 15, 16 και 17.  

 
 

Πίνακας 15: Αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν στην αντίδραση της PCR για την ανίχνευση των 
βακτηρίων Salmonella και Staphylococcus aureus. 

 

 
 
 
 
 
 

 

Αντιδραστήρια Όγκος Τελική Συγκέντρωση 
10x PCR buffer(200mM Tris-HCl pH 8.4, 500mM KCl) 3 µl 1x 

MgCl 2 (50 mM) 1.5 µl 2.5 mM 
Taq DNA πολυµεράση (5U/µl) 0.4 µl 2U 

dNTP’s (10 mM) 0.6 µl 200 µM 

DMSO 2 µl  
Forward Primer (10 pmol/µl) 1.5 µl  0.5pmol/µl 
Reverse Primer (10 pmol/µl) 1.5 µl  0.5pmol/µl 
DNA 2 µl  400ng 

ddH2O 17.5 µl  

Συνολικός όγκος 30 µl  
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Πίνακας 16: Συνθήκες πραγµατοποίησης της PCR για την ανίχνευση του βακτηρίου Salmonella. 

ΣΤΑ∆ΙΟ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ ΧΡΟΝΟΣ ΚΥΚΛΟΙ 

Αρχική αποδιάταξη 94οC 3 min  

Αποδιάταξη 94οC 1 min  

35 κύκλοι Υβριδοποίηση 65οC 1 min 

Επιµήκυνση 72οC 1 min 

Τελική επέκταση 72οC 10 min  

 

Πίνακας 17: Συνθήκες πραγµατοποίησης της PCR για την ανίχνευση του βακτηρίου 
Staphylococcus aureus. 

ΣΤΑ∆ΙΟ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ ΧΡΟΝΟΣ ΚΥΚΛΟΙ 

Αρχική αποδιάταξη 94οC 3 min  

Αποδιάταξη 94οC 1 min  

30 κύκλοι Υβριδοποίηση 60οC 1 min 

Επιµήκυνση 72οC 1 min 

Τελική επέκταση 72οC 10 min  

 
 

3.3 Ανίχνευση των παθογόνων βακτηρίων Salmonella και Staphylococcus aureus 
σε δείγµατα επεξεργασµένων τροφίµων φυτικής προέλευσης µε τη µέθοδο της 
PCR 

 
      Επιλέχτηκαν να εξεταστούν δείγµατα επεξεργασµένων τροφίµων φυτικής 
προέλευσης από χαλβά Φαρσάλων που ο καθένας περιείχε διαφορετικών ειδών άµυλο 
(χαλβάς µε άµυλο ρυζιού, χαλβάς µε άµυλο πατάτας και χαλβάς µε άµυλο αραβοσίτου), 
από ελιές χύµα, από γλυκό του κουταλιού κάστανο, από συµπυκνωµένο χυµό ντοµάτας, 
από ξηρούς καρπούς (cashews, φουντούκια, καρύδια και ινδική καρύδα) και από 
µαγειρεµένα ρύζι και ξηρά φασόλια. Σε κάθε αντίδραση PCR περιλαµβάνονταν ένας 
αρνητικός µάρτυρας µε σκοπό τον έλεγχο πιθανής επιµόλυνσης της αντίδρασης κατά 
την προετοιµασία, ο οποίος περιείχε 2µl Η2Ο στη θέση του DNA και ένας θετικός 
µάρτυρας, ο οποίος αποτελούνταν από 2 µl DNA αποµονωµένο από τους αντίστοιχους 
θετικούς µάρτυρες.  
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3.3.1 Ανίχνευση του παθογόνου βακτηρίου Salmonella  
 

      Η ανίχνευση των προϊόντων της PCR πραγµατοποιήθηκε µε ηλεκτροφόρηση σε 
πήκτωµα αγαρόζης συγκέντρωσης 2% και τα αποτελέσµατα που λήφθηκαν 
παρουσιάζονται στις εικόνες 7 & 8. Σε κάθε εικόνα στη στήλη P παρατηρούµε την 
παρουσία του αναµενόµενου προϊόντος PCR στα 312 bp για τον θετικό µάρτυρα, ενώ 
στη στήλη Ν η οποία αντιπροσωπεύει τον αρνητικό µάρτυρα δεν παρατηρούµε κάποιο 
προϊόν. Συνολικά, από τα δείγµατα επεξεργασµένων τροφίµων φυτικής προέλευσης που 
εξετάστηκαν µε τη µέθοδο της PCR για το παθογόνο βακτήριο Salmonella παρατηρούµε 
ότι µόνο ο χαλβάς Φαρσάλων µε άµυλο αραβοσίτου έδωσε θετικό αποτέλεσµα (εικόνα 
7). Συγκεκριµένα,  στις  στήλες Χ(Ι)1, Χ(Ι)2 και Χ(Ι)4 της εικόνας 7, στις οποίες 
παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα από τις αποικίες που προέρχονται από τα 
καλλιεργητικά θρεπτικά υλικά SS, Mac Conkey και αιµατούχου αντίστοιχα µετά από 
επίστρωση µε δείγµα χαλβά Φαρσάλων µε άµυλο αραβοσίτου παρατηρήθηκε η 
παρουσία του αναµενόµενου προϊόντος PCR στα 312 bp. Σε κανένα από τα υπόλοιπα 
δείγµατα δεν παρατηρήθηκε ανίχνευση του βακτηρίου Salmonella, όπως φαίνεται και 
από τις αντίστοιχες στήλες των εικόνων 7 & 8 που αντιπροσωπεύουν τα αποτελέσµατα 
από τις αποικίες που προέρχονται από τα καλλιεργητικά θρεπτικά υλικά µετά από 
επίστρωσή τους µε τα αντίστοιχα δείγµατα τροφίµων και στις οποίες δεν παρατηρείται 
κάποιο προϊόν στο αναµενόµενο µοριακό βάρος. 
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Εικόνα 7: Ανίχνευση του παθογόνου βακτηρίου Salmonella µε τη µέθοδο της PCR σε επεξεργασµένα 
τρόφιµα φυτικής προέλευσης. Μ: 100bp DNA ladder, Ν: αρνητικός µάρτυρας, P: θετικός µάρτυρας 
Salmonella. Κσ1: Κάστανο σε SS, Κσ2: Κάστανο σε Mac Conkey, Κσ3: Κάστανο σε σοκολατόχρωµο, Κσ4: 
Κάστανο σε αιµατούχο, Χ(I)1: χαλβάς µε άµυλο αραβοσίτου σε SS, X(I)2:  χαλβάς µε άµυλο αραβοσίτου σε 
Mac Conkey,  Χ(I)4: χαλβάς µε άµυλο αραβοσίτου σε αιµατούχο.  
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   (Α)                                                                                                       (B) 

                                      

                    (Γ)                                                                                    (∆)                                                                                     

