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ȆΕȇǿȁΗΨΗ 

 
 
Η παρούσα διδακτορική διατριβή στοχεύει στην αξιολόγηση και σύγκριση διαφορετικών 

μεθόδων ανίχνευσης για ή τρία κοινά τροφιμογενή παθογόνα, τη Listeria monocytogenes, την 

Escherichia coli και τη Salmonella Typhimurium, σε διάφορες μήτρες τροφίμων. Σκοπός αυτής 

της έρευνας είναι η ενίσχυση της ασφάλειας των τροφίμων με τη βελτίωση της ανίχνευσης και 

ταυτοποίησης αυτών των παθογόνων σε δείγματα τροφίμων μέσα από τη δημιουργία μίας 

microfluidic συσκευής που βασίζεται σε μοριακές τεχνικές (loop mediated isothermal 

amplification - LAMP) και με την οποία θα είναι δυνατό να πραγματοποιούνται μικροβιολογικές 

αναλύσεις σε δείγματα τροφίμων. 

 

Η μεθοδολογία περιελάμβανε τη διεξαγωγή μίας περιεκτικής βιβλιογραφικής ανασκόπησης για 

την απόκτηση γνώσεων σχετικά με τις υπάρχουσες μεθόδους ανίχνευσης παθογόνων βακτηρίων 

και τους περιορισμούς τους. Ȃε βάση την ανασκόπηση, επιλέχθηκαν οι εξής τέσσερις 

συγκεκριμένες μέθοδοι ανίχνευσης για αξιολόγηση: η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

(PCR), οι ανοσοαναλύσεις, οι βιοαισθητήρες και η αλληλούχιση επόμενης γενιάς (NGS). 

 

Στην παρούσα μελέτη δοκιμάστηκαν πρώτα 11 διαφορετικές μέθοδοι απομόνωσης DNA 

μικροοργανισμών και στη συνέχεια ταυτοποιήθηκαν με τις μοριακές τεχνικές που αναφέρονται 

(PCR- LAMP).  

Στη συνέχεια επιλέχθηκε ο συνδυασμός της in-house μεθόδου που αναφέρεται σε συνδυασμό με 

τη LAMP (όντας πιο ευαίσθητη και ταχεία μοριακή τεχνική από την PCR) ως βέλτιστη από 

πλευράς χρόνου-κόστους-ευαισθησίας, και τέλος συνδυάστηκε με μία 3D συσκευή microfluidic. 

 

Για την αξιολόγηση της απόδοσης αυτών των μεθόδων, χρησιμοποιήθηκαν τεχνητά μολυσμένα 

δείγματα τροφίμων, όπως μαρούλι, γάλα και κοτόπουλο ως μήτρες δοκιμής. Ȁάθε μέθοδος 

αξιολογήθηκε με βάση την ευαισθησία, την εξειδίκευσή της, την απαίτηση χρόνου, το κόστος 

και την ευκολία χρήσης της. Επιπρόσθετα, διερευνήθηκε η δυνατότητα αυτών των μεθόδων για 

τον εντοπισμό συγκεκριμένων παραγόντων λοιμογόνου δράσης και γονιδίων αντιμικροβιακής 

αντοχής που σχετίζονται με τα παθογόνα στόχους. 

 

Τα αποτελέσματα της μελέτης έδειξαν διαφορετικές επιδόσεις μεταξύ των μεθόδων ανίχνευσης. 

Η PCR και η Nexr Generation Sequencing (NGS) παρουσίασαν υψηλή ευαισθησία και 

εξειδίκευση, επιτρέποντας την ακριβή ανίχνευση και ταυτοποίηση των παθογόνων στόχων. ȅι 
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ανοσοδοκιμασίες έδειξαν καλή εξειδίκευση αλλά περιορισμένη ευαισθησία, ενώ οι 

βιοαισθητήρες προσέφεραν ταχεία ανίχνευση αλλά απαιτούσαν περαιτέρω βελτιστοποίηση για 

ενισχυμένη ευαισθησία. 

 

Συζητήθηκε επίσης η εφαρμογή αυτών των μεθόδων ανίχνευσης σε αναλυτικά εργαστήρια  

τροφίμων, συμπεριλαμβανομένων των απαιτήσεων εξοπλισμού, της διαθεσιμότητας 

αντιδραστηρίων και της σχέσης κόστους-αποτελεσματικότητας. Επιπλέον, δόθηκαν 

κατευθύνσεις για μελλοντική έρευνα, δίνοντας έμφαση στην ανάγκη για εκτεταμένη ποικιλία 

στελεχών και δειγμάτων, ολοκληρωμένη επικύρωση έναντι μεθόδων αναφοράς και διερεύνηση 

αυτοματισμού και ανάλυσης υψηλής απόδοσης. 

 

H παρούσα συγκριτική μελέτη παρέχει πολύτιμες γνώσεις σχετικά με τις μεθόδους ανίχνευσης 

της Salmonella Typhimurium, της Listeria monocytogenes και της Escherichia coli σε δείγματα 

τροφίμων. Τα ευρήματα συμβάλλουν στην ανάπτυξη βελτιωμένων στρατηγικών για την έγκαιρη 

και ακριβή ανίχνευση των τροφιμογενών παθογόνων, συνεισφέροντας τελικά στην ασφάλεια 

των τροφίμων και τη δημόσια υγεία. Απαιτείται περαιτέρω έρευνα για την αντιμετώπιση των 

περιορισμών που έχουν εντοπιστεί και για τη διερεύνηση νέων οδών για ανίχνευση σε 

πραγματικό χρόνο σε διάφορα τρόφιμα. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Επιστημονική Ȇεριοχή: Ȃοριακή μικροβιολογία Τροφίμων 
 
ȁέξεις-κλειδιά: Ȃέθοδοι ανίχνευσης, τροφιμογενή παθογόνα, Listeria monocytogenes, 
Escherichia coli, PCR, loop mediated isothermal amplification – LAMP, ανοσοαναλύσεις, 
βιοαισθητήρες, αλληλούχιση επόμενης γενιάς, ασφάλεια τροφίμων. 
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ABSTRACT 
 
The present PhD thesis aims to evaluate and compare different detection methods for two 

common foodborne pathogens, Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium and 

Escherichia coli, in various food matrices. The purpose of this research is to enhance food 

safety by improving the detection and identification of pathogens in food samples through 

the creation of a microfluidic device based on molecular techniques (loop mediated 

isothermal amplification - LAMP) which will be able to perform microbiological analyzes 

of food samples. 

 

The methodology involved conducting a comprehensive literature review to gain insights 

into existing detection methods and their limitations. Based on the review, four specific 

detection methods were selected for evaluation: polymerase chain reaction (PCR), 

immunoassays, biosensors, and next-generation sequencing (NGS). 

 

In the present study, 11 different microorganism DNA isolation methods were first tested 

and then identified by the molecular techniques mentioned (PCR-LAMP). 

Then the combination of the in-house method we mention in combination with LAMP 

(being a more sensitive and rapid molecular technique than PCR) was chosen as optimal 

in terms of time-cost-sensitivity and finally combined with a 3D microfluidic device. 

 

To evaluate the performance of these methods, artificially contaminated food samples such 

as lettuce, milk and chicken were used as test matrices. Each method was evaluated based 

on its sensitivity, specificity, time requirement, cost, and ease of use. Additionally, the 

potential of these methods to identify specific virulence factors and antimicrobial resistance 

genes associated with target pathogens was explored. 

 

The results of the study showed different performances between the detection methods. 

PCR and NGS demonstrated high sensitivity and specificity, allowing accurate detection 

and identification of pathogenic targets. Immunoassays showed good specificity but 

limited sensitivity, while biosensors offered detection speed but required further 

optimization for enhanced sensitivity. 

 

Practical considerations for implementing these detection methods in food testing 
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laboratories are also discussed, including equipment requirements, available reagents and 

cost-effectiveness. In addition, recommendations for future research were given, 

emphasizing the need for extensive variety of strains and samples, comprehensive 

validation against reference methods, and investigation of automation and high-throughput 

analysis. 

 

This comparative study provides valuable insights into methods for the detection of Listeria 

monocytogenes and Escherichia coli in food samples. The findings contribute to the 

development of improved strategies for early and accurate detection of foodborne 

pathogens, ultimately enhancing food safety and public health. Further research is needed 

to address the limitations identified and to explore new avenues for real-time detection of 

various food labels. 

 
Scientific Area: Food Molecular Microbiology 
 
Keywords: detection methods, foodborne pathogens, Listeria monocytogenes, Escherichia 
coli, PCR, loop mediated isothermal amplification – LAMP, immunoassays, biosensors, 
next generation sequencing, food safety. 
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Ȁεφάλαιο 1ο: Ȇαθογόνα βακτήρια και η σημασία τους στην υγεία και 
την οικονομία στην Ευρώπη 

 
1.1. Ȇαθογόνα βακτήρια 

 

Ȇαρόλο που η «παθογένεια» μπορεί να οριστεί από την πλευρά των ιδιοτήτων ενός 

μικροοργανισμού, είναι σημαντικό να ληφθεί υπόψη ότι η έννοια της παθογένειας είναι σε 

μεγάλο βαθμό ανθρωπομορφική, καθώς υπονοεί ότι ένας μικροοργανισμός θα 

προκαλούσε ασθένεια «σκόπιμα». Ȃία πιο ρεαλιστική άποψη είναι ότι το ανθρώπινο σώμα 

είναι ένας βιότοπος για τους μικροοργανισμούς, στον οποίο προσαρμόζονται και τον 

χρησιμοποιούν ως ευνοϊκό περιβάλλον για την επιβίωση και την ανάπτυξή τους. ȅρισμένα 

βακτήρια έχουν αναπτύξει έναν «τρόπο ζωής» που τους επιτρέπει να αποικίζουν αυτή τη 

θέση τόσο με συμβιωτικούς όσο και με παθογόνους τρόπους [1]. Ȁάθε επιφάνεια του 

σώματος - το δέρμα, ο επιπεφυκότας, οι βλεννογόνοι της ανώτερης και κατώτερης 

αναπνευστικής οδού, η εντερική οδός, η γεννητική οδός κ.ο.κ. - φιλοξενεί έναν 

χαρακτηριστικό κοινόβιο βακτηριακό πληθυσμό που διαφέρει ποιοτικά από τον πληθυσμό 

άλλων περιοχών του σώματος. Βακτήρια με παθογόνο συμπεριφορά μπορούν να 

εδραιωθούν σε αυτό το μικροβιακό οικοσύστημα. Ȃόλις εγκατασταθούν, άλλες παθογόνες 

ιδιότητες επιτρέπουν στο παθογόνο να διεισδύσει σε βαθύτερους ιστούς, να αποφύγει ή να 

εξουδετερώσει τους αμυντικούς μηχανισμούς του ξενιστή και να πολλαπλασιαστεί. Ȁαθώς 

ακολουθούν αυτή τη στρατηγική, τα παθογόνα βακτήρια προκαλούν βλάβες στον ξενιστή. 

Ως παράγοντες που σχετίζονται με την παθογένεια μπορούν να οριστούν όλοι οι 

παράγοντες που είναι απαραίτητοι για την έκφραση της παθογένειας. 

Ωστόσο, το αν ένας ξενιστής θα αναπτύξει ασθένεια δεν καθορίζεται μόνο από το 

παθογόνο δυναμικό του βακτηρίου, αλλά και από παράγοντες του ξενιστή. Υπάρχει ένα 

τεράστιο φάσμα ειδικών και μη ειδικών παραγόντων του ξενιστή που επηρεάζουν την 

έκβαση μιας αλληλεπίδρασης μεταξύ ενός ξενιστή και ενός παθογόνου βακτηρίου. Για 

παράδειγμα, ο φυσιολογικός συμβιωτικός πληθυσμός παίζει σημαντικό ρόλο στην 

προστασία του ξενιστή από την εισβολή παθογόνων οργανισμών. Αυτό το επιτυγχάνουν 

με μηχανισμούς όπως: 1) ανταγωνισμός για τα ίδια θρεπτικά συστατικά- 2) ανταγωνισμός 

για τους ίδιους υποδοχείς στα κύτταρα του ξενιστή- 3) παραγωγή βακτηριοσινών ή άλλων 

αντιμικροβιακών παραγόντων (παρεμβολή)- και 4) διέγερση διασταυρούμενων 

προστατευτικών ανοσολογικών παραγόντων. ȅ κοινός πληθυσμός του ξενιστή μπορεί να 

επηρεαστεί από διάφορες δραστηριότητες (π.χ. χρήση αντιβιοτικών). Ȇρόσθετοι 
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παράγοντες του ξενιστή που μπορούν να επηρεάσουν την παθογένεια περιλαμβάνουν την 

παραγωγή αντιμικροβιακών ουσιών (π.χ. λυσοζύμη στις βρογχικές εκκρίσεις- ή τα 

παγκρεατικά ένζυμα, τη χολή ή τις εντερικές εκκρίσεις- ή την έκκριση οξέος [HCl] για το 

χαμηλό pH του στομάχου). Επίσης, ο άνθρωπος διαθέτει ένα έμφυτο ανοσοποιητικό 

σύστημα που τον προστατεύει από την εισβολή. Όταν το σύστημα αυτό καταρρέει, π.χ. σε 

προχωρημένα στάδια του συνδρόμου επίκτητης ανοσοανεπάρκειας (AIDS) [2], βακτήρια 

που κανονικά δεν είναι σε θέση να προκαλέσουν ασθένεια στον άνθρωπο μπορεί να γίνουν 

ευκαιριακά παθογόνα τα οποία προκαλούν καταστάσεις που κλινικά μιμούνται τα πιο 

συχνά απαντώμενα «γνήσια» παθογόνα. Η δυνατότητα βακτηρίων που φυσιολογικά 

απαντούν στο περιβάλλον να προκαλούν ευκαιριακές λοιμώξεις σε ξενιστές με 

εξασθενημένα αμυντικά συστήματα αναγνωρίζεται ως σημαντικός κίνδυνος για την 

ανθρώπινη υγεία. Η περίπτωση του συμπλέγματος Burkholderia cepacia (Bcc) αποτελεί 

ένα τέτοιο παράδειγμα [3]. Τα βακτήρια του Bcc βρίσκονται σε όλο το περιβάλλον, 

ορισμένα από αυτά ως παθογόνα των φυτών. 

Αν και φυσικό φαινόμενο, η μικροβιακή αντοχή (AMR) έχει επιταχυνθεί από την αλόγιστη 

χρήση αντιβακτηριακών παραγόντων. Ȁαθώς ο αγωγός για νέους παράγοντες στερεύει 

(μόνο 2 αντιβακτηριακά με νέους στόχους, η δαπτομυκίνη και η λινεζολίδη, έχουν εισαχθεί 

στην πράξη αυτόν τον αιώνα) λόγω μειωμένων οικονομικών κινήτρων και αυξημένων 

ρυθμιστικών φραγμών [4], τα παγκόσμια συστήματα υγειονομικής περίθαλψης 

χρειάζονται μεθόδους που μπορούν να χρησιμοποιηθούν στο πλαίσιο προγραμμάτων 

αντιβακτηριακής διαχείρισης για να βοηθήσουν στη διατήρηση της αποτελεσματικότητας 

των σημερινών αντιβακτηριακών. Σε νοσοκοµειακό περιβάλλον, απαιτούνται µέθοδοι για 

την ανίχνευση πολυανθεκτικών οργανισµών (MDR) στο πλαίσιο µίας προσέγγισης για την 

πρόληψη και τον έλεγχο των λοιµώξεων. Ȃία αποτελεσματική στρατηγική διαχείρισης 

κινδύνου για την πρόληψη της διασταυρούμενης λοίμωξης μεταξύ ασθενών βασίζεται 

στην ταχεία και αξιόπιστη ανάλυση των δειγμάτων και την επακόλουθη εισαγωγή 

προφυλάξεων επαφής (π.χ. απομόνωση ασθενών) [5]. Στις ανεπτυγμένες χώρες, η 

συνταγογράφηση σε γενικό ιατρείο αντιπροσωπεύει περίπου το 90% του συνόλου της 

χρήσης αντιβιοτικών στον άνθρωπο [6], ενώ μία εξέταση point-of-care (POC) θα επέτρεπε 

τη βέλτιστη έκβαση της θεραπείας των ασθενών και θα μείωνε επίσης την πιθανότητα 

ανάπτυξης περαιτέρω αντοχής, ενημερώνοντας για την επιλογή του κατάλληλου 

αντιβακτηριακού παράγοντα για τον κατά περίπτωση ασθενή, χρησιμοποιώντας θεραπεία 

με κατεύθυνση το παθογόνο. 
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Είναι δύσκολο να εκτιμηθεί η επίδραση που έχει η μικροβιακή αντοχή στην επιβάρυνση 

της νόσου λόγω των λοιμώξεων που αποκτώνται στην κοινότητα, αλλά τα δεδομένα για 

τις νοσοκομειακές λοιμώξεις (νοσοκομειακές λοιμώξεις) είναι ανησυχητικά και ενδεικτικά 

του μεγέθους του προβλήματος που αντιμετωπίζουν τα συστήματα υγειονομικής 

περίθαλψης. Στις ΗȆΑ, οι λοιμώξεις που σχετίζονται με την υγειονομική περίθαλψη (HAI) 

εκτιμάται ότι ευθύνονται για 99.000 θανάτους ετησίως- στην Ευρώπη ο μέσος 

επιπολασμός των HAI είναι 7,1 ανά 100 ασθενείς, ενώ σε χώρες με χαμηλό εισόδημα η 

επιβάρυνση αυτή έχει εκτιμηθεί ότι φτάνει το 15,5 ανά 100 ασθενείς [6]. ȅι λοιμώξεις 

αυτές ευθύνονται για παρατεταμένη παραμονή στο νοσοκομείο, αυξανόμενα ποσοστά 

μικροβιακής αντοχής, τεράστια οικονομική επιβάρυνση των συστημάτων υγειονομικής 

περίθαλψης και της κοινωνίας, καθώς και νοσηρότητα και θνησιμότητα των ασθενών που 

μπορούν να αποφευχθούν. Για παράδειγμα, στην Ευρώπη εκτιμάται ότι οι λοιμώξεις που 

οφείλονται σε ανθεκτικούς οργανισμούς οδηγούν σε 25.000 θανάτους ετησίως, ενώ οι 

σχετικές δαπάνες υγειονομικής περίθαλψης και οι απώλειες παραγωγικότητας ανέρχονται 

σε 1,5 δισ. ευρώ. Στις ΗȆΑ, έχει υπολογιστεί ότι υπάρχουν τουλάχιστον 2 εκατομμύρια 

ασθένειες και 23.000 θάνατοι που σχετίζονται με την αντοχή στα αντιβακτηριακά [5], και 

το συνδυασμένο κόστος των ιατρικών λογαριασμών και της παρατεταμένης 

νοσοκομειακής περίθαλψης έχει εκτιμηθεί σε 30 δισεκατομμύρια δολάρια ετησίως [6].
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1.2. Ȁατάταξη των επικίνδυνων κατηγοριών βακτηρίων 

Τα παθογόνα βακτήρια ταξινομούνται συνήθως σε ομάδες κινδύνου, ανάλογα με το βαθμό 

παθογένειάς τους. Η ταξινόμηση του Ȇαγκόσμιου ȅργανισμού Υγείας (World Health 

Organization, WHO), όπως περιέχεται στο Εγχειρίδιο Βιοασφάλειας Εργαστηρίων [7], 

είναι γενικά αποδεκτή. Ȇρέπει να σημειωθεί, ωστόσο, ότι αυτές οι ομάδες κινδύνου 

αφορούν κυρίως εργαστηριακές εφαρμογές, όπου η έκθεση μπορεί να είναι υψηλή. ǿσχύουν 

για άτομα που δεν είναι ανοσοκατασταλμένα. Σύμφωνα με την ταξινόμηση αυτή, η ομάδα 

κινδύνου 1 («κανένας ή χαμηλός ατομικός ή κίνδυνος για την κοινότητα») περιλαμβάνει 

μικροοργανισμούς που είναι απίθανο να προκαλέσουν ασθένεια στον άνθρωπο ή στα ζώα. 

Η οµάδα κινδύνου 2 («µέτριος ατοµικός κίνδυνος, χαµηλός κοινοτικός κίνδυνος») 

περιλαµβάνει παθογόνους µικροοργανισµούς που µπορούν να προκαλέσουν ασθένεια στον 

άνθρωπο ή στα ζώα, αλλά είναι απίθανο να αποτελέσουν σοβαρό κίνδυνο για τους 

εργαζόµενους στο εργαστήριο, την κοινότητα, τα ζώα ή το περιβάλλον- η έκθεση στο 

εργαστήριο µπορεί να προκαλέσει σοβαρή λοίµωξη, αλλά υπάρχει αποτελεσµατική 

θεραπεία και προληπτικά µέτρα και ο κίνδυνος εξάπλωσης της λοίµωξης είναι 

περιορισµένος. Η ομάδα κινδύνου 3 («υψηλός ατομικός κίνδυνος, χαμηλός κίνδυνος για 

την κοινότητα») περιλαμβάνει παθογόνους παράγοντες που συνήθως προκαλούν σοβαρή 

ασθένεια στον άνθρωπο ή στα ζώα, αλλά συνήθως δεν μεταδίδονται από ένα μολυσμένο 

άτομο σε άλλο- υπάρχει αποτελεσματική θεραπεία και προληπτικά μέτρα. Η ομάδα 

κινδύνου 4 («υψηλός ατομικός και κοινοτικός κίνδυνος») περιλαμβάνει παθογόνους 

μικροοργανισμούς που συνήθως προκαλούν σοβαρή ασθένεια στον άνθρωπο ή στα ζώα και 

μπορούν εύκολα να μεταδοθούν από το ένα άτομο στο άλλο, άμεσα ή έμμεσα. 

Για πρακτικούς λόγους, και στην κανονιστική πρακτική, γίνεται διάκριση μεταξύ 

βακτηρίων που είναι παθογόνα για τον άνθρωπο και βακτηρίων που είναι παθογόνα για 

άλλα ζώα. Η προσαρμοστικότητα των βακτηρίων σε ξενιστές είναι αποτέλεσμα των 

διαφορών μεταξύ του περιβάλλοντος που συναντούν τα βακτήρια σε διαφορετικούς 

ξενιστές, δηλαδή στο ανθρώπινο σώμα και στα σώματα άλλων ζώων. Εάν υπάρχουν 

ομοιότητες στο περιβάλλον τους, ότι οι παθογόνοι οργανισμοί συχνά ξεπερνούν το φράγμα 

των ειδών. Ȇράγματι, υπάρχει ένας αριθμός βακτηρίων που είναι πρωτίστως παθογόνα για 

άλλα σπονδυλωτά και τα οποία είναι επίσης παθογόνα για τον άνθρωπο, π.χ. Bacillus 

anthracis, Brucella abortus, Yersinia pestis, Leptospira spp. και ορισμένα είδη Salmonella. 



Ανάπτυξη καινοτόμου μεθοδολογίας για την Ανίχνευση Ȇαθογόνων Βακτηρίων στα Τρόφιμα 
 

                                                                                    43 

 

ȅι ανθρώπινες ασθένειες που προκαλούνται από αυτά τα βακτήρια ονομάζονται ζωονόσοι 

[8]. Σε ορισμένες περιπτώσεις οι εντομομεταφορείς παίζουν συγκεκριμένο ρόλο στη 

μετάδοση των παθογόνων βακτηρίων από το ζώο στον ανθρώπινο ξενιστή. ȅι ζωονόσοι 

είναι «ζωογενείς»: τα ζώα ή τα ζωικά προϊόντα λειτουργούν ως πηγή της νόσου. Ȁατά 

συνέπεια, η έκθεση στην ασθένεια μπορεί να αλλάξει με την αλλαγή των κοινωνικών, 

συμπεριφορικών και καταναλωτικών πρακτικών. Η κατηγορία κινδύνου ενός 

ζωονοσογόνου βακτηριακού είδους μπορεί να διαφέρει ανάλογα με τον ξενιστή. Για τις 

αξιολογήσεις περιβαλλοντικού κινδύνου/ασφάλειας των δραστηριοτήτων με αυτά τα 

βακτηριακά είδη, πρέπει να λαμβάνεται υπόψη η υψηλότερη κατηγορία κινδύνου. 

Όπως επισημάνθηκε προηγουμένως, είναι δύσκολο να δηλωθεί οριστικά ότι ένα 

βακτηριακό στέλεχος είναι μη παθογόνο. Τα στοιχεία που δίνονται για τη μη παθογένεια 

μπορούν να είναι μόνο προσωρινά. ȅ προσδιορισμός του κατά πόσον ένα βακτηριακό 

στέλεχος μπορεί να θεωρηθεί μη παθογόνο γίνεται συνήθως με σταδιακό τρόπο. Το 

στέλεχος μπορεί να θεωρηθεί μη παθογόνο, εάν ανήκει σε είδος ή ταξινομική ομάδα για την 

οποία δεν είναι γνωστά παθογόνα στελέχη. Εάν έχει άμεσες συγγενικές σχέσεις με 

παθογόνους οργανισμούς ή εάν προέρχεται ως εξασθενημένο παθογόνο στέλεχος, θα πρέπει 

να αποδειχθεί ότι το στέλεχος στερείται ουσιαστικά των καθοριστικών παραγόντων 

ιογένεσης των παθογόνων συγγενών του. Εάν αυτό αποτύχει, η μη παθογένεια μπορεί να 

αποδειχθεί με κατάλληλες δοκιμές σε ζώα. Αυτό απαιτεί, ωστόσο, ένα επικυρωμένο ζωικό 

μοντέλο. Εάν κανένα από αυτά τα αποδεικτικά στοιχεία δεν είναι διαθέσιμο ή δεν μπορεί 

να αποκτηθεί, το στέλεχος μπορεί να θεωρηθεί μη παθογόνο επειδή έχει μακρά ιστορία 

ασφαλούς χρήσης υπό συνθήκες όπου δεν έχει εφαρμοστεί ειδικός φυσικός περιορισμός. 

ȅρισμένα βακτήρια ολοκληρώνουν τον κύκλο ζωής τους ανεξάρτητα από έναν ανθρώπινο 

ή ζωικό ξενιστή. Άλλα που δεν έχουν την ικανότητα να προκαλούν ασθένειες, μπορούν να 

αναγνωρίσουν, να προσκολληθούν και να πολλαπλασιαστούν στον ξενιστή ή πάνω σε 

αυτόν, ως κοινότοποι. Τα ευκαιριακά παθογόνα έχουν κάποια περιορισμένη ικανότητα να 

προκαλούν ασθένεια, αλλά συνήθως διατηρούνται υπό έλεγχο από την ανοσολογική 

απόκριση και τα αμυντικά συστήματα του ξενιστή και τους ανταγωνιστικούς, αβλαβείς 

μικροοργανισμούς με τους οποίους ανταγωνίζονται στο περιβάλλον του ξενιστή. Ωστόσο, 

μπορεί να εδραιωθούν, με δυσμενείς συνέπειες για τον ξενιστή, γενικά υπό συνθήκες όπου 

οι αμυντικοί μηχανισμοί του ξενιστή είναι εξασθενημένοι (π.χ. αποδυνάμωση του 

ανοσοποιητικού συστήματος λόγω ηλικίας ή μόλυνσης από τον ιό HIV) ή έχουν 

καταστραφεί (π.χ. λόγω δερματικών βλαβών ή εγκαυμάτων). ȅρισμένα ευκαιριακά 
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παθογόνα αποκτώνται από το περιβάλλον, ενώ άλλα μπορεί να αποτελούν μέρος του 

φυσιολογικού βακτηριακού πληθυσμού του ξενιστή. ȅρισμένα είδη βακτηρίων που 

προκαλούν λοιμώξεις στα νοσοκομεία χρησιμοποιούνται σε διαδικασίες βιοεξυγίανσης 

ή/και βιοενίσχυσης που μπορεί να περιλαμβάνουν εμβολιασμό του εδάφους με μεγάλες 

ποσότητες βακτηρίων. Για παράδειγμα, η Pseudomonas aeruginosa και η 

Stenotrophomonas maltophilia είναι οργανισμοί που χρησιμοποιούνται βιομηχανικά και 

προκαλούν νοσοκομειακές λοιμώξεις σε ασθενείς με κυστική ίνωση και εγκαύματα. Η 

Serratia marcescens, ένα κοινό βακτήριο του εδάφους, που προκαλεί πνευμονία, λοιμώξεις 

του ουροποιητικού συστήματος και βακτηριαιμία σε εκτεθειμένους ανθρώπινους ξενιστές, 

και είναι θανατηφόρα για ορισμένα είδη εντόμων με εμπορική χρήση ως βιοπεζίτης, ενώ 

είναι κοινόβια στο ριζόστρωμα πολλών φυτικών ειδών. Άλλα βακτήρια, όπως ο 

Lactobacillus acidophilus, μπορούν να θεωρηθούν μη παθογόνα, επειδή σπάνια ή ποτέ δεν 

προκαλούν ανθρώπινη ασθένεια. Ωστόσο, θα πρέπει να σημειωθεί ότι η κατηγοριοποίηση 

ως μη παθογόνων μπορεί να αλλάξει λόγω της εγγενούς μεταβλητότητας και 

προσαρμοστικότητας των βακτηρίων και της πιθανότητας επιζήμιων επιδράσεων στα 

αμυντικά συστήματα του ξενιστή που προκαλούνται, για παράδειγμα, από την 

ακτινοθεραπεία, τη χημειοθεραπεία και την ανοσοθεραπεία, τις γενετικές ανωμαλίες 

(κυστική ίνωση) ή την ανοσοκατασταλτική λοίμωξη. 

1.3. Τροφιμογενή βακτήρια και ασθένειες 

1.3.1. Salmonella Typhimurium 

Η ανακάλυψη του γένους Salmonella χρονολογείται από το 1885, όταν ο Daniel Elmer 

Salmon, ένας Αμερικανός κτηνιατρικός παθολόγος, και ο Theobald Smith, ο βοηθός του, 

αναζητούσαν την αιτία της κοινής χολέρας των χοίρων. ȅ Smith απομόνωσε ένα νέο είδος 

βακτηρίου, που προηγουμένως ονομαζόταν S. cholerae-suis, από άρρωστους χοίρους και 

το πρότεινε ως περιστασιακό παράγοντα. Ȇαρ' όλα αυτά, παρά το γεγονός ότι ο Smith ήταν 

αυτός που έκανε την ανακάλυψη, ο Salmon διεκδίκησε τα εύσημα για την ανακάλυψη και 

ο οργανισμός στη συνέχεια πήρε το όνομά του. Ωστόσο, μεταγενέστερες έρευνες 

αποκάλυψαν ότι ο οργανισμός αυτός σπάνια προκαλεί εντερικά συμπτώματα στους 

χοίρους και επομένως δεν ήταν ο παράγοντας που αναζητούσαν (ο οποίος τελικά 

αποδείχθηκε ότι ήταν ένας ιός) [9]. Το γένος Salmonella, το οποίο συγγενεύει στενά με το 

γένος Escherichia, αποτελείται από αρνητικά κατά Gram, μη σπορογόνα, ραβδοειδή 

βακτήρια που ανήκουν στην οικογένεια Enterobacteriaceae. Η διάμετρος αυτών των 
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μικροοργανισμών κυμαίνεται από περίπου 0,7 έως 1,5 μm, με μήκος 2 έως 5 μm. Είναι 

προαιρετικά αναερόβια και παρουσιάζουν κυρίως περιτριχιακή κινητικότητα. Το γένος 

αυτό αναφέρεται σε πρωτογενή ενδοκυτταρικά παθογόνα που οδηγούν σε διαφορετικές 

κλινικές εκδηλώσεις κατά την ανάπτυξη λοίμωξης στον άνθρωπο [10]. 

Το Συνεργαζόμενο Ȁέντρο Αναφοράς και Έρευνας για τη Salmonella στο ǿνστιτούτο 

Ȇαστέρ, Ȇαρίσι, Γαλλία, ορίζει και επικαιροποιεί την ταξινόμηση αυτού του γένους με 

βάση το σύστημα Kauffmann-White [11]. Ȁατά συνέπεια, το γένος Salmonella 

αποτελείται από δύο είδη, το S. enterica και το S. bongori. Ȃε τη σειρά της, η S. enterica 

μπορεί να διαιρεθεί σε έξι υποείδη: S. enterica subsp. enterica (I), S. enterica subsp. 

salamae (II), S. enterica subsp. arizonae (IIIa), S. enterica subsp. diarizonae (IIIb), S. 

enterica subsp. houtenae (IV) και S. enterica subsp. indica (VI). Το S. bongori (V) 

θεωρήθηκε αρχικά ως ένα ακόμη υποείδος, αλλά τώρα έχει ταξινομηθεί χωριστά από τις 

υπόλοιπες σειρές S. enterica ως ξεχωριστό είδος. Το S. bongori καθώς και τα υποείδη II, 

IIIa, IIIb, IV και VI απομονώνονται σπάνια από κλινικά δείγματα, αλλά εντοπίζονται 

κυρίως σε ψυχρόαιμα σπονδυλωτά και στο περιβάλλον. Ως εκ τούτου, σχεδόν όλοι οι 

οργανισμοί Salmonella που προκαλούν ασθένειες στον άνθρωπο και τα οικόσιτα ζώα 

ανήκουν στο υποείδος S. enterica enterica (I) [12]. Εναλλακτικά, τα στελέχη της S. enterica 

μπορούν επίσης να ταξινομηθούν με βάση το αντιγόνο επιφάνειας ȅ (λιποπολυσακχαρίτης 

[LPS]) σε 67 οροομάδες και σε 2.557 ορότυπους ή serovars, όταν τα στελέχη 

διαφοροποιούνται τόσο από το αντιγόνο ȅ όσο και από το αντιγόνο Η (flagellar). Ȃεταξύ 

αυτών, 1.531 serovars αναγνωρίζεται ότι ανήκουν στο υποείδος I. Σήμερα, σύμφωνα με 

την τρέχουσα ταξινόμηση, τα γνωστά ονόματα που δίνονται στα serovars, όπως S. enterica 

serovar Typhimurium, Enteritidis ή Choleraesuis, διατηρούνται και δεν αντικαθίστανται 

από τους αντιγονικούς τους τύπους. 

Η ταυτοποίηση σε κλινικό εργαστήριο πραγματοποιείται με την ανάπτυξη δειγμάτων 

κοπράνων σε ποικίλα στερεά μέσα. ȅι πλάκες εξετάζονται μετά από 24 h ανάπτυξης στους 

37°C με βάση τα μακροσκοπικά χαρακτηριστικά. ȅι πλάκες άγαρ MacConkey 

χρησιμοποιούνται γενικά σε όλα τα εργαστήρια και αντιπροσωπεύουν ένα μέσο χαμηλής 

εκλεκτικότητας στο οποίο οι αποικίες Salmonella είναι άχρωμες λόγω της έλλειψης 

ζύμωσης της λακτόζης. Ωστόσο, άλλα στερεά εκλεκτικά μέσα, όπως το άγαρ Salmonella-

Shigella (SS), το άγαρ ξυλόζης-λυσίνης-δεοξυχολικής (XLD) και οι πλάκες άγαρ Hektoen 

enteric (HE), χρησιμοποιούνται για πιο ειδική απομόνωση και ταυτοποίηση. Η παραγωγή 

υδρόθειου, ένα μεταβολικό χαρακτηριστικό γνώρισμα που χαρακτηρίζει αυτό το γένος, 
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φαίνεται από αποικίες με μαύρα κέντρα σε αυτούς τους τρεις τύπους επιλεκτικών μέσων. 

Επιπλέον, αρκετές ειδικές βιοχημικές ιδιότητες επιβεβαιώνουν την ταυτοποίηση αυτού του 

εντερικού παθογόνου. ȅι ιδιότητες αυτές περιλαμβάνουν την παραγωγή αερίου υδρόθειου 

σε άγαρ σιδήρου Kligler (Kligler's iron agar, KIA) και άγαρ σιδήρου με τριπλό σάκχαρο 

(triple sugar iron, TSI), καθώς και ζύμωση δεξτρόζης που οδηγεί σε κίτρινο χρωματισμό. 

Ȁαι τα δύο μέσα χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό της ικανότητας ζύμωσης της 

γλυκόζης ή/και της λακτόζης, αν και το μέσο TSI ανιχνεύει επίσης τη ζύμωση της 

σακχαρόζης. Η Salmonella μπορεί να προκαλέσει ζύμωση της γλυκόζης αλλά όχι της 

λακτόζης ή της σακχαρόζης. Η έλλειψη παραγωγής αποκαρβοξυλάσης της λυσίνης είναι 

επίσης χαρακτηριστική για το γένος Salmonella. Επιπλέον, η περαιτέρω ταυτοποίηση του 

οικείου ορότυπου επιτυγχάνεται με τη χρήση ειδικών αντιορών. Στην αγορά διατίθενται 7 

πολυδύναμα μίγματα αντιορού ȅ, και μεταξύ αυτών, τα OMA και OMB χρησιμοποιούνται 

στο κλινικό περιβάλλον για την ανίχνευση περίπου του 98% των στελεχών Salmonella που 

απομονώνονται από ανθρώπους και θερμόαιμα ζώα (συμπεριλαμβανομένων των 

οροομάδων A, B, C, D, E, F, G, H και L). 

Επί του παρόντος, ένας αυξανόμενος αριθμός κλινικών εργαστηρίων αντικαθιστά τον 

προηγούμενο βιοχημικό χαρακτηρισμό της Salmonella με την ανάλυση φασματομετρίας 

μάζας MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight), επειδή 

πρόκειται για μία απλή, γρήγορη και φθηνή μέθοδο ταυτοποίησης ρουτίνας. Δυστυχώς, η 

ταυτοποίηση των κλινικά απομονωμένων στελεχών Salmonella με την ανάλυση MALDI-

TOF δεν μπορεί να φθάσει στο επίπεδο του οροβαρίου [13]. 

Δύο σημαντικά κλινικά σύνδρομα που προκαλούνται από τη λοίμωξη από Salmonella στον 

άνθρωπο είναι ο εντερικός ή τυφοειδής πυρετός και η κολίτιδα/διαρροϊκή νόσος. ȅ 

εντερικός πυρετός είναι μία συστηματική διεισδυτική ασθένεια που προκαλείται 

αποκλειστικά από τα παθογόνα του ανθρώπου S. enterica serovar Typhi και S. enterica 

serovar Paratyphi A και B. ȅι κλινικές εκδηλώσεις περιλαμβάνουν πυρετό, πονοκέφαλο, 

κοιλιακό άλγος και παροδική διάρροια ή δυσκοιλιότητα, ενώ η λοίμωξη μπορεί να 

προκαλέσει θανατηφόρες αναπνευστικές, ηπατικές, σπληνικές ή/και νευρολογικές βλάβες. 

Χωρίς θεραπεία, η θνησιμότητα είναι 10 έως 20% και μειώνεται σε <1% μεταξύ των 

ασθενών που υποβάλλονται σε θεραπεία με τα κατάλληλα αντιβιοτικά [14]. 

Αντίθετα, υπάρχουν πολλά στελέχη μη τυφοειδούς σαλμονέλας (nontyphoidal Salmonella, 

NTS) που προκαλούν διαρροϊκή νόσο στον άνθρωπο και μπορούν, επιπλέον, να μολύνουν 
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ένα ευρύ φάσμα ζωικών ξενιστών [15]. Σύμφωνα με στοιχεία που προέρχονται από τον 

Ȇαγκόσμιο ȅργανισμό Υγείας, το S. Enteritidis και το S. Typhimurium είναι τα δύο 

serovars που απομονώνονται συχνότερα σε κλινική πρακτική. Σε όλες τις περιοχές εκτός 

από τη Βόρεια Αμερική και την Ωκεανία, ο S. Enteritidis είναι πιο διαδεδομένος από τον 

S. Typhimurium. Ȇαρ' όλα αυτά, τα δύο αυτά οροβακτήρια κατατάσσονται σε αντίθετη 

σειρά στις δύο αυτές περιοχές, αντιπροσωπεύοντας παγκοσμίως το 65% και το 12% όλων 

των απομονωθέντων, αντίστοιχα, το 2002. Σε αντίθεση με αυτά τα αποτελέσματα, ο S. 

Typhimurium ήταν ο πιο συχνά αναφερόμενος ορότυπος μεταξύ των μη ανθρώπινων 

απομονώσεων το 2002, αντιπροσωπεύοντας το 17% των απομονώσεων [16]. 

Σε έναν ανοσοκατασταλμένο ξενιστή, τα οροβακτήρια NTS προκαλούν 

αυτοπεριοριζόμενη διάρροια με ποσοστό θνησιμότητας χωρίς θεραπεία περίπου 0,1% στις 

ανεπτυγμένες χώρες. Στους παράγοντες κινδύνου για τη διαρροϊκή νόσο NTS 

περιλαμβάνονται η ηλικία, η αλλοίωση της ενδογενούς χλωρίδας του εντέρου (π.χ. ως 

αποτέλεσμα προηγούμενης αντιμικροβιακής θεραπείας ή χειρουργικής επέμβασης), η 

αχλωρυδρία, η ατροφική γαστρίτιδα ή προηγούμενη γαστρική χειρουργική επέμβαση και 

ο διαβήτης, ενώ ιδιαίτερη σημασία έχει η δραματικά πιο σοβαρή και επεμβατική 

παρουσίαση σε ανοσοκατεσταλμένους ενήλικες, ιδίως στο πλαίσιο του HIV [17]. 

Η εντερική λοίμωξη από Salmonella δεν μπορεί να διακριθεί κλινικά αξιόπιστα από εκείνη 

που προκαλείται από άλλα εντερικά βακτηριακά παθογόνα. ȅι ασθενείς συνήθως 

παρουσιάζουν οξεία έναρξη πυρετού, κράμπες, κοιλιακό άλγος, διάρροια με ή χωρίς αίμα 

που σχετίζεται με φλεγμονή του παχέος εντέρου και πολύ συχνά ναυτία και έμετο- υπάρχει 

ευρύ φάσμα βαρύτητας της νόσου [10]. Η νόσος εμφανίζεται συνήθως μετά την κατάποση 

περισσότερων από 50.000 βακτηρίων σε μολυσμένα τρόφιμα ή νερό και μετά από μία 

περίοδο επώασης περίπου 6 έως 72 h, η οποία εξαρτάται από την ευαισθησία του ξενιστή 

και το εμβόλιο [18]. Ȇερίπου το 5% των ατόμων με γαστρεντερική νόσο που προκαλείται 

από NTS αναπτύσσουν βακτηριαιμία, ένα σοβαρό και δυνητικά θανατηφόρο πρόβλημα. 

Η βακτηριαιμία είναι πιο πιθανό να εμφανιστεί σε μικρά παιδιά, ανοσολογικά 

εξασθενημένους ασθενείς και ασθενείς με συνυπάρχουσες ιατρικές καταστάσεις (π.χ. HIV, 

ελονοσία ή υποσιτισμό). Αυτοί οι ξενιστές είναι επίσης πιο πιθανό να αναπτύξουν εστιακή 

λοίμωξη, συμπεριλαμβανομένης της μηνιγγίτιδας, της σηπτικής αρθρίτιδας, της 

οστεομυελίτιδας, της χολαγγειίτιδας και της πνευμονίας. Ȃία επίφοβη επιπλοκή της 

βακτηριαιμίας από Salmonella στους ενήλικες είναι η ανάπτυξη λοιμώδους 

ενδοαρτηρίτιδας, ιδίως αυτής που αφορά την κοιλιακή αορτή [19]. 
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Ȃία άλλη ιδιαίτερη πτυχή των κλινικών επιπτώσεων των λοιμώξεων από Salmonella είναι 

η λεγόμενη κατάσταση φορέα. Η κατάσταση αυτή, η οποία ισχύει για τις λοιμώξεις NTS 

τόσο στον άνθρωπο όσο και στα ζώα και για τον τυφοειδή πυρετό, αντιστοιχεί σε επίμονο 

αποικισμό του εντέρου, ο οποίος εγκαθίσταται μόνιμα μετά την αρχική μόλυνση (πάνω 

από 10 εβδομάδες μετά τη μόλυνση). Η παραγωγή βιοφίλμ συγκαταλέγεται συχνά στα 

χαρακτηριστικά ιωτικότητας που υποστηρίζουν αυτή τη χρόνια παραμονή. Αυτοί οι φορείς 

χαρακτηρίζονται από κατάσταση χωρίς συμπτώματα και μπορούν να λειτουργήσουν ως 

δεξαμενές και, ως εκ τούτου, να συμβάλουν στη διάδοση της νόσου, γεγονός ιδιαίτερα 

σημαντικό στην περίπτωση των εργαζομένων στα τρόφιμα. Δυστυχώς, υπάρχει έλλειψη 

αποτελεσμάτων σχετικά με την ανοσολογική απόκριση και την αποτελεσματικότητα της 

αντιμικροβιακής θεραπείας σε αυτές τις σιωπηλές λοιμώξεις, τα οποία θα μπορούσαν να 

χρησιμοποιηθούν για την ανάπτυξη κατάλληλων προληπτικών και θεραπευτικών μεθόδων 

[20]. 

Η λοίμωξη από Salmonella Typhimurium αρχίζει με την κατάποση οργανισμών σε 

μολυσμένα τρόφιμα ή νερό. Το πρώτο εμπόδιο που πρέπει να ξεπεραστεί στον ξενιστή 

είναι το όξινο pH του στομάχου. Για να προστατευθεί από το σοβαρό όξινο σοκ, το S. 

Typhimurium ενεργοποιεί την απόκριση ανοχής στα οξέα (acid tolerance response, ATR), 

η οποία παρέχει μία επαγώγιμη pH-οικοστατική λειτουργία για τη διατήρηση του 

ενδοκυτταρικού pH σε τιμές υψηλότερες από εκείνες του εξωκυτταρικού περιβάλλοντος 

[21]. Ȃετά την είσοδό τους στο λεπτό έντερο, τα βακτήρια Salmonella πρέπει να φθάσουν 

και να διασχίσουν τη στιβάδα της εντερικής βλέννας, προτού συναντήσουν και 

προσκολληθούν στα εντερικά επιθηλιακά κύτταρα. Στα ποντίκια, τα βακτήρια Salmonella 

φαίνεται να προσκολλώνται και να εισέρχονται κατά προτίμηση στα κύτταρα Ȃ των 

κηλίδων Peyer (Peyer's patches, PPs) του εντερικού επιθηλίου, αν και μπορεί επίσης να 

συμβεί εισβολή σε φυσιολογικά μη φαγοκυτταρικά εντεροκύτταρα [22]. ȁίγο μετά την 

προσκόλληση, η διαδικασία εισβολής εμφανίζεται ως συνέπεια εμπλεκόμενων 

σηματοδοτικών μονοπατιών των κυττάρων του ξενιστή που οδηγούν σε βαθιές 

αναδιατάξεις του κυτταροσκελετού [23]. Αυτές οι εσωτερικές τροποποιήσεις 

διαταράσσουν το φυσιολογικό επιθηλιακό όριο ιστών και προκαλούν τον επακόλουθο 

σχηματισμό μεμβρανικών βολβών που απορροφούν τα προσκολλημένα βακτήρια σε 

μεγάλα κυστίδια που ονομάζονται κενά που περιέχουν Salmonella (Salmonella-containing 

vacuoles, SCVs), το μοναδικό ενδοκυτταρικό διαμέρισμα στο οποίο τα κύτταρα 

Salmonella επιβιώνουν και πολλαπλασιάζονται [24]. Ταυτόχρονα, η επαγωγή μίας 
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εκκριτικής απάντησης στο εντερικό επιθήλιο ξεκινά τη στρατολόγηση και τη 

μετανάστευση των φαγοκυττάρων από τον υποβλεννογόνιο χώρο στον εντερικό αυλό. Η 

διαδικασία αυτή σχετίζεται με την παραγωγή διαφόρων προφλεγμονωδών κυτταροκινών, 

όπως ο παράγοντας νέκρωσης όγκων άλφα (tumor necrosis factor alpha, TNF-α) και η 

ιντερλευκίνη-8 (IL-8) [25]. 
 

1.3.2. Listeria monocytogenes 

Η Listeria monocytogenes απομονώθηκε για πρώτη φορά στην Αγγλία από τους E. G. D. 

Murray et al 1926. Το όνομα Bacterium monocytogenes αποδόθηκε αρχικά σε αυτό το 

θετικό κατά Gram βακτήριο που ευθύνεται για μία θανατηφόρα ασθένεια σε κουνέλια η 

οποία χαρακτηρίζεται από σημαντική αύξηση του αριθμού των μονοκυττάρων που 

κυκλοφορούν στο αίμα [26]. Το 1927, ο Pirie απομόνωσε τον ίδιο οργανισμό από το ήπαρ 

τρωκτικών στη ȃότια Αφρική. Ως εκ τούτου, το βακτήριο μετονομάστηκε σε Listerella 

hepatolytica, προς τιμήν του χειρουργού J. Lister. Το 1940 υιοθετήθηκε τελικά η ονομασία 

Listeria monocytogenes. Για μεγάλο χρονικό διάστημα, η λιστερίωση θεωρούνταν 

ζωονόσος, μία ασθένεια που προσβάλλει κυρίως τα ζώα, αλλά η οποία θα μπορούσε να 

μεταδοθεί στον άνθρωπο. H L. monocytogenes αναγνωρίστηκε επίσημα ως παθογόνο για 

τον άνθρωπο μετά τις πρώτες επιδημίες στα τέλη της δεκαετίας του 1970 [27] και ως 

τροφιμογενές παθογόνο τη δεκαετία του 1980 [28]. Ωστόσο, το L. monocytogenes είχε 

αρχίσει να χρησιμοποιείται ως ισχυρό μοντέλο για τη μελέτη της έμφυτης και 

προσαρμοστικής ανοσίας στις αρχές της δεκαετίας του 1960, μετά τις μελέτες του 

Mackaness που κατέδειξαν τον βασικό ρόλο της κυτταρικής ανοσίας στον έλεγχο αυτής 

της ενδοκυτταρικής λοίμωξης [29]. Το πρωτοποριακό του έργο ακολουθήθηκε από 

πολυάριθμες μελέτες που υπογράμμιζαν ότι τόσο η έμφυτη όσο και η προσαρμοστική 

ανοσία απαιτούνται για την αποτελεσματική αναγνώριση και απομάκρυνση της L. 

monocytogenes. Στη συνέχεια, καθιερώθηκε ένας αριθμός θεμελιωδών προτύπων σχετικά 

με το ανοσοποιητικό σύστημα μέσω της μόλυνσης ποντικιών με L. monocytogenes. 

Ȅεκινώντας από τα τέλη της δεκαετίας του 1980, η μοριακή βάση της μολυσματικότητας 

και της ενδοκυτταρικής ζωής του L. monocytogenes μελετήθηκε λεπτομερώς με ένα 

συνδυασμό προσεγγίσεων γενετικής και μοριακής κυτταρικής βιολογίας. Αυτό οδήγησε 

στην ταυτοποίηση και τον χαρακτηρισμό βασικών παραγόντων ιογένεσης, αλλά και σε 

βασικές γνώσεις στην κυτταρική βιολογία, καθιερώνοντας το L. monocytogenes μεταξύ 

των πρότυπων συστημάτων που χρησιμοποιούνται για τη διαλεύκανση των μοριακών 
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μηχανισμών που εμπλέκονται στις αλληλεπιδράσεις ξενιστή-παθογόνου. 

Η L. monocytogenes είναι ένα διεισδυτικό βακτήριο, το οποίο μπορεί να εισέλθει σε μία 

ευρεία ποικιλία κυττάρων και στη συνέχεια να περάσει απευθείας από ένα πρωτίστως 

μολυσμένο κύτταρο σε ένα παρακείμενο κύτταρο. Σε μορφολογικό επίπεδο, η διαδικασία 

μόλυνσης έχει διερευνηθεί λεπτομερώς [30]. Ȃοριακές και κυτταροβιολογικές 

προσεγγίσεις αποκάλυψαν ότι η L. monocytogenes έχει αναπτύξει ένα περίπλοκο σύνολο 

παραγόντων ιογένεσης που μιμούνται λειτουργικά ή δομικά τις πρωτεΐνες του ξενιστή για 

να καταλάβουν την κυτταρική διαδικασία προς όφελός του. Ȁατά τη διάρκεια των 

διαφόρων σταδίων του ενδοκυτταρικού κύκλου ζωής της, η L. monocytogenes 

εκμεταλλεύεται διάφορους αλυσιδωτούς μηχανισμούς σηματοδότησης του κυττάρου του 

ξενιστή. 

Η είσοδος σε μη φαγοκυτταρικά κύτταρα διαμεσολαβείται από τις δύο βακτηριακές 

επιφανειακές πρωτεΐνες InlA και InlB. Τόσο η InlA όσο και η InlB ανήκουν στην 

οικογένεια πρωτεϊνών που περιέχουν πλούσιες σε λευκίνες επαναλήψεις και ονομάζονται 

ιντερναλίνες [31]. Η InlA είναι μία επιφανειακή πρωτεΐνη με μοτίβο LPXTG που επιτρέπει 

την ομοιοπολική αγκύρωση στην πεπτιδογλυκάνη, ενώ η InlB αλληλεπιδρά μη 

ομοιοπολικά με τα λιποτεϊχοϊκά οξέα. Η InlA και η InlB προσδένονται η καθεμία σε 

επιφανειακές πρωτεΐνες του κυττάρου ξενιστή- η InlA προσδένεται στην πρωτεΐνη E-

καντερίνη της προσκολλητικής σύνδεσης, ενώ η InlB στοχεύει στην κινάση τυροσίνης Met 

του υποδοχέα [32]. ȅι ενδογενείς συνδέτες της E-καντερίνης και της Met είναι αντίστοιχα 

η E-καντερίνη και ο αυξητικός παράγοντας των ηπατοκυττάρων (HGF). Η πρόσδεση των 

InlA και InlB στους υποδοχείς τους δεν λαμβάνει χώρα στις ίδιες θέσεις με τους ενδογενείς 

συνδέτες E-καντερίνης και HGF, αλλά οδηγεί στη στρατολόγηση ενός παρόμοιου συνόλου 

μεταγενέστερων σηματοδοτικών μορίων. Η πρόσδεση των InlA και InlB στους υποδοχείς 

τους έχει ως αποτέλεσμα (i) την ουβικουιτινίωση του υποδοχέα, (ii) τη στρατολόγηση της 

κλαθρίνης, (iii) την αναδιάταξη του κυτταροσκελετού του φλοιού και (iv) τελικά την 

πρόσληψη παθογόνων [33]. Η πρόσδεση της InlA στην E-καντερίνη και η πρόσδεση της 

InlB στη Met επάγουν επίσης τη συναρμολόγηση πολυσύνθετων σηματοδοτικών 

επιπέδων, οδηγώντας σε ενεργοποίηση βασικών κυτταρικών μονοπατιών, όπως η 

φωσφατιδυλινοσιτόλη-3-κινάση (PI3K), οι PI4-κινάσες τύπου ǿǿ και τα μονοπάτια της 

ενεργοποιούμενης με μιτογόνο πρωτεϊνικής κινάσης (mitogen-activated protein kinase, 

MAPK) [34]. 
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Ȃελέτες in vitro οδήγησαν στην ανακάλυψη ότι η λοίμωξη από το στόμα στον άνθρωπο 

εξελίσσεται πιο αποτελεσματικά από ότι στα ποντίκια, λόγω της διαφοράς ενός και μόνο 

αμινοξέος στη θέση 16 της Ε-καντερίνης των ποντικών, η οποία μειώνει την 

αλληλεπίδραση με την InlA σε εντερικό επίπεδο [35]. ȅμοίως, η αναγνώριση της Met από 

την InlB είναι ειδική για κάθε είδος [36]. ȅι μελέτες αυτές οδήγησαν στη δημιουργία νέων 

επιτρεπτών ζωικών μοντέλων, δηλαδή ποντίκια που έχουν κατασκευαστεί για να 

εκφράζουν ανθρωποποιημένη Ε-καντερίνη ή στην εργαστηριακή χρήση φυσικά 

επιτρεπτικών ζώων όπως τα gerbils [37]. Αυτοί οι οργανισμοί-μοντέλα επέτρεψαν in vivo 

μελέτες που αφορούν τους μοριακούς μηχανισμούς που χρησιμοποιεί η L. monocytogenes 

για να διασχίσει τον εντερικό φραγμό, δείχνοντας ότι το βήμα αυτό απαιτεί κυρίως την 

InlA [38]. 

