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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Η νοθεία του κρέατος αποτελεί σηµαντικό ζήτηµα για τους καταναλωτές από 

οικονοµική, θρησκευτική και διατροφική άποψη. Η σωστή επισήµανση και 

ιχνηλασιµότητα του κρέατος είναι σηµαντική για τη σωστή εµπορία των προϊόντων 

καθώς και για την σωστά ενηµερωµένη επιλογή του καταναλωτή. 

Κάθε χρόνο καταναλώνονται τεράστιες ποσότητες ερυθρού κρέατος, οπότε η 

νοθεία αυτού και των προϊόντων του µε φθηνότερα ή κατώτερα είδη κρέατος 

δηµιουργεί µεγάλο πρόβληµα και στην βιοµηχανία κρέατος. Για αυτό τον λόγο 

χρειάζονται αποτελεσµατικές τεχνικές για την ταυτοποίηση των ειδών κρέατος τόσο 

για τους καταναλωτές, όσο και για τους υπεύθυνους της εµπορίας του κρέατος. 

Στην παρούσα µελέτη εφαρµόστηκαν µοριακές τεχνικές για τον προσδιορισµό 

της προέλευσης καθώς και της ταυτοποίησης ειδών κρέατος που είναι υπό την µορφή 

αναµείξεων. Με τις τεχνικές αυτές θέλουµε να επιτύχουµε των έλεγχο προσµίξεων σε 

τρόφιµα ζωικής προέλευσης.  

Τα είδη κρέατος που χρησιµοποιήθηκαν ήταν το µοσχάρι και το χοιρινό, σε 

διάφορες αναµείξεις. Η ανάλυση πραγµατοποιήθηκε στο µιτοχονδριακό DNA που 

αποµονώθηκε από µυϊκό ιστό των κρεάτων αυτών. Οι τεχνικές που εφαρµόστηκαν 

ήταν η PCR-SSCP και η PCR-RFLP. Αρχικά ενισχύθηκε µε την µέθοδο PCR τµήµα 

του γονιδίου 16s rRNA µεγέθους 243bp για το µοσχάρι και 247bp για το χοιρινό. Οι 

ολιγονουκλεινικοί εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν κοινοί για τα παραγωγικά 

ζώα (universal primers). Έπειτα ακολούθησε αποδιάταξη των προϊόντων της PCR, 

ηλεκτροφόρηση τους σε πηκτή πολυακρυλαµίδης και χρώση της πηκτής για 

απεικόνιση των αποτελεσµάτων. Στην συνέχεια πραγµατοποιήθηκε πέψη µε το 

κατάλληλο ένζυµο περιορισµού και ηλεκτροφορητικός διαχωρισµός των τµηµάτων 

περιορισµού σε πηκτή πολυακρυλαµίδης.  

Από την ανάλυση των αποτελεσµάτων προέκυψε ότι, η ανάλυση του 

τµήµατος του γονιδίου του 16s rRNA αποκάλυψε 2 πρότυπα, όσα ήταν και τα είδη, 

οπότε επιβεβαίωσε ότι η τεχνική PCR-SSCP εφαρµόζεται και σε αναµείξεις κρεάτων 

µε επιτυχία. Όσο αναφορά την PCR-RFLP, προέκυψε ότι το ένζυµο XbaI που 

χρησιµοποιήθηκε ήταν κατάλληλο για την ταυτοποίηση και των δύο ειδών κρέατος 

σε όλες τις αναµείξεις που δηµιουργήσαµε. Τέλος η µέθοδος αυτή κρίθηκε ικανή 

προς ανίχνευση µιγµάτων κρέατος, οπότε την καθιστά χρήσιµο εργαλείο για τον 

έλεγχο της νοθείας σε προϊόντα κρέατος. 
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ABSTRACT  

 
The adulteration of meat is of high interest for the consumers due to 

economical, religious and public health reasons. Proper labelling and traceability of 

meat products is important to help ‘’fair-trade’’, and to enable consumers to make 

informed choices.  

Every year, large quantities of read meat are consumed so adulteration of meat 

and meat products with their inferior/cheaper counterparts is an enormous problem in 

the meat industry. Thus, efficient techniques to identify the meat species origin are 

required which interest traders and consumers as well.  

In this study, molecular techniques were employed to determine the species 

origin of the meat contained in foods and furthermore to identify meat species in 

intermixing samples. With these techniques me want to achieve the detection of 

impurity in meat products. 

The species that we used in our research were intermixes of calf (Bos Taurus) 

and pig (Sus scrofa). The analysis was carried out in mitochondrial DNA isolated 

from muscle tissue of these meat species. PCR-SSCP and PCR-RFLP were the 

techniques that we used. Firstly amplified by the PCR method a region of 16s rRNA 

gene, size 243bp for the calf and 247bp for the pig. The primers that we used were 

universal primers. Then denaturation of the PCR products took place and their 

electrophoresis in polyacrylamide gel. Furthermore PCR products digested by a 

suitable restriction enzyme and the separation of the restriction fragments achieved 

through polyacrylamide gel electrophoresis.  

From the results we conclude that the analysis of the 16s rRNA fragment 

reveled 2 patterns, so were our species. This confirmed that PCR-SSCP technique can 

be applied to meat mixtures. As for PCR-RFLP technique, we conclude that the 

enzyme XbaI is appropriate for the identification of the two meat species in meat 

mixtures. Finally this method was considered sufficient to detect mixtures of meat, 

which could make it a valuable tool for checking the adulteration in meat products.  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
1.1 Το κρέας 
 
 
1.1.1 Γενικά 

 Ως κρέας (meat), µε την ευρεία έννοια του όρου, ορίζεται το σύνολο των 

ζωικών ιστών που είναι κατάλληλοι για ανθρώπινη κατανάλωση. Ακριβέστερα, 

ωστόσο, ως κρέας ορίζεται η σάρκα των θερµόαιµων ζώων και πτηνών που 

αποτελείται κυρίως από µυϊκό ιστό και η οποία µετά τη σφαγή του ζώου/ πτηνού έχει 

υποστεί µεταθανάτιες βιοχηµικές µεταβολές που την καθιστούν τρυφερή και 

εύγευστη. 

Το κρέας και τα προϊόντα του προτιµώνται από τους καταναλωτές έναντι 

άλλων τροφίµων για την αισθητική τους έλξη, τη γευστικότητα και τη θρεπτική τους 

αξία. Επίσης, το κρέας είναι από τα λίγα τρόφιµα που µπορούν να ικανοποιήσουν 

τόσο γρήγορα και αποτελεσµατικά το αίσθηµα της πείνας και τις γευστικές 

απαιτήσεις του ανθρώπου, αποτελεί εξαιρετική πηγή πρωτεϊνών υψηλής βιολογικής 

αξίας, περιέχει σίδερο και ψευδάργυρο, που είναι εύκολα αφοµοιώσιµα από τον 

ανθρώπινο οργανισµό, και βιταµίνες του συµπλέγµατος Β, ενώ είναι µία από τις λίγες 

αξιόλογες πηγές της βιταµίνης Β12. Τέλος περιέχει ουσίες όπως το συζευγµένο 

λινελαϊκό οξύ και άλλες µε ευεργετικές επιδράσεις στην υγεία του ανθρώπου. 

Το κρέας αποτέλεσε µέρος της δίαιτας του ανθρώπου από τους προϊστορικούς 

ακόµη χρόνους. Αυτό προκύπτει από αρχαιολογικά ευρήµατα στη Φλώριντα των 

ΗΠΑ, τα οποία χρονολογούνται πριν από 12.200 χρόνια. Αρχικά ο άνθρωπος κάλυπτε 

τις ανάγκες του σε κρέας µε το κυνήγι των άγριων ζώων και πτηνών. Με την πάροδο 

του χρόνου εξηµέρωσε άγρια ζώα και πτηνά και µε την εκτροφή τους εξασφάλισε τις 

ανάγκες του σε κρέας. Τα εκτρεφόµενα είδη των θερµόαιµων ζώων, τα οποία 

αποτελούν και την κύρια πηγή κρέατος για τις αναπτυγµένες χώρες είναι τα βοοειδή 

(cattle), οι χοίροι (pigs), τα πρόβατα (sheep) και οι αίγες (goats), ενώ τα εκτρεφόµενα 

πουλερικά είναι οι όρνιθες (chiken), οι γαλοπούλες (turkey), οι πάπιες (duck) και οι 

χήνες (geese). Το βοδινό/µοσχαρίσιο, το χοιρινό και το αιγοπρόβειο κρέας 

χαρακτηρίζονται ως ερυθρά κρέατα, ενώ το κρέας των πουλερικών ως λευκό κρέας. 

Ωστόσο, σε διάφορες χώρες του κόσµου πηγή κρέατος αποτελούν και άλλα είδη 

εκτρεφόµενων ή µη ζώων, ανάλογα µε τις τοπικές συνήθειες. 
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1.1.2 Παράγοντες που επηρεάζουν την αγορά κρέατος  

 Το µεγαλύτερο µέρος του πληθυσµού της γης καταναλώνει κρέας. Ωστόσο η 

προτίµηση του καταναλωτή για το κρέας και η ποσότητα που καταναλώνει 

επηρεάζεται σηµαντικά από ορισµένους παράγοντες, οι σηµαντικότεροι από τους 

οποίους είναι οι εξής : 

1) Η τιµή πώλησης του κρέατος και το εισόδηµα του καταναλωτή. 

2) Η εµφάνιση του κρέατος κατά την αγορά του. 

3) Η αποτυπωµένη αντίληψη στον καταναλωτή για το βαθµό ικανοποίησης των 

προσδοκιών του από το µαγειρεµένο κρέας. 

4) Οι αντιλήψεις του καταναλωτικού κοινού για τις επιδράσεις του κρέατος στην 

υγεία του ανθρώπου. 

5) Η µεταχείριση των ζώων µέχρι τη σφαγή τους. 

6) Ο τρόπος εκτροφής των ζώων και οι επιδράσεις του στο περιβάλλον. 

 

1.1.3 Κατανάλωση κρέατος 

Τη δεκαετία του 1970 θεωρούσαν ότι το κρέας πληρούσε όλες τις προσδοκίες 

του καταναλωτή. Το κρέας και τα προϊόντα κρέατος θεωρούνταν απαραίτητα 

στοιχεία για την καθηµερινή υγιεινή διατροφή του ανθρώπου. 

Κατά τη διάρκεια των τελευταίων ετών, έχει διαπιστωθεί ότι οι προτιµήσεις των 

ευρωπαίων καταναλωτών κρέατος παρουσιάζουν σε σηµαντικό βαθµό 

διαφοροποίηση σε σύγκριση µε το παρελθόν, που κατ’ αρχήν αποδίδεται στις 

οικονοµικές και στις κοινωνικές αλλαγές που έχουν συµβεί, καθώς και στα ιδιαίτερα 

δηµογραφικά χαρακτηριστικά των πληθυσµών (Tserveni και Goussi, 1997; Tserveni 

και Gousi, 2002).  

Σύµφωνα µε στοιχεία FAO (2000), o αριθµός των βοοειδών παγκοσµίως 

ανερχόταν στα 1.346.430 χιλιάδες κεφάλια εκ των οποίων τα 146.342 χιλιάδες 

κεφάλια εκτρέφονταν στην Ευρώπη (περίπου 11% του παγκόσµιου ζωικού 

κεφαλαίου βοοειδών). Στην ΕΕ-25, το 2005, εκτρέφονταν 88,7 εκατοµµύρια βοοειδή.  

Ο τοµέας του κρέατος αποτελεί παγκοσµίως έναν από τους σηµαντικότερους τοµείς 

της γεωργικής παραγωγής. Η παγκόσµια παραγωγή του βόειου-µοσχαρίσιου κρέατος 

ανέρχεται σε 59 εκατοµµύρια τόνους (ΥπΑΑΤ, 2011). Από τις κυριότερες εξαγωγικές 

χώρες, την πρώτη θέση σε παραγωγή βόειου-µµοσχαρίσιου κρέατος καταλαµβάνουν 

οι ΗΠΑ µε ποσοστό ανώτερο του 19% της παγκόσµιας παραγωγής. Ακολουθούν η 
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Βραζιλία (13,1), η Κίνα (11,0%), η Αργεντινή (4,6%), η Αυστραλία (3,4%), η Ρωσία 

(3,2%), το Μεξικό (2,6%), ο Καναδάς (2,5%), και τέλος η Νέα Ζηλανδία (1,2%). 

Η Ε.Ε-25 αποτελεί σηµαντικό παραγωγό βόειοι-µοσχαρίσιου κρέατος σε 

παγκόσµια κλίµακα, αντιπροσωπεύοντας περίπου το 14% της παγκόσµιας 

παραγωγής, µε παραγωγή η οποία αγγίζει τα 8,1 εκατοµµύρια τόνους βάρος 

ισοδύναµου σφαγίου (Eurostat 2005). 

Το βόειο κρέας κατέχει την πρώτη θέση ανάµεσα στα διάφορα είδη κρέατος 

που παράγονται στην Ε.Ε-25 (στοιχεία µέχρι το 2004) και αποτελεί το δεύτερο 

παραγωγό τοµέα, αντιπροσωπεύοντας το 10% της συνολικής αξίας της γεωργικής 

παραγωγής της Ε.Ε-25.  

Οι κυριότερες χώρες παραγωγής βόειου κρέατος της ΕΕ-25 ήταν οι 

ακόλουθες: Γαλλία µε ποσοστό 19,77%, Γερµανία µε 15,8%, Ιταλία µε 14,4%, 

Ηνωµένο Βασίλειο µε 9,06%, Ισπανία µε 8,93% και Ιρλανδία µε 7,04%. 

Η παραγωγή βόειου κρέατος ακολουθεί κανονικά ένα κυκλικό πρότυπο, µε 

την αύξηση της παραγωγής να οδηγεί σε χαµηλότερες τιµές οι οποίες ακολουθούνται 

από µµείωση της προσφοράς και ανάκαµψη των τιµών, ο δε πλήρης οικονοµικός 

κύκλος ολοκληρώνεται στη διάρκεια δύο ή τριών ετών. Η παραγωγή µµοσχαρίσιου 

κρέατος είναι σε µµεγάλο βαθµό υποπροϊόν του γαλακτοκοµικού τοµέα και 

ακολουθεί ένα λιγότερο κυκλικό πρότυπο. 

Το σηµαντικότερο στοιχείο του τοµέα του βόειου κρέατος στα πρόσφατα 

χρόνια ήταν ο αντίκτυπος των ασθενειών των ζώων στην κατανάλωση. Ειδικότερα η 

Σπογγώδης Εγκεφαλοπάθεια των Βοοειδών (ΣΕΒ) διατάραξε το κανονικό κυκλικό 

πρότυπο δεδοµένου ότι παρατηρήθηκε δραµατική µµείωση στην κατανάλωση που 

οδήγησε σε βραχυπρόθεσµη υπερπροσφορά και κατά συνέπεια σε σηµαντικά 

µειωµένες τιµές. Μετά από την πρωτοφανή πτώση κατά 7,4% που σηµειώθηκε το 

1996, η οποία προκλήθηκε κατά κύριο λόγω από αυτή την κρίση, η κατανάλωση 

βόειου κρέατος σηµείωσε σχετική ανάκαµψη το 1997 (2,7%) και το 1998 (2,8%). 

Η παραγωγή χοίρειου κρέατος κυριαρχείται από συστήµατα διαχείρισης των 

εκµεταλλεύσεων που βασίζονται στο σταβλισµό των χοίρων και στη διατροφή µε 

έτοιµες ζωοτροφές οι οποίες περιλαµβάνουν όλα τα θρεπτικά και λοιπά απαιτούµενα 

συστατικά. ∆εδοµένου ότι τα εν λόγω συστήµατα δεν βασίζονται στο έδαφος και ότι 

η διατροφή των ζώων αποτελεί τη µεγαλύτερη δαπάνη για τους παραγωγούς, η 

Ευρωπαϊκή Ένωση (ΕΕ) παρείχε στους παραγωγούς περιορισµένα µέτρα στήριξης 

της αγοράς. Ως εκ τούτου, η παραγωγή χοίρειου κρέατος ήταν για πολλά χρόνια 
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προσανατολισµένη στην αγορά. Τα προβλήµατα που αντιµετωπίζει συνδέονται 

συνεπώς λιγότερο µε την κοινή γεωργική πολιτική (ΚΓΠ) και περισσότερο µε την 

ποιότητα του κρέατος, τις σωστές συνθήκες διαβίωσης των ζώων και τις 

περιβαλλοντικές επιπτώσεις της εκτροφής χοίρων. 

Η ΕΕ παράγει 17,8 εκατ. τόνους χοίρειου κρέατος ετησίως (21) και είναι ο 

δεύτερος µεγαλύτερος παραγωγός στον κόσµο µετά την Κίνα. Η υψηλότερη 

παραγωγή κατά το δεύτερο ήµιση της δεκαετίας του 1990 είχε ως αποτέλεσµα τη 

µείωση των τιµών. Από τότε, η παραγωγή µειώθηκε και σταθεροποιήθηκε, µε 

ευνοϊκότερη ανταπόκριση των τιµών. Οι κυριότερες χώρες παραγωγής χοίρειου 

κρέατος το 2002 ήταν: Γερµανία (23,1 % της παραγωγής), Ισπανία (17,5 %), Γαλλία 

(13,2 %), Κάτω Χώρες (7,7 %) και ∆ανία (9,9 %). 

Η ετήσια κατά κεφαλή κατανάλωση στην ΕΕ ανέρχεται κατά µέσο όρο σε 

43kg. Ο αριθµός αυτός ποικίλλει σηµαντικά µεταξύ των κρατών µελών. 

Η αγορά χοίρειου κρέατος, όπως συµβαίνει µε ολόκληρο τον τοµέα της 

κτηνοτροφίας στην ΕΕ, αντιµετώπισε έκτακτα περιστατικά τα οποία είχαν 

βραχυπρόθεσµες συνέπειες και αναµένεται να εξακολουθήσουν να επηρεάζουν τη 

µεσοπρόθεσµη εξέλιξη του τοµέα. Η σπογγώδης εγκεφαλοπάθεια των βοοειδών 

(ΣΕΒ), που προκάλεσε µετατόπιση της ζήτησης σε άλλους τύπους κρέατος (κυρίως 

πουλερικά), ευνόησε επίσης τον τοµέα του χοίρειου κρέατος και συνέβαλε σε 

καλύτερες τιµές κατά την περίοδο 2000-2002. 

Η εµφάνιση του αφθώδους πυρετού στο Ηνωµένο Βασίλειο και στη συνέχεια 

στην Ιρλανδία, τη Γαλλία και τις Κάτω Χώρες το 2001 διατάραξε επίσης τον τοµέα 

του χοίρειου κρέατος. Λόγω της εµφάνισης της ασθένειας αυτής, οι περιορισµοί 

µεταφοράς ζωικού κεφαλαίου, σε συνδυασµό µε αρκετές απαγορεύσεις εξαγωγής από 

τρίτες χώρες, δηµιούργησαν σοβαρές διαταραχές στη σφαγή και τις πωλήσεις. Ο 

σηµαντικός ρόλος των εξαγωγών καθιστά τον τοµέα του χοίρειου κρέατος ιδιαίτερα 

ευάλωτο σε τέτοιου είδους προβλήµατα που συνδέονται µε τις ασθένειες. Στη 

δεκαετία του 1990 εµφανίστηκαν κρούσµατα κλασικής πανώλης των χοίρων (για 

παράδειγµα στη Γερµανία, τις Κάτω Χώρες και την Ισπανία) (ΥπΑΑΤ, 2007).  
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1.1.4 Παραγωγή και κατανάλωση κρέατος στην Ελλάδα 

Στην Ελλάδα, τα χαρακτηριστικά της κατανάλωσης του κρέατος έχουν επίσης 

παρακολουθήσει τις εξελίξεις στην οικονοµία και την κοινωνία, όπως για παράδειγµα 

τη βελτίωση του επιπέδου ζωής των Ελλήνων, την είσοδο των γυναικών στην αγορά 

εργασίας, κ.ά. (Yannakopoulos et al., 1994). Κατά τη διάρκεια της τελευταίας 

δεκαετίας, οι τάσεις που εµφανίζονται στους Έλληνες καταναλωτές είναι από τη µία 

πλευρά η αύξηση στην κατανάλωση φρούτων, λαχανικών, γάλατος, τυριών και 

ψαριών και από την άλλη, η µείωση της ζάχαρης και των αυγών. Πιο συγκεκριµένα, 

το 1998/99 η κατά κεφαλή κατανάλωση κρέατος και λαχανικών ήταν 86.1 και 246.8 

κιλά αντίστοιχα, ενώ µια δεκαετία πριν (1984/85) οι αντίστοιχοι αριθµοί ήταν 72.0 

και 194.0 κιλά. 

Στην Ελλάδα εκτρέφονται περίπου 633.656 (ΕΣΥΕ 2008) βοοειδή και 

παράγονται περίπου 750.000 τόνοι αγελαδινού γάλακτος και 59.000 τόνοι βόειου - 

µοσχαρίσιου κρέατος. 

Στην Ελλάδα εκτρέφονται εγχώριες φυλές (Κοινή Βραχυκερατική, Τήνου, 

Κατερίνης, Συκιάς), γαλακτοπαραγωγικές φυλές, κυρίως της φυλής Ασπρόµαυρη 

(Holstein .Friesian), κρεοπαραγωγικές φυλές κυρίως Λιµουζέν και Μπλοντ ντ΄ 

Ακιτέν (Blonded. Aquitaine) και µικτής απόδοσης (Φαιά των Άλπεων και Σίµενταλ). 

Οι βοοτροφικές επιχειρήσεις, µε βάση την παραγωγική τους κατεύθυνση 

διακρίνονται σε: 

• Μονάδες εκτροφής αγελάδων γαλακτοπαραγωγής 

• Μονάδες εκτροφής αγελάδων κρεατοπαραγωγής 

• Μονάδες πάχυνσης µοσχαριών 

Η κρεατοπαραγωγός βοοτροφία στην Ελλάδα χαρακτηρίζεται από µεγάλο 

αριθµό µονάδων, σχετικά µικρής δυναµικότητας, διεσπαρµένων σε όλη τη χώρα. Το 

ποσοστό συµµετοχής των συστηµατικών µονάδων στο σύνολο της παραγωγής 

ωστόσο κυµαίνεται σε σχετικά χαµηλά επίπεδα. 

Οι βοοτροφικές επιχειρήσεις κρεατοπαραγωγής ασχολούνται συνήθως µε την 

πάχυνση (σε µικρό βαθµό µε την αναπαραγωγή) ζώων που εισάγονται σε µικρή 

ηλικία και εν συνεχεία µε την σφαγή αυτών. Επειδή η παραγωγή µοσχαριών δεν 

επαρκεί για την κάλυψη των αναγκών της χώρας γίνονται αθρόες εισαγωγές 

µοσχαριών, είτε από ευρωπαϊκές, είτε από τρίτες χώρες. Οι Έλληνες αγελαδοτρόφοι 

είναι ως επί το πλείστον νέοι επιχειρηµατίες, που δεν βασίζουν τη βιωσιµότητά τους 
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στις άµεσες επιδοτήσεις της Ε.Ε, έχουν προχωρήσει σε πολύ σηµαντικές επενδύσεις 

συγκριτικά µε άλλους κλάδους της οικονοµίας και έχουν στόχο τη δηµιουργία 

κτηνοτροφικής παράδοσης για τα διάδοχα µέλη της οικογένειας. 