Εικόνα 8: Ανίχνευση του παθογόνου βακτηρίου Salmonella µε τη µέθοδο της PCR σε επεξεργασµένα τρόφιµα 
φυτικής προέλευσης. Μ: 100bp DNA ladder, Ν: αρνητικός µάρτυρας, P: θετικός µάρτυρας Salmonella. (A) Ρ2: Ρύζι 
σε Mac Conkey,  Ρ4: Ρύζι σε αιµατούχο, Χ(II)2:  χαλβάς Φαρσάλων µε άµυλο ρυζιού σε Mac Conkey, X(II)4:  
χαλβάς Φαρσάλων µε άµυλο ρυζιού σε αιµατούχο, X(II)1:  χαλβάς Φαρσάλων µε άµυλο ρυζιού σε SS, X(III)4:  
χαλβάς Φαρσάλων µε άµυλο πατάτας σε αιµατούχο, X(III)2:  χαλβάς Φαρσάλων µε άµυλο πατάτας σε Mac Conkey, 
X(III)1:  χαλβάς Φαρσάλων µε άµυλο πατάτας σε SS, (B) Φα2: Φασόλια σε Mac Conkey, Φα3: Φασόλια σε 
σοκολατόχρωµο, Φα4: Φασόλια σε αιµατούχο, Κρ3: Καρύδια σε σοκολατόχρωµο, Κρ1: Καρύδια σε SS, Κρ4: 
Καρύδια σε αιµατούχο, Κρ2: Καρύδια σε Mac Conkey,     Ε4: Ελιές σε αιµατούχο, Ε3: Ελιές σε σοκολατόχρωµο, 
Ε2: Ελιές σε Mac Conkey, (Γ) C2: Cashews σε Mac Conkey, C3: Cashews σε σοκολατόχρωµο, C4: Cashews σε 
αιµατούχο, Φο2: Φουντούκια σε Mac Conkey, Φο4: Φουντούκια σε αιµατούχο, Φο3: Φουντούκια σε 
σοκολατόχρωµο, Φο1: Φουντούκια σε SS, (∆) Τ4: Τοµατοπολτός σε αιµατούχο, Τ3: Τοµατοπολτός σε 
σοκολατόχρωµο, Τ2: Τοµατοπολτός σε Mac Conkey, Ι4: Ινδική καρύδα σε αιµατούχο, Ι3: Ινδική καρύδα σε 
σοκολατόχρωµο, Ι2: Ινδική καρύδα σε Mac Conkey.  
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3.3.2 Ανίχνευση του παθογόνου βακτηρίου Staphylococcus aureus  
 

      Η ανίχνευση των προϊόντων της PCR πραγµατοποιήθηκε µε ηλεκτροφόρηση σε 
πήκτωµα αγαρόζης συγκέντρωσης 2% και τα αποτελέσµατα που λήφθηκαν 
παρουσιάζονται στις εικόνες 9 & 10. Σε κάθε εικόνα στη στήλη P παρατηρούµε την 
παρουσία του αναµενόµενου προϊόντος PCR στα 270 bp για τον θετικό µάρτυρα, ενώ 
στη στήλη Ν η οποία αντιπροσωπεύει τον αρνητικό µάρτυρα δεν παρατηρούµε κάποιο 
προϊόν. Σε κανένα από τα υπό εξέταση δείγµατα τροφίµων δεν ανιχνεύτηκε 
Staphylococcus aureus µε τη µέθοδο της PCR, παρόλο που βρέθηκαν οι βέλτιστες 
συνθήκες µε τον θετικό µάρτυρα. Συγκεκριµένα, στις αντίστοιχες στήλες των εικόνων 9 
& 10 που αντιπροσωπεύουν τα αποτελέσµατα από τις αποικίες που προέρχονται από τα 
καλλιεργητικά θρεπτικά υλικά µετά από επίστρωσή τους µε τα αντίστοιχα δείγµατα 
τροφίµων δεν παρατηρείται κάποιο προϊόν στο αναµενόµενο µοριακό βάρος. 
      Στα αποτελέσµατά µας όµως, στα δείγµατα που προέρχονται από ινδική καρύδα 
χύµα, από  τοµατοπολτό και από γλυκό του κουταλιού κάστανο παρατηρήθηκαν µε τη 
µέθοδο της PCR ζώνες που δεν αντιστοιχούσαν στο µέγεθος του προϊόντος που 
αναµενόταν. Συγκεκριµένα, στις στήλες Τ2 και Τ3 της εικόνας 9, στις οποίες 
παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα από τις αποικίες που προέρχονται από τα 
καλλιεργητικά θρεπτικά υλικά Mac Conkey και σοκολατόχρωµου µετά από επίστρωση 
µε δείγµα τοµατοπολτού, και στις στήλες Kσ4 και Kσ3 της εικόνας 10, στις οποίες 
παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα από τις αποικίες που προέρχονται από τα 
καλλιεργητικά θρεπτικά υλικά αιµατούχου και σοκολατόχρωµου µετά από επίστρωση 
µε δείγµα γλυκό του κουταλιού κάστανο παρατηρήθηκαν προϊόντα µεγαλύτερου 
µεγέθους (~370 bp) από το αναµενόµενο (270 bp). Παροµοίως, στις στήλες Ι2, 14 και 
Ι3 της εικόνας 10, στις οποίες παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα από τις αποικίες που 
προέρχονται από τα καλλιεργητικά θρεπτικά υλικά Mac Conkey, αιµατούχου και 
σοκολατόχρωµου µετά από επίστρωση µε δείγµα ινδικής καρύδας παρατηρήθηκαν 
προϊόντα µε µικρότερο µοριακό βάρος (~170 bp) από το αναµενόµενο (270 bp). 
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(A)                                                                           (B) 

Εικόνα 9: Ανίχνευση του παθογόνου βακτηρίου Staphylococcus aureus µε τη µέθοδο της PCR σε 
επεξεργασµένα τρόφιµα φυτικής προέλευσης. Μ: 100bp DNA ladder, Ν: αρνητικός µάρτυρας, P: θετικός 
µάρτυρας Staphylococcus aureus. (Α) C2: Cashews σε Mac Conkey, C3: Cashews σε σοκολατόχρωµο, C4: Cashews 
σε αιµατούχο, Φο1: Φουντούκια σε SS, Φο2: Φουντούκια σε Mac Conkey, Φο3: Φουντούκια σε σοκολατόχρωµο, 
Φο4: Φουντούκια σε αιµατούχο, Τ2: Τοµατοπολτός σε Mac Conkey, Τ3: Τοµατοπολτός σε σοκολατόχρωµο, Τ4: 
Τοµατοπολτός σε αιµατούχο,  (B) P2: Ρύζι σε Mac Conkey, Ρ4: Ρύζι σε αιµατούχο, Χ(II)2:  χαλβάς Φαρσάλων µε 
άµυλο ρυζιού σε Mac Conkey, X(II)4:  χαλβάς Φαρσάλων µε άµυλο ρυζιού σε αιµατούχο, X(II)1:  χαλβάς Φαρσάλων 
µε άµυλο ρυζιού σε SS, X(I)4:  χαλβάς Φαρσάλων µε άµυλο αραβοσίτου σε αιµατούχο, X(I)2: χαλβάς Φαρσάλων µε 
άµυλο αραβοσίτου σε Mac Conkey, Χ(I)1:  χαλβάς Φαρσάλων µε άµυλο αραβοσίτου σε SS 
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                      (Α)                                                                                   (Β) 