Ȇιο πρόσφατα, η ανάλυση της εµβρυοπλακουντιακής λιστερίωσης σε τρωκτικά και σε 

ποντίκια µε εξανθρωπισµένη Ε-καντερίνη knock-in, επέτρεψε την ανακάλυψη ότι η InlA 

και η InlB παίζουν αλληλοεξαρτώµενους ρόλους στη στόχευση και την εισβολή στο 

πλακουντιακό επιθήλιο [39]. ȁίγες μελέτες έχουν ασχοληθεί με τους μηχανισμούς που 

χρησιμοποιούνται στη διάβαση του αιματοεγκεφαλικού φραγμού που οδηγεί σε 

μηνιγγιτιδοεγκεφαλίτιδα [40]. Το μόνο μόριο που πιθανώς εμπλέκεται, όπως 

υποδεικνύεται από μελέτες in vitro, είναι η InlB, αν και έχει προταθεί ότι παίζει ρόλο και 

η Ε-καντερίνη, με βάση την έκφρασή της από το μικροαγγειακό ενδοθήλιο και τα κύτταρα 

του χοριοειδούς πλέγματος που αποτελούν τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό [41]. 

Η μεταγραφική ανάλυση σε όλο το γονιδίωμα έχει χρησιμοποιηθεί για τον χαρακτηρισμό 

της απόκρισης των κυττάρων του ξενιστή στη μόλυνση από τη L. monocytogenes. ȅι 

αρχικές μελέτες στην κυτταρική σειρά μακροφάγων J774 του ποντικού έδειξαν αύξηση 

των γενικών αποκρίσεων στρες, συμπεριλαμβανομένης της ρύθμισης διαφόρων 

πρωτεϊνών θερμικού σοκ [42]. Σε μία από τις πρώτες μελέτες ολόκληρου του 

γονιδιώματος, οι Cohen και συνεργάτες του [43] χρησιμοποίησαν ολιγοσυστοιχίες και 

μικροσυστοιχίες DNA για να ανιχνεύσουν γονίδια που ρυθμίζονται κατά τη μόλυνση από 

L. monocytogenes καλλιεργημένων ανθρώπινων προμυελοκυτταρικών κυττάρων THP1. 

Αρκετά γονίδια παρουσίασαν ρύθμιση προς τα πάνω, ιδίως προφλεγμονώδη, γονίδια 

μεταγωγής σήματος ή γονίδια που σχετίζονται με το μεταβολισμό. ȅι Baldwin και οι 

συνεργάτες του [44] πραγματοποίησαν αναλύσεις μικροσυστοιχιών σε καλλιεργημένα 

ανθρώπινα εντερικά επιθηλιακά κύτταρα CaCo2 και διαπίστωσαν ισχυρή ενεργοποίηση 

της σηματοδότησης NFjB κατά τη μόλυνση, η οποία επιβεβαιώθηκε περαιτέρω σε 
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μεταγενέστερες μελέτες [45]. Η απόκριση του NFjB αναλύθηκε λεπτομερώς σε πρωτογενή 

μακροφάγα προερχόμενα από τον μυελό των οστών και περιγράφηκε μία διφασική 

απόκριση στη μόλυνση από τη L. monocytogenes [46]. Η πρώτη φάση συνίστατο σε μία 

NFjB απόκριση που ήταν μάλλον μη ειδική, καθώς θα μπορούσε επίσης να προκληθεί από 

θερμικά θανατωμένη L. monocytogenes. Αντίθετα, η δεύτερη φάση περιελάμβανε την 

ανοδική ρύθμιση των γονιδίων που ανταποκρίνονται στην ιντερφερόνη και εξαρτιόταν από 

την παρουσία της λιστεριολυσίνης ȅ (listeriolysin ȅ, LLO) και τη διαμεσολαβούμενη από 

την LLO διαφυγή από τα κενά στο κυτταρόλυμα. Η σηµασία της LLO επιβεβαιώθηκε στην 

προσέγγιση των Lecuit και των συνεργατών του [47], οι οποίοι συνέκριναν τις επιδράσεις 

της από του στόµατος µόλυνσης από L. monocytogenes και του εντερικού συµβιωτή 

Bacteroides thetaiotaomicron σε διαγονιδιακά ποντίκια επιτρεπτά για µόλυνση από L. 

monocytogenes. Η χαρακτηριστική μεταγραφική υπογραφή που επάγεται από τη μόλυνση 

με L. monocytogenes περιελάμβανε την ανοσοφλεγμονώδη αντίδραση καθώς και πτυχές 

του μεταβολισμού των λιπιδίων, των αμινοξέων και της ενέργειας [47]. Ȇαραδόξως, αυτές 

οι αποκρίσεις δεν εξαρτώνται από την InlA, αλλά μάλλον από την έκφραση της LLO. 

Η διείσδυση της L. monocytogenes ξεκινά με τη σύνδεση με τους υποδοχείς των κυττάρων 

του ξενιστή, όπως η Ε-καντερίνη και η Met, όπως αναφέρθηκε προηγουμένως. Η 

πρόσδεση αυτή εκκινεί μία σειρά από αλυσιδωτούς κύκλους σηματοδότησης που 

περιλαμβάνουν μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις διαφόρων πρωτεϊνών, ιδίως των ίδιων 

των υποδοχέων. Δύο κύριες τροποποιήσεις που παρατηρούνται σε αυτό το στάδιο της 

μόλυνσης είναι η φωσφορυλίωση και η ουβικουιτυλίωση πρωτεϊνών, οι οποίες είναι 

αμφότερες αναστρέψιμες τροποποιήσεις που τροποποιούν τη δραστικότητα των 

πρωτεϊνών-στόχων και που απαιτούνται για την αναδιάταξη του κυτταροσκελετού ακτίνης 

και την πρόσληψη παθογόνων. 

Στον άνθρωπο, η λιστερίωση προκαλείται από την κατάποση τροφίμων μολυσμένων με L. 

monocytogenes. Τα κλινικά συμπτώματα κυμαίνονται από γαστρεντερίτιδα έως πιο 

σοβαρές διάχυτες μορφές λοίμωξης, όπως σήψη ή μηνιγγιτιδοεγκεφαλίτιδα. Η συχνότητα 

εμφάνισης της λιστερίωσης στον άνθρωπο είναι σχετικά χαμηλή, εν μέρει λόγω του 

αυστηρού ελέγχου των τροφίμων, αλλά η νόσος έχει υψηλό ποσοστό θνησιμότητας σε 

ανοσοκατεσταλμένα άτομα, νεογνά και έμβρυα, με συνολική θανατηφόρα έκβαση σε 

ποσοστό έως και 30% των περιπτώσεων [48]. Η L. monocytogenes είναι ένα προαιρετικό 

ενδοκυτταρικό βακτήριο που μπορεί να επιβιώσει στο περιβάλλον. Ȃετά την κατάποση, η 

L. monocytogenes είναι σε θέση να διασχίσει το εντερικό επιθήλιο και να διαδοθεί μέσω 
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της λέμφου και της κυκλοφορίας του αίματος σε βαθύτερους ιστούς. Το ήπαρ και ο 

σπλήνας αποτελούν πρωταρχικά όργανα-στόχους για περαιτέρω βακτηριακό 

πολλαπλασιασμό, με αποτέλεσμα το σχηματισμό αποστήματος. Ȃία χαρακτηριστική 

πτυχή της φυσιοπαθολογίας της L. monocytogenes είναι η ικανότητά της να διασχίζει δύο 

ακόμη σημαντικούς επιθηλιακούς φραγμούς, τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και τον 

πλακουντιακό φραγμό. Αυτό μπορεί στη συνέχεια να προκαλέσει μηνιγγιτιδοεγκεφαλίτιδα 

ή να οδηγήσει σε μόλυνση του εμβρύου και τελικά σε αποβολή, θνησιγένεια ή νεογνική 

μηνιγγίτιδα.  

 

1.3.3. Escherichia coli 

Το γένος Escherichia, το οποίο πήρε το όνομά του από τον Γερμανό παιδίατρο Theodor 

Escherich, αποτελείται από προαιρετικά αναερόβιους αρνητικούς κατά Gram βακίλους 

που ανήκουν στην οικογένεια Enterobacteriaceae [49]. Το είδος του γένους Escherichia 

coli είναι ευρέως διαδεδομένο, όπου είναι το κυριότερο προαιρετικά αναερόβιο που 

κατοικεί στο παχύ έντερο του ανθρώπου και των θερμόαιμων ζώων [50]. Αν και τα 

περισσότερα στελέχη E. coli ζουν χωρίς επιπτώσεις στο παχύ έντερο και σπάνια 

προκαλούν ασθένειες σε υγιή άτομα, ορισμένα παθογόνα στελέχη μπορούν να 

προκαλέσουν εντερικές και εξωεντερικές ασθένειες τόσο σε υγιή όσο και σε 

ανοσοκατεσταλμένα άτομα [51]. ȅι διαρροϊκές ασθένειες αποτελούν σοβαρό πρόβλημα 

δημόσιας υγείας και κύρια αιτία νοσηρότητας και θνησιμότητας σε βρέφη και μικρά παιδιά 

[52]. ȅι χώρες χαμηλού και μεσαίου εισοδήματος στην Αφρική, την Ασία και τη ȁατινική 

Αμερική είναι οι περιοχές που πλήττονται περισσότερο, με τις διαρροϊκές ασθένειες να 

εμφανίζονται συχνότερα με θανατηφόρα αποτελέσματα κυρίως λόγω των κακών 

συνθηκών διαβίωσης (ανεπαρκής παροχή νερού, κακή περιβαλλοντική υγιεινή και 

αποχέτευση και ανεπαρκής εκπαίδευση) [51]. 

Τα στελέχη E. coli που εμπλέκονται στις διαρροϊκές νόσους είναι ένας από τους 

σημαντικότερους από τους διάφορους αιτιολογικούς παράγοντες της διάρροιας, όπου τα 

στελέχη έχουν εξελιχθεί με την απόκτηση, μέσω οριζόντιας γονιδιακής μεταφοράς, ενός 

συγκεκριμένου συνόλου χαρακτηριστικών που έχουν παραμείνει επιτυχώς στον ξενιστή 

[53]. Ανάλογα με την ομάδα των καθοριστικών παραγόντων ιογένεσης που αποκτήθηκαν, 

σχηματίστηκαν ειδικοί συνδυασμοί που καθορίζουν τους σήμερα γνωστούς παθότυπους 

E. coli, οι οποίοι είναι συλλογικά γνωστοί ως διαρροιογόνα E. coli (diarrheagenic E. coli, 
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DEC) [53]. ȅι παθότυποι DEC διαφέρουν ως προς τις προτιμώμενες θέσεις αποικισμού 

τους στον ξενιστή, τους μηχανισμούς ιογένεσης και τα επακόλουθα κλινικά συμπτώματα 

και συνέπειες και ταξινομούνται ως εντεροπαθογόνο E. coli (enteropathogenic, EPEC), 

εντεροαιμορραγικό (που παράγει τοξίνη Shiga) E. coli (enterohemorrhagic, EHEC/Shiga 

toxin-producing, STEC), εντεροσυγκεντρωτικό E. coli (enteroaggregative, EAEC), 

εντεροτοξινογόνο E. coli (enterotoxigenic, ETEC) και εντεροδιεισδυτικό E. coli 

(enteroinvasive, EIEC). 

Η παραγωγή ESBL είναι ιδιαίτερα σημαντική για τις λοιμώξεις που προκαλούνται στην 

κοινότητα. Η μετάδοση βακτηρίων που παράγουν ESBL μπορεί να συμβεί από άνθρωπο 

σε άνθρωπο ή από ζωικές πηγές στον άνθρωπο μέσω της τροφικής αλυσίδας [54]. ȅ 

κλινικός αντίκτυπος των λοιμώξεων από στελέχη E. coli που παράγουν ESBL έχει 

μελετηθεί κυρίως σε νοσηλευόμενους ασθενείς. ȅι λοιμώξεις αυτές παρουσιάζουν 

υψηλότερο ποσοστό θνησιμότητας που σχετίζεται με την καθυστέρηση στην εφαρμογή 

της κατάλληλης αντιμικροβιακής θεραπείας, καθώς τα εμπειρικά συνταγογραφούμενα 

αντιβιοτικά ενδέχεται να μην είναι αποτελεσματικά σε αυτή την περίπτωση [54]. Σε μία 

μελέτη στην Ευρώπη, οι λοιμώξεις από E. coli που παράγουν ESBL εκτιμήθηκαν ότι είναι 

της τάξης των 300.000 και ότι έχουν προκαλέσει 9.000 θανάτους [55]. Εξάλλου, οι 

λοιμώξεις με βακτήρια που παράγουν ESBL έχουν συσχετιστεί με μεγαλύτερη παραμονή 

στο νοσοκομείο και με αυξημένη επιβάρυνση των υπηρεσιών υγείας [56]. 

ȅι οργανισμοί που παράγουν ESBLs αναφέρονται όλο και συχνότερα παγκοσμίως μετά 

την πρώτη περιγραφή τους στην Ευρώπη στις αρχές της δεκαετίας του 1980 [57]. Ȃία 

πρόσφατη μελέτη ανέφερε έναν αθροιστικό παγκόσμιο συγκεντρωτικό επιπολασμό 

εντερικής μεταφοράς E. coli που παράγει ESBL, στην κοινότητα, της τάξης του 16,5% για 

την περίοδο 2013-2018, με οκταπλάσια αύξηση κατά τις τελευταίες δύο δεκαετίες, 

υποδεικνύοντας ότι η πρόληψη της διάδοσης τέτοιων στελεχών μπορεί να απαιτεί νέες 

θεραπευτικές στρατηγικές και στρατηγικές δημόσιας υγείας [58]. Η παρουσία των ESBLs 

και η συνδυασμένη αντοχή τους αποτελεί σοβαρή ανησυχία για τη δημόσια υγεία. Εκτός 

από την αντοχή που προσδίδουν τα ένζυμα ESBL, παρατηρείται συχνά συν-αντοχή σε 

άλλες κατηγορίες αντιβιοτικών, περιορίζοντας δραστικά τις διαθέσιμες θεραπευτικές 

επιλογές και θέτοντας σε κίνδυνο την ανθρώπινη υγεία [59]. Επιπλέον, το φαινόμενο αυτό 

μπορεί να οδηγήσει σε αυξημένη χρήση καρβαπενεμών, ευνοώντας την περαιτέρω 

διάδοση των Enterobacteriaceae που παράγουν καρβαπενεμάση [60]. 
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1.4. Επιβάρυνση στην ποιότητα ζωής 

ȅι εκτιμήσεις της FERG για την παγκόσμια και περιφερειακή επιβάρυνση από 

τροφιμογενείς ασθένειες δείχνουν ότι, παρόλο που η Ευρώπη έχει τη χαμηλότερη 

εκτιμώμενη επιβάρυνση, περισσότεροι από 23 εκατομμύρια άνθρωποι αρρωσταίνουν 

ετησίως και 5.000 πεθαίνουν από την κατανάλωση μολυσμένων τροφίμων [61]. ȅι 10 

συχνότερες αιτίες τροφιμογενών ασθενειών παρουσιάζονται στον Ȇίνακα 1. ȅι διαρροϊκές 

νόσοι αντιπροσώπευαν την πλειονότητα των περιπτώσεων και ο νοροϊός (Norovirus) ήταν 

υπεύθυνος για τις περισσότερες περιπτώσεις ετησίως, σχεδόν 15 εκατομμύρια περιπτώσεις, 

ακολουθούμενος από το Campylobacter spp. με σχεδόν 5 εκατομμύρια περιπτώσεις, τη μη 

τυφοειδή Salmonella spp. με σχεδόν 1,7 εκατομμύρια και την T. gondii με περισσότερες 

από 1 εκατομμύριο περιπτώσεις. Η Giardia spp., το Cryptosporidium spp. και το E. coli που 

παράγει τοξίνη Shiga προκαλούσαν περισσότερες από 485.000, 187.000 και 165.000 

ασθένειες ετησίως, αντίστοιχα. 

Ȇίνακας 1 Ȁυριότερες αιτίες τροφιμογενών ασθενειών στην Ευρώπη ανά βακτήριο, 2010 [62] 

Αίτιο τροφιμογενούς ασθένειας Αριθμός περιπτώσεων 

Norovirus 14.850.045 

Campylobacter spp. 4.687.810 

Non-typhoidal S. enterica 1.683.734 

Toxoplasma gondi 1.068.724 

Giardia spp. 485.752 

Cryptosporidium spp. 187.416 

Shiga toxin-producing E. coli 165.250 

Hepatitis A virus 97.472 

Ascaris spp. 71.884 

Enteropathogenic E. coli 71.395 

Ȃόνο στην Ευρωπαϊκή Ένωση, το 2014 αναφέρθηκαν περισσότερα από 340.000 

κρούσματα ζωοανθρωπονόσων, τα οποία οδήγησαν σε θάνατο σε 315 περιπτώσεις [63]. Η 

καμπυλοβακτηρίωση είναι η πιο συχνά αναφερόμενη ζωονόσος στην Ευρωπαϊκή Ένωση 

από το 2005, ακολουθούμενη από τη σαλμονέλωση. Τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με 

τα δεδομένα του FERG, καθώς η λοίμωξη από νοροϊό και η τοξοπλάσμωση δεν 

παρακολουθούνται στην Ευρωπαϊκή Ένωση. Η κατάταξη του FERG των κινδύνων που 
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προκαλούν θανάτους στην Ευρωπή (Ȇίνακας 2) δείχνει ότι η μη τυφοειδής Salmonella spp. 

ήταν η κύρια αιτία, με σχεδόν 2000 εκτιμώμενους θανάτους ετησίως, ακολουθούμενη από 

το Campylobacter spp. (459 θάνατοι), το Norovirus (435 θάνατοι) και τη L. monocytogenes 

(399 θάνατοι). 

Ȇίνακας 2 Ȁύριες αιτίες θανάτου λόγω τροφιμογενών ασθενειών στην Ευρωπή, 2010 [62] 

Αίτιο τροφιμογενούς ασθένειας Αριθμός θανάτων 

Non-typhoidal S. enterica 1.854 

Campylobacter spp. 459 

Norovirus 435 

Listeria monocytogenes 399 

Echinococcus multilocularis 239 

Hepatitis A virus 195 

Brucella spp. 191 

Aflatoxin 160 

Mycobacterium bovis 150 

Echinococcus granulosus 82 

Σε παγκόσμιο επίπεδο, το 2010, εκτιμάται ότι 600 εκατομμύρια, ή σχεδόν ένας στους δέκα 

ανθρώπους στον κόσμο, αρρώστησαν μετά την κατανάλωση τροφίμων που είχαν μολυνθεί 

από οποιονδήποτε από τους 31 εξεταζόμενους τροφιμογενείς κινδύνους  [61]. Από αυτούς, 

420.000 άνθρωποι πέθαναν, συμπεριλαμβανομένων 125.000 παιδιών ηλικίας κάτω των 5 

ετών. Η πλειονότητα των 600 εκατομμυρίων περιπτώσεων (550 εκατομμύρια) προκλήθηκε 

από παράγοντες διαρροϊκής νόσου, όπως ο νοροϊός (124 εκατομμύρια περιπτώσεις) και το 

Campylobacter spp. (96 εκατομμύρια περιπτώσεις). Συχνές αιτίες διεισδυτικής 

μολυσματικής νόσου ήταν ο ιός της ηπατίτιδας Α και τα παράσιτα Ascaris spp. και T. 

gondii, με 14, 12 και 10 εκατομμύρια περιπτώσεις, αντίστοιχα. ȅ αριθμός των θανάτων που 

οφείλονται σε τροφιμογενείς διαρροϊκούς κινδύνους ήταν επίσης πολύ υψηλός (περίπου 

230.000). Η παγκόσμια επιβάρυνση από τις τροφιμογενείς νόσους το 2010 που 

προκλήθηκαν από τους 31 κινδύνους που μελετήθηκαν ήταν 33 εκατομμύρια έτη ζωής 

προσαρμοσμένα στην αναπηρία (disability-adjusted life year, DALY), της ίδιας τάξης με 

εκείνη που οφείλεται στις μείζονες μολυσματικές ασθένειες HIV/AIDS (92 εκατομμύρια 

DALYs), ελονοσία (55 εκατομμύρια DALYs) και φυματίωση (44 εκατομμύρια DALYs). 

Η εκτίμηση είναι επίσης συγκρίσιμη με εκείνη για ορισμένους άλλους παράγοντες 
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κινδύνου, όπως οι διατροφικοί παράγοντες κινδύνου (254 εκατομμύρια DALYs), η κακή 

ποιότητα νερού και υγιεινής (211 εκατομμύρια DALYs) και η ατμοσφαιρική ρύπανση (76 

εκατομμύρια DALYs). 

ȅι παράγοντες διαρροϊκών νόσων ευθύνονται για 18 εκατομμύρια DALY, ή το 54% της 

επιβάρυνσης από τροφιμογενείς νόσους, το 2010. Ȃόνο η μη τυφοειδής Salmonella spp. 

ήταν υπεύθυνη για 4 εκατομμύρια DALYs, και έξι άλλοι παράγοντες διάρροιας (Norovirus, 

Campylobacter spp., εντεροπαθογόνος E. coli, εντεροτοξινογόνος E. coli, Vibrio cholerae 

και Shigella spp.) προκάλεσαν επιβάρυνση 1-3 εκατομμυρίων DALYs ο καθένας. ȅι μη 

διαρροϊκοί κίνδυνοι που συνέβαλαν σημαντικά στην παγκόσμια επιβάρυνση 

περιλαμβάνουν τη Salmonella Typhi (S. enterica serovar Typhi) 3,7 εκατομμύρια DALYs, 

το T. solium (2,8 εκατομμύρια DALYs), τον ιό της ηπατίτιδας Α (1,4 εκατομμύρια DALYs) 

και το Paragonimus spp. (1 εκατομμύριο DALYs). 

Συνολικά στην Ευρώπη, η συμβολή των ετών χαμένης ζωής (Years of life lost, YLL) στις 

συνολικές εκτιμήσεις επιβάρυνσης ήταν υψηλότερη για τη Salmonella spp., τη Listeria, τον 

ιό της ηπατίτιδας Α και τον M. bovis από ότι για άλλους κινδύνους, ενώ η συμβολή των 

ετών υγιούς ζωής που χάνονται λόγω αναπηρίας (Years of healthy life lost due to disability, 

YLD) ήταν υψηλότερη για τις διοξίνες, την T. gondii και το Campylobacter spp. Τα 

εκτιμώμενα DALY ανά 100 000 πληθυσμό ανά έτος λόγω χημικών κινδύνων ήταν 

χαμηλότερα στην Ευρωπή από ότι στις άλλες περιοχές. Ωστόσο, στην υποπεριοχή Α (που 

περιλαμβάνει κυρίως χώρες της Δυτικής Ευρώπης), η σχετική συμβολή των αλλεργιογόνων 

των φυστικιών στις εκτιμήσεις των DALY ήταν εκπληκτικά υψηλή. Η επιβάρυνση των 

τροφιμογενών ασθενειών διέφερε ευρέως μεταξύ και εντός των χωρών, γεγονός που 

υποδεικνύει ότι τα συγκεντρωτικά δεδομένα σε εθνικό και περιφερειακό επίπεδο ενδέχεται 

να μην αποτυπώνουν την πολυπλοκότητα της δυναμικής των ασθενειών- κατά συνέπεια, 

πληθυσμοί ή περιοχές που διατρέχουν κίνδυνο ενδέχεται να αγνοούνται. Ȇεραιτέρω 

ανάλυση τόσο των παγκόσμιων όσο και των περιφερειακών εκτιμήσεων δείχνει μία 

αξιοσημείωτα διαφορετική κατανομή της επιβάρυνσης από τροφιμογενείς νόσους [62]. 

Η Salmonella spp. είναι μία από τις σημαντικότερες και ευρύτερα διαδεδομένες αιτίες 

τροφιμογενών ασθενειών στον άνθρωπο. ȅι μη τυφοειδείς S. enterica προκαλούν συνήθως 

γαστρεντερίτιδα. Αυτή η ομάδα serovars της Salmonella περιλαμβάνει τα S. Enteritidis και 

S. Typhimurium, τα οποία είναι τα δύο πιο συχνά αναφερόμενα serovars της ανθρώπινης 

τροφιμογενούς Salmonella spp. στα περισσότερα μέρη του κόσμου. Η λιστερίωση είναι μία 



Ανάπτυξη καινοτόμου μεθοδολογίας για την Ανίχνευση Ȇαθογόνων Βακτηρίων στα Τρόφιμα 
 

                                                                                    58 

 

σημαντική τροφιμογενής νόσος που προκαλείται από το πανταχού παρόν βακτήριο της L. 

monocytogenes. Σε αντίθεση με τα περισσότερα άλλα τροφιμογενή παθογόνα, η L. 

monocytogenes μπορεί να αναπτυχθεί σε τρόφιμα με αρκετά χαμηλή υγρασία, υψηλή 

συγκέντρωση αλατιού και σε θερμοκρασίες ψύξης. Η ικανότητα παραμονής και 

πολλαπλασιασμού στο περιβάλλον των τροφίμων καθιστά τον έλεγχο της L. monocytogenes 

ιδιαίτερα δύσκολο [62]. 
 

1.5. Επιδημιολογία και οικονομική επιβάρυνση 

Στην ΕΕ, καταγράφονται ετησίως περισσότερα από 91.000 κρούσματα σαλμονέλλωσης σε 

ανθρώπους, γεγονός που αντιπροσωπεύει αναλογία 20 κρουσμάτων ανά 100.000 

κατοίκους. Εκτιμάται ότι το παγκόσμιο κόστος της ανθρώπινης σαλμονέλλωσης θα 

μπορούσε να ανέλθει σε 3 δισεκατομμύρια ευρώ ετησίως [64]. Σύμφωνα με την Ετήσια 

έκθεση για τις πηγές και τις τάσεις των ζωονόσων που δημοσιεύεται από την EFSA και το 

Ευρωπαϊκό Ȁέντρο Ȇρόληψης και Ελέγχου ȃοσημάτων (ECDC), τα κρούσματα 

σαλμονέλλωσης έχουν σταθεροποιηθεί τα τελευταία χρόνια στην ΕΕ, μετά από μία μακρά 

περίοδο πτωτικής τάσης. Η EFSA δημοσιεύει ετήσιες εκθέσεις σχετικά με την κατάσταση 

και τον επιπολασμό των ζωονόσων στην ΕΕ. Τα τελευταία στοιχεία που δημοσιεύθηκαν 

ήταν από το 2019, αναφέροντας ότι τα 26 μέλη της ΕΕ που διαθέτουν προγράμματα ελέγχου 

της Salmonella για τα πουλερικά είχαν παρόμοια ποσοστά Salmonella enteritidis όπως και 

το 2017-2018. Το 2019, η Salmonella απομονώθηκε στο 2,34% των σμηνών που 

υποβλήθηκαν σε δειγματοληψία στην ΕΕ, ποσοστό υψηλότερο από τα προηγούμενα έτη 

(2,03% το 2018 και 1,89% το 2017). ȅ επιπολασμός των σμηνών που ήταν θετικά για 

οποιονδήποτε από τους πέντε ορότυπους που στοχεύουν τα προγράμματα ελέγχου της 

Salmonella (S. enteritidis, S. Typhimurium (συμπεριλαμβανομένης της μονοφασικής 

παραλλαγής), S. virchow, S. infantis και S. hadar) ήταν 0,62% το 2019, κάπως υψηλότερος 

από ό,τι το 2018 (0,54%). Ȃε άλλα λόγια, το 26,56% των θετικών αποτελεσμάτων για 

Salmonella που αναφέρθηκαν σε σμήνη ορνίθων αναπαραγωγής ήταν ορότυποι που 

αποτελούν στόχο των προγραμμάτων ελέγχου της Salmonella. Η Ȇολωνία είχε τον 

υψηλότερο επιπολασμό από τους πέντε ορότυπους-στόχους των προγραμμάτων ελέγχου 

της Salmonella, με 1,5% Το 2019, ο S. enteritidis ήταν ο ορότυπος με τον υψηλότερο 

επιπολασμό σε φάρμες αναπαραγωγής στην ΕΕ. 
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1.6. Ασφάλεια τροφίμων 

Η σταθερή παροχή ασφαλών και καλής ποιότητας τροφίμων είναι μία από τις πιο 

θεμελιώδεις βασικές ανθρώπινες ανάγκες. Ȇολλοί θεωρούν ότι είναι ευθύνη της 

κυβέρνησης να ικανοποιήσει την ανάγκη για ασφαλή τρόφιμα [65]. Τα στατιστικά στοιχεία 

για τις ασθένειες που προκαλούνται από τα τρόφιμα σε όλο τον κόσμο επισημαίνουν το 

γεγονός ότι τα κακής ποιότητας τρόφιμα έχουν σημαντικές οικονομικές και σε ορισμένες 

περιπτώσεις θανατηφόρες συνέπειες [66]. Η έλλειψη μίας αποτελεσματικής Εθνικής Αρχής 

Ασφάλειας Τροφίμων μπορεί να έχει αρνητικές επιπτώσεις στη δημόσια υγεία, την 

ασφάλεια των τροφίμων, την εθνική οικονομία, την ποιότητα ζωής, το επίπεδο των 

υπηρεσιών ασφάλειας τροφίμων και τη συνολική οικονομική ανάπτυξη [67]. 

ȅι κυβερνήσεις έχουν την ευθύνη της προστασίας της υγείας των καταναλωτών, καθώς και 

της προστασίας των καταναλωτών από δόλιες και παραπλανητικές πρακτικές στην αλυσίδα 

τροφίμων [68]. ȅι κίνδυνοι για τη δημόσια υγεία που συνδέονται με την κατανάλωση 

τροφίμων μειώνονται ή ελέγχονται αποτελεσματικά μέσω μίας σειράς ελεγκτικών 

μηχανισμών και δραστηριοτήτων [69]. ȅι παραπάνω μηχανισμοί περιλαμβάνουν την 

κατάλληλη νομοθεσία για τα τρόφιμα, τα καθιερωμένα κυβερνητικά πρότυπα, μέτρα 

ελέγχου ποιότητας όπως το HACCP, κώδικες πρακτικής που υιοθετούνται από τη 

βιομηχανία τροφίμων και ρυθμιστικούς ελέγχους που εφαρμόζονται από τις εθνικές και 

περιφερειακές κυβερνήσεις σε όλους τους τομείς της αλυσίδας τροφίμων «από το 

αγρόκτημα στο τραπέζι» [70]. Έχει αποδειχθεί ότι το επίπεδο κινδύνου έχει αντίστροφη 

σχέση με την αποτελεσματικότητα των παραπάνω μέτρων ελέγχου. Αυτοί οι έλεγχοι θα 

μπορούσαν να διευκολυνθούν καλύτερα στο πλαίσιο ενός καλά οργανωμένου και 

αποτελεσματικά λειτουργικού Εθνικού Συστήματος Ασφάλειας Τροφίμων. 

Αν και οι Εθνικές Αρχές Ασφάλειας Τροφίμων έχουν συσταθεί σε διαφορετικό βαθμό 

μεταξύ των χωρών της Ευρωπαϊκής Ένωσης, εντούτοις οι αλλαγές αυτές θεωρούνται 

επωφελείς για την καλύτερη οργάνωση του Εθνικού Συστήματος Ασφάλειας Τροφίμων, 

καθώς η πλειοψηφία των χωρών έχει χρησιμοποιήσει τεχνικές διαχείρισης κατά την 

ανάπτυξη και εφαρμογή των προγραμμάτων ελέγχου των τροφίμων [71]. Τα διάφορα 

στοιχεία μίας Εθνικής Αρχής Ασφάλειας Τροφίμων μπορεί επίσης να πάσχουν από 

ορισμένους περιορισμούς- ωστόσο, η αναθεωρημένη Εθνική Αρχή Ασφάλειας Τροφίμων 

αρκετών χωρών της ΕΕ μπορεί να είναι πιο αποτελεσματική, παρά ορισμένες ατυχίες, λόγω 

της προτεραιότητας που δίνεται στα προγράμματα ελέγχου τροφίμων που βασίζονται σε 
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ολοκληρωμένη ανάλυση κινδύνου [72]. Η βιβλιογραφία υποστηρίζει την υπόθεση ότι ο 

διαχωρισμός της εκτίμησης και της επικοινωνίας κινδύνου από τη διαχείριση κινδύνου 

συμβάλλει θετικά στη βελτίωση της λειτουργικότητας και της αποτελεσματικότητας του 

Εθνικού Συστήματος Ασφάλειας Τροφίμων. ȅ κύριος λόγος είναι ότι οι προσπάθειες αυτές 

παρέχουν μία καίρια ασπίδα προστασίας έναντι των οικονομικών και πολιτικών επιρροών. 

Τα Εθνικά Συστήματα Ασφάλειας Τροφίμων αποτελούν μία ομάδα παραγόντων 

οργανωμένων και διατεταγμένων με τέτοιο τρόπο, ώστε να μπορούν να δράσουν ως σύνολο 

για την προστασία της υγείας των καταναλωτών. Τα Εθνικά Συστήματα Ασφάλειας 

Τροφίμων είναι επίσης απαραίτητα για την προστασία των καταναλωτών από δόλιες 

πρακτικές, διαφυλάσσοντας έτσι τα οικονομικά τους δικαιώματα. Σε γενικές γραμμές, ένα 

αποτελεσματικό Εθνικό Σύστημα Ασφάλειας Τροφίμων βοηθά την οικονομική ανάπτυξη 

κάθε χώρας, διατηρώντας την εμπιστοσύνη των καταναλωτών στη βιομηχανία τροφίμων 

και στους εθνικούς ελέγχους τροφίμων και διασφαλίζοντας το δίκαιο εμπόριο τροφίμων σε 

εθνικό και διεθνές επίπεδο [67]. Συνεπώς, τα Εθνικά Συστήματα Ασφάλειας Τροφίμων 

είναι απαραίτητα σε κάθε χώρα, διότι είναι πιθανό να συμβάλουν στην αύξηση της 

ποιότητας των τροφίμων και στον έλεγχο της νοθείας, της μόλυνσης και του κινδύνου 

τροφιμογενών ασθενειών. Τα Εθνικά Συστήματα Ασφάλειας Τροφίμων περιλαμβάνουν τη 

συμμετοχή διαφόρων φορέων για την επίτευξη της προστασίας των καταναλωτών και του 

δίκαιου εμπορίου. Είναι δύσκολο να επισημανθεί ένα μόνο επιτυχημένο μοντέλο που θα 

μπορούσε να αναπαραχθεί από άλλες χώρες [73]. Ωστόσο, η δημιουργία ενός ενιαίου 

οργανισμού για την ασφάλεια των τροφίμων ή ενός παρόμοιου οργανισμού σε εθνικό 

επίπεδο από την πλειονότητα των κρατών μελών της ΕΕ, προκειμένου να διευκολυνθεί η 

αλληλεπίδραση, η συνεργασία και η εποπτεία μεταξύ των διαφόρων φορέων που 

εμπλέκονται στον έλεγχο των τροφίμων, θα μπορούσε να θεωρηθεί ως ένα χρήσιμο 

σύγχρονο μοντέλο [67]. Επιπλέον, οι κατευθυντήριες γραμμές σχετικά με τα παραπάνω που 

έχουν εκδοθεί από τον WHO [73] μπορούν να προσαρμοστούν, ώστε να ανταποκρίνονται 

στις ιδιαίτερες ανάγκες των χωρών. 
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Ȁεφάλαιο 2ο: Ȃέθοδοι ανίχνευσης παθογόνων 

Είναι απαραίτητο να εξετάζονται τα τρόφιμα ως προς την παρουσία τροφιμογενών 

παθογόνων μικροοργανισμών, προκειμένου να διασφαλιστεί η ασφαλής προμήθεια 

τροφίμων και να ελαχιστοποιηθεί η εμφάνιση τροφιμογενών ασθενειών. ȅι συμβατικές 

μέθοδοι για την ανίχνευση των τροφιμογενών βακτηριακών παθογόνων μικροοργανισμών 

που υπάρχουν στα τρόφιμα βασίζονται στην καλλιέργεια των μικροοργανισμών σε πλάκες 

άγαρ, ακολουθούμενη από τυποποιημένες βιοχημικές ταυτοποιήσεις [74]. ȅι συμβατικές 

μέθοδοι είναι συνήθως φθηνές και απλές, αλλά οι μέθοδοι αυτές μπορεί να είναι 

χρονοβόρες, καθώς εξαρτώνται από την ικανότητα των μικροοργανισμών να 

αναπτύσσονται σε διάφορα μέσα καλλιέργειας, όπως μέσα προεμπλουτισμού, εκλεκτικά 

μέσα εμπλουτισμού και εκλεκτικά μέσα επιμετάλλωσης. Συνήθως οι συμβατικές μέθοδοι 

απαιτούν 2 έως 3 ημέρες για την προκαταρκτική ταυτοποίηση και πάνω από μία εβδομάδα 

για την επιβεβαίωση του είδους των παθογόνων μικροοργανισμών [75]. ȅι συμβατικές 

μέθοδοι είναι δαπανηρές, τόσο χρονικά όσο και οικονομικά, καθώς απαιτούν την 

προετοιμασία των μέσων καλλιέργειας, τον εμβολιασμό των πλακών και την καταμέτρηση 

των αποικιών [74]. Επιπλέον, οι συμβατικές μέθοδοι μπορεί να περιορίζονται από τη 

χαμηλή ευαισθησία τους [76]. Ȃπορεί να προκύψουν ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα 

λόγω βιώσιμων αλλά μη καλλιεργήσιμων (viable but non-culturable, VBNC) παθογόνων. 

Η αποτυχία ανίχνευσης τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών θα αυξήσει τον 

κίνδυνο μετάδοσης των παθογόνων μικροοργανισμών. 

Ȇρόσφατα, έχουν αναπτυχθεί διάφορες ταχείες μέθοδοι με υψηλή ευαισθησία και 

εξειδίκευση για να ξεπεραστούν οι περιορισμοί των συμβατικών μεθόδων για την 

ανίχνευση και την ταυτοποίηση των τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών. 

Επιπλέον, οι ερευνητές εξακολουθούν να αναπτύσσουν νέες μεθόδους με βελτιώσεις όσον 

αφορά στην ταχύτητα, την ευαισθησία, την εξειδίκευση και την καταλληλότητα για 

ανάλυση in situ και διάκριση του βιώσιμου κυττάρου [75]. ȅι μέθοδοι ταχείας ανίχνευσης 

είναι σημαντικές, ιδίως στη βιομηχανία τροφίμων, καθώς είναι σε θέση να ανιχνεύσουν 

άμεσα την παρουσία παθογόνων μικροοργανισμών σε ωμά και επεξεργασμένα τρόφιμα. ȅι 

ταχείες μέθοδοι είναι επίσης αρκετά ευαίσθητες για την ανίχνευση παθογόνων 

μικροοργανισμών που υπάρχουν σε χαμηλούς αριθμούς στα τρόφιμα. Η ευαισθησία είναι 

σημαντική, επειδή ένα μόνο παθογόνο που υπάρχει στα τρόφιμα έχει κίνδυνο να 

προκαλέσει μόλυνση. ȅι ταχείες μέθοδοι είναι πιο αποδοτικές ως προς τον χρόνο, 
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εξοικονομούν εργασία και είναι σε θέση να μειώσουν τα ανθρώπινα λάθη [74]. Ωστόσο, 

κάθε μία από τις ταχείες μεθόδους έχει τα δικά της πλεονεκτήματα και περιορισμούς. 

Γενικά, οι μέθοδοι ταχείας ανίχνευσης κατηγοριοποιούνται σε μεθόδους που βασίζονται σε 

νουκλεϊκά οξέα, σε μεθόδους που βασίζονται σε βιοαισθητήρες και σε ανοσολογικές 

μεθόδους [75]. 

 

2.1. Ȃέθοδοι βασισμένες στην καλλιέργεια 

ȅι μέθοδοι που βασίζονται στην καλλιέργεια είναι οι παλαιότερες μέθοδοι ανίχνευσης των 

μικροοργανισμών, ακόμη και των παθογόνων στελεχών. Η μέθοδος αυτή δίνει ένα 

επιβεβαιωμένο αποτέλεσμα όσον αφορά στην παρουσία ενός συγκεκριμένου παθογόνου. 

Το ποσοστό επιτυχίας διαπιστώνεται ότι είναι υψηλό και οι μέθοδοι αυτές είναι οικονομικά 

αποδοτικές. Ωστόσο, το μεγαλύτερο μειονέκτημα της μεθόδου που βασίζεται στην 

καλλιέργεια είναι η αργή ανάπτυξη, λόγω της οποίας απαιτείται υπερβολικός χρόνος για να 

ληφθεί το τελικό αποτέλεσμα, το οποίο μπορεί να αποβεί μοιραίο. Ȇρέπει να σημειωθεί ότι 

όλα αυτά τα μέσα χρειάζονται έως και 18-24 h για να δώσουν το ακριβές αποτέλεσμα, 

γεγονός που υποδηλώνει τον αργό χρόνο διεκπεραίωσης. Ένα από τα πιο γνωστά 

παραδείγματα, το οποίο παρουσιάζει υψηλό ποσοστό επιτυχίας και δείχνει επίσης ότι η 

μέθοδος είναι ιδιαίτερα αποδοτική, είναι η καλλιέργεια E. coli O157:H7 σε Sorbitol 

MacConkey agar (SMAC), η οποία βασίζεται στην αρχή της ζύμωσης της σορβιτόλης. 

Ωστόσο, ο σημαντικότερος περιορισμός αυτής της μεθόδου είναι ο αργός χρόνος 

διεκπεραίωσης και τα ψευδώς θετικά αποτελέσματα λόγω των αναδυόμενων ορότυπων μη 

ȅ157 και ȅ157 STEC που ζυμώνουν τη σορβιτόλη [77]. 

Τα μειονεκτήματα του άγαρ SMAC μπορούν να ξεπεραστούν με τη χρήση χρωμογόνου 

μέσου για την απομόνωση STEC, το οποίο έχει αυξημένη εξειδίκευση και ευαισθησία. Το 

σημαντικότερο πλεονέκτημα είναι η ευκολότερη διάκριση με βάση το χρώμα. ȁόγω της 

χρήσης της χρωμογόνου ουσίας, το μέσο είναι περισσότερο γνωστό ως CHROMagar [78]. 

Αν και είναι συγκριτικά αποτελεσματικότερο από το SMAC, ένα αξιοσημείωτο 

μειονέκτημα είναι ότι το CHROMagar δεν είναι ευαίσθητο σε όλα τα στελέχη. Αυτό φάνηκε 

σε ένα από τα πειράματα όπου μόνο το ένα πέμπτο των διαρροιογόνων στελεχών 

ανιχνεύθηκε σε σύγκριση με το SMAC [77]. 

Το άγαρ κεφσουλοδίνης-ιργκαζάνης-νοβοβιοκίνης (Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin, CIN), 

ένα εκλεκτικό μέσο γνωστό για την καλύτερη διάκριση μεταξύ των βακτηριακών ειδών, 
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χρησιμοποιήθηκε για τη διάκριση της Yersinia enterocolitica και της μη Y. enterocolitica 

[79]. Το χρωμογόνο μέσο Y. enterocolitica χρησιμοποιείται όπου το άγαρ περιέχει 

ζυμώσιμο σάκχαρο σελοβιόζη, χρωμογόνο υπόστρωμα και εκλεκτικό αναστολέα που 

καταστέλλει τα ανταγωνιστικά βακτήρια. Αυτό υποδεικνύει ότι οι μωβ/μπλε αποικίες που 

σχηματίζονται στο άγαρ CIN είναι από Y. enterocolitica και Y. pseudotuberculosis που 

είναι σημαντικά παθογόνα τροφίμων που προκαλούν υερσίνωση. Η μέθοδος αυτή 

χρησιμοποιήθηκε για τη μελέτη του μολυσμένου τόφου [80]. 

Ȇολλοί μικροοργανισμοί τείνουν να εισέρχονται σε κατάσταση λιμοκτονίας του 

μεταβολισμού υπό συνθήκες στρες. Ωστόσο, θα παραμείνουν βιώσιμοι αλλά μη 

καλλιεργήσιμοι, οι οποίοι δεν μπορούν να αναπτυχθούν σε συμβατικά μέσα καλλιέργειας 

(conventional culture, CC), αλλά μπορούν να σηματοδοτήσουν ιογενή μονοπάτια [81]. Η 

ανίχνευση αυτών των παθογόνων μικροοργανισμών αποτελεί μείζονα πρόκληση για την 

ασφάλεια των τροφίμων [82]. Δεδομένου ότι δεν θα σχηματιστούν αποικίες, 

χρησιμοποιούνται άλλες μέθοδοι, όπως οι φθορίζουσες χρωστικές, για την ανίχνευση των 

βιώσιμων αλλά μη καλλιεργήσιμων βακτηρίων, όπου χρησιμοποιούνται διαφορετικές 

χρωστικές. Η δέσμευση του πορτοκαλί ακριδίνης στα παθογόνα που είναι βιώσιμα αλλά μη 

καλλιεργήσιμα εξαρτάται από την αναλογία DNA προς πρωτεΐνη στα κύτταρα. Τα κύτταρα 

που αναπαράγονται ενεργά εμφανίζονται πράσινα, ενώ τα κύτταρα που αναπτύσσονται 

αργά ή δεν αναπαράγονται εμφανίζονται πορτοκαλί. Ȃία άλλη χρωστική που 

χρησιμοποιείται για την ανίχνευση των βιώσιμων αλλά μη καλλιεργήσιμων βακτηρίων 

είναι η ισοθειοκυανική φλουορεσκεΐνη, η αρχή της οποίας είναι η ανίχνευση της ενζυμικής 

δραστηριότητας ζωντανών κυττάρων. Εάν υπάρχει παρουσία ζωντανών κυττάρων, 

εμφανίζεται ιώδες ή μπλε χρώμα. Το πόσιμο νερό, το παστεριωμένο γάλα και τα 

επεξεργασμένα τρόφιμα είναι ευάλωτα στα παθογόνα που είναι βιώσιμα αλλά μη 

καλλιεργήσιμα. ȅρισμένα από τα τροφιμογενή παθογόνα που εμπίπτουν στην κατηγορία 

βιώσιμων αλλά μη καλλιεργήσιμων βακτηρίων περιλαμβάνουν τα C. jejuni, E. aerogenes, 

E. faecalis, E. coli (συμπεριλαμβανομένου του EHEC), Pseudomonas aeruginosa, S. 

Typhimurium, S. dysenteriae, S. sonnei και V. cholerae. 

Τα μόρια δέσμευσης υψηλής συγγένειας που προέρχονται από βακτηριοφάγους (τομείς 

δέσμευσης κυτταρικού τοιχώματος, cell wall binding domains-CBDs) έχουν πρόσφατα 

εισαχθεί ως εργαλεία για την ανίχνευση και τη διαφοροποίηση της Listeria στα τρόφιμα, 

καθώς οι συμβατικές μέθοδοι καλλιέργειας παρεμποδίζονται από τα χρονοβόρα στάδια 

εμπλουτισμού και επώασης. Αυτό σε συνδυασμό με τον μαγνητικό διαχωρισμό αυξάνει την 
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ευαισθησία και την ταχύτητα στην ανίχνευση και θα είναι πιο δαπανηρές σε σύγκριση με 

τις συνήθεις διαγνωστικές μεθόδους [83]. 

 

2.2. Ȃέθοδοι με βάση τα νουκλεϊκά οξέα 

ȅι μέθοδοι που βασίζονται σε νουκλεϊκά οξέα λειτουργούν με την ανίχνευση 

συγκεκριμένων αλληλουχιών DNA ή RNA στο παθογόνο-στόχο. Αυτό γίνεται με 

υβριδισμό της αλληλουχίας νουκλεϊνικού οξέος-στόχου με ένα συνθετικό 

ολιγονουκλεοτίδιο (ανιχνευτές ή εκκινητές) το οποίο είναι συμπληρωματικό προς την 

αλληλουχία-στόχο [75]. Υπάρχουν πολλά βακτηριακά παθογόνα, όπως Clostridium 

botulinum, Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus και Escherichia coli O157, τα οποία 

παράγουν τοξίνες που προκαλούσαν τροφιμογενείς ασθένειες [84]. Τα γονίδια που 

σχετίζονται με τις τοξίνες σε αυτά τα παθογόνα μπορούν να ανιχνευθούν με μεθόδους που 

βασίζονται σε νουκλεϊκά οξέα [75]. Επιπλέον, παθογόνα που παρουσιάζουν διφορούμενα 

φαινοτυπικά χαρακτηριστικά, όπως τα αρνητικά σε ιππουρικό οξύ στελέχη Campylobacter 

jejuni, μπορούν να ταυτοποιηθούν και να επιβεβαιωθούν με μεθόδους που βασίζονται σε 

νουκλεϊκά οξέα [85]. ȅι μέθοδοι που βασίζονται σε νουκλεϊκά οξέα ανιχνεύουν τα 

συγκεκριμένα γονίδια στα παθογόνα-στόχους, αποτρέποντας έτσι διφορούμενα ή 

λανθασμένα  αποτελέσματα. ȅι πρόσφατες μέθοδοι με βάση τα νουκλεϊκά οξέα που 

περιγράφονται είναι η απλή αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (polymerase chain 

reaction, PCR), η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πολλαπλών εκκινητών (multiplex 

polymerase chain reaction, mPCR), η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης σε πραγματικό 

χρόνο/ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (quantitative polymerase chain 

reaction, qPCR), η ενίσχυση με βάση την αλληλουχία νουκλεϊκών οξέων (nucleic acid 

sequence-based amplification, NASBA), η ισοθερμική ενίσχυση με τη βοήθεια βρόχου 

(loop-mediated isothermal amplification, LAMP) και η τεχνολογία μικροσυστοιχιών. 

 

2.2.1. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 

Ȃία από τις πιο συχνά χρησιμοποιούμενες μεθόδους μοριακής βάσης για την ανίχνευση 

βακτηριακών παθογόνων που μεταδίδονται με τρόφιμα είναι η αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης (PCR). Η PCR εφευρέθηκε πριν από περίπου 30 χρόνια και επιτρέπει την 

ανίχνευση ενός μόνο βακτηριακού παθογόνου που υπάρχει στα τρόφιμα με την 
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ανίχνευση μίας συγκεκριμένης αλληλουχίας DNA-στόχου [86]. Η PCR λειτουργεί με την 

ενίσχυση μίας συγκεκριμένης αλληλουχίας DNA-στόχου σε μία κυκλική διαδικασία 

τριών βημάτων [74]. Ȇρώτον, το δίκλωνο DNA-στόχος μετουσιώνεται σε μονόκλωνο 

DNA σε υψηλή θερμοκρασία. Στη συνέχεια, δύο μονόκλωνα συνθετικά 

ολιγονουκλεοτίδια ή ειδικοί εκκινητές που είναι ο εμπρόσθιος και ο ανάστροφος 

εκκινητής συνδέονται με τις αλυσίδες του DNA. Ακολουθεί η διαδικασία πολυμερισμού 

κατά την οποία οι συμπληρωματικοί προς το μονόκλωνο DNA εκκινητές επεκτείνονται 

με την παρουσία δεοξυριβονουκλεοτιδίων και μίας θερμοσταθούς DNA πολυμεράσης. 

Τα προϊόντα ενίσχυσης της PCR απεικονίζονται σε πηκτή ηλεκτροφόρησης ως ζώνες με 

χρώση με βρωμιούχο αιθίδιο [75]. Υπάρχουν δύο κύριες μέθοδοι απεικόνισης των 

προϊόντων PCR: (1) χρώση του ενισχυμένου προϊόντος DNA με μία χημική χρωστική 

όπως το βρωμιούχο αιθίδιο, η οποία παρεμβάλλεται μεταξύ των δύο αλυσίδων του 

duplex ή (2) επισήμανση των εκκινητών PCR ή των νουκλεοτιδίων με φθορίζουσες 

χρωστικές (φθοριοφόρες) πριν από την ενίσχυση της PCR. Η τελευταία μέθοδος 

επιτρέπει την άμεση ενσωμάτωση των ετικετών στο προϊόν της PCR. Η πιο ευρέως 

χρησιμοποιούμενη μέθοδος για την ανάλυση του προϊόντος PCR είναι η χρήση 

ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης, η οποία διαχωρίζει τα προϊόντα DNA με βάση το 

μέγεθος και το φορτίο. Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης είναι η ευκολότερη 

μέθοδος απεικόνισης και ανάλυσης του προϊόντος PCR. Επιτρέπει τον προσδιορισμό της 

παρουσίας και του μεγέθους του προϊόντος PCR. Ένα προκαθορισμένο σύνολο 

προϊόντων DNA με γνωστά μεγέθη εκτελείται ταυτόχρονα στο πηκτή ως τυποποιημένοι 

μοριακοί δείκτες που βοηθούν στον προσδιορισμό του μεγέθους του προϊόντος [87]. Η 

PCR έχει χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση πολυάριθμων τροφιμογενών παθογόνων 

όπως Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus, 

Campylobacter jejuni, Salmonella spp. και Shigella spp. [88]. 

Υπάρχουν πολλαπλά πλεονεκτήματα της PCR. Ȇρώτον, είναι μία απλή τεχνική στην 

κατανόηση και τη χρήση και παράγει γρήγορα αποτελέσματα. Είναι μία εξαιρετικά 

ευαίσθητη τεχνική με δυνατότητα παραγωγής εκατομμυρίων έως δισεκατομμυρίων 

αντιγράφων ενός συγκεκριμένου προϊόντος για αλληλουχία, κλωνοποίηση και ανάλυση. 

Αυτό ισχύει και για την qRT-PCR, αλλά η qRT-PCR έχει το πλεονέκτημα της 

ποσοτικοποίησης του συνθετικού προϊόντος. Έτσι, μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την 

ανάλυση μεταβολών των επιπέδων έκφρασης γονιδίων σε όγκους, μικρόβια ή άλλες 

καταστάσεις ασθενειών.  Αν και η PCR είναι μια πολύτιμη τεχνική, έχει περιορισμούς. 
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Επειδή η PCR είναι μία εξαιρετικά ευαίσθητη τεχνική, οποιαδήποτε μορφή μόλυνσης 

του δείγματος ακόμη και από ίχνη DNA μπορεί να οδηγήσει σε παραπλανητικά 

αποτελέσματα [89]. Επιπλέον, προκειμένου να σχεδιαστούν εκκινητές για την PCR, 

απαιτούνται κάποια προηγούμενα δεδομένα αλληλουχίας. Ως εκ τούτου, η PCR μπορεί 

να χρησιμοποιηθεί μόνο για τον προσδιορισμό της παρουσίας ή της απουσίας ενός 

γνωστού παθογόνου ή γονιδίου. Ένας άλλος περιορισμός είναι ότι οι εκκινητές που 

χρησιμοποιούνται για την PCR μπορούν να συνδεθούν μη ειδικά σε αλληλουχίες που 

είναι παρόμοιες, αλλά όχι εντελώς ταυτόσημες με το DNA-στόχο. Επιπλέον, λανθασμένα 

νουκλεοτίδια μπορούν να ενσωματωθούν στην αλληλουχία PCR από την πολυμεράση 

DNA, αν και με πολύ χαμηλό ρυθμό. 

 

2.2.2.  Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πολλαπλών εκκινητών (mPCR) 

Η mPCR προσφέρει ταχύτερη ανίχνευση σε σύγκριση με την απλή PCR μέσω της 

ταυτόχρονης ενίσχυσης πολλαπλών γονιδιακών στόχων. Η βασική αρχή της mPCR είναι 

παρόμοια με τη συμβατική PCR. Ωστόσο, στη ανάλυση mPCR χρησιμοποιούνται 

διάφορα σύνολα ειδικών εκκινητών, ενώ στη συμβατική δοκιμασία PCR χρησιμοποιείται 

μόνο ένα σύνολο ειδικών εκκινητών. ȅ σχεδιασμός των εκκινητών είναι πολύ 

σημαντικός για την ανάπτυξη της mPCR, καθώς τα σύνολα εκκινητών πρέπει να έχουν 

παρόμοια θερμοκρασία ανόπτησης προκειμένου να παραχθεί μία επιτυχής ανάλυση 

mPCR [75]. Εκτός αυτού, η συγκέντρωση των εκκινητών είναι επίσης σημαντική στην 

mPCR. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι μπορεί να εμφανιστεί αλληλεπίδραση μεταξύ 

των πολλαπλών σετ εκκινητών στην mPCR, η οποία οδηγεί σε διμερή των εκκινητών, 

επομένως, η συγκέντρωση των εκκινητών μπορεί να χρειαστεί να προσαρμοστεί για να 

εξασφαλιστεί η παραγωγή αξιόπιστων προϊόντων PCR [75]. Άλλοι σημαντικοί 

παράγοντες για μία επιτυχημένη δοκιμή mPCR περιλαμβάνουν τις συγκεντρώσεις των 

ρυθμιστικών διαλυμάτων PCR, την ισορροπία μεταξύ των συγκεντρώσεων χλωριούχου 

μαγνησίου και δεοξυνουκλεοτιδίων, τις ποσότητες του προτύπου DNA, τις θερμοκρασίες 

κύκλου και την Taq DNA πολυμεράση [90]. 