Η χοιροτροφία στην Ελλάδα θεωρείται από τους περισσότερους δυναµικούς 

κλάδους της κτηνοτροφίας και της αγροτικής της οικονοµίας. Καλύπτει το 25% της 

εγχώριας παραγωγής κρέατος µε το περίπου 35%. Η παραγωγή χοιρείου κρέατος που 

το 2009 ανήλθε σε 115.000 τόνους προέρχεται από παραγωγικό υλικό 100.000 

χοιροµητέρων εκ των οποίων το 80% εντατικής εκτροφής. Ο τοµέας παρέχει 

απασχόληση σε χιλιάδες οικογένειες. Η διαρκώς αυξανόµενη κατανάλωση χοιρινού 

κρέατος σε συνδυασµό µε τις υψηλές απαιτήσεις των καταναλωτών διαµορφώνουν 

νέες συνθήκες ανταγωνισµού. Η εφαρµογή σύγχρονων µορφών οργάνωσης της 

παραγωγής, µε ταυτόχρονη τήρηση κανόνων που αφορούν τη δηµόσια υγεία. Την 

υγεία και την καλή διαβίωση των ζώων, αναµένεται να οδηγήσει σε ανάπτυξη του 

κλάδου και ανάδειξη της ποιότητας των προϊόντων χοιροτροφίας. 

Το µεγαλύτερο µέρος της εγχώριας παραγωγής χοιρινού κρέατος 

συγκεντρώνεται στις περιφέρειες της Κεντρικής Μακεδονίας, της Ηπείρου, της 

Στερεάς Ελλάδας (συµπεριλαµβανοµένης της Εύβοιας - εκτός της Αττικής), της 

Θεσσαλίας, της ∆υτικής Ελλάδας, και της Αν. Μακεδονίας/Θράκης (ΥπΑΑΤ, 2011).  

 

 

Γράφηµα 1.1.4: παραγωγή κρέατος σε τόνους το 2009 (ΥπΑΑΤ, 2011). 
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1.2 Επισήµανση και ιχνηλασιµότητα κρέατος 

 

1.2.1 Γενικά 

Στην Ελλάδα, η πρώτη προσπάθεια οργάνωσης µηχανισµού ελέγχου στα 

τρόφιµα ζωικής προέλευσης, επιχειρήθηκε µε το Ν. 248/1914 "Περί οργανώσεως 

της Ζωοτεχνικής και Κτηνιατρικής Υπηρεσίας" , όπου, στην παρ. 1 του άρθρου 20 

ορίζεται: "∆ια Β.∆. εκδιδοµένων προτάσει του επί της Γεωργίας Υπουργού, 

καθορισθήσονται άπασαι αι λεπτοµέρειαι αι αφορώσαι: ........7) τα του ελέγχου των 

τροφίµων ζωικής προελεύσεως. ......"  

Από τότε εκδόθηκαν πλήθος νοµοθετηµάτων σχετικά µε τα τρόφιµα ζωικής 

προέλευσης και βέβαια για το κύριο ζωικής προέλευσης τρόφιµο, το κρέας.  

Το 1981, µε την είσοδο της χώρας στην ΕΟΚ, προέκυψε και η υποχρέωσή της 

να συµµορφωθεί προς τις κοινοτικές ρυθµίσεις και να εναρµονίσει την υπάρχουσα 

νοµοθεσία προς αυτήν της Κοινότητας (Τσώνης, 1999). 

Η νοµοθεσία λοιπόν που διέπει την παραγωγή και την εµπορία ,του νωπού 

κρέατος περιλαµβάνει όλες τις διατάξεις που αναφέρονται στα βοοειδή, τα 

αιγοπρόβατα και τα χοιρινά, ζώα από τα οποία κατά κύριο λόγω προέρχεται το κρέας, 

ξεκινά από το στάβλο και ακολουθεί από εκεί και πέρα όλα τα στάδια παραγωγής, 

από την αγορά και τη µετακίνηση των προς σφαγή ζώων, την αναισθητοποίηση, τη 

σφαγή και την περιποίηση του κρέατος στο σφαγείο, τη µεταφορά του νωπού κρέατος 

στο κρεοπωλείο,  µέχρι τη συντήρησή του και τη διάθεσή του στην αγορά. 

Η βελτίωση της ποιότητας των σφαγίων και του κρέατος και η εξασφάλιση 

των υψηλότερων δυνατών προτύπων υγιεινής πρέπει να συνοδεύονται από 

πληροφορίες προς τους καταναλωτές έτσι ώστε οι τελευταίοι να είναι σε θέση να 

γνωρίζουν µε ακρίβεια τι είδους κρέας αγοράζουν. 

Σε ορισµένες περιπτώσεις, οι καταναλωτές επιθυµούν να γνωρίζουν 

περισσότερα σε σχέση µε την προέλευση του προϊόντος. Το γεγονός αυτό µπορεί να 

προσθέσει αξία στο προϊόν και να δώσει τη δυνατότητα στον παραγωγό να επιτύχει 

καλύτερη τιµή από την αγορά. Η ενηµερωτική επισήµανση και οι εγγυήσεις ότι η 

προέλευση του κρέατος είναι δυνατόν να ανιχνευθεί µέσω της αλυσίδας διατροφής 

µέχρι την εκµετάλλευση έχουν συνεπώς ουσιαστική σηµασία. Ο προσδιορισµός της 
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ταυτότητας των ζώων συνδέεται µε την ιχνηλασιµότητα και αποτελεί επίσης βασικό 

στοιχείο της στρατηγικής της Ε.Ε για τον έλεγχο των νόσων των ζώων. 

Για τους λόγους αυτούς, η Ε.Ε εισήγαγε σειρά µέτρων για τη βελτίωση της 

επισήµανσης του κρέατος, την εγγύηση της ποιότητας και την ιχνηλασιµότητα. Οι 

ενέργειες αυτές έγιναν µε διαφορετικούς ρυθµούς ανάλογα µε τον τύπο του κρέατος. 

Η νοµοθεσία της Ε.Ε είναι περισσότερο εκτεταµένη για το βόειο κρέας. 

Η Ε.Ε παρέχει περαιτέρω δυνατότητα στους παραγωγούς να προσθέσουν αξία 

στα προϊόντα τους µε βάση το κρέας, µέσω σηµάτων ποιότητας που καθίστανται 

διαθέσιµα στο πλαίσιο του συστήµατος για την ανάπτυξη και προστασία των 

τροφίµων.  

Η αυθεντικότητα των τροφίµων, η οποία είναι κοµµάτι της ιχνηλασιµότητας 

των τροφίµων, αποτελείται από την ταυτοποίηση των συστατικών των τροφίµων η 

οποία επιβεβαιώνει την συµµόρφωση µε την επισήµανση των τροφίµων έτσι ώστε να 

αποφευχθεί η οικονοµική απάτη έναντι των καταναλωτών (Rodrνguez-Ramνrez et 

al., 2011). 

Φαίνεται ξεκάθαρα η σχέση και η αλληλεπίδραση των µεθόδων της 

επισήµανσης, της ιχνηλασιµότητας, της αυθεντικότητας και της ταυτοποίησης των 

τροφίµων µεταξύ τους, για αυτό το λόγο θα αναφερθούµε εκτενέστερα σε αυτούς 

τους όρους για να µπορέσουµε να καταλάβουµε πως συµβάλουν στον έλεγχο κατά 

της νοθείας των τροφίµων. 

 

 

Εικόνα 1.2.1: Απεικόνιση της σχέσης της ιχνηλασιµότητας και προϊόντων κρέατος 

(http://www.baxtek.com/software/scoringag/index.php). 
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1.2.2 Επισήµανση των τροφίµων 

Ο ορισµός της επισήµανσης των τροφίµων σύµφωνα µε τον Κώδικα 

Τροφίµων και Ποτών (Οδ.2000/13/ΕΚ) είναι οι µνείες, οι ενδείξεις, εµπορικά ή 

βιοµηχανικά σήµατα, εικόνες ή σύµβολα που αναφέρονται σε ένα τρόφιµο και 

φέρονται σε κάθε συσκευασία, πινακίδα, ετικέτα, που συνοδεύουν ή αναφέρονται στο 

τρόφιµο. 

Η επισήµανση δεν πρέπει να είναι τέτοιας φύσεως ώστε:  

-- να οδηγεί σε πλάνη τον αγοραστή ιδίως : 

i) ως προς τα χαρακτηριστικά του τροφίµου και ιδίως τη φύση, την ταυτότητα, τις 

ιδιότητες, την σύνθεση, την ποσότητα, τη διατηρησιµότητα, την καταγωγή ή 

προέλευση, τον τρόπο παρασκευής ή λήψεως, 

ii) µε την απόδοση από τρόφιµο αποτελεσµάτων ή ιδιοτήτων που δεν έχει, 

iii)  µε τον υπαινιγµό ότι το τρόφιµο έχει ιδιαίτερα χαρακτηριστικά , ενώ στην 

πραγµατικότητα όλα τα παρόµοια τρόφιµα έχουν αυτά τα ίδια χαρακτηριστικά. 

-- να αποδίδει σε ένα τρόφιµο ιδιότητες πρόληψης, αγωγής και θεραπείας 

οποιασδήποτε ανθρώπινης ασθένειας (πλην των φυσικών µεταλλικών νερών και των 

τροφίµων που προορίζονται για ειδική διατροφή για τα οποία υπάρχουν ιδιαίτερες 

κοινοτικές διατάξεις) (Κουτσουµανής, 2008).   

 

1.2.3 Ιχνηλασιµότητα των τροφίµων 

Η ιχνηλασιµότητα, δηλαδή η δυνατότητα να γνωρίζουµε ποια είναι η 

προέλευση και η προϊστορία κάθε υλικού που χρησιµοποιούµε, σε ποιο προϊόν 

χρησιµοποιήθηκε και πού έχει διατεθεί το συγκεκριµένο υλικό, υπήρξε, ανέκαθεν, 

µία από τις βασικές προϋποθέσεις των Συστηµάτων ∆ιασφάλισης Ποιότητας. 

Έτσι, η ιχνηλασιµότητα, αναδείχτηκε ως απαραίτητος όρος ασφαλείας για την 

εφοδιαστική αλυσίδα (κανάλια) των προϊόντων, και ειδικά των νωπών, και µάλιστα, 

µε την αφορµή κάποιων γενικότερων διατροφικών κρίσεων, όπως αυτές της 

σπογγώδους εγκεφαλοπάθειας και των διοξινών του 1999. 

Σύµφωνα µε την πρόσφατη παγκόσµια συµφωνία στην CODEX 

ALIMENTARIUS (2004) η Ιχνηλασιµότητα ορίζεται επίσηµα ως “Η ικανότητα 

παρακολούθησης της διακίνησης ενός τροφίµου κατά τις φάσεις της παραγωγής, 

επεξεργασίας και διανοµής” (“The ability to follow the movement of a food through 

specified stage(s) of production, processing and distribution”) (CAC, 2004). 
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Στην πράξη ένα σύστηµα ιχνηλασιµότητας είναι ένα ολοκληρωµένο σύστηµα 

ταυτοποίησης, βασικός στόχος του οποίου είναι η δηµιουργία µιας δυναµικής 

ταυτότητας για κάθε προϊόν, σε κάθε στάδιο της εφοδιαστικής αλυσίδας (από το 

“χωράφι”  στο “ράφι”) (Shackell, 2008; Fajardo et al, 2010). Η ταυτότητα αυτή έχει 

τη µορφή ενός κωδικού πάνω στο προϊόν, καθώς και ενός αρχείου µε πληροφορίες 

για το ιστορικό του προϊόντος και των συστατικών του, τόσο στα προηγούµενα και 

επόµενα στάδια της αλυσίδας (διαδοχική ιχνηλασιµότητα), όσο και στο τρέχον στάδιο 

(εσωτερική ιχνηλασιµότητα). Το Σύστηµα Ιχνηλασιµότητας παρέχει δεδοµένα για 

τους δύο βασικούς τύπους ιχνηλασιµότητας:  

• Προς τα εµπρός (Downstream) Ιχνηλασιµότητα: ξεκινώντας από µία συγκεκριµένη 

παρτίδα πρώτης ύλης (Lot), να φτάσουµε στον εντοπισµό όλων των παρτίδων 

τελικών προϊόντων που παρήχθησαν.  

• Προς τα πίσω (Upstream) Ιχνηλασιµότητα: γνωρίζοντας την παρτίδα του τελικού 

προϊόντος (Lot), να ανιχνεύσουµε τις Α’ ύλες που χρησιµοποιήθηκαν για την 

παραγωγή της.  

Ένα Σύστηµα Ιχνηλασιµότητας αποτελείται από τρία υποσυστήµατα:  

1) Σύστηµα ∆ιαδοχικής Ιχνηλασιµότητας -1: καλύπτει την διακίνηση προϊόντων 

µεταξύ της επιχείρησης και των προµηθευτών της. Η διαδοχική Ιχνηλασιµότητα -1 

είναι ιδιαίτερα σηµαντική τόσο για τις επιχειρήσεις Λιανικού Εµπορίου, οι οποίες 

διαθέτουν µεγάλο αριθµό προµηθευτών και προµηθευόµενων ειδών ανά είδος, όσο 

και για τις επιχειρήσεις µεταποίησης, οι οποίες προµηθεύονται από άλλες εταιρίες τα 

απαιτούµενα υλικά συσκευασίας και τις Α’ ύλες .  

2) Σύστηµα Εσωτερικής Ιχνηλασιµότητας (Internal Traceability): καλύπτει την 

διακίνηση και τον µετασχηµατισµό των προϊόντων µέσα στην ίδια την επιχείρηση. Η 

εσωτερική Ιχνηλασιµότητα είναι ιδιαίτερα σηµαντική για τις επιχειρήσεις παραγωγής, 

επεξεργασίας και τυποποίησης, διότι υπάρχει µια σηµαντική παραγωγική διαδικασία 

η οποία κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες και σύµφωνα µε προκαθορισµένες 

τεχνικές προδιαγραφές µετασχηµατίζει τις Α’ ύλες σε τελικά προϊόντα. 

3) Σύστηµα ∆ιαδοχικής Ιχνηλασιµότητας +1: καλύπτει την διακίνηση προϊόντων 

µεταξύ της επιχείρησης και των πελατών της. Η διαδοχική Ιχνηλασιµότητα +1 είναι 

ιδιαίτερα σηµαντική τόσο για τις επιχειρήσεις που προµηθεύουν µε Α’ ύλες και υλικά 

συσκευασίας τις Βιοµηχανίες Τροφίµων, όσο και για τις ίδιες τις Βιοµηχανίες οι 

οποίες προµηθεύουν µε τα τελικά προϊόντα τα Σηµεία Λιανικής Πώλησης (ISO 

22005, 2007). 
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Η αρχή της ιχνηλασιµότητας των τροφίµων είναι πλέον γεγονός από την 1η 

Ιανουαρίου του 2005. Η ανάγκη, για την υποχρεωτική εφαρµογή συστηµάτων 

ιχνηλασιµότητας στον τοµέα των τροφίµων, προέκυψε από την στιγµή που έγινε 

σαφές, ότι οι υπάρχουσες δοµές και τα συστήµατα ελέγχου δεν επαρκούν για να 

εξασφαλίσουν την ασφάλεια των προϊόντων. Το 2002 λοιπόν, δηµοσιεύθηκε ο 

κανονισµός (ΕΚ) 178 / 2002, για τον καθορισµό των γενικών αρχών και απαιτήσεων 

της νοµοθεσίας για τα τρόφιµα, για την ίδρυση της Ευρωπαϊκής Αρχής για την 

ασφάλεια των τροφίµων και τον καθορισµό διαδικασιών σε θέµατα ασφάλειας των 

τροφίµων. Μεταξύ των άλλων που προβλέπει, δίνει τον ορισµό και τις γενικές 

κατευθύνσεις για την υποχρεωτική εφαρµογή της ιχνηλασιµότητας σε όλα τα τρόφιµα 

και τις ζωοτροφές (Regulation (EC) 178, 2002; Schwagele 2005).  

Ο κανονισµός άρχισε να εφαρµόζεται στις αρχές του 2002, ενώ για ορισµένα 

άρθρα του η ισχύς µετατέθηκε για την 01-01-2005. Μεταξύ αυτών περιλαµβάνεται 

και το άρθρο 18 που αφορά στην ιχνηλασιµότητα, την ικανότητα ιχνηλάτησης και 

παρακολούθησης τροφίµων, ζωοτροφών και ζώων που χρησιµοποιούνται για την 

παραγωγή τροφίµων ή ουσιών που πρόκειται ή αναµένεται να ενσωµατωθούν σε 

τρόφιµα ή ζωοτροφές, σε όλα τα στάδια της παραγωγής, µεταποίησης και διανοµής 

τους. 

Κοινοτική νοµοθεσία. 

Κανονισµός 178 / 2002 (Καθορισµός Απαιτήσεων για Ασφάλεια και Ιχνηλασιµότητα 

Τροφίµων και Ζωοτροφών). 

• Εγκαθίδρυση συστηµάτων ή διαδικασιών ιχνηλασιµότητας, σε όλα τα στάδια 

παραγωγής, µεταποίησης και διανοµής (διαθέσιµη στις αρµόδιες αρχές) για το ±1. 

[Τι προµηθεύτηκα και από ποιον (-1) — τι πούλησα και σε ποιον (+1)]. 

Θεσµοθέτηση της Ευρωπαϊκής Αρχής για την Ασφάλεια των Τροφίµων (EFSA). 

Η Κοινοτική νοµοθεσία για το βόειο κρέας αναφέρει: . 

Ο Κανονισµός 1760 / 2000 (Θέσπιση Συστήµατος Αναγνώρισης και Καταγραφής 

Βοοειδών και Επισήµανση του Βόειου Κρέατος και των Προϊόντων του). 

  Το σύστηµα αναγνώρισης περιλαµβάνει: 

• Ενώτια για ατοµική αναγνώριση ζώων. 

• Ηλεκτρονικές βάσεις δεδοµένων. 

• ∆ιαβατήρια ζώων. 

• Τήρηση ατοµικών µητρών σε κάθε εκµετάλλευση. 

  Το σύστηµα επισήµανσης (σε µορφή ετικέτας) περιλαµβάνει: 
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• Αριθµό αναγνώρισης ζώου. 

• Αριθµός έγκρισης σφαγείου και τόπος – χώρα σφαγής. 

• Αριθµός έγκρισης µονάδας τεµαχισµού και τόπος – χώρα τεµαχισµού. 

Ισχύει σε βοοειδή µε ηµεροµηνία σφαγής από 01 – 09 – 2000. 

Ο κανονισµός 178 / 2002 της Ευρωπαϊκής Ένωσης, τονίζει ότι από 01 – 01 – 

2005, όλες οι επιχειρήσεις τροφίµων, οι οποίες εµπλέκονται στην αλυσίδα των 

τροφίµων (πρωτογενής παραγωγή, επεξεργασία, µεταφορά, διάθεση), πρέπει να 

εφαρµόζουν συστήµατα ιχνηλασιµότητας. 

   Οφείλουν: 

• να έχουν επαρκείς µηχανισµούς και διαδικασίες, για την ταυτοποίηση, από ποιόν 

προέρχεται (άµεσος προµηθευτής) και σε ποιόν καταλήγει ένα προϊόν (άµεσος 

πελάτης), 

• να διαθέτουν ενεργά συστήµατα και διαδικασίες, που θα επιτρέπουν σχετικές 

πληροφορίες να δίνονται, στις αρµόδιες αρχές και φορείς, όταν ζητούνται. 

   Η ιχνηλασιµότητα αποσκοπεί, στην πρόληψη των εξής φαινοµένων: 

• των δόλιων πρακτικών ή πρακτικών εξαπάτησης, 

• της νόθευσης των τροφίµων και 

• οποιωνδήποτε άλλων πρακτικών, που ενδέχεται να παραπλανήσουν τον 

καταναλωτή  

   και έχει ως στόχο την: 

• η ασφάλεια των τροφίµων, 

• η δυνατότητα αποµάκρυνσης επικίνδυνου τροφίµου, από την αγορά, 

• οι υγιείς κανόνες εµπορίου, η διαφάνεια και 

• η αξιοπιστία της πληροφορίας, που διαχέεται, στον καταναλωτή. 

 (Οδηγία 2000/13/ΕΚ) 
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1.3 Αυθεντικότητα και Ταυτοποίηση Κρέατος 

 
 

Τα θέµατα της αυθεντικότητας των τροφίµων µέσα από την οπτική της 

γνησιότητας, της προέλευσης και των ακατάλληλων χαρακτηριστικών βρίσκονται 

στη πρώτη γραµµή του ενδιαφέροντος πιθανότατα από τη στιγµή που τα τρόφιµα 

ξεκίνησαν να πωλούνται (Arvanitoyannis et al., 2005).  

Η ταυτοποίηση των ζωικών ειδών στο κρέας έχει γίνει πολύ σηµαντικός 

παράγοντας στην εκτίµηση της σύστασης των τροφίµων και στην παροχή ορθών 

πληροφοριών προς τους καταναλωτές. Οι καταναλωτές απαιτούν σωστή και ακριβή 

πληροφόρηση έτσι ώστε να κάνουν ενηµερωµένες επιλογές στα προϊόντα που 

επιλέγουν να αγοράσουν (Woolfe και Primrose 2004; Stamoulis et al., 2010; Rojas et 

al., 2012). 

Στις µέρες µας, η αυθεντικότητα των τροφίµων και των κρεάτων 

συγκεκριµένα, έχει γίνει ζήτηµα κρίσιµης σπουδαιότητας εξαιτίας του υψηλού 

αριθµού περιπτώσεων νόθευσης. Παρά την αυστηρή νοµοθεσία που επέβαλε η 

Ευρωπαϊκή Ένωση το 2005 για τα συστήµατα επισήµανσης έτσι ώστε να εγγυηθεί 

την ιχνηλασιµότητα του κρέατος, έχει παρατηρηθεί ότι οι µέθοδοι ιχνηλασιµότητας 

που βασίζονται µόνο σε κωδικούς παρτίδας ή οποιαδήποτε άλλα έγγραφα και αρχεία 

καταγραφής δεν µπορούν να είναι εντελώς αξιόπιστα διότι σε αυτά υπάρχει πάντα η 

πιθανότητα να είναι ψεύτικα ή πλαστογραφηµένα (Rojas et al., 2009). 

Η ταυτοποίηση των ειδών είναι το βασικό στοιχείο για την επαλήθευση της 

αυθεντικότητας των τροφίµων και την αντιµετώπιση των παραπλανητικών 

πρακτικών. Η προϋπόθεση αυτή ισχύει ειδικότερα για τα προϊόντα κρέατος λόγω του 

µεγάλου αριθµού ειδών που µπορεί να χρησιµοποιηθούν ως πρώτη ύλη αλλά και 

εξαιτίας των ποικίλων επεξεργασιών που δέχονται µέχρι την τελική πώληση καθώς 

και των µεγάλων αποκλίσεων στα θέµατα της διατροφικής αξίας και της 

κοστολόγησης.  