 

                                                           (Γ) 

Εικόνα 10: Ανίχνευση του παθογόνου βακτηρίου Staphylococcus aureus µε τη µέθοδο της PCR σε 
επεξεργασµένα τρόφιµα φυτικής προέλευσης. Μ: 100bp DNA ladder, Ν: αρνητικός µάρτυρας, P: θετικός 
µάρτυρας Staphylococcus aureus. (A) Κρ1: Καρύδια σε SS, Κρ4:  Καρύδια σε αιµατούχο, Κρ2: Καρύδια σε Mac 
Conkey, Κρ3: Καρύδια σε σοκολατόχρωµο, Ε4: Ελιές σε αιµατούχο, Ε3: Ελιές σε σοκολατόχρωµο, Ε2: Ελιές σε 
Mac Conkey, Ι2: Ινδική καρύδα σε Mac Conkey, (Β) Φα4: Φασόλια σε αιµατούχο, Κσ2: Κάστανο σε Mac 
Conkey, Κσ1: Κάστανο σε SS, Κσ4: Κάστανο σε αιµατούχο, Κσ3: Κάστανο σε σοκολατόχρωµο, Χ(ΙΙΙ)2: 
χαλβάς Φαρσάλων µε άµυλο πατάτας σε Mac Conkey, Χ(ΙΙΙ)1: χαλβάς Φαρσάλων µε άµυλο πατάτας σε SS, 
Χ(ΙΙΙ)4: χαλβάς Φαρσάλων µε άµυλο πατάτας σε αιµατούχο, (Γ) Ι4: Ινδική καρύδα σε αιµατούχο, Ι3: Ινδική 
καρύδα σε σοκολατόχρωµο, Φα3: Φασόλια σε σοκολατόχρωµο, Φα2: Φασόλια σε Mac Conkey.  
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Πίνακας 18: Ανακεφαλαιωτικός πίνακας ανίχνευσης των παθογόνων βακτηρίων Salmonella και      
S. aureus σε επεξεργασµένα τρόφιµα φυτικής προέλευσης µε τη µέθοδο της PCR. 

 

1 
Για το κάθε ένα δείγµα χρησιµοποιήθηκαν 4 τριβλία: SS, Mac Conkey, αιµατούχο (blood), σοκολατόχρωµο 

(choc). 

2  nc: not colony. Τα τριβλία που έδωσαν στείρα καλλιέργεια δεν λήφθηκαν υπόψη και δεν αναλύθηκαν 
περαιτέρω µε τη µέθοδο της PCR. 

3 
Ως + σηµειώνονται τα δείγµατα που έδωσαν θετικό αποτέλεσµα στην PCR, ενώ ως – αυτά που έδωσαν 

αρνητικό αποτέλεσµα.  

* Τα συγκεκριµένα δείγµατα  έδωσαν ζώνες που δεν αντιστοιχούσαν στο µέγεθος του προϊόντος που αναµενόταν 
(~270 bp). 

                  

 

 

∆είγµατα 
Τροφίµων 

Αποτελέσµατα PCR3 

                Salmonella                                           Staphylococcus aureus 

1SS 
agar 

Mac 
Conkey 

Choc 
agar 

Blood 
agar 

                SS agar   Mac 
Conkey 

Choc 
agar 

Blood 
agar 

 

Χαλβάς Φαρσάλων µε 
άµυλο αραβοσίτου 

+ + +      + - - nc -  

Χαλβάς Φαρσάλων µε 
άµυλο ρυζιού 

- - nc2      - - - nc -  

Χαλβάς Φαρσάλων µε 
άµυλο πατάτας 

- - nc      - - - nc -  

Ρύζι nc - nc      - nc - nc -  

Φουντούκια - - -      - - - - -  

Cashews nc - -      - nc - - -  

Ελιές nc - -      - nc - - -  

Φασόλια nc - -      - nc - - -  

Καρύδια - - -      - - - - -  

Κάστανο - - -      - - - -* -*  

Ινδική καρύδα nc - -      - nc -* -* -*  

Τοµατοπολτός nc - -      - nc -* -*     -  
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3.4 Έλεγχος των επιπέδων ευαισθησίας της µεθόδου PCR για την ανίχνευση του 
βακτηριακού DNA των παθογόνων βακτηρίων Salmonella και Staphylococcus 
aureus 

 

      Για τον έλεγχο των επιπέδων ευαισθησίας ανίχνευσης του βακτηριακού DNA των 
παθογόνων Salmonella και Staphylococcus aureus µε τη µέθοδο της PCR, 
χρησιµοποιήθηκε DNA αποµονωµένο από τους αντίστοιχους θετικούς µάρτυρες. Η 
αποµόνωση του βακτηριακού DNA πραγµατοποιήθηκε µε την µέθοδο miniprep και 
ακολούθησε ποσοτικοποίησή του µε φωτοµέτρηση στα 260 nm. Κατόπιν, 
πραγµατοποιήθηκαν διαδοχικές αραιώσεις µε ddH2O σε συγκεντρώσεις αρχικού DNA 
από 400 ng έως 50 pg. Μετά από κάθε αραίωση εξετάστηκαν τα επίπεδα ανίχνευσης µε 
το πρωτόκολλο της PCR που περιγράφηκε στην ενότητα 2.2.5. Παρατηρήθηκε ότι στην 
ανίχνευση της Salmonella το ελάχιστο όριο βρέθηκε ίσο µε 100 pg DNA (εικόνα 12), 
ενώ στην ανίχνευση του  Staphylococcus aureus βρέθηκε ίσο µε 250pg DNA (εικόνα 
11).  
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Εικόνα 11: Ευαισθησία της µεθόδου PCR για την ανίχνευση του βακτηριακού DNA του παθογόνου 
βακτηρίου Staphylococcus aureus. Μ: 100bp DNA ladder, Ν: αρνητικός µάρτυρας. H συγκέντρωση του 
βακτηριακού DNA σηµειώνεται στο επάνω µέρος του gel. 