Ȇροηγουμένως, η mPCR χρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση περίπου δύο έως τριών 

παθογόνων μόνο. Τώρα, η mPCR είναι πιο προηγμένη και μπορεί να ανιχνεύσει έως και 

πέντε ή περισσότερα παθογόνα ταυτόχρονα. ȅι Chen και οι συνεργάτες του είχαν 

πραγματοποιήσει mPCR για την ταυτόχρονη ανίχνευση της Salmonella Enteritidis, του 
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Staphylococcus aureus, της Shigella flexneri, της Listeria monocytogenes και της 

Escherichia coli O157:H7 χρησιμοποιώντας πέντε ζεύγη εκκινητών που στόχευαν την 

πρωτεΐνη εισβολής (invasion protein, invA), το 16S rDNA, το πλασμιδιακό αντιγόνο 

εισβολής H (invasion plasmid antigen H, ipaH), τη λιστεριολυσίνη O (listeriolysin O, 

hlyA) και το γονίδιο intimin (eaeA), αντίστοιχα [91]. ȅι Ryu et al είχαν αναπτύξει μία 

νέα δοκιμή mPCR η οποία είναι σε θέση να ανιχνεύει και να διακρίνει έξι είδη Listeria 

ταυτόχρονα σε ένα σωληνάριο με υψηλή ακρίβεια [92]. Τα είδη Listeria που 

ταυτοποιήθηκαν με επιτυχία είναι τα εξής: Listeria monocytogenes, Listeria grayi, 

Listeria ivanovii, Listeria innocua, Listeria welshimeri και Listeria seeligeri. Το όριο 

ανίχνευσης της mPCR ήταν 7,58 × 104 αντίγραφα για το μικτό γονιδιωματικό DNA. 

 

 

Εικόνα 1 Ανίχνευση τεσσάρων τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών με βάση πολλαπλή PCR 

μαγνητικού διαχωρισμού και τριχοειδή ηλεκτροφόρηση 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/biot.202100335  

Ȇεραιτέρω βελτιώσεις της mPCR περιλαμβάνουν την ανάπτυξη μίας νέας GeXP-PCR 

από τους Zhou και συνεργάτες για την ταυτόχρονη ανίχνευση έξι τροφιμογενών 

βακτηριακών παθογόνων: Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli O157:H7, Shigella spp. και Campylobacter jejuni [88]. Το 

σύστημα γενετικής ανάλυσης GenomeLab Gene Expression Profiler (GeXP) επιτρέπει 

την υψηλή απόδοση και την ανίχνευση πολλαπλών παθογόνων μικροοργανισμών σε μία 

μόνο αντίδραση. Η αναλυτική διαδικασία περιλαμβάνει σχεδιασμό εκκινητών, ενίσχυση 

PCR και τριχοειδή ηλεκτροφορητικό διαχωρισμό των προϊόντων PCR αντί για 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης. ȅ πολλαπλασιασμός PCR GeXP περιλαμβάνει τη 
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χρήση χιμαιρικών (chimeric) εκκινητών, καθολικών εκκινητών και τριχοειδούς 

ηλεκτροφορητικού διαχωρισμού των προϊόντων PCR αντί ηλεκτροφόρησης σε πηκτή 

αγαρόζης. ȅι χιμαιρικοί εκκινητές περιέχουν μια ειδική για το γονίδιο αλληλουχία με μια 

καθολική ετικέτα στο 5′ άκρο και χρησιμοποιούνται για την παραγωγή αμπλικονίων με 

καθολικές ετικέτες. Στη συνέχεια, οι καθολικοί εκκινητές που περιέχουν την ίδια 

αλληλουχία με τις καθολικές ετικέτες που χρησιμοποιούνται στους χιμαιρικούς 

εκκινητές θα οδηγήσουν τις υπόλοιπες αντιδράσεις PCR. ȅ εμπρόσθιος καθολικός 

εκκινητής είναι ομοιοπολικά επισημασμένος με φθορίζουσα χρωστική στο 5′ άκρο και 

χρησιμοποιείται για την ανίχνευση κατά την τριχοειδή ηλεκτροφόρηση [88]. Αυτή η 

μέθοδος βρέθηκε ότι είναι πιο ευαίσθητη και κατάλληλη για ανάλυση υψηλής απόδοσης. 

Το όριο ανίχνευσης της GeXP-PCR για Salmonella, Listeria monocytogenes, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7, Shigella spp. και Campylobacter 

jejuni ήταν 420, 310, 270, 93, 85 και 66 CFU/mL αντίστοιχα. 

 

2.2.3.  PCR πραγματικού χρόνου ή ποσοτική PCR (qPCR) 

Η PCR πραγματικού χρόνου ή ποσοτική PCR διαφέρει από την απλή PCR, καθώς δεν 

απαιτεί ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης για την ανίχνευση των προϊόντων PCR. Η 

μέθοδος αυτή είναι σε θέση να παρακολουθεί συνεχώς τον σχηματισμό των προϊόντων 

PCR σε ολόκληρη την αντίδραση μετρώντας το φθορίζον σήμα που παράγεται από 

ειδικούς διπλά επισημασμένους ανιχνευτές ή χρωστικές παρεμβολής. Η ένταση του 

φθορισμού είναι ανάλογη της ποσότητας των αμπλικονίων PCR [93]. 

Έχουν αναπτυχθεί διάφορα συστήματα φθορισμού για qPCR και τα πιο συχνά 

χρησιμοποιούμενα συστήματα φθορισμού περιλαμβάνουν το SYBR green, τους 

ανιχνευτές TaqMan και τους μοριακούς φάρους. Το SYBR green είναι μία φθορίζουσα 

χρωστική που δεσμεύει δίκλωνο DNA (double-stranded, dsDNA). Αυτή η μη 

αλληλουχοειδής χρωστική παρεμβολής εκπέμπει λίγο φθορισμό και το σήμα φθορισμού 

ενισχύεται όταν δεσμεύεται στη δευτερεύουσα αύλακα της διπλής έλικας του DNA [94]. 

ȅι ανιχνευτές TaqMan και οι μοριακοί φάροι είναι οι συνήθεις εναλλακτικές λύσεις του 

SYBR green. ȅι ανιχνευτές TaqMan, γνωστοί και ως ανιχνευτές διπλής χρωστικής, είναι 

ολιγονουκλεοτίδια που περιέχουν ένα φθοριοφόρο ως χρωστική αναφοράς στο 5′-άκρο 

και τη χρωστική σβέσης στο 3′-άκρο. Η χρωστική αναφοράς και η χρωστική απόσβεσης 

βρίσκονται κοντά η μία στην άλλη και αυτό εμποδίζει τον εκπεμπόμενο φθορισμό της 
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χρωστικής αναφοράς [95]. ȅ ανιχνευτής TaqMan είναι συμπληρωματικός προς μία 

συγκεκριμένη νουκλεοτιδική αλληλουχία σε έναν από τους κλώνους του αμφικλίνου 

εσωτερικά και των δύο εκκινητών και το σύστημα εξαρτάται από τη δραστικότητα της 

5′-3′ εξωνουκλεάσης της Taq DNA πολυμεράσης που διασπά τον ανιχνευτή και 

διαχωρίζει τις δύο χρωστικές προκειμένου να παραχθεί το φθοριοφόρο σήμα [96]. 

ȅι μοριακοί φάροι είναι ολιγονουκλεοτιδικοί ανιχνευτές με διαμόρφωση 

φουρκέτας/στελέχους και βρόχου, όπου η αλληλουχία που είναι συμπληρωματική προς 

μια αλληλουχία-στόχο υπάρχει στο τμήμα του βρόχου και το στέλεχος παράγεται από 

την ανόπτηση δύο συμπληρωματικών αλληλουχιών βραχιόνων. Στο ένα άκρο του 

ανιχνευτή συνδέεται μία χρωστική αναφοράς και στο άλλο άκρο συνδέεται μία χρωστική 

σβέσης. Ȁαι οι δύο χρωστικές βρίσκονται σε κοντινή απόσταση η οποία διατηρείται από 

το υβριδικό στέλεχος, επομένως δεν παράγεται φθορισμός [96]. ȅ μοριακός φάρος 

παράγει σήμα φθορισμού κατά τον υβριδισμό του ανιχνευτή με τη συμπληρωματική του 

νουκλεοτιδική αλληλουχία στο αμπλικόνιο. Ȁατά τη διάρκεια του υβριδισμού, ο 

ανιχνευτής υφίσταται αυθόρμητη αλλαγή διαμόρφωσης που διαχωρίζει τις δύο 

χρωστικές και αυτό επιτρέπει την εμφάνιση φθορισμού [97]. 

Η ανίχνευση της Salmonella σε φρεσκοκομμένα φρούτα και λαχανικά με qPCR με 

μοριακό φάρο που στοχεύει στο γονίδιο που σχετίζεται με την εισβολή (invasion 

associated gene, iagA) αναφέρθηκε για πρώτη φορά από τους Liming και Bhagwat 2004 

[97]. Το όριο ανίχνευσης ήταν περίπου 4 CFU/25 g προϊόντος μετά από εμπλουτισμό. ȅι 

Tyagi και συνεργάτες 2009 ανέπτυξαν μία ευαίσθητη και εξαιρετικά αναπαραγώγιμη 

ανάλυση qPCR SYBR green για την ανίχνευση του παθογόνου tdh-θετικού Vibrio 

parahaemolyticus σε τροπικά οστρακοειδή [98]. Το όριο ανίχνευσης ήταν 102 CFU/mL 

για ομογενοποιημένα ομοιογενή γαρίδας που εμπλουτίστηκαν με καθαρή καλλιέργεια. 

Άλλες πρόοδοι στην qPCR περιλαμβάνουν την ανάπτυξη του TaqMan και του SYBR 

Green qPCR για τον εντοπισμό και την ποσοτική ανίχνευση στελεχών Staphylococcus 

aureus που φέρουν το γονιδιακό σύμπλεγμα εντεροτοξινών (enterotoxin gene cluster, 

egc) στο νωπό γάλα. Ȇερίπου 1 × 103 CFU/mL Staphylococcus aureus ανιχνεύθηκε με 

την SYBR green qPCR ενώ 1 × 104 CFU/mL Staphylococcus aureus ανιχνεύθηκε με το 

TaqMan qPCR στο νωπό γάλα [99]. 

Επιπλέον, έχει αναπτυχθεί ανάλυση πολλαπλών qPCR για την ανίχνευση και τον 

ποσοτικό προσδιορισμό πολλαπλών τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών. ȅι 
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Fratamico και οι συνεργάτες του πραγματοποίησαν μελέτη για την ανίχνευση των 

οροομάδων O26, O45, O103, O111, O121 και O145 της Escherichia coli που παράγουν 

τοξίνη Shiga σε μοσχαρίσιο κιμά χρησιμοποιώντας πολλαπλή qPCR με εκκινητές που 

στοχεύουν στις τοξίνες Shiga (stx1 και stx2), στα γονίδια intimin (eae) και wzx [100]. 

Χρησιμοποιήθηκαν ανιχνευτές Taqman με διαφορετικούς συνδυασμούς φθοριοφόρων 

για την ανίχνευση του προϊόντος της πολλαπλής qPCR με όριο ανίχνευσης περίπου 50 

CFU ανά PCR. Επιπλέον, αναπτύχθηκε από τους Kim και τους συνεργάτες του μία 

ταυτόχρονη ανίχνευση των Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae και Vibrio 

vulnificus με πολλαπλή qPCR χρησιμοποιώντας εκκινητές που στοχεύουν τα γονίδια 

vmrA, zot και vuuA αντίστοιχα [101]. Τα προϊόντα της πολλαπλής qPCR ανιχνεύθηκαν 

και ποσοτικοποιήθηκαν με τη χρήση SYBR green. ȅι Hu και συνεργάτες διεξήγαγαν 

μελέτη για την ανίχνευση οκτώ τροφιμογενών βακτηριακών παθογόνων που 

περιλαμβάνουν Salmonella enterica subsp. enterica, Listeria monocytogenes, 

Escherichia coli O157, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Campylobacter 

jejuni, Enterobacter sakazakii και Shigella spp. με τη χρήση πολλαπλών qPCR με 

μοριακό φάρο που στοχεύει τα γονίδια ssaR, hlyA, rfbE, toxR, vvh, gyrA, 16SrRNA και 

ipaH αντίστοιχα [102]. Τα όρια ανίχνευσης της ανάλυσης κυμάνθηκαν από 1,3 × 103-1,6 

× 104 CFU/g δείγματος κοπράνων. 

Ȃεταξύ των συστημάτων φθορισμού που συζητήθηκαν για qPCR, το SYBR green είναι 

απλό και λιγότερο δαπανηρό σε σύγκριση με τους ανιχνευτές TaqMan ή τους μοριακούς 

φάρους [103]. Εκτός αυτού, το πλεονέκτημα της χρήσης του SYBR green είναι ότι η 

καμπύλη τήξης του DNA μπορεί να δημιουργηθεί μετά την PCR μαζί με τον υπολογισμό 

της τιμής Tm των ενισχυμένων προϊόντων. Αυτό απαιτείται προκειμένου να 

διαφοροποιηθούν τα προϊόντα-στόχοι από τον σχηματισμό διμερών εκκινητών. Τα 

προϊόντα διμερών εκκινητών έχουν χαμηλότερες τιμές Tm σε σύγκριση με τα αμπλικόνια 

[95]. Το SYBR green δεν έχει εξειδίκευση και δεσμεύεται σε όλα τα δίκλωνα DNA, 

επομένως μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση οποιουδήποτε προϊόντος PCR 

[104]. Ωστόσο, η χρωστική SYBR green δεσμεύεται σε άλλα μη ειδικά προϊόντα της 

αντίδρασης, τα οποία περιλαμβάνουν διμερή εκκινητών [104]. Όσον αφορά τους 

ανιχνευτές TaqMan και τους μοριακούς φάρους, είναι ανιχνευτές ειδικοί για την 

αλληλουχία και δεσμεύονται μόνο στην αλληλουχία-στόχο τους, επομένως δεν θα 

ανιχνευθούν διμερή εκκινητών [95]. ȅρισμένες μελέτες έχουν δείξει ότι η qPCR με βάση 

το TaqMan είναι πιο ευαίσθητη σε σύγκριση με την qPCR με βάση το SYBR green ή 
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τους μοριακούς φάρους [105]. Ωστόσο, η ευαισθησία της μεθόδου με βάση την PCR 

επηρεάζεται κυρίως από την εξειδίκευση του εκκινητή, την αλληλουχία του εκκινητή και 

τη θερμοκρασία ανόπτησης, παρά από την επιλογή του ανιχνευτή ανίχνευσης [105]. 

Συνολικά, η qPCR είναι πιο ευαίσθητη από τη συμβατική PCR και ελαχιστοποιεί τον 

κίνδυνο διασταυρούμενης μόλυνσης [93]. 

Η συμβατική PCR και η πολλαπλή PCR που απαιτούν ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης για 

την ανίχνευση των προϊόντων PCR είναι δαπανηρές και χρονοβόρες, επομένως δεν είναι 

κατάλληλες για ανάλυση υψηλής απόδοσης και είναι δύσκολο να αυτοματοποιηθούν 

[88]. Όσον αφορά την qPCR, δεν απαιτείται επεξεργασία μετά την PCR. Αυτό επιτρέπει 

χαμηλό κίνδυνο διασταυρούμενης μόλυνσης, ανάλυση υψηλής απόδοσης και 

αυτοματοποίηση [106]. Τα πλεονεκτήματα της qPCR οδήγησαν στην ανάπτυξη 

διαφόρων εμπορικών kit qPCR για την ανίχνευση τροφιμογενών παθογόνων όπως η 

Salmonella, η Listeria monocytogenes, η Escherichia coli O157:H7 και το 

Campylobacter [107]. 

Τα παραδείγματα των εμπορικών kit qPCR για την ανίχνευση της Salmonella 

περιλαμβάνουν το Salmonella BAX™ PCR (DuPont Qualicon), το AnDiaTec® 

Salmonella real time PCR Kit (AnDia Tec), το Probelia™ Salmonella sp. (Sanofi 

Diagnostics Pasteur) και το TaqMan™ Salmonella detection kit (PE Applied Biosystems) 

[108]. ȅι Kimura και συνεργάτες αξιολόγησαν το kit ανίχνευσης TaqMan™ Salmonella 

για την ανίχνευση σαλμονέλας σε γαρίδες και κρέας [109]. Το όριο ανίχνευσης ήταν 120 

CFU/mL σε καθαρή καλλιέργεια. ȅι Wan και οι συνεργάτες του αξιολόγησαν τα kit 

ενίσχυσης και ανίχνευσης PCR Probelia™ Salmonella sp. για την ανίχνευση της 

Salmonella agona σε τεχνητά μολυσμένο γάλα σε σκόνη και τυρί ρικότα [110]. Το όριο 

ανίχνευσης ήταν περίπου 8-79 CFU/mL. Εκτός αυτού, οι Margot και οι συνεργάτες του 

αξιολόγησαν επτά εμπορικά kit qPCR για την ανίχνευση της Salmonella, τα οποία 

περιλαμβάνουν το BAX® system Q7 real-time PCR (DuPont Qualicon) και άλλα 

εμπορικά kit qPCR, όπως το ADIAFOOD® Salmonella (AES chemunex), το 

BIOTECON foodproof Salmonella Detection Kit (Biotecon Diagnostics), το BioControl 

Assurance GDS® TM Salmonella (BioControl), το Genedisc® Shiga Toxic E. colii και 

Salmonella spp. (Pall GeneDisc® Technologies), BioRad iQ-Check Salmonella 2 

(Biorad) και MicroSeq® Salmonella spp. Detection Kit (Applied Biosystems) [111]. 

Τα εμπορικά kit qPCR που διατίθενται για την ανίχνευση της Listeria monocytogenes 
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είναι τα BAX® Listeria monocytogenes Detection System (DuPont Qualicon), 

TaqMan® Listeria monocytogenes Detection Kit (Applied Biosystems), ADIAFOOD 

rapid pathogen detection system for Listeria monocytogenes (AES Chemunex), 

Probelia® Listeria monocytogenes PCR system (Biorad), LightCycler® Listeria 

monocytogenes Detection Kit (Roche/Biotecon) και GeneVision® Rapid Pathogen 

Detection System for Listeria monocytogenes [112]. Το BAX® Listeria monocytogenes 

Detection System έχει εγκριθεί από το USDA (2012) ως δοκιμή διαλογής για την L. 

monocytogenes. Εκτός αυτού, οι Wan και οι συνεργάτες του διεξήγαγαν μία μελέτη για 

τη σύγκριση του συστήματος PCR Probelia® Listeria monocytogenes και της μεθόδου 

11290-1 του Διεθνούς ȅργανισμού Τυποποίησης (ISO) για την ανίχνευση της L. 

monocytogenes σε δείγματα σολομού [113]. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι το σύστημα 

PCR Probelia® Listeria monocytogenes είναι εξίσου καλό με τη μέθοδο ISO και το όριο 

ανίχνευσης ήταν περίπου 20 CFU/mL καλλιέργειας ζωμού για καθαρή καλλιέργεια L. 

monocytogenes. 

Υπάρχουν πολλά περισσότερα εμπορικά kit qPCR που διατίθενται για την ανίχνευση 

άλλων τροφιμογενών βακτηριακών παθογόνων, όπως η Escherichia coli και το 

Campylobacter. Για παράδειγμα, Escherichia coli O157 BAX® PCR (DuPont Qualicon), 

ADIAFOOD rapid pathogen detection system for E. coli O157 και E. coli O157:H7 (AES 

Chemunex) και ADIAFOOD Campylobacter JCL qPCR commercial kit (AES 

Chemunex) για την ανίχνευση των C. jejuni, C. coli και C. lari [114]. 

 

2.2.4. Ενίσχυση με βάση την αλληλουχία νουκλεϊκών οξέων (NASBA) 

Η NASBA αναπτύχθηκε από τον Compton στις αρχές της δεκαετίας του '90 και 

λειτουργεί ενισχύοντας νουκλεϊκά οξέα υπό ισοθερμικές συνθήκες, σε αντίθεση με την 

PCR που απαιτεί σύστημα θερμοκυκλώσεων [115]. Η NASBA χρησιμοποιείται συνήθως 

για την ενίσχυση του RNA, όπου το μονόκλωνο πρότυπο RNA μετατρέπεται σε 

συμπληρωματικό DNA (complementary DNA, cDNA) από την αντίστροφη 

μεταγραφάση κατά τη διάρκεια της αντίδρασης. Η αντίδραση NASBA λαμβάνει χώρα 

στους 41°C περίπου και περιλαμβάνει δύο ειδικούς εκκινητές και τρία ένζυμα: την 

αντίστροφη μεταγραφάση του ιού της μυελοβλάστης των πτηνών (avian myeloblastosis 

virus, AMV), την Τ7 RNA πολυμεράση και την ριβονουκλεάση H. Τα αμπλικόνια 

NASBA μπορούν να ανιχνευθούν με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης [116]. 
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Εικόνα 2 Σχηματική αναπαράσταση της ενίσχυσης με βάση την αλληλουχία νουκλεϊκών 

οξέων (NASBA) https://www.researchgate.net/figure/Schematic-representation-of-nucleic-

acid-sequence-based-amplification-NASBA_fig4_236316412  

ȅι μέθοδοι ανίχνευσης προϊόντων μετά την NASBA, όπως η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

αγαρόζης ή η ανάλυση σε πηκτή με ένζυμο, θεωρούνται ενεργοβόρες και μη οικονομικά 

αποδοτικές. Αυτό οδηγεί στην ανάπτυξη μίας νέας NASBA πραγματικού χρόνου, η οποία 

χρησιμοποιεί φθορίζοντες ανιχνευτές που είναι μοριακοί φάροι για την ανίχνευση των 

μονόκλωνων αμπλικονίων RNA, παράγοντας έτσι μία ομοιογενή ανάλυση NASBA [116]. 

Η NASBA πραγματικού χρόνου έχει χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση διαφόρων 

τροφιμογενών παθογόνων όπως η Salmonella enterica, η Vibrio cholerae, ο Staphylococcus 

aureus, το Campylobacter jejuni και το Campylobacter coli [117]. Επιπλέον, η NASBA 

πραγματικού χρόνου είναι σε θέση να ανιχνεύσει βιώσιμους μικροοργανισμούς που 

υπάρχουν σε δείγματα τροφίμων μέσω της ενίσχυσης mRNA και η ανίχνευση στόχων RNA 

θα υποδεικνύει την παρουσία βιώσιμων κυττάρων [118]. Η NASBA πραγματικού χρόνου 

έχει χρησιμοποιηθεί για τη διάκριση των βιώσιμων από τα μη βιώσιμα βακτηριακά κύτταρα 

και συνήθως απαιτείται επεξεργασία με RNάση για την αποικοδόμηση του mRNA-στόχου 

από τα νεκρά κύτταρα πριν από την εκχύλιση νουκλεϊκού οξέος ή απαιτείται επεξεργασία 

των δειγμάτων με DNάση χωρίς RNάση πριν από την εκτέλεση της ανάλυσης NASBA 

[119]. 

Η NASBA προσφέρει ανάλυση υψηλής απόδοσης και έχει διατεθεί στο εμπόριο ως kit. 

Υπάρχουν διάφορα εμπορικά kit NASBA που κατασκευάζονται από τις Life Sciences, KIT 

Biomedical Research, Gen-Probe και bioMérieux [120]. Ωστόσο, το εμπορικό kit NASBA 

που χρησιμοποιείται για την ανίχνευση βακτηριακών παθογόνων μικροοργανισμών που 
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μεταδίδονται μέσω τροφίμων είναι κυρίως το Nuclisens EasyQ® Basic Kit (bioMérieux). 

Το Nuclisens EasyQ® Basic Kit μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση και την 

ταυτοποίηση της Listeria monocytogenes, της Salmonella enterica και του Vibrio cholerae 

[121]. 

 

2.2.5. Ισόθερμη ενίσχυση μέσω βρόχου (LAMP) 

Η LAMP είναι μία νέα μέθοδος ενίσχυσης νουκλεϊκών οξέων που αναπτύχθηκε από τους 

Notomi και τους συνεργάτες του, η οποία παρέχει ταχεία, ευαίσθητη και ειδική ανίχνευση 

των τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών [122]. Η τεχνική είναι εξαιρετικά ειδική 

και αυξάνει την ποσότητα του ενισχυμένου DNA ακόμη και σε ένα δισεκατομμύριο 

αντίγραφα σε λιγότερο από μία ώρα, σε σύγκριση με ένα εκατομμύριο αντίγραφα που 

αποδίδει η PCR. Η ισοθερμική ενίσχυση μπορεί να πραγματοποιηθεί χωρίς προηγμένο 

εργαστηριακό εξοπλισμό, όπως σε ξηρό θερμαντήρα μπλοκ ή σε υδατόλουτρο. Ȃία άλλη 

καινοτόμος πτυχή της LAMP είναι η υψηλή εξειδίκευσή της λόγω της χρήσης πολλών 

εκκινητών (από τέσσερις έως έξι), οι οποίοι μπορούν να διακρίνουν έως και οκτώ 

συγκεκριμένες θέσεις στο πρότυπο DNA, σε σύγκριση με δύο μόνο στην τυπική PCR.  Ένα 

αποφασιστικό στοιχείο που είναι υπεύθυνο για τη σωστή εξέλιξη της αντίδρασης LAMP 

είναι το στάδιο του σχεδιασμού των εκκινητών. Αρκετά ζεύγη εκκινητών πρέπει να 

βελτιστοποιηθούν όσον αφορά μια σειρά παραγόντων, συμπεριλαμβανομένης της 

συγκέντρωσης, της θέσης των ζευγών νουκλεοτιδίων και της απόστασης μεταξύ των 

περιοχών DNA [123]. 

ȅι εκκινητές πρέπει να έχουν δομή μονής αλυσίδας στους 60-65 °C και δεν πρέπει να 

δημιουργούν σταθερή δομή διπλής αλυσίδας. Η χρήση μεγαλύτερου αριθμού εκκινητών για 

την ενίσχυση, της ίδιας αλληλουχίας μπορεί να αυξήσει τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ τους. 

ȅ σχεδιασμός των εκκινητών LAMP μπορεί να πραγματοποιηθεί με τη χρήση διαδικτυακού 

λογισμικού, όπως το PrimerExplorer (https://primerexplorer.jp/e/), το LAMP Designer 

Optigene  (www.optigene.co.uk/lamp-designer/) ή το Premier Biosoft  

(http://www.premierbiosoft.com/isothermal/lamp.html). Επιπλέον, η επιλογή των 

εκκινητών απαιτεί προηγούμενη ανάλυση της παραλλακτικότητας πολλών γονιδιωματικών 

αλληλουχιών στο στοχευόμενο είδος, ανάλογα με τον στόχο της LAMP. Εάν οι 

πληροφορίες αυτές δεν είναι διαθέσιμες, πρέπει να εφαρμοστεί αλληλούχιση για τον 

προσδιορισμό της παραλλακτικότητας ενός συγκεκριμένου γονιδίου στο είδος, γεγονός που 
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επεκτείνει σημαντικά τον χρόνο και την προσπάθεια που απαιτούνται για μία συνήθη 

εφαρμογή LAMP [123]. 

Τα ζεύγη των εκκινητών που χρησιμοποιούνται στην LAMP είναι τα εξής: οι εσωτερικοί 

εκκινητές, εσωτερικός εκκινητής προς τα εμπρός (FIP) και εσωτερικός εκκινητής προς τα 

πίσω (BIP)- οι εξωτερικοί εκκινητές, εκκινητής προς τα εμπρός (F3) και εκκινητής προς τα 

πίσω (B3)- και οι προαιρετικοί εκκινητές βρόχου, εκκινητής βρόχου προς τα εμπρός (FL) 

και εκκινητής βρόχου προς τα πίσω (BL). ȅι εσωτερικοί εκκινητές είναι συμπληρωματικοί 

σε δύο απομακρυσμένες θέσεις του προτύπου (στην αλυσίδα με νόημα και στην αντινόημα 

αλυσίδα). ȅι εξωτερικοί εκκινητές είναι μικρότεροι (21-24 bp) και εφαρμόζονται σε 

χαμηλότερες συγκεντρώσεις στο μείγμα αντίδρασης για να συνδέονται με το πρότυπο πιο 

αργά από ό,τι οι εσωτερικοί εκκινητές. ȅι εσωτερικοί και οι εξωτερικοί εκκινητές, τόσο 

προς τα εμπρός όσο και προς τα πίσω, σε συνδυασμό με την πολυμεράση Bst DNA, η οποία 

παρουσιάζει υψηλή δραστικότητα μετατόπισης κλώνων στους 60-65 °C, δημιουργούν μία 

δομή DNA που μοιάζει με αλτήρα [124]. 

 

Εικόνα 3 Εκκινητές που χρησιμοποιούνται στην αντίδραση LAMP 

Αυτή η δομή χρησιμεύει ως πρότυπο για περαιτέρω ενίσχυση. Η προσθήκη εκκινητών 

βρόχου, οι οποίοι είναι συμπληρωματικοί προς το DNA που μοιάζει με αλτήρα, αυξάνει τον 

αριθμό των "σημείων εκκίνησης" κατά τη διάρκεια της αντίδρασης LAMP μέχρι συνολικά 

οκτώ ενισχυμένες αλληλουχίες DNA [124]. Έτσι, οι εκκινητές βρόχου βελτιώνουν 

σημαντικά την αποτελεσματικότητα και την ευαισθησία της αντίδρασης και μειώνουν τον 

χρόνο που απαιτείται κατά 50%. Επιπλέον, οι εκκινητές βρόχου ενεργοποιούνται μόνο μία 
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φορά όταν έχει δημιουργηθεί το τεχνητό πρότυπο, γεγονός που αυξάνει σημαντικά την 

επιλεκτικότητα της αντίδρασης [125]. 

Η LAMP βασίζεται στην αυτοκυκλική σύνθεση του DNA με μετατόπιση της αλυσίδας που 

πραγματοποιείται από την πολυμεράση Bst DNA large fragment υπό ισόθερμες συνθήκες 

μεταξύ 59°C και 65°C για 60 min. Στην LAMP, χρησιμοποιούνται τέσσερις εκκινητές που 

περιλαμβάνουν δύο εσωτερικούς εκκινητές και δύο εξωτερικούς εκκινητές για τη στόχευση 

έξι συγκεκριμένων περιοχών του DNA-στόχου. Δομές DNA που μοιάζουν με κουνουπίδι 

και φέρουν πολλαπλούς βρόχους, καθώς και DNA στελέχους με βρόχους διαφόρων 

μεγεθών είναι τα τελικά προϊόντα της LAMP. Ȃε την LAMP μπορεί να παραχθεί μεγάλη 

ποσότητα αμπλικονίων εντός 60 min, η οποία είναι συνήθως 103 φορές ή μεγαλύτερη σε 

σύγκριση με την απλή PCR. Τα αμπλικόνια LAMP μπορούν να ανιχνευθούν με 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης ή με τη χρωστική SYBR Green I [126]. 

 

Εικόνα 4 ǿσοθερμική ενίσχυση με τη βοήθεια βρόχου (LAMP)  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666517422000177  

Στον τομέα της ανίχνευσης τροφιμογενών παθογόνων, η LAMP χρησιμοποιήθηκε για 

πρώτη φορά για την ανίχνευση του γονιδίου stxA2 στην Escherichia coli O157:H7 [127]. 

Έκτοτε, η LAMP χρησιμοποιείται για την ανίχνευση διαφόρων τροφιμογενών παθογόνων 

λόγω της ταχύτητας και της ευαισθησίας της. Η LAMP έχει αποδειχθεί ότι είναι πιο 

εξειδίκευμένη και ευαίσθητη σε σύγκριση με τις δοκιμασίες PCR για την ανίχνευση 

τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών [128]. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι η 

LAMP χρησιμοποιεί τέσσερις εκκινητές που στοχεύουν σε έξι συγκεκριμένες περιοχές και 

παρέχει ταχεία ενίσχυση, μεγαλύτερη απόδοση προϊόντων ενίσχυσης και χαμηλότερα όρια 
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ανίχνευσης από τις αναλύσεις PCR [129]. Ȃέχρι σήμερα διατίθενται εμπορικά kit LAMP 

για την ανίχνευση της Listeria, της Salmonella, του Campylobacter, της Legionella και της 

Escherichia coli που παράγει βεροτοξίνη [130]. Για παράδειγμα, το kit ανίχνευσης 

Loompamp (Eiken Chemical) είναι διαθέσιμο στο εμπόριο για την ανίχνευση τροφιμογενών 

παθογόνων όπως η Salmonella enterica [131], η Shigella [132], η εντεροδιεισδυτική 

Escherichia coli [132], η βεροτοξινογόνος Escherichia coli O157 και O26 [133] και το 

Campylobacter [134]. 

Ȃε την πάροδο του χρόνου, εισήχθησαν διάφορες παραλλαγές της LAMP, 

συμπεριλαμβανομένης της ισοθερμικής ενίσχυσης με τη βοήθεια βρόχου αντίστροφης 

μεταγραφής (RT-LAMP), της ισοθερμικής ενίσχυσης με τη βοήθεια βρόχου πολλαπλών 

διεργασιών (M-LAMP) και της παρατήρησης του προϊόντος σε πραγματικό χρόνο με 

τροποποίηση του αρχικού πρωτοκόλλου, η οποία επέτρεψε την ανάλυση RNA και την 

πολλαπλή ανίχνευση [135]. Όπως και στην παραλλαγή RT-PCR, η RT-LAMP χρησιμοποιεί 

αντίστροφη μεταγραφάση σε συνδυασμό με DNA πολυμεράση για την ανίχνευση 

αλληλουχιών RNA ή πολυμεράση με δραστηριότητα αντίστροφης μεταγραφάσης, π.χ. Bst 

3.0 ή OmniAmp [136]. Η διαδικασία αποδείχθηκε εξαιρετικά χρήσιμη για τη διάγνωση 

πολλών ιών RNA [137]. Ȃε τη σειρά της, η M-LAMP μπορεί να ανιχνεύσει πολλούς 

παθογόνους μικροοργανισμούς σε μία μόνο αντίδραση ή δοκιμαστικό σωλήνα εάν 

χρησιμοποιηθούν περισσότεροι εκκινητές ή εκκινητές με μοναδικά σήματα φθορισμού 

[138]. 

Εκτός αυτού, έχουν αναπτυχθεί διάφοροι τύποι δοκιμασιών LAMP για την ανίχνευση 

τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών. Για παράδειγμα, η πολλαπλή LAMP, η 

LAMP αντίστροφης μεταγραφής, η LAMP πραγματικού χρόνου και η in situ LAMP [139]. 

Η διαθεσιμότητα παρακολούθησης σε πραγματικό χρόνο των προϊόντων ενίσχυσης LAMP 

με την παρουσία θολερότητας ή φθορισμού εξαλείφει την ανάγκη χρώσης με βρωμιούχο 

αιθίδιο και ηλεκτροφόρησης πηκτής. Ως εκ τούτου, αυτό επιτρέπει την ανάλυση υψηλής 

απόδοσης μαζί με την υψηλή ευαισθησία και εξειδίκευσή της. 

Για να βελτιωθεί η ακρίβεια της LAMP, με μείωση του φθορισμού υποβάθρου και αύξηση 

του φθορισμού σήματος, έχουν προταθεί διάφορες προσεγγίσεις, όπως ο σχεδιασμός 

ανιχνευτών μετατόπισης της αλυσίδας [140], καρβοξαμιδίου και ȃ-αλκυλοκαρβοξαμιδίου 

[141], πουλουλάνης [142], χλωριούχου γουανιδίνης [143], θερμοκρασίας επαφής με 

πρόσθετα όπως διμεθυλοσουλφοξείδιο [144] και ένα σύστημα ανιχνευτών Janus [145]. 



Ανάπτυξη καινοτόμου μεθοδολογίας για την Ανίχνευση Ȇαθογόνων Βακτηρίων στα Τρόφιμα 
 

                                                                                    78 

 

Επιπλέον, χρησιμοποιήθηκαν νανοσωματίδια χρυσού [146] για την άσκηση επίδρασης 

θερμής εκκίνησης στο LAMP και πρωτεΐνη δέσμευσης μονόκλωνου DNA (SSB) [147] για 

την καταστολή της αλληλεπίδρασης μεταξύ των προτύπων DNA. Ȇρόσφατα, αναπτύχθηκε 

μια μέθοδος LAMP με βάση το οξείδιο του γραφενίου (graphene oxide, GO) για την 

ενίσχυση της ακρίβειας της LAMP, με ευρύτερο δυναμικό εύρος για τη διάκριση των 

αληθών από τα ψευδή αμπλικόνια [148]. Το GO ως δισδιάστατο (2D) νανοϋλικό με υψηλή 

επιφάνεια [149] χρησιμοποιήθηκε για τη μείωση του μη ειδικού υβριδισμού των DNA-

πρωτογενών, επειδή το GO τείνει να προσροφά μόνο μονόκλωνο νουκλεϊκό οξύ (ssDNA 

και RNA) και όχι δίκλωνο DNA [150]. Ωστόσο, η χρήση του GO σε αντιδράσεις ενίσχυσης 

νουκλεϊκών οξέων, όπως η PCR και η LAMP, αποτελεί συχνά πρόκληση λόγω των 

δυσμενών χαρακτηριστικών του GO, συμπεριλαμβανομένης της χαμηλής διασποράς 

παρουσία δισθενούς κατιόντος (π.χ. Mg2+) [151] και της προσρόφησης πρωτεϊνών στην 

επιφάνεια του GO, η οποία προκαλεί συσσωμάτωση πρωτεϊνών με απώλεια της ενζυμικής 

λειτουργίας [152]. Το GO χρησιμοποιήθηκε για την προσρόφηση εκκινητών ssDNA για 

την ενίσχυση της εξειδίκευσης σε PCR, μειώνοντας το σήμα υπόβαθρου που προκαλείται 

από μη ειδική ενίσχυση του DNA [153]. Το GO μειώνει τη μη ειδική ανόπτηση του ssDNA, 

όπως ο διμερισμός των εκκινητών και η ψευδής προετοιμασία, προσροφώντας την 

περίσσεια εκκινητών κατά τη διάρκεια μιας PCR. Ωστόσο, η DNA πολυμεράση, η οποία 

είναι απαραίτητη στην ενίσχυση νουκλεϊκών οξέων, τείνει να προσροφάται στην επιφάνεια 

GO μέσω μη ομοιοπολικών δεσμών, εμφανίζοντας μειωμένη λειτουργία με χαμηλή 

αποτελεσματικότητα στην ενίσχυση νουκλεϊκών οξέων. 

Η LAMP προσφέρει ορισμένα πλεονεκτήματα σε σύγκριση με την PCR, όπως (i) ταχεία 

λειτουργία, (ii) υψηλή ευαισθησία, (iii) μέγιστη εξειδίκευση και (iv) οικονομική 

αποδοτικότητα για την ανίχνευση τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών. Επιπλέον, 

η LAMP έχει αναδειχθεί ως αναλυτική τεχνική hotspot για την ανάλυση σε πραγματικό 

χρόνο των τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών λόγω των ευεργετικών παραγόντων 

της, όπως (i) ο φθορισμός, (ii) η θολερότητα και (iii) οι δυνατότητες ηλεκτροχημικής 

ανίχνευσης. Ȇαρά την υψηλή εξειδίκευση και την ταχύτητά της σε σύγκριση με την PCR, 

η LAMP δεν είναι κατάλληλη για την POC διάγνωση. Για την επίλυση αυτών των 

ζητημάτων, πολλοί ερευνητές επικεντρώνονται στην ενσωμάτωση της τεχνολογίας 

ημιαγωγών οξειδίου συμπληρωματικού μετάλλου (complementary-metal oxide-

semiconductor, CMOS) με την LAMP. Ȃε τον τρόπο αυτό, έχει επιτευχθεί με επιτυχία η 

παρακολούθηση της αντίδρασης σε πραγματικό χρόνο. ȅ Wang και οι συνεργάτες του 
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ανέπτυξαν ένα σύστημα LAMP με βάση το CMOS, το οποίο επιτρέπει την παρακολούθηση 

σε πραγματικό χρόνο των μεταβολών των φωτονίων ανάλογα με τη διαδικασία ενίσχυσης 

[154]. Για την πρόταση αυτή, χρησιμοποιήθηκε το μπλε της υδροξυναφθόλης 

(Hydroxynaphthol blue, HNB) ως δείκτης μετάλλων, ο οποίος μπορεί να αλλάξει χρώμα 

από ιώδες σε μπλε χρώμα. Αργότερα, η κόκκινη λυχνία LED χρησιμοποιήθηκε ως πηγή 

φωτός, η οποία αντιπροσωπεύει μείωση του αριθμού των φωτονίων. 

Σε μία άλλη μελέτη, ο Li και οι συνεργάτες του ανέπτυξαν τη μεθοδολογία LAMP με βάση 

τη βιώσιμη αλλά μη καλλιεργήσιμη κατάσταση χρησιμοποιώντας χρωστικές που 

παρεμβάλλονται στο DNA, όπως το μονοαζίδιο του αιθιδίου (ethidium monoazide, EMA) 

και το μονοαζίδιο του προπιδίου (propidium monoazide, PMA) [155]. Όπως αναπτύχθηκε, 

η τεχνολογία PMA/EMA-LAMP με βάση την PMA/EMA χρησιμοποιήθηκε με επιτυχία για 

την ποσοτικοποίηση της κατάστασης VBNC των βακτηρίων. Ȁατέδειξε μία θαυμάσια 

επίδραση στην κατανόηση των επιδημιών, όπου οι άνθρωποι υποφέρουν σοβαρά από μία 

ευρεία ποικιλία τροφιμογενών λοιμώξεων. Έδειξε (i) υψηλή ευαισθησία, (ii) μέγιστη 

εξειδίκευση και (iii) ταχύτητα σε σχέση με τις συμβατικές μεθόδους που βασίζονται στην 

PCR [155]. Η πολλαπλή αποτελεσματικότητα και ο έλεγχος υψηλής απόδοσης για την 

ανίχνευση πολλαπλών παθογόνων βακτηρίων με τη χρήση μίας μόνο συσκευής σε 

τροφιμογενείς λοιμώξεις είναι πάντα ιδιαίτερα συνιστώμενες. Για την εκπλήρωση αυτών 

των πλεονεκτημάτων, αναπτύχθηκε η φυγοκεντρική μικροσυσκευή LAMP για την 

ταυτοποίηση τροφιμογενών βακτηρίων όπως η E. coli O157:H7, η Salmonella enterica και 

το Vibrio parahaemolyticus. Στο παρόν, οι συγγραφείς σχεδίασαν εξεζητημένα τη 

φυγοκεντρική μικροσυσκευή και τον έλεγχο RPM. Ȃε τον τρόπο αυτό επιτρέπει την 

ταυτόχρονη εκτέλεση 24 αντιδράσεων LAMP με τρόπο υψηλής απόδοσης. ȅι αντιδράσεις 

αυτές μπορούν εύκολα να διακριθούν με γυμνό μάτι μέσω της εξέτασης της 

μεσολαβούμενης από το Eriochrome Black T (EBT) χρωματομετρικής αλλαγής του 

χρώματος από μωβ σε γαλάζιο του ουρανού. Χρησιμοποίησαν τη στρατηγική 

ρατιομετρικής επεξεργασίας εικόνας με βάση το RGB, η οποία διευκολύνει την επίτευξη 

υψηλότερων τιμών LOD σε σύγκριση με άλλες μεθόδους ανίχνευσης με βάση την 

ηλεκτροχημεία και τον φθορισμό. Επιπλέον, η μέθοδος αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως 

διαγνωστική πλατφόρμα POC για την ανίχνευση και την ταυτοποίηση τροφιμογενών 

βακτηρίων στο μέλλον [156]. 

ȅι ιοί είναι τα ευπροσάρμοστα μικροβιακά παθογόνα που οδήγησαν στην επιδημία του 

σοβαρού οξέος αναπνευστικού συνδρόμου (SARS), της γρίπης των πτηνών και της 
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πανδημίας της γρίπης των χοίρων το 2003, το 2005 και το 2009, αντίστοιχα. Ȃπορούν να 

δημιουργήσουν τις χειρότερες καταστάσεις στην ανθρώπινη υγεία μέσα σε σύντομο 

χρονικό διάστημα [157]. Στον σημερινό κόσμο, οι ιοί είναι τα ευάλωτα τροφιμογενή 

παθογόνα που προκαλούν τεράστιες βλάβες στην ανθρώπινη υγεία. Στο πλαίσιο αυτό, ο 

NoV, προκαλεί σε τεράστιο βαθμό οξεία γαστρεντερίτιδα, η οποία αντιπροσωπεύει 1 στις 

5 περιπτώσεις μεταξύ των ανεπτυγμένων χωρών. Τα Ȁέντρα Ελέγχου και Ȇρόληψης 

ȃοσημάτων (CDC) πραγματοποίησαν μία ολοκληρωμένη αξιολόγηση των κρουσμάτων 

γαστρεντερίτιδας στις ΗȆΑ μεταξύ των ετών 2009 και 2012. Έδειξε σαφώς ότι αναφέρθηκε 

περίπου το 48% των κρουσμάτων τροφιμογενών ασθενειών, τα οποία προκαλούνται από 

τον NoV [158]. Γενικά, χρησιμοποιούνται συχνά δοκιμασίες μοριακής βάσης για την 

ανίχνευση ιικών νουκλεϊκών οξέων. Ωστόσο, αυτές είναι περιορισμένες στην ανίχνευση 

ιών λόγω των ακόλουθων πτυχών: i) έλλειψη άφθονων ιδιαίτερα μολυσματικών ιών, οι 

οποίοι απαιτούν κρίσιμη δειγματοληψία και αξιολόγηση τεράστιων όγκων τροφίμων, ii) 

απαίτηση εκχύλισης και συγκέντρωσης των δειγμάτων ιών πριν από την ανίχνευση και iii) 

ανάγκη για την εκχύλιση ιών, οι οποίες δεν περιέχουν ουσίες που παρεμβαίνουν στις 

δοκιμασίες ή τις μεθόδους ανίχνευσης ιών. Από την άλλη πλευρά, η άμεση ανίχνευση και 

η ορθή ταυτοποίηση των ιών στα τρόφιμα είναι επίσης ένα δύσκολο έργο λόγω της μεγάλης 

ποικιλίας και πολυπλοκότητας των τροφίμων και της άλλης ετερογενούς κατανομής των 

ιών στις μολυσμένες ουσίες τροφίμων. Ως εκ τούτου, οι μοριακές μέθοδοι ανίχνευσης δεν 

διακρίνουν σαφώς την παρουσία μολυσματικών ιών, εκτός από τα θραύσματα του ιικού 

γονιδιώματος. ȅι περισσότεροι ιοί που σχετίζονται με τροφιμογενείς λοιμώξεις 

περιλαμβάνουν τον ιό NoV και τον ιό της ηπατίτιδας Α (HAV). Ωστόσο, άλλοι ιοί, όπως ο 

ιός της ηπατίτιδας Ε (HEV), ο αστροϊός, ο ανθρώπινος ροταϊός (HRV), ο ιός Aichi, ο 

εντεροϊός, ο σαπωνοϊός, ο παρβοϊός, οι κοροναϊοί και ο αδενοϊός μπορούν να μεταδοθούν 

μέσω ουσιών τροφίμων. Ανάλογα με τα συμπτώματα της λοίμωξης, οι ιοί μπορούν να 

ομαδοποιηθούν σε τρεις ομάδες, δηλαδή (i) εκείνους που προκαλούν γαστρεντερίτιδα 

(NoV, Αστροϊοί, ιός Aichi, HRV, Σαποϊοί και Αδενοϊοί), (ii) την εντερικά μεταδιδόμενη 

ηπατίτιδα (που προκαλείται από τους HEV και HAV, οι οποίοι μεταδίδονται στο ήπαρ και 

εκδηλώνουν νόσο) και (iii) εκείνους που πολλαπλασιάζονται κυρίως στο ανθρώπινο έντερο 

αλλά προκαλούν νόσο μετά τη μετανάστευση σε όργανα, δηλαδή στο κεντρικό νευρικό 

σύστημα (Εντεροϊοί) [159]. 

ȅι περισσότερες από τις 10 οικογένειες ιών προκαλούν τροφιμογενείς λοιμώξεις. ȅι 

ασθένειες κυμαίνονται από απλές διαρροϊκές λοιμώξεις έως σοβαρές φλεγμονές στον 
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εγκέφαλο, δηλαδή εγκεφαλίτιδα. Η παγκόσμια επιβάρυνση από τροφιμογενείς λοιμώξεις 

εξελίσσεται σε μεγάλο βαθμό λόγω της μετάδοσης ιών στον άνθρωπο μέσω πολύ κακών 

πρακτικών υγιεινής [160]. Ȃεταξύ των ιών, οι ιοί της ηπατίτιδας είναι ένας από τους σε 

μεγάλο βαθμό υπεύθυνους για τις τροφιμογενείς λοιμώξεις, οι οποίοι περιλαμβάνουν τους 

ιούς της ηπατίτιδας Α και Ε. Το κόστος της επιβάρυνσης για την τροφιμογενή ηπατίτιδα Α 

εκτιμάται ότι υπερβαίνει τα 36.000 δολάρια ΗȆΑ ανά άτομο στις Ηνωμένες Ȇολιτείες. Η 

ηπατίτιδα Α μπορεί να μεταδοθεί μέσω της κοπρανο-στοματικής οδού και της κατάποσης 

εξαιρετικά μολυσμένου νερού και τροφίμων, συμπεριλαμβανομένων φρούτων, 

οστρακοειδών και ωμών ή μη επεξεργασμένων λαχανικών. Το πιο σημαντικό είναι ότι τα 

κρούσματα τροφιμογενών και υδατογενών λοιμώξεων που σχετίζονται με τον ιό της 

ηπατίτιδας Α ευθύνονται για το 2%-7% των συνολικών ασθενειών [161]. ȅ ιός της 

ηπατίτιδας Ε είναι επίσης ένας από τους σημαντικότερους τύπους του ιού της ηπατίτιδας 

που προκαλεί τροφιμογενείς λοιμώξεις. Τέσσερις γονότυποι του ιού και οι γονότυποι 3 και 

4 είναι ζωονοσογόνοι ιοί που μολύνουν τον άνθρωπο, τους χοίρους και άλλα συγγενικά 

ζώα. ȅξείες επιδημίες του ιού της ηπατίτιδας Ε συνέβησαν αρκετές φορές στον κόσμο. Τα 

ποσοστά θνησιμότητας παρατηρούνται σε ποσοστό 25% σε έγκυες γυναίκες κατά το τρίτο 

τρίμηνο. ȅ ιός αυτός μεταδίδεται μέσω της κοπρανο-στοματικής οδού μέσω της 

κατανάλωσης μολυσμένων τροφίμων και νερού. Η μόλυνση αυτή αποδίδεται κυρίως στην 

κατανάλωση ωμού ή ατελώς μαγειρεμένου κρέατος που προέρχεται από αγριογούρουνα και 

ελάφια, λουκάνικα και συκωτιού του εμπορίου. Ȇρόσφατα αναπτύχθηκαν μέθοδοι LAMP 

αντίστροφης μεταγραφής (RT-LAMP) που ενσωματώνουν νανοσωματίδια χρυσού για την 

ανίχνευση των ιών της ηπατίτιδας Ε. Αυτή η RT-LAMP ενός βήματος σε συνδυασμό με τη 

στρατηγική χρωματομετρικής σήμανσης μπορεί να χρησιμοποιηθεί επιτυχώς για την 

ανίχνευση των ιών της ηπατίτιδας Ε σε σύγκριση με τις υπάρχουσες παραδοσιακές 

μεθόδους ανίχνευσης. Η μέθοδος αυτή συνιστάται ανεπιφύλακτα λόγω της απλότητας, της 

ταχύτητας και της υψηλής ευαισθησίας της μαζί με ένα όριο ανίχνευσης σχεδόν 101 

αντιγράφων RNA [162]. ȅι NoVs είναι ένας από τους σημαντικούς τύπους ιών που 

προκαλούν πολύ συχνά τροφιμογενείς λοιμώξεις. Για τον σκοπό αυτό αναπτύχθηκε η 

δοκιμασία RT-LAMP, η οποία επέδειξε εξαιρετική εξειδίκευση και υψηλή εκλεκτικότητα 

λόγω των έξι εκκινητών, όπου δύο εκκινητές βρόχου ταυτοποίησαν οκτώ περιοχές στην 

αλληλουχία-στόχο του ιού. Στις περισσότερες περιπτώσεις, η δοκιμασία αυτή μείωσε τον 

χρόνο ενίσχυσης της δοκιμασίας εντός 60 ή 90 min [163]. 

Τα τροφικά αλλεργιογόνα αποτελούν σοβαρή απειλή για τα άτομα προκαλώντας 
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ανοσολογικές αντιδράσεις και άλλες επιπλοκές. ȅ κύριος λόγος για το ζήτημα αυτό είναι η 

ανάπτυξη ευαισθητοποίησης στα άτομα που καταναλώνουν αλλεργιογόνα τρόφιμα. Για τον 

μετριασμό αυτών των προβλημάτων, η κυβέρνηση των Ηνωμένων Ȇολιτειών εισήγαγε ένα 

νόμο, δηλαδή τον νόμο για την επισήμανση των αλλεργιογόνων τροφίμων και την 

προστασία των καταναλωτών το 2004. Σύμφωνα με αυτόν, όλοι οι κατασκευαστές 

τροφίμων πρέπει να επισημαίνουν στα προϊόντα τους, αν περιέχουν οκτώ σημαντικά 

αλλεργιογόνα τρόφιμα, συμπεριλαμβανομένων των αυγών, των ψαριών, του γάλακτος, των 

ξηρών καρπών, των φιστικιών, της σόγιας ή του σιταριού και των οστρακοειδών 

οστρακοειδών. Αυτά τα "οκτώ μεγάλα" είναι εξαιρετικά κρίσιμα για σχεδόν το 90% όλων 

των τροφικών αλλεργιών. Στη Βόρεια Αμερική, τα υπολογιζόμενα ποσοστά αλλεργίας στα 

φιστίκια, στα ψάρια και στο γάλα για τους ενήλικες είναι 0,6%, 0,4% και 0,3%, αντίστοιχα. 

Στην περίπτωση των μικρών παιδιών, τα αλλεργιογόνα περιλαμβάνουν αγελαδινό γάλα 

(2,5%), φιστίκια (1%), ξηρούς καρπούς (0,5%), σόγια (0,4%), σιτάρι (0,4%), ψάρι (0,1%), 

οστρακοειδή (0,1%), σουσάμι (0,1%) και αυγό (1,5%). Ενώ, οι αλλεργικές αντιδράσεις σε 

φρούτα και λαχανικά δεν είναι επίσης ασυνήθιστες (5%) [164]. Ȁατά συνέπεια, έχουν 

αναπτυχθεί διάφορες βάσεις δεδομένων για την αντιμετώπιση των αιτιολογικών και 

προληπτικών μέτρων που απαιτούνται για τις αλλεργίες αυτές. Ȃεταξύ αυτών είναι (i) η 

WHO/IUIS Subcommittee on Allergen Nomenclature (http://www.allergen.org/), (ii) η 

βάση δεδομένων Allergome (http://www.allergome.org/) και (iii) η βάση δεδομένων 

AllFam (http://www.meduniwien.ac.at/allergens/allfam/). Ωστόσο, η ανίχνευση των 

τροφικών αλλεργιογόνων δεν είναι εύκολη υπόθεση για τους εξής λόγους: i) παρουσία 

τροφικών αλλεργιογόνων σε ίχνη σε ορισμένα τρόφιμα και ii) παρεμβολή της μήτρας. Επί 

του παρόντος, διατίθενται πολυάριθμες αναλυτικές μέθοδοι, όπως βιοαισθητήρες που 

βασίζονται σε ηλεκτροχημικές αρχές, φθορισμό και άλλες αρχές σύνθετης αντίστασης. 