Τα σοβαρά όµως προβλήµατα της αναλυτικής ταυτοποίησης προκύπτουν 

κατά την αλλοίωση των βασικών διακριτικών χαρακτηριστικών κατά τη διάρκεια της 

επεξεργασίας, όπως το µαγείρεµα, το κάπνισµα, το τηγάνισµα, το αλάτισµα ή η 

κονσερβοποίηση, διότι η αναγνώριση του είδους του κρέατος που χρησιµοποιείται 
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γίνεται πιο δυσχερής (Haunshi et al., 2009). Ο ακριβής προσδιορισµός της 

αυθεντικότητας των επεξεργασµένων προϊόντων γίνεται πλέον υποχρεωτικός όχι 

µόνο για τις νοµοθετικά απαιτούµενες επισηµάνσεις στις ετικέτες τους αλλά και την 

αξιολόγηση της διατροφικής αξίας (προσθήκη συστατικών που δεν επιτρέπεται από 

το νόµο, αναγραφή συστατικών που δεν περιέχονται κλπ.), καθώς και την αποφυγή 

των κινδύνων που αφορά στην παρουσία οργανισµών µε κατάλοιπα τοξινών.  

Επίσης ανάµεσα στο καταναλωτικό κοινό που επιλέγει το κρέας που θα 

καταναλώσει βάση ορισµένων κριτηρίων (όπως την τιµή, το επίπεδο ζωής, τις 

διατροφικές ανάγκες κ.α.), υπάρχουν και ορισµένες οµάδες καταναλωτών που έχουν 

ιδιαίτερα χαρακτηριστικά και είναι πιο ευαίσθητες όσο αναφορά  την αυθεντικότητα 

του κρέατος. Τέτοιες οµάδες αποτελούν οι χορτοφάγοι (vegetarians) που απαιτούν 

παντελή έλλειψη κρέατος στις τροφές τους, καταναλωτές που επιλέγουν µόνο 

βιολογικό, άνθρωποι που εξαιτίας της θρησκείας τους απαγορεύεται να 

καταναλώσουν χοιρινό κρέας (π.χ. µουσουλµάνοι-“halal”) καθώς και περιπτώσεις µε 

προβλήµατα υγείας (π.χ. αλλεργίες) (Fajardo et al., 2007; Haunshi et al., 2009; 

Stamoulis et al, 2010; Sentandreu και Sentandreu, 2011; Nakyinsige et al, 2012). 

Η ανάγκη για την ταυτοποίηση του κρέατος αποκτά ακόµα µεγαλύτερη 

σηµασία αν αναλογιστούµε τις ποσότητες των ζωικών ειδών που διακινούνται 

καθηµερινά ανά τον κόσµο καθώς και το συνολικό τζίρο που δηµιουργείται γύρω από 

αυτά τα προϊόντα. Το οικονοµικό όφελος των επιχειρήσεων που νοθεύουν τα 

προϊόντα τους που περιέχουν κρέας µε άλλα είδη κρέατος χαµηλότερης αξίας είναι 

πολύ µεγάλο και πλέον πολύ σύνηθες (Woolfe και Primrose 2004; Fajardo et al., 

2010; Santos et al., 2012).  

Τα τελευταία χρόνια το είδος κρέατος που υφίσταται την µεγαλύτερη νοθεία 

είναι κρέατα που προέρχονται από κυνήγι, γνωστά ως “ game meat”, ορισµός αυτός 

πρόκειται για πτηνά και ζώα που αποτελούν θηράµατα (Santos et al., 2012). Το κρέας 

αυτών των ζώων θεωρείται πολύ υψηλής διατροφικής αξίας (χαµηλά επίπεδα 

χοληστερόλης και απουσία στεροειδών) και ιδιαίτερης εκλεπτυσµένης γεύσης και 

υφής, για αυτό και το κόστος του είναι πολύ υψηλό. Οπότε η νόθευσή του µε κρέας 

χαµηλότερης αξίας (π.χ. χοιρινό) αποφέρει πολύ µεγάλα κέρδη στις επιχειρήσεις 

(Fajardo et al., 2008; Neve et al., 2008; Rojas et al., 2009; Stamoulis et al, 2010; 

Santos et al., 2012). 

Η εξακρίβωση της αυθεντικότητας των ζωικών ειδών είναι µια ιδιαίτερα 

κρίσιµη διαδικασία εξαιτίας του υψηλού αριθµού των περιπτώσεων νοθείας. 
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Γενικά ως Νοθεία (adulteration) ορίζεται η προσθήκη στα τρόφιµα ουσιών 

των οποίων απαγορεύεται η χρήση, καθώς και η κανονική (µεγαλύτερη ή µικρότερη) 

περιεκτικότητά τους σε ουσίες που επιτρέπονται. Οι νοθείες είναι δύο ειδών: α) 

επικίνδυνες για την υγεία και β) ακίνδυνες οι οποίες ζηµιώνουν οικονοµικά τον 

αγοραστή. Μη νοθευµένο θεωρείται ένα τρόφιµο εφόσον αναγράφεται στη 

συσκευασία η σύσταση και ταυτίζεται µε τη σύνθεσή του (Hargin, 1996). Οι 

καταναλωτές πρέπει να προστατεύονται από τις νοθείες των τροφίµων. Πρέπει να 

γίνεται αυστηρός έλεγχος για την τήρηση των προδιαγραφών του Κώδικα Τροφίµων 

και Ποτών.  

Στην περίπτωση της νοθείας σε κρέας και προϊόντα κρέατος, τα είδη της 

νοθείας µπορούν να είναι πολλά. 

Ο Hargin (1996) διαχωρίζει τα υφιστάµενα θέµατα αυθεντικότητας τα οποία 

σχετίζονται µε τα προϊόντα κρέατος σε τέσσερις γενικές κατηγορίες :  

1. Προέλευση (φύλλο, φυλή, ζωοτροφή, ηλικία σφαγής, γεωγραφική προέλευση, 

άγρια και εκτρεφόµενα κρέατα, βιολογικά και συµβατικά κρέατα), 

2. Σύσταση (είδος κρέατος, λίπος, πρωτεΐνη, άλλες ουσίες µε στόχο την 

παραπλάνηση του καταναλωτή, καθορισµός των συστατικών των ειδών σηµαντικός 

ακόµα και για θρησκευτικούς λόγους), 

3. Επεξεργασία (κατεψυγµένα τα οποία πωλούνται ως φρέσκα, ακτινοβοληµένα τα 

οποία πωλούνται ως µη ακτινοβοληµένα), 

4. Ποικίλα πρόσθετα (όπως τεχνητές χρωστικές χρησιµοποιούνται ως φυσικές, 

συντηρητικά, γενετικά τροποποιηµένοι οργανισµοί, πρόσθετα γεύσης, συντηρητικά 

κλπ.) (Hargin, 1996; Ballin, 2010). 
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Σχεδιάγραµµα 1.3.1: Πιθανά προβλήµατα νοθείας του κρέατος  (Ballin 2010).
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Η εξάπλωση της νοθείας σε κρέας σήµερα είναι δύσκολο να προσδιοριστεί 

επακριβώς. Όµως υπάρχουν πάρα πολλά παραδείγµατα στην βιβλιογραφία για κρέατα 

και προϊόντα κρεάτων που έχουν λάθος επισήµανση. Ενδεικτικά αναφέρονται 

ορισµένα παραδείγµατα στον παρακάτω πίνακα. 

 

Πίνακας 1.3.1: Παραδείγµατα από αποτελέσµατα ελέγχου νοθείας σε προϊόντα 

κρέατος (Ballin 2010). 

Προϊόν που ελέγχθηκε Χώρα που 

έγινε ο 

έλεγχος 

Πρόβληµα 

αυθεντικότητας 

Ποσοστό λάθος 

επισήµανσης 

(αριθµός 

δειγµάτων) 

Βιβλιογραφία 

Χάµπουρκερ Βραζιλία Μη δηλωµένη 

πρωτεΐνη σόγιας 

30.8% (39) Macedo-Silva et al (2001) 

Χάµπουρκερ Μεξικό Μη δηλωµένα ζωικά 

είδη 

39% (23) Flores-Munguia et al 

(2000) 

Λουκάνικα Μεξικό Μη δηλωµένα ζωικά 

είδη 

29% (17) Flores-Munguia et al. 

(2000) 

Προϊόντα κρέατος ΗΠΑ Μη δηλωµένα ζωικά 

είδη 

15.9% νωπά 

22.9% 

µαγειρεµένα 

(902) 

Hsieh, Woodward, and Ho 

(1995) 

Προϊόντα κρέατος Τουρκία Μη δηλωµένα ζωικά 

είδη 

22% (100) Ayaz et al (2006) 

Προϊόντα κρέατος Ελβετία Παλιό κρέας ως 

φρέσκο 

15% (43) Anon (2001) 

Προϊόντα κρέατος Αγγλία Παλιό κρέας ως 

φρέσκο 

8% (534) Anon (1996) 

 

 

Εν τέλει, το κατά πόσο είναι αυθεντικό ή όχι έναν προϊόν και κυρίως κρέας 

είναι µια δύσκολη υπόθεση διότι πάντα θα υπάρχει ο ανθρώπινος παράγοντας που 

αποσκοπεί στο χρηµατικό κέρδος. Για αυτό και τώρα είναι απαραίτητο όσο ποτέ η 

ανάπτυξη ικανοποιητικών τεχνικών για τον έλεγχο της αυθεντικότητας µε όσο το 

δυνατόν µεγαλύτερη ακρίβεια και εφαρµογή, που θα στοχεύουν στη διάκριση ενός 

είδους από άλλο. 
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1.4 Μοριακοί δείκτες  

Η ανησυχητική κατάσταση που επικρατεί στον χώρο των τροφίµων, έχει 

οδηγήσει στη θέσπιση µιας σειράς ελέγχων που µπορούν να χρησιµοποιηθούν, για να 

πιστοποιήσουν τη γνησιότητα και να αποκαλύψουν τη νοθεία και την παραπλάνηση 

των τελικών αποδεκτών, µε την επιλογή της καταλληλότερης µεθόδου ανά 

περίπτωση, η οποία εξαρτάται από τη φύση του προϊόντος. Λαµβάνεται συνεπώς 

υπόψη, αν το προϊόν αποτελείται από ολόκληρα τµήµατα, αν εξετάζεται ωµό ή έχει 

υποστεί θερµική επεξεργασία και τέλος, εξετάζεται η απαίτηση να καθοριστεί, εάν 

ένα προϊόν περιέχει τα συστατικά που αναφέρονται στην ετικέτα.  

Για αυτό σήµερα εφαρµόζονται µοριακές τεχνικές ανάλυσης (µοριακοί 

δείκτες), οι οποίες είναι σύγχρονες τεχνικές που βασίζονται στην πρωτεϊνική 

ανάλυση και στην ανάλυση του DNA. Είναι προηγµένες τεχνικές σε σχέση µε τις 

οργανοληπτικές, µορφολογικές και ιστολογικές τεχνικές που χρησιµοποιούνταν 

παλαιότερα στον τοµέα των τροφίµων και οι οποίες αποδείχτηκαν ανεπαρκείς  

Η χρήση των µοριακών δεικτών είναι ευρέως διαδεδοµένη σε διάφορους 

κλάδους της σύγχρονης επιστήµης και οι µέθοδοι ανάλυσης των γενετικών 

δεδοµένων βελτιώνονται ταχύτατα.  

Με την ανάπτυξη των µεθόδων µοριακής ανάλυσης προέκυψαν δείκτες για 

την ανάλυση της παραλλακτικότητας στο επίπεδο DNA. Έτσι έγινε δυνατός ο 

εντοπισµός διαφορών τόσο µεταξύ ολόκληρων τµηµάτων DNA, όσο και µεταξύ 

αλληλουχιών νουκλεοτιδίων σε κάποια συγκεκριµένη περιοχή. Υπάρχουν δύο 

κατηγορίες µοριακών δεικτών, οι DNA και οι πρωτεϊνικοί δείκτες. Οι πρώτοι 

αναφέρονται και ως γενετικοί δείκτες και αφορούν τόσο το πυρηνικό όσο και το 

εξωπυρηνικό (µιτοχονδριακό και χλωροπλαστικό) DNA. 

Οι µοριακοί δείκτες παρουσιάζουν όλα τα επιθυµητά χαρακτηριστικά ενός 

γενετικού δείκτη: εντοπίζουν ποιοτικές διαφορές, δεν επηρεάζονται από το 

περιβάλλον, εντοπίζουν διαφορές τόσο στις αλληλουχίες γονιδίων όσο και στις 

περιοχές του γενώµατος και απεικονίζουν την ποικιλότητα που υπάρχει στο ίδιο το 

γενετικό υλικό και όχι στα προϊόντα έκφρασης.  

 Οι µοριακοί δείκτες πρέπει να συγκεντρώνουν τα περισσότερα από τα 

παρακάτω γνωρίσµατα έτσι ώστε να παρουσιάζουν τη µεγαλύτερη χρησιµότητα:  
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1) Παρουσία πολυµορφισµού,  

2) Απλή κληρονοµικότητα,  

3) Υψηλό συντελεστής κληρονοµικότητας.  

4) Σταθερός φαινότυπος κάτω από ποικίλες περιβαλλοντικές συνθήκες καθώς 

αξιοποιείται ο πολυµορφισµός που παρουσιάζεται στην αλληλουχία των 

βάσεων του DNA και όχι στην παραλλακτικότητα έκφρασης των γονιδίων. 

5) ∆ιασπορά σε ολόκληρο το γονιδίωµα.  

6) Ανεξαρτησία της βιωσιµότητας.  

7) Η µεθοδολογία της αναγνώρισης να είναι χαµηλού κόστους.  

 Οι µοριακοί δείκτες καθορίζονται από δύο συνιστώσες: την περιοχή του DNA 

που πρόκειται να «καλύψουν», καθώς και το επίπεδο πολυµορφισµού και το ποσοστό 

της ετεροζυγωτίας που εµφανίζεται σε αυτή, και την τεχνική που χρησιµοποιείται για 

την εύρεση της διαφοροποίησης.  

Η επιλογή του µοριακού δείκτη που θα χρησιµοποιηθεί για την ανάλυση και 

κατ’ επέκταση για την ταυτοποίηση κάποιου είδους εξαρτάται κυρίως από το κόστος 

εφαρµογής της µεθόδου (µιας και αρκετές µεθοδολογίες απαιτούν υψηλό κόστος για 

να εφαρµοστούν) και από τη δυνατότητα που έχει κάθε µέθοδος να διαχωρίζει 

προϊόντα τα οποία υπέστησαν ένα είδος κατεργασίας π.χ µε υψηλή θερµοκρασία. 

Μπορούµε να διαχωρίσουµε τους µοριακούς δείκτες (DNA δείκτες) σε δύο 

κατηγορίες:  

� ∆είκτες που δεν βασίζονται στην PCR (RFLPs)  

� ∆είκτες που βασίζονται στην PCR (RAPDs, SSRs, SNPs, SSCP)  

Υπάρχουν και δείκτες που ανήκουν και στις δύο παραπάνω κατηγορίες (PCR- RFLP, 

AFLPs).  

Οι συχνότεροι τύποι µοριακών που χρησιµοποιήθηκαν στο παρελθόν από τους 

επιστήµονες είναι οι ακόλουθοι:  

 

Πολυµορφισµός µεγέθους περιοριστικού θραύσµατος (RFLP).  

Οι πρώτοι µοριακοί δείκτες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα RFLPs 

(Restriction Fragment Length Polymorphisms) (Βotstein et al., 1980). Πρόκειται για 

µοριακό δείκτη, ο οποίος βασίζεται στην παραγωγή διαφορετικού µήκους 

περιοριστικών θραυσµάτων µετά από πέψη του DNA µε περιοριστικά ένζυµα 

(Williams et al., 1990) (θα γίνει λεπτοµερής αναφορά στην επόµενη παράγραφο).  
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Πολυµορφισµός µονόκλωνης διαµόρφοσης (SSCP).  

Τα SSCPs είναι τµήµατα DNA (200-800 bp) που ενισχύονται µέσω της 

τεχνικής της PCR µε τη χρήση εξειδικευµένων εκκινητών µεγέθους 20-25 bp. Για τον 

εντοπισµό της παραλλακτικότητας στις αλληλουχίες των νουκλεοτιδίων 

χρησιµοποιούνται πηκτές ηλεκτροφόρησης µονόκλωνου DNA (όπως και για την 

RFLP, θα γίνει λεπτοµερής αναφορά στη συνέχεια).  

 

Τυχαίος πολλαπλασιασµός πολυµορφικού DNA (RAPD).  

Ο όρος RAPD προέρχεται από τα αρχικά των λέξεων Random Amplified 

Polymorphic DNA , που µπορεί να µεταφραστεί ως Τυχαία Πολλαπλασιασµένο 

Πολυµορφικό DNA. Στην τεχνική RAPD-PCR χρησιµοποιείται, εκτός από το 

ρυθµιστικό διάλυµα, τα νουκλεοτίδια, την Taq πολυµεράση και την µικρή ποσότητα 

DNA, ένας εκκινητής µήκους 10 νουκλεοτιδίων τυχαίας αλληλουχίας µε µια 

αναλογία βάσεων GC τουλάχιστον 50 %. Το παραπάνω µίγµα τοποθετείται στον 

θερµοκυκλοποιητή και υπόκειται σε έναν αριθµό κύκλων µετουσίωσης, υβριδισµού 

και επέκτασης των αφετηριών. Για να µπορέσει να γίνει η επικόλληση του εκκινητή 

σε πολλά σηµεία του γενωµικού DNA θα πρέπει η θερµοκρασία να είναι µικρότερη 

από αυτή της κλασικής PCR , θα πρέπει δηλαδή να είναι γύρω στους 36- 37°C. Στη 

συνέχεια ακολουθεί ο διαχωρισµός των προϊόντων της PCR µε ηλεκτροφόρηση σε 

πηκτή αγαρόζης και στη συνέχεια η βαφή τους µε βρωµιούχο εθίδιο.  

Οι RAPD πολυµορφισµοί που προκύπτουν, θεωρητικά οφείλονται σε διάφορα 

αίτια όπως: 1) προσθήκη ενός µεγάλου τµήµατος DNA µεταξύ των δύο άκρων, που 

καθιστά το αρχικό τµήµα πολύ µεγάλο για να αντιγραφεί οπότε χάνεται, 2) έλλειψη 

ενός τµήµατος DNA σε ένα από τα δύο άκρα και 3) νουκλεοτιδική αντικατάσταση 

που µπορεί να επηρεάσει τη σύνδεση των αφετηριών στη δεδοµένη πλευρά λόγω 

αλλαγών στην οµολογία, η οποία µπορεί να οδηγήσει σε παρουσία ή απουσία ενός 

πολυµορφισµού.  

Η τεχνική RAPD πλεονεκτεί στο ότι µε τη χρήση κάθε τυχαίου εκκινητή 

προκύπτουν πολυάριθµες γονιδιακές θέσεις, απαιτούνται πολύ µικρές ποσότητες 

DNA, και έχει σχετικά µικρό κόστος. Μειονέκτηµα της τεχνικής είναι η µεγάλη της 

ευαισθησία που απαιτεί πολύ προσεκτικούς χειρισµούς ώστε να εξασφαλίζεται η 

αξιοπιστία και η επαναληπτικότητα. Οι δείκτες RAPD έχουν χρησιµοποιηθεί σε 

διάφορα πεδία έρευνας όπως σε µελέτες γενετικής παραλλακτικότητας, στην 

κατασκευή γενετικών χαρτών, στην πιστοποίηση κλώνων, σε φυλογενετικές µελέτες 
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και σε µελέτες εξέλιξης των ειδών όπως επίσης και σε µελέτες για τον εντοπισµό 

γονιδίων δεικτών.  

 

Πολυµορφισµός Μήκους Πολλαπλασιασµένων Τµηµάτων (AFLP).  

O όρος AFLP προέρχεται από τα αρχικά των λέξεων Amplified Fragment 

Length Polymorphism, που µµεταφράζεται ως Πολυµορφισµός Μήκους 

Πολλαπλασιασµένων Τµηµάτων. Βασίζεται στον επιλεκτικό πολλαπλασιασµό 

τµηµάτων DNA που έχουν προκύψει από τον περιορισµό του γενωµικού DNA µε 

κάποιο περιοριστικό ένζυµο και στον διαχωρισµό των τµηµάτων σε πηκτή 

ακρυλαµιδίου και χρώση ασηµιού ή ραδιενέργειας (Vos et al., 1995). Η τεχνική αυτή 

προσφέρει τα πλεονεκτήµατα των RAPD, και επιπλέον, είναι πιο αξιόπιστη και 

προκύπτουν περισσότεροι δείκτες σε σχέση µε τα RAPD. Παράλληλα όµως 

παρουσιάζουν και τα µειονεκτήµατα των RAPD, εµφανίζουν σχέση κυριαρχίας στην 

κληρονοµµικκότητα. Επιπλέον, η µέθοδος είναι πιο δαπανηρή και πιο επικίνδυνη 

όταν χρησιµοποιείται ραδιενέργεια. 

 

Μικροδορυφόροι (microsatellites), SSR (Simple Sequence Repeats).  

Πρόκειται για επαναλαµβανόµενες ολιγονουκλεοτιδικές αλληλουχίες, 

διάσπαρτες στο γονιδίωµα και διαφορετικές µεταξύ των ατόµων. Οι δείκτες αυτοί, 

αποτελούνται από επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες DNA οι οποίες έχουν µήκος 

συνήθως 2-5 βάσεων και ο πολυµορφισµός προκύπτει από διαφορές στον αριθµό των 

επαναλήψεων. Πλεονεκτήµατα των δεικτών αυτών είναι η απλότητα στην εφαρµογή, 

η συγκυριαρχία στην κληρονόµηση και η παρουσία µεγάλου πολυµορφισµό. 

Μειονέκτηµα τους είναι η εκτεταµένη έρευνα που απαιτείται για την εφαρµογή τους 

σε ένα νέο είδος (Zietkiewicz et al., 1994). 

 

Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών.  

Πρόκειται για σύστηµα µοριακών δεικτών βασισµένο στη υπάρχουσα 

ποικιλότητα των πρωτεϊνών που επιτελούν ταυτόσηµη λειτουργία αλλά διαφέρουν ως 

προς την ηλεκτροφορητική κινητικότητα, λόγω διαφορών που παρουσιάζουν στην 

αµινοξική αλληλουχία (Αλαχιώτης, 2005).  

Οι µέθοδοι αυτές χρησιµοποιούνταν στις φυλογενετικές µελέτες και όχι µόνο, 

επειδή ήταν πιο οικονοµικές και γρήγορες απ’ ότι η αλληλούχηση του DNA. Με το 

πέρασµα όµως του χρόνου, τόσο το κόστος όσο και ο χρόνος που χρειάζεται για την 
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αλληλούχηση του γενετικού υλικού, µειώθηκαν. Έτσι, η αλληλούχηση άρχισε να 

κερδίζει έδαφος στις φυλογενετικές µελέτες, αφού επρόκειτο για µια λεπτοµερή και 

αναλυτική µέθοδο που µπορούσε να εκτιµήσει τις γενετικές αποστάσεις γονιδιακών 

τµηµάτων ή γονιδίων των υπό µελέτη οργανισµών. 