 

 

 

                                    

 Εικόνα 12: Ευαισθησία της µεθόδου PCR για την ανίχνευση του βακτηριακού DNA του παθογόνου 
βακτηρίου Salmonella. Μ: 100bp DNA ladder, Ν: αρνητικός µάρτυρας. H συγκέντρωση του βακτηριακού 
DNA σηµειώνεται στο επάνω µέρος του gel. 
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3.5 Έλεγχος των επιπέδων ευαισθησίας της µεθόδου PCR για την ανίχνευση 
των βακτηρίων Salmonella και Staphylococcus aureus σε χαλβά Φαρσάλων 
µετά από τεχνητή επιµόλυνση 

 
      Από τα προηγούµενα αποτελέσµατά µας, βρέθηκε ότι µόνο ο χαλβάς Φαρσάλων µε 
άµυλο αραβοσίτου έδωσε θετικό αποτέλεσµα για Salmonella. ∆εδοµένου αυτού 
επιχειρήθηκε τεχνητή επιµόλυνση του χαλβά µε το συγκεκριµένο παθογόνο βακτήριο 
για τον προσδιορισµό των επιπέδων ανίχνευσης µε τη µέθοδο της PCR.  
      Η µελέτη των επεξεργασµένων τροφίµων φυτικής προέλευσης για την ανίχνευση 
του Staphylococcus aureus τόσο µε τη µέθοδο της PCR όσο και µε τον µακροσκοπικό 
έλεγχο των τριβλίων δεν έδωσε κάποιο θετικό αποτέλεσµα. Ωστόσο, προκειµένου να 
διαπιστωθεί εάν ο χαλβάς Φαρσάλων µπορεί να αποτελέσει υπόστρωµα για την 
ανίχνευση του Staphylococcus aureus επιχειρήθηκε τεχνητή επιµόλυνση µε το 
συγκεκριµένο βακτήριο.  

 
 

3.5.1 Τεχνητή επιµόλυνση του χαλβά Φαρσάλων µε το παθογόνο βακτήριο 
Salmonella 

      Αναλυτικά, δείγµα χαλβά Φαρσάλων επιµολύνθηκε τεχνητά µε υποδεκαπλάσιες 
διαδοχικές αραιώσεις του βακτηρίου Salmonella σε συγκεντρώσεις από 106 

έως 100 
CFU/ml, όπως περιγράφεται στην ενότητα 2.2.8.2. Ακολούθησε εµπλουτισµός του 
δείγµατος στο θρεπτικό µέσο Buffered Peptone Water (BPW) για 24 h στους 370C.  
     H αποµόνωση του βακτηριακού DNA πραγµατοποιήθηκε µε την miniprep  µέθοδο. 
Μετά την εφαρµογή της PCR και την ηλεκτροφόρηση των προϊόντων σε πήκτωµα 
αγαρόζης συγκέντρωσης 2% λήφθηκαν τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στην 
εικόνα 13 και στον πίνακα 19. Το ελάχιστο όριο (αριθµός κυττάρων) πάνω από το οποίο 
µπορεί να γίνει επιτυχώς ανίχνευση του βακτηρίου Salmonella ή η ευαισθησία της PCR 
βρέθηκε ίση µε 105 CFU/10g χαλβά.  

 
3.5.2 Τεχνητή επιµόλυνση του χαλβά Φαρσάλων µε το παθογόνο βακτήριο 

Staphylococcus aureus 

       Στην περίπτωση του Staphylococcus aureus, πραγµατοποιήθηκαν δύο ξεχωριστά 
πειράµατα επιµόλυνσης, χρησιµοποιώντας αντίστοιχα δύο διαφορετικά θρεπτικά µέσα 
εµπλουτισµού, το κοινό θρεπτικό µέσο Buffered Peptone Water (BPW), το οποίο είχε 
χρησιµοποιηθεί και για την περίπτωση της τεχνητής επιµόλυνσης του χαλβά µε 
Salmonella και το εκλεκτικό µέσο Giolitti Cantoni.  
      Συγκεκριµένα, δείγµα χαλβά Φαρσάλων επιµολύνθηκε τεχνητά µε υποδεκαπλάσιες 
διαδοχικές αραιώσεις του βακτηρίου S. aureus σε συγκεντρώσεις από 108 

έως 100 
CFU/ml, όπως περιγράφεται στην ενότητα 2.2.8.3 και ακολούθησε ο εµπλουτισµός   για 
24 h στους 370C. Mετά την αποµόνωση του βακτηριακού DNA µε την miniprep  
µέθοδο, την εφαρµογή της PCR και την ηλεκτροφόρηση των προϊόντων σε πήκτωµα 
αγαρόζης συγκέντρωσης 2% λήφθηκαν τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στην 
εικόνα 14 και στον πίνακα 19. Η ευαισθησία της µεθόδου PCR για την ανίχνευση του S. 
aureus βρέθηκε  ίση µε 106 CFU/10g χαλβά όταν χρησιµοποιήθηκε ως µέσο 
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εµπλουτισµού το Buffered Peptone Water (BPW), ενώ µε τη χρήση του εκλεκτικού 
θρεπτικού µέσου Giolitti Cantoni, παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση της ευαισθησίας 
της PCR, µε όριο ανίχνευσης ίσο µε 103CFU/10g χαλβά.  
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Πίνακας 19: Ευαισθησία της µεθόδου PCR για την ανίχνευση των παθογόνων βακτηρίων Salmonella και 
Staphylococcus aureus σε τεχνητά επιµολυσµένο χαλβά Φαρσάλων. 

 

+ το αποτέλεσµα της PCR ήταν θετικό, - το αποτέλεσµα της PCR ήταν αρνητικό. 

BPW: Buffered Peptone Water 

1
Για το S.aureus, ο εµπλουτισµός των δειγµάτων πραγµατοποιήθηκε σε 2 διαφορετικά θρεπτικά µέσα (BPW & Giolitti Cantoni). 
Για τη Salmonella ο εµπλουτισµός πραγµατοποιήθηκε στο BPW. 

 

 

       

Εικόνα 13: Ευαισθησία της µεθόδου PCR για την ανίχνευση του παθογόνου βακτηρίου Salmonella σε 
τεχνητά επιµολυσµένο χαλβά Φαρσάλων. Μ: 100bp DNA ladder, Ν: αρνητικός µάρτυρας, P: θετικός 
µάρτυρας Salmonella. Τα CFU/10g χαλβά σηµειώνονται στο επάνω µέρος του gel. 

 

 

                  

Βακτηριακά 
Στελέχη 

 Συγκέντρωση (CFU/10g χαλβά) 

Εµπλουτισµός1 108 107 106 105 104 103 102 101 100 

 

Staphylococcus 
aureus 

BPW 

 

Giolitti Cantoni 

+ 

 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

 

+ 

- 

 

+ 

- 

 

+ 

- 

 

+ 

- 

 

- 

- 

 

- 

- 

 

- 

 

Salmonella 

 

BPW 

 

 

 

 

 

+ 

 

+ 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 
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Εικόνα 14: Ευαισθησία της µεθόδου PCR για την ανίχνευση του παθογόνου βακτηρίου Staphylococcus 
aureus σε τεχνητά επιµολυσµένο χαλβά Φαρσάλων. Μ: 100bp DNA ladder, Ν: αρνητικός µάρτυρας, P: θετικός 
µάρτυρας Staphylococcus aureus. (Α) Εµπλουτισµός στο θρεπτικό µέσο Buffered Peptone Water (BPW)             
(Β) Εµπλουτισµός στο θρεπτικό µέσο Giolitti Cantoni. Τα CFU/10g χαλβά σηµειώνονται στο επάνω µέρος του 
gel.  