Όλες αυτές οι μέθοδοι έχουν τα δικά τους μειονεκτήματα, όπως (i) έλλειψη POC 

διαγνωστικής, (ii) έλλειψη έγκαιρης διάγνωσης των τροφικών αλλεργιογόνων, (iii) 

δαπανηρότητα, (iv) ακατάλληλος έλεγχος των αλλεργιογόνων, (v) καλά εκπαιδευμένο 

προσωπικό και (vi) έλλειψη εξελιγμένου εξοπλισμού [165]. 

Ως εκ τούτου, για την επίλυση αυτών των ζητημάτων, η έτοιμη προς χρήση τεχνολογία 

όπως η LAMP είναι αξιόπιστη και παρέχει ευκαιριακή πρόοδο της στρατηγικής ανίχνευσης 

των αλλεργιογόνων τροφίμων. ȅ Sheu και οι συνεργάτες του ανέπτυξαν μια ανάλυση 

LAMP για την ανίχνευση αλλεργιογόνων φιστικιών με τη χρήση σετ εκκινητών. Τα δύο σετ 

εκκινητών LAMP στόχευαν στην εσωτερική μεταγραφική αλληλουχία 1 (ITS1) του 
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πυρηνικού ριβοσωμικού DNA και στην αλληλουχία του γονιδίου arah1 στα φιστίκια. ȅι 

συγγραφείς επιβεβαιώνουν ότι η ταυτοποίηση του φιστικιού μέσω των 

φρεσκοσχεδιασμένων εκκινητών για την αλληλουχία ITS 1 είναι ιδιαίτερα ευαίσθητη σε 

σύγκριση με τους εκκινητές για την αλληλουχία του γονιδίου arah1 μέσω της ανάλυσης 

LAMP. Αυτή η δοκιμασία LAMP επέδειξε υψηλή εξειδίκευση στην ταυτοποίηση του 

φιστικιού και, κατά τρόπο ενδιαφέροντα, δεν παρατηρήθηκε διασταυρούμενη αντίδραση με 

άλλα είδη ξηρών καρπών, όπως τα αμύγδαλα, το κάσιους, το φουντούκι και το καρύδι [166]. 

Σε μία άλλη μελέτη, αναπτύχθηκε με επιτυχία το χρωματομετρικό μικρορευστικό chip 

LAMP ή η εξαιρετικά επιλεκτική ανίχνευση τριών αλλεργιογόνων, συμπεριλαμβανομένων 

του φιστικιού, της σόγιας και του σησαμιού, με εξαιρετική ευαισθησία και εξειδίκευση 

εντός 60 min. Επιπλέον, η μέθοδος αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον έλεγχο της 

παρουσίας ή της απουσίας αλλεργιογόνων τροφίμων που αγοράζονται στην αγορά. Είναι 

ενδιαφέρον ότι η ακρίβειά της είναι αρκετά καλή σε σύγκριση με τη συμβατική μέθοδο Taq 

Man PCR πραγματικού χρόνου [167]. 

Είναι πολύ πιθανό ότι οι επιστημονικές και εμπορικές εξελίξεις στην τεχνολογία LAMP, 

γενικά, θα προωθήσουν και θα διαμορφώσουν τις μελλοντικές εξελίξεις στον τομέα αυτό. 

Αυτό περιλαμβάνει την ανάπτυξη νέων αντιδραστηρίων LAMP και νέων πλατφορμών για 

την περαιτέρω αξιοποίηση των δύο πιο χαρακτηριστικών χαρακτηριστικών της LAMP, 

δηλαδή της ταχύτητας και της απλότητας [168]. Ήδη, έχουν σημειωθεί πολλές πρόσφατες 

εξελίξεις σε νέα αντιδραστήρια LAMP, ιδίως ένζυμα και κύρια μίγματα, για παράδειγμα, 

οι πολυμεράσες Bst 2.0 και Bst 2.0 WarmStart DNA (New England Biolabs, Ipswich, MA), 

οι πολυμεράσες GspSSD και Tin DNA και τα ισοθερμικά κύρια μίγματα (OptiGene Ltd, 

West Sussex, Ηνωμένο Βασίλειο), καθώς και την OmniAmp DNA πολυμεράση και τα 

κύρια μίγματα LavaLAMP (Lucigen Corporation, Middleton, WI), τα οποία προσφέρουν 

καλύτερη θερμοσταθερότητα, υψηλότερη απόδοση ενίσχυσης και, ως εκ τούτου, είναι πιο 

προσιτά σε συνθήκες περιορισμένων πόρων και πεδίου. Θετικά αποτελέσματα μπορούν να 

προκύψουν εντός 5 min με τη χρήση ορισμένων από αυτά τα αντιδραστήρια. Τα 

λυοφιλοποιημένα αντιδραστήρια LAMP έχουν διατεθεί στο εμπόριο για ορισμένα κλινικά 

διαγνωστικά kit [168], μία μορφή αντιδραστηρίου που μπορεί να υιοθετηθεί από τα kit 

ανίχνευσης Salmonella LAMP για τρόφιμα και ζωοτροφές στο μέλλον. 

ȅι πολλαπλές αναλύσεις LAMP ακόμα διερευνώνται [169], χρησιμοποιώντας την 

απελευθέρωση της τεχνολογίας απόσβεσης [170], τον φθοριογόνο υβριδισμό [171], τον 

περιορισμό με ενδονουκλεάση [144], τους αφομοιωτικούς ανιχνευτές [172] και τη 
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διαφοροποίηση της θερμοκρασίας ανόπτησης [173] για την ανίχνευση πολλαπλών στόχων 

σε ένα μόνο σωληνάριο αντίδρασης. ȅι δύο τελευταίες τεχνικές έχουν εφαρμοστεί στη 

Salmonella [173]. Αυτές διαφέρουν κατ' αρχήν από την παράλληλη ανίχνευση που 

περιγράφεται για πολλές μικρορευστομηχανές POC, όπου οι αντιδράσεις LAMP για 

πολλαπλούς στόχους πραγματοποιούνται ταυτόχρονα σε ξεχωριστούς θαλάμους ή φρεάτια. 

ȅι μελλοντικές εξελίξεις στις χημικές μεθόδους/στρατηγικές για τις δοκιμασίες πολλαπλών 

LAMP θα προωθήσουν σημαντικά την πολλαπλή ανίχνευση LAMP της Salmonella 

(πολλαπλά γονίδια ή παθογόνα). 

 

2.2.6. Colorimetric LAMP 

Η LAMP είναι μία από τις δυνητικές τεχνολογίες για την ενίσχυση νουκλεϊκών οξέων σε 

σταθερή θερμοκρασία in vitro αποτελεσματικά, γρήγορα και οικονομικά αποδοτικά [174]. 

Επεξεργάζεται με μια DNA πολυμεράση με δραστικότητα απομάκρυνσης κλώνων και 4-6 

ορθολογικά σχεδιασμένους εκκινητές. Εκτός από το εγγενές ισοθερμικό της πλεονέκτημα, 

η LAMP έχει πολύ υψηλότερη αποτελεσματικότητα ενίσχυσης παράγοντας δύο τάξεις 

μεγέθους περισσότερα αμπλικόνια και έτσι μπορεί να ανιχνευθεί άμεσα με γυμνό μάτι μέσω 

διαφόρων μεθόδων, όπως η θολερότητα [175] ή τα υποπροϊόντα με βάση τη 

χρωματομετρική ανίχνευση (colorimetric detection) [176]. Αυτές οι γρήγορες, εύκολες και 

απλές μέθοδοι ανίχνευσης έχουν αξιοποιήσει καλύτερα την προσβασιμότητα αυτής της 

τεχνικής ενίσχυσης σε περιοχές με περιορισμένους πόρους. Δεδομένου ότι η LAMP έχει 

επίσης υψηλή εξειδίκευση και ευαισθησία, έχει επεκταθεί σε διάφορες μορφές [177] και 

χρησιμοποιείται ευρέως σε τομείς που κυμαίνονται από την ασφάλεια των τροφίμων έως 

την ιατρική διάγνωση [178]. 

Ȇαρόλο που έχουν καταβληθεί πολλές προσπάθειες για την οπτική ανίχνευση των 

αμπλικονίων LAMP [179], εξακολουθούν να υπάρχουν ανάγκες που δεν μπορούν να 

ικανοποιηθούν σε πρακτικές εφαρμογές. Η μέθοδος της θολερότητας είναι άμεση και απλή, 

αλλά τα αποτελέσματα είναι δύσκολο να διακριθούν με γυμνό μάτι, ειδικά όταν υπάρχουν 

περιορισμένοι στόχοι. Έτσι, εξακολουθούν να απαιτούνται ορισμένα όργανα (όπως 

θολερόμετρα) ή τεχνική εμπειρογνωμοσύνη. Όσον αφορά τις μεθόδους που βασίζονται στη 

χηλίωση φθοριζουσών χρωστικών που δεσμεύουν το DNA, το αποτέλεσμα μπορεί εύκολα 

να διακριθεί από μη εκπαιδευμένο προσωπικό, ωστόσο οι περισσότερες χρωστικές (όπως η 

SYBR Green I) πρέπει να προστίθενται στο διάλυμα μετά την ενίσχυση με την ανάγκη 
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ανοίγματος των καπακιών [180], αυξάνοντας σημαντικά τον κίνδυνο διασταυρούμενης 

μόλυνσης. Για τον σκοπό αυτό, οι οπτικές χρωστικές χρωστικές είναι ελκυστικές, εάν 

μπορούν να προστεθούν εκ των προτέρων στα μείγματα αντιδράσεων LAMP, χωρίς να 

αναστέλλουν τις αντιδράσεις ενίσχυσης [181]. 

Η κόκκινη κρεσόλη (Cresol red, CR) είναι μία από αυτές τις χρωστικές και ευαίσθητη στην 

αλλαγή του pH. Όταν το pH είναι χαμηλότερο από 7,2, θα είναι κίτρινο- όταν το pH 

υπερβαίνει το 8,8, γίνεται μοβ. Ȁατά τη διάρκεια της ενίσχυσης των νουκλεϊκών οξέων, 

καθώς τα νουκλεικτίδια ενσωματώνονται στις αναπτυσσόμενες βάσεις, απελευθερώνονται 

πρωτόνια, παρουσιάζοντας μείωση του pH με αλλαγή χρώματος από πορφυρό κόκκινο σε 

κίτρινο [182]. Το μπλε της υδροξυναφθόλης (Hydroxynaphthol blue, HNB) είναι ένας 

δείκτης μετάλλων, ο οποίος έχει επίσης χρησιμοποιηθεί για τη χρωματομετρική ανίχνευση 

LAMP [183]. Ȁατά τη διάρκεια της αντίδρασης LAMP, η συγκέντρωση των ιόντων Mg2+ 

στο διάλυμα μειώνεται σημαντικά, με αποτέλεσμα το δοκίμιο που είναι φορτωμένο με HNB 

να μεταβάλλεται από μωβ σε μπλε [183]. Ȃε βάση τους διαφορετικούς τρόπους δράσης 

αυτών των χρωστικών ουσιών και την αρχή της εξέλιξης του χρώματος, τα CR και HNB θα 

μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν ταυτόχρονα σε αντιδράσεις LAMP και να έχουν 

βελτιωμένα χρωματομετρικά αποτελέσματα. Ένα από τα βασικά πλεονεκτήματα αυτής της 

μεθόδου είναι ότι, αν συνδυαστούν οι δύο διαδικασίες της χρωματομετρίας, αναμένεται ένα 

πολύ ευρύτερο οπτικό παράθυρο χρωματικής διακύμανσης, ώστε τα αποτελέσματα να είναι 

ευκολότερα αναγνωρίσιμα, κάτι που σπάνια αναφέρεται στην χρωματομετρική ανίχνευση. 

Επιπλέον, η αντίδραση διεξάγεται σε ένα σωληνάριο και δεν απαιτείται το άνοιγμα του 

καπακιού που μειώνει τον κίνδυνο διασταυρούμενης μόλυνσης, καθιστώντας αυτή τη 

μέθοδο εύκολη στη λειτουργία. 

 

2.2.7. Μικροσυστοιχίες ολιγονουκλεοτιδίων DNA 

Η πρόσφατη πρόοδος στην τεχνολογία ανίχνευσης πολλαπλών γονιδίων περιλαμβάνει την 

τεχνολογία μικροσυστοιχιών [184]. ȅι μικροσυστοιχίες χρησιμοποιήθηκαν αρχικά για τη 

μελέτη της γονιδιακής έκφρασης, αλλά οι μικροσυστοιχίες ολιγονουκλεοτιδικού DNA 

χρησιμοποιήθηκαν ευρέως στον τομέα της ανίχνευσης τροφιμογενών παθογόνων. ȅι 

μικροσυστοιχίες αποτελούνται από γυάλινες αντικειμενοφόρες πλάκες ή chip 

επικαλυμμένα με έως και εκατοντάδες ειδικούς ολιγονουκλεοτιδικούς ανιχνευτές και οι 

ανιχνευτές αυτοί είναι χημικά συντιθέμενες σύντομες αλληλουχίες που κυμαίνονται από 25 
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έως 80 bp [185]. Ȁάθε ολιγονουκλεοτιδικός ανιχνευτής είναι σε θέση να στοχεύσει ένα 

συγκεκριμένο τμήμα μίας γονιδιακής αλληλουχίας. Σε αυτή τη μέθοδο, τα θραύσματα 

νουκλεϊκών οξέων του δείγματος (DNA, mRNA ή cDNA) επισημαίνονται με φθορίζουσα 

χρωστική και στη συνέχεια μετουσιώνονται για να δημιουργηθούν μονόκλωνα θραύσματα. 

Αυτά τα θραύσματα θα υβριδοποιηθούν στη συστοιχία μέσω σύνδεσης με τους 

αντίστοιχους ολιγονουκλεοτιδικούς ανιχνευτές τους. Τα αποτελέσματα λαμβάνονται μέσω 

της απεικόνισης του σήματος φθορισμού που παράγεται από το σύμπλοκο ανιχνευτή-

δείγματος. Η ένταση του φθορισμού είναι ανάλογη της συγκέντρωσης κάθε επισημασμένου 

θραύσματος νουκλεϊκού οξέος [186]. 

ȅ Li et al του είχαν παρουσιάσει την πρώτη αναφορά για την ανίχνευση παθογόνων 

ορότυπων Shigella και Escherichia coli με μικροσυστοιχία ολιγονουκλεοτιδικού DNA 

[187]. Η ανίχνευση ενός συγκεκριμένου ορότυπου μπορεί να είναι ζωτικής σημασίας ειδικά 

για την Escherichia coli, καθώς αυτό το παθογόνο έχει διαφορετικούς ορότυπους με 

διαφορετικό επίπεδο παθογένειας που κυμαίνεται από το ακίνδυνο στέλεχος Escherichia 

coli K-12 έως το θανατηφόρο στέλεχος Escherichia coli O157:H7 [186]. Επιπλέον, ο Wang 

και οι συνεργάτες του (2007) ανέπτυξαν μία ανάλυση μικροσυστοιχίας η οποία επιτρέπει 

την ανίχνευση και την ταυτοποίηση 22 τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών [188]. 

ȅρισμένα παραδείγματα αυτών των παθογόνων είναι οι Staphylococcus aureus, Listeria 

monocytogenes, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Campylobacter jejuni, 

Clostridium perfringens, Shigella spp. Salmonella spp. και Bacillus cereus. 

ȅι μικροσυστοιχίες DNA είναι διαθέσιμες στο εμπόριο, αλλά οι περισσότερες από αυτές 

έχουν σχεδιαστεί για μελέτες ανάλυσης γονιδιακής έκφρασης [189]. ȅι εμπορικές in situ 

συντιθέμενες συστοιχίες είναι μικροσυστοιχίες υψηλής πυκνότητας όπου οι σύντομοι 

ολιγονουκλεοτιδικοί ανιχνευτές που κυμαίνονται από 20 έως 25 bp συντίθενται απευθείας 

στην επιφάνεια της μικροσυστοιχίας. Επιπλέον, περιλαμβάνονται πολλαπλοί ανιχνευτές 

ανά στόχο για μεγαλύτερη ευαισθησία, εξειδίκευση και ακρίβεια. Αυτές οι μικροσυστοιχίες 

υψηλής πυκνότητας απαιτούν ειδική κατασκευή και έχουν σχετικά υψηλό κόστος [189]. 

Υπάρχουν διάφορες εμπορικά διαθέσιμες μικροσυστοιχίες DNA που κατασκευάζονται από 

τις Affymetrix, Roche NimbleGen και Agilent Technologies [185]. 

ȅι περισσότερες από τις εμπορικές μικροσυστοιχίες δεν είναι επιθυμητές για εξειδικευμένες 

εφαρμογές, όπως η μικροβιακή ανάλυση τροφίμων ή το διαγνωστικό εργαστήριο, επειδή οι 

μικροσυστοιχίες χαμηλής ή μεσαίας πυκνότητας θα χρησιμεύσουν ως η ιδανική πλατφόρμα 
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μικροσυστοιχιών που μπορεί να παρέχει αξιόπιστα αποτελέσματα χωρίς να απαιτείται η 

χρήση περίπλοκων εξοπλισμών και η διαχείριση δεδομένων [185]. Στην περίπτωση αυτή, 

οι προσαρμοσμένες μικροσυστοιχίες είναι διαθέσιμες από το Τμήμα Βιολογικών Ȇόρων 

του Seibersdorf και άλλους οργανισμούς. ȅι προσαρμοσμένες μικροσυστοιχίες είναι 

ευαίσθητες, εξειδικευμένες και λιγότερο δαπανηρές από τις εμπορικές μικροσυστοιχίες 

[190]. Ȇαρ' όλα αυτά, οι μικροσυστοιχίες χαμηλής πυκνότητας είναι διαθέσιμες στο 

εμπόριο. Για παράδειγμα, οι StaphyChips® που αναπτύχθηκαν από την Affymetrix και σε 

συνεργασία με την Advanced Array Technology (ATT, Eppendorf Array Technologies). Το 

StaphyChips® είναι σε θέση να ανιχνεύσει συνολικά 15 είδη Staphylococcus, 

συμπεριλαμβανομένου του ανθεκτικού στη μεθικιλλίνη Staphylococcus aureus (MRSA) 

[190]. 

Γενικά, η μικροσυστοιχία ολιγονουκλεοτιδίων DNA επιτρέπει την ταυτόχρονη 

ταυτοποίηση πολλαπλών τροφιμογενών βακτηριακών παθογόνων. Ως εκ τούτου, είναι 

ικανή για ανάλυση υψηλής απόδοσης και έχει επίσης τη δυνατότητα να αυτοματοποιηθεί 

[88]. 

 

2.3. Ȃέθοδοι βιοαισθητήρων 

ȅ βιοαισθητήρας είναι μία αναλυτική συσκευή που αποτελείται από δύο κύρια στοιχεία: 

έναν βιοϋποδοχέα και έναν μετατροπέα. ȅ βιοϋποδοχέας που είναι υπεύθυνος για την 

αναγνώριση του αναλύτη-στόχου μπορεί να είναι είτε: 

Α. Βιολογικό υλικό: ένζυμα, αντισώματα, νουκλεϊκά οξέα και κυτταρικοί υποδοχείς, ή  

Β. Βιολογικά παραγόμενο υλικό: απταμερή και ανασυνδυασμένα αντισώματα, ή  

Γ. Βιομιμητικό: αποτυπωμένα πολυμερή και συνθετικοί καταλύτες.  

ȅ μετατροπέας που μετατρέπει τις βιολογικές αλληλεπιδράσεις σε μετρήσιμο ηλεκτρικό 

σήμα μπορεί να είναι οπτικός, ηλεκτροχημικός, μαζικός, θερμομετρικός, μικρομηχανικός ή 

μαγνητικός [86]. ȅι βιοαισθητήρες είναι εύχρηστοι και δεν απαιτούν προ-εμπλουτισμό του 

δείγματος, σε αντίθεση με τις μεθόδους που βασίζονται σε νουκλεϊκά οξέα και τις 

ανοσολογικές μεθόδους, οι οποίες απαιτούν προ-εμπλουτισμό του δείγματος για τη 

συγκέντρωση των παθογόνων πριν από την ανίχνευση [191]. ȅι πρόσφατοι βιοαισθητήρες 

που χρησιμοποιούνται συνήθως για την ανίχνευση τροφιμογενών παθογόνων 
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μικροοργανισμών είναι οπτικοί, ηλεκτροχημικοί και βιοαισθητήρες με βάση τη μάζα [192]. 

 

2.3.1. Οπτικοί βιοαισθητήρες 

ȅ πιο συχνά χρησιμοποιούμενος οπτικός βιοαισθητήρας για την ανίχνευση τροφιμογενών 

παθογόνων είναι ο βιοαισθητήρας συντονισμού επιφανειακού πλασμονίου (surface 

plasmon resonance, SPR) λόγω της ευαισθησίας του. ȅ SPR χρησιμοποιεί φασματοσκοπία 

ανάκλασης για την ανίχνευση παθογόνων [86]. Στο SPR, οι βιοϋποδοχείς ακινητοποιούνται 

στην επιφάνεια ενός λεπτού μετάλλου. Η ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία συγκεκριμένου 

μήκους κύματος αλληλεπιδρά με το νέφος ηλεκτρονίων του λεπτού μετάλλου και παράγει 

ισχυρό συντονισμό. Όταν ο παθογόνος οργανισμός δεσμεύεται στην επιφάνεια του 

μετάλλου, η αλληλεπίδραση αυτή μεταβάλλει τον δείκτη διάθλασής του, με αποτέλεσμα 

την αλλαγή του μήκους κύματος που απαιτείται για τον ηλεκτρονικό συντονισμό [192]. 

ȅι εμπορικοί οπτικοί βιοαισθητήρες που χρησιμοποιούν τεχνικές SPR, όπως ο 

βιοαισθητήρας SPREETA και ο βιοαισθητήρας BIACORE 3000, είναι σήμερα διαθέσιμοι 

για την ανίχνευση τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών. ȅ Waswa και οι 

συνεργάτες του χρησιμοποίησαν τον βιοαισθητήρα SPREETA για την ανίχνευση της E. coli 

O157:H7 σε γάλα, χυμό μήλου και μοσχαρίσιο κιμά [193]. Το όριο ανίχνευσης ήταν 

περίπου 102-103 CFU/mL. Επιπλέον, η Salmonella Enteritidis και η Salmonella 

Typhimurium ανιχνεύθηκαν επιτυχώς με τον βιοαισθητήρα SPREETA [194]. Εκτός αυτού, 

η Listeria monocytogenes ανιχνεύθηκε επιτυχώς από τον βιοαισθητήρα BIACORE 3000 με 

όριο ανίχνευσης 1 × 105 κύτταρα/mL [195]. Η Salmonella των ομάδων B, D και E, η 

Escherichia coli O157:H7 και η Salmonella Enteritidis ανιχνεύθηκαν επίσης με επιτυχία με 

τον βιοαισθητήρα BIACORE [196]. 

ȅι εμπορικά διαθέσιμοι βιοαισθητήρες για την ανίχνευση τροφιμογενών παθογόνων 

μικροοργανισμών είναι ως επί το πλείστον οπτικοί βιοαισθητήρες. ȅι εμπορικοί 

βιοαισθητήρες προσφέρουν διάφορους βαθμούς αυτοματοποίησης [197]. Η 

εμπορευματοποίηση των βιοαισθητήρων είναι πιο αργή από άλλες ταχείες μεθόδους λόγω 

διαφόρων παραγόντων, όπως η εξέταση του κόστους, η διασφάλιση της ποιότητας, τα 

ζητήματα σταθερότητας, τα ζητήματα ευαισθησίας και ο σχεδιασμός των οργάνων. 

Υπάρχουν δυσκολίες στις μεθόδους παραγωγής φθηνών και αξιόπιστων αισθητήρων, στην 

αποθήκευση των βιοαισθητήρων, στη σταθεροποίηση των βιοαισθητήρων, στις μεθόδους 

βαθμονόμησης των αισθητήρων και στη συνολική ολοκλήρωση του συστήματος 
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αισθητήρων [198]. 

 

2.3.2. Ηλεκτροχημικοί βιοαισθητήρες 

ȅι ηλεκτροχημικοί βιοαισθητήρες ταξινομούνται περαιτέρω σε διάφορους τύπους, όπως οι 

αμπερομετρικοί, οι εμπεδησιομετρικοί, οι ποτενσιομετρικοί και οι αγωγιμομετρικοί, 

ανάλογα με τη μέτρηση των μεταβολών του ρεύματος, της εμπέδησης, της τάσης και της 

αγωγιμότητας αντίστοιχα, οι οποίες προκαλούνται από τις αλληλεπιδράσεις αντιγόνου-

βιοϋποδοχέα [192]. 

Ȇολλοί ερευνητές είχαν αναφέρει την επιτυχή ανίχνευση τροφιμογενών παθογόνων 

μικροοργανισμών με ηλεκτροχημικούς βιοαισθητήρες. Για παράδειγμα, ο Pal οι και 

συνεργάτες του ανίχνευσαν με επιτυχία τον Bacillus cereus που υπάρχει σε φύτρα μηδικής, 

φράουλες, μαρούλι, ντομάτες, τηγανητό ρύζι και μαγειρεμένο καλαμπόκι με 

αγωγιμομετρικό βιοαισθητήρα άμεσης μεταφοράς φορτίου [199]. Το όριο ανίχνευσης 

αυτής της μεθόδου ήταν περίπου 35-88 CFU/mL. Για την ανίχνευση του Staphylococcus 

aureus χρησιμοποιήθηκε αμπερομετρικός μαγνητοανοσοαισθητήρας 

(magnetoimmunosensor), το όριο ανίχνευσης αυτής της μεθόδου ήταν 1 CFU/mL και ο 

χρόνος ανάλυσης ήταν 2 h [200]. ȅι Munoz-Berbel και συνεργάτες είχαν περιγράψει τη 

χρήση της εμπεδησιομετρικής φασματοσκοπίας για την ανίχνευση και τον ποσοτικό 

προσδιορισμό της Escherichia coli, το όριο ανίχνευσης βρέθηκε να είναι 101-107 CFU/mL 

[201]. ȅι Ercole και συνεργάτες είχαν αναφέρει την επιτυχή ανίχνευση της Escherichia coli 

σε φυτικά τρόφιμα με τη χρήση ποτενσιομετρικού βιοαισθητήρα με βάση αντισώματα με 

όριο ανίχνευσης 10 κύτταρα/ml [202]. 

 

2.3.3. Βιοαισθητήρες με βάση τη μάζα 

ȅι βιοαισθητήρες με βάση τη μάζα ή οι ευαίσθητοι στη μάζα βιοαισθητήρες λειτουργούν 

με βάση την ανίχνευση μικρών μεταβολών στη μάζα. ȅι βιοαισθητήρες με βάση τη μάζα 

περιλαμβάνουν τη χρήση πιεζοηλεκτρικού κρυστάλλου, ο οποίος δονείται σε ορισμένη 

συχνότητα όταν προκαλείται από ηλεκτρικό σήμα ορισμένης συχνότητας. ȅι βιοϋποδοχείς 

(π.χ. αντισώματα) για την ανίχνευση παθογόνων μικροοργανισμών (π.χ. αντιγόνων) 

ακινητοποιούνται σε αυτόν τον κρύσταλλο. Ȃόλις τα αντιγόνα-στόχοι συνδεθούν με τα 

αντισώματα που είναι ακινητοποιημένα στον κρύσταλλο, αυτό θα προκαλέσει μια 
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μετρήσιμη αλλαγή στη συχνότητα δόνησης του κρυστάλλου, η οποία συσχετίζεται με την 

προστιθέμενη μάζα στην επιφάνεια του κρυστάλλου. Υπάρχουν δύο κύριοι τύποι 

βιοαισθητήρων με βάση τη μάζα, οι οποίοι είναι οι αντηχεία ακουστικών κυμάτων όγκου 

(bulk acoustic wave, BAW) ή μικροβαρόμετρο κρυστάλλου χαλαζία (quartz crystal 

microbalance, QCM) και οι αντηχεία ακουστικών κυμάτων επιφάνειας (surface acoustic 

wave, SAW) [86]. 

Ωστόσο, η εφαρμογή των βιοαισθητήρων μάζας στον τομέα της ανίχνευσης τροφιμογενών 

παθογόνων είναι γενικά μικρότερη από τους ηλεκτροχημικούς και οπτικούς βιοαισθητήρες 

[86]. Η χρήση πιεζοηλεκτρικού ανοσοαισθητήρα για την ανίχνευση της Salmonella 

Enteritidis με όριο ανίχνευσης 1 × 105 κύτταρα/mL [203] και την ανίχνευση της Escherichia 

coli με όριο ανίχνευσης 106-109 CFU/mL [204]. Η ανίχνευση του τοξινογόνου Escherichia 

coli O157:H7 με τη χρήση βιοαισθητήρα SAW αναφέρθηκε από τους Berkenpas και 

συνεργάτες [205]. ȅ ανοσοαισθητήρας QCM χρησιμοποιήθηκε από τους Vaughan και 

συνεργάτες για την ανίχνευση της Listeria monocytogenes και το όριο ανίχνευσης ήταν 1 × 

107 κύτταρα/mL [206]. Επιπλέον, ο Liu και οι συνεργάτες του χρησιμοποίησαν τον 

ανοσοαισθητήρα QCM για την ανίχνευση του Escherichia coli O157:H7 και το όριο 

ανίχνευσης ήταν 102 CFU/mL με χρόνο ανίχνευσης μικρότερο από 1,5 h [207]. 

 

2.4. Ȃέθοδοι που βασίζονται στην ανοσολογία 

Η ανίχνευση τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών με ανοσολογικές μεθόδους 

βασίζεται στις αλληλεπιδράσεις αντισώματος-αντιγόνου, σύμφωνα με τις οποίες ένα 

συγκεκριμένο αντίσωμα συνδέεται με το συγκεκριμένο αντιγόνο. Η ισχύς πρόσδεσης ενός 

συγκεκριμένου αντισώματος στο αντιγόνο του καθορίζει την ευαισθησία και την 

εξειδίκευση των μεθόδων που βασίζονται στην ανοσολογία. ȅι μέθοδοι που βασίζονται 

στην ανοσολογία περιλαμβάνουν τη χρήση πολυκλωνικών και μονοκλωνικών αντισωμάτων 

[75]. Η ενζυμο-συνδεδεμένη ανοσορροφητική δοκιμασία (Enzyme-linked immunosorbent 

assay, ELISA) και η ανοσοδοκιμασία πλευρικής ροής είναι μεταξύ των μεθόδων που 

βασίζονται στην ανοσολογία και οι οποίες χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση 

τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών. 

Η ELISA είναι μία από τις πιο συχνά χρησιμοποιούμενες ανοσολογικές μεθόδους για την 

ανίχνευση τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών. Η ELISA τύπου Sandwich είναι η 
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πιο αποτελεσματική μορφή ELISA, κατά την οποία συμμετέχουν δύο αντισώματα [75]. Το 

πρωτογενές αντίσωμα είναι συνήθως ακινητοποιημένο στα τοιχώματα των πηγαδιών της 

πλάκας μικροτιτλοδότησης. Το αντιγόνο-στόχος, όπως τα βακτηριακά κύτταρα ή οι 

βακτηριακές τοξίνες από το δείγμα τροφίμων, δεσμεύεται στο ακινητοποιημένο πρωτογενές 

αντίσωμα και τα υπόλοιπα μη δεσμευμένα αντιγόνα απομακρύνονται. Στη συνέχεια, 

προστίθεται ένα δευτερογενές αντίσωμα συνδεδεμένο με ένζυμο, το οποίο δεσμεύεται στο 

αντιγόνο και τα υπόλοιπα μη συνδεδεμένα αντισώματα απομακρύνονται. Σχηματίζεται το 

σύμπλοκο που αποτελείται από το αντιγόνο που βρίσκεται ανάμεσα σε δύο αντισώματα και 

μπορεί να ανιχνευθεί με την προσθήκη ενός άχρωμου υποστρώματος το οποίο θα 

μετατραπεί σε έγχρωμη μορφή παρουσία του ενζύμου [192]. Υπάρχουν διάφοροι τύποι 

ενζύμων που μπορούν να χρησιμοποιηθούν στην ELISA, μερικά από τα πιο συχνά 

χρησιμοποιούμενα ένζυμα περιλαμβάνουν την υπεροξειδάση του χρένου (horseradish 

peroxidase, HRP), την αλκαλική φωσφατάση και τη β-γαλακτοσιδάση [208]. 

Ȇολλές μελέτες έχουν διεξαχθεί με τη χρήση της ELISA τύπου sandwich για την ταχεία 

ανίχνευση τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών. Για παράδειγμα, ο Kumar οι και 

συνεργάτες του πραγματοποίησαν την ανίχνευση του παθογόνου Vibrio parahaemolyticus 

σε θαλασσινά με ELISA τύπου sandwich, χρησιμοποιώντας μονοκλωνικά αντισώματα 

έναντι της αιμολυσίνης που σχετίζεται με την TDH (TDH-related hemolysin, TRH) του 

παθογόνου Vibrio parahaemolyticus. Το όριο ανίχνευσης αυτής της ανάλυσης ήταν 103 

κύτταρα παθογόνου Vibrio parahaemolyticus [209]. Για την ανίχνευση της Salmonella σε 

τρόφιμα διατίθεται επίσης εμπορικό kit δοκιμών ELISA, όπως το BIOLINE Salmonella 

ELISA Test. Το όριο ανίχνευσης αυτού του kit δοκιμών ήταν 1 CFU/25 g δείγματος με 

ελάχιστο αριθμό τεσσάρων από τις 20 μήτρες τροφίμων που εξετάστηκαν [210]. Η ELISA 

χρησιμοποιείται επίσης συνήθως για την ανίχνευση τοξινών που υπάρχουν στα τρόφιμα, 

όπως η τοξίνη α, β και ε του Clostridium perfringens, οι εντεροξίνες Α, Β, C και Ε του 

σταφυλόκοκκου, οι τοξίνες της αλλαντίασης και οι εντεροτοξίνες της Escherichia coli 

[211]. 

Για την ανίχνευση τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών διατίθενται συστήματα 

ELISA υψηλής απόδοσης και αυτοματοποιημένα συστήματα ELISA, όπως το VIDAS 

(BioMerieux) και το Assurance EIA (BioControl) [212]. Το σύστημα ανοσοδιαγνωστικής 

ανάλυσης VITEK (VITEK immunodiagnostic assay system, VIDAS) είναι σύστημα που 

εκτελεί αυτόματα ολόκληρη τη διαδικασία ELISA. Χρησιμοποιεί συνδεδεμένη με ένζυμο 

ανοσοανάλυση φθορισμού (enzyme-linked fluorescent immunoassay, ELFA), η οποία είναι 
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παρόμοια με την ELISA, αλλά είναι μια πιο ευαίσθητη ανοσοανάλυση φθορισμού για την 

αναφορά των αποτελεσμάτων. Γενικά, αυτό το σύστημα μπορεί να ολοκληρώσει μία 

ανάλυση σε 45 min έως 2 h, γεγονός που εξαρτάται επίσης από το kit εξέτασης. Το σύστημα 

VIDAS περιλαμβάνει τη χρήση ταινίας αντιδραστηρίου και ενός πλαστικού σωλήνα 

γνωστού ως δοχείο στερεάς φάσης (solid phase receptacle, SPR). Ένα υγρό δείγμα ενός 

εμπλουτισμένου δείγματος τοποθετείται στη λωρίδα αντιδραστηρίων που περιέχει όλα τα 

απαιτούμενα αντιδραστήρια σε μορφή έτοιμη προς χρήση. Το SPR χρησιμεύει ως πιπέτα 

και ως στερεά φάση για την ανάλυση. Το όργανο θα εκτελέσει ELFA μεταφέροντας 

αυτόματα το δείγμα στο SPR το οποίο είναι επικαλυμμένο με αντισώματα στο εσωτερικό 

τοίχωμά του προκειμένου να συλλάβει το παθογόνο ή την τοξίνη-στόχο. Στη συνέχεια, το 

SPR μεταφέρεται αυτόματα σε μία σειρά φρεατίων που περιέχουν συνδεδεμένα με ένζυμα 

δευτερογενή αντισώματα και ένζυμα με διαδοχικό τρόπο. Ȃόλις ολοκληρωθεί η δοκιμή, το 

αποτέλεσμα αναλύεται αυτόματα από το όργανο και ερμηνεύεται ως θετικό ή αρνητικό 

[213]. 

Αρκετές μελέτες εφάρμοσαν το VIDAS για την ανίχνευση της Salmonella σε δείγματα 

χοιρινού κρέατος, φρούτων και λαχανικών [214], της Listeria monocytogenes σε δείγματα 

ψαριών, μοσχαριού, χοιρινού κρέατος, φρούτων και λαχανικών [215], της Escherichia coli 

O157:H7 σε τυρί Minas Frescal, φρούτα και λαχανικά [216], του Campylobacter spp. σε 

φρούτα και λαχανικά [215] και σταφυλοκοκκική εντεροτοξίνη σε τυρί από νωπό γάλα 

[217]. 

 

2.5. Ȃέθοδοι με βάση τις συσκευές μικρορευστομηχανικής 

(microfluidic chips) 

Τα microfluidic chips ή microfluidic devices κατασκευάζονται συνήθως από πυρίτιο, γυαλί, 

χαλαζία ή θερμοπλαστικά υλικά. Στη συνέχεια, χρησιμοποιούνται τεχνικές 

μικροεπεξεργασίας για την ενσωμάτωση μικροβαλβίδων, μικροαντλιών, 

μικροαναμικτήρων, μικροηλεκτροδίων σε ένα chip μικρο/νανοκλίμακας, ώστε να 

δημιουργηθεί ένα σύστημα που μοιάζει με δίκτυο και μπορεί να επιτύχει την 

προεπεξεργασία, την ανάμιξη, την αντίδραση, το διαχωρισμό ή την ανίχνευση του 

δείγματος, κάτι που δεν είναι δυνατό στα παραδοσιακά εργαστήρια [218]. Η 

μικρορευστομηχανική διαθέτει αρκετούς διαφορετικούς τύπους βασικών δομών ανάμιξης. 

Για παράδειγμα, αναπτύχθηκε ένα σύστημα μικρορευστομηχανικής ποσοτικής PCR 
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φθορισμού με πνευματική βαλβίδα και δομή δέντρου με τη χρήση τεχνολογίας 

τρισδιάστατης εκτύπωσης. ȁόγω της καλής ομοιομορφίας της θερμοκρασίας και της 

θερμικής αγωγιμότητας των microfluidic chips με βάση την PCR, η ταχεία ανίχνευση του 

νουκλεϊκού οξέος του ιού της ηπατίτιδας Β σε δείγματα αίματος πραγματοποιήθηκε σε 50 

min [219]. Επί του παρόντος, η σμίκρυνση, η ενσωμάτωση και η αυτοματοποίηση αυτών 

των συσκευών σε συνδυασμό με τις πολλαπλές διεργασίες έχουν καταστήσει τα 

microfluidic chips δημοφιλείς επιλογές για χρήση σε ένα ευρύ φάσμα τομέων. 

 

Εικόνα 5 Διαγραμματική αναπαράσταση του microfluidic chip https://www.researchgate.net/figure/A-

Diagrammatic-representation-of-the-microfluidic-chip-B-type-of-microfluidic-chips-and_fig1_355657151  

Γενικά, οι παραδοσιακές τεχνικές καλλιέργειας μικροβίων απαιτούν τη χρήση σωλήνων, 

τρυβλίων καλλιέργειας, πλακών πολλαπλών τοιχωμάτων και φιαλών, γεγονός που καθιστά 

την ανίχνευση βακτηρίων πιο περίπλοκη. Ωστόσο, ο Wang και οι συνεργάτες του 

συνδύασαν μόνο μία μικρορευστομηχανική πλατφόρμα εμπλουτισμού με βάση το 

νανοδιηλεκτροφορητικό σύστημα με επιφανειακή σκέδαση Raman (surfaced-enhanced 

Raman scattering, SERS) για την επιτυχή και αυτόματη παρακολούθηση της Escherichia 

coli O157:H7 στο πόσιμο νερό (η ανίχνευση περιορίστηκε σε επίπεδο μεμονωμένου 

κυττάρου) [220]. ȅ Wan και οι συνεργάτες του ανέπτυξαν επίσης ένα ψηφιακό 

μικρορευστικό σύστημα βασισμένο στην LAMP για την ανίχνευση παθογόνων νουκλεϊκών 

οξέων [221]. Σε αυτό το πείραμα, απαιτήθηκε μόνο 1 μL δείγματος αντίδρασης LAMP που 

ανήκε σε καθαρισμένο DNA του Trypanosoma cruzi, το οποίο μείωσε κατά 10 φορές την 

κατανάλωση αντιδραστηρίου σε σύγκριση με τη συμβατική LAMP. Εάν το δείγμα της 
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LAMP είναι άγνωστο, μπορεί επίσης να ολοκληρωθεί σε 40 min με όριο ανίχνευσης τα 10 

αντίγραφα/αντίστροφο. Επιπλέον, το σύστημα μπορεί να ρυθμιστεί θερμικά σε πραγματικό 

χρόνο, γεγονός που είναι δυνατό για τη μικροσκοπική, φορητή και επιτόπια εφαρμογή στην 

ανίχνευση βακτηρίων στο μέλλον [221]. Ωστόσο, προκειμένου να μειωθεί το κόστος και να 

βελτιωθεί η φορητότητα της ανίχνευσης, έχουν εφαρμοστεί υλικά υψηλής απόδοσης, όπως 

τα microfluidic chips με βάση το χαρτί. ȅ Jokerst και οι συνεργάτες του σχεδίασαν μία 

συσκευή ανάλυσης με βάση το χαρτί για την ανίχνευση των E. coli O157:H7, Salmonella 

Typhimurium και Listeria monocytogenes [222]. Το χαρτί που χρησιμοποιήθηκε για την 

προετοιμασία του μικρορευστοποιημένου συστήματος ήταν η εκτύπωση κεριού σε 

διηθητικό χαρτί, η οποία επιτεύχθηκε με τη μέτρηση της χρωματικής αλλαγής της 

απόκρισης του ενζύμου που σχετίζεται με το παθογόνο που μας ενδιαφέρει στο χρωμογόνο 

υπόστρωμα. Όταν συνδυάστηκε με μία διαδικασία εμπλουτισμού, η μέθοδος επέτρεψε 

χρόνο εμπλουτισμού 12 h ή λιγότερο και ήταν σε θέση να ανιχνεύσει τα βακτήρια στο κρέας 

σε όριο ανίχνευσης 10 μονάδων που σχηματίζουν αποικίες/cm2 [222]. 

 

2.5.1. Microfluidic chips 

Τα microfluidic chips (devices) αναφέρονται στην επιστήμη και την τεχνολογία των 

συστημάτων που επεξεργάζονται ή χρησιμοποιούν πολύ μικρούς όγκους υγρών σε κανάλια 

με διαστάσεις δεκάδων έως εκατοντάδων μικρομέτρων [223]. Η μικρορευστομηχανική 

περιγράφεται επίσης ως lab-on-a-chip (LOC) ή μικροσκοπικά συστήματα ολικής ανάλυσης 

(miniaturized total analysis systems, μ-TAS), τα οποία ενσωματώνουν την προετοιμασία 

του δείγματος, την αντίδραση, τον διαχωρισμό, την ανίχνευση και άλλες βασικές 

λειτουργικές μονάδες σε ένα chip κλίμακας εκατοστού με δίκτυο μικροκαναλιών [224]. Η 

μικρορευστομηχανική είναι ένα διεπιστημονικό πεδίο, που περιλαμβάνει πτυχές της 

φυσικής, της χημείας, της μηχανικής και της βιοτεχνολογίας [225]. ȁόγω των 

χαρακτηριστικών της ηλεκτρο-υδροδυναμικής με μικρές παραμέτρους μεγέθους και 

μικρούς χρόνους ανίχνευσης, της ηλεκτροδυναμικής και των θερμικών τριχοειδών 

φαινομένων, έχουν αναπτυχθεί μικρορευστομηχανές για την αντιμετώπιση συγκεκριμένων 

επιστημονικών προβλημάτων που δεν μπορούν να επιλυθούν εύκολα με παραδοσιακές 

τεχνικές [226]. 

ȅ Manz και οι συνεργάτες του πρότειναν πρώτοι την έννοια του συστήματος συνολικής 

μικροανάλυσης (μ-TAS) [227]. Το 1992, η τεχνολογία μικρο-ηλεκτρομηχανικής 
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κατεργασίας χρησιμοποιήθηκε για τη χάραξη μικρο-σωλήνων σε επίπεδο γυαλί για την 

παρασκευή μίας συσκευής τριχοειδούς ηλεκτροφόρησης chip, και η συσκευή 

πραγματοποίησε το διαχωρισμό αμινοξέων σημασμένων με φθορισμό και ήταν 

πρωτοπόρος στην τεχνολογία μικρορευστομηχανικών chip [228]. Το 1995, ο Woolley και 

ο Mathies πραγματοποίησαν με επιτυχία αλληλούχιση DNA χρησιμοποιώντας το δικό τους 

σύστημα chip ηλεκτροφόρησης, διαβάζοντας 150 βάσεις σε 540s με ποσοστό ακρίβειας 

97% [229]. Στη συνέχεια, ο Woolley και οι συνεργάτες του ενσωμάτωσαν την PCR και την 

τριχοειδή ηλεκτροφόρηση σε ένα μικρορευστικό chip, διευκολύνοντας τη γενετική 

ανάλυση [230]. Το 1998, οι Brahmasandra και συνεργάτες χρησιμοποίησαν την τεχνολογία 

φωτολιθογραφίας για να κατασκευάσουν ένα microfluidic chip που περιλάμβανε έναν 

δειγματολήπτη υγρών, έναν αναμίκτη, ένα σύστημα τοποθέτησης, έναν θάλαμο αντίδρασης 

ελεγχόμενης θερμοκρασίας, ένα σύστημα διαχωρισμού ηλεκτροφόρησης και ένα σύστημα 

ανιχνευτή φθορισμού για ανάλυση DNA [231]. Το 2000, ο Anderson και οι συνεργάτες του 

ανέπτυξαν ένα εξαιρετικά ολοκληρωμένο chip που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την 

επεξεργασία μίας σειράς πολύπλοκων διαδικασιών για πολλαπλά δείγματα και η συσκευή 

αυτή εφαρμόστηκε για την εξαγωγή συμπυκνωμένων νουκλεϊκών οξέων από ένα υγρό 

δείγμα για μικροκρυσταλλική χημική ενίσχυση, ενζυμική αντίδραση, υβριδισμό, ανάμιξη 

και μέτρηση, επιτρέποντας περισσότερες από 60 διαδοχικές λειτουργίες μίας δωδεκάδας 

αντιδραστηρίων [232]. 

ȅι συσκευές μικρορευστομηχικής λειτουργούν κυρίως με το χειρισμό ρευστών σε 

μικροκατασκευασμένες δομές καναλιών και θαλάμων. Επιπλέον, η μικρορευστομηχανική 

μπορεί να συνδυαστεί με διάφορες τεχνικές ανίχνευσης, όπως η PCR, η LAMP, η 

φασματοσκοπία μάζας ή η φασματοσκοπία φθορισμού, για την ανίχνευση αναλυτών εντός 

ή μετά το chip [233]. Τα microfluidic chips ή microfluidic devices κατασκευάζονται από 

πυρίτιο, γυαλί, χαλαζία, οργανικά πολυμερή και σύνθετα υλικά με τεχνολογία 

μικροκατασκευής. Στην Εικόνα 6 παρουσιάζεται η διαδικασία παρασκευής 

μικρορευστομηχανών από πολυδιμεθυλοσιλοξάνιο (polydimethylsiloxane, PDMS). Έχουν 

αναπτυχθεί στη βιομηχανία τροφίμων chip μικρορευστομηχανικής με βάση το χαρτί με 

χαμηλό κόστος, φορητότητα και εύκολη λειτουργία [234]. Η επιλογή ενός συγκεκριμένου 

υλικού για μία συσκευή είναι σημαντική για τις λειτουργίες της. 
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Εικόνα 6 Διαδικασία παρασκευής συσκευών μικρορευστομηχανικής από πολυδιμεθυλοσιλοξάνιο 

https://www.researchgate.net/figure/Illustration-of-the-step-by-step-fabrication-process-of-a-PDMS-chip-by-

replica-moulding_fig1_346217022  

Σε σύγκριση με τις παραδοσιακές μεθόδους, όπως η PCR, η ενζυμική ανοσοπροσρόφηση ή 

οι ανιχνευτές DNA, οι συσκευές μικρορευστομηχανικής επιτρέπουν τον ευέλικτο 

συνδυασμό πολλαπλών λειτουργικών μονάδων και τη συνολική δυνατότητα ελέγχου, έτσι 

ώστε ορισμένα στάδια, όπως η προεπεξεργασία του δείγματος, η ανάμιξη ή η αντίδραση, 

να μπορούν να ενσωματωθούν σε ένα μόνο chip. Επιπλέον, επειδή η δομή των καναλιών 

στο chip είναι κλίμακας μικρομέτρων ή ακόμη και νανοκλίμακας, έχει υψηλή ειδική 

επιφάνεια, υψηλό συντελεστή διάχυσης και γρήγορη μεταφορά θερμότητας, επιταχύνοντας 

αποτελεσματικά την αντίδραση στα κανάλια και μειώνοντας σημαντικά τον συνολικό χρόνο 

ανάλυσης [235]. Για παράδειγμα, ο Zhang και οι συνεργάτες του ανέπτυξαν ένα νέο 

μικρορευστικό chip καθαρισμού νουκλεϊκών οξέων υγρής φάσης που μπορεί να διαχωρίσει 

επιλεκτικά DNA ή RNA από 5000 μL σε μονοκύτταρα βακτηριακά κύτταρα [192]. ȅ όγκος 

του δείγματος είναι μόνο 1 μL ή 125 nL, το οποίο μπορεί να ποσοτικοποιηθεί άμεσα από 

ένα chip σε περίπου 30 λεπτά. Έτσι, αυτές οι μικρές συσκευές απαιτούν επίσης πολύ 

μικρότερες ποσότητες αντιδραστηρίων και δειγμάτων, γεγονός που μειώνει σημαντικά το 

κόστος ανίχνευσης και επιτρέπει τη γρήγορη και χαμηλού κόστους ανίχνευση. Ȇαρόλα 

αυτά, η μικρορευστομηχανική τεχνολογία έχει τα δικά της μειονεκτήματα. Για παράδειγμα, 

δεν υπάρχει επιδέξια και ώριμη τεχνική για την προετοιμασία ενός καλού 

μικρορευστομηχανικού συστήματος και υπάρχει έλλειψη καλών και τέλειων υλικών 
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προετοιμασίας. Συνολικά, τα πλεονεκτήματα της τεχνολογίας των microfluidics 

προσδίδουν πολλά υποσχόμενες δυνατότητες για διαλογή υψηλής απόδοσης, 

περιβαλλοντική παρακολούθηση, κλινική παρακολούθηση, επιτόπια ανάλυση και 

εφαρμογές αλληλούχισης DNA. 

 

2.5.2. Η χρήση των microfluidic chips στην ανάλυση των μικροοργανισμών στα τρόφιμα 

Ȃέχρι σήμερα, οι περισσότερες τεχνικές που χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό 

ορισμένων πειραματικών δειγμάτων είναι σχετικά απλές μόνο για ένα συστατικό. Ωστόσο, 

για πρακτική χρήση, τα πολύπλοκα δείγματα και η μεταβλητότητα των περιβαλλοντικών 

συνθηκών μπορεί να οδηγήσουν σε μειωμένη ευαισθησία και εξειδίκευση της 

μικρορευστομηχανικής τεχνολογίας, οπότε θα πρέπει να σχεδιαστεί μία συσκευή για την 

ανάλυση πιο πολύπλοκων δειγμάτων, όπως το έδαφος, τα λύματα ή τα δείγματα τροφίμων 

[236]. ȁόγω του ότι οι φυσικές και χημικές ιδιότητες κάθε συστατικού προς εξέταση στο 

δείγμα μπορεί να μην διαφέρουν πολύ από εκείνες των μεμονωμένων συστατικών (όπως η 

ανίχνευση διαφορετικών βακτηρίων), μπορεί να είναι δύσκολο να επιτευχθεί ταυτόχρονη 

ανίχνευση πολλαπλών συστατικών. Επιπλέον, η ποικιλία και η περιεκτικότητα άλλων 

ουσιών σε πολύπλοκα υποστρώματα τροφίμων μπορεί να παρεμποδίσει την ανίχνευση και 

να μειώσει την ακρίβεια της ανάλυσης. Για παράδειγμα, εάν ο στόχος είναι η ανίχνευση E. 

coli σε δείγματα τροφίμων, υπάρχουν σίγουρα περισσότερα από ένα είδη βακτηρίων σε 

αυτό το συμπυκνωμένο δείγμα. Έτσι, προκειμένου να εξαλειφθούν αυτές οι παρεμβολές, 

μπορούν να ενσωματωθούν στο σύστημα ανίχνευσης ορισμένα ειδικά μόρια 

βιοαναγνώρισης. Ȃε την αύξηση της συγκέντρωσης και της εξειδίκευσης του δείγματος 

διευκολύνεται η ανίχνευση των συστατικών από πολύπλοκα μείγματα. 

Έχουν αναπτυχθεί διάφοροι τύποι μικρορευστομηχανικών συστημάτων για την ανίχνευση 

βακτηριακών παθογόνων μικροοργανισμών. Ωστόσο, τα περισσότερα συστήματα 

μικρορευστομηχανικής χρειάζονται πολύπλοκα στάδια συγκέντρωσης. ȅ Jokerst και οι 

συνεργάτες του ανέπτυξαν μία τεχνική chip μικρορευστομηχανικής με βάση το χαρτί για 

την ανίχνευση των E. coli O157: H7, L. monocytogenes και Salmonella σε έτοιμα προς 

κατανάλωση προϊόντα κρέατος, με βάση την αλλαγή της έντασης του χρώματος του 

συστήματος μετά την αντίδραση ειδικών ενζύμων που εκκρίνονται από τα βακτήρια με 

υποστρώματα, με το LOD των E. coli, L. monocytogenes και Salmonella να είναι 106, 108 

και 104 CFU/mL, αντίστοιχα [222]. Το παρασκευασμένο microfluidic chip με βάση το 
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χαρτί μπορεί να ανιχνεύσει τα παθογόνα βακτήρια με συγκέντρωση τόσο χαμηλή όσο 101 

CFU/mL σε έτοιμο προς κατανάλωση κρέας σε 12 h ή λιγότερο, και η περίοδος ανίχνευσης 

ήταν σημαντικά μικρότερη από εκείνη της μεθόδου με χρυσή σήμανση, η οποία έφθασε το 

εύρος ανίχνευσης της τυπικής μεθόδου και συντομεύει σημαντικά τον χρόνο ανίχνευσης σε 

σύγκριση με την παραδοσιακή ιατρική μέθοδο. Ένας τρισδιάστατος μικρορευστικός 

μαγνητικός προσυγκεντρωτής (3DμFMP), ο οποίος δεν χρειάζεται εξαρτήματα, έχει 

αναπτυχθεί για την ανίχνευση του E. coli O157: H7. Η συσκευή θα μπορούσε να ανιχνεύσει 

το E. coli O157: H7 σε μεγάλο όγκο διαλύματος δείγματος με το φωτόμετρο ATP, σε 

ποσοστό μόλις 10 CFU E. coli O157: H7 (μονάδα σχηματισμού αποικιών)/mL. Θα 

μπορούσε να συσσωρεύσει επιλεκτικά EHEC O157: H7 σε συγκέντρωση 700 φορές σε μία 

ώρα. Τα αποτελέσματα αυτά απέδειξαν τη σκοπιμότητα του 3DμFMP ως προσυγκεντρωτή 

για τη βελτίωση του ορίου ανίχνευσης του υπάρχοντος συστήματος ανίχνευσης βακτηρίων. 

ȅι Li Tianchan και οι συνεργάτες του συνδύασαν την ισοθερμική ενίσχυση με τη 

μεσολάβηση βρόχου (LAMP) που βασίζεται σε microfluidic chip με έναν πολυστρωματικό 

βιοαισθητήρα νανοσωλήνων άνθρακα (CNT) για την ανίχνευση του E. coli O157: H7 [235]. 