 

Πίνακας 1.4.1: Σύγκριση ευρέως χρησιµοποιούµενων µοριακών δεικτών 

(Αραβανόπουλος, 2003). 

 

 

 

Στη συνέχεια θα αναλύσουµε τους µοριακούς δείκτες και τις αναλυτικές 

τεχνικές που χρησιµοποιήθηκαν στην δικιά µας πειραµατική µελέτη! 

 

 

 

 
1.4.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (polymerase chain 

reaction, PCR) 

 

Την τελευταία εικοσαετία έχουν αναπτυχθεί µοριακοί δείκτες που βασίζονται 

στον in vitro πολλαπλασιασµό τµηµάτων DNA µε τη µέθοδο της αλυσιδωτής 

αντίδρασης της πολυµεράσης (PCR). 
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Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (polymerase chain reaction, PCR, 

amplification) είναι µια µέθοδος που αναπτύχθηκε το 1985 από τον Mullis και άρχισε 

να χρησιµοποιείται ευρέως το 1987 µε την χρήση θεροµοανθεντικών DNA 

πολυµερασών. Ο Karry Mullis τιµήθηκε µε το βραβείο Νόµπελ το 1993 για αυτήν του 

την ανακάλυψη διότι κατέστησε δυνατή την παραγωγή πολυάριθµων αντιγράφων 

ενός µορίου DNA σε σύντοµο χρονικό διάστηµα, ακόµα και αν υπάρχει στη διάθεσή 

µας ένα µόνο αρχικό µόριο DNA. Σήµερα η PCR θεωρείται µια από τις πιο 

επαναστατικές επιστηµονικές ανακαλύψεις του 20ου 
αιώνα και αποτελεί πλέον την 

κοινή βάση µιας πληθώρας άλλων µοριακών τεχνικών (µερικές αναφέρθηκαν στην 

προηγούµενη παράγραφο της µελέτης µας). Πρόκειται για µια αντίδραση 

πολυµερισµού, η οποία µιµείται in vitro τον τρόπο µε τον οποίο τα ένζυµα του 

πυρήνα (DNA πολυµεράσες) αντιγράφουν το DNA του κυττάρου (πυρηνικό ή 

µιτοχονδριακό).  

Η κινητική επανασύνδεση αποδιαταγµένου δίκλωνου DNA, ιδιαίτερα στην 

αρχή, όπου η διάρκεια επανασύνδεσης εξαρτάται από την συγκέντρωση και την 

πολυπλοκότητα των συµπληρωµατικών αλυσίδων αποτελεί τη βάση της µεθόδου της 

αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης. Με τη µέθοδο αυτή συντίθεται µεγάλος 

αριθµός αντιγράφων ενός συγκεκριµένου τµήµατος DNA σε µια ενζυµατική 

αντίδραση in vitro. Η PCR είναι µια εργαστηριακή ελεγχόµενη, εκτός οργανισµού, 

αντίδραση ενζυµικού πολλαπλασιασµού επιλεγµένων αλληλουχιών του DNA από 

ελάχιστες αρχικές ποσότητες µητρικού DNA (Berg et al., 2002). 

Η PCR βασίζεται στον ενζυµικό πολλαπλασιασµό µιας συγκεκριµένης 

αλληλουχίας DNA που οριοθετείται δεξιά και αριστερά από δύο εκκινητές-

ολιγoνουκλεοτίδια (primers). Η αλληλουχία του κάθε εκκινητού είναι 

συµπληρωµατική προς τη µία από τις δύο αλυσίδες του δίκλωνου DNA-εκµαγείου. Η 

αλληλουχία αυτή χρησιµοποιείται για το σχεδιασµό δυο συνθετικών 

ολιγονουκλεοτιδίων, ενός συµπληρωµατικού προς το 3΄άκρο της µιας αλυσίδας του 

DNA και ενός συµπληρωµατικού προς το 3΄άκρο της άλλης αλυσίδας. Τα 

ολιγονουκλεοτίδια αυτά µήκους 20-30 βάσεων χρησιµοποιούνται ως πρωταρχικά 

τµήµατα (εκκινητές) για in vitro σύνθεση DNA και οριοθετούν τα άκρα του τελικού 

προϊόντος. Αυτό το κοµµάτι θα επιλεγεί και θα πολλαπλασιαστεί πολλές φορές µε τη 

συνεργασία άλλων µορίων. Συγκεκριµένα µια Τaq DNA πολυµεράση, η οποία βάσει 

ενός πρότυπου δίκλωνου DNA και παρουσία κατάλληλου ρυθµιστικού διαλύµατος 

και ενός ζεύγους ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών, των τεσσάρων τριφωσφορικών 
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δεοξυνουκλεοτιδίων (dNTPs : dATP, dCTP, dGTP, dTTP), ιόντων Μαγνησίου 

(Mg++) συνθέτει εκατοµµύρια νέα πιστά αντίγραφα µόρια DNA, ως προς εκείνο το 

τµήµα της ακολουθίας του αρχικού εκµαγείου, το οποίο περικλείεται ανάµεσα στους 

DNA εκκινητές (Berg et al., 2002). 

Οι εκκινητές, όπως αναφέρθηκε, καθορίζουν τα όρια της περιοχής που 

πρόκειται να ενισχυθεί. Το ρυθµιστικό διάλυµα ορίζει το ιοντικό περιβάλλον (κυρίως 

το pH) της αντίδρασης στο βέλτιστο για τη δράση της πολυµεράσης. Τα ιόντα 

µαγνησίου µετέχουν στη διαδικασία υβριδισµού των εκκινητών. Τα dNTPs συνιστούν 

τα δοµικά υλικά των µορίων DNA που θα συντεθούν, ενώ επίσης προσφέρουν και 

την ενέργεια για την επιµήκυνση. Η όλη αντίδραση σχηµατισµού των νέων µορίων 

καταλύεται από το ένζυµο πολυµεράση.H Taq πολυµεράση προέρχεται από το 

θερµόφιλο βακτήριο Thermus aquaticus, έτσι ώστε να µην µειώνεται η δράση της 

κατά τους διάφορους εξαιτίας της θέρµανσης, είναι θερµοσταθερή διατηρώντας την 

δραστικότητά της σε θερµοκρασία 95°C για τουλάχιστον 40 λεπτά (Mullis et al., 

1987). 

 

 

 

Εικόνα 1.4.1.1: Εκθετικός πολλαπλασιασµός του DNA-στόχου 

(http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html) 
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 Οι παράµετροι που παίζουν σηµαντικό ρόλο στην αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυµερισµού (PCR) είναι: 

• Η συγκέντρωση των εκκινητών πρέπει να είναι αρκετά υψηλή ώστε η 

σύνδεσή τους µε την αντίστοιχη µονόκλωνη αλυσίδα να γίνεται γρήγορα και 

κατά την εξέλιξη της αντίδρασης η σύνδεση αυτή να είναι γρηγορότερη από 

την επανασύνδεση εκµαγείου- εκµαγείου. 

• Η εκλογή κατάλληλης θερµοκρασίας και χρόνου σε κάθε στάδιο της 

αντίδρασης βοηθά την ειδικότητα της αντίδρασης.  

• Η ειδικότητα και απόδοση της µεθόδου αυξήθηκε µε τη χρήση της Taq 

πολυµεράσης, αφού χρησιµοποιούνται υψηλότερες θερµοκρασίες στα στάδια 

σύνδεσης και επιµήκυνσης. 

 Προκειµένου ωστόσο να πραγµατοποιηθεί η αντίδραση αυτή, το µίγµα 

αντιδραστηρίων µαζί µε την ποσότητα του ολικού DNA, µεταφέρεται σε 

θερµοκυκλοποιητές. Η διαδικασία πραγµατοποιείται σε κύκλους (συνήθως 30-35). Ο 

κάθε κύκλος έχει ως αποτέλεσµα εκθετικό πολλαπλασιασµό του DNA-στόχου. Έτσι ο 

DNA-στόχος, από αρχική ποσότητα δείγµατος µη ανιχνεύσιµου µε κλασσικές 

τεχνικές υβριδισµού, ενισχύεται σε σηµείο που να γίνει ευρέως ανιχνεύσιµος 

(Williams et al., 1990). 

     Η διαδικασία της PCR πραγµατοποιείται σε 3 στάδια και είναι τα εξής :  

1) Στάδιο αποδιάταξης (denaturation): στο οποίο το όλο µίγµα θερµαίνεται στους 

94°C για ορισµένο χρονικό διάστηµα (συνήθως ένα µε δύο λεπτά) προκειµένου να 

διαχωριστούν οι δύο κλώνοι του DNA (διάσπαση των δεσµών υδρογόνου). 

2) Στάδιο υβριδισµού των εκκινητών (annealing): στο οποίο γίνεται η σύνδεση των 

εκκινητών σε καθένα από τους δύο κλώνους του DNA. Η θερµοκρασία υβριδισµού 

της αντίδρασης PCR (συνήθως µεταξύ 50 και 62°C) καθορίζεται σε µεγάλο βαθµό 

από τις θερµοδυναµικές ιδιότητες των εκκινητών. ∆είκτης των ιδιοτήτων αυτών είναι 

η θερµοκρασία υβριδισµού του 50% των µορίων του εκκινητή στο µόριο DNA 

(θερµοκρασία Tm). Η θερµοκρασία Tm εξαρτάται κυρίως από το ποσοστό σε βάσεις 

γουανίνης-κυτοσίνης (GC content), αλλά και από το µήκος του εκκινητή. Όσο 

µεγαλύτερο είναι το ποσοστό γουανίνης-κυτοσίνης και το µήκος του εκκινητή τόσο 

µεγαλύτερη είναι κατά κανόνα και η Tm. Αντίστοιχα, όσο µεγαλύτερη είναι η Tm 

τόσο µεγαλύτερη µπορεί να είναι και η θερµοκρασία υβριδισµού της αντίδρασης 

PCR. Ένας προσεγγιστικός τύπος υπολογισµού της θερµοκρασίας Tm είναι ο: 
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Tm = 2(A+T) + 4(G+C) 

 

όπου Α, T, G, C είναι ο αριθµός των νουκλεοτιδίων αδενίνης, θυµίνης, γουανίνης, 

κυτοσίνης στον εκκινητή. Με βάση την Tm των εκκινητών και µετά από 

πειραµατισµό συνήθως προκύπτει η βέλτιστη θερµοκρασία υβριδισµού στην 

αντίδραση PCR. 

3) Στάδιο επιµήκυνσης (extension): (συνήθως 70 - 72°C) στο οποίο εκδηλώνεται η 

ενζυµική δράση της πολυµεράσης και πραγµατοποιείται η σύνθεση των 

συµπληρωµατικών αλυσίδων. Στο τέλος του σταδίου αυτού έχουν διπλασιαστεί τα 

µόρια DNA της περιοχής υπό ενίσχυση και ολοκληρώνεται ένας κύκλος της 

αντίδρασης PCR. 

Η διάρκεια του κύκλου δεν υπερβαίνει συνήθως τα δύο λεπτά. Έτσι, σ’ ένα 

τυπικό πρόγραµµα PCR που περιλαµβάνει 35 κύκλους είναι δυνατό σε µικρό χρονικό 

διάστηµα (λιγότερο από δύο ώρες) να πάρουµε µεγάλο αριθµό µορίων (ενίσχυση της 

τάξεως των 2³ µορίων). Σηµειώνεται, τέλος, ότι στο τυπικό πρόγραµµα της PCR 

περιλαµβάνονται επίσης: α) ένα στάδιο αρχικής αποδιάταξης (94°C συνήθως για δύο 

µε τρία λεπτά), ώστε να γίνει πλήρης αποχωρισµός των αλυσίδων του ολικού DNA 

και β) ένα στάδιο τελικής επιµήκυνσης (72°C συνήθως για τρία µε πέντε λεπτά) 

προκειµένου να γίνει πλήρης σύνθεση όλων των µορίων που έχουν συντεθεί από τη 

διαδικασία (Mullis και Fallona, 1987; Rolfs et al., 1992). 

Το κύριο προϊόν της εκθετικής αυτής αντίδρασης είναι ένα δίκλωνο τµήµα 

DNA του οποίου τα άκρα ορίζονται από τα 5΄άκρα των εκκινητών και έχει µήκος ίσο 

µε την απόσταση των εκκινητών. Για παράδειγµα 30 κύκλοι PCR δίνουν 

πολλαπλασιασµό της τάξης του εκατοµµυρίου. Το προϊόν της PCR χρησιµοποιείται 

στη συνέχεια για τη µελέτη του τµήµατος που πολλαπλασιάστηκε. 
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Εικόνα 1.4.1.2: (Α) τα στάδια της PCR και (β) σχηµατική απεικόνιση των κύκλων της 

PCR (http://www.e-escola.pt/topico.asp?id=339) 

 

Για την αξιολόγηση των αποτελεσµάτων της PCR, δηλαδή των προϊόντων 

εφαρµόζεται η διαδικασία ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης µαζί µε µοριακούς 

δείκτες των οποίων τα µεγέθη θα είναι γνωστά (molecular markers). Σε ορισµένες 

περιπτώσεις που απαιτείται µεγάλη ακρίβεια στο διαχωρισµό των µορίων DNA (π.χ 

αλληλούχιση) προτιµάται ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 

(Dieffenbach et al., 2003). Έτσι µπορούµε να διαπιστώσουµε αν το προϊόν της PCR 

έχει το αναµενόµενο µέγεθος. Τα προϊόντα της PCR γίνονται ορατά µε την βαφή του 

Βρωµιούχου αιθιδίου (Ethidium bromide) το οποίο φθορίζει έντονα κάτω από 

υπεριώδεις ακτίνες UV όταν συγκεντρώνεται στις περιοχές DNA προϊόντων της PCR, 
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εφόσον παρεµβάλλεται µεταξύ των ζευγών των βάσεων του διπλόκλωνου DNA 

(Hunt, 2006). Το βρωµιούχο αιθίδιο µπορεί να ενσωµατωθεί στη πηκτή αγαρόζης 

πριν την ηλεκτροφόρηση ή να εµβαπτιστεί η πηκτή σε διάλυµα του µετά την 

ηλεκτροφόρηση. 

Τα κυριότερα πλεονεκτήµατα της τεχνικής PCR είναι η ταχύτητα ανάλυσης 

και το γεγονός ότι µπορούν να χρησιµοποιηθούν πολύ µικρές ποσότητες αρχικού 

δείγµατος ιστού από το οποίο θα αποµονωθεί το DNA, ενώ τα προϊόντα της µπορούν 

να χρησιµοποιηθούν για µεγάλο εύρος αναλύσεων του γενετικού υλικού. Ωστόσο, 

συχνά είναι απαραίτητο να προϋπάρχει κάποια γνώση για την υπό εξέταση 

αλληλουχία. Ακόµη το µέγεθος της αλληλουχίας δεν µπορεί να υπερβαίνει µερικές 

χιλιάδες βάσεων. Υφίσταται, τέλος, και ο κίνδυνος επιµόλυνσης του υπό ενίσχυση 

DNA. 

 

 

1.4.2 Ανάλυση πολυµορφισµού διαµόρφωσης µονόκλωνης αλυσίδας 

(Single Strand Conformation Polymorphism, SSCP) 

 

Η ανάλυση πολυµορφισµών τριτοταγούς δοµής µονόκλωνων αλυσίδων DNA 

(Single-Strand Conformation Polymorphism / SSCP) αποτελεί µια από τις κυριότερες 

µεθόδους ανίχνευσης των προϊόντων της PCR που παρουσιάζουν µονοσηµειακές 

µεταλλάξεις σε σχέση µε το προϊόν του φυσικού τύπου (Orti et al., 1997). Το DNA 

του υπό µελέτη δείγµατος εξετάζεται παράλληλα µε το φυσιολογικό ή παράλληλα µε 

άλλα υπό µελέτη δείγµατα, οπότε συγκρίνονται οι διαφορές που τυχόν παρουσιάζουν. 

Η SSCP αποτελεί σήµερα µία από τις πιο διαδεδοµένες µεθόδους ανίχνευσης 

αγνώστων µεταλλάξεων. Η αρχή της µεθόδου βασίζεται στο ότι η διαµόρφωση του 

µονόκλωνου DNA που οφείλεται σε ενδοµοριακές αλληλεπιδράσεις είναι 

χαρακτηριστική για κάθε αλληλουχία DNA. Η ηλεκτροφορητική κινητικότητα των 

µονόκλωνων µορίων του DNA εξαρτάται από τη διαµόρφωση τους, η οποία 

σχετίζεται µε το µέγεθος και τη σύστασή τους σε βάσεις. Εποµένως δύο µονόκλωνα 

µόρια DNA που διαφέρουν έστω και ως προς µία βάση αποκτούν διαφορετική 

διαµόρφωση και µετακινούνται µε διαφορετική ταχύτητα κατά την ηλεκτροφόρηση 

σε πηκτή πολυακρυλαµίδης χωρίς αποδιατακτικούς παράγοντες (Orita et al., 1989).  
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Έτσι η περιοχή του DNA που πρέπει να ελεγχθεί για την ύπαρξη κάποιας 

µετάλλαξης ή πολυµορφισµού ενισχύεται µε την µέθοδο της PCR. Το προϊόν της 

PCR αποδιατάσσεται σε υψηλές θερµοκρασίες και φορτώνεται σε πηκτή 

πολυακρυλαµίδης συγκεκριµένης συγκέντρωσης και χωρίς αποδιατακτικούς 

παράγοντες. Τα µονόκλωνα τµήµατα του DNA κινούνται ανάλογα µε το µέγεθος και 

τη διαµόρφωσή τους. ¨Όταν το τµήµα του DNA που ελέγχεται δεν φέρει κάποια 

µετάλλαξη τότε η κινητικότητα όλων των µορίων είναι ίδια και συνήθως µετά τη 

χρώση της πηκτής εµφανίζονται δύο ζώνες που αντιστοιχούν στις δύο 

συµπληρωµατικές αλυσίδες του DNA.  

Οι ενδοµοριακές αλληλεπιδράσεις, που καθορίζουν τη διαµόρφωση του 

µορίου, αλλάζουν ανάλογα µε τη θερµοκρασία και την ιοντική ισχύ. Εποµένως ο 

διαχωρισµός µε τη µέθοδο SSCP διαφέρει ανάλογα µε τις συνθήκες ηλεκτροφόρησης. 

Ωστόσο µε τη χρήση γνωστών προτύπων µπορούν ορισµένες στερεότυπες 

ηλεκτροφορικές µορφές να συσχετισθούν µε συγκεκριµένες µεταλλάξεις.  

Το µεγάλο πλεονέκτηµα της µεθόδου είναι η δυνατότητά της να ανιχνεύει 

ακόµα και ελάχιστες διαφορές στην αλληλουχία του DNA ταυτόχρονα σε πολλά PCR 

προϊόντα. Μπορεί έτσι να ελαττώσει στο ελάχιστο την ανάγκη προσδιορισµού της 

αλληλουχίας των βάσεων του DNA (Sequencing). Πρόκειται εποµένως για µέθοδο 

σχετικά απλή, γρήγορη και οικονοµική, που µπορεί να εκτελεστεί σε οποιοδήποτε 

σύγχρονο εργαστήριο µοριακής βιολογίας, παρουσιάζει δε αρκετά µεγάλη ευαισθησία 

(Miterski et al., 2000). 

Η µέθοδος αυτή επιλέχτηκε για την ανίχνευση πιθανών µεταβολών του 

γενετικού υλικού (µεταλλάξεων και πολυµορφισµών) του µιτοχονδριακού DNA, 

συγκεκριµένα του γονιδίου16S rRNA, το οποίο µελετάµε στην παρούσα εργασία, σε 

βόειο και χοιρινό κρέας.  

 

 

1.4.3 Ανάλυση πολυµορφισµού µήκους µε ένζυµα περιορισµού 

(Restriction Fragment Length Polymorphisms, RFLP) 

 

O όρος RFLP προέρχεται από τα αρχικά των λέξεων Restriction Fragment 

Length Polymorphism, που µεταφράζεται ως Πολυµορφισµός Μήκους Θραύσµατος 

εκ Περιορισµού. Η χρήση ενζύµων περιορισµού επιτρέπει την κατάτµηση του DNA. 
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Τα θραύσµατα που προκύπτουν χρησιµοποιούνται για διάφορους σκοπούς µεταξύ 

των οποίων και η ανάλυση γενετικών διαφορών. ∆ύο οµόλογα τµήµατα DNA (µε την 

ίδια αλληλουχία βάσεων) έχουν τις ίδιες θέσεις τοµής ποιοτικά και ποσοτικά και 

εποµένως τα θραύσµατα που προκύπτουν µετά από την κατεργασία τους µε το ίδιο 

ένζυµο, έχουν το ίδιο µέγεθος (Μαρκουλάτος, 2009). 

Η ύπαρξη µετάλλαξης στο ένα από τα δύο τµήµατα DNA µπορεί να 

προκαλέσει την απάλειψη µίας θέσης τοµής ή τη δηµιουργία µίας νέας θέσης έτσι 

ώστε τα θραύσµατα που προκύπτουν να έχουν διαφορετικό µέγεθος.   

Οι ενδονουκλεάσες περιορισµού είναι βακτηριακά ένζυµα που καταλύουν τη 

διάσπαση των φωσφοδιεστερικών δεσµών σε συγκεκριµένες θέσεις αλληλουχιών 

στόχων που αναγνωρίζουν, µήκους 4 µε 6 bp τις περισσότερες φορές (η αντίδραση 

αυτή αναφέρεται συνήθως και ως «πέψη»). Τα RFLPs είναι ζώνες που αντιστοιχούν 

σε τµήµατα DNA συνήθως µε µέγεθος 2-10 kb. Τα τµήµατα του DNA διαχωρίζονται 

µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης και ανιχνεύονται µε υβριδισµό στυπώµατος 

κατά Southern µε τη χρήση επισηµασµένου ιχνηλάτη DNA. Η επισήµανση του 

ιχνηλάτη µπορεί να πραγµατοποιηθεί µε ένα ραδιενεργό ισότοπο ή εναλλακτικά µε 

µη ραδιενεργές χρώσεις.  

Υπάρχουν βάσεις δεδοµένων που περιλαµβάνουν χιλιάδες αποµονωµένες και 

χαρακτηρισµένες ενδονουκλεάσες περιορισµού (Roberts et al., 2007). Σηµειακές 

µεταλλάξεις είναι δυνατό να προκαλέσουν τη δηµιουργία ή απώλεια θέσεων κοπής, 

οδηγώντας στη δηµιουργία προτύπων ικανών να διακρίνουν πληθυσµούς ή 

ταξινοµικές οµάδες (Baxevanis et al., 2005).  

