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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Ο παθογόνος μικροοργανισμός Salmonella spp. δύναται να εποικίσει φυλλώδη 

λαχανικά είτε επιφανειακά (προσκόλληση) είτε διεισδύοντας στο εσωτερικό τους 

(εσωτερικοποίηση), μέσω φυσικών ανοιγμάτων (π.χ. στομάτια) ή τραυματισμών (π.χ. 

λόγω τομής) του ιστού. Παρά την αυξημένη επικινδυνότητα των λαχανικών εξαιτίας της 

ανεπάρκειας των συμβατικών μεθόδων απολύμανσης ενάντια στα εσωτερικοποιημένα 

κύτταρα, πληροφορίες σχετικά με τη φυσιολογία των τελευταίων και τους πιθανούς 

μηχανισμούς ανθεκτικότητας είναι περιορισμένες. 

Σκοπός της παρούσας έρευνας ήταν η εκτίμηση α) της ικανότητας προσκόλλησης 

και εσωτερικοποίησης του Salmonella enterica σε φυλλώδη λαχανικά, β) της 

οξεοανθεκτικότητας των προσκολλημένων και εσωτερικοποιημένων κυττάρων, γ) των 

επιπέδων έκφρασης γονιδίων που σχετίζονται με τη λοιμωξιογόνο δράση και το 

εκκριτικό σύστημα T3SS (hilA, prgH, invA, avrA, ssrB) και τους μηχανισμούς απόκρισης 

έναντι καταπονήσεων (cadB, proV) στις ανωτέρω κατηγορίες κυττάρων και δ) των 

παραγόντων όπως η σύσταση του λαχανικού, η παρουσία ενδογενούς χλωρίδας και η 

μικροδομή του τροφίμου (υποστρώματος) στην μετέπειτα απόκριση του 

μικροοργανισμού έναντι όξινης καταπόνησης. 

Σπανάκι, μαρούλι, βλίτα, ιταλικά χόρτα και ρόκα εμβολιάστηκαν με Salmonella 

Enteritidis, Typhimurium και Infantis, ξεχωριστά, με τη μέθοδο της εμβάπτισης (7 log 

CFU/mL) και συντηρήθηκαν για 2h και 48h στους 5
o
C και 20

o
C (n=6). Εν συνεχεία, 

εκτιμήθηκε ο ανακτώμενος ολικός, προσκολλημένος (μέθοδος επιχρίσματος) και 

εσωτερικοποιημένος (ύστερα από εξυγίανση της φυλλικής επιφάνειας με 1% w/v 

AgNO3) πληθυσμός του Salmonella καθώς και η επιβίωση του εκάστοτε υποπληθυσμού 

έναντι ακραίας όξινης καταπόνησης pH 2.7 (HCl). H μεταβολή των επιπέδων της 

γονιδιακής έκφρασης πραγματοποιήθηκε με RT–qPCR (n=3), ενώ το 16SrRNA 

χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς. Επιπλέον, προκειμένου να μελετηθεί το πώς 

επιδρά η σύσταση των μελετούμενων λαχανικών στην επιβίωση του παθογόνου, 

εκχυλίσματα από το εκάστοτε λαχανικό εκτέθηκαν σε συνθήκες όξινης καταπόνισης pH 

2.7 (HCl), επίσης. 
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Ο προσκολλημένος και εσωτερικοποιημένος πληθυσμός του Salmonella spp. 

μετά από 2 h συντήρησης ανερχόταν περίπου στους 3.6-4.8 και 3.2-5.0 log CFU/g, 

αντίστοιχα, με τη μεγαλύτερη εσωτερικοποίηση να παρατηρείται στο σπανάκι και στα 

ιταλικά χόρτα (P<0.05). Παραμονή των εμβολιασμένων λαχανικών για 48 h στους 20
o
C 

είχε ως αποτέλεσμα την αύξηση των ανακτώμενων προσκολλημένων και 

εσωτερικοποιημένων πληθυσμών κατά 1-2 log CFU/g, εξαιτίας είτε της ανάπτυξης του 

εκάστοτε υποπληθυσμού, είτε της αύξησης της προσκόλλησης και εσωτερικοποίησης, 

γεγονός που συμφωνεί με την παρατηρηθείσα επαγωγή της έκφρασης (10-100 φορές) 

γονιδίων του T3SS. Διαφορές στους εσωτερικοποιημένους πληθυσμούς (0.5-1.0 log 

CFU/g) (P<0.05) διαφορετικών οροτύπων παρατηρήθηκαν κυρίως κατά τη συντήρηση 

στους 5
o
C. Αυξημένη οξεοανθεκτικότητα παρουσίασαν τα προσκολλημένα κύτταρα 

έναντι των εσωτερικοποιημένων, ενώ παραμονή του Salmonella  σε χαμηλή 

θερμοκρασία ευαισθητοποίησε τον παθογόνο έναντι ακραίας όξινης καταπόνησης. 