 

 

 

 

 

 

 

(A) 

 (B) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 01:04:52 EEST - 167.114.118.212



 80

4.  ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
        Περισσότερες από 200 γνωστές ασθένειες µεταδίδονται µέσω της κατανάλωσης 
των τροφίµων µε κυριότερους αιτιολογικούς παράγοντες, τους ιούς, τα βακτήρια, τα 
παράσιτα, τις τοξίνες και τα πρίον, ενώ τα συµπτώµατα κυµαίνονται από ήπια 
γαστρεντερίτιδα έως πιο σοβαρά και χρόνια νευρολογικά, ηπατικά και νεφρικά 
προβλήµατα (Mead P.S. et al. 1999).  
      Από τα παθογόνα βακτήρια, ιδιαίτερης σηµασίας είναι τα στελέχη του 
Staphylococcus aureus και τα είδη του γένους Salmonella. Συγκεκριµένα, τα είδη του 
γένους Salmonella αποτελούν την κυριότερη αιτία τροφογενών ασθενειών παγκοσµίως, 
ενώ σύµφωνα µε εκτιµήσεις, στις ΗΠΑ καταγράφονται περίπου 1.5 εκ. κρούσµατα, 
15000 νοσηλείες και 500 θάνατοι ετησίως. Συνηθέστερος τύπος σαλµονέλλωσης είναι η 
εντεροκολίτιδα (µη τυφοειδής σαλµονέλλωση), µία αυτοπεριοριζόµενη βακτηριακή 
λοίµωξη του γαστρεντερικού επιθηλίου, ενώ πιο σοβαρή είναι η νόσος του τυφοειδούς 
πυρετού, που χαρακτηρίζεται από διασυστηµατική λoίµωξη και υψηλό πυρετό (Saroj. 
S.D et al. 2008, Guo X. et al. 2000). 
      Από την άλλη, τα στελέχη του Staphylococcus aureus αποτελούν τον κυριότερο 
αιτιολογικό παράγοντα σταφυλοκοκκικών τροφικών δηλητηριάσεων, µία από τις πιο 
σηµαντικές οικονοµικά τροφογενείς ασθένειες παγκοσµίως (Alarcon B. et al. 2006). 
Kάθε χρόνο στις ΗΠΑ εκτιµάται ότι σηµειώνονται περίπου 25 εξάρσεις 
σταφυλοκοκκικής δηλητηρίασης, ενώ στη Γαλλία ο Staphylococcus aureus  αποτελεί τη 
δεύτερη αιτία τροφογενών εξάρσεων µετά τη Salmonella (Keronanton A. et al. 2007, 
Doyle M.P. and Beuchat L.R. 2007). Οι τροφικές δηλητηριάσεις από Staphylococcus 
aureus οφείλονται στην κατανάλωση τροφίµων που περιέχουν µία ή περισσότερες 
προσχηµατισµένες εντεροτοξίνες και χαρακτηρίζονται από γαστρεντερίτιδα 
συνοδευόµενη από ναυτία, έµετο και διάρροια (Alarcon B. et al. 2006). 
      Συνήθως, τροφικές λοιµώξεις από Salmonella αλλά και δηλητηριάσεις 
σταφυλοκοκκικής προέλευσης αποδίδονται σε µολυσµένα τρόφιµα ζωϊκής προέλευσης, 
όπως είναι το κρέας και τα παράγωγά του, τα προϊόντα πουλερικών, το γάλα και τα 
γαλακτοµικά προϊόντα (Yong Li and Mustapha A. 2004). Ωστόσο, τα τελευταία χρόνια, 
παρατηρείται µία αύξηση της έξαρσης τροφογενών κρουσµάτων σαλµονέλλωσης και 
σταφυλοκοκκικής δηλητηρίασης που σχετίζονται µε την κατανάλωση τροφίµων φυτικής 
προέλευσης, λόγω αλλαγών στις αγρονοµικές πρακτικές και στις διαιτητικές συνήθειες.  
      Οι παραδοσιακές µικροβιολογικές µέθοδοι που εφαρµόζονται για την ανίχνευση των 
συγκεκριµένων παθογόνων βακτηρίων στα τρόφιµα είναι χρονοβόρες στη διεκπεραίωσή  
τους, καθώς για την παραλαβή των αποτελεσµάτων απαιτούνται αρκετές µέρες και 
επαναλαµβανόµενα στάδια εµπλουτισµού των δειγµάτων. Τα τελευταία χρόνια γίνονται 
προσπάθειες για µεγαλύτερη ευαισθησία ανίχνευσης και για πιο γρήγορη διεκπεραίωση, 
µε τις λεγόµενες «γρήγορες τεχνικές», στις οποίες περιλαµβάνονται ανοσολογικές 
µέθοδοι, µέθοδοι υβριδισµού και ενίσχυσης του DNA. Μεταξύ αυτών η PCR συνιστά 
την κυριότερη και απλούστερη µέθοδο ανίχνευσης των παθογόνων βακτηρίων στα 
τρόφιµα, καθώς χαρακτηρίζεται από υψηλή ευαισθησία και εξειδίκευση, ενώ δίνει 
αποτέλεσµα µέσα σε σύντοµο χρονικό διάστηµα (Saroj S.D et al. 2008). 
       Αντικείµενο λοιπόν, της παρούσας µελέτης είναι η ανίχνευση των 
εντεροπαθογόνων βακτηρίων Salmonella και S. aureus σε επεξεργασµένα τρόφιµα 
φυτικής προέλευσης µε τη µέθοδο της PCR. Αναλυτικότερα, α) πραγµατοποιήθηκε 
προτύπωση των συνθηκών της αντίδρασης PCR για τα συγκεκριµένα στελέχη,  β) 
ελέγχθηκε η αξιοπιστία της µεθόδου, γ) συγκρίθηκαν τα αποτελέσµατα που λήφθηκαν 
µε την τεχνική της PCR µε εκείνα από τον µακροσκοπικό έλεγχο των καλλιεργητικών 
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θρεπτικών υλικών και δ) έγιναν οι πρώτες προσπάθειες εκτίµησης των επιπέδων 
ευαισθησίας της PCR.  
      Συγκεκριµένα, τα δείγµατα τροφίµων που επιλέχτηκαν να εξεταστούν προέρχονταν 
από χαλβά Φαρσάλων που ο καθένας περιείχε διαφορετικών ειδών άµυλο (χαλβάς µε 
άµυλο ρυζιού, χαλβάς µε άµυλο πατάτας και χαλβάς µε άµυλο αραβοσίτου), από ελιές 
χύµα, από γλυκό του κουταλιού κάστανο, από συµπυκνωµένο χυµό ντοµάτας, από 
ξηρούς καρπούς (cashews, φουντούκια, καρύδια και ινδική καρύδα) και από 
µαγειρεµένα ρύζι και ξηρά φασόλια.  
            Αρχικά, για κάθε ένα από τα δείγµατα τροφίµων µετά το στάδιο εµπλουτισµού 
στο θρεπτικό µέσο Tryptic Soy broth (TSB) για 24h, πραγµατοποιήθηκε επίστρωση σε 4 
καλλιεργητικά θρεπτικά υλικά (SS, Mac Conkey, αιµατούχο, σοκολατόχρωµο) για τον 
µακροσκοπικό έλεγχο πιθανής µόλυνσης των δειγµάτων από τα παθογόνα βακτήρια 
Salmonella και Staphylococcus aureus. Τα συγκεκριµένα στερεά θρεπτικά υλικά αφενός 
ευνοούν την ανάπτυξη των δύο παθογόνων και αφετέρου επιτρέπουν ένα στοιχειώδη 
διαχωρισµό από τα άλλα είδη βακτηρίων, βάσει διαφορών στη µορφολογία των 
βακτηριακών αποικιών που αναπτύσσονται σε αυτά. Επιπλέον, οι ύποπτες αποικίες για 
Staphylococcus aureus ελέγχθηκαν για την παραγωγή καταλάσης και κονγκουλάσης, τα 
οποία αποτελούν βασικά διαγνωστικά χαρακτηριστικά για την ταυτοποίησή του. Στα 
αποτελέσµατά µας δεν παρατηρήθηκε καµία αποικία που να παρουσιάζει τα ιδιαίτερα 
χαρακτηριστικά των συγκεκριµένων βακτηρίων. Επιπλέον, τα ύποπτα στελέχη που 
εξετάστηκαν για την παραγωγή καταλάσης και κονγκουλάσης βρέθηκαν αρνητικά ως 
προς S. aureus. 