Η ανάλυση RFLP είναι µία από τις µεθόδους που µπορούν να συµπληρώσουν 

τις εφαρµογές PCR για τον προσδιορισµό διαφορών στην νουκλεοτιδική αλληλουχία 

µεταξύ προϊόντων PCR. Έτσι µπορεί να χρησιµοποιηθεί µε επιτυχία στην εύρεση της 

γενετικής ποικιλοµορφίας και της µοριακής ταυτοποίησης διαφόρων οργανισµών 

(θηλαστικά, πτηνά, ψάρια και µικροοργανισµοί).  

Αυτόν ακριβώς το συνδυασµό PCR - RFLP χρησιµοποιήσαµε και εµείς στην 

παρούσα µελέτη. Επιλέχθηκε για τον χαρακτηρισµό του είδους του βόειου (Bos 

taurus) και του χοιρινού (Sus scrofa) κρέατος, διότι πρόκειται για µια εύκολη, 

γρήγορη, αλλά και σχετικά οικονοµική µέθοδο στην περίπτωση ταυτοποίησης 

µεγάλου αριθµού δειγµάτων, ιδιαίτερα εφόσον βρεθούν και ειδο-ειδικά (species-

specific) πρότυπα κοπής. Η τεχνική αυτή εφαρµόστηκε στην µιτοχονδριακή περιοχή, 
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16S, µε σκοπό την περιγραφή της σύστασης σε είδος κρέατος των αναµείξεων 

κρέατος που µελετήθηκαν.  

Σύµφωνα µε αυτή την µέθοδο,  αρχικά γίνεται πολλαπλασιασµός κάποιου 

τµήµατος του γενωµικού DNA µε τη χρήση συγκεκριµένων εκκινητών. Στη συνέχεια, 

το τµήµα αυτό κόβεται µε τη χρήση ενζύµων περιορισµού, έχουµε επίδραση 

συγκεκριµένου αριθµού ενζυµικών µονάδων από την ενδονουκλεάση σε ορισµένη 

ποσότητα της ενισχυµένης µε PCR περιοχής DNA. Ως ενζυµική µονάδα ορίζεται το 

ποσό του ενζύµου που απαιτείται για την πλήρη «πέψη» ποσότητας DNA 1 µg στις 

βέλτιστες συνθήκες για το ένζυµο σε αντίδραση τελικού όγκου 20 µL σε µια ώρα 

(Maniatis et al., 1982). Τα τµήµατα που προκύπτουν διαχωρίζονται µε 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης ή σε πηκτή ακρυλαµιδίου, που στη συνέχεια 

βάφεται µε βρωµιούχο εθίδιο. Η αντίδραση γίνεται σε ιοντικό περιβάλλον µε 

κατάλληλο pH και σε βέλτιστη για τη δραστικότητα του ενζύµου θερµοκρασία για 

συγκεκριµένο χρονικό διάστηµα. 

Η τεχνική αυτή πλεονεκτεί έναντι της κλασικής µεθόδου επειδή χρειάζεται 

µικρότερη ποσότητα DNA, είναι ευκολότερη , πιο οικονοµική και πιο ακίνδυνη γιατί 

δεν χρησιµοποιείται ραδιενέργεια. Μειονέκτηµα αυτής της µεθόδου αποτελεί το 

γεγονός ότι είναι απαραίτητη η γνώση της αλληλουχίας βάσεων σε κάποιο τµήµα για 

το σχεδιασµό των εκκινητών. 

 

 

1.4.4 Μιτοχονδριακό DNA/ 16S rRNA 

 

Στην παρούσα µελέτη οι τεχνικές ανάλυσης που χρησιµοποιήσαµε PCR, 

SSCP και RFLP εφαρµόστηκαν στην µιτοχονδριακή περιοχή 16S των κυττάρων του 

βόειου και του χοιρινού κρέατος. Για αυτό και θα προσπαθήσουµε να 

δικαιολογήσουµε την επιλογή µας. 

Τα µιτοχόνδρια είναι θεµελιώδη οργανίδια που συναντιούνται σε όλα τα 

ευκαρυωτικά κύτταρα και χρησιµοποιούνται για το µεταβολισµό των βιολογικών 

µακροµορίων που προσλαµβάνουν οι οργανισµοί µε τις τροφές. Έτσι, µε τη βοήθεια 

των µιτοχονδρίων τα κύτταρα διασπούν τους υδατάνθρακες και τα λίπη συνθέτοντας 

χηµική ενέργεια –µόρια τριφωσφορικής αδενοσίνης (ATP)- µέσω της διαδικασίας της 

οξειδωτικής φωσφορυλίωσης (∆ιαµαντίδης,1994). 
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Το mtDNA είναι ένα µικρό πλασµίδιο µικρότερο από 20kb στα περισσότερα 

θηλαστικά που υπάρχει µόνο στα µιτοχόνδρια. Είναι ιδιαίτερα πολυµορφικό µέσα στα 

είδη και εξελίσσεται πολύ γρήγορα σε σχέση µε το πυρηνικό DNA και γι’ αυτό 

µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε µελέτες γενετικής ποικιλότητας και φυλογενετικής 

δοµής σ’ ένα είδος. (Βruford et al., 2003). 

Έχει προσδιοριστεί η αλληλουχία τουλάχιστον 200 µιτοχονδριακών 

γονιδιωµάτων, τα περισσότερα εκ των οποίων κωδικοποιούν από 3 έως 37 πρωτεΐνες. 

Τα µιτοχονδριακά γονιδιώµατα των ζώων, αποτελούνται από ένα δίκλωνο κυκλικό 

µόριο DNA και έχουν κατά κανόνα µόνο 13 γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες 

µαζί µε 22 tRNA και 2 rRNA (Stryer, 1997). 

 To mtDNA θεωρείται κατάλληλο για χρήση σε µελέτες διαχωρισµού ειδών 

για τους εξής λόγους: 

• Η ποσότητα του ανά κύτταρο θεωρείται υπερεπαρκής αφού απαντάται 

περίπου σε 1000 αντίτυπα (1000 φορές περισσότερο από το πυρηνικό DNA). 

Κάτι τέτοιο αυξάνει την πιθανότητα επιτυχούς ενίσχυσης µε την τεχνική 

PCR, του επιθυµητού τµήµατος του γονιδιώµατος που µας ενδιαφέρει. 

• Εξαιτίας της µητρικής του προελεύσεως και την απουσία ανασυνδυασµού 

κληρονοµείται απαράλλακτο από γενιά σε γενιά. 

• Ο µεγάλος αριθµός µεταλλαγής του (10 φορές υψηλότερος του πυρηνικού) 

έχει ως αποτέλεσµα την συσσώρευση πολυµορφισµών και την δηµιουργία 

µεγάλης ποικιλοµορφίας µεταξύ των µιτοχονδρίων, όχι µόνο µεταξύ των 

ειδών αλλά και ανάµεσα στο ίδιο είδος. 

 Τα γονίδια του mtDNA µε την µεγαλύτερη προτίµηση σε µελέτες 

διαχωρισµού ειδών είναι τα : 16S και 12S rRNA, Cyt b και το D-Loop. Η επιλογή 

αυτών των γονιδίων στηρίζεται στο γεγονός ότι ο ρυθµός και ό τρόπος εξέλιξης τους 

είναι καλά κατανοητός και θεωρείται ότι είναι σχετικά σταθερός και όµοιος µεταξύ 

µεγαλόσωµων χερσαίων ειδών (Βruford et al., 2003). 

Το 16S rRNA αποτελεί συστατικό των προκαρυωτικών ριβοσωµάτων. 

Πολλαπλές ακολουθίες 16S rRNA µπορούν να υπάρχουν σε ένα µοναδικό βακτήριο. 

Το 16S rRNA είναι κατάλληλο για χαρακτηρισµό διαφόρων ειδών διότι: έχει 

συντηρηµένες αλληλουχίες ανάµεσα στα είδη που µπορούν να χρησιµοποιηθούν για 

τον σχεδιασµό γενικών εκκινητών για PCR, έχει µεταβλητές αλληλουχίες που 
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παρέχουν τον πολυµορφισµό για χαρακτηρισµό σε επίπεδο είδους ή στελέχους 

(Μαρκουλάτος, 2009).  

    Το mtDNA θεωρείται κατάλληλο εργαλείο σε µελέτες ταυτοποίησης ειδών για 

τους παρακάτω λόγους:  

� Ο µεγάλος ρυθµός µεταλλαγής έχει ως αποτέλεσµα την συσσώρευση 

πολυµορφισµών και την δηµιουργία µεγάλης ποικιλοµορφίας µεταξύ των 

ειδών αλλά και ανάµεσα στο ίδιο είδος. 

� Σε κάθε κύτταρο µπορεί να υπάρχει µεγάλος αριθµός µιτοχονδρίων που 

φτάνει µέχρι και τα 1000 αντίτυπα. Έτσι µε την τεχνική της PCR αυξάνεται η 

πιθανότητα επιτυχούς ενίσχυσης. (Scheffler et al., 2001). 

 

 

 

Εικόνα 1.4.4.1: Μιτοχονδριακό γονιδίωµα (mtDNA). Φαίνονται τα γονίδια του 

µιτοχονδριακού γονιδιώµατος καθώς και η θέση τους στο γονιδίωµα (Asin-Cayuela 

και Gustafsson, 2007). 
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1.5 Ταυτοποίηση Ειδών Κρέατος 

 

Στην περίπτωση του κρέατος τα σοβαρά προβλήµατα της αναλυτικής 

ταυτοποίησης προκύπτουν κατά την αλλοίωση των βασικών διακριτικών 

χαρακτηριστικών κατά τη διάρκεια της επεξεργασίας, όπως το µαγείρεµα, το 

κάπνισµα, το τηγάνισµα, το αλάτισµα ή η κονσερβοποίηση (Haunshi et al., 2009). Για 

το σκοπό αυτό, οι ερευνητές προσπαθούν να τυποποιήσουν τις µεθόδους, για να 

υπολογίσουν το ποσοστό κάθε είδους κρέατος που έχει χρησιµοποιηθεί στα υπό 

εξέταση προϊόντα κρεάτων.  

Μέθοδοι όπως η οργανοληπτική εξέταση και οι ανατοµικές διαφορές, οι 

ιστολογικές διαφορές της τρίχας των ζώων, οι φυσικές ιδιότητες του λιπώδους ιστού 

και τα επίπεδα γλυκογόνου στον µυϊκό ιστό χρησιµοποιούνταν στο παρελθόν για την 

αναγνώριση της προέλευσης των κρεάτων (Matsunaga et al., 1999; Ilhak και Arslan, 

2007; Karabasanavara et al., 2011). 

Με την χρήση των αναλυτικών µοριακών τεχνικών που αναπτύχθηκαν τα 

προβλήµατα αυτά ξεπεράστηκαν. Όπως αναφέραµε αυτές οι τεχνικές βασίζονται στην 

πρωτεϊνική ανάλυση και στην ανάλυση DNA.  

Οι πρωτεΐνες καταστρέφονται κατά την θέρµανση και την πίεση στην 

διάρκεια της επεξεργασίας οπότε είναι δύσκολο να χρησιµοποιηθούν σε 

επεξεργασµένα τρόφιµα (Haunshi et al., 2009; Rojas et al., 2009). 

Στην πρωτεϊνική ανάλυση ανήκουν ηλεκτροφορητικές (Renon et al., 2003; 

Karabasanavara et al., 2011), χρωµατογραφικές (Ashoor et al., 1988; Karabasanavara 

et al., 2011) και ανοσοβιολογικές (Elisa) (Hajmeer et al., 2003; Asensio et al., 2008; 

Karabasanavara et al., 2011) µέθοδοι. Όµως οι µέθοδοι αυτοί συχνά αντιµετωπίζουν 

προβλήµατα διότι δεν µπορούν να διαχωρίσουν συγγενικά είδη σε επεξεργασµένα 

τρόφιµα και είναι αρκετά δαπανηροί σε χρόνο και σε χρήµα. (Stamoulis et al., 2010).  

Η ανάλυση DNA που βασίζεται στην PCR είναι µια αξιόπιστη µέθοδος και 

χρησιµοποιείται πολλές φορές ως εναλλακτική λύση σε σχέση µε τις µεθόδους που 

έχουν ως βάση την ανάλυση της πρωτεϊνικής δοµής. Η ανάλυση των νουκλεϊνικών 

οξέων (µιτοχονδριακό ή γενωµατικό DNA) που χρησιµοποιείται παρουσιάζει 

πλεονεκτήµατα σε σχέση µε τις βασισµένες σε πρωτεϊνική ανάλυση τεχνικές, κυρίως 

επειδή οι δοκιµές µε χρήση DNA δεν είναι εξαρτώµενες από την πηγή του ιστού, την 
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ηλικία του ατόµου ή την όποια ευαισθησία και ταλαιπωρία των δειγµάτων. Αν και το 

DNA αλλοιώνεται, όπως και οι πρωτεΐνες, σε συνθήκες αποστείρωσης, τα τµήµατα 

DNA που λαµβάνονται διατηρούν σε ικανοποιητικά επίπεδα τις διαφορές στην 

ακολουθία τους ώστε να επιτρέπουν το διαχωρισµό τους ακόµη και από τα πολύ 

σχετικά είδη.  

Οι τεχνικές του DNA θεωρούνται ως καταλληλότερες στην εξακρίβωση του 

είδους του κρέατος διότι : 1) το DNA είναι ένα σχετικά σταθερό µόριο, επιτρέποντας 

την ανάλυση επεξεργασµένων και θερµικά κατεργασµένων τροφίµων, 2) το 

περιεχόµενο της πληροφορίας του DNA είναι καλύτερο από αυτό των πρωτεϊνών 

λόγω του εκφυλισµού του γενετικού κώδικα και 3) το DNA είναι παρόν σε όλους 

τους τύπους ιστών λόγω της καθολικής παρουσίας του σε κάθε τύπου κύτταρο 

(Fajardo et al., 2007).  

Πολλές βιοµοριακές τεχνικές έχουν αναπτυχθεί στο παρελθόν, ειδικά 

µοριακές προσεγγίσεις για την ταυτοποίηση ειδών κρέατος που περιέχουν την 

υβριδοποίηση του DNA (Ebbehoj και Thomsen, 1991a; Ebbehoj και Thomsen, 

1991b; Hunt et al., 1997; Matsunaga et al., 1999; Ghovvati et al., 2009; Fajardo et al., 

2010; Karabasanavara et al., 2011). Οι περισσότερες από τις PCR µεθόδους για τον 

προσδιορισµό των ειδών στα προϊόντα κρέατος είναι βασισµένες στην ενίσχυση µιας 

συγκεκριµένης περιοχής µιτοχονδριακού DNA, που ακολουθείται από την 

αλληλουχία, ή την ανάλυση του πολυµορφισµού κατά µήκος των τεµαχίων 

περιορισµού (PCR-RFLP) του ενισχυµένου τµήµατος (Rehbein et al., 2002; Woolfe 

και Primrose, 2004; Girish et al., 2007; Ghovvati et al., 2009; Fajardo et al., 2010; 

Karabasanavara et al., 2011; Haider et al., 2012; Nakyinsige et al., 2012). 

Εναλλακτικά ως προς τις παραπάνω µεθόδους, η ανάλυση PCR-SSCP έχει 

χρησιµοποιηθεί για να παραγάγει αποτυπώµατα στην πηκτή, ανιχνεύοντας την 

άγνωστη µεταβλητότητα της ακολουθίας στο ενισχυµένο τµήµα (Rehbein et al., 1997; 

Rehbein et al., 2002; Peres et al., 2007; Ghovvati et al., 2009; Aranceta-Garza et al., 

2011). Η PCR ενίσχυση σε περιοχές DNA από την τυχαία ενισχυµένη πολυµορφική 

ανάλυση DNA (RAPD) έχει αποδειχθεί πολύ χρήσιµη στη µελέτη του γενετικού 

πολυµορφισµού ως δείκτη της γεωγραφικής προέλευσης. Αν και η δυνατότητα 

αναπαραγωγής της PCR αντίδρασης αντιπροσωπεύει ένα πολύ σηµαντικό σηµείο της 

µεθόδου RAPD , η καταλληλότητα αυτής της µεθόδου στον προσδιορισµό των 

προϊόντων κρέατος έχει ακόµα µέλλον (Calvo et al., 2001; Fernandez et al., 2003; 

Ballin et al., 2009; Ghovvati et al., 2009; Fajardo et al., 2010). 
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Στη συνέχεις θα παραθέσουµε αποτελέσµατα µελετών στις οποίες 

εφαρµόστηκαν οι τεχνικές  PCR-SSCP και PCR-RFLP, τις οποίες χρησιµοποιήσαµε 

και εµείς στη µελέτη µας, συγκεκριµένα σε ζωικά είδη. 

� Για την PCR-RFLP 

Το 1998 οι Matsunaga et al. θέλησαν να εξακριβώσουν τη νοθεία σε κρέας ελαφιού 

από ορισµένα άλλα είδη κρέατος (µοσχάρι, γουρούνι, κοτόπουλο, πρόβατο, κατσίκι, 

άλογο, λαγό). Τα ένζυµα που χρησιµοποίησαν ήταν τα EcoRI, BumHI και ScaI τα 

οποία έκοβαν σε ένα τµήµα του Cyt b. To EcoRI έδωσε ζώνες στα 67 και 127 bp για 

το είδος ελαφιού (red deer) και 194 bp για το είδος ελαφιού (sika deer). Τα BumHI 

και ScaI έκοψαν στα 194 bp για το είδος red deer ενώ για το sika deer έδωσαν 

διαφορετικές ζώνες. Οπότε τα δύο είδη µπορούν να διαφοροποιηθούν και µε τα τρία 

αυτά ένζυµα. 

Το 2002 οι Verkaar et al. προσπάθησαν να διαχωρίσουν διάφορα είδη βοοειδών 

µεταξύ τους, τα ένζυµα που χρησιµοποίησαν ήταν τα AvaIII, BamHI, EcoRI, HindIII, 

HinfI, StuI, TaqI και XbaI. Τα γονίδια που µελέτησαν ήταν το Cyt b και τη 

κυτοχρωµική οξειδάση II. Τα αποτελέσµατα έδωσαν ικανοποιητική ταυτοποίηση για 

όλα τα είδη βοοειδών, εκτός από τα είδη taurine cattle (Bos taurus) και zebu (Bos 

indicus). 

Το 2005 οι Girish et al. ταυτοποίησαν τέσσερα είδη κρέατος (βουβάλι, µοσχάρι, 

κατσίκι και αρνί) χρησιµοποιώντας τµήµα 456 bp του 12S rRNA και τα ένζυµα AluI, 

HhaI, ApoI και BspTI. Η τεχνική έδωσε καλά αποτελέσµατα τόσο σε νωπά όσο και 

σε επεξεργασµένα προϊόντα αλλά δεν θεωρήθηκε κατάλληλη για µείγµατα κρεάτων. 

Το 2009 οι Stamoulis et al. 2009 χρησιµοποίησαν την PCR-RFLP για τον 

διαχωρισµό δέκα πτηνών: κότα, γαλοπούλα, πάπια, χήνα, φασιανός, πέρδικα, 

µπεκάτσα, στρουθοκάµηλος, ορτύκι και τσίχλα. Ειδικότερα µε PCR ενισχύθηκε 

τµήµα του γονιδίου 12s rRNA και ακολούθησε πέψη µε το ένζυµο περιορισµού Acil 

το οποίο και διαχώρισε επιτυχώς τα δέκα πτηνά. Η µέθοδος κρίθηκε ικανή τόσο για 

την ταυτοποίηση του επεξεργασµένου κρέατος όσο και για την ταυτοποίηση 

µιγµάτων κρέατος. 

Το 2010 οι Chen et al. ταυτοποίησαν πέντε είδη κρέατος (µοσχάρι, βόδι Ιµαλάϊων, 

βουβάλι, κατσίκι και γουρούνι) όπου χρησιµοποίησαν τα ένζυµα Alu I και Bfa I σε 

τµήµα του µιτοχονδριακού 12S rRNA γονιδίου. Το κατσίκι και το γουρούνι 

ταυτοποιήθηκαν µε το Alu I, ενώ τα υπόλοιπα είδη ταυτοποιήθηκαν µε πέψη του Bfa 

I. Η τεχνική τους έδωσε υψηλή ευαισθησία στην ανίχνευση DNA µοσχαριού σε 
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µείγµατα µοσχαριού βουβαλιού Ιµαλάϊων. Στα αποτελέσµατα αναφέρεται ότι 

παρατηρήθηκαν πολλές περιπτώσεις νοθείας προϊόντων βουβαλιού Ιµαλάϊων µε 

µοσχάρι. 

Το 2012 οι Haider et al. πραγµατοποίησαν πέψη µε εφτά ένζυµα (Hind II, Ava II, 

Rsa I, Taq I, Hpa II, Tru 1I, Xba I) σε τµήµα 710 bp του µιτοχονδριακού COI 

γονιδίου για να δουν το διαχωρισµό σε 8 είδη ζώων µέσω του κρέατος τους (πρόβατο, 

καµήλα, βουβάλι, αγελάδα, γαλοπούλα, κοτόπουλο, γουρούνι και γάιδαρο). Το Xba I 

λειτούργησε µόνο στο πρόβατο,  το Tru 1I ήταν το µοναδικό που λειτούργησε σε όλα 

τα είδη, το Taq I δηµιούργησε ένα µοναδικό προφίλ µόνο για την καµήλα, το Hind II 

διαχώρισε µόνο στο πρόβατο, το βουβάλι και τον γάιδαρο, το Ava II διαχώρισε µόνο 

στο πρόβατο, το βουβάλι και την καµήλα, το Rsa I διαχώρισε µόνο στο κοτόπουλο, 

το Hpa II µόνο στο γάιδαρο. Το Hpa II παρήγαγε το µεγαλύτερο επίπεδο παραλλαγής 

που ήταν αρκετό για την διάκριση όλων των δειγµάτων. 

 

Για την PCR-SSCP 

� Οι µελέτες που χρησιµοποιούν την µέθοδο αυτή και υπάρχουν άφθονες στη 

βιβλιογραφία, αφορούν ως επί το πλείστον µελέτες σε ψάρια και θαλασσινά.   

Οι Gupta et al. το 2007 µελέτησαν διάφορα είδη αιγοπροβάτων για να διαπιστώσουν 

αν υπάρχει διαφορά στην νουκλεοτιδική τους αλληλουχία. Ήθελαν να παρατηρήσουν 

αν υπάρχει γενετική παραλλακτικότητα στα γονίδια των αυξητικών ορµονών µεταξύ 

των ειδών. Βρέθηκαν εφτά απλότυποι (A, B, C, D, E, F, και G) για το exon-4 τµήµα 

του γονιδίου της αυξητικής ορµόνης και πέντε απλότυποι (A, B, C, D, και E) για το 

exon-5 για τη φυλή Black Bengal. Μετά συγκρίθηκαν µε τα αντίστοιχα τµήµατα των 

γονιδίων µίας άλλης φυλής αιγοπροβάτων (Churra da Terra Quente). Τα 

αποτελέσµατα της µεθόδου έδειξαν υψηλή γενετική µεταβλητότητα για τη φυλή 

Black Bengal. 
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2. ΣΚΟΠΟΣ  

 

 Ο στόχος της παρούσας εργασίας ήταν η εξέταση της καταλληλότητας 

µεθόδων που χρησιµοποιούνταν ήδη για την µοριακό διαχωρισµό και την 

ταυτοποίηση ζωικών ειδών, αν θα µπορούσαν να είναι εξίσου αποτελεσµατικές και 

στην γενετική ταυτοποίηση και τον µοριακό διαχωρισµό ορισµένων κοινών ερυθρών 

ειδών κρέατος (µοσχάρι και χοιρινό) τα οποία είναι σε µορφή αναµείξεων.  