Τέλος, αυξημένη οξεοανθεκτικότητα παρουσίασαν τα εσωτερικοποιημένα κύτταρα σε 

μαρούλι και βλίτα, που είχαν συντηρηθεί στους 20
o
C, δεδομένου του επιβιώσαντα 

πληθυσμού (1.0 log CFU/g) ύστερα από 60 min σε pH 2.7. Σε ότι αφορά τα εκχυλίσματα 

των λαχανικών, η παρουσία ή η απουσία της ενδογενούς μικροχλωρίδας δεν είχε 

σημαντικό ρόλο στην οξεοανθεκτικότητα του παθογόνου αλλά τα θρεπτικά συστατικά 

από τα οποία απαρτιζόταν το καθένα. 

Τα παραπάνω αποτελέσματα συμβάλλουν στην πληρέστερη κατανόηση της 

φυσιολογίας του παθογόνου Salmonella spp. κατά την εποίκισή του σε φυλλώδη 

λαχανικά και μπορούν να αξιοποιηθούν στην καλύτερη εκτίμηση της επικινδυνότητας 

στον τομέα των λαχανικών. 

Λέξεις κλειδιά: Salmonella, εσωτερικοποίηση, οξεοανθεκτικότητα, λαχανικά, 

εκχυλίσματα λαχανικών  
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ABSTRACT 

Salmonella colonizes or penetrates leafy greens. The ability of internalized 

bacteria to evade common disinfection practices, poses a well-established risk. 

Nevertheless, little is known about the physiology of internalized cells and the 

underpinning stress resistance mechanisms. 

The aims of the study were: i) to assess the attachment and internalization of 

different Salmonella enterica serotypes regarding different leafy vegetables, ii) to 

evaluate the acid tolerance of internalized and attached cells, iii) to monitor the 

transcriptional changes regarding stress (cadB, proV) and virulence/ secretion system- 

T3SS associated genes (hilA, prgH, invA, avrA, ssrB), associated with the aforementioned 

two cell types and iv) to evaluate how affect the compounds of vegetables and the 

presence of native microflora to response of microorganism under acid tolerance. 

Spinach, lettuce, green amaranth, arugula and endive were inoculated by 

immersion (7 log CFU/mL), individually, with Salmonella Enteritidis, S. Typhimurium 

and S. Infantis and stored at 5
o
C and 20

o
C for 2h and 48h (n=6). Population of total, 

attached (swab method) and internalized (after surface decontamination with 1% w/v 

AgNO3) Salmonella, as well as their survival against pH 2.7 (HCl) were assessed. 

Transcriptional changes were determined using quantitative Real Time-PCR (n=3), while 

16SrRNA served as a reference gene. Also, survival of Salmonella was assessed against 

pH 2.7 (HCl) on extracts of vegetables.  

Spinach and endive allowed the highest (P<0.05) internalization of the target 

organism, while attached and internalized Salmonella, 2 h after inoculation, reached 3.6-

4.8 and 3.2-5.0 log CFU/g. Storage of vegetables for 48h at 20
o
C increased the recovery 

of attached and internalized Salmonella by 1-2 log CFU/g, though it is unknown whether 

this derives from growth and/or spreading by swarming, swimming, or additional 

colonization. However, habituation of Salmonella at 20
o
C induced the transcription (10-

100 folds) of T3SS-related genes. Inter-serovar variation regarding the internalization 

ability was evident (0.5-1.0 log CFU/g) only at refrigeration temperature. Regarding acid 

tolerance response, attached cells exhibited higher survival rates against low pH than the 



[9] 
 

internalized ones. Acid sensitization of Salmonella was a result of habituation at 5
o
C, 

while habituation at 20
o
C on lettuce and amaranth induced acid tolerance of internalized 

cells, manifested by 1.0 log CFU/g survival after 60 min at pH 2.7. As regards, the 

extracts of vegetables, the compounds of each vegetable affects on survival of 

microorganism and not native microflora. 