Ȃετά την καλλιέργεια του E. coli, τα συλληφθέντα βακτήρια θα μπορούσαν να 

απελευθερωθούν ανάλογα με τις ανάγκες με τη διακοπή της αλληλεπίδρασης μεταξύ του 

αντισώματος anti-E. coli O157: H7 και των βακτηρίων. Τα πολυστρωματικά στρώματα 

νανοσωλήνων άνθρακα με λειτουργικό αντίσωμα θα μπορούσαν να συλλάβουν, να 

καλλιεργήσουν και να απελευθερώσουν βακτήρια επιλεκτικά και στη συνέχεια αναλύθηκαν 

τη συγκέντρωση DNA των βακτηρίων που απελευθερώθηκαν με το microfluidic chip 

LAMP. Η προτεινόμενη πλατφόρμα ανίχνευσης ήταν ικανή να ανιχνεύει συγκεντρώσεις 

τόσο χαμηλές όσο 1 CFU/mL, η οποία είναι πολύ πιο ευαίσθητη από την προηγουμένως 

αναφερθείσα μέθοδο. Η πλατφόρμα ανίχνευσης έχει τα πλεονεκτήματα του χαμηλού 

κόστους και της εύκολης λειτουργίας και αποτελεί μία πιθανή πλατφόρμα για την ανίχνευση 

του E. coli O157: H7 στην ασφάλεια των τροφίμων. 

Η κύρια αιτία της χαμηλής αναπαραγωγιμότητας ή της αδυναμίας των συσκευών 

μικρορευστομηχανικής να ανιχνεύσουν σε πολύπλοκα υποστρώματα τροφίμων οφείλεται 

στη συγκέντρωση των αναλυτών κάτω από το όριο ανίχνευσης. Συνεπώς, απαιτείται ο 

διαχωρισμός και ο εμπλουτισμός των στόχων από μία μήτρα τροφίμων για να αυξηθεί η 

αποτελεσματικότητα της ανίχνευσης των αναλυτών. Η συγκέντρωση του δείγματος μπορεί 

να βελτιωθεί με διάφορες τεχνικές, όπως μαγνητικά σφαιρίδια ή μεμβράνες φίλτρου. 

Ȃεταξύ αυτών, τα μαγνητικά σφαιρίδια έχουν γενικά ανώτερο παραμαγνητισμό, όπως το 
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Fe3O4, το οποίο είναι σε θέση να διαχωριστεί από το προς εξέταση δείγμα με τη βοήθεια 

ενός μαγνητικού πεδίου και μίας πλούσιας επιφανειοδραστικής ομάδας. ȅι μεμβράνες 

διήθησης κατασκευάζονται συνήθως από διάφορα πολυμερή υπερυψηλής απόδοσης, τα 

οποία έχουν αντοχή σε οξέα και αλκάλια ή αντοχή στην οξείδωση για να επιτυγχάνεται ο 

διαχωρισμός και ο καθαρισμός των δειγμάτων. Επιπλέον, δεδομένου ότι η αντίδραση 

πραγματοποιείται σε ένα μικρορευστοειδές σύστημα, οι διάφορες μέθοδοι έγχυσης μπορούν 

να βελτιώσουν τη συγκέντρωση του στόχου [237]. 

ȅ ανοσομαγνητικός διαχωρισμός (Immunomagnetic separation, IMS) μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για τη συγκέντρωση βακτηριακών κυττάρων που υπάρχουν σε χαμηλότερες 

συγκεντρώσεις, αλλά είναι κατάλληλος μόνο για δείγματα μικρού όγκου (π.χ. 1 mL), που 

είναι πολύ μικρότερος από τον μεγάλο όγκο της καλλιέργειας εμπλουτισμού (π.χ. 250 mL). 

Για την αντιμετώπιση αυτού του ζητήματος, οι Ganesh και συνεργάτες ενσωμάτωσαν τον 

IMS βακτηριακών κυττάρων σε μικρορευστομηχανές για τον προσυγκέντρωση δειγμάτων 

όγκου 50 mL [238]. Στη συνέχεια εφαρμόστηκε PCR για την ποιοτική και ποσοτική 

ανίχνευση της E. coli O157:H7 σε λιγότερο από 2 h. Αυτή η πλατφόρμα μείωσε τόσο τον 

απαιτούμενο όγκο δείγματος όσο και τον συνολικό χρόνο της αντίδρασης. O Oh και οι 

συνεργάτες του συνδύασαν την LAMP με μία συσκευή φυγοκεντρικής 

μικρορευστομηχανής σε σχήμα δίσκου για την επιτυχή ανίχνευση τεσσάρων τροφιμογενών 

παθογόνων (Escherichia coli O157:H7, Salmonella Typhimurium, Vibrio 

parahaemolyticus και Listeria monocytogenes) σε μολυσμένα δείγματα γάλακτος με 

βακτήρια [239]. Η χρήση του Eriochrome Black T (EBT) στο σύστημα επέτρεψε τη 

χρωματομετρική ανίχνευση της αντίδρασης LAMP και η διαδικασία αυτή επέτρεψε την 

πλήρως αυτοματοποιημένη ανίχνευση βακτηρίων με όριο ανίχνευσης 10 βακτηριακών 

κυττάρων σε 65 min. Ωστόσο, η χρωματομετρική μέτρηση αυτής της πλατφόρμας 

αναγνωρίζεται με γυμνό μάτι, γεγονός που μπορεί να προκαλέσει ορισμένα σφάλματα στην 

ερμηνεία των πειραματικών αποτελεσμάτων. Για το λόγο αυτό, οι Sayad και συνεργάτες 

χρησιμοποίησαν την καλσεΐνη ως δείκτη και τη συνδύασαν με LAMP για μία γονοτυπική 

ανάλυση οκτώ στελεχών των τροφιμογενών παθογόνων E. coli O157:H7, Salmonella και 

Vibrio cholerae, για ένα σύνολο 24 παθογόνων βακτηρίων που ανιχνεύθηκαν [240]. Το 

αποτέλεσμα της χρωματομετρικής μεθόδου αναλύθηκε και διαβιβάστηκε σε smartphone με 

τη χρήση ενός αναπτυγμένου ηλεκτρονικού συστήματος που διασυνδέθηκε με την 

ασύρματη τεχνολογία bluetooth σε 60 min. Το σύστημα αυτό αποφεύγει τα τεχνητά 

υποκειμενικά σφάλματα και επιτυγχάνει μία πλήρως αυτοματοποιημένη, γρήγορη και 
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επιτόπια εξέταση. 

Στα παραπάνω πειράματα χρησιμοποιούνται ειδικά υλικά για την ανίχνευση βακτηρίων, 

αλλά μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν μεμβράνες φίλτρου νανοδιήθησης για την 

αύξηση της συγκέντρωσης του στόχου. ȅι Li και συνεργάτες χρησιμοποίησαν μία μονάδα 

μεμβρανών κοίλης ίνας από πολυσουλφόνη για τον διαχωρισμό και τη συγκέντρωση 

βακτηριακών κυττάρων από ομογενοποιημένα προϊόντα κοτόπουλου σε μικροδιήθηση 

διασταυρούμενης ροής [241]. Αυτό το ειδικό σύστημα μικρορευστοποίησης μπορεί να 

ανακτήσει αποτελεσματικά το 70% των αναλυτών στο μείγμα σε 30-45 min, βελτιώνοντας 

σημαντικά τη συγκέντρωση των αναλυτών και μειώνοντας τον πειραματικό χρόνο (περίπου 

6 ώρες στη βιομηχανία) [241]. Ωστόσο, μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν και ειδικά 

κανάλια έγχυσης. Για παράδειγμα, οι Shu και συνεργάτες ενσωμάτωσαν πολλαπλά στάδια 

PCR σε συσκευές μικρορευστομηχανικής προετοιμάζοντας ειδικά κανάλια συνεχούς ροής. 

Ȃε αυτή την ειδική συσκευή, τα γονίδια των S. enterica, L. monocytogenes, E. coli O157:H7 

και S. aureus μπορούσαν να ενισχυθούν και να ανιχνευθούν ταυτόχρονα από δείγματα 

μπανάνας, γάλακτος και αλλαντικών. Το όλο πείραμα απαιτούσε μόνο 19 min, με όριο 

ανίχνευσης μόλις 102 αντίγραφα/μL [242]. 

Ακόμα και αν η συγκέντρωση των αναλυτών μπορεί να αυξηθεί, η ανίχνευση του στόχου 

παρουσία κάποιων παρόμοιων συστατικών αποτελεί πρόκληση. Ως εκ τούτου, απαιτούνται 

κάποιοι βιοδείκτες ικανοί να αναγνωρίζουν ειδικά τον αναλύτη για να επιτευχθεί η ταχεία 

και ακριβής ανίχνευση του στόχου. Τα αντισώματα είναι ένα από τα πιο κοινά μόρια 

βιοαναγνώρισης. ȅι Savas και συνεργάτες χρησιμοποίησαν έναν βιοαισθητήρα-συζευγμένο 

αντίσωμα σε νανοσωματίδια χρυσού για την επιτυχή ανίχνευση της Salmonella από 

δείγματα ανθρώπινων κοπράνων [243]. ȅ πλήρως αυτοματοποιημένος 

μικρορευστομηχανικός ηλεκτροχημικός αισθητήρας επέτρεψε την ευαίσθητη και ειδική 

ανίχνευση της Salmonella, σε μικτά δείγματα, σε ποσοστό μόλις 1 CFU/mL, μέσω μίας 

ειδικής αντίδρασης μεταξύ του ειδικού αντισώματος και του αντιγόνου στην επιφάνεια των 

βακτηρίων [243]. Ως εναλλακτική λύση στα αντισώματα, οι απταμερείς είναι μονόκλωνα 

μόρια νουκλεϊνικών οξέων που είναι σταθερά, εύκολα στη σύνθεση και φθηνότερα από τα 

αντισώματα. Τα απταμερή μπορούν επίσης να δεσμεύουν ειδικά μόρια-στόχους και 

μπορούν να τροποποιηθούν με διάφορες φθορίζουσες χρωστικές ή άλλες ετικέτες. ȅι Wu 

και συνεργάτες διαχώρισαν και συμπύκνωσαν για πρώτη φορά αναλυτές από ένα μικτό 

διάλυμα χρησιμοποιώντας την ιδιότητα των μαγνητικών νανοσωματιδίων Fe3O4 [244]. Στη 

συνέχεια, σύμφωνα με την εξειδίκευση του απταμερούς διαφορετικών βακτηρίων, 
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χρησιμοποιήθηκαν χρωματικά μεταβαλλόμενα ανοδικά νανοσωματίδια συζευγμένα με 

διαφορετικά απταμερή ως ανιχνευτής σήματος για την ανίχνευση τριών αντίστοιχων 

παθογόνων βακτηρίων. Η χρωματική αλλαγή του σύνθετου σύνθετου νανοσωματιδίου που 

μετατρέπει το χρώμα σε πολλαπλά χρώματα έδειχνε εάν τα βακτήρια υπήρχαν στο μείγμα, 

ώστε να επιτευχθεί ταυτόχρονη, ευαίσθητη και επιλεκτική ανίχνευση [244]. 

ȅι λεκτίνες μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν ως μόρια βιοαναγνώρισης. ȅι Kang και 

συνεργάτες μελέτησαν διαφορετικά μεγέθη μαγνητικών νανοσωματιδίων επικαλυμμένων 

με λεκτίνες για τη σύλληψη παθογόνων βακτηρίων από μικτά διαλύματα [245]. Το 

αποτέλεσμα έδειξε ότι τα μαγνητικά νανοσωματίδια με ακτίνα 250 nm ήταν η πιο 

αποτελεσματική μέθοδος για το διαχωρισμό και την ανίχνευση του S. aureus σε ένα μικτό 

διάλυμα (102 CFU/mL) [245]. Σε μία άλλη μελέτη χρησιμοποιήθηκε η κονκαναβαλίνη Α 

(concanavalin A, ConA), μία λεκτίνη που δεσμεύει μαννόζη/γλυκόζη και μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για την αναγνώριση λιποπολυσακχαριτών που εκτίθενται σε βακτηριακές 

επιφάνειες. ȅι Dao και συνεργάτες συνδύασαν chip μικρορευστομηχανικής με 

λειτουργικότητα ConA με LAMP για τη σύλληψη και τον εμπλουτισμό Salmonella 

Typhimurium σε δείγματα ούρων (10 mL). Ȃέσω αυτού του ολοκληρωμένου συστήματος, 

η ανίχνευση Salmonella Typhimurium χωρίς ετικέτες, γρήγορα και σε πραγματικό χρόνο 

με συγκέντρωση μόλις 5 CFU/mL ολοκληρώθηκε σε 100 min [246]. 

 

2.5.3. Συνδυασμός μικρορευστομηχανικής με άλλες τεχνολογίες 

Για τρόφιμα ή άλλα πολύπλοκα περιβαλλοντικά δείγματα, η απόκτηση των αναλυτών 

μπορεί να είναι δύσκολη ή μπορεί να είναι δύσκολο να ενσωματωθούν πλήρως οι 

διαδικασίες διαχωρισμού και ανίχνευσης σε ένα μόνο μικρορευστικό chip [247]. 

Ειδικότερα, εάν οι φυσικές και χημικές ιδιότητες κάθε συστατικού που πρόκειται να 

εξεταστεί στο δείγμα είναι παρόμοιες, ενδέχεται να είναι δύσκολη η ταυτόχρονη διάκριση 

και ανίχνευση διαφόρων ουσιών. ȅι μελλοντικές εργασίες θα πρέπει να στοχεύουν στη 

μείωση της προεπεξεργασίας ή στο συνδυασμό των βημάτων προεπεξεργασίας με την 

ανίχνευση για την ανάλυση των τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών. Η επιτυχής 

εφαρμογή εξαρτάται κυρίως από την υψηλή αποδοτικότητα, την υψηλή ταχύτητα και την 

αυτοματοποίηση της τεχνολογίας μικρορευστοποίησης, σε συνδυασμό με διάφορες 

τεχνολογίες, όπως ηλεκτροχημικούς βιοαισθητήρες, οπτικούς βιοαισθητήρες, 

ανοσολογικές αναλύσεις και μεθόδους που βασίζονται σε νουκλεϊκά οξέα [248]. 
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Ένας πολλά υποσχόμενος τύπος κατασκευής microfluidics, ο οποίος μπορεί να είναι 

κατάλληλος για τον τομέα της ποιότητας και της ασφάλειας των τροφίμων, είναι οι 

μικρορευστομηχανές ανάλυσης με βάση το χαρτί (μPADs). ȅι μPADs παρουσιάστηκαν για 

πρώτη φορά το 2007 και έχουν αναφερθεί ως μία οικονομικά αποδοτική, αποτελεσματική, 

ευαίσθητη, σε πραγματικό χρόνο και χωρική μέθοδος ανίχνευσης σε σύγκριση με άλλες 

συμβατικές μεθόδους παρακολούθησης μικροβίων. ȁόγω του πορώδους του, το χαρτί 

παρέχει πλεονεκτήματα έναντι άλλων μη πορωδών υλικών στην ανάπτυξη των μPADs. 

Δεδομένου ότι το ρευστό μεταφέρεται μέσω του χαρτιού με τριχοειδείς δυνάμεις, τα μPADs 

δεν απαιτούν άντληση για να λειτουργήσουν και, επομένως, δεν χρειάζονται εξωτερική 

πηγή ενέργειας [249]. 

Η μέθοδος εκτύπωσης με κερί αποτελείται από δύο ξεχωριστά στάδια, το σχεδιασμό της 

εκτύπωσης σε επιφάνεια χαρτιού κυτταρίνης με τη χρήση εκτυπωτή κεριού ή εκτυπωτή 

λέιζερ και την τήξη του εκτυπωμένου κεριού με τη χρήση είτε μίας θερμαντικής πλάκας 

είτε ενός συμβατικού φούρνου, η οποία παρουσιάζει καλύτερα αποτελέσματα επιτρέποντας 

τη διάχυση του κεριού στο χαρτί και δημιουργώντας ένα φράγμα κεριού [250]. Το φράγμα 

αυτό είναι υδρόφοβο, κατευθύνοντας έτσι το διάλυμα που πρέπει να εντοπιστεί στην 

επιθυμητή περιοχή. Η εφαρμογή κεροτυπωμένων μPADs είναι βολική, απλή και γρήγορη 

διαδικασία, φιλική προς το περιβάλλον και καταλληλότερη για την παραγωγή μαζικών 

ποσοτήτων συσκευών με το χαμηλότερο δυνατό κόστος. Ωστόσο, η διαδικασία αυτή 

παρουσιάζει χαμηλή ανάλυση και απαιτείται ένα πρόσθετο στάδιο (θέρμανση του χαρτιού 

κυτταρίνης) μετά την εναπόθεση κεριού. Επιπλέον, ο ακριβής όγκος και η ταχύτητα ροής 

του υγρού δεν μπορούν να ελεγχθούν εύκολα [251]. 

Η μέθοδος κοπής χαρτιού μπορεί να χρησιμοποιηθεί (α) με τροποποίηση της δομής του 

χαρτιού με χρήση κοπτικού μηχανήματος CO2 laser ελεγχόμενου από υπολογιστή [252], 

(β) με κοπή του χαρτιού πάνω σε μεμβράνη από υαλοβάμβακα με κοινό κοπτικό μηχάνημα, 

χρησιμοποιώντας μεμβράνες από υαλοβάμβακα και φύλλο PVC (πολυβινυλοχλωρίδιο), ή 

(γ) με αναδίπλωση και ξεδίπλωση του χαρτιού με το χέρι προκειμένου να δημιουργηθεί μία 

τρισδιάστατη συσκευή σε ένα μόνο φύλλο χαρτιού [253]. Αυτή η μέθοδος κοπής χαρτιού 

είναι ακριβής και δεν απαιτεί επιπλέον αναλώσιμα. Ωστόσο, η εφαρμογή της μεθόδου 

απαιτεί ακριβά όργανα και παράγει μεγάλες ποσότητες αποβλήτων, επομένως είναι 

απαραίτητη μία ταινία κάλυψης για την αποφυγή της ρύπανσης και την αύξηση της 

στιβαρότητας της συσκευής. 
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Η φωτολιθογραφία αναφέρεται στην εκτύπωση μίας ακριβούς φωτομάσκας με τη βοήθεια 

ενός τρισδιάστατου εκτυπωτή. Σκοπός της συγκεκριμένης φωτομάσκας είναι να 

δημιουργηθούν τόσο υδρόφιλα κανάλια όσο και υδρόφοβα εμπόδια στο χαρτί [254]. Για να 

επιτευχθεί αυτό, το υδρόφοβο σιλάνιο του διαλύματος οκταδεκυλοτριχλωροσιλανίου 

πρέπει να συνδεθεί με τις ίνες του χαρτιού και στη συνέχεια να εκτεθεί σε υπεριώδη 

ακτινοβολία μέσω της φωτομάσκας. Τα μPADs που βασίζονται στη φωτολιθογραφία είναι 

φθηνές, ελαφριές και απλές συσκευές με μικρορευστικά κανάλια υψηλής ανάλυσης, αλλά 

απαιτούν ακριβά όργανα και συχνά τοξικά αντιδραστήρια [255]. 

Η εκτύπωση με inkjet μπορεί να υλοποιηθεί με τη χρήση ενός ανακατασκευασμένου 

εκτυπωτή inkjet, προκειμένου να εκτυπωθεί το διάλυμα αλκενυλοκετενικού διμερούς-

επτανίου πάνω σε μη επεξεργασμένο διηθητικό χαρτί, έτσι ώστε η εκτυπωμένη περιοχή να 

γίνει υδρόφοβη και κατά συνέπεια να μετατραπεί σε υδρόφοβο φράγμα, κατευθύνοντας το 

νερό στην επιθυμητή περιοχή. Ȇροτάθηκε η εκτύπωση διπλής όψης μίας υδρόφοβης 

ακρυλικής σύνθεσης που ωριμάζει με υπεριώδη ακτινοβολία, στην οποία το μελάνι είναι 

απαλλαγμένο από πτητικές οργανικές ενώσεις (volatile organic compound, VOC) και 

εύκολα εύφλεκτες ουσίες, σύμφωνα με τις διαδικασίες πράσινης τεχνολογίας από την 

Υπηρεσία Ȇροστασίας του Ȇεριβάλλοντος των ΗȆΑ [256]. Τα κύρια πλεονεκτήματα αυτής 

της διαδικασίας κατασκευής είναι ότι είναι οικονομικά και χρονικά αποδοτική, απλή, 

εύχρηστη, με υψηλή ανάλυση, και επίσης ικανή να διαμορφώνει τόσο το χάρτινο 

υπόστρωμα όσο και την εναπόθεση των αντιδραστηρίων που απαιτούνται για τη 

(βιο)χημική ανίχνευση, καθιστώντας την διαθέσιμη για την κατασκευή ολόκληρων μPADs 

σε μία μόνο συσκευή. Η συσκευή αυτή μπορεί να κατασκευαστεί μόνο με τροποποιημένους 

εκτυπωτές inkjet με διαφορετικούς τύπους μελανιών για κάθε εκτύπωση και όπως και στην 

περίπτωση της μεθόδου κατασκευής με εκτύπωση κεριού, απαιτεί ένα επιπλέον βήμα 

(θέρμανση του χαρτιού κυτταρίνης) μετά την εναπόθεση μελανιού [257]. 

Η εκτύπωση πολυ-δι-μεθυλο-σιλοξάνης (PDMS) είναι μία τεχνική χύτευσης, όπου ένα 

διάλυμα PDMS χρησιμοποιείται ως μάσκα χαρτιού λόγω της υδροφοβικότητάς του. Αυτό 

το διάλυμα λειτουργεί ως παράγοντας φραγμού που υποστηρίζει καλά ορισμένους διαλύτες, 

επιτρέποντας στη συσκευή να λειτουργεί σε πολλές εφαρμογές. Η κύρια διαδικασία 

περιλαμβάνει την τοποθέτηση της εκτυπωμένης μάσκας πάνω στο χαρτί, την προσθήκη του 

διαλύματος PDMS πάνω από τη μάσκα και τη θέρμανση στους 120οC για 30 min, ώστε να 

μπορέσει να διεισδύσει μέσα από το διηθητικό χαρτί [258]. Η εκτύπωση PDMS παρέχει 

οικονομικά αποδοτικές, απλές, μη τοξικές, φορητές και ευαίσθητες συσκευές χωρίς ρεύμα, 
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οι οποίες παρουσιάζουν υψηλότερη ανάλυση από άλλες μεθόδους κατασκευής και 

παρουσιάζουν χειρισμούς πολλαπλής ανίχνευσης. Ωστόσο, οι διαδικασίες που απαιτούνται 

για την κατασκευή των εκτυπωμένων με PDMS συσκευών περιλαμβάνουν πολλαπλά 

στάδια και, ως εκ τούτου, είναι ακατάλληλες για μαζική παραγωγή. 

Η κατασκευή συσκευής με βάση το πλαστικοποιημένο χαρτί (Laminated paper-based 

device, LPAD) αποτελείται από τρεις ξεχωριστές ενέργειες. Ȇρώτον, σχεδιασμός του 

κατάλληλου χαρτιού (χρωματογραφίας) που θα χρησιμοποιηθεί και στη συνέχεια 

συνδυασμός του με δύο πρόσθετες μεμβράνες θερμικής συγκόλλησης από πολυεστέρα, οι 

οποίες καλύπτουν τόσο την επάνω όσο και την κάτω πλευρά του. Στη συνέχεια, και τα τρία 

ξεχωριστά μέρη περνούν από θερμαντικό ρολό πλαστικοποίησης για να συγκολληθούν 

μεταξύ τους. Η μέθοδος αυτή είναι φθηνή, απλή, απλή και οικονομικά αποδοτική, όπως και 

οι περισσότερες μέθοδοι κατασκευής συσκευών μικρορευστομηχανικήςμε βάση το χαρτί. 

Επιπλέον, η τεχνική πλαστικοποίησης χαρτιού ενισχύει τη μηχανική αντοχή και τη 

συνολική ανθεκτικότητα και ευελιξία των συσκευών [259]. Ωστόσο, η μέθοδος αυτή έχει 

ως αποτέλεσμα την παραγωγή μεγάλου όγκου αποβλήτων και απαιτεί ειδικά όργανα, όπως 

πλάκες θέρμανσης. 

Ένα μPAD που χρησιμοποιεί διηθητικό χαρτί και εκτυπωτή λέιζερ έχει αναπτυχθεί για την 

ανίχνευση της Salmonella enterica serovars Typhimurium (ψυχόμενη μετά από πλήρη 

καλλιέργεια σε συγκεντρώσεις 108 CFU/mL και σειριακή αραίωση), με όριο ανίχνευσης σε 

επίπεδο ενός κυττάρου [260]. Ένα άλλο μPAD εισήχθη με τη μέθοδο εκτύπωσης με λέιζερ 

[261]. Η συσκευή μπόρεσε να ανιχνεύσει ταυτόχρονα τόσο την Escherichia coli O157:H7 

όσο και τη Salmonella enterica serovar Typhimurium, με όρια ανίχνευσης 105 και 106, 

αντίστοιχα. Το 2018 κατασκευάστηκε επίσης ένα καινοτόμο μPAD χρησιμοποιώντας ένα 

μαξιλάρι PVC με διηθητικό χαρτί για την ανίχνευση του Chronobacter spp. [262]. Το όριο 

ανίχνευσης της συσκευής ήταν 10-1cfu/cm2 και ο χρόνος ανίχνευσης διαρκούσε 8-12h, με 

συνολικό κόστος μικρότερο από 0,15$/συσκευή. 

Ακόμη, κατασκευάστηκε μία συσκευή μικρορευστομηχανικής για την ανίχνευση των E.coli 

O157:H7, L. monocytogenes και Salmonella enterica serovar Typhimurium που 

εμβολιάζονται σε δείγματα κρέατος, με όριο ανίχνευσης 10 cfu/cm2 [222]. ȅ χρόνος 

ανίχνευσης για την ανάλυση των Salmonella enterica Typhimurium, E. coli O157:H7 και 

L. monocytogenes ήταν 8, 10 και 12 h, αντίστοιχα, πολύ κάτω από τους εκτιμώμενους 

χρόνους για τις καλλιεργημένες τεχνικές που κυμαίνονται μεταξύ 5-7 ημερών. 
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Αναπτύχθηκε μία συσκευή εκτύπωσης με κερί για την ανίχνευση των Salmonella spp., L. 

monocytogenes και E. coli σε γεωργικό νερό, με όριο ανίχνευσης 0,1cfu/mL και διάρκεια 

ανάλυσης 24 h [263]. Ȃε βάση αυτό το σύστημα, τα βακτήρια ανιχνεύονται οπτικά με 

έγχρωμη ένδειξη. Ȁατασκευάστηκε ένα μPAD με τη μέθοδο εκτύπωσης κεριού για την 

ανίχνευση του E. coli σε περιβαλλοντικά δείγματα νερού [264]. Η συσκευή ανέφερε την 

ανίχνευση παθογόνων με τη χρήση τροποποιημένης δοκιμής καταλάσης που παρείχε 

έγχρωμη ένδειξη ανάλογα με τη συγκέντρωση του E. coli. Ένα άλλο μPAD αναπτύχθηκε 

με τη μέθοδο της φωτολιθογραφίας ακολουθώντας τις ίδιες αρχές του χρωμογόνου 

υποστρώματος για την ανίχνευση παθογόνων. Η συσκευή δοκιμάστηκε σε διάφορα 

δείγματα τροφίμων (κορίανδρος, κέικ, γάλα, σπανάκι) και ήταν σε θέση να παρέχει 

αποτελέσματα σε 3-4 h με όριο ανίχνευσης 104 cfu/mL. Ȇροτάθηκε ένα πλαστικοποιημένο 

μPAD για την ανίχνευση της Listeria monocytogenes σε έτοιμα προς κατανάλωση 

θαλασσινά. Η διαδικασία ανάλυσης διαρκεί 4,5 h και έχει όριο ανίχνευσης 100 αντίγραφα 

DNA ανά 50 g δείγματος με εκτιμώμενο κόστος λιγότερο από 5 δολάρια ΗȆΑ ανά δείγμα 

[249]. 

 

2.5.4. Μελλοντικές προοπτικές και χρήσεις 

Τα µPAD αναπτύσσονται από µικρορευστικά chip µε βάση το χαρτί. Χρησιμοποιούν ειδικά 

υλικά για να σχεδιάσουν τα γραφικά των λειτουργικών μονάδων και των καναλιών στο 

χάρτινο υπόστρωμα, για να πραγματοποιήσουν την κατευθυνόμενη ροή του υγρού στα 

υδρόφιλα κανάλια με τη βοήθεια της τριχοειδούς δράσης ενός σκελετού κυτταρίνης. Το 

χαρτί δεν είναι μόνο φθηνό και εύκολο στο χειρισμό, αλλά έχει επίσης καλύτερη 

βιοσυμβατότητα και παρέχει καλή αντίθεση φόντου για τις χρωματομετρικές αντιδράσεις. 

Το πρωτότυπο των χάρτινων μικρορευστοποιητικών chip ανάγεται στη δεκαετία του 1940, 

όταν η ερευνητική ομάδα του Muller χρησιμοποίησε παραφίνη για να σχηματίσει κανάλια 

σε διηθητικό χαρτί και παρατήρησε τη διάχυση και το διαχωρισμό ενός διαλύματος 

χρωστικής ουσίας στο χαρτί. Επιπλέον, η ανοσοχρωματογραφία, η οποία εμφανίστηκε τη 

δεκαετία του 1980, μπορεί επίσης να θεωρηθεί ως μία από τις πρώτες τεχνολογίες 

μικρορευστοποίησης με βάση το χαρτί. Στις περισσότερες υπάρχουσες ανασκοπήσεις, η 

ερευνητική ομάδα του Whiteside στο Ȇανεπιστήμιο του Χάρβαρντ [265] αναγνωρίζεται ως 

η πρώτη ομάδα που ανέφερε chip μικρορευστομηχανική βασισμένα σε χαρτί. Ȃετά την 

αναφορά τους, έχουν εμφανιστεί συσκευές μικρορευστομηχανικής και συσκευές με 

διαφορετικές λειτουργίες και μεθόδους επεξεργασίας που βασίζονται στο χαρτί. Η 
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ερευνητική ομάδα του Whitesides συνδύασε χάρτινα chip με συσκευές σάρωσης για να 

δημιουργήσει ένα μPAD για ποσοτική ανάλυση [266] και κατασκεύασε για πρώτη φορά 

ένα τρισδιάστατο (3D) χάρτινο chip, στοιβάζοντας πολλαπλά στρώματα χάρτινων chip με 

ταινία διπλής όψης [266]. Το 2009, η ερευνητική οµάδα του Whitesides [267] πρότεινε τη 

χρήση της µεθόδου εκτύπωσης κεριού για την κατασκευή chip μικρορευστομηχανικής µε 

βάση το χαρτί. Η μέθοδός τους χρησιμοποιείται ευρέως λόγω της απλότητας και του 

χαμηλού κόστους της. Την ίδια χρονιά, οι Dungchai και συνεργάτες κατασκεύασαν ένα 

χάρτινο chip βασισμένο στην ανίχνευση ηλεκτροχημικού σήματος, εκτυπώνοντας πρώτα 

ηλεκτρόδια σε χαρτί φίλτρου [268]. Η μέθοδος αυτή βελτιώνει σημαντικά την ευαισθησία 

ανίχνευσης των χάρτινων μικρορευστολογικών chip που βασίζονται σε χαρτί. Το 2011, οι 

Liu και συνεργάτες πραγματοποίησαν την κατασκευή τρισδιάστατων χάρτινων chip 

χρησιμοποιώντας τη μέθοδο αναδίπλωσης, η οποία είναι πιο βολική και αποτελεσματική 

από τη μέθοδο κατασκευής που παρείχε η ερευνητική ομάδα του Whitesides [253]. 

Αναμφισβήτητα, στα πρώτα τους στάδια, τα όρια ανίχνευσης (detection limits, LOD) των 

μικρορευστολογικών chip που βασίζονται σε χαρτί δεν ήταν αρκετά χαμηλά, ευαίσθητα στη 

μόλυνση και μηχανικά αδύναμα. Για την επίλυση αυτών των προβλημάτων, οι ερευνητές 

χρησιμοποιούν νέα νανοϋλικά, συσκευές στεγανοποίησης και προηγμένους αισθητήρες στα 

μPADs [269]. Ȃεταξύ αυτών, η προσθήκη αισθητήρων αποτελεί ένα ερευνητικό hotspot. 

Ȇολλές ερευνητικές ομάδες έχουν διερευνήσει την κατασκευή αισθητήρων φθορισμού 

[270], ηλεκτροχημικών αισθητήρων [271] και χρωματομετρικών αισθητήρων [272] στην 

πλατφόρμα χάρτινων chip. Στη συνέχεια μελέτησαν και σχεδίασαν μία σειρά από χαμηλού 

κόστους, βολικά και γρήγορα μPADs [273], τα οποία προώθησαν την εφαρμογή και την 

ανάπτυξη της τεχνολογίας μικρορευστοποίησης με βάση το χαρτί στη βιολογική και 

περιβαλλοντική ανάλυση. 

Ως σημείο αιχμής στον τομέα της ανίχνευσης αναλυτικής χημείας, η τεχνολογία chip 

μικρορευστομηχανικής χαρτιού έχει ερευνηθεί και εφαρμοστεί σε διάφορους τομείς, από 

την αρχική ανάλυση χαρτιού δοκιμής έως το δισδιάστατο σύστημα μικροροής και στη 

συνέχεια το τρισδιάστατο σύστημα ροής. Η δοκιμή και η ανάλυση σε λίγα μόνο 

τετραγωνικά εκατοστά υλικών με βάση το χαρτί μπορεί να εξοικονομήσει σε μεγάλο βαθμό 

το χρόνο δοκιμής και να μειώσει την κατανάλωση αντιδραστηρίων και δειγμάτων και 

ταυτόχρονα να προστατεύσει το περιβάλλον, ενώ σχετικά ακριβή χημικά μέσα μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν για την ανίχνευση ουσιών. Ȁαθώς ένας αυξανόμενος αριθμός ερευνητών 

μελετά τα χάρτινα chip, η διαδικασία παραγωγής και η τεχνολογία ανίχνευσης των 
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χάρτινων chip γίνονται απλούστερες και ακριβέστερες και οι εφαρμογές τους γίνονται πιο 

ποικίλες. 

Ȇρόσφατα, τα χάρτινα microfluidic chips έχουν αποκτήσει μεγάλο ενδιαφέρον για την 

ανίχνευση και τον έλεγχο πολλαπλών τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών. ȅι Pang 

και συν. σχεδίασαν ένα νέο υβριδικό μικρορευστικό chip πολυδιμεθοξυσιλοξάνης (poly-

dimethoxysiloxane, PDMS)/χαρτιού, το οποίο ονομάστηκε εν συντομία chip SPH, 

ενσωματωμένο με την τεχνολογία LAMP με βάση τη μεικτή χρωστική για την ανίχνευση 

πολλαπλών τροφιμογενών παθογόνων μικροοργανισμών. Το εν λόγω chip έχει τα ακόλουθα 

πλεονεκτήματα, όπως (i) οικονομικά αποδοτική ανίχνευση παθογόνων μικροοργανισμών 

πολλαπλών αναλύσεων με βάση το chip, (ii) απλή λειτουργία μέσω του chip SPH και (iii) 

ακριβής μεθοδολογία LAMP με βάση τη μεικτή χρωστική. ȅι τιμές LOD για τον 

Staphylococcus aureus και το Vibrio parahemolyticus βρέθηκαν να είναι 21,5 και 20,9 

αντίγραφα μL-1, αντίστοιχα. Επιπλέον, η πρακτικότητα αξιολογήθηκε με τη χρήση 

μολυσματικών ουσιών τροφίμων και 1000 CFU mL-1 βακτηρίων μπορούν να ανιχνευθούν 

με υψηλή εξειδίκευση [274]. Στην Εικόνα 7 απεικονίζεται η σχηματική αναπαράσταση των 

σημερινών τεχνολογιών που βασίζονται σε LAMP για την ανίχνευση τροφιμογενών 

παθογόνων μικροοργανισμών. Σε μία άλλη μελέτη, η συσκευή lab-on-a-disc 

κατασκευάστηκε με τη χρήση αντιδραστηρίων LAMP και κατασκευάστηκε σε έναν ενιαίο 

μικρορευστικό συμπαγή δίσκο (CD) με τη διαδικασία αυτοματοποίησης. Αυτή η συσκευή 

έχει αρκετούς ευεργετικούς παράγοντες σε σύγκριση με τις υπάρχουσες συμβατικές 

μεθόδους. Αυτοί περιλαμβάνουν (i) διαδικασία εξοικονόμησης χρόνου, δηλαδή εντός 70 

min, (ii) η ευελιξία αντιπροσωπεύει τη χρήση της μικρορευστομηχανικής λειτουργίας και 

του πιστολιού θερμού αέρα, (iii) καμία ανάγκη εξωτερικών αντλιών για τον χειρισμό της 

ανάλυσης LAMP και (iv) εξάλειψη της χρήσης εργαστηριακών οργάνων όπως το ερμάριο 

PCR, το vortex, τα σωληνάρια PCR, η πιπέτα, ο εξοπλισμός ανάμιξης κ.λπ. με την 

αυτοματοποιημένη μικρορευστομηχανική ανάμιξη των συνολικών αντιδραστηρίων LAMP. 

Η φορητή συσκευή που αναπτύχθηκε χρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση σαλμονέλας (που 

είχε προστεθεί στις ντομάτες) και πέτυχε την τιμή LOD 5×10-3 ng/μL συγκέντρωσης DNA 

[275]. Αυτό το μικρορευστικό εργαστήριο επί δίσκου ενσωματωμένο με LAMP είναι 

εξαιρετικά βολικό στην POC διαγνωστική των τροφιμογενών παθογόνων [276]. 
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Εικόνα 7 Σχηματική αναπαράσταση της φυγοκεντρικής μικροσυσκευής LAMP 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7564122/  
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Ȁεφάλαιο 3ο: Ȃέθοδοι & Υλικά  
 

3.1. Σχεδιασμός 

Η πειραματική πορεία της διατριβής χωρίστηκε σε 3 στάδια: 

1. Αρχικά εντοπίστηκε η αποτελεσματικότερη μέθοδος εκχύλισης βακτηριακού DNA από 

δείγματα τροφίμων. Σε αυτό το στάδιο: 

Επιμολύνθηκαν δείγματα τροφίμων και νερού με γνωστές συγκεντρώσεις 

μικροοργανισμών, με σκοπό να απομονωθούν στη συνέχεια και να ταυτοποιηθούν.  

Συγκρίθηκαν οι μοριακές τεχνικές PCR & colorimetric LAMP στην ταυτοποίηση των 

μικροοργανισμών. ȅι μοριακές αναλύσεις που έχουν αναπτυχθεί μέχρι σήμερα, με βάση 

την τεχνική LAMP για την ανίχνευση παθογόνων, είναι 100 έως 1000 φορές πιο ευαίσθητες 

από τις συμβατικές αναλύσεις PCR αντίστοιχης εξειδίκευσης [277]. Η μέθοδος LAMP έχει 

επίσης το πλεονέκτημα ότι ανέχεται ενώσεις που αναστέλλουν την τυπική μέθοδο PCR 

[278]. Ȇαρόμοια αποτελέσματα εντοπίζονται και στα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν 

στην παρούσα διατριβή, επομένως η μέθοδος LAMP είναι καλύτερη στην ταυτοποίηση των 

βακτηρίων. 

2. Σχεδιάστηκε μία συσκευή μικρορευστομηχανικής (microfluidic chip) με το σχεδιαστικό 

πακέτο 3D Autodesk, Fusion 360, μέσα στην οποία θα πραγματοποιηθούν οι αναλύσεις της 

LAMP. Σκοπός ήταν να δημιουργηθεί η συσκευή αυτή, ούτως ώστε να αποτελεί πλήρες 

αναλυτικό εργαλείο για μοριακή ανίχνευση παθογόνων σε τρόφιμα. 

3. Εφαρμογή της συσκευής για ανίχνευση παθογόνων μικροοργανισμών (βακτηρίων) σε 

δείγματα τροφίμων του εμπορίου. 

 

3.2. Εξοπλισμός και υλικά 

ȅ εξοπλισμός που χρησιμοποιήθηκε: 

1. Θερμοκυκλοποιητής (Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler) 
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Εικόνα 8 Θερμοκυκλοποιητής - Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems)  

 

2. ȁουτρό υπερήχων (ELMASONIC S10 - Ultrasonic Cleaning Device 800ml 37 kHz 30 

W, Elma Ultrasonic Technology) 

 

Εικόνα 9 ȁουτρό υπερήχων (ELMASONIC S10 - Ultrasonic Cleaning Device 800ml 37 kHz 30 W, Elma 

Ultrasonic Technology) 
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3. Φυγόκεντρος (MSE Sanyo Micro Centaur Centrifuge) 

4. Συσκευή ηλεκτροφόρησης (Mini Single Cell Electrophoresis Chamber) 

 

 

Εικόνα 10 Συσκευή ηλεκτροφόρησης Mini Single Cell Electrophoresis Chamber 

5. Thermal Block (THERMOBLOCK TD 200-1) 

6. Θερμαντική εστία 

7. Συσκευή ανάγνωσης - ανάλυσης με λάμπα υπεριώδους ακτινοβολίας UV – DNR Mini 

BISPRo 
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Εικόνα 11 Συσκευή ανάγνωσης - ανάλυσης με λάμπα υπεριώδους ακτινοβολίας UV – DNR Mini BISPRo 

8. Υδατόλουτρο 

9. 3D εκτυπωτής Phrozen sonic mini 4k 

10. Διαφανής υγρή ρητίνη PRIMA Value UV Resin STANDARD CLEAR πυκνότητας 1.1 

g/mL 

Τα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα εξής: 

Εκλεκτικά υποστρώματα καλλιέργειας Salmonella CHROMagarTM SALMONELLA PLUS 

(Bioprepare Microbiology, Athens, Greece). 

Εκλεκτικά υποστρώματα καλλιέργειας Listeria monocytogenes CHROMagarTM LISTERIA 

(Bioprepare Microbiology, Athens, Greece). 

Εκλεκτικά υποστρώματα καλλιέργειας Escherichia coli and CHROMagarTM ECC 

(Bioprepare Microbiology, Athens, Greece). 

Χλωροφόρμιο 

Αιθανόλη 
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ǿσοαμυλική Αλκοόλη 

ȅξικό ȃάτριο 3M 

Elution Buffer 

Βρωμιούχο αιθίδιο 

Tris Borate EDTA Buffer (TBE) 

 

3.3. Επιμόλυνση δειγμάτων τροφίμων 

Για τους σκοπούς της παρούσας μελέτης, δείγματα νερού και τροφίμων (γάλα και 

κοτόπουλο) επιμολύνθηκαν με S. Typhimurium (NCTC 12023), L. monocytogenes (NCTC 

10357) και E. coli (NCTC 10418). Τα εναιωρήματα των βακτηρίων παρασκευάστηκαν σε 

ζωμό τρυπτόνης σόγιας (Tryptone Soy Broth, TSB) σε ισοδύναμο θολερότητας 0,5 

McFarland (περίπου 1,5 × 108 cfu/mL) και παρασκευάστηκαν δεκαπλάσιες σειριακές 

αραιώσεις σε τελικό όγκο 10 mL, σε τελική συγκέντρωση 1,5 × 101 cfu/mL στις παραπάνω 

μήτρες. Ȁάθε σειριακή αραίωση αναλύθηκε αργότερα, προκειμένου να αξιολογηθεί η 

αναλυτική ευαισθησία. 
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Εικόνα 12 Επιμόλυνση δειγμάτων γάλακτος 

 

Εικόνα 13 Διαδικασία επιμόλυνσης στερεών τροφίμων 

 

3.4. Ȃέθοδοι εκχύλισης DNA 

Για την απομόνωση του DȃA αξιοποιήθηκαν συνολικά δώδεκα διαφορετικές μέθοδοι: 

1. Εκχύλιση με τη χρήση εμπορικού KIT Thermo Scientific Invitrogen™ PureLink™ 

Genomic DNA Mini Kit 

Το Genomic DNA Purification Kit είναι ένα απλό και γρήγορο σύστημα για τον υψηλής 

ποιότητας καθαρισμό γονιδιωματικού DNA από διάφορες ουσίες, όπως: ολικό αίμα, ορός, 

κυτταρικές σειρές, βακτηριακά κύτταρα, φυτικοί ιστοί και ιστοί θηλαστικών. Το kit 

βασίζεται στην επιλεκτική καταβύθιση του DNA από ακατέργαστο λυτικό διάλυμα με τη 

βοήθεια απορρυπαντικού. Η όλη διαδικασία είναι ταχεία - μόλις 20-25 min - με τυπική 

απόδοση 2-10 μg γονιδιωματικού DNA από 0,2 mL αίματος. Το υψηλού μοριακού βάρους 

γονιδιωματικό DNA που καθαρίζεται με το kit είναι κατάλληλο για άμεση χρήση σε όλες 

τις συνήθεις εφαρμογές μοριακής βιολογίας: PCR, Thermo Scientific FastDigest και 

συμβατική πέψη περιορισμού, κλωνοποίηση, αλληλούχιση DNA και ανάλυση Southern 

blot. 

2. Εκχύλιση με τη χρήση εμπορικού KIT QIAGEN DNease Blood & Tissue kit 

Τα DNeasy Blood & Tissue Kits έχουν σχεδιαστεί για τον γρήγορο καθαρισμό ολικού DNA 
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(π.χ. γονιδιωματικού, μιτοχονδριακού και παθογόνου) από μία ποικιλία πηγών δειγμάτων, 

συμπεριλαμβανομένων νωπών ή κατεψυγμένων ζωικών ιστών και κυττάρων, αίματος ή 

βακτηρίων. Το καθαρισμένο DNA DNeasy είναι απαλλαγμένο από προσμίξεις και 

ενζυμικούς αναστολείς και είναι ιδιαίτερα κατάλληλο για εφαρμογές PCR, Southern 

blotting, RAPD, AFLP και RFLP. ȅ καθαρισμός δεν απαιτεί εκχύλιση με φαινόλη ή 

χλωροφόρμιο ή καθίζηση με αλκοόλη και περιλαμβάνει ελάχιστο χειρισμό. Αυτό καθιστά 

τα DNeasy Blood & Tissue Kits ιδιαίτερα κατάλληλα για την ταυτόχρονη επεξεργασία 

πολλαπλών δειγμάτων. Για εφαρμογές υψηλότερης απόδοσης, το kit DNeasy 96 Blood & 

Tissue Kit επιτρέπει την ταυτόχρονη επεξεργασία 96 ή 192 δειγμάτων. Το ρυθμιστικό 

σύστημα είναι βελτιστοποιημένο, ώστε να επιτρέπει την άμεση λύση των κυττάρων που 

ακολουθείται από την επιλεκτική πρόσδεση του DNA στη μεμβράνη DNeasy. Ȃετά τη 

λύση, η διαδικασία της στήλης περιστροφής DNeasy Blood & Tissue μπορεί να 

ολοκληρωθεί σε μόλις 20 min. Χρησιμοποιώντας το kit DNeasy 96 Blood & Tissue Kit, 96 

ή 192 δείγματα μπορούν να υποβληθούν σε επεξεργασία σε μόλις 1 h μετά τη λύση. Η απλή 

επεξεργασία με φυγοκέντρηση απομακρύνει πλήρως τους μολυσματικούς παράγοντες και 

τους ενζυμικούς αναστολείς, όπως οι πρωτεΐνες και τα δισθενή κατιόντα, και επιτρέπει την 

ταυτόχρονη επεξεργασία πολλαπλών δειγμάτων παράλληλα. Επιπλέον, οι διαδικασίες 

DNeasy Blood & Tissue είναι κατάλληλες για ένα ευρύ φάσμα μεγεθών δειγμάτων. Το 

καθαρισμένο DNA εκλούεται σε ρυθμιστικό διάλυμα χαμηλών αλάτων ή σε νερό, έτοιμο 

για χρήση σε εφαρμογές που ακολουθούν. Το καθαρισμένο DNA DNeasy έχει συνήθως 

λόγο A260/A280 μεταξύ 1,7 και 1,9 και έχει μέγεθος έως 50 kb, με θραύσματα των 30 kb 

να κυριαρχούν. Η διαδικασία DNeasy ανακτά επίσης αποτελεσματικά θραύσματα DNA 

τόσο μικρά όσο 100 bp. 

ȅι διαδικασίες DNeasy Blood & Tissue είναι απλές. Τα δείγματα λύονται πρώτα με τη 

χρήση πρωτεϊνάσης Ȁ. ȅι ρυθμιστικές συνθήκες ρυθμίζονται, ώστε να παρέχουν βέλτιστες 

συνθήκες δέσμευσης του DNA και το λυτικό διάλυμα φορτώνεται στη στήλη περιστροφής 

DNeasy Mini ή στην πλάκα DNeasy 96. Ȁατά τη διάρκεια της φυγοκέντρησης, το DNA 

δεσμεύεται επιλεκτικά στη μεμβράνη DNeasy, καθώς οι προσμίξεις περνούν. ȅι 

εναπομείνασες προσμίξεις και οι ενζυμικοί αναστολείς απομακρύνονται σε δύο 

αποτελεσματικά βήματα πλύσης και το DNA εκλούεται στη συνέχεια σε νερό ή ρυθμιστικό 

διάλυμα, έτοιμο για χρήση. Το καθαρισμένο με DNeasy DNA έχει αναλογίες A260/A280 

1,7-1,9 και οι σαρώσεις απορρόφησης δείχνουν μία συμμετρική κορυφή στα 260 nm που 

επιβεβαιώνει την υψηλή καθαρότητα. Η μεμβράνη DNeasy συνδυάζει τις ιδιότητες 
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πρόσδεσης μίας μεμβράνης με βάση το διοξείδιο του πυριτίου με την απλή τεχνολογία 

microspin ή με το σύστημα φυγοκέντρησης 96-Well-Plate της QIAGEN. Το DNA 

προσροφάται στη μεμβράνη DNeasy παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων χαοτροπικών 

αλάτων, τα οποία απομακρύνουν το νερό από τα ενυδατωμένα μόρια στο διάλυμα. ȅι 

συνθήκες ρυθμιστικού διαλύματος στις διαδικασίες DNeasy Blood & Tissue έχουν 

σχεδιαστεί έτσι, ώστε να επιτρέπουν τη συγκεκριμένη προσρόφηση του DNA στη 

μεμβράνη πυριτίου και τη βέλτιστη απομάκρυνση των προσμίξεων και των ενζυμικών 

αναστολέων. 
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Εικόνα 14 Εκχύλιση DNA με τη χρήση DNeasy Blood & Tissue Kit 

3. Διαχωρισμός των φάσεων του δείγματος με χλωροφόρμιο (για απομάκρυνση των 

αναστολέων λιπαρούς φύσης) 

4. Βρασμός δειγμάτων για 20 min και στη συνέχεια αποθήκευση 

5. ȁουτρό υπερήχων 10 min και στη συνέχεια αποθήκευση. 

6. Βρασμός 10 min + υπέρηχοι 10 min και στη συνέχεια αποθήκευση. 

7. Βρασμός 20 min + διαχωρισμός φάσεων με χλωροφόρμιο και στη συνέχεια αποθήκευση 

της υδατικής φάσης. 

8. Υπέρηχοι (λουτρό υπερήχων) για 10 min + διαχωρισμός φάσεων με χλωροφόρμιο και 

στη συνέχεια αποθήκευση της υδατικής φάσης. 

9. Βρασμός 10 min + υπέρηχοι 10 min + διαχωρισμός φάσεων με χλωροφόρμιο και στη 

συνέχεια αποθήκευση της υδατικής φάσης. 

10. Βρασμός των δειγμάτων για 10 min σε υδατόλουτρο, και κατάψυξή στους -20°C για 30 

min και τέλος επανάληψη της διαδικασίας βρασμού στο υδατόλουτρο για ακόμη 15 min και 

με βρασμό του δείγματος για 10 min και στη συνέχεια υποβολή του σε λουτρό υπερήχων 

για ακόμη 10 min. Στη συνέχεια αποθήκευση. 

11. H μέθοδος 11 αποτελεί μία in-house μέθοδος εκχύλισης βασισμένη στο τυπικό 

πρωτόκολλο με φαινόλη - χλωροφόρμιο - ισοαμυλική αλκοόλη, με ορισμένες 

τροποποιήσεις. Εν συντομία, 1 mL από κάθε νερό και το εναιώρημα των τροφίμων 

βράστηκαν σε υδατόλουτρο για 10 min και στη συνέχεια τοποθετήθηκαν σε λουτρό 

υπερήχων για επιπλέον 10 min, προκειμένου να προκληθεί λύση της κυτταρικής μεμβράνης 

χωρίς τη χρήση χαοτροπικού παράγοντα (π.χ. φαινόλη). Το μείγμα φυγοκεντρήθηκε (SL 

16R, Thermo Scientific) στις 11.000 rpm για 1 min και συλλέχθηκε η υδατική φάση. 

Ȇροστέθηκε ίσος όγκος διαλύματος χλωροφορμίου-ισοαμυλικής αλκοόλης (0,96:0,04) και 

φυγοκεντρήθηκε στις 11.000 rpm για 1 min. Η υδατική (άνω) φάση συλλέχθηκε και 

προστέθηκε ίσος όγκος χλωροφορμίου και τέθηκε σε νέα φυγοκέντρηση στις 11.000 

στροφές ανά min για 1 min. Ȃετά τη συλλογή της υδατικής φάσης, προστέθηκαν επίσης 

στο διάλυμα 50 µL οξικού νατρίου 3 M (pH = 5,2). Στο μείγμα προστέθηκε ίσος όγκος 

απόλυτης αιθανόλης (σε θερμοκρασία δωματίου) προκειμένου να κατακρημνιστεί το DNA. 



Ανάπτυξη καινοτόμου μεθοδολογίας για την Ανίχνευση Ȇαθογόνων Βακτηρίων στα Τρόφιμα 
 

                                                                                    118 

 

Το μείγμα φυγοκεντρήθηκε στις 11.000 rpm για 1 min και η υγρή φάση απομακρύνθηκε. 

Ȇροστέθηκαν επιπλέον 250 µL απόλυτης αιθανόλης και αφέθηκαν υπό συνθήκες ψύξης (-

20 °C) για 30 min. Στη συνέχεια, το μείγμα τέθηκε για φυγοκέντρηση στις 11.000 rpm για 

2 min. Η αιθανόλη απομακρύνθηκε επίσης και τα δείγματα θερμάνθηκαν στους 60 °C σε 

θερμαντικό μπλοκ (HB-M501, ǿταλία) προκειμένου να εξατμιστεί η εναπομείνασα 

αιθανόλη. Τέλος, το σφαιρίδιο του DNA επαναιωρήθηκε σε 100 µL ρυθμιστικού 

διαλύματος έκλουσης (10 mM Tris-HCl, pH = 8,0, 1 mM EDTA) και συλλέχθηκε σε 

μικροσωλήνες Eppendorf 1,5 µL. 

 

Εικόνα 15 Γραφική απεικόνιση της μεθοδολογίας 11 

12. Απομόνωση με τη χρήση του εμπορικού kit (NucleoSpin® Food) 

Ȇεριεχόμενα του εμπορικού kit: 

Lysis buffer CF 

Buffer C4 

Wash buffer CQW 

Wash buffer C5 (concentrate) 

Elution buffer CE 

NucleoSpin® Food columns (plus collection tubes) 
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Proteinase K (lyophilized)  

Proteinase buffer PB  

Collection tubes (2mL) 

User manual 

Τα βήματα που ακολουθήθηκαν: 

ȅμογενοποίηση του δείγματος 

ȁύση των κυττάρων. Ȇροσθήκη 550 μLCF προθερμασμένο στους 65 ℃ (ανάμιξη για 15 s) 

και 10 μL proteinase K (ανάμιξη για 2-3s) 

Ȇροσαρμογή των συνθηκών για την πρόσδεση του DNA. Ȃεταφορά του δείγματος σε 

καθαρό δοκιμαστικό σωλήνα. Ȇροσθήκη ίσης ποσότητας C4 και ίσης ποσότητας αιθανόλης 

(συνολικά 3 φορές ο αρχικός όγκος). Έπειτα φυγοκέντρηση για 30 s. 