 Οι µοριακοί δείκτες που εξετάστηκαν ήταν το γονίδιο 16srRNA του 

µιτοχονδριακού γονιδιώµατος. Οι τεχνικές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι PCR- 

SSCP και PCR- RFLP. Για αυτόν το λόγο διεξήχθησαν µία σειρά πειραµάτων µε 

στόχο την εύρεση του κατάλληλου συνδυασµού, ενός γονιδίου και µίας περιοριστικής 

ενδονουκλεάσης, µε τον οποία θα επιτυγχάναµε τον καλύτερο διαχωρισµό και την 

ταυτοποίηση µεταξύ ειδών κρέατος τα οποία βρίσκονται σε µορφή αναµείξεων. Η 

εµφάνιση των αποτελεσµάτων πραγµατοποιήθηκε και για τις δύο µεθόδους σε πηκτή 

πολυακρυλαµίδης. 
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ  

 

 Στις παραγράφους που ακολουθούν αναφέρεται αναλυτικά ο εξοπλισµός 

(υλικά, συσκευές, αντιδραστήρια) ο οποίος χρησιµοποιήθηκε για την 

πραγµατοποίηση του πειραµατικού µέρους της παρούσας διπλωµατικής εργασίας. 

Επίσης αναφέρεται και η πειραµατική πορεία της κάθε µεθόδου που εφαρµόστηκε.   

 

3.1. ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΣ 
 

3.1.1. Εξοπλισµός για την αποµόνωση του DNA από ιστό κρέατος 

Υλικά Εργαστηρίου 

• Αυτόµατες πιπέττες ακριβείας (Gilson) των 20 µl & 1000µl µε τα αντίστοιχα 

ακρορύγχια (tips) 

• Φιαλίδια eppendorf των 1,5 & 2 ml 

• Στατώ 

 

Αντιδραστήρια-∆ιαλύτες 

• TNES-Urea Buffer 

• Πρωτεϊνάση Κ (Proteinase K) (10µg/µl) 

• Φαινόλη (Phenol) 90% 

• Χλωροφόρµιο (Chloroform)  

• Ισοαµυλική Αλκοόλη (isoamyl alcohol )  

• ∆ιάλυµα οξικού νατρίου 3Μ (Sodium Acetate Buffer Solution)  

• Απόλυτη αιθανόλη (EtOH) 100% 

• Αιθανόλη συγκέντρωσης 70% 

• Aποστειρωµένο, διπλά απεσταγµένο νερό (ddΗ2Ο) 

 

� TNES-Urea Buffer (200 ml) : 2 ml Tris -HCl (0,01M) (1M pH 7.5) + 5 ml 

NaCl (0,125M) (5 M) + 2 ml EDTA-2Na (0,005M)(0.5 M pH 7.5) + 10 ml 

SDS (0,5%)(10%) + 48.05 g Urea (4M) + ddΗ2Ο έως τελικό όγκο 200 ml.  
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Συσκευές 

• Κυκλικός αναδευτήρας  

• Κλίβανος  

• Ψυχόµενη φυγόκεντρος [Eppendorf – 5810R] 

• Καταψύκτης  

• Απαγωγός εστία εργασίας 

• Αναδευτήρας Vortex 

 

3.1.2. Εξοπλισµός για την ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή (gel) αγαρόζης 

Υλικά Εργαστηρίου 

• Κωνική φιάλη των 100 ml 

• Ογκοµετρικός κύλινδρος των 50 ml   

• Πιπέττα ακριβείας των 10 µl 

 

Αντιδραστήρια  

• Αγαρόζη  

• ΤΑΕ 1X 

• Βρωµιούχο Αιθίδιο (EtBr) (10mg/ml) 

• ∆ιάλυµα φόρτωσης (Loading buffer) 

 

� ΤΑΕ 50Χ (500ml): 121g Tris Base (1.98M) + 28.5ml Acetic Acid (0.95M) + 

50ml EDTA (0,05M)0.5M + ddΗ2Ο έως τελικό όγκο 500ml. Το ΤΑΕ 1Χ 

παρασκευάζεται µε αραίωση διαλύµατος πυκνού TAE 50X (20 ml σε τελικό 

όγκο 1lt). 

� Loading buffer 6X (10ml): 1ml Bromophenol blue 1%w/v (0,015Μ) + 

0.5ml TBE 20X + 5ml Glycerol + ddΗ2Ο έως τελικό όγκο 10ml. 

 

Συσκευές 

• Συσκευή παρασκευής του πηκτώµατος 

• Φούρνος µικροκυµάτων  

• Συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης και τροφοδοτικό µηχάνηµα 

• Συσκευή παροχής υπεριώδους (U.V.) ακτινοβολίας 
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3.1.3. Εξοπλισµός για τον πολλαπλασιασµό των γονιδίων (PCR) 

Υλικά Εργαστηρίου 

• Πιπέττες ακριβείας των 2 µl,10 µl, 20 µl και 100 µl µε τα αντίστοιχα tips. 

• Φιαλίδια eppendorfs των 200 µl 

• Στατώ 

 

Αντιδραστήρια  

• Αποστειρωµένο ddΗ2Ο 

• Ρυθµιστικό διάλυµα (10Χ PCR Buffer)  

• Χλωριούχο Μαγνήσιο (MgCl2) 50mM  

• Τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια (dNTPs) 10mM το καθένα  

• Εκκινητές (Primers) 

• Taq DNA πολυµεράση 5U/µl  

 

Συσκευές 

• Θερµικοί κυκλοποιητές (Eppendorf – Mastercycler epgradient S) 

• Φυγόκεντρος 

 

3.1.4. Εξοπλισµός για την εφαρµογή της µεθόδου SSCP  

Υλικά Εργαστηρίου 

• Πιπέτες ακριβείας των 10 και 100ml 

• Tubes  

• Πάγος 

 

Αντιδραστήρια 

•  Ρυθµιστικό διάλυµα SSCP buffer (φορµαµίδιο µπλέ της βρωµοφαινόλης 

{ BPB}, κυανούν του ξυλαινίου {XC}και  υδροξείδιο του νατρίου {NaOH}) 

• PCR προϊόν των δειγµάτων µας 

 

Συσκευές 

• Φυγόκεντρος  

• Θερµοκυκλοποιητής (cyclogene) 
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3.1.5. Εξοπλισµός για την ηλεκτροφόρηση των SSCP σε πηκτή πολυακρυλαµίδης  

Υλικά Εργαστηρίου 

• Ποτήρι ζέσεως των 200 ml 

• Μαγνήτης ανάδευσης 

• Ογκοµετρικοί κύλινδροι των 15 και 100 ml 

• Χωνί µετάγγισης 

• Χαρτί διήθησης 

 

Αντιδραστήρια  

• ∆ιπλά αποσταγµένο νερό ddH2O 

• Ακρυλαµίδη (acrylamide) 99%  

• ∆ις- ακρυλαµίδη (bis-acrylamide) 

• TBE 10X 

• TEMED (Tetramethylethylenediamine) 99%  

• APS 20% w/v  

• Loading buffer 

 

� TBE 10X ( 2lt) : 216gr Tris Base (0,89M) + 110gr Boric Acid (0.89M) + 16,6 

gr EDTA + ddH2O έως τελικό όγκο τα 2lt. 

 

Συσκευές 

• Συσκευή παρασκευής πηκτώµατος πολυακρυλαµίδης 

• Οριζόντιος µαγνητικός αναδευτήρας (Yellow line) 

• Συσκευή καθέτου ηλεκτροφόρησης και τροφοδοτικό 

 

3.1.6. Εξοπλισµός για την εµφάνιση (χρώση) των αποτελεσµάτων σε πηκτή 

πολυακρυλαµίδης 

Υλικά Εργαστηρίου 

• Μεταλλικό δοχείο χρώσης  

• Ογκοµετρικοί κύλινδροι των 1000 ml  

• Ποτήρι ζέσεως των 500 ml 

• Μαγνήτης ανάδευσης  
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Αντιδραστήρια 

• ∆ιπλά αποσταγµένο νερό ddH2O 

• EtOH 100 % 

• Οξικό οξύ (acetic acid) 99%  

• Νιτρικός άργυρος (AgNO3)   

• Υδροξείδιο του Νατρίου (NaOH)  

• Bοροϋδρίδιο του νατρίου (NaBH4) 

• Φορµαλδεΰδη  (formaldehyde) 37% 

 

Συσκευές 

• Συσκευή οριζόντιας κυκλικής ανάδευσης – ανακινούµενη πλάκα 

• Οριζόντιος µαγνητικός αναδευτήρας 

• Συσκευή προβολής πηκτής πολυακρυλαµίδης 

• Ψηφιακή φωτογραφική µηχανή 

 

3.1.7. Εξοπλισµός για την εφαρµογή της µεθόδου RFLP 

Υλικά Εργαστηρίου 

• Πιπέτες ακριβείας των 10 και 100 ml 

• Φιαλίδια eppendorf των 500 ml 

• Στατώ 

 

Αντιδραστήρια 

• ∆ιπλά αποσταγµένο νερό ddH2O 

• Ρυθµιστικό διάλυµα πέψης (buffer) ανάλογα για το κάθε ένζυµο  

• Περιοριστικές ενδονουκλεάσες : XbaI. 

 

Συσκευές 

• Μη ψυχόµενη φυγόκεντρος 

• Κλίβανος 
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3.1.8. Εξοπλισµός για την ηλεκτροφόρηση των  RFLP σε πηκτή 

πολυακρυλαµίδης  

Υλικά Εργαστηρίου 

• Ποτήρι ζέσεως των 200 ml 

• Μαγνήτης ανάδευσης 

• Ογκοµετρικοί κύλινδροι των 15 και 100 ml 

• Χωνί µετάγγισης 

• Χαρτί διήθησης 

 

Αντιδραστήρια 

• Ουρία (Urea) 

• ∆ιπλά αποσταγµένο νερό ddH2O 

• Ακρυλαµίδη (acrylamide) 99%  

• ∆ις- ακρυλαµίδη (bis-acrylamide) 

• TBE 10X 

• TEMED (Tetramethylethylenediamine) 99%  

• APS 20% w/v  

• Loading buffer 

 

� TBE 10X ( 2lt) : 216gr Tris Base (0,89M) + 110gr Boric Acid (0.89M) + 16,6 

gr EDTA + ddH2O έως τελικό όγκο τα 2lt. 

 

Συσκευές 

• Συσκευή παρασκευής πηκτώµατος πολυακρυλαµίδης 

• Οριζόντιος µαγνητικός αναδευτήρας (Yellow line) 

• Συσκευή καθέτου ηλεκτροφόρησης και τροφοδοτικό 

 

3.1.9. Εξοπλισµός για την εµφάνιση (χρώση) των αποτελεσµάτων σε πηκτή 

πολυακρυλαµίδης 

Υλικά Εργαστηρίου 

• Μεταλλικό δοχείο χρώσης  

• Ογκοµετρικοί κύλινδροι των 1000 ml  

• Ποτήρι ζέσεως των 500 ml 
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• Μαγνήτης ανάδευσης  

 

Αντιδραστήρια 

• ∆ιπλά αποσταγµένο νερό ddH2O 

• EtOH 100 % 

• Οξικό οξύ (acetic acid) 99%  

• Νιτρικός άργυρος (AgNO3)   

• Υδροξείδιο του Νατρίου (NaOH)  

• Bοροϋδρίδιο του νατρίου (NaBH4) 

• Φορµαλδεΰδη  (formaldehyde) 37% 

 

Συσκευές 

• Συσκευή οριζόντιας κυκλικής ανάδευσης – ανακινούµενη πλάκα 

• Οριζόντιος µαγνητικός αναδευτήρας 

• Συσκευή προβολής πηκτής πολυακρυλαµίδης 

• Ψηφιακή φωτογραφική µηχανή 

 

 

3.2. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΠΟΡΕΙΑ – ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

3.2.1. ∆είγµατα 

 Στη µελέτη χρησιµοποιήθηκαν δύο ζωικά είδη: µοσχάρι (Bos Taurus) και 

χοίρος (Sus domesticus).  

∆ηµιουργήσαµε αναµείξεις αυτών των δύο ειδών. Τα µείγµατα αυτά που 

περιείχαν τα δύο είδη ήταν σε διάφορες αναλογίες. Οι αναλογίες επιλέχθηκαν έτσι 

ώστε να καλυφθούν όσο το δυνατόν περισσότεροι συνδυασµοί, µέσα στα πλαίσια 

βέβαια που θα µπορούσαν να εξαχθούν χρήσιµα αποτελέσµατα. Οπότε από κάθε 

είδος χρησιµοποιήθηκε µικρή ποσότητα ιστού (5-100mg). Μικρότερη ποσότητα 

κρίθηκε ότι δεν θα ήταν, στην παρούσα φάση, εύστοχο να χρησιµοποιηθεί. Η 

συντήρησή τους έγινε στους -200C. Στον πίνακα 3.2.1 παρουσιάζονται τα µείγµατα 

που δηµιουργήθηκαν στις διάφορες αναλογίες. 
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Πίνακας 3.2.1 : Αναµείξεις των δύο ζωικών ειδών (µοσχάρι-χοιρινό) σε διάφορες 

ποσότητες που χρησιµοποιήθηκαν. 

 

Μείγµατα        Μοσχάρι             Χοιρινό       Χοιρινό              Μοσχάρι 

(1) 95mg 5mg 95mg 5mg 

(2) 90mg 10mg 90mg 10mg 

(3) 80mg 20mg 80mg 20mg 

(4) 70mg 30mg 70mg 30mg 

(5) 60mg 40mg 60mg 40mg 

(6) 50mg 50mg 50mg 50mg 

 

 

3.2.2. Αποµόνωση DNA 

Η αποµόνωση του DNA πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο του 

Budowle (1990), µε κατάλληλες τροποποιήσεις. Το διάλυµα που χρησιµοποιήθηκε 

είναι το εξής : 

 

Πίνακας 3.2.2.: Σύσταση TNES-Urea Buffer.  

 

        TNes Urea For 200ml  final Conc. final Conc 

Tris 2 ml of 1M pH 7.5 10 mM 

NaCl 5 ml of 5 M 125 mM 

EDTA-2Na 2 ml of 0.5 M pH 7.5 10 mM 

SDS 10 ml of 10% 0.5% 

Urea 48.05 g 4 M 

 

 Για κάθε αποµόνωση χρησιµοποιούνται οι ποσότητες ιστού που αναφέρθηκαν 

στην προηγούµενη ενότητα και ακολουθήθηκαν οι εξής πειραµατικές διαδικασίες : 

1. Τοποθετούµε τον ιστό αρκετά τεµαχισµένο σε σωλήνα eppendorf των 2 ml και 

προσθέτουµε 700 µl TNes Urea και 15 µl πρωτεϊνάση Κ (10 mg/ml).  

2. Επωάζουµε τα δείγµατα υπό ανάδευση στους 55οC για µια ώρα. 

3. Προσθέτουµε 0,5 ml φαινόλη και 0,5 ml χλωροφόρµιο/ισοαµυλική αλκοόλη 

(24:1). Αναδεύουµε έντονα τα δείγµατα.  
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4. Φυγοκεντρούµε στις 13000 rpm για 10 min στους 4οC 

5. Μεταφέρουµε την υπερκείµενη υδατική φάση σε νέο σωλήνα eppendorf και 

προσθέτουµε 1 ml χλωροφορµίο/ισοαµυλική αλκοόλη. Αναδεύουµε έντονα.  

6. Φυγοκεντρούµε στις 13000 rpm για 5 min στους 4οC. 

7. Μεταφέρουµε την υπερκείµενη υδατική φάση σε νέο σωλήνα eppendorf. 

8. Προσθέτουµε 1 ml παγωµένη ισοπροπανόλη. Αναδεύουµε ήπια. 

9. Τοποθετούµε τα δείγµατα στους -20οC για 30 min. 

10. Φυγοκεντρούµε στις 13000 rpm για 20 min στους 4οC 

11. Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο, προσπαθώντας να διατηρήσουµε ανέπαφο το 

ίζηµα. 

12. Προσθέτουµε 1 ml παγωµένη αλκοόλη 70%, αναδεύουµε ήπια. 

13. Φυγοκεντρούµε στις 13000 rpm για 5 min στους 4οC. 

14. Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο, διατηρώντας ανέπαφο το ίζηµα. 

15. Τοποθετούµε τα δείγµατα στους 37ο C, ώστε να ξηρανθεί το ίζηµα. 

16. Επαναδιαλύουµε το ίζηµα σε 100 µl ddH2O και τοποθετούµε τα δείγµατα είτε 

στο ψυγείο (4οC) είτε στην κατάψυξη (-20οC).  

Η διάσπαση των κυττάρων, από τα οποία θα αποµονωθεί το DNA, γίνεται µε 

το NaCl, το οποίο ρυθµίζει την ωσµωτική πίεση του κυττάρου.  Πιο συγκεκριµένα, 

προκαλεί διόγκωση των κυττάρων και συνεπώς τη λύση τους.  Η λύση των κυττάρων 

πρέπει να γίνεται σε κατάλληλο pH το οποίο ρυθµίζεται από το Tris – HCl 

(ρυθµιστικό διάλυµα). Το EDTA εµποδίζει τη δράση των νουκλεασών δεσµεύοντας 

µε το χηλικό παράγοντα το Ca++ 
ή το Mg+.  Το EDTA µπορεί να δεσµεύσει 4 

µονοσθενή ή 2 δισθενή κατιόντα. Το SDS είναι ιοντικό απορρυπαντικό που διασπά τη 

µεµβράνη του πυρήνα και αποδιατάσσει τις πρωτεΐνες συµβάλλοντας έτσι στην 

προστασία του DNA από τις νουκλεάσες. Η πρωτεϊνάση Κ προκαλεί την 

αποικοδόµηση των πρωτεϊνών, προστατεύοντας το DNA από τη δράση νουκλεασών. 

Η φαινόλη χρησιµοποιείται για την αποδιάταξη των πρωτεϊνών και τον διαχωρισµό 

λιπιδίων, πρωτεϊνών και νουκλεϊκών οξέων. Το διάλυµα φαινόλης pH 7 που 

χρησιµοποιείται είναι εξισορροπηµένο ώστε το DNA να κατανέµεται στην 

υπερκείµενη υδάτινη φάση. Η προσθήκη του χλωροφορµίου έχει σκοπό τον καλύτερο 

διαχωρισµό των φάσεων λόγω µεγάλης πυκνότητας. Συµβάλλει επίσης στη 

µετουσίωση των πρωτεϊνών και στην αποµάκρυνση της διαλυµένης φαινόλης από την 

υδάτινη φάση. Η ισοαµυλική αλκοόλη σταθεροποιεί το χλωροφόρµιο. Η 

κατακρήµνιση του DNA µε ισοπροπανόλη και η ακόλουθη πλύση του µε αιθανόλη 
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70% βασίζεται στο γεγονός ότι το DNA είναι αδιάλυτο στους συγκεκριµένους 

οργανικούς διαλύτες σε συγκέντρωση µεγαλύτερη από 70%. 

 

3.2.3. Ανίχνευση και ποσοτικός προσδιορισµός του DNA 

Η συνολική ποσότητα του DNA στο εκάστοτε δείγµα ελέγχεται είτε µε 

φωτοµέτρηση του δείγµατος είτε µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2% w/v. 

Στη συγκεκριµένη εργασία χρησιµοποιήσαµε τη µέθοδο της ηλεκτροφόρησης 

σε πηκτή αγαρόζης 2% w/v. 

 

Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

Πρόκειται για µια διαδικασία ποιοτικού προσδιορισµού και διαχωρισµού 

τµηµάτων DNA που µας δίνει την δυνατότητα να πάρουµε πληροφορίες για το 

µέγεθος των γραµµικών µορίων, την ποιότητα αλλά και την ποσότητα του DNA. 

Στην παρούσα εργασία, η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 

χρησιµοποιήθηκε σε δύο φάσεις. Αρχικά µετά την αποµόνωση του DNA από τους 

ιστούς των ζωικών οργανισµών που χρησιµοποιήθηκαν, για τον έλεγχο του 

µιτοχονδριακού DNA και έπειτα, µετά την ολοκλήρωση της PCR, για τον έλεγχο της 

επιτυχίας της αντίδρασης. 

Η µέθοδος της ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης χρησιµοποιείται για το 

διαχωρισµό τµηµάτων DNA ανάλογα µε το µέγεθος και τη στερεοδιάταξή τους (πχ. η 

υπερελικωµένη κυκλική µορφή, η ανοιχτή κυκλική µορφή και η γραµµική µορφή 

DNA του ίδιου µοριακού βάρους έχουν διαφορετική κινητικότητα σε πηκτώµατα 

αγαρόζης). Η θέση του DNA στο πήκτωµα προσδιορίζεται άµεσα λόγω της 

προσθήκης βρωµιούχου αιθίδιου, µίας ένωση που φθορίζει υπό υπεριώδες φως. Η 

παρουσία του βρωµιούχου αιθιδίου στην πηκτή αναγκάζει τα µόρια να κινηθούν πιο 

αργά προς το θετικό πόλο.  Όσο µεγαλύτερη είναι η τάση του πεδίου τόσο πιο 

γρήγορη είναι η µετακίνηση των µορίων.  Η τάση όµως δε γίνεται να είναι πολύ 

υψηλή γιατί αναπτύσσονται µεγάλες θερµοκρασίες και προκαλείται το λιώσιµο της 

πηκτής. Φορτώνοντας το DNA σε µία πηκτή που περιέχει βρωµιούχο αιθίδιο και 

εκθέτοντάς το στο υπεριώδες γίνονται ορατές οι διακριτές µπάντες του DNA καθώς 

αυτό παρεµβάλλεται µεταξύ των βάσεων του DNA.  Το βρωµιούχο αιθίδιο είναι 

καρκινογόνο και απαιτείται ιδιαίτερη προσοχή κατά το χειρισµό του.  
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Για την ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων απαιτείται η προσθήκη loading buffer 

ώστε να γίνεται εφικτή η παρακολούθηση της µετακίνησης των δειγµάτων κατά την 

ηλεκτροφόρηση, και να κατακάθονται τα δείγµατα στις θέσεις της πηκτής λόγω της 

µεγαλύτερης πυκνότητας τους. Συνήθως χρησιµοποιούνται το κυανό του ξυλενίου και 

το µπλε της βρωµοφαινόλης. Τα loading buffers περιέχουν ως επί το πλείστον  

γλυκερόλη, σουκρόζη και φυκόλη έτσι ώστε να καταβυθίζεται το DNA καθώς και 

χρωστικές για να είναι εύκολη η παρατήρηση της προόδου της ηλεκτροφόρησης. Τα 

κυριότερα buffers που χρησιµοποιούνται στις ηλεκτροφορήσεις αγαρόζης είναι το 

TAE (Tris acetate EDTA) και το TBE (Tris borate EDTA).  Το ΤΑΕ προσφέρει 

καλύτερη ανάλυση για µεγάλα τµήµατα DNA.  Αυτό σηµαίνει χαµηλότερη τάση, 

περισσότερος χρόνος αλλά καλύτερο προϊόν. 