      Kατόπιν, συλλέχτηκαν οι αποικίες από τα αντίστοιχα καλλιεργητικά υλικά και 
ακολούθησε η αποµόνωση του βακτηριακού DNA, η ποσοτικοποίησή του και  η 
εφαρµογή της µεθόδου PCR, χρησιµοποιώντας εκκινητές που στοχεύουν ειδικά στις 
αλληλουχίες Its και nuc των βακτηρίων Salmonella και Staphylococcus aureus 
αντίστοιχα.  
      Οι συνθήκες της αντίδρασης PCR που χρησιµοποιήθηκαν για τα δείγµατα τροφίµων 
προτυπώθηκαν, χρησιµοποιώντας DNA αποµονωµένο από τους θετικούς µάρτυρες 
Salmonella και Staphylococcus aureus αντίστοιχα. Οι τελικές βέλτιστες συνθήκες 
παρουσιάζονται στην ενότητα 3.2.  
      Από τα δείγµατα επεξεργασµένων τροφίµων φυτικής προέλευσης που εξετάστηκαν 
µε τη µέθοδο της PCR για το παθογόνο βακτήριο Salmonella, παρατηρήσαµε ότι µόνο ο 
χαλβάς Φαρσάλων µε άµυλο αραβοσίτου έδωσε θετικό αποτέλεσµα. Συγκεκριµένα, 
αναπτύχθηκαν αποικίες στα καλλιεργητικά θρεπτικά υλικά SS, Mac Conkey, αιµατούχο 
και σοκολατόχρωµο οι οποίες δεν παρουσίασαν µακροσκοπικά τα ιδιαίτερα 
χαρακτηριστικά της Salmonella και ακολούθησε η επιλογή αυτών των αποικιών και η 
µελέτη τους µε την PCR, η οποία έδωσε προϊόν στο αναµενόµενο µοριακό βάρος      
(312 bp).  
      Τα αποτελέσµατά µας µε την τεχνική της PCR δείχνουν ότι ανιχνεύσαµε 
Salmonella, χρησιµοποιώντας εκκινητές που στοχεύουν στην αλληλουχία Its. Σε µία 
προηγούµενη µελέτη, το ζεύγος των εκκινητών ITSF/ITSR, το οποίο χρησιµοποιήθηκε 
και στην παρούσα εργασία βρέθηκε να παρουσιάζει υψηλή εξειδίκευση, επιτυγχάνοντας 
την ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου µόνο στα στελέχη που ανήκαν στο γένος 
Salmonella (Chiu T.H. et al. 2005). Η ίδια µελέτη αναφέρει ότι η  αλληλουχία Its  
τοποθετείται µεταξύ των 16S και 23S rRNA γονιδίων στα βακτηριακά οπερόνια  rRNA, 
τα οποία εκφράζονται σε υψηλό αριθµό αντιγράφων προσδίδοντας έτσι υψηλή 
ευαισθησία στην PCR. 
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       H αδυναµία ανίχνευσης του συγκεκριµένου παθογόνου στο χαλβά Φαρσάλων µε 
τον µακροσκοπικό έλεγχο των αντίστοιχων στερεών υλικών, πιθανόν να οφείλεται στο 
γεγονός ότι ορισµένοι ορότυποι Salmonella σχηµατίζουν αποικίες στα στερεά θρεπτικά 
άγαρ, οι οποίες δεν εµφανίζουν τα τυπικά χαρακτηριστικά της Salmonella (atypical 
colonies), οδηγώντας έτσι στη λήψη ψευδώς αρνητικών αποτελεσµάτων µε την 
µακροσκοπική µέθοδο (Bennett A.R. et al. 1998). Ορισµένοι ορότυποι Salmonella που 
αποµονώθηκαν από κλινικά δείγµατα παρατηρήθηκε ότι µπορούν να µεταβολίσουν τη 
λακτόζη και δεν µπορούν να παράγουν υδρόθειο (Farmer et al. 1985, Devenish et al. 
1986).  Ο µη µεταβολισµός της λακτόζης και η παραγωγή του υδροθείου αποτελούν 
βασικά διαγνωστικά χαρακτηριστικά ταυτοποίησης της Salmonella (Bennett A.R. et al. 
1998), που στο SS άγαρ που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα εργασία θα µπορούσαν 
εύκολα να γίνουν αντιληπτά µε την ανάπτυξη άχρωµων αποικιών µε µαύρα κέντρα, οι 
οποίες δεν διαφαίνεται να υπάρχουν (εικόνα 5).  Παρόλα αυτά, µετά το αποτέλεσµα της 
θετικής PCR η καλλιέργεια δεν ελέγχθηκε προσεκτικά για τυχόν άτυπες αποικίες 
θετικές στη λακτόζη που θα µπορούσαν να αντιστοιχούν σε Salmonella. Για τον σχετικό 
έλεγχο του τελευταίου πιθανόν να επανέλθουµε µελλοντικά. 
      Η αναζήτηση του Staphylococcus aureus στα δείγµατα των επεξεργασµένων 
τροφίµων φυτικής προέλευσης µε τη µέθοδο της PCR έδωσε αρνητικό αποτέλεσµα. Τα 
αποτελέσµατα της PCR συµφωνούν µε εκείνα της δοκιµασίας καταλάσης και 
κονγκουλάσης και µε εκείνα από την µακροσκοπική εξέταση των αντίστοιχων 
καλλιεργητικών υλικών.  
      Ωστόσο, παρατηρήσαµε σε 4 δείγµατα τροφίµων που προέρχονταν από ινδική 
καρύδα χύµα, από συµπυκνωµένο χυµό τοµάτας και από γλυκό του κουταλιού κάστανο 
µε τη µέθοδο της PCR ζώνες που δεν αντιστοιχούσαν στο µέγεθος του προϊόντος που 
αναµενόταν (270bp). Συγκεκριµένα, στις αποικίες που προέρχονταν από τα 
καλλιεργητικά θρεπτικά υλικά Mac Conkey και σοκολατόχρωµου µετά από επίστρωση 
µε δείγµα τοµατοπολτού, και σε εκείνες που προέρχονταν από τα καλλιεργητικά 
θρεπτικά υλικά αιµατούχου και σοκολατόχρωµου µετά από επίστρωση µε δείγµα γλυκό 
του κουταλιού κάστανο παρατηρήθηκαν προϊόντα µεγαλύτερου µεγέθους (~370 bp) 
από το αναµενόµενο (270 bp). Παροµοίως, στις αποικίες που προέρχονταν από τα 
καλλιεργητικά θρεπτικά υλικά Mac Conkey, αιµατούχου και σοκολατόχρωµου µετά 
από επίστρωση µε δείγµα ινδικής καρύδας παρατηρήθηκαν προϊόντα µε µικρότερο 
µοριακό βάρος (~170 bp) από το αναµενόµενο (270 bp). Σε µία προηγούµενη µελέτη 
στην οποία εφαρµόστηκε το ίδιο ζεύγος εκκινητών, δύο βακτηριακά στελέχη που δεν 
ανήκαν στο είδος του Staphylococcus aureus (E. coli και Klebsiella pneumoniae) 
παρήγαγαν προϊόντα PCR που αντιστοιχούσαν σε τµήµατα DNA µεγαλύτερου 
µεγέθους (~500bp) σε σχέση µε αυτό που αναµενόταν (270bp) (Brakstad O.G. et al. 
1992). Ωστόσο, οι συγγραφείς δεν δίνουν κάποια εξήγηση. 
      Στη συνέχεια, µε σκοπό την εκτίµηση της ευαισθησίας ανίχνευσης του βακτηριακού 
DNA των παθογόνων Salmonella και Staphylococcus aureus µε τη µέθοδο της PCR, 
χρησιµοποιήθηκε DNA αποµονωµένο από τους αντίστοιχους θετικούς µάρτυρες. 
Πραγµατοποιήθηκαν διαδοχικές αραιώσεις του σε συγκέντρωση αρχικού DNA µεταξύ 
400 ng έως 50 pg και παρατηρήσαµε ότι στην ανίχνευση της Salmonella το ελάχιστο 
όριο βρέθηκε ίσο µε 100 pg DNA και στην ανίχνευση του Staphylococcus aureus το 
ελάχιστο όριο βρέθηκε ίσο µε 250 pg DNA. Τα αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν µε 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 01:04:52 EEST - 167.114.118.212