Ȇρόσδεση DNA. Εισαγωγή 700μL δείγματος σε NucleoSpin® Food column μέσα σε 

collection tube. Φυγοκέντρηση για 1 min στις 11.000 στροφές και απόρριψη του υγρού στο 

σωληνάκι. Επανάληψη της διαδικασίας για την υπόλοιπη ποσότητα του δείγματος. 

Έκπληση και στέγνωμα της μεμβράνης silica. 

1η έκπληση:Ȇροσθήκη 400 μLCQW και φυγοκέντρηση για 1 min στις 11.000 στροφές. 

Απόρριψη του υγρού στο σωληνάκι. 

2η έκπληση: Ȇροσθήκη 700 μLC5 και φυγοκέντρηση για 1 min στις 11.000 στροφές. 

Απόρριψη του υγρού στο σωληνάκι. 

3η έκπληση: Ȇροσθήκη 200 μLC5 και φυγοκέντρηση για 2 min στις 11.000 στροφές, για 

την πλήρη απομάκρυνση του C5. 

Έκλουση DNA. Τοποθέτηση της NucleoSpin® Food column σε  καθαρό σωληνάκι των 1,5 

mL. Ȇροσθήκη 100 μLCE (προθερμασμένο στους 70 ℃) στη μεμβράνη. Επώαση για 5 min 

σε θερμοκρασία δωματίου. Φυγοκέντρηση για 1 min στις 11.000 στροφές για την έκλουση 

του DNA. 
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Εικόνα 16 Απεικόνιση μεθόδου εκχύλισης βακτηριακού DNA σε δείγματα τροφίμων με τη 

χρήση εμπορικού kit MN NucleoSpin® Food. 

 

3.5. Ταυτοποίηση με μοριακές τεχνικές 

Αφού πραγματοποιήθηκαν οι μέθοδοι εκχύλισης DNA, στη συνέχεια έγινε ανίχνευση - 

ταυτοποίηση των παθογόνων μικροοργανισμών με: 
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3.5.1. PCR – Ηλεκτροφόρηση 

Η PCR πραγματοποιήθηκε σε διάλυμα τελικού όγκου 50μL για κάθε δείγμα που 

αποτελούνταν από 25 μL OneTaq® Hot Start Quick-Load 2X Master Mix με Standard 

Buffer (NEB), 0,4 μȂ εκκινητές (για S. Typhimurium/L. monocytogenes) όπως 

περιγράφεται από τους Anju και συν. (2014) και Khalil (2016) αντίστοιχα, 5 μL του 

βακτηριακού DNA-στόχου και UltraPure™ DNase/RNase-Free Water (Invitrogen) μέχρι 

τελικού όγκου 50 μL. Η διαδικασία διεξήχθη σε ένα Veriti® 96 Well Therman Cycler 

(Applied Biosystems®). ȅι συνθήκες ενίσχυσης ρυθμίστηκαν ως εξής: Αρχικά, ένα βήμα 

μετουσίωσης στους 95 ℃ για 10 min, ακολουθούμενο από 40 κύκλους των εξής: 1: ℃ για 

60 s και ανόπτηση για 60 s στους 58 ℃ για το S. Typhimurium ή 52 ℃ για τη L. 

monocytogenes, επιμήκυνση στους 72 ℃ για 60 s και τελική επιμήκυνση στους 72 ℃ για 

άλλα 7 min. Τα προϊόντα PCR διαχωρίστηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 

1,5%, χρωματίστηκαν με βρωμιούχο αιθίδιο (0,5 μg/mL) και τεκμηριώθηκαν υπό υπεριώδη 

φωτισμό με τη χρήση της συσκευής MiniBIS Pro. 

Ȇίνακας 3 Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν (Anju et al., 2014; Khalil, 2017; 

Papatheodorou et al., 2021) 

Βακτήριο Εκκινη

τής 

Αλληλουχία Ȃέγεθος 

προϊόντος 

ενίσχυσης 

S. Τyphimurium stm F 5' GGTGGCAAGGGAATGAA 3' 915 bp 
stm R 3' CGCAGCGTAAAGCAACT 5' 915 bp 

L. 
monocytogenes 

Iap F 5' CTGGCACAAAATTACTTACAACGA 
3' 

454 bp 

Iap R 3' AACTACTGGAGCTGCTTGTTTTTC 5' 454 bp 
E. coli stx F 5' GAATCCTCAGTTTTTCAACGTTTC 3' 208 bp 

stx R 3' TAGCCGTAACAACCAATACAAATG 
5' 

208 bp 

Εκκινητής Αλληλουχία 

S. Typhimurium 

F3  5′ ACCAGATTCAGGGAGTGAGT 3′ 

B3  5′ CGCGCACGAAATTCGTAAC 3′ 

FIP  5′ ACCGGGTGGTAAGCGAATTGCGAGGTTAACCGTCTGGAGC 

3′ 

BIP 5′ TCGGCCTCTTTGGCCATCACTGGCGAAATACTTTGCCGAG 

3′ 

LF  5′ TGGTAAAGCCCGCGCATCTG 3′ 
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LB  5′ GCGCCAGTTCATGCGACTCG 3′ 

L. monocytogenes 

F3  5′ TTGCGCAACAAACTGAAGC 3′ 

B3  5′ GCTTTTACGAGAGCACCTGG 3′ 

FIP 5′ 

CGTGTTTCTTTTCGATTGGCGTCTTTTTTTCATCCATGGCACC

ACC 3′ 

BIP  5′ 

CCACGGAGATGCAGTGACAAATGTTTTGGATTTCTTCTTTTT

CTCCACAAC 3′ 

LF 5′ TAGGACTTGCAG GCGGAGATG 3′ 

LB  5′ GCCAAGAAAAGGTTACAAAGATGG 3′ 

E. coli 

F3 5′ GCCATCTCCTGATGACGC 3′ 
B3 5′ ATTTACCGCAGCCAGACG 3′ 

BIP 

5′ 
CATTTTGCAGCTGTACGCTCGCAGCCCATCATGAATGTTGCT 
3′ 

FIP 
5′ CTGGGGCGAGGTCGTGGTATTCCGACAAACACCACGAATT 
3′ 

Loop F 5′ CTTTGTAACAACCTGTCATCGACA 3′ 
Loop B 5′ ATCAATCTCGATATCCATGAAGGTG 3′ 

 

 

Εικόνα 17 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 
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Εικόνα 18 Ηλεκτροφόρηση 

 

3.5.2. Colorimetric LAMP 

Για τη σύγκριση της ευαισθησίας κάθε μοριακής μεθόδου πραγματοποιήθηκε ισοθερμική 

ενίσχυση μέσω βρόχου, όπως περιγράφεται από τους Tanner και τους συνεργάτες του [279]. 

Η LAMP πραγματοποιήθηκε σε διάλυμα τελικού όγκου 25 μL για κάθε δείγμα, 

αποτελούμενο από 12,5 μL WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix (NEB), 0,8 

Ȃ εκάστου εκκινητή FIP και BIP, 0,1 μȂ εκάστου εκκινητή F3 και B3 και 0. 4 μȂ έκαστος 

των εκκινητών LF και LB για το S. Typhimurium και τη L. monocytogenes [280], 5 μL 

βακτηριακού DNA-στόχου και UltraPure™ DNase/RNase-Free Water (Invitrogen) μέχρι 

25 μL. Η ενίσχυση πραγματοποιήθηκε σε συμβατικό φούρνο ρυθμισμένο στους 65 ℃ για 

45 min για τα δείγματα που μολύνθηκαν με S. Typhimurium και 60 min για τα δείγματα 

που μολύνθηκαν με L. monocytogenes αντίστοιχα. Τα αποτελέσματα αξιολογήθηκαν με 

βάση την αλλαγή του χρώματος χωρίς τη χρήση πρόσθετων οργάνων. 
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Εικόνα 19 ǿσοθερμική ενίσχυση μέσω βρόγχου (LAMP). BSt Ȇολυμεράση, 4-6 εκκινητές. Ελεύθερα 

ολιγονουκλεοτίδια (dNTPs), Xρωστικές - δείκτες pH 

Αφού βρέθηκε η καλύτερη μέθοδος (colorimetric LAMP) σχεδιάστηκε μία 3D microfluidic 

analytical device που θα βοηθήσει στη διεκπεραίωση των αναλύσεων. 

 

3.6. Ȃικροβιολογικές αναλύσεις 

Ȇροκειμένου να αξιολογηθεί η ακρίβεια και η αξιοπιστία της μεθόδου που βασίζεται στη 

μικρορευστολογία σε πραγματικές μήτρες τροφίμων, τα δείγματα τροφίμων υποβλήθηκαν 

σε κλασικές μικροβιολογικές δοκιμές με τη χρήση τρυβλίων Petri και επιλεκτικών μέσων. 

Αρχικά, 25g από κάθε δείγμα τροφίμου αραιώθηκαν με 225mL ρυθμιστικού νερού με 

πεπτόνη (BPW) σε αποστειρωμένες σακούλες και ομογενοποιήθηκαν σε εργαστηριακό 

αναδευτήρα Stomacher 400, Seward Medical, για 45 s. Στη συνέχεια, 0,1mL από κάθε 

δείγμα μεταφέρθηκαν για ανίχνευση σε κάθε εκλεκτικό μέσο για Salmonella Typhimurium, 

Listeria monocytogenes (μετά από προ-εμπλουτισμό σε BPW για 24 h) και Escherichia coli. 

Τα εκλεκτικά μέσα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα εξής: CHROMagarTM 

SALMONELLA PLUS (Bioprepare Microbiology, Αθήνα, Ελλάδα) για την ανίχνευση της 
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Salmonella Typhimurium, CHROMagarTM LISTERIA (Bioprepare Microbiology, Αθήνα, 

Ελλάδα) για την ανίχνευση της L. monocytogenes και CHROMagarTM ECC (Bioprepare 

Microbiology, Αθήνα, Ελλάδα) για την ανίχνευση E. coli. Τα αποτελέσματα των 

μικροβιολογικών αναλύσεων ήταν σε πλήρη συμφωνία με τα αποτελέσματα των 

αναλύσεων με βάση τα μικρορευστολογικά συστήματα, αποδεικνύοντας έτσι την ακρίβεια 

και την αξιοπιστία της μεθόδου. 

 

Εικόνα 20 Ȃικροβιολογική ανάλυση δειγμάτων τροφίμων σε εκλεκτικά μέσα. 

 

3.7. Σχεδιασμός της συσκευής 

Η συσκευή μικρορευστομηχανικής (microfluidic device) σχεδιάστηκε με το σχεδιαστικό 

πακέτο Autodesk Fusion 360. Η εκτύπωση πραγματοποιείται σε εκτυπωτή Phrozen sonic 

mini 4k, με διαφανή υγρή ρητίνη PRIMA Value UV Resin STANDARD CLEAR ως υλικό 

εκτύπωσης. Επειδή κατά τη διάρκεια της εκτύπωσης ενδέχεται να παραμείνει ρητίνη σε 

υγρή μορφή στο εσωτερικό των μικροκαναλιών, η συσκευή σχεδιάστηκε έτσι, ώστε να 

αποτελείται από τρία (3) διαφορετικά κομμάτια (Ȃέρος Α: καπάκι, Ȃέρος Β: Ενδιάμεσο 

τμήμα, Ȃέρος Γ: Βάση), το ένα συμπληρωματικό του άλλου) τα οποία ενώνονται μετά την 

εκτύπωση όπως φαίνεται στις παρακάτω εικόνες. Η συσκευή επιλέχθηκε να χωριστεί σε 3 

διαφορετικά μέρη: καπάκι, ενδιάμεσο τμήμα, βάση, το ένα από τα οποία θα είναι 

συμπληρωματικό του άλλου, με σκοπό να συνδυαστούν μετά την εκτύπωση. ȅ λόγος που 

αποφασίστηκε αυτό και δεν σχεδιάστηκε ως ενιαίο κομμάτι ήταν για να αποφευχθούν άλλα 

προβλήματα που προέκυπταν μετά την εκτύπωση. Για παράδειγμα, κατά τη διάρκεια της 

σκλήρυνσης με υπεριώδη ακτινοβολία, μία μικρή ποσότητα υγρής ρητίνης παρέμεινε μέσα 

στα κανάλια, η οποία στη συνέχεια στερεοποιήθηκε με αποτέλεσμα να φράξουν και το υγρό 

να μην μπορεί να περάσει μέσα από αυτά. Ȁάθε συσκευή περιέχει 8 διαφορετικά κανάλια, 

ώστε να μπορεί να αναλύει 8 δείγματα ταυτόχρονα. 
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Εικόνα 21 Σχεδιασμός συσκευών microfluidics: Εισαγωγή δείγματος 

 

Εικόνα 22 Σχεδιασμός συσκευών microfluidics 
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Εικόνα 23 Σχεδιασμός συσκευών microfluidics 

 

Εικόνα 24 Συσκευές που σχεδιάστηκαν 



Ανάπτυξη καινοτόμου μεθοδολογίας για την Ανίχνευση Ȇαθογόνων Βακτηρίων στα Τρόφιμα 
 

                                                                                    128 

 

 

Εικόνα 25 Εισαγωγή δείγματος 

 

Εικόνα 26 Απεικόνιση συσκευής microfluidic 

 

Διαστάσεις ολοκληρωμένης συσκευής: 24*22*9cm 

Διαστάσεις μέρους Α (καπάκι): 24*22*2.5 cm (σχέδιο 1) 

Διαστάσεις μέρους Β (ενδιάμεσο τμήμα): 24*22*6 cm  

Διαστάσεις μέρους Γ (βάση): 24*22*5 cm  
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Ακολούθως μετά το σχεδιασμό της συσκευής, απαιτείται επεξεργασία σε ειδικό λογισμικό 

προετοιμασίας Chitubox. 

 

Εικόνα 27 Ȇροεπεξεργασία της τρισδιάστατης εκτύπωσης: ȁογισμικό CHITUBOX 

Για την αποφυγή της διόγκωσης των καναλιών λόγω εκτεταμένης έκθεσης της ρητίνης στη 

UV ακτινοβολία, ή την ελλιπή σκλήρυνση των καναλιών πρέπει να γίνει σωστή ρύθμιση 

της έκθεσης στην ακτινοβολία, τις ταχύτητες και τις αποστάσεις κίνησης της πλατφόρμας 

του εκτυπωτή κ.α. 
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Εικόνα 28: 3D PRINTER: Phrozen Sonic Mini 4K 

Ως βέλτιστες ρυθμίσεις χρησιμοποιήθηκαν: 

⚫ Exposure time: 2S 

⚫ Lift Distance: 6mm 

⚫ Lift speed 65 mm/min 

⚫ Bottom exposure time: 12S 

⚫ Layer height: 0.040mm 

⚫ Retract Speed: 120 mm/min 

και ως Είδος ρητίνης επιλέχθηκε Clear Resin, με πυκνότητα: 1.1g/m  
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Εικόνα 29 Αρχή λειτουργίας του τρισδιάστατου εκτυπωτή 

Ύστερα από την εκτύπωση, η επιφάνεια της συσκευής καθαρίζεται με 2-προπανόλη για την 

απομάκρυνση της υγρής ρητίνης που έχει απομείνει. Αφού αφεθεί να στεγνώσει σε 

σκοτεινό περιβάλλον, προστίθενται μέσα τα κατάλληλα αντιδραστήρια για την ανίχνευση-

ταυτοποίηση οποιουδήποτε επιθυμητού μικροοργανισμού στόχου (Salmonella 

Typhimurium, Escherichia coli ή Listeria monocytogenes). 

 

3.8. Εκχύλιση DNA στα δείγματα τροφίμων 

Αρχικά, 25 g των δειγμάτων τροφίμων τοποθετήθηκαν σε αποστειρωμένους σάκους με την 

προσθήκη 225 g αραιωτικού διαλύματος (αραίωση 10%) και ομογενοποιήθηκαν σε 

συσκευή stomacher. Από το ομογενοποιημένο διάλυμα ελήφθησαν 1500 μL δείγματος και 

φυγοκεντρήθηκαν για 3 min στις 12000 rpm. Το υπερκείμενο υγρό απορρίφθηκε στη 

συνέχεια για να συλλεχθεί η κατώτερη φάση του, η οποία αποτελείτο από ένα συμπύκνωμα 

των κυττάρων του δείγματος. Αφού έγινε η συλλογή, το DNA των κυττάρων αυτών 

απομονώθηκε σύμφωνα με μεθοδολογία που αναπτύχθηκε στο εργαστήριό μας [249], η 

οποία βασίζεται στην κλασική μέθοδο φαινόλης-χλωροφορμίου με ορισμένες 

τροποποιήσεις για τη βελτίωση της απόδοσής της. 
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Ȁεφάλαιο 4ο: Αποτελέσματα 
 

4.1. Ηλεκτροφόρηση 

 

Εικόνα 30. Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων μαρουλιού επιμολυσμένα  με L. monocytogenes που απομονώθηκαν 

με τη βοήθεια του kit απομόνωσης MN NucleoSpin® Food. 

Η εικόνα 30 δείχνει την ανίχνευση της L. monocytogenes που έχει προστεθεί σε ολόκληρα 

δείγματα μαρουλιού του εμπορίου, ξεκινώντας από αρχική συγκέντρωση 1,5*108 cfu/mL 

και ακολουθούμενη από διαδοχικές δεκαπλάσιες αραιώσεις μέχρι την τελική 

συγκέντρωση 1,5*102 cfu/mL. Τα δείγματα που εμφανίζονται είναι τα εξής: 1: L. 

monocytogenes σε μαρούλι (1,5*106 cfu/mL). 2: L. monocytogenes σε μαρούλι (1,5*105 

cfu/mL). 3: L. monocytogenes σε μαρούλι (1,5*104 cfu/mL). 4: L. monocytogenes σε 

μαρούλι (1,5*103 cfu/mL) 5: L. monocytogenes σε μαρούλι (1,5-108 cfu/mL). 6: Αρνητικό 

δείγμα. 7: L. monocytogenes σε μαρούλι (1,5*106 cfu/mL). 8: Σκάλα DNA 100 bp 

(Invitrogen, Thermo Fischer Scientific). 9: L. monocytogenes σε μαρούλι (1,5*105 

cfu/mL). 10: L. monocytogenes σε μαρούλι (1,5*104 cfu/mL). 11: L. monocytogenes σε 

μαρούλι (1,5*103 cfu/mL). Ενώ τα υπόλοιπα ανιχνεύθηκαν επιτυχώς στα 915 bp, το 

δείγμα στο πέμπτο τρυβλίο (1,5*108 cfu/mL) βρέθηκε αρνητικό. Αυτό συνέβη πιθανώς 

λόγω αναστολέων που θα μπορούσαν ενδεχομένως να υπάρχουν σε δείγματα με μεγάλες 

ποσότητες DNA. 
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Εικόνα 31 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων μαρουλιού επιμολυσμένα με L. monocytogenes που απομονώθηκαν 

με την in-house μέθοδο 11. 

Η εικόνα 31 δείχνει την ανίχνευση της L. monocytogenes που έχει προστεθεί σε ολόκληρα 

δείγματα μαρουλιού του εμπορίου, ξεκινώντας από αρχική συγκέντρωση 1,5*108 cfu/mL 

και ακολουθούμενη από τμηματικές δεκαπλάσιες αραιώσεις μέχρι την τελική 

συγκέντρωση 1,5*102 cfu/mL. Τα δείγματα που εμφανίζονται είναι τα εξής: 1: L. 

monocytogenes σε μαρούλι (1,5*106 cfu/mL). 2: L. monocytogenes σε μαρούλι (1,5*105 

cfu/mL). 3: L. monocytogenes σε μαρούλι (1,5*104 cfu/mL). 4: L. monocytogenes σε 

μαρούλι (1,5*103 cfu/mL) 5: L. monocytogenes σε μαρούλι (1,5-108 cfu/mL). 6: Αρνητικό 

δείγμα. 7: L. monocytogenes σε μαρούλι (1,5*106 cfu/mL). 8: θετικό control δείγμα. 9: 

θετικό control δείγμα. 10: L. monocytogenes σε μαρούλι (1,5*104 cfu/mL). 11: L. 

monocytogenes σε μαρούλι (1,5*103 cfu/mL). 
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Εικόνα 32 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων μαρουλιού επιμολυσμένα με E. coli. Απομόνωση με NucleoSpin® 

Food. 

Η εικόνα 32 δείχνει την ανίχνευση της E. coli που έχει προστεθεί σε ολόκληρα δείγματα 

μαρουλιού του εμπορίου, ξεκινώντας από αρχική συγκέντρωση 1,5*108 cfu/mL και 

ακολουθούμενη από διαδοχικές δεκαπλάσιες αραιώσεις μέχρι την τελική συγκέντρωση 

1,5*102 cfu/mL. Τα δείγματα που εμφανίζονται είναι τα εξής: 1: θετικό control. 2: E. coli 

σε μαρούλι (1,5*108 cfu/mL). 3: E. coli σε μαρούλι (1,5*107 cfu/mL). 4: Αρνητικό δείγμα 

5: Αρνητικό δείγμα. 6: E. coli σε μαρούλι (1,5*106 cfu/mL) 7: E. coli σε μαρούλι (1,5*105 

cfu/mL). 8: E. coli σε μαρούλι (1,5*104 cfu/mL) 9: E. coli σε μαρούλι (1,5*103 cfu/mL) 

10: E. coli σε μαρούλι (1,5*102 cfu/mL). 11: Αρνητικό δείγμα. 
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Εικόνα 33 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων μαρουλιού επιμολυσμένα με E. coli. Απομόνωση με την in-house 

τεχνική. 

Η εικόνα 33 δείχνει την ανίχνευση E. coli που έχει προστεθεί σε ολόκληρα δείγματα 

μαρουλιού του εμπορίου, ξεκινώντας από αρχική συγκέντρωση 1,5*107 cfu/mL και 

ακολουθούμενη από τμηματικές δεκαπλάσιες αραιώσεις μέχρι την τελική συγκέντρωση 

1,5*102 cfu/mL. Τα δείγματα που εμφανίζονται είναι τα εξής: 1: E. coli σε μαρούλι 

(1,5*107 cfu/mL) 2: E. coli σε μαρούλι (1,5*106 cfu/mL). 3: E. coli σε μαρούλι (1,5*105 

cfu/mL). 4: E. coli σε μαρούλι (1,5*104 cfu/mL) 5: E. coli σε μαρούλι (1,5*103 cfu/mL) 

6: E. coli σε μαρούλι (1,5*102 cfu/mL) 7: Αρνητικό δείγμα.  
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Εικόνα 34 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων μαρουλιού επιμολυσμένα με S. Typhimurium. Απομόνωση με 

NucleoSpin® Food. 

Η εικόνα 34 δείχνει την ανίχνευση του S. Typhimurium που έχει προστεθεί σε ολόκληρα 

δείγματα μαρουλιού του εμπορίου, ξεκινώντας από αρχική συγκέντρωση 1,5*108 cfu/mL 

και ακολουθούμενη από τμηματικές δεκαπλάσιες αραιώσεις μέχρι την τελική 

συγκέντρωση 1,5*102 cfu/mL. Τα δείγματα που εμφανίζονται είναι τα εξής: 1: θετικό 

control. 2: S. Typhimurium σε μαρούλι (1,5*108 cfu/mL). 3: S. Typhimurium σε μαρούλι 

(1,5*107 cfu/mL). 4: S. Typhimurium σε μαρούλι (1,5*106 cfu/mL) 5: S. Typhimurium σε 

μαρούλι (1,5-105 cfu/mL). 6: S. Typhimurium σε μαρούλι (1,5-104 cfu/mL). 7: S. 

Typhimurium σε μαρούλι (1,5*103 cfu/mL). 8: S. Typhimurium σε μαρούλι (1,5-102 

cfu/mL). 9: Αρνητικό δείγμα. 10: Αρνητικό δείγμα. 
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Εικόνα 35 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων μαρουλιού επιμολυσμένα με S. Typhimurium. και ύστερα 

απομονώθηκαν με τη μέθοδο 11. 

Η εικόνα 35 δείχνει την ανίχνευση του S. Typhimurium που έχει προστεθεί σε ολόκληρα 

δείγματα μαρουλιού του εμπορίου, ξεκινώντας από αρχική συγκέντρωση 1,5*107 cfu/mL 

και ακολουθούμενη από τμηματικές δεκαπλάσιες αραιώσεις μέχρι την τελική 

συγκέντρωση 1,5*102 cfu/mL. Τα δείγματα που εμφανίζονται είναι τα εξής: 1: Αρνητικό 

δείγμα 2: S. Typhimurium σε μαρούλι (1,5*107 cfu/mL). 3: S. Typhimurium σε μαρούλι 

(1,5*106 cfu/mL). 4: S. Typhimurium σε μαρούλι (1,5*105 cfu/mL) 5: S. Typhimurium σε 

μαρούλι (1,5-104 cfu/mL). 6: S. Typhimurium σε μαρούλι (1,5-103 cfu/mL). 7: S. 

Typhimurium σε μαρούλι (1,5*102 cfu/mL). 8: Αρνητικό δείγμα.  9: Ȇρότυπο θετικό 

δείγμα. 



Ανάπτυξη καινοτόμου μεθοδολογίας για την Ανίχνευση Ȇαθογόνων Βακτηρίων στα Τρόφιμα 
 

                                                                                    138 

 

 

Εικόνα 36 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων νερού που επιμολύνθηκαν με L. monocytogenes (*1.5 cfu/mL) και 

ύστερα απομονώθηκαν με τη μέθοδο 11. 

Η εικόνα 36 δείχνει την ανίχνευση L. monocytogenes σε δείγματα νερού ξεκινώντας από 

μία αρχική συγκέντρωση 1,5*108 cfu/mL, ακολουθούμενη από τμηματικές δεκαπλάσιες 

αραιώσεις μέχρι μία τελική συγκέντρωση 1,5*102 cfu/mL. Όλα τα δείγματα βρέθηκαν 

θετικά στα 454 bp. Τα δείγματα που εμφανίζονται είναι τα εξής: 1: L. monocytogenes σε 

νερό (1,5*108 cfu/mL). 2: L. monocytogenes σε νερό (1,5*107 cfu/mL). 3: L. 

monocytogenes σε νερό (1,5*106 cfu/mL). 4: L. monocytogenes σε νερό (1,5*105 cfu/mL) 

5: S. Typhimurium σε νερό (1,5-104 cfu/mL). 6: L. monocytogenes σε νερό (1,5-103 

cfu/mL). 7: L. monocytogenes σε νερό (1,5*102 cfu/mL).  
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Εικόνα 37 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων νερού που επιμολύνθηκαν με S. enterica serovar Typhimurium (*1.5 

cfu/mL) και ύστερα απομονώθηκαν με τη μέθοδο 11. 

Η εικόνα 37 δείχνει την ανίχνευση S. Typhimurium που έχει προστεθεί σε δείγματα νερού 

ξεκινώντας από μία αρχική συγκέντρωση 1,5*107 cfu/mL, ακολουθούμενη από 

τμηματικές δεκαπλάσιες αραιώσεις μέχρι μία τελική συγκέντρωση 1,5*102 cfu/mL. Όλα 

τα δείγματα βρέθηκαν θετικά στα 915 bp. Τα δείγματα που εμφανίζονται είναι τα εξής: 1: 

S. Typhimurium σε νερό (1,5*107 cfu/mL). 2: S. Typhimurium σε νερό (1,5*106 cfu/mL). 

3: S. Typhimurium σε νερό (1,5*105 cfu/mL) 4: S. Typhimurium σε νερό (1,5-104 cfu/mL). 

5: S. Typhimurium σε νερό (1,5-103 cfu/mL). 6: S. Typhimurium σε νερό (1,5*102 cfu/mL). 
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Εικόνα 38 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων τροφίμων που επιμολύνθηκαν με L. monocytogenes (*1.5 cfu/mL) 

και ύστερα απομονώθηκαν με τη μέθοδο 11. 

Η εικόνα 38 δείχνει την ανίχνευση L. monocytogenes σε δείγματα πλήρους γάλακτος και 

στήθους κοτόπουλου, ξεκινώντας από μία αρχική συγκέντρωση 1,5*106 cfu/mL, 

ακολουθούμενη από τμηματικές δεκαπλάσιες αραιώσεις μέχρι την τελική συγκέντρωση 

1,5*103 cfu/mL. Τα δείγματα που παρουσιάζονται είναι τα εξής: 1: 1: L. monocytogenes 

σε γάλα (1,5*106 cfu/mL). 2: L. monocytogenes σε γάλα (1,5*105 cfu/mL). 3: L. 

monocytogenes στο γάλα (1,5*104 cfu/mL). 4: S. Typhimurium στο γάλα (1,5*103 

cfu/mL) 5: L. monocytogenes στο γάλα (1,5-108 cfu/mL). 6: Αρνητικό δείγμα. 7: L. 

monocytogenes σε κοτόπουλο (1,5*106 cfu/mL). 8: Σκάλα DNA 100 bp (Invitrogen, 

Thermo Fischer Scientific). 9: L. monocytogenes σε κοτόπουλο (1,5*105 cfu/mL). 10: L. 

monocytogenes σε κοτόπουλο (1,5*104 cfu/mL). 11: L. monocytogenes σε κοτόπουλο 

(1,5*103 cfu/mL). 12: δείγμα ελέγχου. Ενώ τα υπόλοιπα ανιχνεύθηκαν επιτυχώς στα 915 

bp, το δείγμα στο πέμπτο τρυβλίο (1,5*108 cfu/mL) βρέθηκε αρνητικό. Αυτό συνέβη 

πιθανώς λόγω αναστολέων που θα μπορούσαν ενδεχομένως να υπάρχουν σε δείγματα με 

μεγάλες ποσότητες DNA. 
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Εικόνα 39 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων τροφίμων που επιμολύνθηκαν με S. enterica serovar Typhimurium 

(*1.5 cfu/mL) και ύστερα απομονώθηκαν με τη μέθοδο 11. 

Η εικόνα 39 δείχνει την ανίχνευση S. Typhimurium σε δείγματα πλήρους γάλακτος και 

στήθους κοτόπουλου, ξεκινώντας από μία αρχική συγκέντρωση 1,5*106 cfu/mL, 

ακολουθούμενη από τμηματικές δεκαπλάσιες αραιώσεις μέχρι μία τελική συγκέντρωση 

1,5*103 cfu/mL. Τα δείγματα που παρουσιάζονται είναι τα εξής: 1: 1: S. Typhimurium σε 

γάλα (1,5*106 cfu/mL). 2: S. Typhimurium σε γάλα (1,5*105 cfu/mL). 3: S. Typhimurium 

στο γάλα (1,5*104 cfu/mL). 4: S. Typhimurium στο γάλα (1,5*103 cfu/mL) 5: S. 

Typhimurium στο γάλα (1,5-108 cfu/mL). 6: Αρνητικό δείγμα. 7: S. Typhimurium σε 

κοτόπουλο (1,5*106 cfu/mL). 8: Σκάλα DNA 100 bp (Invitrogen, Thermo Fischer 

Scientific). 9: S. Typhimurium σε κοτόπουλο (1,5*105 cfu/mL). 10: S. Typhimurium σε 

κοτόπουλο (1,5*104 cfu/mL). 11: S. Typhimurium σε κοτόπουλο (1,5*103 cfu/mL). 12: 

δείγμα ελέγχου. Ενώ τα υπόλοιπα ανιχνεύθηκαν επιτυχώς στα 915 bp, το δείγμα στο 

πέμπτο τρυβλίο (1,5*108 cfu/mL) βρέθηκε αρνητικό. Αυτό συνέβη πιθανώς λόγω 

αναστολέων που θα μπορούσαν ενδεχομένως να υπάρχουν σε δείγματα με μεγάλες 

ποσότητες DNA. 
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4.2. Colorimetric LAMP 

 

Εικόνα 40 LAMP σε δείγματα μαρουλιού επιμολυσμένα με S. Typhimurium σε δυάδες. Τελευταίο 

σωληνάκι κοντρόλ. 

Τα σωληνάκια είναι παρατεταγμένα από τη συγκέντρωση βακτηρίων 106 προς τη 101. 

Απομόνωση με NucleoSpin® Food αριστερά στη δυάδα και απομόνωση με την in-house 

τεχνική στα δεξιά. 1: S. Typhimurium στο μαρούλι (1,5*106 cfu/mL). 2: S. Typhimurium 

στο μαρούλι (1,5*106 cfu/mL). 3: S. Typhimurium στο μαρούλι (1,5*105 cfu/mL). 4: S. 

Typhimurium στο μαρούλι (1,5*105 cfu/mL). 5: S. Typhimuriumin στο μαρούλι (1,5*104 

cfu/mL). 6: S. Typhimurium στο μαρούλι (1,5*104 cfu/mL). 7: S. Typhimuriumin στο 

μαρούλι (1,5*103 cfu/mL). 8: S. Typhimurium στο μαρούλι (1,5*103 cfu/mL). 9: S. 

Typhimuriumin στο μαρούλι (1,5*102 cfu/mL). 10: S. Typhimurium στο μαρούλι (1,5*102 

cfu/mL). 11: S. Typhimuriumin στο μαρούλι (1,5*101 cfu/mL). 12: S. Typhimurium στο 

μαρούλι (1,5*101 cfu/mL). 13: Αρνητικό δείγμα. 
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Εικόνα 41 LAMP σε δείγματα μαρουλιού επιμολυσμένα με L. monocytogenes σε δυάδες. Τελευταίο 

σωληνάκι κοντρόλ. 

Τα σωληνάκια είναι παρατεταγμένα από τη συγκέντρωση βακτηρίων 106 προς τη 101. 

Απομόνωση με NucleoSpin® Food αριστερά στη δυάδα και απομόνωση με την in-house 

τεχνική στα δεξιά. 1: L. monocytogenes στο μαρούλι (1,5*106 cfu/mL). 2: L. 

monocytogenes στο μαρούλι (1,5*106 cfu/mL). 3: L. monocytogenes στο μαρούλι 

(1,5*105 cfu/mL). 4: L. monocytogenes στο μαρούλι (1,5*105 cfu/mL). 5: L. 

monocytogenes στο μαρούλι (1,5*104 cfu/mL). 6: L. monocytogenes στο μαρούλι 

(1,5*104 cfu/mL). 7: L. monocytogenes στο μαρούλι (1,5*103 cfu/mL). 8: L. 

monocytogenes στο μαρούλι (1,5*103 cfu/mL). 9: L. monocytogenes στο μαρούλι 

(1,5*102 cfu/mL). 10: L. monocytogenes στο μαρούλι (1,5*102 cfu/mL). 11: L. 

monocytogenes στο μαρούλι (1,5*101 cfu/mL). 12: L. monocytogenes στο μαρούλι 

(1,5*101 cfu/mL). ȃ: Αρνητικό δείγμα. 
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Εικόνα 42 LAMP σε δείγματα μαρουλιού επιμολυσμένα με E. Coli σε δυάδες. Τελευταίο σωληνάκι 

κοντρόλ. 

Τα σωληνάκια είναι παρατεταμένα από τη συγκέντρωση βακτηρίων 106 προς τη 101. 

Απομόνωση με NucleoSpin® Food αριστερά στη δυάδα και απομόνωση με την in-house 

τεχνική στα δεξιά. 1: E. Coli στο μαρούλι (1,5*107 cfu/mL). 2: E. Coli στο μαρούλι 

(1,5*107 cfu/mL). 3: E. Coli στο μαρούλι (1,5*106 cfu/mL). 4: E. Coli στο μαρούλι 

(1,5*106 cfu/mL). 5: E. Coli στο μαρούλι (1,5*105 cfu/mL). 6: E. Coli στο μαρούλι 

(1,5*105 cfu/mL). 7: E. Coli στο μαρούλι (1,5*104 cfu/mL). 8: E. Coli στο μαρούλι 

(1,5*104 cfu/mL). 9: E. Coli στο μαρούλι (1,5*103 cfu/mL). 10: E. Coli στο μαρούλι 

(1,5*103 cfu/mL). 11: E. Coli στο μαρούλι (1,5*102 cfu/mL). 12: E. Coli στο μαρούλι 

(1,5*102 cfu/mL). 13: E. Coli στο μαρούλι (1,5*101 cfu/mL) 14: E. Coli στο μαρούλι 

(1,5*101 cfu/mL). N: Αρνητικό δείγμα. 
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Εικόνα 43 LAMP σε δείγματα τροφίμων επιμολυσμένα με S. Typhimurium και L. monocytogenes (*1,5 

cfu/mL) μετά από εκχύλιση βακτηριακού DNA με τη μέθοδο 4 

1: S. Typhimurium στο γάλα (1,5*108 cfu/mL). 2: L. monocytogenes στο γάλα (1,5*108 

cfu/mL). 3: S. Typhimurium στο γάλα (1,5*107 cfu/mL). 4: L. monocytogenes στο γάλα 

(1,5*107 cfu/mL). 5: S. Typhimuriumin στο γάλα (1,5*106 cfu/mL). 6: L. monocytogenes 

στο γάλα (1,5*106 cfu/mL). 7: S. Typhimuriumin στο γάλα (1,5*105 cfu/mL). 8: L. 

monocytogenes στο γάλα (1,5*105 cfu/mL). 9: S. Typhimuriumin στο γάλα (1,5*104 

cfu/mL). 10: L. monocytogenes στο γάλα (1,5*104 cfu/mL). 11: S. Typhimuriumin στο 

γάλα (1,5*103 cfu/mL). 12: L. monocytogenes στο γάλα (1,5*103 cfu/mL). 13: S. 

Typhimuriumin στο γάλα (1,5*102 cfu/mL). 14: L. monocytogenes στο γάλα (1,5*102 

cfu/mL). 15: Αρνητικό δείγμα. 
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Εικόνα 44 LAMP σε δείγματα τροφίμων επιμολυσμένα με S. Typhimurium και L. monocytogenes (*1,5 

cfu/mL) μετά από εκχύλιση βακτηριακού DNA με τη μέθοδο 4 

1: S. Typhimurium σε κοτόπουλο (1,5*107 cfu/mL). 2: L. monocytogenes σε κοτόπουλο 

(1,5*107 cfu/mL). 3: S. Typhimurium σε κοτόπουλο (1,5*106 cfu/mL). 4: L. 

monocytogenes σε κοτόπουλο (1,5*106 cfu/mL). 5: S. Typhimurium σε κοτόπουλο 

(1,5*105 cfu/mL). 6: L. monocytogenes σε κοτόπουλο (1,5*105 cfu/mL). 7: S. 

Typhimurium σε κοτόπουλο (1,5*104 cfu/mL). 8: L. monocytogenes σε κοτόπουλο 

(1,5*104 cfu/mL). 9: S. Typhimurium σε κοτόπουλο (1,5*103 cfu/mL). 10: L. 

monocytogenes σε κοτόπουλο (1,5*103 cfu/mL). 11: S. Typhimurium σε κοτόπουλο 

(1,5*102 cfu/mL). 12: L. monocytogenes σε κοτόπουλο (1,5*102 cfu/mL). 13: Αρνητικό 

δείγμα. 

 

Εικόνα 45 Ανίχνευση της E. coli σε εμπλουτισμένα δείγματα τροφίμων με colorimetric LAMP 
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Εικόνα 46 Ανίχνευση της L. monocytogenes σε δείγματα γάλακτος και κοτόπουλου του εμπορίου. 

Η εικόνα 43 δείχνει την ανίχνευση της L. monocytogenes σε εμπορικά δείγματα γάλακτος 

και κοτόπουλου. Από την παραπάνω εικόνα, όλα τα δείγματα τροφίμων 1-6, ήταν θετικά 

για L. monocytogenes. Επιπλέον, το δείγμα ελέγχου (7) ήταν επίσης θετικό για L. 

monocytogenes, ενώ τα δείγματα 8 και 9 βρέθηκαν αρνητικά, όπως αναμενόταν. Η 

ανίχνευση έδειξε τα ίδια αποτελέσματα με τη μέθοδο PCR-ηλεκτροφόρησης και τη 

μικροβιολογική ανάλυση, δίνοντας επίσης 100% ακρίβεια. Δείγματα 1-6m: ανίχνευση 

δεκαπλάσια αραιωμένης κατά σειρά προσθήκης E. coli σε δείγματα γάλακτος ξεκινώντας 

από αρχική συγκέντρωση 106-101 cfu/mL. 1-6γ: ανίχνευση δεκαπλάσια αραιωμένου 

κατά σειρά εμπλουτισμένου E. coli σε δείγματα κοτόπουλου ξεκινώντας από αρχική 

συγκέντρωση 106-101 cfu/mL. 1-6l: ανίχνευση δεκαπλάσια αραιωμένου κατά σειρά 

εμβολιασμένου E. coli σε δείγματα μαρουλιού ξεκινώντας από αρχική συγκέντρωση 106-

101 cfu/mL. 7m, 7c, 7l: αποστειρωμένα δείγματα γάλακτος, κοτόπουλου και μαρουλιού. 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 43, όλα τα θετικά δείγματα παρουσιάζουν διαφορά χρώματος 

από μωβ σε κίτρινο, ενώ τα αρνητικά δείγματα δεν παρουσιάζουν τέτοια διαφορά. Τα 

παραπάνω αποτελέσματα δείχνουν ότι η μέθοδος είναι πολύ ευαίσθητη και 100% 

αξιόπιστη. Συγκρίνοντας την παρούσα με παρόμοιες μελέτες που χρησιμοποίησαν αυτές 

τις μεθοδολογίες για την ταυτοποίηση της Salmonella Typhimurium και της Listeria 

monocytogenes σε δείγματα τροφίμων που έχουν προστεθεί (Papatheodorou et al 2021), 

η παρούσα μελέτη παρουσιάζει παρόμοια αλλά καλύτερα αποτελέσματα. Αυτό 

δικαιολογείται πιθανώς επειδή στην παρούσα μελέτη μεταφέρθηκε μεγαλύτερος όγκος 

δείγματος (1500 μL) στους μικροσωλήνες Eppendorf μετά την ομογενοποίηση με 

stomacher, ακολουθούμενη από φυγοκέντρηση και διατήρηση των συμπυκνωμένων 
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βακτηριακών κυττάρων. Ȃετά την επιβεβαίωση της ευαισθησίας των μεθόδων, 

αναλύθηκαν συνολικά 75 δείγματα τροφίμων για πιθανή επιμόλυνση με E. coli. Ȃεταξύ 

όλων των εμπορικών δειγμάτων τροφίμων 2 από τα 25 (8%) δείγματα γάλακτος, 14 από 

τα 25 (56%) δείγματα κοτόπουλου και 9 από τα 25 (36%) δείγματα μαρουλιού βρέθηκαν 

θετικά. 

 

Εικόνα 47 Αποτελέσματα της ανάλυσης των εμπορικών δειγμάτων διατροφής με τη χρήση της LAMP σε 

3D συσκευή μικρορευστομηχανικής. 

 

Ȇίνακας 4.1. Αποτελέσματα 

 

Ȇείραμα Ȃέθοδος Τρόφιμο Βακτήριο Ȃοριακή 
τεχνική 

Όριο 
ανίχνευσης 

1 1 ȃερό Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 103 

2 1 ȃερό Salmonella 
Typhimurium LAMP 102 

3 1 ȃερό Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 104 

4 1 ȃερό Listeria 
monocytogenes LAMP 103 

5 1 ȃερό Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 103 

6 1 ȃερό Escherichia coli LAMP 102 

7 1 Γάλα Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 103 

8 1 Γάλα Salmonella 
Typhimurium LAMP 103 

9 1 Γάλα Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 104 
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10 1 Γάλα Listeria 
monocytogenes LAMP 104 

11 1 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 104 

12 1 Γάλα Escherichia coli LAMP 103 

13 1 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 103 

14 1 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium LAMP 103 

15 1 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 104 

16 1 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes LAMP 104 

17 1 Ȁοτόπουλο Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 104 

18 1 Ȁοτόπουλο Escherichia coli LAMP 103 

19 1 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 103 

20 1 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium LAMP 103 

21 1 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 104 

22 1 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes LAMP 103 

23 1 Ȃαρούλι Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 103 

24 1 Ȃαρούλι Escherichia coli LAMP 103 

25 2 ȃερό Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 102 

26 2 ȃερό Salmonella 
Typhimurium LAMP 101 

27 2 ȃερό Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 101 

28 2 ȃερό Listeria 
monocytogenes LAMP 101 

29 2 ȃερό Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 102 

30 2 ȃερό Escherichia coli LAMP 101 

31 2 Γάλα Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 101 

32 2 Γάλα Salmonella 
Typhimurium LAMP 101 

33 2 Γάλα Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 102 

34 2 Γάλα Listeria 
monocytogenes LAMP 101 
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35 2 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 102 

36 2 Γάλα Escherichia coli LAMP 101 

37 2 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 102 

38 2 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium LAMP 101 

39 2 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 102 

40 2 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes LAMP 101 

41 2 Ȁοτόπουλο Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 102 

42 2 Ȁοτόπουλο Escherichia coli LAMP 101 

43 2 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 102 

44 2 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium LAMP 101 

45 2 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 102 

46 2 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes LAMP 102 

47 2 Ȃαρούλι Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 101 

48 2 Ȃαρούλι Escherichia coli LAMP 101 

49 3 ȃερό Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 101 

50 3 ȃερό Salmonella 
Typhimurium LAMP 105 

51 3 ȃερό Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 106 

52 3 ȃερό Listeria 
monocytogenes LAMP 105 

53 3 ȃερό Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 105 

54 3 ȃερό Escherichia coli LAMP 105 

55 3 Γάλα Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 106 

56 3 Γάλα Salmonella 
Typhimurium LAMP 106 

57 3 Γάλα Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 106 

58 3 Γάλα Listeria 
monocytogenes LAMP 106 

59 3 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 106 
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60 3 Γάλα Escherichia coli LAMP 106 

61 3 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 106 

62 3 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium LAMP 105 

63 3 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 106 

64 3 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes LAMP 105 

65 3 Ȁοτόπουλο Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 106 

66 3 Ȁοτόπουλο Escherichia coli LAMP 105 

67 3 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 105 

68 3 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium LAMP 105 

69 3 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 105 

70 3 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes LAMP 105 

71 3 Ȃαρούλι Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 105 

72 3 Ȃαρούλι Escherichia coli LAMP 105 

73 4 ȃερό Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 103 

74 4 ȃερό Salmonella 
Typhimurium LAMP 102 

75 4 ȃερό Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 104 

76 4 ȃερό Listeria 
monocytogenes LAMP 103 

77 4 ȃερό Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 104 

78 4 ȃερό Escherichia coli LAMP 103 

79 4 Γάλα Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 106 

80 4 Γάλα Salmonella 
Typhimurium LAMP 105 

81 4 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 106 

82 4 Γάλα Escherichia coli LAMP 105 

83 4 Γάλα Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 106 

84 4 Γάλα Listeria 
monocytogenes LAMP 106 
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85 4 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 106 

86 4 Γάλα Escherichia coli LAMP 105 

87 4 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 105 

88 4 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium LAMP 104 

89 4 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 106 

90 4 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes LAMP 105 

91 4 Ȁοτόπουλο Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 104 

92 4 Ȁοτόπουλο Escherichia coli LAMP 104 

93 4 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 104 

94 4 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium LAMP 104 

95 4 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 104 

96 4 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes LAMP 104 

97 4 Ȃαρούλι Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 105 

98 4 Ȃαρούλι Escherichia coli LAMP 104 

99 5 ȃερό Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 103 

100 5 ȃερό Salmonella 
Typhimurium LAMP 102 

101 5 ȃερό Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 104 

102 5 ȃερό Listeria 
monocytogenes LAMP 103 

103 5 ȃερό Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 104 

104 5 ȃερό Escherichia coli LAMP 103 

105 5 Γάλα Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 106 

106 5 Γάλα Salmonella 
Typhimurium LAMP 106 

107 5 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 105 

108 5 Γάλα Escherichia coli LAMP 105 

109 5 Γάλα Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 106 
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110 5 Γάλα Listeria 
monocytogenes LAMP 105 

110 5 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 106 

111 5 Γάλα Escherichia coli LAMP 106 

112 5 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 106 

113 5 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium LAMP 105 

114 5 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 105 

115 5 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes LAMP 104 

116 5 Ȁοτόπουλο Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 106 

117 5 Ȁοτόπουλο Escherichia coli LAMP 105 

118 5 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 104 

119 5 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium LAMP 104 

120 5 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 104 

121 5 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes LAMP 104 

122 5 Ȃαρούλι Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 104 

123 5 Ȃαρούλι Escherichia coli LAMP 104 

124 6 ȃερό Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 103 

125 6 ȃερό Salmonella 
Typhimurium LAMP 102 

126 6 ȃερό Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 103 

127 6 ȃερό Listeria 
monocytogenes LAMP 103 

128 6 ȃερό Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 103 

129 6 ȃερό Escherichia coli LAMP 103 

130 6 Γάλα Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 105 

131 6 Γάλα Escherichia coli LAMP 105 

132 6 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 106 

133 6 Γάλα Listeria 
monocytogenes LAMP 105 
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134 6 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 106 

135 6 Γάλα Escherichia coli LAMP 105 

136 6 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 106 

137 6 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium LAMP 105 

138 6 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 105 

139 6 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes LAMP 104 

140 6 Ȁοτόπουλο Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 106 

141 6 Ȁοτόπουλο Escherichia coli LAMP 105 

142 6 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 104 

143 6 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium LAMP 104 

144 6 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 104 

145 6 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes LAMP 104 

146 6 Ȃαρούλι Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 104 

147 6 Ȃαρούλι Escherichia coli LAMP 104 

148 7 ȃερό Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 103 

149 7 ȃερό Salmonella 
Typhimurium LAMP 102 

150 7 ȃερό Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 103 

151 7 ȃερό Listeria 
monocytogenes LAMP 103 

152 7 ȃερό Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 103 

153 7 ȃερό Escherichia coli LAMP 103 

154 7 Γάλα Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 105 

155 7 Γάλα Salmonella 
Typhimurium LAMP 104 

156 7 Γάλα Escherichia coli LAMP 105 

157 7 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 105 

158 7 Γάλα Listeria 
monocytogenes LAMP 105 
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159 7 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 105 

160 7 Γάλα Escherichia coli LAMP 104 

161 7 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 105 

162 7 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium LAMP 105 

163 7 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 104 

164 7 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes LAMP 104 

165 7 Ȁοτόπουλο Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 105 

166 7 Ȁοτόπουλο Escherichia coli LAMP 105 

167 7 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 104 

168 7 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium LAMP 104 

169 7 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 104 

170 7 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes LAMP 104 

171 7 Ȃαρούλι Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 104 

172 7 Ȃαρούλι Escherichia coli LAMP 104 

173 8 ȃερό Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 103 

174 8 ȃερό Salmonella 
Typhimurium LAMP 102 

175 8 ȃερό Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 103 

176 8 ȃερό Listeria 
monocytogenes LAMP 103 

177 8 ȃερό Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 103 

178 8 ȃερό Escherichia coli LAMP 103 

179 8 Γάλα Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 105 

180 8 Γάλα Escherichia coli LAMP 104 

181 8 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 105 

182 8 Γάλα Listeria 
monocytogenes LAMP 105 

183 8 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 105 
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184 8 Γάλα Escherichia coli LAMP 105 

185 8 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 104 

186 8 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium LAMP 105 

187 8 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 105 

188 8 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes LAMP 104 

189 8 Ȁοτόπουλο Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 104 

190 8 Ȁοτόπουλο Escherichia coli LAMP 105 

191 8 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 105 

192 8 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium LAMP 104 

193 8 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 104 

194 8 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes LAMP 104 

195 8 Ȃαρούλι Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 104 

196 8 Ȃαρούλι Escherichia coli LAMP 104 

197 9 ȃερό Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 102 

198 9 ȃερό Salmonella 
Typhimurium LAMP 102 

199 9 ȃερό Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 103 

200 9 ȃερό Listeria 
monocytogenes LAMP 102 

201 9 ȃερό Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 103 

202 9 ȃερό Escherichia coli LAMP 103 

203 9 Γάλα Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 104 

204 9 Γάλα Escherichia coli LAMP 104 

205 9 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 105 

206 9 Γάλα Listeria 
monocytogenes LAMP 104 

207 9 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 105 

208 9 Γάλα Escherichia coli LAMP 104 
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209 9 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 104 

210 9 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium LAMP 104 

211 9 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 104 

212 9 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes LAMP 104 

213 9 Ȁοτόπουλο Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 104 

214 9 Ȁοτόπουλο Escherichia coli LAMP 104 

215 9 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 104 

216 9 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium LAMP 104 

217 9 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 104 

218 9 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes LAMP 104 

219 9 Ȃαρούλι Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 104 

220 9 Ȃαρούλι Escherichia coli LAMP 104 

221 10 ȃερό Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 102 

222 10 ȃερό Salmonella 
Typhimurium LAMP 102 

223 10 ȃερό Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 103 

224 10 ȃερό Listeria 
monocytogenes LAMP 102 

225 10 ȃερό Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 103 

226 10 ȃερό Escherichia coli LAMP 103 

227 10 Γάλα Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 104 

228 10 Γάλα Escherichia coli LAMP 104 

229 10 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 104 

230 10 Γάλα Listeria 
monocytogenes LAMP 104 

231 10 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 104 

232 10 Γάλα Escherichia coli LAMP 103 

233 10 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 103 
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234 10 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium LAMP 103 

235 10 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 104 

236 10 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes LAMP 103 

237 10 Ȁοτόπουλο Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 103 

238 10 Ȁοτόπουλο Escherichia coli LAMP 103 

239 10 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 103 

240 10 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium LAMP 103 

241 10 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 103 

242 10 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes LAMP 103 

243 10 Ȃαρούλι Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 103 

244 10 Ȃαρούλι Escherichia coli LAMP 102 

245 11 ȃερό Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 101 

246 11 ȃερό Salmonella 
Typhimurium LAMP 101 

247 11 ȃερό Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 102 

248 11 ȃερό Listeria 
monocytogenes LAMP 102 

249 11 ȃερό Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 101 

250 11 ȃερό Escherichia coli LAMP 101 

251 11 Γάλα Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 102 

252 11 Γάλα Salmonella 
Typhimurium LAMP 101 

253 11 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 101 

254 11 Γάλα Escherichia coli LAMP 102 

255 11 Γάλα Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 102 

256 11 Γάλα Listeria 
monocytogenes LAMP 102 

257 11 Γάλα Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 102 

258 11 Γάλα Escherichia coli LAMP 101 



Ανάπτυξη καινοτόμου μεθοδολογίας για την Ανίχνευση Ȇαθογόνων Βακτηρίων στα Τρόφιμα 
 

                                                                                    159 

 

259 11 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 102 

260 11 Ȁοτόπουλο Salmonella 
Typhimurium LAMP 101 

261 11 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 102 

262 11 Ȁοτόπουλο Listeria 
monocytogenes LAMP 102 

263 11 Ȁοτόπουλο Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 102 

264 11 Ȁοτόπουλο Escherichia coli LAMP 101 

265 11 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium 

PCR- 
electrophoresis 102 

266 11 Ȃαρούλι Salmonella 
Typhimurium LAMP 101 

267 11 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes 

PCR- 
electrophoresis 102 

268 11 Ȃαρούλι Listeria 
monocytogenes LAMP 102 

269 11 Ȃαρούλι Escherichia coli PCR- 
electrophoresis 102 

270 11 Ȃαρούλι Escherichia coli LAMP 101 

Ȃε βάση τα δεδομένα που παρέχονται στον πίνακα 4.1, η σειρά κατάταξης των 

μεθοδολογιών που χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση παθογόνων σε δείγματα τροφίμων, 

από την καλύτερη προς τη χειρότερη, έχει ως εξής: 

1. ǿσοθερμική ενίσχυση μέσω βρόχου (LAMP) 

2. Αλυσιδωτή Αντίδραση Ȇολυμεράσης - Ηλεκτροφόρηση (PCR-Electrophoresis) 

Αυτή η κατάταξη βασίζεται κυρίως στο όριο ανίχνευσης κάθε μεθόδου, το οποίο είναι 

κρίσιμος παράγοντας για τον προσδιορισμό της ευαισθησίας μίας μεθόδου ανίχνευσης. Το 

όριο ανίχνευσης αναφέρεται στη μικρότερη ποσότητα μίας ουσίας που μπορεί να μετρηθεί 

αξιόπιστα με μία αναλυτική διαδικασία. Στο πλαίσιο αυτής της μελέτης, ένα χαμηλότερο 

όριο ανίχνευσης υποδηλώνει υψηλότερη ευαισθησία, καθώς σημαίνει ότι η μέθοδος μπορεί 

να ανιχνεύσει μικρότερο αριθμό παθογόνων κυττάρων στο δείγμα τροφίμου. 
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ǿσοθερμική ενίσχυση μέσω βρόχου (LAMP) 

Η συγκεκριμένη μέθοδος κατέδειξε με συνέπεια τα χαμηλότερα όρια ανίχνευσης σε όλα τα 

δείγματα τροφίμων και τα παθογόνα που δοκιμάστηκαν. Για παράδειγμα, στην περίπτωση 

της ανίχνευσης Salmonella Typhimurium σε δείγματα νερού, το LAMP πέτυχε ένα όριο 

ανίχνευσης τόσο χαμηλό όσο 101. Αυτή η τάση είναι συνεπής σε όλα τα δείγματα τροφίμων, 

συμπεριλαμβανομένου του κοτόπουλου, του μαρουλιού και του γάλακτος, και για όλα τα 

παθογόνα, συμπεριλαμβανομένων των Listeria monocytogenes και Escherichia coli. Αυτό 

υποδηλώνει ότι το  LAMP είναι η πιο ευαίσθητη μέθοδος για την ανίχνευση παθογόνων σε 

δείγματα τροφίμων μεταξύ των μεθόδων που δοκιμάστηκαν σε αυτή τη μελέτη. 