 

 

      

 

Εικόνα 3.2.3. : Προετοιµασία της πηκτής αγαρόζης. 
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Για την τεχνική αυτή χρησιµοποιήθηκαν τα παρακάτω διαλύµατα: 

TAE 50x (500ml) 

Tris Base 2Μ 

Acetic Acid 7,7% 

EDTA 0,05M 

ddH2O έως τα 500ml 

 

Loading buffer 6x (10ml)  

Bromophenol blue 0,1% w/v 

TBE 1X 

Glycerol 8,7% 

ddH2O  έως τα 10ml 

 

 Αρχικά, παρασκευάζουµε διάλυµα ΤΑΕ 1x αραιώνοντας το πυκνό διάλυµα 

50x (20ml σε τελικό όγκο 1lt). Για την προετοιµασία της πηκτής διαλύουµε 0,6gr 

αγαρόζης σε 30ml TAE 1x (τελική συγκέντρωση 2% w/v) µε θέρµανση και 

προσθέτουµε 3µl βρωµιούχου αιθιδίου σε τελική συγκέντρωση 1 µg/ml. Η 

συγκέντρωση της πηκτής αγαρόζης διαφοροποιείται ανάλογα µε το µέγεθος των 

τµηµάτων DNA που πρέπει να διαχωριστούν. 

Για την προετοιµασία της πηκτής αγαρόζης ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία: 

1. Προετοιµασία του εκµαγείου στο οποίο θα στερεοποιηθεί η πηκτή. 

2. Προετοιµασία της πηκτής.  Χρησιµοποιήθηκαν 0,6gr αγαρόζης και 30ml ΤΑΕ 

1x για την παρασκευή διαλύµατος 2%. 

3. Βράσιµο του διαλύµατος σε φούρνο µικροκυµάτων.  Κατά το βράσιµο πρέπει 

να γίνεται συχνή ανάδευση του διαλύµατος. 

4. Το διάλυµα ανακινείται έως ότου κρυώσει. 

5. Προστίθενται 3µl βρωµιούχου αιθιδίου C=10mg/ml. 

6. Τοποθέτηση του διαλύµατος στο εκµαγείο. 

7. Εισάγεται το χτενάκι στην πηκτή για να σχηµατιστούν οι θέσεις στις οποίες θα 

εισαχθεί το DNA. 

8. Όταν η πηκτή στερεοποιηθεί αφαιρείται το χτενάκι. 

9. Τοποθέτηση της πηκτής µαζί µε τη µήτρα σε µία συσκευή ηλεκτροφόρησης 

που περιέχει TAE 1x. 
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     10. Στην περίπτωση του ελέγχου της αποµόνωσης αναµειγνύουµε 3µl loading 

buffer µε 2µl DNA, στην περίπτωση ελέγχου της αντίδρασης της PCR αναµειγνύουµε 

3µl loading buffer µε 5µl DNA (PCR προϊόν) και στη συνέχεια εισαγωγή των 

δειγµάτων στις θέσεις της πηκτής. 

Η τάση ρυθµίζεται έτσι ώστε να είναι 80V.  Μετά από περίπου 40 λεπτά είναι 

δυνατή η παρατήρηση των ζωνών του DNA στην πηκτή αφού τοποθετηθεί στη 

συσκευή UV. 

 

3.2.4. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 

 Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης, όπως αναλύσαµε και στο προηγούµενο 

κεφάλαιο, είναι µία µέθοδος που επιτρέπει τον in vitro ενζυµικό πολλαπλασιασµό 

επιλεγµένων αλληλουχιών DNA από ελάχιστες αρχικές ποσότητες δείγµατος. Κατά 

την αντίδραση χρησιµοποιείται ένα κατάλληλο ζεύγος εκκινητών (primers), οι οποίοι 

είναι συνθετικά µονόκλωνα ολιγονουκλεοτίδια µήκους 15 – 30 βάσεων, µε 

αλληλουχία συµπληρωµατική το καθένα για µία από τις αλυσίδες του DNA, και 

οριοθετούν την αλληλουχία που επιθυµούµε να ενισχύσουµε. Παρουσία του 

κατάλληλου ζεύγους εκκινητών, περίσσειας των τεσσάρων τριφωσφορικών 

δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dATP, dCTP, dGTP και dTTP), ιόντων µαγνησίου και της 

κατάλληλης DNA πολυµεράσης επιτυγχάνεται η αντίδραση πολυµερισµού. 

 Η τεχνική της PCR πραγµατοποιείται σε κύκλους. Κάθε κύκλος της PCR 

πραγµατοποιείται σε τρία στάδια και έχει ως αποτέλεσµα τον εκθετικό 

πολλαπλασιασµό του DNA στόχου.  

 Τα τρία στάδια του κάθε κύκλου της PCR είναι τα ακόλουθα: 

Αποδιάταξη: το δίκλωνο DNA µετατρέπεται σε µονόκλωνο, µέσω της θέρµανσής 

του σε υψηλή θερµοκρασία (94ο-95οC). 

Υβριδοποίηση εκκινητών: οι δύο εκκινητές υβριδοποιούνται µε τις 

αποδιατεταγµένες αλυσίδες του DNA. Η θερµοκρασία εξαρτάται από την αλληλουχία 

των εκκινητών (50ο-65οC). 

Επέκταση των εκκινητών (πολυµερισµός): σύνθεση DNA µε επιµήκυνση των 

υβριδισµένων εκκινητών µε κατεύθυνση 5’-3’, χρησιµοποιώντας τα τριφωσφορικά 

δεοξυριβονουκλεοτίδια και έχοντας ως εκµαγείο τις µονόκλωνες αλυσίδες του DNA. 

Η αντίδραση πολυµερισµού καταλύεται από µία θερµοσταθερή DNA πολυµεράση.   
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  Για τον πολλαπλασιασµό του γονιδίου 16S rRNA χρησιµοποιήσαµε τους 

εκκινητές 16S RNA BM Rv και 16S RNA BM Fw. Η αλληλουχία των εκκινητών 

παρουσιάζεται στον Πίνακα 3.2.4.1. 

 

Πίνακας 3.2.4.1:  Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση τµηµάτων  

                         DNA,  όπου Υ= C ή T 

 

Εκκινητής Αλληλουχία 

B-M.16sRNA.Fw 5 -́AYA AGA CGA GAA GAC CC-3 ́

B-M.16sRNA.Rv 5 -́GAT TGC GCT GTT ATC CC-3΄ 

 

 

 Για την διαδικασία της PCR το πρώτο βήµα είναι η παρασκευή ενός κοινού 

διαλύµατος (master mix) το οποίο θα περιέχει, ανά δείγµα, τις ποσότητες 

αντιδραστηρίων που παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.2.4.2. Το διάλυµα 

παρασκευάζεται ανάλογα µε τον αριθµό των δειγµάτων. Έπειτα τοποθετούµε σε 

φιαλίδια eppendorf 1µl εκµαγείου DNA το οποίο αντιστοιχεί σε ποσότητα 200-

700ng. 

Πίνακας 3.2.4.2: Συστατικά αντίδρασης PCR 

 

Συστατικά  αντίδρασης PCR 

Ποσότητες 

συστατικών 

αντίδρασης PCR 

Τελικές 

συγκεντρώσεις 

DNA εκµαγείο ~ 200 ng  

Ρυθµιστικό διάλυµα 10Χ 5 µl 1X 

MgCl 2 (50mM) 2 µl 2mM 

dNTPs (40mM) 1 µl 0,8mM 

Εκκινητής Forward 

(50pmol/ml) 

1 µl 1pmol/ml 

Εκκινητής Reverse 

(50pmol/ml) 

1 µl 1pmol/ml 

Taq DNA πολυµεράση 

(5U/µl) 

0,2 µl 1unit 

ddH2O έως τα 50 µl  
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. Στην συνέχεια µοιράζουµε σε κάθε eppendorf που περιέχει το DNA, από 49µl 

του master mix. Επίσης, σε ένα eppendorf το οποίο δεν περιέχει DNA βάζουµε master 

mix (µάρτυρας) ώστε να συγκρίνουµε το προϊόν PCR µε τον µάρτυρα. Τέλος 

τοποθετούµε τα δείγµατα στον θερµοκυκλοποιητή (Eικ 3.2.4.1.) ο οποίος 

προγραµµατίζεται να εκτελέσει το επιθυµητό πρόγραµµα θερµοκρασίας /χρόνου. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
Εικόνα 3.2.4.1.: Θερµοκυκλοποιητής που χρησιµοποιείται για την αντίδραση PCR. 

 
 
Οι συνθήκες ενίσχυσης του τµήµατος του γονιδίου 16S rRNA  είναι: 
 
Αρχική αποδιάταξη : 95ο C για 4 min 

Αποδιάταξη: 95 ο C για 40 sec                            

Υβριδοποίηση: 53ο C για 50 sec                             35 κύκλοι 

Επιµήκυνση: 72 ο C για 50 sec  

Τελική επιµήκυνση: 72 ο C για 10 min 

 
 Μετά το πέρας της PCR γίνεται ηλεκτροφόρηση των προϊόντων σε πήκτωµα 

αγαρόζης 2%, για να ελέγξουµε την επιτυχία της διαδικασίας, όπως αναφέραµε 

προηγουµένως στην παράγραφο … Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

 Μετά τον διαχωρισµό των τµηµάτων του DNA, το προϊόν της PCR µπορεί να 

ανιχνευθεί από το αναµενόµενο µέγεθός του, το οποίο προσδιορίζεται από την 

σύγκριση µε τα τµήµατα γνωστού µήκους του µάρτυρα (Dieffenbach et al, 2003). 

Όσα δείγµατα δίνουν θετικό αποτέλεσµα (ανίχνευση ζωνών) χρησιµοποιούνται στην 

ποιοτική ανάλυση πολυµορφισµών µε τη µέθοδο SSCP. 
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3.2.5. Ανάλυση πολυµορφισµού διαµόρφωσης µονόκλωνης αλυσίδας 

(Single Strand Conformation Polymorphism, SSCP) 

 Η ανάλυση SSCP, όπως αναφέραµε και στις µοριακές τεχνικές, βασίζεται στο 

διαχωρισµό µονόκλωνων τµηµάτων DNA βάσει των διαφορών της κινητικότητάς 

τους στη πηκτή και έχει διακριτική ικανότητα ενός νουκλεοτιδίου. Η διαφορετική 

κινητικότητα σε πήκτωµα οφείλεται στη διαφορετική δοµή που λαµβάνουν 

µονόκλωνα µόρια DNA που διαφέρουν µεταξύ τους έστω και κατά µόνο µία βάση 

(Orita et al., 1989). Έτσι, τµήµατα DNA του ίδιου γονιδίου που έχουν ενισχυθεί µε 

PCR, από διαφορετικά άτοµα και που παρουσιάζουν νουκλεοτιδικές διαφορές, θα 

έχουν και διαφορετική κινητικότητα κατά την ηλεκτροφόρηση και εποµένως θα είναι 

δυνατή η διάκρισή τους.  

Η ανάλυση SSCP αποτελείται από τρία στάδια: την αποδιάταξη των 

προϊόντων της PCR, την ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης και τη χρώση 

της πηκτής. 

 

3.2.5.1. Προετοιµασία των δειγµάτων και αποδιάταξη των προϊόντων PCR 

 

Για την αποδιάταξη των τµηµάτων DNA χρησιµοποιήθηκε αποδιατακτικό 

διάλυµα: 

 

Αποδιατακτικό διάλυµα 

Formamide 95% 

Bromophenol blue 0,05% 

Xylene Cyanol 0,05% 

NaOH 10 mM 

 

Σε 5-7 µl προϊόντος PCR (ανάλογα µε την συγκέντρωσή του) προστίθενται 10 

µl αποδιατακτικού διαλύµατος και τα δείγµατα αποδιατάσσονται για 7 min στους 

99οC. Σκοπός της αποδιάταξης είναι η µετατροπή των δίκλωνων τµηµάτων DNA σε 

µονόκλωνα. Ακολούθως τα δείγµατα τοποθετούνται σε πάγο οπού διατηρούνται σε 

µονόκλωνη κατάσταση. Τέλος µε µικροπιπέττα τα τοποθετούµε στα πηγαδάκια του 

πηκτώµατος πολυακρυλαµίδης. 
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3.2.5.2. Παρασκευή πηκτώµατος πολυακρυλαµίδης  

 

 Στην ανάλυση SSCP, η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται σε πήκτωµα 

ακρυλαµίδης, ένα µονοµερές το οποίο πολυµερίζεται σε µακριές αλυσίδες παρουσία 

ελεύθερων ριζών οι οποίες µε την σειρά τους διασυνδέονται παρουσία της Ν,Ν- 

µεθυλεν-δις-ακρυλαµίδης, ενός µορίου διασυνδέτη και έτσι σχηµατίζεται ένα 

πορώδες πήκτωµα. Η θερµοκρασία στην οποία πραγµατοποιείται η διαδικασία της 

ηλεκτροφόρησης παίζει σηµαντικό ρόλο στην SSCP και αυτό γιατί υψηλές 

θερµοκρασίες µπορούν να µειώσουν το επίπεδο της διακριτικής ικανότητας, 

εποµένως είναι πολύ σηµαντικό η ηλεκτροφόρηση να πραγµατοποιείται σε σταθερή 

θερµοκρασία. Ένας άλλος πολύ σηµαντικός παράγοντας είναι το pΗ. Η προσθήκη 

γλυκερόλης στο πήκτωµα ακρυλαµίδης µειώνει το pΗ και το αποτέλεσµα είναι η 

αυξηµένη ευαισθησία της SSCP (Kukita et al, 1997). Επίσης το µήκος των τµηµάτων 

επηρεάζει την ανάλυση SSCP και για βέλτιστα αποτελέσµατα το µέγεθος των 

τµηµάτων DNA θα πρέπει να εµπίπτει εντός του εύρους 150 µε 300 bp. Ωστόσο, η 

παρουσία γλυκερόλης στο πήκτωµα µπορεί να επιτρέψει ανάλυση και µεγαλύτερου 

µεγέθους τµήµατα DNA σε αποδεκτή ευαισθησία. Τέλος, σηµαντική επίδραση στην 

διακριτική ικανότητα έχει το µέγεθος των πόρων του πηκτώµατος που επιλέγεται µε 

βάση το µέγεθος του DNA και καθορίζεται από την συγκέντρωση του πηκτώµατος 

(Sunnucks et al, 2000). 

Για την παρασκευή ενός πηκτώµατος πολυακρυλαµίδης χρησιµοποιήθηκαν τα 

παρακάτω διαλύµατα: 

 

� ∆ιάλυµα ακρυλαµίδης 38,5% (100ml)  

Ακρυλαµίδη 37,5g 

Bis-acrylamide 1g 

ddH20 έως τα 100ml  

 

� TBE 10x (2lt) 

Tris Base 0,5 M 

Boric acid 0,04 M 

EDTA 0,02 M 

ddH2O έως τα 2lt 

� Glycerol 50% v/v 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
01/06/2024 20:42:16 EEST - 3.144.84.38



 65 

 

� APS 20% w/v 

Ammonium Persulfate 2gr 

ddH2O έως τα 10ml 

 

� TEMED (Tetramethylethylenediamine)  

 

 Για την ηλεκτροφόρηση των προϊόντων PCR χρησιµοποιήθηκε πηκτή 

πολυακρυλαµίδης που έχει πυκνότητα 10%.  

Οι ποσότητες των συστατικών που χρησιµοποιούνται για την παρασκευή 

πηκτών πολυακρυλαµίδης 10% αναγράφονται στον Πίνακα 3.2.5.2. 

 

Πίνακας 3.2.5.2.: Σύσταση πηκτής πολυακρυλαµίδης 10% 

 

 

Σύσταση 

 

Ποσότητα 

 

Τελικές συγκεντρώσεις 

∆ιάλυµα ακρυλαµίδης 38,5% 16 ml 10% 

Glycerol 50% 6,25 ml 5% 

TBE 10x 5 ml 0,8% 

TEMED 62,5 µl  

APS 20% 310 µl 0,1% 

ddH2O Έως τα 62,5 ml  

Συνολικός όγκος 62,5 ml  

 

 

Η διαδικασία που ακολουθούµε είναι η εξής: 

• Προετοιµάζουµε την συσκευή παρασκευής του πηκτώµατος. 

• Σε ποτήρι ζέσεως αναδεύουµε τα παραπάνω υλικά µε µαγνητάκι εκτός από τα 

TEMED, APS. 

• Φιλτράρουµε µε διηθητικό χαρτί και σε έναν ογκοµετρικό κύλινδρο ρίχνουµε 

προσεκτικά (ροή σταγόνας) το διάλυµα. 

•  Συµπληρώνουµε µέχρι τα 62,5 ml µε νερό και µεταφέρουµε το διάλυµα σε 

κωνική φιάλη.  
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•  Προσθέτουµε τα TEMED και APS. Τα διαλύµατα αυτά πολυµερίζουν την 

ακρυλαµίδη. Μετά την προσθήκη γίνεται µια σύντοµη ανάδευση του 

µίγµατος, ρίχνουµε γρήγορα το διάλυµα στην συσκευή ηλεκτροφόρησης και 

τοποθετούµε τα χτενάκια για να δηµιουργήσουµε τα πηγαδάκια 

• Περιµένουµε να πήξει το διάλυµα, αφαιρούµε τα χτενάκια και καθαρίζουµε τα 

πηγαδάκια. 

• Προσθέτουµε 0.5X TBE στην συσκευή. 

• Τοποθετούµε τα δείγµατα στα πηγαδάκια και αρχίζει η ηλεκτροφόρηση στα 

240V σε RT overnight. 

 

 

 

 
Εικόνα 3.2.5.2.: Ανίχνευση µεταλλαγής µιας βάσης µε τη µέθοδο SSCP 

 
 
 
3.2.5.3. Χρώση των πηκτών πολυακρυλαµίδης µε την τεχνική χρώσης νιτρικού 
αργύρου (Silver Staining) 
 

 Για την εµφάνιση των αποτελεσµάτων της ηλεκτροφόρησης γίνεται χρώση 

των πηκτών µε νιτρικό άργυρο. Η τεχνική αυτή βασίζεται στο γεγονός ότι ο άργυρος 

συνδέεται στο DNA και στη συνέχεια αντιδρά µε την φορµαλδεΰδη, παρουσία βάσης. 

Οι ζωνώσεις του DNA εµφανίζονται µε καφέ χρώµα σε κίτρινο φόντο (Sambrook et 

al., 2000). 
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Για τη χρώση χρησιµοποιούνται τα εξής διαλύµατα : 

 

∆ιάλυµα 1 (400ml) 

EtOH 2% 

Acetic Acid 0,125% 

ddH2O ως τα 400ml 

 

∆ιάλυµα 2 (200ml) 

∆ιάλυµα AgNO3 1gr/lt 

 

∆ιάλυµα 3 (200ml) 

NaOH 0,015 M 

NaBH4 50 µM 

Formaldehyde 0,2% 

ddH2O έως τα 200ml 

 

 Στο πρώτο στάδιο της χρώσης, οι πηκτές εµβαπτίζονται σε 200ml του 

διαλύµατος 1 και αναδεύονται για 3 min. Το διάλυµα 1 αποµακρύνεται και η 

διαδικασία επαναλαµβάνεται. Ακολουθεί πλύση των πηκτών µε απεσταγµένο νερό 

για 1 min υπό ανάδευση.  

 Στο δεύτερο στάδιο προστίθεται το διάλυµα νιτρικού αργύρου και οι πηκτές 

επωάζονται για 15 min υπό ανάδευση. Στη συνέχεια πραγµατοποιούνται 2 πλύσεις µε 

απεσταγµένο νερό, διάρκειας 1 min η κάθε µία υπό ανάδευση.  

 Στο τρίτο και τελευταίο στάδιο προστίθεται το διάλυµα 3 και 

πραγµατοποιείται ανάδευση µέχρι την εµφάνιση ορατών ζωνών στις πηκτές. 
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3.2.6. Ανάλυση πολυµορφισµού µήκους µε ένζυµα περιορισµού 

(Restriction Fragment Length Polymorphisms, RFLP) 

 

3.2.6.1. Θεωρητικός υπολογισµός RFLP  

Βάσει των αλληλουχιών των 2 ειδών για το τµήµα που µελετάµε, τις οποίες 

βρήκαµε στη βάση δεδοµένων GenBank (sequence database), ελέγχθηκαν οι 

αλληλουχίες των 2 ειδών µε όλα τα διαθέσιµα ένζυµα  µε το πρόγραµµα BioEdit και 

καταλήξαµε σε 1 ένζυµο το οποίο διαχωρίζει τα είδη µας. Το ένζυµο αυτό το 

χρησιµοποιήσαµε στα PCR προϊόντα των αναµείξεων που δηµιουργήσαµε µε σκοπό 

να ταυτοποιήσουµε και τα 2 είδη σε όλες τις αναµείξεις. 

 

3.2.6.2. Ανάλυση RFLP 

 Με τη µέθοδο RFLP γίνεται χρήση κατάλληλων ενδονουκλεασών 

περιορισµού οι οποίες ως «µοριακά ψαλίδια» έχουν την ικανότητα να κόβουν το 

DNA σε συγκεκριµένες θέσεις αναγνώρισης, ανάλογα µε τη χρησιµοποιούµενη 

ενδονουκλεάση. Οι αλληλουχίες τις οποίες στοχεύουν οι ενδονουκλεάσες 

περιορισµού είναι βραχείες (γενικά έχουν µήκος 4-8 ζεύγη νουκλεοτιδίων). Πιο 

συγκεκριµένα, τα RFLPs βασίζονται στο γεγονός ότι προκύπτουν πολυµορφισµοί του 

DNA µετά από αλλαγές κατά µήκος της αλληλουχίας των βάσεων του. Αυτό έχει ως 

συνέπεια να υπάρχουν παραλλαγές στο µήκος του κλάσµατος που προκύπτει µετά 

από πέψη του DNA µε κατάλληλες ενδονουκλεάσες περιορισµού. Εποµένως, τα 

RFLPs προκύπτουν από αλλαγές στο DNA που αφορούν συγκεκριµένη θέση 

αναγνώρισης από ενδονουκλεάσες περιορισµού. 

 Στην συγκεκριµένη εργασία πραγµατοποιήθηκε πέψη των γονιδίων που µας 

ενδιαφέρουν µε το ένζυµο περιορισµού XbaI. Καταλήξαµε σε αυτό το ένζυµο έπειτα 

από έρευνα και δοκιµές και µε άλλο ένζυµο περιορισµού.  