 83

αυτά που έχουν αναφερθεί σε προηγούµενες µελέτες (Wilson I.G. et al.1991, 
Pathamanathan S.G. et al.2003). 
       Κατόπιν, έγιναν οι πρώτες προσπάθειες εκτίµησης των επιπέδων ανίχνευσης  των 
παθογόνων βακτηρίων Salmonella και Staphylococcus aureus µε τη µέθοδο της PCR, σε 
χαλβά Φαρσάλων µε άµυλο αραβοσίτου, µετά από τεχνητή επιµόλυνσή του. 
Συγκεκριµένα, δείγµα χαλβά Φαρσάλων επιµολύνθηκε τεχνητά µε υποδεκαπλάσιες 
διαδοχικές αραιώσεις του βακτηρίου Salmonella σε συγκεντρώσεις από 106-100 CFU/ml 
και ακολούθησε προεµπλουτισµός των δειγµάτων στο θρεπτικό µέσο Buffered Peptone 
Water (BPW) για 24 h στους 37οC. Η αποτελεσµατικότητα του συγκεκριµένου 
θρεπτικού µέσου για την αναβίωση των στελεχών Salmonella σε διάφορα τρόφιµα 
αναφέρθηκε σε προηγούµενη µελέτη (Chiu T.H. et al. 2005). Μετά την εφαρµογή της 
PCR το ελάχιστο όριο πάνω από το οποίο µπορεί να γίνει επιτυχώς ανίχνευση του 
βακτηρίου Salmonella βρέθηκε ίσο µε 104CFU/g χαλβά ( 105CFU/10g χαλβά). 
Παρόµοια µελέτη για την ανίχνευση της Salmonella σε τεχνητά επιµολυσµένο χαλβά 
Φαρσάλων δεν υπάρχει. Σε µία προηγούµενη µελέτη, χρησιµοποιώντας το ίδιο ζεύγος 
εκκινητών ITSF/ITSR η ευαισθησία της PCR βρέθηκε υψηλότερη και ίση µε 1-9 CFU/g 
µετά από εµπλουτισµό των τεχνητά µολυσµένων δειγµάτων γάλακτος σε 1% BPW για 
24 h στους 37οC (Chiu T.H. et al. 2005). Με ανάλογο τρόπο, και σε άλλες µελέτες που 
διεξήχθησαν σε τεχνητά µολυσµένα φρέσκα και ελάχιστα επεξεργασµένα λαχανικά, η 
ευαισθησία της PCR βρέθηκε υψηλή µε όρια ανίχνευσης που κυµαίνονταν από 102-101 
CFU/g (Guo X. et al. 2000, Elizaquivel P. and Aznar R. 2008). Επίσης, επιδηµιολογικές 
µελέτες έχουν δείξει ότι η δόση που απαιτείται για να προκληθεί λοίµωξη από 
Salmonella (infectious dose) κυµαίνεται από 10-100 κύτταρα (Bhagwat A.A et al. 2003). 
      Από τα παραπάνω παρατηρούµε ότι η ευαισθησία της PCR για την ανίχνευση της 
Salmonella στο χαλβά Φαρσάλων µε τεχνητή επιµόλυνση είναι πιο χαµηλή 
συγκρινόµενη µε τα αντίστοιχα αποτελέσµατα που αναφέρονται στη βιβλιογραφία σε 
άλλα είδη τροφίµων. Αυτή η διαφοροποίηση στα αποτελέσµατα πιθανόν να οφείλεται 
στη διαφορετική σύσταση των υπό εξέταση τροφίµων, καθώς έχει αναφερθεί ότι η 
ευαισθησία ανίχνευσης της PCR ποικίλλει ανάλογα µε τον τύπο των τροφίµων (Tsen H.-
Y. et al. 1992). 
      Η τεχνητή επιµόλυνση του χαλβά Φαρσάλων µε το βακτήριο Staphylococcus 
aureus, πραγµατοποιήθηκε σε δύο ξεχωριστά πειράµατα, χρησιµοποιώντας αντίστοιχα 
δύο διαφορετικά θρεπτικά µέσα εµπλουτισµού, το κοινό µέσο Buffered Peptone Water 
(BPW) και το εκλεκτικό µέσο Giolitti Cantoni. Η ευαισθησία ανίχνευσης του 
Staphylococcus aureus στον τεχνητά µολυσµένο χαλβά µε την τεχνική της PCR βρέθηκε 
ίση µε 105 CFU/g (106CFU/10g χαλβά), µετά από εµπλουτισµό του δείγµατος στο BPW. 
Τα ίδια επίπεδα ευαισθησίας βρέθηκαν µετά από εµπλουτισµό των δειγµάτων πράσινης 
πιπεριάς στο ίδιο θρεπτικό µέσο και χρησιµοποιώντας εκκινητές που στοχεύουν στο ίδιο 
γονίδιο (nuc) (Elizaquivel P. and Aznar R. 2008). Ωστόσο, όταν χρησιµοποιήθηκε για 
τον εµπλουτισµό του χαλβά Φαρσάλων το εκλεκτικό θρεπτικό µέσο Giolitti Cantoni, 
παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση της ευαισθησίας της PCR, µε όριο ανίχνευσης ίσο µε 
102CFU/g (103CFU/10g χαλβά). Προφανώς η µεγαλύτερη εκλεκτικότητα του Giolitti 