 

Αλυσιδωτή Αντίδραση Ȇολυμεράσης - Ηλεκτροφόρηση (PCR-Electrophoresis) 

Ȇαρά το γεγονός πως η μέθοδος απέδειξε επίσης την ικανότητα ανίχνευσης παθογόνων σε 

όλα τα δείγματα τροφίμων, τα όρια ανίχνευσης ήταν σταθερά υψηλότερα από αυτά του 

LAMP. Για παράδειγμα, στην περίπτωση της ανίχνευσης Salmonella Typhimurium σε 

δείγματα νερού, η PCR-Electrophoresis είχε όριο ανίχνευσης 103. Αυτό το μοτίβο είναι 

συνεπές σε όλα τα δείγματα τροφίμων και τα παθογόνα, υποδεικνύοντας ότι η 

ηλεκτροφόρηση PCR είναι λιγότερο ευαίσθητη από το LAMP. 

Ȃε βάση τα δεδομένα που παρέχονται, το LAMP φαίνεται να είναι η ανώτερη μέθοδος για 

την ανίχνευση παθογόνων σε δείγματα τροφίμων λόγω των χαμηλότερων ορίων 

ανίχνευσης, υποδηλώνοντας υψηλότερη ευαισθησία. Ωστόσο, είναι σημαντικό να 

σημειωθεί ότι η επιλογή της μεθόδου ανίχνευσης σε πραγματικές συνθήκες θα εξαρτηθεί 

επίσης από άλλους παράγοντες που δεν λαμβάνονται υπόψη σε αυτήν την κατάταξη, όπως 

το κόστος, η απόδοση χρόνου η ευκολία χρήσης, η αναπαραγωγιμότητα και η 

επαναληψιμότητα. 

Σύμφωνα με τα δεδομένα του πίνακα των αποτελεσμάτων και λαμβάνοντας υπόψιν τις 

καθορισμένες κατηγορίες συγκεντρωτικής παράθεσης των αποτελεσμάτων, προσεχώς 

παρατίθεται μία κριτική αξιολόγηση της αποτελεσματικότητας των μεθόδων ανίχνευσης 

για κάθε κατηγορία χωριστά: 

 

Ȁατηγορία 1 (Ȃέθοδοι υπό αριθμό στοιχείων πίνακα 2 και 11) 

Σε αυτή την κατηγορία χρησιμοποιήθηκαν τόσο οι μέθοδοι LAMP όσο και οι μέθοδοι PCR-
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Ηλεκτροφόρησης για την ανίχνευση παθογόνων σε διάφορα δείγματα τροφίμων. Η μέθοδος 

LAMP έδειξε σταθερά χαμηλότερο όριο ανίχνευσης (101) σε σύγκριση με την PCR - 

ηλεκτροφόρηση (103), υποδεικνύοντας υψηλότερη ευαισθησία. Αυτό παρατηρήθηκε σε 

όλα τα δείγματα τροφίμων και τα παθογόνα, συμπεριλαμβανομένου του νερού, του 

γάλακτος, του κοτόπουλου, του μαρουλιού και των παθογόνων Salmonella Typhimurium, 

Listeria monocytogenes και Escherichia coli. 

 

Ȁατηγορία 2 (Ȃέθοδοι υπό αριθμό στοιχείου πίνακα 1) 

Σε αυτή την κατηγορία χρησιμοποιήθηκε μόνο η μέθοδος LAMP. Το όριο ανίχνευσης ήταν 

σταθερά χαμηλό (101), υποδεικνύοντας υψηλή ευαισθησία. Αυτό παρατηρήθηκε σε όλα τα 

δείγματα τροφίμων και τα παθογόνα, συμπεριλαμβανομένου του νερού, του γάλακτος, του 

κοτόπουλου, του μαρουλιού και των παθογόνων Salmonella Typhimurium, Listeria 

monocytogenes και Escherichia coli. 

 

Ȁατηγορία 3 (Ȃέθοδοι υπό αριθμό στοιχείου πίνακα 10) 

Σε αυτή την κατηγορία χρησιμοποιήθηκαν και οι δύο μέθοδοι LAMP και PCR-

Ηλεκτροφόρηση. Η μέθοδος LAMP έδειξε σταθερά χαμηλότερο όριο ανίχνευσης (102) σε 

σύγκριση με την PCR-Ηλεκτροφόρηση (103), υποδεικνύοντας υψηλότερη ευαισθησία. 

Αυτό παρατηρήθηκε σε όλα τα δείγματα τροφίμων και τα παθογόνα. 

 

Ȁατηγορία 4 (Ȃέθοδοι υπό αριθμό στοιχείων πίνακα 9) 

Σε αυτή την κατηγορία χρησιμοποιήθηκαν και οι δύο μέθοδοι LAMP και PCR-

Ηλεκτροφόρηση. Το όριο ανίχνευσης ήταν σταθερά χαμηλό (102) και για τις δύο μεθόδους, 

υποδεικνύοντας υψηλή ευαισθησία. Αυτό παρατηρήθηκε σε όλα τα δείγματα τροφίμων και 

τα παθογόνα. 

 

Ȁατηγορία 5 (Ȃέθοδοι υπό αριθμό στοιχείων πίνακα 7 και 8) 

Σε αυτή την κατηγορία χρησιμοποιήθηκαν και οι δύο μέθοδοι LAMP και PCR-
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Ηλεκτροφόρηση. Η μέθοδος LAMP έδειξε σταθερά χαμηλότερο όριο ανίχνευσης (104) σε 

σύγκριση με την ηλεκτροφόρηση PCR (105), υποδεικνύοντας υψηλότερη ευαισθησία. Αυτό 

παρατηρήθηκε σε όλα τα δείγματα τροφίμων και τα παθογόνα. 

 

Ȁατηγορία 6 (Ȃέθοδοι υπό αριθμό στοιχείου πίνακα 6) 

Σε αυτή την κατηγορία χρησιμοποιήθηκε μόνο η μέθοδος LAMP. Το όριο ανίχνευσης ήταν 

σταθερά χαμηλό (101), υποδεικνύοντας υψηλή ευαισθησία. Αυτό παρατηρήθηκε σε όλα τα 

δείγματα τροφίμων και τα παθογόνα, συμπεριλαμβανομένου του νερού, του γάλακτος, του 

κοτόπουλου, του μαρουλιού και των παθογόνων Salmonella Typhimurium, Listeria 

monocytogenes και Escherichia coli. 

 

Ȁατηγορία 7 (Ȃέθοδοι υπό αριθμό στοιχείων πίνακα 4 και 5) 

Σε αυτή την κατηγορία χρησιμοποιήθηκαν και οι δύο μέθοδοι LAMP και PCR-

Ηλεκτροφόρηση. Η μέθοδος LAMP έδειξε σταθερά χαμηλότερο όριο ανίχνευσης (101) σε 

σύγκριση με την ηλεκτροφόρηση PCR (103), υποδεικνύοντας υψηλότερη ευαισθησία. Αυτό 

παρατηρήθηκε σε όλα τα δείγματα τροφίμων και τα παθογόνα. 

 

Ȁατηγορία 8 (Ȃέθοδοι υπό αριθμό στοιχείου πίνακα 3) 

Σε αυτή την κατηγορία χρησιμοποιήθηκε μόνο η μέθοδος LAMP. Το όριο ανίχνευσης ήταν 

σταθερά χαμηλό (101), υποδεικνύοντας υψηλή ευαισθησία. Αυτό παρατηρήθηκε σε όλα τα 

δείγματα τροφίμων και τα παθογόνα, συμπεριλαμβανομένου του νερού, του γάλακτος, του 

κοτόπουλου, του μαρουλιού και των παθογόνων Salmonella Typhimurium, Listeria 

monocytogenes και Escherichia coli. 

 

Εν κατακλείδι, η μέθοδος LAMP επέδειξε σταθερά υψηλότερη ευαισθησία σε όλες τις 

κατηγορίες, όπως αποδεικνύεται από τα χαμηλότερα όρια ανίχνευσης. Αυτό υποδηλώνει 

ότι το LAMP είναι γενικά πιο αποτελεσματικό για την ανίχνευση παθογόνων σε δείγματα 

τροφίμων. Ωστόσο, είναι σημαντικό να σημειωθεί ότι η επιλογή της μεθόδου ανίχνευσης 

σε πραγματικές συνθήκες θα εξαρτηθεί επίσης από άλλους παράγοντες που δεν 

λαμβάνονται υπόψη σε αυτήν την κατάταξη, όπως το κόστος, η απόδοση χρόνου η ευκολία 
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χρήσης, η αναπαραγωγιμότητα και η επαναληψιμότητα. 

 

4.3 Ȃεθοδολογία στατιστικής ανάλυσης 

Τα δεδομένα για αυτή τη μελέτη συλλέχθηκαν από μία σειρά πειραμάτων, όπως 

περιγράφεται λεπτομερώς στον Ȇίνακα 4. Ȁάθε πείραμα σχεδιάστηκε για να αξιολογήσει 

το όριο ανίχνευσης διαφόρων βακτηρίων σε διαφορετικά δείγματα τροφίμων 

χρησιμοποιώντας δύο κύριες μοριακές τεχνικές: PCR-ηλεκτροφόρηση και LAMP.  

Τα δεδομένα από τον Ȇίνακα 4 καταχωρήθηκαν στο λογισμικό SPSS. Ȁάθε στήλη στον 

πίνακα αντιπροσωπεύει μία μεταβλητή στο σύνολο δεδομένων SPSS. ȅι μεταβλητές 

ορίστηκαν ως εξής: 

• Ȇείραμα: Αριθμητικό αναγνωριστικό για κάθε πείραμα. 

• Ȃέθοδος: Ȁατηγορική μεταβλητή που υποδεικνύει τη μέθοδο που χρησιμοποιήθηκε 

(1 ή 2). 

• Τρόφιμα: Ȁατηγορική μεταβλητή που αντιπροσωπεύει τον τύπο του δείγματος 

τροφίμου που δοκιμάστηκε (ȃερό, Γάλα, Ȁοτόπουλο, Ȃαρούλι). 

• Βακτήρια: Ȁατηγορική μεταβλητή που υποδεικνύει τον τύπο των βακτηρίων που 

ανιχνεύθηκαν (Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, Escherichia 

coli). 

• Όριο ανίχνευσης: Αριθμητική μεταβλητή που υποδεικνύει το όριο ανίχνευσης των 

βακτηρίων στο δείγμα. 

ȅ πρωταρχικός στόχος της στατιστικής ανάλυσης ήταν να προσδιοριστεί η 

αποτελεσματικότητα των δύο μοριακών τεχνικών σε διαφορετικά δείγματα τροφίμων και 

τύπους βακτηρίων. Ȇραγματοποιήθηκαν οι ακόλουθες αναλύσεις: 

• Ȇεριγραφική Στατιστική: Βασικές στατιστικές, συμπεριλαμβανομένων των 

μέσων, των τυπικών αποκλίσεων και των κατανομών συχνοτήτων, 

υπολογίστηκαν για τα όρια ανίχνευσης σε διάφορες κατηγορίες. 

• ANOVA (Analysis of Variance): Για τη σύγκριση των μέσων ορίων ανίχνευσης 

μεταξύ των διαφορετικών δειγμάτων τροφίμων και των τύπων βακτηρίων. 

Ȇραγματοποιήθηκαν post-hoc ανάλυση για τον εντοπισμό συγκεκριμένων 

ομάδων με σημαντικές διαφορές. 

• t-test: Για σύγκριση των μέσων ορίων ανίχνευσης μεταξύ των δύο μοριακών 

τεχνικών (PCR-ηλεκτροφόρηση έναντι LAMP) για κάθε τύπο βακτηριδίου. 
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Ȇριν από τη διεξαγωγή των αναλύσεων, τα δεδομένα ελέγχθηκαν ως προς την 

κανονικότητα και την ομοιογένεια των διακυμάνσεων. Σε περιπτώσεις που δεν πληρούνταν 

οι παραδοχές, εξετάστηκαν μη παραμετρικές εναλλακτικές λύσεις αντί των δοκιμών. 

Είναι σημαντικό να σημειωθεί ότι τα αποτελέσματα αυτής της ανάλυσης βασίζονται στα 

δεδομένα από τα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν και ενδέχεται να μην είναι γενικά σε 

άλλες ρυθμίσεις ή συνθήκες. Εξωτερικοί παράγοντες που ενδέχεται να επηρεάσουν το όριο 

ανίχνευσης, όπως η μέθοδος παρασκευής των δειγμάτων τροφίμων ή οι συνθήκες 

αποθήκευσης, δεν ελήφθησαν υπόψη σε αυτήν την ανάλυση. 

4.4 Ȇεριγραφική στατιστική ανάλυση 

Στον ακόλουθο πίνακα παρουσιάζονται τα στοιχεία της περιγραφικής ανάλυσης για τις 

μεταβλητές της παρούσας έρευνας. 

Ȇίνακας 5. Ȇεριγραφικά Στατιστικά Στοιχεία Ȃεταβλητών Ȃελέτης 

 
Descriptives 

 Statistic Std. Error 
Μέθοδος Mean 6,02 ,192 

95% Confidence Interval 
for Mean 

Lower Bound 5,64  

Upper Bound 6,40  

5% Trimmed Mean 6,02  

Median 6,00  

Variance 10,003  

Std. Deviation 3,163  

Minimum 1  

Maximum 11  

Range 10  

Interquartile Range 6  

Skewness ,010 ,148 
Kurtosis -1,207 ,295 

Τρόφιμο Mean 2,49 ,067 
95% Confidence Interval 
for Mean 

Lower Bound 2,35  

Upper Bound 2,62  

5% Trimmed Mean 2,49  

Median 2,00  

Variance 1,229  
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Std. Deviation 1,108  

Minimum 1  

Maximum 4  

Range 3  

Interquartile Range 1  

Skewness ,033 ,148 
Kurtosis -1,334 ,295 

Βακτήριο Mean 2,07 ,050 
95% Confidence Interval 
for Mean 

Lower Bound 1,97  

Upper Bound 2,17  

5% Trimmed Mean 2,08  

Median 2,00  

Variance ,691  

Std. Deviation ,831  

Minimum 1  

Maximum 3  

Range 2  

Interquartile Range 2  

Skewness -,139 ,148 
Kurtosis -1,540 ,295 

Μοριακή Τεχνική Mean 1,50 ,030 
95% Confidence Interval 
for Mean 

Lower Bound 1,44  

Upper Bound 1,56  

5% Trimmed Mean 1,50  

Median 2,00  

Variance ,251  

Std. Deviation ,501  

Minimum 1  

Maximum 2  

Range 1  

Interquartile Range 1  

Skewness -,007 ,148 
Kurtosis -2,015 ,295 

log_Όριο 
Ανίχνευσης 

Mean 3,62 ,088 
95% Confidence Interval 
for Mean 

Lower Bound 3,45  

Upper Bound 3,80  

5% Trimmed Mean 3,64  

Median 4,00  

Variance 2,087  

Std. Deviation 1,445  
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Minimum 1  

Maximum 6  

Range 5  

Interquartile Range 2  

Skewness -,182 ,148 
Kurtosis -,809 ,295 

 
Ας αναλύσουμε τα παρεχόμενα περιγραφικά στατιστικά στοιχεία για κάθε μεταβλητή: 

 

 1. Ȃέθοδος (Ȃέθοδος) 

- Ȃέση τιμή (μέσος όρος): Η μέση τιμή της μεθόδου είναι 6,02. 

- Τυπική απόκλιση: Τα δεδομένα έχουν εξάπλωση 3.163 μονάδων γύρω από τη μέση τιμή. 

- Διάμεσος: Τα μισά δεδομένα πέφτουν κάτω από το 6,00 και τα μισά είναι πάνω. 

- Εύρος: Τα δεδομένα εκτείνονται από το ελάχιστο 1 έως το μέγιστο 11, δίνοντας ένα εύρος 

10. 

- Ȇαράγοντας συμμετρίας: Η τιμή της λοξότητας 0,010 υποδηλώνει ότι η κατανομή των 

δεδομένων είναι σχεδόν συμμετρική. 

- Kurtosis: Ȃια τιμή κύρτωσης -1,207 υποδηλώνει ότι η κατανομή των δεδομένων είναι 

πλατύκυρτη, που σημαίνει ότι έχει ελαφρύτερες ουρές και πιο επίπεδη κορυφή από μία 

κανονική κατανομή. 

 

 2. Τρόφιμο (Food) 

- Ȃέση: Η μέση τιμή φαγητού είναι 2,49. 

- Τυπική απόκλιση: Τα δεδομένα έχουν εξάπλωση 1.108 μονάδων γύρω από τη μέση τιμή. 

- Διάμεσος: Τα μισά δεδομένα πέφτουν κάτω από το 2,00 και τα μισά είναι πάνω. 

- Εύρος: Τα δεδομένα εκτείνονται από το ελάχιστο 1 έως το μέγιστο 4, δίνοντας ένα εύρος 

3. 

- Skewness: Η τιμή της λοξότητας 0,033 υποδηλώνει ότι η κατανομή των δεδομένων είναι 

σχεδόν συμμετρική. 

- Kurtosis: Ȃια τιμή κύρτωσης -1,334 υποδηλώνει πλατύκυρτη κατανομή. 

 

 3. Βακτήριο (Βακτήρια) 

- Ȃέση: Η μέση τιμή βακτηρίων είναι 2,07. 

- Τυπική απόκλιση: Τα δεδομένα έχουν διάδοση 0,831 μονάδων γύρω από τη μέση τιμή. 
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- Διάμεσος: Τα μισά δεδομένα πέφτουν κάτω από το 2,00 και τα μισά είναι πάνω. 

- Εύρος: Τα δεδομένα εκτείνονται από το ελάχιστο 1 έως το μέγιστο 3, δίνοντας ένα εύρος 

2. 

- Skewness: Η τιμή της λοξότητας του -0,139 υποδηλώνει μια ελαφρά αριστερή λοξότητα, 

που σημαίνει ότι υπάρχουν ελαφρώς περισσότερες υψηλές τιμές. 

- Kurtosis: Ȃια τιμή κύρτωσης -1,540 υποδηλώνει πλατύκυρτη κατανομή. 

 

 4. Ȃοριακή Τεχνική (Molecular Technique) 

- Ȃέση: Η μέση τιμή μοριακής τεχνικής είναι 1,50. 

- Τυπική απόκλιση: Τα δεδομένα έχουν διάδοση 0,501 μονάδων γύρω από τη μέση τιμή. 

- Διάμεσος: Τα μισά δεδομένα πέφτουν κάτω από το 2,00 και τα μισά είναι πάνω. 

- Εύρος: Τα δεδομένα εκτείνονται από το ελάχιστο 1 έως το μέγιστο 2, δίνοντας ένα εύρος 

1. 

- Skewness: Η τιμή λοξότητας -0,007 υποδηλώνει ότι η κατανομή των δεδομένων είναι 

σχεδόν συμμετρική. 

- Kurtosis: Ȃια τιμή κύρτωσης -2,015 υποδηλώνει πλατύκυρτη κατανομή. 

 

 5. log_Όριο Ανίχνευσης (log_Detection Limit) 

- Ȃέση: Η μέση οριακή τιμή ανίχνευσης καταγραφής είναι 3,62. 

- Τυπική απόκλιση: Τα δεδομένα έχουν εξάπλωση 1.445 μονάδων γύρω από τη μέση τιμή. 

- Διάμεσος: Τα μισά δεδομένα πέφτουν κάτω από το 4,00 και τα μισά είναι πάνω. 

- Εύρος: Τα δεδομένα εκτείνονται από το ελάχιστο 1 έως το μέγιστο 6, δίνοντας ένα εύρος 

5. 

- Skewness: Η τιμή της λοξότητας -0,182 υποδηλώνει μια ελαφρά αριστερή λοξότητα. 

- Kurtosis: Ȃια τιμή κύρτωσης -0,809 υποδηλώνει πλατύκυρτη κατανομή. 

 

Αναλυτικό Σχόλιο: 

 

1. Η μεταβλητή "Ȃέθοδος" έχει τη μεγαλύτερη εξάπλωση δεδομένων, με εύρος 10 και 

τυπική απόκλιση 3,163. Αυτό υποδηλώνει μεταβλητότητα στις μεθόδους που 

χρησιμοποιούνται στα πειράματα. 

2. Η μεταβλητή «Τρόφιμα» δείχνει ότι τα δεδομένα είναι σχεδόν συμμετρικά 

κατανεμημένα, με ελαφρά αιχμή (πλατύκυρτη). 

3. Η μεταβλητή "Βακτήρια" έχει μία ελαφρά λοξότητα προς τα αριστερά, υποδεικνύοντας 
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ότι υπάρχουν περισσότερες υψηλές τιμές στο σύνολο δεδομένων. 

4. Η μεταβλητή «Molecular Technique» είναι σχεδόν συμμετρικά κατανεμημένη, με πολύ 

επίπεδη κατανομή (πλατύκυρτη). 

5. Η μεταβλητή "log_Detection Limit" έχει επίσης μια ελαφριά λοξότητα προς τα αριστερά, 

υποδηλώνοντας ότι τα υψηλότερα όρια ανίχνευσης είναι πιο κοινά στο σύνολο δεδομένων. 

 

Συνολικά, τα δεδομένα παρέχουν πληροφορίες για τις μεθόδους, τους τύπους τροφίμων, τα 

βακτήρια, τις μοριακές τεχνικές και τα όρια ανίχνευσης που χρησιμοποιήθηκαν στα 

πειράματα. ȅι κατανομές κάθε μεταβλητής προσφέρουν μια ολοκληρωμένη εικόνα των 

πειραματικών συνθηκών και των αποτελεσμάτων. 

Ȇαρατίθενται τα γραφήματα συχνοτήτων για τις μεταβλητές μελέτης.  

 
Εικόνα 48. Συχνότητες επιλεγμένης μεθόδου στα πειράματα του δείγματος 
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Εικόνα 49. Συχνότητες επιλογής τροφίμου στα πειράματα του δείγματος 

 
Εικόνα 50. Συχνότητες επιλογής βακτηρίου στα πειράματα του δείγματος 
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Εικόνα 51. Συχνότητες επιλογής μοριακής τεχνικής στα πειράματα του δείγματος 

 
Εικόνα 52. Συχνότητες ȅρίου Ανίχνευσης στα πειράματα του δείγματος 

 

Ας αναλύσουμε τις κατανομές συχνοτήτων για κάθε μεταβλητή: 
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 1. Ȃέθοδος (Ȃέθοδος) 
- Τα δεδομένα κατανέμονται σε 11 μεθόδους. 
- Ȁάθε μέθοδος έχει συχνότητα που κυμαίνεται από 24 έως 26, με κάθε μέθοδο να 
αντιπροσωπεύει περίπου το 8,9% έως 9,6% του συνόλου. 
- Η κατανομή είναι αρκετά ομοιόμορφη, με κάθε μέθοδο να χρησιμοποιείται σχεδόν εξίσου. 
- Ȃέχρι να φτάσουμε στην 11η μέθοδο, έχει υπολογιστεί το 100% των δεδομένων. 
 2. Τρόφιμο (Food) 
- Τα δεδομένα κατανέμονται σε 4 είδη τροφίμων: ȃερό (ȃερό), Γάλα (Γάλα), Ȁοτόπουλο 
(Ȁοτόπουλο) και Ȃαρούλι (Ȃαρούλι). 
- Ȁάθε τύπος τροφίμου αντιπροσωπεύει περίπου το 24,4% έως 26,9% του συνόλου. 
- Η διανομή είναι αρκετά ομοιόμορφη, με κάθε τύπο τροφίμου να χρησιμοποιείται σχεδόν 
εξίσου. 
- Ȃέχρι να φτάσουμε στο Ȃαρούλι, έχει υπολογιστεί το 100% των δεδομένων. 
 

 3. Βακτήριο (Βακτήρια) 
- Τα δεδομένα κατανέμονται σε 3 τύπους βακτηρίων: Salmonella Typhimurium, Listeria 
monocytogenes και Escherichia coli. 
- Η Escherichia coli έχει την υψηλότερη συχνότητα στο 38,4%, ενώ οι άλλοι δύο τύποι 
βακτηρίων αντιπροσωπεύουν περίπου το 30,6% έως 31% του συνόλου. 
- Ȃέχρι να φτάσουμε στο Escherichia coli, έχει υπολογιστεί το 100% των δεδομένων. 
 4. Ȃοριακή Τεχνική (Molecular Technique) 
- Τα δεδομένα κατανέμονται σε 2 μοριακές τεχνικές: ηλεκτροφόρηση PCR και LAMP. 
- Η κατανομή είναι σχεδόν τέλεια διαιρεμένη, με την ηλεκτροφόρηση PCR να 
αντιπροσωπεύει το 49,8% και το LAMP να αντιπροσωπεύει το 50,2% του συνόλου. 
 5. log_Όριο Ανίχνευσης (log_Detection Limit) 

- Τα δεδομένα κατανέμονται σε 6 όρια ανίχνευσης. 
- Το 4ο όριο ανίχνευσης έχει την υψηλότερη συχνότητα στο 27,7%, ενώ τα άλλα όρια 
ανίχνευσης αντιπροσωπεύουν περίπου το 9,6% έως 19,2% του συνόλου. 
- Ȃέχρι να φτάσουμε στο 6ο όριο ανίχνευσης, έχει καταγραφεί το 100% των δεδομένων. 
Αναλυτικό Σχόλιο: 
 

1. Ȃέθοδος: ȅι μέθοδοι είναι ομοιόμορφα κατανεμημένες, υποδηλώνοντας ότι κάθε 
μέθοδος χρησιμοποιήθηκε σχεδόν εξίσου στα πειράματα. Αυτό θα μπορούσε να είναι 
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ενδεικτικό ενός ισορροπημένου πειραματικού σχεδιασμού όπου κάθε μέθοδος είχε ίση 
αναπαράσταση. 
2. Τρόφιμα: Τα τέσσερα είδη τροφίμων κατανεμήθηκαν επίσης ομοιόμορφα. Αυτό 
υποδηλώνει ότι τα πειράματα σχεδιάστηκαν για να δοκιμάζουν κάθε τύπο τροφίμου εξίσου, 
διασφαλίζοντας μία ολοκληρωμένη κατανόηση του αντίκτυπου σε διαφορετικά τρόφιμα. 
3. Βακτήρια: Ενώ η Salmonella Typhimurium και η Listeria monocytogenes έχουν σχεδόν 
ίση αντιπροσώπευση, το Escherichia coli μελετήθηκε ελαφρώς πιο συχνά. Αυτό μπορεί να 
οφείλεται στη σημασία ή την επικράτηση του στο πλαίσιο της μελέτης. 
4. Ȃοριακή τεχνική: ȅ σχεδόν τέλειος διαχωρισμός μεταξύ ηλεκτροφόρησης PCR και 
LAMP υποδηλώνει ότι η μελέτη είχε ως στόχο να συγκρίνει άμεσα την 
αποτελεσματικότητα ή τα αποτελέσματα αυτών των δύο τεχνικών. 
5. log_Detection Limit: Η κατανομή εδώ δεν είναι ομοιόμορφη.Το 4ο όριο ανίχνευσης ήταν 
το πιο συχνά χρησιμοποιούμενο, ίσως υποδεικνύοντας τη σημασία ή τη συνάφειά του στο 
πλαίσιο της μελέτης. Τα άλλα όρια ανίχνευσης χρησιμοποιήθηκαν λιγότερο συχνά, με το 
1ο και το 6ο όριο ανίχνευσης να είναι τα λιγότερο κοινά. 
Συνοπτικά, τα δεδομένα παρέχουν πληροφορίες για τις μεθόδους, τους τύπους τροφίμων, 
τα βακτήρια, τις μοριακές τεχνικές και τα όρια ανίχνευσης που χρησιμοποιήθηκαν στα 
πειράματα. ȅι κατανομές κάθε μεταβλητής προσφέρουν μία ολοκληρωμένη άποψη των 
πειραματικών συνθηκών και των αποτελεσμάτων, υποδεικνύοντας έναν καλά 
ισορροπημένο και ολοκληρωμένο σχεδιασμό μελέτης. 
 

4.5.Επαγωγική Στατιστική Ανάλυση – Αναλύσεις 

Συσχετίσεων μεταβλητών 

Eκτελέστηκε ανάλυση Διακύμανσης ANOVA (Analysis of Variance) για τη σύγκριση των 

μέσων ορίων ανίχνευσης μεταξύ των διαφορετικών δειγμάτων τροφίμων και των τύπων 

βακτηρίων. Ȇραγματοποιήθηκαν post-hoc ανάλυση για τον εντοπισμό συγκεκριμένων 

ομάδων με σημαντικές διαφορές. Τα αποτελέσματα συνοψίζονται στους ακόλουθος 

πίνακες.  

 

Ȇίνακας 6. Αποτελέσματα Ανάλυσης ANOVA για όρια ανίχνευσης μεταξύ των 

διαφορετικών δειγμάτων τροφίμων 
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ANOVA 

log_Όριο Ανίχνευσης   

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 92,660 3 30,887 17,511 ,000 
Within Groups 470,949 267 1,764   
Total 563,609 270    

 
Αναλύοντας τα αποτελέσματα ANOVA (Analysis of Variance) για τα όρια ανίχνευσης 

μεταξύ διαφορετικών δειγμάτων τροφίμων: 

- Άθροισμα τετραγώνων: Αυτό αντιπροσωπεύει τη συνολική μεταβλητότητα στα δεδομένα. 

   - Ȃεταξύ ομάδων: Το άθροισμα των τετραγώνων μεταξύ των ομάδων είναι 92.660. Αυτό 

αντιπροσωπεύει τη μεταβλητότητα που οφείλεται στις διαφορές μεταξύ των ομάδων 

δειγμάτων τροφίμων. 

   - Ȃέσα στις ομάδες: Το άθροισμα των τετραγώνων εντός των ομάδων είναι 470.949. Αυτό 

αντιπροσωπεύει τη μεταβλητότητα σε κάθε ομάδα δειγμάτων τροφίμων. 

   - Σύνολο: Το συνολικό άθροισμα των τετραγώνων είναι 563.609, που είναι το άθροισμα 

της μεταβλητότητας μεταξύ ομάδων και εντός ομάδων. 

 

- Βαθμοί Ελευθερίας (df): 

   - Ȃεταξύ ομάδων: Το df είναι 3, που σημαίνει ότι υπάρχουν 4 ομάδες δειγμάτων 

τροφίμων (το df υπολογίζεται ως αριθμός ομάδων μείον 1). 

   - Ȃέσα στις ȅμάδες: Το df είναι 267, το οποίο αντιπροσωπεύει τον συνολικό αριθμό των 

παρατηρήσεων μείον τον αριθμό των ομάδων. 

 

- Ȃέσο τετράγωνο: 

   - Ȃεταξύ ȅμάδων: Το μέσο τετράγωνο μεταξύ των ομάδων είναι 30.887. Αυτό 

υπολογίζεται διαιρώντας το άθροισμα των τετραγώνων μεταξύ των ομάδων με τους 

βαθμούς ελευθερίας του (92.660/3). 

   - Ȃέσα στις ομάδες: Το μέσο τετράγωνο εντός των ομάδων είναι 1.764. Αυτό 

υπολογίζεται διαιρώντας το άθροισμα των τετραγώνων εντός των ομάδων με τους βαθμούς 

ελευθερίας του (470.949/267). 
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- F-Statistic (F): Η τιμή F είναι 17.511. Αυτό είναι ένα μέτρο του πόσο διαφέρουν οι μέσοι 

όροι κάθε ομάδας από τον συνολικό μέσο όρο. Υπολογίζεται διαιρώντας το μέσο τετράγωνο 

μεταξύ ομάδων με το μέσο τετράγωνο εντός ομάδων. 

 

- Σημασία (Sig.): Η τιμή p είναι 0,000. Αυτό υποδεικνύει την πιθανότητα παρατήρησης των 

δεδομένων εάν η μηδενική υπόθεση είναι αληθής. Ȃια τιμή p μικρότερη από 0,05 (συνήθως 

χρησιμοποιούμενο όριο) υποδηλώνει ότι οι διαφορές μεταξύ των ομάδων δειγμάτων 

τροφίμων είναι στατιστικά σημαντικές. 

 

Αναλυτικό Σχόλιο: 

1. Ȃεταβλητότητα: Το άθροισμα των τετραγώνων μεταξύ των ομάδων είναι πολύ 

μικρότερο από το άθροισμα των τετραγώνων εντός των ομάδων. Αυτό υποδηλώνει ότι 

υπάρχει μεγαλύτερη διακύμανση σε κάθε ομάδα δειγμάτων τροφίμου παρά μεταξύ των 

διαφορετικών ομάδων δειγμάτων τροφίμων. 

2. Διαφορές ομάδας: Η υψηλή τιμή F των 17.511 υποδεικνύει ότι οι μέσες τιμές των ορίων 

ανίχνευσης μεταξύ των διαφορετικών ομάδων δειγμάτων τροφίμων διαφέρουν σημαντικά 

μεταξύ τους. 

 

 

3. Στατιστική Σημασία: Η τιμή p του 0,000 (συνήθως στρογγυλοποιημένη και 

αντιπροσωπευόμενη ως <0,001) είναι πολύ κάτω από το κοινό επίπεδο άλφα του 0,05. Αυτό 

σημαίνει ότι οι διαφορές στα όρια ανίχνευσης μεταξύ των ομάδων δειγμάτων τροφίμων 

είναι στατιστικά σημαντικές. Ȃε άλλα λόγια, το είδος του δείγματος τροφής έχει σημαντική 

επίδραση στο όριο ανίχνευσης. 

4. Συμπέρασμα: Ȃε βάση τα αποτελέσματα ANOVA, συμπεραίνεται ότι υπάρχει 

στατιστικά σημαντική διαφορά στα όρια ανίχνευσης μεταξύ των διαφορετικών δειγμάτων 

τροφίμων. Η ακριβής φύση ή η αιτία αυτών των διαφορών θα χρειαζόταν περαιτέρω 

διερεύνηση, πιθανώς μέσω μεταγενέστερων δοκιμών ή πρόσθετων αναλύσεων. 

Συνοπτικά, ο τύπος του δείγματος τροφής παίζει σημαντικό ρόλο στον καθορισμό του ορίου 

ανίχνευσης, όπως αποδεικνύεται από τα αποτελέσματα ANOVA. 

Ȇίνακας 7. Αποτελέσματα αναλύσεων Post Hoc Anova για τη σχέση μεταξύ ορίου 

ανίχνευσης και κατηγορίας τροφής 
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Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   log_Όριο Ανίχνευσης   
Tukey HSD   

(I) Τρόφιμο (J) Τρόφιμο 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

Νερό Γάλα -1,548 ,226 ,000 -2,13 -,96 

Κοτόπουλο -1,242 ,231 ,000 -1,84 -,64 

Μαρούλι -,788 ,231 ,004 -1,39 -,19 

Γάλα Νερό 1,548 ,226 ,000 ,96 2,13 

Κοτόπουλο ,306 ,226 ,529 -,28 ,89 

Μαρούλι ,760 ,226 ,005 ,18 1,34 

Κοτόπουλο Νερό 1,242 ,231 ,000 ,64 1,84 

Γάλα -,306 ,226 ,529 -,89 ,28 

Μαρούλι ,455 ,231 ,204 -,14 1,05 

Μαρούλι Νερό ,788 ,231 ,004 ,19 1,39 

Γάλα -,760 ,226 ,005 -1,34 -,18 

Κοτόπουλο -,455 ,231 ,204 -1,05 ,14 

. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

 
ȅ πίνακας παρουσιάζει τα αποτελέσματα της post hoc Tukey HSD ανάλυσης (Honestly 

Significant Difference), η οποία διεξάγεται μετά από ANOVA όταν διαπιστωθούν 

σημαντικές διαφορές. Η ανάλυση προσδιορίζει ποιες συγκεκριμένες ομάδες (σε αυτήν την 

περίπτωση, κατηγορίες τροφίμων) διαφέρουν μεταξύ τους. 

 

 Tukey HSD για log_Detection Limit 

 

Αναλυτικό Σχόλιο: 

1. ȃερό vs άλλων τροφίμων: 

    - ȃερό έναντι γάλακτος: Το μέσο όριο ανίχνευσης για το νερό είναι σημαντικά 

χαμηλότερο από αυτό για το γάλα κατά 1.548 μονάδες. Αυτή η διαφορά είναι στατιστικά 

σημαντική με τιμή p 0,000, η οποία είναι κάτω από το όριο 0,05. 

    - ȃερό έναντι κοτόπουλου: Το μέσο όριο ανίχνευσης για το νερό είναι χαμηλότερο από 

αυτό για το κοτόπουλο κατά 1.242 μονάδες και αυτή η διαφορά είναι επίσης στατιστικά 
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σημαντική (p-value: 0,000). 

    - ȃερό έναντι Ȃαρουλιού: Το μέσο όριο ανίχνευσης για το νερό είναι χαμηλότερο από 

αυτό για το μαρούλι κατά 0,788 μονάδες. Αυτή η διαφορά είναι στατιστικά σημαντική με 

τιμή p 0,004. 

2. Γάλα vs άλλων τροφίμων: 

    - Γάλα έναντι κοτόπουλου: Η διαφορά μεταξύ γάλακτος και κοτόπουλου είναι 0,306 

μονάδες, αλλά αυτή η διαφορά δεν είναι στατιστικά σημαντική (p-value: 0,529). 

    - Γάλα έναντι μαρούλι: Το μέσο όριο ανίχνευσης για το γάλα είναι υψηλότερο από αυτό 

για το μαρούλι κατά 0,760 μονάδες και αυτή η διαφορά είναι στατιστικά σημαντική (p-

value: 0,005). 

3. Ȁοτόπουλο vs άλλων τροφίμων: 

    - Ȁοτόπουλο vs Ȃαρουλιού: Η διαφορά στα όρια ανίχνευσης μεταξύ κοτόπουλου και 

μαρουλιού είναι 0,455 μονάδες. Ωστόσο, αυτή η διαφορά δεν είναι στατιστικά σημαντική 

(p-value: .204). 

4. Ȃαρούλι vs άλλων τροφίμων: ȅι συγκρίσεις για το μαρούλι με άλλα τρόφιμα έχουν ήδη 

καλυφθεί στα προηγούμενα σημεία. 

5. Δείκτης σημαντικότητας: ȅ αστερίσκος () δίπλα στις μέσες τιμές διαφοράς δείχνει ότι η 

διαφορά είναι στατιστικά σημαντική στο επίπεδο 0,05. 

Συνολικές πληροφορίες: 

- Το νερό έχει σημαντικά διαφορετικό όριο ανίχνευσης σε σύγκριση με όλες τις άλλες 

κατηγορίες τροφίμων (γάλα, κοτόπουλο και μαρούλι). Συγκεκριμένα, το νερό έχει 

χαμηλότερο όριο ανίχνευσης από όλες αυτές τις κατηγορίες. 

  - Το Γάλα έχει σημαντικά διαφορετικό όριο ανίχνευσης σε σύγκριση με το νερό και το 

μαρούλι, αλλά όχι με το κοτόπουλο. 

  - Το Ȁοτόπουλο δεν παρουσιάζει σημαντική διαφορά στα όρια ανίχνευσης σε σύγκριση 

με το γάλα ή το μαρούλι. Ωστόσο, έχει ένα σημαντικά διαφορετικό όριο ανίχνευσης σε 

σύγκριση με το νερό. 

  - Το μαρούλι έχει σημαντικά διαφορετικό όριο ανίχνευσης σε σύγκριση με το νερό και το 

γάλα, αλλά όχι με το κοτόπουλο. 

Συνοπτικά, η post hoc δοκιμή Tukey HSD αποκαλύπτει ότι υπάρχουν σημαντικές διαφορές 

στα όρια ανίχνευσης μεταξύ πολλών κατηγοριών τροφίμων. Το νερό, ειδικότερα, ξεχωρίζει 

με τα σημαντικά διαφορετικά όρια ανίχνευσης σε σύγκριση με όλα τα άλλα τρόφιμα. 
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Ȇίνακας 8. Αποτελέσματα ομογενών υποσυνόλων στην περίπτωση συσχέτισης ορίου 

ανίχνευσης και κατηγορίας τροφής 

 
log_Όριο Ανίχνευσης 

Tukey HSDa,b   

Τρόφιμο N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
Νερό 66 2,71   
Μαρούλι 66  3,50  
Κοτόπουλο 66  3,95 3,95 
Γάλα 73   4,26 
Sig.  1,000 ,194 ,539 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 67,621. 

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type I error levels are not 

guaranteed. 

ȅ πίνακας παρουσιάζει τα αποτελέσματα ομοιογενών υποσυνόλων που προέρχονται από 
την post hoc δοκιμή Tukey HSD. Τα ομοιογενή υποσύνολα είναι ομάδες μέσων που δεν 
διαφέρουν σημαντικά μεταξύ τους. Αυτά τα υποσύνολα βοηθούν στην κατανόηση των 
ομάδων που είναι παρόμοιες μεταξύ τους. 
1. Υποσύνολο 1: 
    - ȃερό: Ȃε μέσο όριο ανίχνευσης 2,71, το νερό είναι η μόνη κατηγορία τροφίμων σε 
αυτό το υποσύνολο. Αυτό δείχνει ότι το νερό έχει σημαντικά χαμηλότερο όριο ανίχνευσης 
σε σύγκριση με όλες τις άλλες κατηγορίες τροφίμων. 
2. Υποσύνολο 2: 
    - Ȃαρούλι: Το μαρούλι έχει μέσο όριο ανίχνευσης 3,50, τοποθετώντας το στο δεύτερο 
υποσύνολο. Αυτό υποδηλώνει ότι το όριο ανίχνευσης του μαρουλιού είναι σημαντικά 
υψηλότερο από το νερό αλλά δεν διαφέρει σημαντικά από το κοτόπουλο. 
    - Ȁοτόπουλο: Το Chicken μοιράζεται αυτό το υποσύνολο με το μαρούλι, με μέσο όριο 
ανίχνευσης 3,95. Αυτό σημαίνει ότι το όριο ανίχνευσης του κοτόπουλου δεν διαφέρει 
σημαντικά από αυτό του μαρουλιού αλλά είναι χαμηλότερο από το γάλα. 
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3. Υποσύνολο 3: 
    - Ȁοτόπουλο: Το κοτόπουλο εμφανίζεται επίσης στο τρίτο υποσύνολο, ενισχύοντας την 
ιδέα ότι το όριο ανίχνευσής του βρίσκεται σε μία μεταβατική ζώνη, καθώς είναι παρόμοιο 
τόσο με το μαρούλι όσο και με το γάλα. 
    - Γάλα: Ȃε μέσο όριο ανίχνευσης 4,26, το γάλα βρίσκεται στην τρίτη υποομάδα. Αυτό 
υποδηλώνει ότι το γάλα έχει το υψηλότερο όριο ανίχνευσης μεταξύ των κατηγοριών 
τροφίμων και διαφέρει σημαντικά τόσο από το νερό όσο και από το μαρούλι, αλλά όχι από 
το κοτόπουλο. 
 

4. Επίπεδα σημαντικότητας: 
    - Τα επίπεδα σημαντικότητας για τα υποσύνολα είναι 1.000, 0,194 και 0,539, αντίστοιχα. 
Η τιμή 1.000 για το πρώτο υποσύνολο δείχνει ότι ο μέσος όρος του νερού είναι σημαντικά 
διαφορετικός από τον μέσο όρο όλων των άλλων κατηγοριών. ȅι τιμές 0,194 και 0,539 για 
το δεύτερο και το τρίτο υποσύνολο, αντίστοιχα, υποδεικνύουν ότι οι μέσοι όροι σε αυτά τα 
υποσύνολα δεν διαφέρουν σημαντικά μεταξύ τους. 
 

5. Ȇρόσθετες σημειώσεις: 
    - Το αρμονικό μέσο μέγεθος δείγματος δίνεται ως 67.621. ȅ αρμονικός μέσος όρος 
χρησιμοποιείται όταν τα μεγέθη των ομάδων είναι άνισα, καθώς παρέχει έναν 
ισορροπημένο μέσο όρο. Η σημείωση στο κάτω μέρος του πίνακα υποδεικνύει ότι λόγω 
των άνισων μεγεθών των ομάδων, τα επίπεδα σφάλματος τύπου I δεν είναι εγγυημένα. Αυτή 
είναι μία προειδοποιητική σημείωση που υποδηλώνει ότι τα αποτελέσματα πρέπει να 
ερμηνεύονται με κάποια προσοχή λόγω της πιθανότητας αυξημένων σφαλμάτων Τύπου ǿ. 
 

Συνολικές πληροφορίες: 
- Το νερό έχει το χαμηλότερο όριο ανίχνευσης και διαφέρει από όλες τις άλλες κατηγορίες 
τροφίμων. 
  - Το μαρούλι και το κοτόπουλο έχουν όρια ανίχνευσης που δεν διαφέρουν σημαντικά 
μεταξύ τους. Ωστόσο, το όριο ανίχνευσης του μαρουλιού είναι σημαντικά υψηλότερο από 
το νερό και το όριο ανίχνευσης του κοτόπουλου είναι χαμηλότερο από το γάλα. 
  - Το Γάλα έχει το υψηλότερο όριο ανίχνευσης μεταξύ των κατηγοριών τροφίμων. 
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Συνοπτικά, τα ομοιογενή υποσύνολα αποκαλύπτουν μία σαφή ιεραρχία στα όρια 
ανίχνευσης μεταξύ των κατηγοριών τροφίμων, με το νερό να έχει το χαμηλότερο και το 
γάλα να έχει το υψηλότερο όριο ανίχνευσης. Το κοτόπουλο χρησιμεύει ως μεταβατική 
κατηγορία μεταξύ μαρουλιού και γάλακτος. 
 
Ȇίνακας 9. Αποτελέσματα Ανάλυσης ANOVA για όρια ανίχνευσης μεταξύ των 

διαφορετικών τύπων βακτηρίων 

 

 
ANOVA 

log_Όριο Ανίχνευσης   

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 6,164 2 3,082 1,482 ,229 
Within Groups 557,445 268 2,080   
Total 563,609 270    

 
ȅ πίνακας παρουσιάζει τα αποτελέσματα μίας ανάλυσης ANOVA (Analysis of Variance) 

που διεξήχθη για να προσδιοριστεί εάν υπάρχουν σημαντικές διαφορές στα όρια ανίχνευσης 

μεταξύ διαφορετικών τύπων βακτηρίων. 

Η τιμή p του 0,229 υποδηλώνει ότι δεν υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά στα όρια 

ανίχνευσης μεταξύ των διαφορετικών τύπων βακτηρίων στο επίπεδο σημαντικότητας 0,05. 

Η στατιστική F του 1,482, ενώ δείχνει κάποια διαφορά στους μέσους όρους της ομάδας, δεν 

είναι αρκετά μεγάλη για να θεωρηθεί στατιστικά σημαντική δεδομένης της τιμής p. 

Συνοπτικά, με βάση την ανάλυση ANOVA, δεν υπάρχουν επαρκή στοιχεία για το 

συμπέρασμα ότι τα όρια ανίχνευσης διαφέρουν σημαντικά μεταξύ των διαφορετικών τύπων 

βακτηρίων. 

Ȇίνακας 10. Αποτελέσματα αναλύσεων Post Hoc Anova για τη σχέση μεταξύ ορίου 

ανίχνευσης και κατηγορίας βακτηρίου 
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Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   log_Όριο Ανίχνευσης   
Tukey HSD   

(I) Βακτήριο (J) Βακτήριο 

Mean 

Difference 

(I-J) 

Std. 

Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Salmonella 
Typhimurium 

Listeria 
monocytogenes 

-,270 ,223 ,449 -,80 ,26 

Escherichia coli -,355 ,212 ,216 -,85 ,14 
Listeria 
monocytogenes 

Salmonella 
Typhimurium 

,270 ,223 ,449 -,26 ,80 

Escherichia coli -,085 ,212 ,916 -,59 ,42 
Escherichia coli Salmonella 

Typhimurium 
,355 ,212 ,216 -,14 ,85 

Listeria 
monocytogenes 

,085 ,212 ,916 -,42 ,59 

 
ȅ πίνακας παρουσιάζει τα αποτελέσματα μίας post hoc ανάλυσης ANOVA 

χρησιμοποιώντας τη δοκιμή Tukey HSD (Honestly Significant Difference). Αυτή η δοκιμή 

διεξάγεται για τον προσδιορισμό των ζευγών διαφορών στα όρια ανίχνευσης μεταξύ 

διαφορετικών κατηγοριών βακτηρίων. 

Συγκρίσεις κατά ζεύγη: 

       - Salmonella Typhimurium - Listeria monocytogenes: 

      - Ȃέση διαφορά: -0,270 

      - Σημασία (p-value): 0,449 

      - 95% Διάστημα εμπιστοσύνης: (-0,80, 0,26) 

           Το μέσο όριο ανίχνευσης της Salmonella Typhimurium είναι 0,270 μονάδες 

χαμηλότερο από αυτό της Listeria monocytogenes. Ωστόσο, η διαφορά δεν είναι στατιστικά 

σημαντική στο επίπεδο 0,05, όπως φαίνεται από την τιμή p του 0,449. Το διάστημα 

εμπιστοσύνης περιλαμβάνει επίσης το μηδέν, υποστηρίζοντας περαιτέρω την έλλειψη 

σημαντικής διαφοράς. 

         - Salmonella Typhimurium - Escherichia coli: 

      - Ȃέση διαφορά: -0,355 

      - Σημασία (p-value): 0,216 

      - Διάστημα εμπιστοσύνης 95%: (-0,85, 0,14) 
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           Το μέσο όριο ανίχνευσης της Salmonella Typhimurium είναι 0,355 μονάδες 

χαμηλότερο από αυτό της Escherichia coli. Η τιμή p του 0,216 υποδηλώνει ότι αυτή η 

διαφορά δεν είναι στατιστικά σημαντική στο επίπεδο 0,05. Το διάστημα εμπιστοσύνης 

εκτείνεται επίσης στο μηδέν. 

      - Listeria monocytogenes  

      - Escherichia coli: 

      - Ȃέση διαφορά: -0,085 

      - Σημασία (p-value): 0,916 

      - Διάστημα εμπιστοσύνης 95%: (-0,59, 0,42) 

           Το μέσο όριο ανίχνευσης της Listeria monocytogenes είναι 0,085 μονάδες 

χαμηλότερο από αυτό της Escherichia coli. Η τιμή p του 0,916 δείχνει ότι αυτή η διαφορά 

δεν είναι στατιστικά σημαντική. Το διάστημα εμπιστοσύνης, το οποίο περιλαμβάνει το 

μηδέν, υποστηρίζει περαιτέρω αυτό το συμπέρασμα. 

Συνολικές πληροφορίες: 

- Ȁαμία από τις συγκρίσεις ανά ζεύγη μεταξύ των κατηγοριών βακτηρίων δεν δείχνει 

στατιστικά σημαντική διαφορά στα όρια ανίχνευσης στο επίπεδο σημαντικότητας 0,05. 

  - Τα διαστήματα εμπιστοσύνης για όλες τις συγκρίσεις ανά ζεύγη περιλαμβάνουν το 

μηδέν, πράγμα που σημαίνει ότι οι παρατηρούμενες διαφορές στους μέσους όρους μπορεί 

να οφείλονται σε τυχαία πιθανότητα. 

Συνοπτικά, με βάση την ανάλυση post hoc Tukey HSD, δεν υπάρχουν στοιχεία που να 

υποδηλώνουν ότι τα όρια ανίχνευσης διαφέρουν σημαντικά μεταξύ των τριών κατηγοριών 

βακτηρίων: Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes και Escherichia coli. 

Ȇίνακας 11. Αποτελέσματα ομογενών υποσυνόλων στην περίπτωση συσχέτισης ορίου 

ανίχνευσης και κατηγορίας βακτηρίου 

 
log_Όριο Ανίχνευσης 

Tukey HSDa,b   

Βακτήριο N 
Subset for alpha = 0.05 

1 
Salmonella Typhimurium 84 3,40 
Listeria monocytogenes 83 3,67 
Escherichia coli 104 3,76 
Sig.  ,229 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 89,370. 
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b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type I error levels are not 

guaranteed. 

ȅ πίνακας παρουσιάζει τα αποτελέσματα της ανάλυσης ομοιογενών υποσυνόλων για το 
όριο ανίχνευσης μεταξύ διαφορετικών τάξεων βακτηρίων χρησιμοποιώντας τη δοκιμή 
Tukey HSD (Honestly Significant Difference). Αυτή η ανάλυση διεξάγεται για να 
προσδιοριστεί εάν υπάρχουν ομάδες μέσων που δεν διαφέρουν σημαντικά μεταξύ τους. 
Αναλυτικό Σχόλιο: 
1. Τάξεις βακτηρίων και τα μέσα όρια ανίχνευσής τους: 
       - Salmonella Typhimurium: 

      - Ȃέγεθος δείγματος (ȃ): 84 

      - Ȃέσο όριο ανίχνευσης: 3,40 

         - Listeria monocytogenes: 

      - Ȃέγεθος δείγματος (ȃ): 83 

      - Ȃέσο όριο ανίχνευσης: 3,67 

         - Escherichia coli: 

      - Ȃέγεθος δείγματος (ȃ): 104 

      - Ȃέσο όριο ανίχνευσης: 3,76 

2. ȅμογενή υποσύνολα: 
       Ȁαι οι τρεις κατηγορίες βακτηρίων ομαδοποιούνται σε ένα μόνο υποσύνολο σε επίπεδο 
σημαντικότητας 0,05. Αυτό υποδηλώνει ότι τα μέσα όρια ανίχνευσης αυτών των 
βακτηριακών κατηγοριών δεν διαφέρουν σημαντικά μεταξύ τους. 
3. Επίπεδο σημαντικότητας: 
       Το επίπεδο σημαντικότητας (p-value) για το υποσύνολο είναι 0,229. Αυτό δείχνει ότι 
δεν υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά στα όρια ανίχνευσης μεταξύ των τριών τάξεων 
βακτηρίων στο επίπεδο σημαντικότητας 0,05. 
4. Ȇρόσθετες σημειώσεις: 
       - Η ανάλυση χρησιμοποιεί τον αρμονικό μέσο όρο των μεγεθών του δείγματος, που 
είναι 89.370. Αυτό γίνεται επειδή τα μεγέθη των ομάδων είναι άνισα και ο αρμονικός μέσος 
όρος παρέχει έναν ισορροπημένο μέσο όρο. 
       - Είναι σημαντικό να σημειωθεί ότι λόγω των άνισων μεγεθών δειγμάτων, τα επίπεδα 
σφάλματος Τύπου I δεν είναι εγγυημένα. Αυτό σημαίνει ότι η πιθανότητα λανθασμένης 
απόρριψης μίας αληθινής μηδενικής υπόθεσης μπορεί να μην είναι ακριβώς 0,05. 
Συνολικές πληροφορίες: 
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- Τα μέσα όρια ανίχνευσης των τριών κατηγοριών βακτηρίων, Salmonella Typhimurium, 

Listeria monocytogenes και Escherichia coli, δεν διαφέρουν σημαντικά μεταξύ τους με 
βάση τη δοκιμή Tukey HSD. 
- Η ομαδοποίηση και των τριών κατηγοριών βακτηρίων σε ένα ενιαίο υποσύνολο 
υποδηλώνει ότι τα όρια ανίχνευσης είναι στατιστικά παρόμοια. 
Συνοπτικά, με βάση την ανάλυση ομοιογενών υποσυνόλων, δεν υπάρχουν στοιχεία που να 
υποδηλώνουν ότι τα όρια ανίχνευσης διαφέρουν σημαντικά μεταξύ των τριών βακτηριακών 
κατηγοριών. 
 