Η διαδικασία που ακολουθούµε είναι η εξής: 

• Σε φιαλίδιο eppendorf των 500µl προσθέτουµε 2µl από το PCR προϊόν 

• Ανάλογα µε τον αριθµό των δειγµάτων που έχουµε, παρασκευάζουµε σε ένα 

φιαλίδιο eppendorf το διάλυµα πέψης, η σύσταση του οποίου περιέχει τις εξής 

ποσότητες αντιδραστηρίων ανά δείγµα :  
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� ∆ιάλυµα πέψης : 6,6µl ddH2O + 1µl από το αντίστοιχο buffer του 

ενζύµου + 0,4µl ενζύµου (ποσότητα που αναφέρεται σε δραστικότητα 

10U/µl) 

• Μοιράζουµε στο κάθε δείγµα 8µl από το διάλυµα πέψης. Ο τελικός όγκος της 

αντίδρασης είναι 10µl. 

• Επωάζουµε στον κλίβανο στην άριστη θερµοκρασία για την δράση του 

ενζύµου (συνήθως είναι στους 37°C) για 3h τουλάχιστον. 

  

3.2.6.3. Παρασκευή πηκτώµατος πολυακρυλαµίδης 

 Στην ανάλυση RFLP κάνουµε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης, 

όπου είναι µία κάθετη ηλεκτροφόρηση. Η αρχή της µεθόδου αναφέρθηκε στην 

προηγούµενη ενότητα καθώς είναι η ίδια µέθοδος που χρησιµοποιήσαµε και στην 

ανάλυση SSCP, µε ελάχιστες διαφορές. 

Για την παρασκευή ενός πηκτώµατος πολυακρυλαµίδης χρησιµοποιήθηκαν τα 

παρακάτω διαλύµατα: 

 

� ∆ιάλυµα ακρυλαµίδης 30% (100ml)  

Ακρυλαµίδη 37,5g 

Bis-acrylamide 1g 

ddH20 έως τα 100ml  

 

� TBE 10x (2lt) 

Tris Base 0,5 M 

Boric acid 0,04 M 

EDTA 0,02 M 

ddH2O έως τα 2lt 

 

� APS 20% w/v 

Ammonium Persulfate 2gr 

ddH2O έως τα 10ml 

 

� TEMED (Tetramethylethylenediamine)  
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Οι ποσότητες των συστατικών που χρησιµοποιούνται για την παρασκευή 

πηκτών πολυακρυλαµίδης 8% αναγράφονται στον Πίνακα 3.2.6.3. 

 

Πίνακας 3.2.6.3.: Σύσταση πηκτής πολυακρυλαµίδης 8% 

 

 

Σύσταση 

 

Ποσότητα 

 

Τελικές συγκεντρώσεις 

∆ιάλυµα ακρυλαµίδης 30% 16,6 ml 10% 

                       Ουρία 8gr  

TBE 10x 6,5 ml 0,8% 

TEMED 62,5 µl  

APS 20% 325 µl 0,1% 

ddH2O Έως τα 62,5 ml  

Συνολικός όγκος 62,5 ml  

 

 

Η διαδικασία που ακολουθούµε είναι η εξής: 

• Προετοιµάζουµε την συσκευή παρασκευής του πηκτώµατος. 

• Σε ποτήρι ζέσεως προσθέτουµε 8gr ουρία και 16,6 ml διαλύµατος 

ακρυλαµίδης 30% + 6,5ml ΤΒΕ 10%. Αναδεύουµε µέχρι πλήρους διάλυσης 

των συστατικών. 

• Φιλτράρουµε µε διηθητικό χαρτί και σε έναν ογκοµετρικό κύλινδρο ρίχνουµε 

προσεκτικά (ροή σταγόνας) το διάλυµα. 

•  Συµπληρώνουµε µέχρι τα 62,5 ml µε νερό και µεταφέρουµε το διάλυµα σε 

κωνική φιάλη.  

•  Προσθέτουµε τα 62,5µl TEMED και 325µl APS. Μετά την προσθήκη γίνεται 

µια σύντοµη ανάδευση του µίγµατος, ρίχνουµε γρήγορα το διάλυµα στην 

συσκευή ηλεκτροφόρησης και τοποθετούµε τα χτενάκια για να 

δηµιουργήσουµε τα πηγαδάκια 

• Περιµένουµε να πήξει το διάλυµα, αφαιρούµε τα χτενάκια και καθαρίζουµε τα 

πηγαδάκια. 

• Προσθέτουµε 1X TBE στην συσκευή. 
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• Προετοιµάζουµε τα δείγµατα αναµειγνύοντας 4µl loading buffer  µε όλη την 

ποσότητα του διαλύµατος που βρίσκεται στο eppendorf. 

• Φορτώνουµε τα δείγµατα στην πηκτή. Στην πρώτη θέση τοποθετούµε marker 

των 100bp. 

• Πραγµατοποιούµε ηλεκτροφόρηση για 2,5h µε σταθερή τάση 200 volts. 

 

3.2.6.4. Χρώση των πηκτών πολυακρυλαµίδης µε την τεχνική χρώσης νιτρικού 
αργύρου (Silver Staining) 
 
 Η χρώση των πηκτών πολυακρυλαµίδης γίνεται µε τον ίδιο ακριβώς τρόπο 

που αναφέραµε αναλυτικά προηγουµένως στη µέθοδο SSCP, όπου εδώ αντίστοιχα θα 

πάρουµε ζωνώσεις RFLP. 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  

 

 Η αποµόνωση του DNA έγινε µε την διαδικασία που έχει αναφερθεί στο 

προηγούµενο κεφάλαιο και ο έλεγχος των δειγµάτων πραγµατοποιήθηκε µε  

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης. Στην παρακάτω εικόνα παρουσιάζονται 

ενδεικτικά τα αποτελέσµατα της αποµόνωσης σε πήκτωµα αγαρόζης. 

 

 

 

Εικόνα 4.1.: Ενδεικτική απεικόνιση της ηλεκτροφόρησης γενωµικού DNA σε 

πήκτωµα αγαρόζης 2%: 1) Μ/X 95:5, 2) Μ/X 90:10, 3) Μ/X 80:20, 4) Μ/X 70:30, 5) 

Μ/X 60:40, 6) Μ/X 50:50. 

 

Όπου:  Μ/Χ 95:5 � µοσχάρι 95mg και χοιρινό 5mg 

            Μ/Χ 90:10 � µοσχάρι 90mg και χοιρινό 10mg 

            Μ/Χ 80:20 � µοσχάρι 80mg και χοιρινό 20mg 

            M/X 70:30 � µοσχάρι 70mg και χοιρινό 30mg 

            Μ/Χ 60:40 � µοσχάρι 60mg και χοιρινό 40mg 

            M/X 50:50 � µοσχάρι 50mg και χοιρινό 50mg 

 

(Οι συντοµογραφίες αυτές θα χρησιµοποιηθούν σε όλες τις εικόνες που 

παρουσιάζονται στη συνέχεια.) 
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Η ίδια διαδικασία πραγµατοποιήθηκε για όλα τα δείγµατα που 

χρησιµοποιήθηκαν. Εκτός από τις αναµείξεις όπου ήταν κυρίαρχο το είδος του 

µοσχαριού κάναµε και αναµείξεις όπου το χοιρινό ήταν κυρίαρχο όσο αναφορά την 

ποσότητά του, µε τις ίδιες αναλογίες. Σε όλες τις αναµείξεις έγινε ηλεκτροφόρηση  σε 

πηκτή αγαρόζης 2%.   

Η ένταση της φωτεινότητας και το πάχος κάθε ζώνης αποτελούν ένδειξη της 

ποσότητας του DNA που αποµονώθηκε. Η ποσότητα που βρέθηκε είναι 

ικανοποιητική και για όλα τα δείγµατα.  

Στην συνέχεια, µε PCR πολλαπλασιάσαµε τµήµα του γονιδίου 16s RNA του 

µιτοχονδρίου για όλα τα δείγµατα. Τα προϊόντα της PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε 

πηκτή αγαρόζης 2% για τον έλεγχο της ενίσχυσης του επιθυµητού τµήµατος του 

γονιδίου 16S rRNA και την εκτίµηση του µεγέθους του προϊόντος PCR. H Εικόνα 4.2. 

είναι ενδεικτική της ηλεκτροφόρησης των προϊόντων PCR σε πήκτωµα αγαρόζης 2%. 

 

 

 

Εικόνα 4.2.: Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR σε πήκτωµα αγαρόζης 2%: 1) Μ/X 

95:5, 2) Μ/X 90:10, 3) Μ/X 80:20, 4) Μ/X 70:30, 5) Μ/X 60:40, 6) Μ/X 50:50. 

 

 Τα προϊόντα pcr βρέθηκε ότι έχουν µέγεθος: 243bp για το µοσχάρι, Bos 

taurus, και 247bp για το χοιρινό, Sus scrofa. 

 

 Εκτός από την ανάλυση των αλληλουχιών, πραγµατοποιήθηκε ανάλυση PCR-

SSCP για τον έλεγχο ικανού διαχωρισµού των ειδών µε αυτή τη µέθοδο, που αποτελεί 

πιο οικονοµική και άµεση επιλογή από την αλληλούχηση των προϊόντων PCR. 
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Η SSCP πραγµατοποιήθηκε για όλες τις αναµείξεις που προαναφέραµε, 

χρησιµοποιώντας τα pcr προϊόντα που βρέθηκαν προηγουµένως. 

 Στην επόµενη εικόνα φαίνονται τα αποτελέσµατα της ανάλυσης SSCP 

(ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων σε πηκτή πολυακρυλαµίδης) ενδεικτικά για τα 

µείγµατα µοσχάρι/χοιρινό, χοιρινό/µοσχάρι στις αναλογίες που έχουµε αναφέρει. 

 

 

 

Εικόνα 4.3.: Ανάλυση SSCP  των δειγµάτων που περιείχαν µοσχάρι/χοιρινό σε 

ορισµένες: 1) Μ/X 95:5, 2) Μ/X 90:10, 3) Μ/X 80:20, 4) Μ/X 60:40, 5) Μ/X 50:50, 

6) Μ, 7) Χ, 8) Χ/Μ 95:5, 9) Χ/Μ 90:10, 10) Χ/Μ 80:20, 11) Χ/Μ 70:30, 12) Χ/Μ 

60:40, 13) Χ/Μ 50:50. 

Όπου Μ και Χ είναι τα πρότυπα : Μ- µοσχάρι και Χ- χοιρινό 

 

 Το αποτέλεσµα ήταν ο ικανός διαχωρισµός των ειδών, µε την ανάλυση PCR-

SSCP. Με αυτή τη µέθοδο είναι δυνατός ο διαχωρισµός των ειδών αλλά όχι η 

ταυτοποίησή τους. 

 Στη δική µας µελέτη αρχικά µας ενδιαφέρει µε τη µέθοδο SSCP να 

διαπιστώσουµε αν γίνεται ο διαχωρισµός των ειδών ακόµη και σε αναµείξεις στις 

διάφορες ποσότητες που καθορίσαµε. Όπως φαίνεται και στην παραπάνω εικόνα οι 

ζωνώσεις µαρτυρούν ότι διαχωρίζονται τα δύο είδη. Επίσης ταυτίζονται και τα δύο 

είδη µε τα πρότυπά τους οπότε είµαστε σίγουροι για τα είδη που χρησιµοποιήσαµε. 

Μπορούµε να παρατηρήσουµε ότι η ένταση των ζωνώσεων διαφέρει από ποσότητα 

σε ποσότητα. Όσο µεγαλύτερη  είναι η ποσότητα ενός είδους κρέατος σε κάθε 
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ανάµειξη, τόσο πιο έντονη είναι η ζώνη του. Όταν προχωράµε σε µικρότερες 

ποσότητες, οι ζωνώσεις γίνονται πιο αχνές. 

 

 Εκτός από την τεχνική SSCP, εφαρµόσαµε και την τεχνική RFLP για όλα τα 

δείγµατα, τις αναµείξεις µοσχαριού/χοιρινού στις ίδιες αναλογίες, ακριβώς όπως στην 

προηγούµενη τεχνική. 

 Η ανάλυση RFLP είναι µία από τις µεθόδους που µπορούν, όπως είπαµε, να 

συµπληρώσουν τις εφαρµογές PCR για τον προσδιορισµό διαφορών στη 

νουκλεοτιδική αλληλουχία µεταξύ προϊόντων PCR. Έτσι µπορεί να χρησιµοποιηθεί 

επιτυχώς στην εύρεση της γενετικής ποικιλοµορφίας και ειδικότερα στην µοριακή 

ταυτοποίηση διαφόρων οργανισµών, στην περίπτωσή µας στα δύο ζωικά είδη. 

 Επιλέξαµε µετά από έρευνα (µε το πρόγραµµα BioEdit) να χρησιµοποιήσουµε 

το ένζυµο XbaI το οποίο διαχωρίζει τα είδη µας. Το ένζυµο αυτό το χρησιµοποιήσαµε 

στα PCR προϊόντα των αναµείξεων που δηµιουργήσαµε µε σκοπό να ταυτοποιήσουµε 

και τα δύο είδη σε όλες τις αναµείξεις. 

 Όπως φαίνεται και στην εικόνα που ακολουθεί, η ταυτοποίηση των ειδών µας 

ήταν επιτυχής για το µοσχάρι και για το χοιρινό.  

 Μπορούµε να παρατηρήσουµε ότι το XbaI δεν πέπτει το προϊόν pcr του 

µοσχαριού, Bos taurus. Ενώ, όµως το προϊόν της pcr του χοιρινού, Sus scrofa, 

πέπτεται σε µία θέση, δηµιουργώντας 2 τµήµατα µεγέθους 143bp και 104bp. 

 Στην εικόνα µπορούµε να παρατηρήσουµε τη θέση όπου πέπτεται το είδος Sus 

scrofa και τα πρότυπα (ζωνώσεις) που πήραµε για το κάθε είδος κρέατος.  

Σε αυτό το σηµείο θα πρέπει να διευκρινίσουµε ότι στα RFLP είναι δύσκολο να 

προσδιοριστεί επακριβώς το µέγεθος του κάθε τµήµατος περιορισµού. Αυτό µπορεί 

να επιτευχθεί µόνο µε τη διαδικασία της αλληλούχησης των τµηµάτων αυτών. Στα 

RFLP µας ενδιαφέρει πρωταρχικός να παίρνουµε από την πέψη διαφορετικά 

αποτυπώµατα για το κάθε είδος και στη συνέχεια το µέγεθος υπολογίζεται κατά 

προσέγγιση µε βάση το µάρτυρα που έχουµε χρησιµοποιήσει. 
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Εικόνα 4.4.: Ανάλυση RFLP  µειγµάτων µοσχάρι/χοιρινό σε διάφορες ποσότητες: 1) 

Μ/X 95:5, 2) Μ/X 90:10, 3) Μ/X 80:20, 4) Μ/X 60:40, 5) Μ/X 50:50, Μ, Χ, 6) Χ/Μ 

95:5, 7) Χ/Μ 90:10, 8) Χ/Μ 80:20, 9) Χ/Μ 70:30, 10) Χ/Μ 60:40, 11) Χ/Μ 50:50, P : 

PCR προϊόν, Μ100 : Ladder 100bp. 

Όπου:  Μ και Χ είναι τα πρότυπα : Μ- µοσχάρι και Χ- χοιρινό 

            Μ/Χ 95:5 � µοσχάρι 95mg και χοιρινό 5mg 

            Μ/Χ 90:10 � µοσχάρι 90mg και χοιρινό 10mg 

            Μ/Χ 80:20 � µοσχάρι 80mg και χοιρινό 20mg 

            Μ/Χ 60:40 � µοσχάρι 60mg και χοιρινό 40mg 

            M/X 50:50 � µοσχάρι 50mg και χοιρινό 50mg 

            Χ/Μ 95:5 � χοιρινό 95mg και µοσχάρι 5mg 

            Χ/Μ 90:10 � χοιρινό 90mg και µοσχάρι 10mg 

            Χ/Μ 80:20 � χοιρινό 80mg και µοσχάρι 20mg 

            Χ/Μ 70:30 � χοιρινό 70mg και µοσχάρι 30mg 

            Χ/Μ 60:40 � χοιρινό 60mg και µοσχάρι 40mg 

            Χ/Μ 50:50 � χοιρινό 50mg και µοσχάρι 50mg 
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5. ΣΥΖΉΤΗΣΗ 

 

 Το ερυθρό κρέας αποτελεί αναπόσπαστο κοµµάτι στις διατροφικές συνήθειες 

του σύγχρονου δυτικού κόσµου. Εξαιτίας της βελτίωσης του επιπέδου ζωής, της 

οικονοµικής και κοινωνικής ευµάρειας η κατανάλωση κρέατος τα τελευταία χρόνια 

είναι σε πολύ υψηλά επίπεδα. Για αυτό το λόγο η εµπορία κρέατος απέκτησε 

τεράστια δυναµική. Όµως η µεγάλη ζήτηση και κατανάλωση κρέατος οδήγησε και σε 

µη σωστές πρακτικές εµπορίας µε σκοπό να αποφέρει κέρδος στις βιοµηχανίες 

κρέατος. Σε αυτό το σηµείο κρίθηκε απαραίτητη η θέσπιση ενός νοµοθετικού 

πλαισίου έτσι ώστε να διασφαλιστεί η σωστή εµπορία και διακίνηση τους κρέατος, 

καθώς και η προστασία του καταναλωτή. Οι πολλές  περιπτώσεις νοθείας σε κρέας 

έκαναν αυτήν την ανάγκη ακόµα πιο επιτακτική. Έγινε προσπάθεια µε τη χρήση της 

επισήµανσης και της ιχνηλασιµότητας του κρέατος να ελεγχθεί η αυθεντικότητά τους 

χωρίς όµως να µπορέσει να εξαλείψει τα φαινόµενα νοθείας. Η επιτηδευµένη 

εσφαλµένη επισήµανση, οι διάφορες διατροφικές κρίσεις (π.χ. ΣΕΒ, γρίπη των 

χοίρων, αφθώδης πυρετός, κλπ) και η αυξηµένη ανησυχία των καταναλωτών οδήγησε 

στην ανάγκη εξεύρεσης πιο ασφαλών και δραστικών µεθόδων. Οπότε κρίνεται 

απαραίτητο, η ανάπτυξη µιας αξιόπιστης µεθόδου τον έλεγχο νοθείας και 

ταυτοποίησης προϊόντων κρέατος. 

 Στην παρούσα µελέτη εφαρµόστηκαν µοριακές τεχνικές µε σκοπό τον 

διαχωρισµό και την µοριακή ταυτοποίηση ειδών ερυθρού κρέατος αλλά υπό µορφή 

αναµείξεων των ειδών. Η διαδικασία στηρίχτηκε στον πολυµορφισµό που εµφανίζουν 

ορισµένοι γονίδια του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος. Στόχος ήταν να επιτευχθεί ο 

έλεγχος προσµίξεων σε τρόφιµα ζωικής προέλευσης µε µοριακούς δείκτες.  

 Στο παρελθόν έχει µελετηθεί η ανάλυση της γενετικής ποικιλότητας µεταξύ 

ζωικών οργανισµών από πολλούς ερευνητές, οι οποίοι ανάπτυξαν ποικίλες µοριακές 

τεχνικές όπως τα RAPD, AFLP, DNA sequencing, Multiplex PCR και RFLP. Όµως 

στις περισσότερες εξ αυτών δεν χρησιµοποιήθηκε ως γενετικός δέκτης το γονίδιο 16s 

rRNA καθώς και ελάχιστες από αυτές τις µελέτες συνδύασαν τις τεχνικές PCR-SSCP 

και PCR-RFLP για είδη κρεάτων σε µορφή αναµείξεων. 

 Αρχικά χρησιµοποιώντας την µέθοδο PCR-SSCP, αναλύσαµε ένα τµήµα του 

γονιδίου 16s rRNA του µιτοχονδριακού DNA. Το µήκος του τµήµατος του γονιδίου 
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που αναλύσαµε ήταν µεγέθους 243bp για το µοσχάρι (Bos Taurus) και 247bp για το 

χοιρινό (Sus scrofa). Έπειτα εφαρµόστηκε η τεχνική PCR-RFLP στο ίδιο τµήµα του 

γονιδίου 16s rRNA, χρησιµοποιώντας το ένζυµο περιορισµού XbaI. 

 Και οι δύο τεχνικές που χρησιµοποιήσαµε χαρακτηρίζονται από υψηλή 

επαναληψιµότητα, είναι αξιόπιστες, σχετικά γρήγορες και οικονοµικές. Τα στάδια 

που λαµβάνουν µέρος είναι τέσσερα και στις δύο τεχνικές και είναι ίδια εκτός από το 

τρίτο στάδιο. Αυτά είναι τα εξής : 1) αποµόνωση του mtDNA από ιστό κρέατος, 2) 

ενίσχυση των επιθυµητών γονιδιακών τόπων, 3) αποδιάταξη των τµηµάτων DNA για 

την SSCP και πέψη µε ένζυµο περιορισµού για την RFLP και τέλος 4) 

ηλεκτροφόρησή τους σε πηκτή πολυακρυλαµίδης για την εµφάνιση των 

αποτελεσµάτων. 

 Με τη µέθοδο της αποµόνωσης λάβαµε αρκετά µεγάλη ποσότητα ενιαίου 

mtDNA από µικρή ποσότητα ιστού κρέατος. Αρκετά τµήµατα του µιτοχονδριακού 

DNA είναι συντηρηµένα, δίνοντας τη δυνατότητα να χρησιµοποιήσουµε παγκόσµιους 

εκκινητές, για την ενίσχυση του τµήµατος του γονιδίου 16s rRNA. Η χρήση των 

εκκινητών αυτών, απλοποιεί κατά πολύ την εφαρµογή της τεχνικής της PCR.  

 Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης και η εµφάνιση των 

αποτελεσµάτων, µετά από χρώση µε νιτρικό άργυρο, ήταν ικανοποιητική, δίνοντας 

ευδιάκριτες ζωνώσεις και στις δύο τεχνικές. 

 Με την τεχνική SSCP αποκαλύφθηκαν 2 πρότυπα, όσα και τα είδη που 

χρησιµοποιήσαµε, σε όλες τη σειρά των αναµείξεων ενώ µε την τεχνική RFLP, 

χρησιµοποιώντας το ένζυµο περιορισµού XbaI, επιτύχαµε το διαχωρισµό και την 

ταυτοποίηση των δύο ειδών κρέατος (µοσχαρίσιου και χοιρινού) σε όλες τις 

αναµείξεις.   

 Με τις µεθόδους και τα αποτελέσµατα που αναφέραµε φαίνεται ότι είναι 

εφικτός ο έλεγχος προσµίξεων κρεάτων σε τρόφιµα ζωικής προέλευσης. Ο δείκτης 

που χρησιµοποιήσαµε, είναι ικανός να εντοπίσει διαφορετικά είδη κρέατος µέσα σε 

ένα τρόφιµο. Κάτι τέτοιο θα µπορούσε να καταστήσει τον µοριακό αυτό δείκτη 

πολύτιµο εργαλείο στον έλεγχο της αυθεντικότητας και την καταπολέµηση της 

νοθείας τροφίµων ζωικής προέλευσης κατά την πορεία την εµπορίας τους. 
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