Cantoni και η ικανότητά του να  επιτρέπει την ανάπτυξη των στελεχών του S. aureus 
ακόµα και όταν απαντούν σε χαµηλούς αριθµούς στα τρόφιµα, ευθύνονται για την 
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αύξηση της ευαισθησίας της PCR σε επίπεδα υψηλότερα σε σχέση µε αυτά που 
επιτεύχθηκαν µετά από τον εµπλουτισµό στο BPW. Παρόµοια ήταν και τα επίπεδα 
ευαισθησίας που λήφθηκαν σε προηγούµενη µελέτη µετά από εµπλουτισµό των τεχνητά 
µολυσµένων δειγµάτων κρέατος στο θρεπτικό µέσο Giolitti Cantoni και 
χρησιµοποιώντας το ίδιο ζεύγος εκκινητών (Alarcon B. et al. 2006).  
     Πάντως πρέπει να σηµειωθεί ότι τα υψηλά επίπεδα ευαισθησίας της PCR που 
επιτεύχθηκαν στην παρούσα εργασία, µετά από εµπλουτισµό του χαλβά Φαρσάλων στο 
Giolitti Cantoni είναι ιδιαίτερης σηµασίας, δεδοµένου ότι τα επιτρεπτά όρια για τον S. 
aureus σε ορισµένα τρόφιµα κυµαίνονται από 102-103 CFU/g (Alarcon B. et al. 2006). 
      Συµπερασµατικά, στην παρούσα εργασία προτυπώθηκαν οι συνθήκες αντίδρασης 
της PCR για την ανίχνευση των παθογόνων βακτηρίων Salmonella και Staphylococcus 
aureus σε επεξεργασµένα τρόφιµα φυτικής προέλευσης, επιλέγοντας ζεύγη εκκινητών 
που στοχεύουν ειδικά στις αλληλουχίες Its και nuc αντίστοιχα και τα οποία βρέθηκε να 
παρουσιάζουν υψηλή εξειδίκευση, επιτυγχάνοντας την ενίσχυση των αλληλουχιών-
στόχων µόνο στα στελέχη που ανήκουν στο γένος Salmonella και στα στελέχη που 
ανήκουν στο είδος του Staphylococcus aureus αντίστοιχα.  
     Το παθογόνο βακτήριο Salmonella δεν ανιχνεύτηκε µε τον µακροσκοπικό έλεγχο 
των αντίστοιχων καλλιεργητικών θρεπτικών υλικών σε κανένα από τα υπό εξέταση 
δείγµατα τροφίµων. Ωστόσο, τα αποτελέσµατά µας από την αναζήτηση Salmonella  µε 
τη µέθοδο της PCR δείχνουν ότι το συγκεκριµένο βακτήριο ανιχνεύτηκε στο χαλβά 
Φαρσάλων µε άµυλο αραβοσίτου. Για πρώτη φορά γίνεται η ανίχνευση Salmonella στο 
συγκεκριµένο είδος τροφίµου, γεγονός που δείχνει ότι ο χαλβάς Φαρσάλων µπορεί να 
αποτελέσει ένα ιδανικό υπόστρωµα για την ανάπτυξη του συγκεκριµένου βακτηρίου. 
     Από την άλλη, τo παθογόνο βακτήριο Staphylococcus aureus δεν ανιχνεύτηκε σε 
κανένα από τα υπό εξέταση δείγµατα τροφίµων, τόσο µε την εφαρµογή της µεθόδου 
PCR όσο και µε την µακροσκοπική εξέταση των αντίστοιχων καλλιεργητικών 
θρεπτικών υλικών.   Ωστόσο, µελλοντικά θα εξετάσουµε µε τη µέθοδο της PCR και σε 
άλλα τρόφιµα την ανίχνευση του γονιδίου ent της εντεροτοξίνης, στην οποία 
αποδίδονται οι τροφικές δηλητηριάσεις και η οποία θα έχει ιδιαίτερη κλινική σηµασία.      
      Τα επίπεδα ευαισθησίας της PCR ελέγχτηκαν, πραγµατοποιώντας τεχνητή 
επιµόλυνση δείγµατος από χαλβά Φαρσάλων µε άµυλο αραβοσίτου ξεχωριστά µε τα 
συγκεκριµένα δύο παθογόνα βακτήρια και οι πρώτες προσπάθειες εκτίµησης των 
επιπέδων ευαισθησίας έδειξαν ότι µπορούν να  επιτευχθούν χαµηλά όρια ανίχνευσης. 
Παρόµοια µελέτη που να αφορά στην ανίχνευση της Salmonella και του Staphylococcus 
aureus σε τεχνητά µολυσµένο χαλβά Φαρσάλων δεν είναι γνωστή. 
     Συνοψίζοντας, τα αποτελέσµατα αυτά θέτουν τις βάσεις για την ανάπτυξη 
µελλοντικά µίας γενικής µεθοδολογίας βασισµένης στην τεχνική της PCR µε σκοπό την  
ανίχνευση των παθογόνων βακτηρίων Salmonella και Staphylococcus aureus σε 
επεξεργασµένα τρόφιµα φυτικής προέλευσης.  
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