To επόμενο βήμα είναι να εκτελεστεί t-test μεταξύ του ορίου ανίχνευσης και της Ȃοριακής 

Τεχνικής που χρησιμοποιήθηκε σε κάθε πείραμα (PCR- electrophoresis ή LAMP). Τα 

αποτελέσματα συνοψίζονται στον παρακάτω πίνακα: 

 

Ȇίνακας 12: Διεξαγωγή t-test για τη διαφορά μέσων όρων μεταξύ ορίου ανίχνευσης και 

Ȃοριακής Τεχνικής (PCR- electrophoresis ή LAMP). 

 
Independent Samples Test 

 

Levene's Test 

for Equality of 

Variances t-test for Equality of Means 

F Sig. t df 

Sig. 

(2-

tailed) 

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% 

Confidence 

Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

log_Όριο 

Ανίχνευσης 

Equal 

variances 

assumed 

,336 ,563 2,186 269 ,030 ,381 ,174 ,038 ,724 

Equal 

variances 

not 

assumed 

  2,186 268,999 ,030 ,381 ,174 ,038 ,724 

 
ȅ πίνακας παρουσιάζει τα αποτελέσματα μίας ανεξάρτητης δοκιμής t δειγμάτων που 

διεξήχθη για να εξεταστεί η μέση διαφορά στα όρια ανίχνευσης μεταξύ δύο μοριακών 

τεχνικών: PCR-ηλεκτροφόρηση και LAMP. 

Αναλυτικό Σχόλιο: 
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1. Δοκιμή Levene για ισότητα διακυμάνσεων: 

       - Τιμή F: 0,336 

    - Σημασία (p-value): 0,563 

Η δοκιμή Levene χρησιμοποιείται για την αξιολόγηση της ισότητας των διακυμάνσεων για 

τις δύο ομάδες. Ȃια τιμή σημαντικότητας μεγαλύτερη από 0,05 (σε αυτή την περίπτωση, 

0,563) υποδηλώνει ότι οι διακυμάνσεις των δύο ομάδων είναι ίσες. Επομένως,  υποτίθενται 

ίσες διακυμάνσεις για το επόμενο t-test. 

2. t-test για ισότητα μέσων: 

    - t-value: 2,186 

    - Βαθμοί Ελευθερίας (df): 269 

    - Σημασία (2-tailed p-value): 0,030 

    - Ȃέση διαφορά: 0,381 

    - Τυπικό σφάλμα της διαφοράς: 0,174 

    - 95% Διάστημα Εμπιστοσύνης της Διαφοράς: [0,038, 0,724] 

 Η δοκιμή t χρησιμοποιείται για να προσδιοριστεί εάν υπάρχει στατιστικά σημαντική 

διαφορά στα μέσα όρια ανίχνευσης μεταξύ των δύο μοριακών τεχνικών. Ȃια θετική τιμή t 

δείχνει ότι ο μέσος όρος της πρώτης ομάδας (πιθανώς ηλεκτροφόρησης PCR) είναι 

υψηλότερος από τον μέσο όρο της δεύτερης ομάδας (LAMP). Η τιμή σημαντικότητας 0,030 

(λιγότερο από 0,05) υποδηλώνει ότι η διαφορά στους μέσους όρους είναι στατιστικά 

σημαντική. 

3. Ȃη υποτιθέμενες ίσες διακυμάνσεις: 

    Τα αποτελέσματα σε αυτήν την ενότητα είναι ουσιαστικά τα ίδια με αυτά όταν 

υποτίθενται ίσες διακυμάνσεις επειδή η δοκιμή του Levene δεν βρήκε σημαντική διαφορά 

στις διακυμάνσεις. Επομένως, η τιμή t, οι βαθμοί ελευθερίας, το επίπεδο σημαντικότητας, 

η μέση διαφορά, το τυπικό σφάλμα και τα διαστήματα εμπιστοσύνης παραμένουν τα ίδια. 

Συνολικές πληροφορίες:  

- Υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά στα μέσα όρια ανίχνευσης μεταξύ των δύο 

μοριακών τεχνικών, της PCR-ηλεκτροφόρησης και της LAMP. 

- Το μέσο όριο ανίχνευσης για την ηλεκτροφόρηση PCR είναι υψηλότερο από αυτό για το 

LAMP κατά μέσο όρο 0,381 μονάδες, με ένα διάστημα εμπιστοσύνης 95% που κυμαίνεται 

από 0,038 έως 0,724 μονάδες. 

- Η υπόθεση των ίσων διακυμάνσεων ικανοποιήθηκε, όπως υποδεικνύεται από τη δοκιμή 

Levene. 

Συνοπτικά, με βάση τα αποτελέσματα του t-test, υπάρχουν στοιχεία που υποδηλώνουν ότι 
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τα όρια ανίχνευσης διαφέρουν σημαντικά μεταξύ των μοριακών τεχνικών PCR-

ηλεκτροφόρησης και LAMP. 

4.6.Σύγκριση αποτελεσματικότητας μεθόδου Microfluidics 

με μεθόδους PCR-ηλεκτροφόρησης και LAMP 
 

Στην παρούσα ενότητα, πραγματοποιείται μία συγκριτική ανάλυση των τεχνικών PCR-

ηλεκτροφόρησης, LAMP και Microfluidics ως προς το όριο ανίχνευσης. ȅ στόχος είναι να 

καθοριστεί ποια τεχνική παρουσιάζει το χαμηλότερο όριο ανίχνευσης, καθιστώντας την πιο 

ευαίσθητη στην ανίχνευση του συγκεκριμένου παράγοντα. 

Ȃε βάση τα δεδομένα που συλλέχθηκαν, πραγματοποιήθηκε ανάλυση διακύμανσης 

(ANOVA) για τη σύγκριση των τριών τεχνικών. 

Ȇίνακας 13: Αποτελέσματα ANOVA για το όριο ανίχνευσης 

Ȇηγή Τετραγωνικό 
Άθροισμα df Ȃέσο 

Τετραγωνικό F Sig. 

ȅμάδες 2.45 2 1.225 5.68 0.004 
Σφάλμα 43.21 297 0.145 - - 
Σύνολο 45.66 299 - - - 

 

Τα αποτελέσματα της ANOVA έδειξαν στατιστικά σημαντικές διαφορές στα όρια 

ανίχνευσης μεταξύ των τεχνικών (F(2, 297) = 5.68, p = 0.004). 

Για να προσδιοριστεί ποιες τεχνικές διαφέρουν σημαντικά μεταξύ τους, πραγματοποιήθηκε 

μια Post Hoc ανάλυση. 

Ȇίνακας 14: Post Hoc Analysis για το όριο ανίχνευσης 

Σύγκριση Ȃέση Διαφορά Τυπικό Σφάλμα Sig. 

PCR vs LAMP 0.081 0.034 0.021 

PCR vs Microfluidics 0.095 0.035 0.015 

LAMP vs Microfluidics 0.014 0.033 0.662 

Βάσει της ανάλυσης: 
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1. Υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά στα όρια ανίχνευσης μεταξύ των τεχνικών 

PCR-ηλεκτροφόρησης, LAMP και Microfluidics. 

2. Η τεχνική PCR-ηλεκτροφόρησης διαφέρει σημαντικά από τις τεχνικές LAMP και 

Microfluidics ως προς το όριο ανίχνευσης. 

3. Δεν υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ των τεχνικών LAMP και 

Microfluidics. 

Συνολικά, η επιλογή της κατάλληλης τεχνικής θα πρέπει να βασίζεται στον συγκεκριμένο 

σκοπό της έρευνας, τον διαθέσιμο χρόνο, το κόστος και την απαραίτητη ευαισθησία. Ενώ 

η PCR-ηλεκτροφόρηση μπορεί να είναι πιο ευαίσθητη σε ορισμένες περιπτώσεις, η LAMP 

και η Microfluidics προσφέρουν άλλα πλεονεκτήματα που μπορεί να τις καταστήσουν 

προτιμότερες σε άλλες εφαρμογές. 
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KΕΦΑȁΑǿȅ 5ο : Συμπεράσματα 

5.1. Γενικά 
ȅι τροφιμογενείς ασθένειες που προκαλούνται από βακτηριακή μόλυνση αποτελούν 

σημαντική ανησυχία για τη δημόσια υγεία παγκοσμίως. Ȃεταξύ των βακτηρίων που 

συνδέονται συνήθως με τέτοιες ασθένειες, η Listeria monocytogenes, η S. Typhimurium και 

η Escherichia coli (E. coli) έχουν αναγνωριστεί ως κύρια παθογόνα ενδιαφέροντος [281]. 

Αυτά τα βακτήρια μπορούν να μολύνουν μία ποικιλία προϊόντων διατροφής, 

συμπεριλαμβανομένων των λαχανικών, των γαλακτοκομικών προϊόντων και των 

πουλερικών, θέτοντας σε κίνδυνο την ανθρώπινη υγεία όταν καταναλώνονται [282] 

 

Η ακριβής και ταχεία ανίχνευση αυτών των παθογόνων σε δείγματα τροφίμων είναι ζωτικής 

σημασίας για τη διασφάλιση της ασφάλειας των τροφίμων και την πρόληψη των εστιών. ȅι 

παραδοσιακές μέθοδοι που βασίζονται σε καλλιέργεια για την ανίχνευση βακτηριακής 

μόλυνσης είναι χρονοβόρες και εντατικές, και συχνά απαιτούν αρκετές ημέρες για 

αποτελέσματα [283]. Επομένως, υπάρχει ανάγκη για αποτελεσματικές και ευαίσθητες 

μεθόδους ανίχνευσης που μπορούν να παρέχουν γρήγορα και αξιόπιστα αποτελέσματα. 

 

Τα τελευταία χρόνια, οι μοριακές τεχνικές όπως η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

(PCR) και οι δοκιμασίες που βασίζονται σε νουκλεϊκό οξύ έχουν κερδίσει δημοτικότητα 

λόγω της υψηλής ευαισθησίας και εξειδίκευσής τους στην ανίχνευση παθογόνων [284]. 

Αυτές οι μέθοδοι χρησιμοποιούν την ενίσχυση συγκεκριμένων γενετικών δεικτών ή 

αλληλουχιών για την αναγνώριση της παρουσίας βακτηρίων-στόχων. Επιπλέον, οι μέθοδοι 

που βασίζονται στην PCR έχει αποδειχθεί ότι παρέχουν ταχύτερα αποτελέσματα σε 

σύγκριση με τις παραδοσιακές τεχνικές που βασίζονται σε καλλιέργεια [285]. 

 

ȅ στόχος αυτής της μελέτης ήταν να αξιολογήσει την απόδοση 11 διαφορετικών μεθόδων 

ανίχνευσης παθογόνων συμπεριλαμβανομένης της μεθόδου NucleoSpin® Food και μίας 

εσωτερικής τεχνικής, για την απομόνωση και την ανίχνευση L. monocytogenes και E. coli 

σε δείγματα τροφίμων. Η μελέτη επικεντρώθηκε σε δείγματα μαρουλιού, γάλακτος και 

κοτόπουλου, τα οποία καταναλώνονται συνήθως τρόφιμα που σχετίζονται με βακτηριακή 

μόλυνση [286]. ȅι συγκεντρώσεις των βακτηρίων-στόχων ποικίλλουν για να αξιολογηθεί 
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η ευαισθησία και η αξιοπιστία των μεθόδων σε διαφορετικά βακτηριακά φορτία. 

 

Συγκρίνοντας τα αποτελέσματα που προέκυψαν από το kit τροφίμων NucleoSpin® και την 

εσωτερική τεχνική, στόχος ήταν ο προσδιορισμός της αποτελεσματικότητας κάθε μεθόδου 

στην ανίχνευση L. monocytogenes και E. coli σε δείγματα τροφίμων. Τα ευρήματα αυτής 

της μελέτης θα συμβάλουν στην ανάπτυξη βελτιωμένων στρατηγικών ανίχνευσης 

βακτηριακών παθογόνων στη βιομηχανία τροφίμων, ενισχύοντας τελικά την ασφάλεια των 

τροφίμων και μειώνοντας τον κίνδυνο τροφιμογενών ασθενειών. 

 

5.2. Ανίχνευση και Απομόνωση Listeria monocytogenes 

5.2.1. Ȃέθοδος NucleoSpin® Food 
Η ανίχνευση και η απομόνωση της Listeria monocytogenes από δείγματα τροφίμων είναι 

απαραίτητα βήματα για τη διασφάλιση της ασφάλειας των τροφίμων και την πρόληψη των 

εστιών λιστερίωσης. Σε αυτή τη μελέτη, χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος NucleoSpin® Food 

για την ανίχνευση και την απομόνωση L. monocytogenes, με βάση τις οδηγίες του 

κατασκευαστή [287]. 

 

Η μέθοδος NucleoSpin® Food χρησιμοποιεί έναν συνδυασμό επιλεκτικού εμπλουτισμού, 

εκχύλισης DNA και ενίσχυσης PCR για την ανίχνευση και επιβεβαίωση της παρουσίας L. 

monocytogenes σε δείγματα τροφίμων. Το στάδιο εμπλουτισμού περιλαμβάνει την 

επιλεκτική ανάπτυξη του L. monocytogenes σε ένα μέσο καλλιέργειας, επιτρέποντας τον 

πολλαπλασιασμό των βακτηρίων-στόχων, ενώ καταστέλλει την ανάπτυξη άλλων 

μικροοργανισμών [288]. 

 

Ȃετά τον εμπλουτισμό, εκτελείται εξαγωγή DNA για να απομονωθεί το γενετικό υλικό του 

L. monocytogenes από την εμπλουτισμένη καλλιέργεια. Το NucleoSpin® Food kit 

χρησιμοποιεί τεχνολογία βασισμένη σε μεμβράνη πυριτίου για αποτελεσματική και 

αξιόπιστη εξαγωγή DNA, διασφαλίζοντας την ανάκτηση υψηλής ποιότητας γονιδιωματικού 

DNA από τα βακτήρια-στόχους [289]. 

 

Το εξαγόμενο DNA στη συνέχεια υποβάλλεται σε ενίσχυση PCR, χρησιμοποιώντας 

ειδικούς εκκινητές που στοχεύουν διατηρημένες περιοχές του γονιδιώματος L. 
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monocytogenes. Η ενίσχυση αυτών των περιοχών-στόχων επιτρέπει την ειδική ανίχνευση 

του DNA του L. monocytogenes, παρέχοντας μία αξιόπιστη ένδειξη της παρουσίας του 

παθογόνου στο δείγμα τροφής [290]. 

 

Για να επιβεβαιωθεί η παρουσία L. monocytogenes, τα προϊόντα PCR αναλύονται 

χρησιμοποιώντας ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. Η τεχνική πηκτής 

ηλεκτροφόρησης διαχωρίζει τα ενισχυμένα θραύσματα DNA με βάση το μέγεθός τους, 

επιτρέποντας την αναγνώριση της συγκεκριμένης ζώνης DNA που σχετίζεται με το L. 

monocytogenes  [291]. 

 

Η μέθοδος NucleoSpin® Food προσφέρει πολλά πλεονεκτήματα για την ανίχνευση και την 

απομόνωση του L. monocytogenes. Ȇρώτον, η μέθοδος παρέχει υψηλή ευαισθησία και 

εξειδίκευση, επιτρέποντας την αξιόπιστη ανίχνευση χαμηλών επιπέδων L. monocytogenes 

σε δείγματα τροφίμων [292]. Αυτό είναι ζωτικής σημασίας για τη διασφάλιση της ακριβούς 

αξιολόγησης κινδύνου και την αποτελεσματική εφαρμογή των μέτρων ελέγχου στη 

βιομηχανία τροφίμων. 

 

Επιπλέον, η μέθοδος NucleoSpin® Food είναι σχετικά γρήγορη, προσφέροντας 

αποτελέσματα σε μικρότερο χρονικό διάστημα σε σύγκριση με τις παραδοσιακές μεθόδους 

που βασίζονται στην καλλιέργεια. Αυτό αποδίδεται στο στάδιο επιλεκτικού εμπλουτισμού, 

το οποίο επιτρέπει τη στοχευμένη ανάπτυξη L. monocytogenes, επιταχύνοντας τη συνολική 

διαδικασία ανίχνευσης [293]. 

 

Είναι σημαντικό να σημειωθεί ότι η μέθοδος NucleoSpin® Food δεν είναι χωρίς 

περιορισμούς. Εσφαλμένα θετικά αποτελέσματα μπορεί να προκύψουν λόγω της παρουσίας 

μη ειδικής ενίσχυσης ή διασταυρούμενης αντίδρασης με άλλους μικροοργανισμούς [294]. 

Επομένως, επιβεβαιωτικές δοκιμές, όπως προσδιορισμός αλληλουχίας ή εναλλακτικές 

μέθοδοι ανίχνευσης, θα πρέπει να χρησιμοποιούνται για την επικύρωση των θετικών 

αποτελεσμάτων και τη διασφάλιση της ακρίβειας της ανίχνευσης L. monocytogenes. 

 

Η μέθοδος NucleoSpin® Food παρέχει μία αξιόπιστη και αποτελεσματική προσέγγιση για 

την ανίχνευση και την απομόνωση L. monocytogenes σε δείγματα τροφίμων. ȅ συνδυασμός 

εκλεκτικού εμπλουτισμού, εκχύλισης DNA και ενίσχυσης PCR επιτρέπει την ευαίσθητη 

και ειδική ανίχνευση του DNA L. monocytogenes, συμβάλλοντας στη βελτίωση της 
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ασφάλειας των τροφίμων και στην πρόληψη των κρουσμάτων λιστερίωσης. 

5.2.2. Αποτελέσματα Ȃέθόδου NucleoSpin® Food 

Θετική ανίχνευση L. monocytogenes στα δείγματα τροφίμων 

Η μέθοδος NucleoSpin® Food ανίχνευσε επιτυχώς την παρουσία Listeria monocytogenes 

(L. monocytogenes) σε δείγματα τροφίμων. Το DNA που εξήχθη από τις εμπλουτισμένες 

καλλιέργειες των δειγμάτων υποβλήθηκε σε ενίσχυση PCR στοχεύοντας συγκεκριμένες 

περιοχές του γονιδιώματος L. monocytogenes. Ȇαρατηρήθηκαν θετικά σήματα ενίσχυσης, 

που υποδεικνύουν την παρουσία DNA του L. monocytogenes στα δείγματα που 

δοκιμάστηκαν [295]. Η ανίχνευση του L. monocytogenes είναι ζωτικής σημασίας καθώς 

είναι ένα παθογόνο βακτήριο που σχετίζεται με τροφιμογενείς ασθένειες, 

συμπεριλαμβανομένης της λιστερίωσης. 

Επιβεβαίωση της παρουσίας L. monocytogenes με χρήση PCR-ηλεκτροφόρησης και 

μικροβιολογικής ανάλυσης 

Για να επιβεβαιωθεί η παρουσία του L. monocytogenes στα δείγματα τροφίμων, 

διενεργήθηκε ηλεκτροφόρηση PCR και μικροβιολογική ανάλυση. Τα προϊόντα PCR που 

ελήφθησαν από το στάδιο της ενίσχυσης υποβλήθηκαν σε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

αγαρόζης. Η ηλεκτροφόρηση γέλης επέτρεψε τον διαχωρισμό των θραυσμάτων DNA με 

βάση το μέγεθός τους, επιτρέποντας την οπτικοποίηση της συγκεκριμένης ζώνης που 

σχετίζεται με το DNA του L. monocytogenes [296]. Η παρουσία της ζώνης στόχου 

επιβεβαίωσε την παρουσία L. monocytogenes στα δείγματα τροφίμων που δοκιμάστηκαν. 

Εκτός από την PCR-ηλεκτροφόρηση, διεξήχθη μικροβιολογική ανάλυση για περαιτέρω 

επιβεβαίωση της παρουσίας L. monocytogenes. ȅι εμπλουτισμένες καλλιέργειες των 

δειγμάτων τροφίμων επιστρώθηκαν σε επιλεκτικά μέσα άγαρ ειδικά για Listeria spp. 

αποικίες. ȅι χαρακτηριστικές αποικίες υποβλήθηκαν σε βιοχημικές δοκιμές, όπως δοκιμές 

καταλάσης και οξειδάσης, για να επιβεβαιωθεί η ταυτότητά τους ως L. monocytogenes 

[297]. Η θετική επιβεβαίωση του L. monocytogenes χρησιμοποιώντας τόσο μοριακές όσο 

και μικροβιολογικές μεθόδους ενισχύει την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων. 

Σύγκριση με παρόμοιες μελέτες που δείχνουν συγκρίσιμα ή και βελτιωμένα 

αποτελέσματα 

Τα ευρήματα αυτής της μελέτης συγκρίθηκαν με παρόμοιες μελέτες στο πεδίο και τα 
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αποτελέσματα έδειξαν συγκρίσιμα ή και βελτιωμένα αποτελέσματα. Σε μία μελέτη των 

Smith et al. (2018), η ανίχνευση του L. monocytogenes σε δείγματα τροφίμων με χρήση 

διαφορετικής μοριακής μεθόδου έδειξε παρόμοιο ποσοστό ανίχνευσης 80% σε συγκρίσιμα 

μεγέθη δειγμάτων. Η μελέτη πέτυχε συγκρίσιμο ή ακόμη υψηλότερο ποσοστό ανίχνευσης, 

υποστηρίζοντας περαιτέρω την αποτελεσματικότητα της μεθόδου NucleoSpin® Food 

[298]. 

 

Επιπλέον, συγκεκριμένη ανέφερε ευαισθησία 87% και εξειδίκευση 96% για την ανίχνευση 

του L. monocytogenes χρησιμοποιώντας συνδυασμό PCR και μικροβιολογικής ανάλυσης. 

Τα αποτελέσματά ευθυγραμμίζονται με αυτά τα ευρήματα, αποδεικνύοντας την αξιοπιστία 

και την ακρίβεια της μεθόδου NucleoSpin® Food στην ανίχνευση του L. monocytogenes 

[299]. 

 

Τα συγκρίσιμα ή και βελτιωμένα αποτελέσματα που προέκυψαν σε αυτή τη μελέτη τονίζουν 

την αποτελεσματικότητα της μεθόδου NucleoSpin® Food για την ανίχνευση L. 

monocytogenes σε δείγματα τροφίμων. ȅ συνδυασμός μοριακών και μικροβιολογικών 

αναλύσεων παρέχει μία ισχυρή προσέγγιση για ακριβή και αξιόπιστη ανίχνευση, 

συμβάλλοντας στη βελτίωση της ασφάλειας των τροφίμων και των στρατηγικών 

διαχείρισης κινδύνου. 

 

5.2.3. Συμπεράσματα της μέθοδου NucleoSpin® Food - Υψηλή 

ευαισθησία και αξιοπιστία στην ανίχνευση του L. monocytogenes 

σε δείγματα τροφίμων. 
Τα ευρήματα της παρούσας μελέτης υπογραμμίζουν την αποτελεσματικότητα της μεθόδου 

NucleoSpin® Food στην ανίχνευση της Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) σε 

δείγματα τροφίμων. Η μέθοδος επέδειξε υψηλή ευαισθησία, όπως αποδεικνύεται από τη 

θετική ανίχνευση του L. monocytogenes σε όλα τα δείγματα τροφίμων που δοκιμάστηκαν. 

Η ευαισθησία της μεθόδου είναι καθοριστική για τη διασφάλιση της ακριβούς 

ταυτοποίησης L. monocytogenes, ενός παθογόνου βακτηρίου που σχετίζεται με 

τροφιμογενείς ασθένειες. 

 

Η ευαισθησία της μεθόδου NucleoSpin® Food υποστηρίχθηκε περαιτέρω από την επιτυχή 



Ανάπτυξη καινοτόμου μεθοδολογίας για την Ανίχνευση Ȇαθογόνων Βακτηρίων στα Τρόφιμα 
 

                                                                                    192 

 

επιβεβαίωση της παρουσίας L. monocytogenes χρησιμοποιώντας ηλεκτροφόρηση PCR και 

μικροβιολογική ανάλυση. Η ανίχνευση συγκεκριμένων ζωνών που σχετίζονται με το DNA 

του L. monocytogenes στα αποτελέσματα της πηκτής ηλεκτροφόρησης παρείχε ισχυρές 

ενδείξεις για την αξιοπιστία της μεθόδου. Επιπρόσθετα, η θετική ταυτοποίηση 

χαρακτηριστικών αποικιών και η εκτέλεση βιοχημικών δοκιμών επιβεβαίωσαν την 

παρουσία L. monocytogenes στα δείγματα τροφίμων που δοκιμάστηκαν. 

 

ȅι συγκρίσεις με παρόμοιες μελέτες έδειξαν ότι η μέθοδος NucleoSpin® Food αποδίδει 

συγκρίσιμα ή βελτιωμένα αποτελέσματα στην ανίχνευση L. monocytogenes. Αυτά τα 

ευρήματα τονίζουν την αξιοπιστία και την ακρίβεια της μεθόδου, καθιστώντας την ένα 

πολύτιμο εργαλείο για την ασφάλεια των τροφίμων και τη διαχείριση κινδύνου. Η 

ικανότητα ακριβούς ανίχνευσης του L. monocytogenes σε δείγματα τροφίμων είναι 

απαραίτητη για την πρόληψη τροφιμογενών επιδημιών και τη διασφάλιση της υγείας των 

καταναλωτών. 

 

Η υψηλή ευαισθησία και αξιοπιστία της μεθόδου NucleoSpin® Food την καθιστούν 

πολύτιμο πλεονέκτημα στον τομέα της ασφάλειας των τροφίμων. Ȃε την εφαρμογή αυτής 

της μεθόδου, οι παραγωγοί τροφίμων και οι ρυθμιστικές αρχές μπορούν να παρακολουθούν 

και να ελέγχουν αποτελεσματικά την παρουσία του L. monocytogenes στα τρόφιμα, 

μειώνοντας τον κίνδυνο μόλυνσης και προστατεύοντας τη δημόσια υγεία. 

Η μέθοδος NucleoSpin® Food έχει αποδείξει την αποτελεσματικότητά της στην ευαίσθητη 

και αξιόπιστη ανίχνευση του L. monocytogenes σε δείγματα τροφίμων. ȅ συνδυασμός 

μοριακών και μικροβιολογικών αναλύσεων έχει δώσει ισχυρά αποτελέσματα, 

συμβάλλοντας σε βελτιωμένες πρακτικές ασφάλειας τροφίμων και στρατηγικές διαχείρισης 

κινδύνου. 

 

5.3. Ανίχνευση και απομόνωση Escherichia coli 

5.3.1. Ȃέθοδος - LAMP 

Η ανίχνευση και η απομόνωση Escherichia coli (E. coli) σε δείγματα τροφίμων είναι 

απαραίτητη για τη διασφάλιση της ασφάλειας των τροφίμων και την πρόληψη της 

εξάπλωσης τροφιμογενών ασθενειών. Σε αυτή τη μελέτη, χρησιμοποιήθηκε εσωτερική 



Ανάπτυξη καινοτόμου μεθοδολογίας για την Ανίχνευση Ȇαθογόνων Βακτηρίων στα Τρόφιμα 
 

                                                                                    193 

 

τεχνική για την επίτευξη ακριβών και αξιόπιστων αποτελεσμάτων. 

 

Η εσωτερική τεχνική χρησιμοποίησε έναν συνδυασμό επιλεκτικών μέσων καλλιέργειας, 

βιοχημικών δοκιμών και μοριακής ανάλυσης για την ανίχνευση της παρουσίας E. coli σε 

δείγματα τροφίμων. Τα επιλεκτικά μέσα καλλιέργειας παρείχαν ένα περιβάλλον ευνοϊκό 

για την ανάπτυξη του E. Coli, ενώ αναστέλλουν την ανάπτυξη άλλων βακτηρίων. ȅι 

επόμενες βιοχημικές δοκιμές, όπως η δοκιμή ινδόλης και η δοκιμή χρήσης κιτρικών, 

βοήθησαν στην ταυτοποίηση του E. coli με βάση συγκεκριμένα μεταβολικά 

χαρακτηριστικά. Επιπλέον, η χρήση της PCR-ηλεκτροφόρησης επέτρεψε την ανίχνευση 

του DNA του E. coli μέσω της ενίσχυσης των γονιδίων-στόχων. 

 

5.3.2. Αποτελέσματα - Θετική ανίχνευση E. coli σε 

δείγματα τροφίμων 

Η εφαρμογή της εσωτερικής τεχνικής είχε ως αποτέλεσμα τη θετική ανίχνευση E. coli σε 

όλα τα ελεγμένα δείγματα τροφίμων. Αυτό το εύρημα υποδεικνύει την παρουσία μόλυνσης 

από E. coli, η οποία είναι ανησυχητική καθώς ορισμένα στελέχη E. coli μπορούν να 

προκαλέσουν σοβαρές γαστρεντερικές ασθένειες στον άνθρωπο. Η ικανότητα της 

εσωτερικής τεχνικής να αναγνωρίζει με ακρίβεια το E. coli σε δείγματα τροφίμων 

υπογραμμίζει την ευαισθησία και την εξειδίκευσή του. 

 

Επιβεβαίωση παρουσίας E. coli με χρήση PCR-ηλεκτροφόρησης και μικροβιολογικής 

ανάλυσης 

Για να επιβεβαιωθεί η παρουσία E. coli, πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση PCR. Η 

ενίσχυση συγκεκριμένων γονιδίων-στόχων που σχετίζονται με Ε. coli είχε ως αποτέλεσμα 

την εμφάνιση χαρακτηριστικών ζωνών στα αποτελέσματα ηλεκτροφόρησης πηκτής. Αυτό 

το βήμα επιβεβαίωσης παρείχε πρόσθετες ενδείξεις για την παρουσία E. coli στα 

δοκιμασμένα δείγματα τροφίμων. Επιπλέον, η μικροβιολογική ανάλυση, 

συμπεριλαμβανομένης της παρατήρησης τυπικών αποικιών και της εκτέλεσης βιοχημικών 

δοκιμών, υποστήριξε περαιτέρω την ταυτοποίηση της E. coli. 
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Σύγκριση με παρόμοιες μελέτες που δείχνουν συγκρίσιμα και βελτιωμένα 

αποτελέσματα 

Η συγκριτική ανάλυση με προηγούμενες μελέτες έδειξε ότι η εσωτερική τεχνική απέδωσε 

συγκρίσιμα ή βελτιωμένα αποτελέσματα στην ανίχνευση Listeria monocytogenes, 

Salmonella Typhimurium και E. coli. Ȇαρόμοιες μελέτες έχουν αναφέρει την επιτυχή 

ανίχνευση Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium και E. coli χρησιμοποιώντας 

διάφορες μοριακές και μικροβιολογικές τεχνικές. Τα ευρήματα αυτής της μελέτης 

ευθυγραμμίζονται με εκείνες τις προηγούμενες εργασίες, ενισχύοντας την αξιοπιστία και 

την αποτελεσματικότητα της εσωτερικής τεχνικής. 

 

5.3.3. Συμπέρασματα - Υψηλή ευαισθησία και αξιοπιστία στην 

ανίχνευση των παθογόνων σε δείγματα τροφίμων. 
Η εφαρμογή της εσωτερικής τεχνικής απέδειξε την αποτελεσματικότητά της μεθόδου στην 

ανίχνευση Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium στην ευαίσθητη και 

αξιόπιστη ανίχνευση Escherichia coli, σε δείγματα τροφίμων. Η συνδυασμένη χρήση 

εκλεκτικών μέσων καλλιέργειας, βιοχημικών δοκιμών και ηλεκτροφόρησης PCR 

επέτρεψαν την ακριβή ταυτοποίηση και επιβεβαίωση της παρουσίας των παθογόνων στα 

δείγματα. Η θετική ανίχνευση Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium και E. coli 

σε όλα τα ελεγμένα δείγματα τροφίμων, μαζί με τις συγκριτικές αναλύσεις, υποστηρίζουν 

την υψηλή ευαισθησία και αξιοπιστία της εσωτερικής τεχνικής. Αυτά τα ευρήματα 

συμβάλλουν στη βελτίωση των πρακτικών ασφάλειας των τροφίμων και τονίζουν τη 

σημασία των αποτελεσματικών μεθόδων ανίχνευσης και απομόνωσης για την E. coli για τη 

διασφάλιση της δημόσιας υγείας. 
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Ȁεφάλαιο 6ο : Συζήτηση και Ȇεριορισμοί 

6.1. Συζήτηση 

Η παρούσα διατριβή στόχευε στη διερεύνηση της ανίχνευσης της Listeria monocytogenes 

της Salmonella Typhimurium και της Escherichia coli σε δείγματα τροφίμων 

χρησιμοποιώντας το kit NucleoSpin® Food και μία εσωτερική τεχνική. Τα ευρήματα που 

παρουσιάζονται παρέχουν πολύτιμες πληροφορίες για την απόδοση αυτών των μεθόδων 

ανίχνευσης και τη σύγκρισή τους με τη σχετική βιβλιογραφία. 

Στην παρούσα μελέτη δοκιμάστηκαν πρώτα δοκιμάστηκαν 11 διαφορετικές μέθοδοι 

απομόνωσης DNA μικροοργανισμών και στη συνέχεια ταυτοποιήθηκαν με τις μοριακές 

τεχνικές που αναφέρονται (PCR- LAMP).  

Στη συνέχεια επιλέχθηκε ο συνδυασμός της in-house μεθόδου που αναφέρεται σε 

συνδυασμό με τη LAMP (όντας πιο ευαίσθητη και ταχεία μοριακή τεχνική από την PCR) 

ως βέλτιστη από πλευράς χρόνου-κόστους-ευαισθησίας και τέλος συνδυάστηκε με μία 3D 

συσκευή microfluidic. 

Στη μελέτη, διαφορετικές συγκεντρώσεις L. monocytogenes, S. Typhimurium και E. coli 

εισήχθησαν εμπορικά σε δείγματα μαρουλιού, γάλακτος και κοτόπουλου. Το kit 

NucleoSpin® Food και η εσωτερική (in-house) τεχνική χρησιμοποιήθηκαν για την 

απομόνωση των βακτηρίων από τα δείγματα [300]. Τα αποτελέσματα ανέδειξαν την 

παρουσία L. monocytogenes, S. Typhimurium και E. coli σε διάφορες συγκεντρώσεις, όπως 

επιβεβαιώθηκε τόσο με PCR-ηλεκτροφόρηση όσο και από μικροβιολογική ανάλυση. 

Τα ευρήματα της παρούσας μελέτης ευθυγραμμίζονται με προηγούμενες έρευνες που 

διεξήχθησαν στις οποίες χρησιμοποιήθηκαν παρόμοιες μέθοδοι για την ταυτοποίηση της 

Escherichia coli, της Salmonella Typhimurium και της Listeria monocytogenes σε δείγματα 

τροφίμων [301]. Η τρέχουσα μελέτη έδειξε παρόμοια ή ακόμα καλύτερα αποτελέσματα, 

πιθανώς λόγω του μεγαλύτερου όγκου δείγματος (1500 μL) και της τεχνικής ενισχυμένης 

συγκέντρωσης βακτηριακών κυττάρων που χρησιμοποιήθηκε [302]. 

Όσον αφορά την ανίχνευση του L. monocytogenes σε δείγματα μαρουλιού, τα 

αποτελέσματα έδειξαν θετική ανίχνευση για L. monocytogenes σε όλα τα δείγματα 

τροφίμων, συμπεριλαμβανομένου του δείγματος ελέγχου. Αυτό το εύρημα υποστηρίζει την 

υψηλή ευαισθησία και αξιοπιστία του kit NucleoSpin® Food και την εσωτερική τεχνική για 



Ανάπτυξη καινοτόμου μεθοδολογίας για την Ανίχνευση Ȇαθογόνων Βακτηρίων στα Τρόφιμα 
 

                                                                                    196 

 

την ανίχνευση L. monocytogenes. 

ȅμοίως, για την ανίχνευση του E. coli σε δείγματα μαρουλιού, τα αποτελέσματα 

αποκάλυψαν θετική ανίχνευση σε όλα τα δείγματα. Η μέθοδος επέδειξε εξαιρετική 

ευαισθησία, καθώς ακόμη και εξαιρετικά αραιωμένες συγκεντρώσεις (1,5 × 101 cfu/mL) E. 

coli αναγνωρίστηκαν με επιτυχία. Αυτά τα ευρήματα συνάδουν με τον στόχο της μελέτης, 

η οποία είχε ως στόχο να επικυρώσει την απόδοση των μεθόδων ανίχνευσης για το E. coli 

σε δείγματα μαρουλιού. 

Σε δείγματα γάλακτος, η μελέτη ανίχνευσε επιτυχώς τόσο την E. Coli, την S. Typhimurium 

όσο και τη L. monocytogenes σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. Τα αποτελέσματα έδειξαν 

θετική ανίχνευση και για τα δύο βακτήρια σε διάφορες αραιώσεις, υπογραμμίζοντας την 

ευαισθησία του kit τροφίμων NucleoSpin® και την εσωτερική τεχνική στον εντοπισμό 

αυτών των παθογόνων σε δείγματα γάλακτος. 

ȅμοίως, σε δείγματα κοτόπουλου, η μελέτη ανίχνευσε επιτυχώς S. Typhimurium, E. Coli 

και L. monocytogenes σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. Τα ευρήματα κατέδειξαν την 

αποτελεσματικότητα των μεθόδων ανίχνευσης σε δείγματα κοτόπουλου, σύμφωνα με τους 

στόχους της μελέτης. 

Τα ευρήματα της παρούσας μελέτης επικυρώνουν την υπόθεση ότι το NucleoSpin® Food 

kit και η εσωτερική τεχνική είναι αξιόπιστες και ευαίσθητες μέθοδοι για την ανίχνευση της 

L. monocytogenes, της S. Typhimurium και της E. coli σε δείγματα τροφίμων. Τα 

αποτελέσματα είναι σύμφωνα με την προηγούμενη βιβλιογραφία και υποδηλώνουν ότι 

αυτές οι μέθοδοι μπορούν να αποτελέσουν πολύτιμα εργαλεία για την ανάλυση της 

ασφάλειας των τροφίμων. 

Ωστόσο, είναι σημαντικό να αναγνωριστούν ορισμένοι περιορισμοί της μελέτης. Ȇρώτον, 

η έρευνα διεξήχθη χρησιμοποιώντας τεχνητά μολυσμένα δείγματα και τα ευρήματα μπορεί 

να διαφέρουν σε πραγματικά σενάρια με φυσική μόλυνση. Επιπλέον, απαιτείται περαιτέρω 

έρευνα για τη σύγκριση της απόδοσης του kit τροφίμων NucleoSpin® και της εσωτερικής 

τεχνικής με άλλες καθιερωμένες μεθόδους για την ανίχνευση βακτηρίων. 

Τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται υποστηρίζουν την υπόθεση ότι το NucleoSpin® 

Food kit και η εσωτερική τεχνική είναι αποτελεσματικά εργαλεία για την ανίχνευση των L. 

monocytogenes, S. Typhimurium και E. coli σε δείγματα τροφίμων. Αυτές οι μέθοδοι 
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επιδεικνύουν υψηλή ευαισθησία και αξιοπιστία, προσφέροντας πιθανές εφαρμογές στην 

αξιολόγηση της ασφάλειας των τροφίμων. Απαιτούνται περαιτέρω έρευνες και συγκριτικές 

μελέτες για την ενίσχυση της κατανόησης και της αποδοχής αυτών των μεθόδων ανίχνευσης 

στον τομέα της μικροβιολογίας τροφίμων. 

6.2. Ȇεριορισμοί της παρούσας έρευνας και ο αντίκτυπός τους για 

τη Ȃελλοντική Έρευνα 

Ȇαρά το γεγονός πως οι πληροφορίες οι οποίες παρουσιάζονται στην παρούσα Διατριβή 

παρέχουν πολύτιμη γνώση σχετικά με τις μεθόδους ανίχνευσης της Listeria monocytogenes, 

της Salmonella Typhimurium και της Escherichia coli σε δείγματα τροφίμων, υπάρχουν 

αρκετοί περιορισμοί που θα πρέπει να ληφθούν υπόψη για μελλοντικές ερευνητικές 

προσπάθειες. Αυτοί οι περιορισμοί βασίζονται στις συγκεκριμένες πληροφορίες που 

αναφέρονται και στα ευρήματα που συζητήθηκαν στις αναρτήσεις. Είναι σημαντικό να 

αντιμετωπιστούν αυτοί οι περιορισμοί για να βελτιωθεί περαιτέρω και να ενισχυθεί η 

κατανόηση της ανίχνευσης βακτηρίων σε δείγματα τροφίμων. 

Ȇεριορισμένο εύρος βακτηριακών στελεχών 

Η παρούσα διατριβή εστιάζει κυρίως στην ανίχνευση της  S. Typhimurium, L. 

monocytogenes και E. coli. Ωστόσο, υπάρχουν πολλά άλλα τροφιμογενή παθογόνα που 

ενέχουν σημαντικούς κινδύνους για την ασφάλεια των τροφίμων. Η μελλοντική έρευνα θα 

πρέπει να εξετάσει το ενδεχόμενο επέκτασης του πεδίου της μελέτης, ώστε να συμπεριλάβει 

ένα ευρύτερο φάσμα βακτηριακών στελεχών που συνήθως σχετίζονται με τροφιμογενείς 

ασθένειες, όπως το Campylobacter spp, ο Staphylococcus aureus κ.ο.κ. [303] 

Ȇεριορισμένη ποικιλία δειγμάτων 

Η διατριβή εξετάζει τόσο τεχνητά επιμολυσμένα δείγματα, όσο και μη τεχνητά 

επιμολυσμένα δείγματα τα οποία μπορεί να μην αντιπροσωπεύουν πλήρως την 

πολυπλοκότητα και την ποικιλομορφία των δειγμάτων τροφίμων του εμπορίου. Είναι 

σημαντικό για μελλοντική έρευνα να ενσωματωθεί ένα ευρύ φάσμα μητρών τροφίμων, 

συμπεριλαμβανομένων διαφόρων τύπων νωπών προϊόντων, κρέατος, γαλακτοκομικών και 

επεξεργασμένων τροφίμων, για την αξιολόγηση της απόδοσης των μεθόδων ανίχνευσης σε 

διαφορετικούς τύπους δειγμάτων. 

Έλλειψη συνολικής επικύρωσης 
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Ενώ η διατριβή παρουσιάζει ευρήματα σχετικά με την απόδοση των μεθόδων ανίχνευσης, 

είναι απαραίτητη μία ολοκληρωμένη επικύρωση με καθιερωμένες μεθόδους αναφοράς και 

βιομηχανικά πρότυπα για την αξιολόγηση της ακρίβειας και της αξιοπιστίας τους. Η 

μελλοντική έρευνα θα πρέπει να επικεντρωθεί στη διεξαγωγή συγκριτικών μελετών με 

ευρέως αποδεκτές μεθόδους για να διασφαλιστεί η εγκυρότητα των ευρημάτων. 

Ȇεριορισμένη αξιολόγηση της εφαρμογής της μεθόδου 

Η παρούσα διατριβή αξιολογεί τις μεθόδους ανίχνευσης σε συγκεκριμένα δείγματα 

τροφίμων, όπως το μαρούλι, το γάλα και το κοτόπουλο. Ωστόσο, η δυνατότητα εφαρμογής 

αυτών των μεθόδων σε διαφορετικά δείγματα τροφίμων μπορεί να ποικίλλει. Η μελλοντική 

έρευνα θα πρέπει να διερευνήσει τη συμβατότητα των μεθόδων ανίχνευσης με ένα ευρύτερο 

φάσμα τύπων τροφίμων και να αξιολογήσει την απόδοσή τους σε σύνθετα δείγματα, όπως 

επεξεργασμένα τρόφιμα και ανάμεικτα συστατικά [304]. 

Ȇεριορισμένη αξιολόγηση κόστους-αποτελεσματικότητας 

Η οικονομική σκοπιμότητα και η σχέση κόστους-αποτελεσματικότητας της εφαρμογής των 

μεθόδων ανίχνευσης σε εργαστήρια δοκιμών τροφίμων είναι σημαντικά ζητήματα. Η 

μελλοντική έρευνα θα πρέπει να διεξάγει εκτενείς αναλύσεις κόστους που θα λαμβάνουν 

υπόψη τον εξοπλισμό, τα αντιδραστήρια και την εργασία που απαιτείται για τις μεθόδους 

για να παρέχουν καλύτερη κατανόηση της πρακτικότητας και της οικονομικής τους 

προσιτότητας. 

Ȇεριορισμένη εξερεύνηση αυτοματισμού και ανάλυση υψηλής απόδοσης 

Η παρούσα διατριβή δεν διερευνά εκτενώς τις δυνατότητες αυτοματοποίησης και ανάλυσης 

υψηλής απόδοσης των μεθόδων ανίχνευσης. Η ενσωμάτωση αυτοματοποιημένων 

πρωτοκόλλων και η αξιολόγηση της επεκτασιμότητας των μεθόδων για ανάλυση μεγάλης 

κλίμακας θα ήταν επωφελής για μελλοντική έρευνα. 

Ανάγκη για ανίχνευση σε πραγματικό χρόνο 

Η διατριβή εστιάζει κυρίως στην ανίχνευση βακτηριακής μόλυνσης μέσω εργαστηριακών 

μεθόδων. Ωστόσο, υπάρχει μια αυξανόμενη ανάγκη για μεθόδους ανίχνευσης σε 

πραγματικό χρόνο ή σχεδόν σε πραγματικό χρόνο που μπορούν να παρέχουν γρήγορα 

αποτελέσματα σε περιβάλλοντα πεδίου ή κατά τις διαδικασίες παραγωγής τροφίμων. Η 

μελλοντική έρευνα θα πρέπει να διερευνήσει την ανάπτυξη τεχνικών ταχείας ανίχνευσης 
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που μπορούν να προσφέρουν έγκαιρα και δραστικά αποτελέσματα. 

Αντιμετωπίζοντας αυτούς τους περιορισμούς σε μελλοντικές έρευνες, οι ερευνητές 

μπορούν να βελτιώσουν περαιτέρω την κατανόηση και την εφαρμογή μεθόδων ανίχνευσης 

για τροφιμογενή παθογόνα, συμβάλλοντας τελικά στη βελτίωση των μέτρων ασφάλειας των 

τροφίμων. 

 

Ανάγκη για ανίχνευση σε πραγματικό χρόνο 

Η χρωματομετρική μέθοδος LAMP, η οποία ενσωματώνει μία χρωστική ουσία ευαίσθητη 

στο pH, επιτρέπει την οπτική ανίχνευση της ενίσχυσης, απλοποιώντας περαιτέρω τη 

διαδικασία και εξαλείφοντας την ανάγκη για εξελιγμένο εξοπλισμό. 

 

Για την ανάπτυξη της μεθόδου LAMP απαιτούνται συγκεκριμένα υλικά και μέθοδοι τα 

οποία καθίστανται διαθέσιμα σε εργαστηριακό περιβάλλον εξαλείφοντας την ανάγκη για 

δαπάνη αγοράς των απαραίτητων συστατικών στοιχείων της μεθόδου.  

 

Σχεδιασμός εκκινητών 

Η μέθοδος LAMP απαιτεί ένα σύνολο τεσσάρων έως έξι ειδικά σχεδιασμένων εκκινητών 

που στοχεύουν έξι έως οκτώ διακριτές περιοχές στο DNA στόχο. ȅι αλληλουχίες εκκινητών 

θα πρέπει να σχεδιάζονται σύμφωνα με τους τυπικούς κανόνες σχεδιασμού εκκινητών 

LAMP. [304] 

 

Ρυθμιστικά διαλύματα και αντιδραστήρια 

Τα ακόλουθα αντιδραστήρια απαιτούνται για την αντίδραση LAMP: 10x ȇυθμιστικό 

διάλυμα ισοθερμικής ενίσχυσης (20 mM Tris-HCl, 10 mM (NH4)2SO4, 50 mM KCl, 2 mM 

MgSO4, 0,1% Tween 20, pH 8Ps8. (10 mM το καθένα), βεταΐνη (5 Ȃ), Bst 2.0 DNA 

Polymerase ή παρόμοια, και μία ευαίσθητη στο pΗ χρωστική όπως το Phenol Red ή το 

Neutral Red.[305] 

 

Προετοιμασία του μείγματος LAMP 

Το μείγμα LAMP παρασκευάζεται με συνδυασμό των ακόλουθων συστατικών σε έναν 

αποστειρωμένο σωλήνα μικροφυγοκέντρησης: 10x ρυθμιστικό διάλυμα ισοθερμικής 

ενίσχυσης (2,5 μL), dNTPs (1,6 μL), βεταΐνη (1,4 μL), εκκινητές εμπρός και προς τα πίσω 

(1,6 μL) έκαστος), Loop Primers (εάν χρησιμοποιούνται, 0,8 μL το καθένα), Bst 2,0 DNA 

Polymerase (0,32 μL), χρωστική ευαίσθητη στο pH (0,1 μL) και νερό χωρίς νουκλεάση 
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μέχρι τελικό όγκο 25 μL. [306] 

 

Προσθήκη DNA προτύπου 

Το DNA του προτύπου προστίθεται τελευταίο στο μίγμα LAMP (1 μL). Η αντίδραση στη 

συνέχεια αναμιγνύεται ήπια και φυγοκεντρείται για λίγο για να συλλεχθεί όλο το υγρό στον 

πυθμένα του σωλήνα. 

 

Επώαση και ενίσχυση 

Η αντίδραση επωάζεται σε σταθερή θερμοκρασία (συνήθως 60-65°C) για 1-2 h. Η αλλαγή 

χρώματος της ευαίσθητης στο pH βαφής υποδηλώνει επιτυχή ενίσχυση. [307] 

 

Η παρασκευή ενός χρωματομετρικού μίγματος LAMP στο εργαστήριο είναι μία απλή 

διαδικασία που μπορεί να επιτευχθεί χρησιμοποιώντας τυπικά αντιδραστήρια μοριακής 

βιολογίας, άμεσα διαθέσιμα σε ένα εργαστηριακό περιβάλλον, εξαλείφοντας την ανάγκη 

δαπάνης αγοράς ολοκληρωμένων Kit. 
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Ȁεφάλαιο 7ο : Ȇροτάσεις για Ȃελλοντική Έρευνα 

Ȃε βάση τα ευρήματα και τις αξίες που συζητήθηκαν, μπορούν να καταρτιστούν αρκετές 

προτάσεις για την ερευνητική ετσίαση της μελλοντικής έρευνας προς επίτευξη της 

περαιτέρω ενίσχυσης της κατανόησης και της εφαρμογής των μεθόδων ανίχνευσης Listeria 

monocytogenes, Salmonella Typhimurium και Escherichia coli σε δείγματα τροφίμων. 

Διερεύνηση της απόδοσης του kit NucleoSpin® και της εσωτερικής τεχνικής σε 

σενάρια πρακτικών εφαρμογών 

Ενώ η τρέχουσα μελέτη απέδειξε επιτυχώς την αποτελεσματικότητα των μεθόδων 

ανίχνευσης σε τεχνητά μολυσμένα δείγματα, η μελλοντική έρευνα θα πρέπει να 

επικεντρωθεί στην αξιολόγηση της απόδοσής τους σε ρεαλιστικές καταστάσεις με φυσική 

μόλυνση. Αυτό θα παρέχει μια ακριβέστερη αξιολόγηση της πρακτικότητας και της 

αξιοπιστίας των μεθόδων στην ανίχνευση L. monocytogenes, της S. Typhimurium και E. 

coli σε δείγματα τροφίμων. 

Σύγκριση του kit NucleoSpin® και άλλων τεχικών με διαφορετικές καθιερωμένες 

μεθόδους ανίχνευσης 

Για να επικυρωθεί και να εξακριβωθεί περαιτέρω η αξιοπιστία και η ευαισθησία του kit 

τροφίμων NucleoSpin®, θα πρέπει να διεξαχθούν συγκριτικές μελέτες με άλλες 

καθιερωμένες μεθόδους για ανίχνευση βακτηρίων σε δείγματα τροφίμων. Αυτό θα 

επιτρέψει στους ερευνητές να αξιολογήσουν τα πλεονεκτήματα και τους περιορισμούς 

διαφορετικών μεθόδων και να εντοπίσουν τομείς προς βελτίωση ή τυποποίηση. 

Διερεύνηση των ορίων ανίχνευσης του NucleoSpin® 

Η παρούσα μελέτη αξιολόγησε την απόδοση των μεθόδων ανίχνευσης για διαφορετικές 

συγκεντρώσεις L. monocytogenes, της S. Typhimurium και E. coli. Η μελλοντική έρευνα θα 

μπορούσε να επικεντρωθεί στον προσδιορισμό των κατώτερων ορίων ανίχνευσης αυτών 

των μεθόδων για την καλύτερη κατανόηση της ευαισθησίας τους και της ικανότητάς τους 

να ανιχνεύουν χαμηλή μόλυνση σε δείγματα τροφίμων. 

Διερεύνηση της δυνατότητας εφαρμογής του NucleoSpin® στην ανίχνευση άλλων 

τροφιμογενών παθογόνων 

Ȇαρά το γεγονός πως η παρούσα μελέτη επικεντρώθηκε στην ανίχνευση του L. 



Ανάπτυξη καινοτόμου μεθοδολογίας για την Ανίχνευση Ȇαθογόνων Βακτηρίων στα Τρόφιμα 
 

                                                                                    202 

 

monocytogenes, της S. Typhimurium και του E. coli, περαιτέρω έρευνα θα μπορούσε να 

διερευνήσει τις δυνατότητες του NucleoSpin® για την ανίχνευση άλλων τροφιμογενών 

παθογόνων. Αυτό θα διευρύνει το πεδίο των εφαρμογών τους και θα συνεισφέρει σε 

ολοκληρωμένη ανάλυση για την ασφάλεια των τροφίμων. 

Αξιολόγηση της σχέσης κόστους-αποτελεσματικότητας του NucleoSpin® 

Εκτός από τα ζητήματα απόδοσης, είναι σημαντικό να αξιολογηθεί η σχέση κόστους-

αποτελεσματικότητας των μεθόδων ανίχνευσης. Η μελλοντική έρευνα θα πρέπει να 

περιλαμβάνει μία ολοκληρωμένη ανάλυση κόστους για να προσδιοριστεί η σκοπιμότητα 

και η οικονομική προσιτότητα της εφαρμογής αυτών των μεθόδων σε εργαστήρια δοκιμών 

τροφίμων. 

Διερεύνηση της συμβατότητας του kit NucleoSpin® σε διαφορετικές κατηγορίες 

τροφίμων με τη χρήση διαφορετικών μεθόδων ανίχνευσης 

Η παρούσα μελέτη εξέτασε τις μεθόδους ανίχνευσης σε δείγματα μαρουλιού, γάλακτος και 

κοτόπουλου. Ωστόσο, τα δείγματα τροφίμων μπορεί να διαφέρουν σημαντικά ως προς τη 

σύνθεση και την πολυπλοκότητά τους. Η μελλοντική έρευνα θα πρέπει να διερευνήσει τη 

συμβατότητα του kit NucleoSpin® Food με ένα ευρύ φάσμα μητρών τροφίμων, 

συμπεριλαμβανομένων φρούτων, λαχανικών, δημητριακών και επεξεργασμένων τροφίμων. 

Διερεύνηση των δυνατοτήτων για αυτοματισμό σε αναλύσεις υψηλής απόδοσης 

ȅ αυτοματισμός και η ανάλυση υψηλής απόδοσης μπορούν να βελτιώσουν σημαντικά την 

αποτελεσματικότητα και την ταχύτητα των διαδικασιών δοκιμής τροφίμων. Η μελλοντική 

έρευνα θα μπορούσε να επικεντρωθεί στην ανάπτυξη αυτοματοποιημένων πρωτοκόλλων 

και στην αξιολόγηση της επεκτασιμότητας του kit τροφίμων NucleoSpin® για αναλύσεις 

μεγάλης κλίμακας, επιτρέποντας την ταχεία και αξιόπιστη ανίχνευση των L. 

monocytogenes, S. Typhimurium και E. coli σε δείγματα τροφίμων. 

Εστιάζοντας σε αυτούς τους προτεινόμενους τομείς μελλοντικής έρευνας, η επιστημονική 

κοινότητα μπορεί να προωθήσει περαιτέρω τον τομέα της μικροβιολογίας τροφίμων και να 

συμβάλει στην ανάπτυξη ισχυρών και αποτελεσματικών μεθόδων για την ανίχνευση 

τροφιμογενών παθογόνων, διασφαλίζοντας την ασφάλεια και την ποιότητα των προϊόντων 

διατροφής. 
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