Our findings reveal physiology aspects of Salmonella colonizing leafy vegetables 

and therefore could be supportive material in quantitative risk assessment of pathogens in 

fresh produce sector.  

 

Keywords: Salmonella, internalization, acid tolerance, vegetables, extracts of vegetable 
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της καθ’όλη τη διάρκεια της μελέτης μου. Επιπλέον, θα ήθελα να ευχαριστήσω όλο το 

προσωπικό του εργαστηρίου για την άψογη συνεργασία μας και τη δημιουργία ενός 

ευχάριστου περιβάλλοντος στον εργαστηριακό χώρο αλλά και όλους όσους έμμεσα ή 

άμεσα συνεισέφεραν στην ολοκλήρωση αυτής της μεταπτυχιακής μελέτης. Τέλος, θα 

ήθελα να εκφράσω τις θερμές μου ευχαριστίες τόσο στους γονείς μου όσο και στους 

φίλους μου για την αμέριστη συμπαράσταση και στήριξή τους μέχρι την ολοκλήρωση 

της μεταπτυχιακής αυτής μελέτης. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1.Η σημασία των λαχανικών, η αύξηση της κατανάλωσης τους και ο κίνδυνος 

τροφιμογενών λοιμώξεων 

Τα τελευταία χρόνια, η τάση των ανθρώπων να στραφούν σε έναν πιο υγιεινό τρόπο 

ζωής, οδήγησε στην ολοένα και μεγαλύτερη κατανάλωση φρέσκων και ελάχιστα 

επεξεργασμένων φρούτων και λαχανικών, τα οποία λόγω των θρεπτικών συστατικών που 

περιέχουν είναι σημαντικά για την υγεία του ανθρώπου (Abadias et al., 2008; Falomir et 

al., 2010).  Άλλωστε δεν είναι λίγοι και οι οργανισμοί υγείας που επισημαίνουν ότι η 

κατανάλωση τους μπορεί να οδηγήσει σε μείωση του ποσοστού εκδήλωσης ορισμένων 

ασθενειών όπως οι καρδιοαγγειακές παθήσεις και ο καρκίνος (Brownson et al, 1996; 

Berger et al, 2010).  

Τα λαχανικά χαρακτηρίζονται από τη μεγάλη περιεκτικότητα τους σε νερό, τη μικρή 

περιεκτικότητα τους σε λίπος, τη σχετικά μικρή περιεκτικότητα τους σε υδατάνθρακες 

και πρωτεΐνες και τη σημαντική περιεκτικότητα τους σε άλατα και βιταμίνες. Όλα τα 

λαχανικά και ιδιαίτερα τα πράσινα αποτελούν καλές πηγές για τη πρόσληψη σημαντικών 

αλάτων που είναι απαραίτητα για την εξουδετέρωση των οξέων που παράγονται κατά τη 

διάρκεια της πέψης του κρέατος, του τυριού και άλλων τροφίμων, συμβάλλοντας στην 

επίτευξη και διατήρηση της σωστής αντίδρασης του αίματος και των άλλων σωματικών 

υγρών. Χαρακτηριστικά παραδείγματα, αποτελούν το σπανάκι που είναι πλούσιο σε 

ασβέστιο, σίδηρο και φώσφορο, το μαρούλι που είναι πλούσιο σε ασβέστιο και σίδηρο 

κ.ά. Σε ότι αφορά τις βιταμίνες που περιέχουν είναι αναγκαίες για την ανάπτυξη, την 

αναπαραγωγή και για τη διατήρηση της καλής υγείας του ανθρώπου και αποτελούν 

αναπόσπαστο κομμάτι της διατροφής του. Επιπλέον, τα πιο πολλά λαχανικά και 

ιδιαίτερα τα φυλλώδη όπως το λάχανο, το σπανάκι, το μαρούλι κ.λ.π χαρακτηρίζονται 

από υψηλή περιεκτικότητα σε νερό και κυτταρίνη και με τον σχετικά μεγάλο όγκο που 

έχουν βοηθούν στην πέψη άλλων συμπυκνωμένων τροφών, εξασφαλίζοντας με αυτό τον 

τρόπο την καλύτερη λειτουργία του πεπτικού συστήματος. 

Στατιστικά στοιχεία που αναφέρονται στις Η.Π.Α, δείχνουν ότι η κατά κεφαλήν 

κατανάλωση των φρούτων και των φρέσκων λαχανικών αυξήθηκε σημαντικά από το 

1982 έως το 1997, κατά 18% και 29% αντίστοιχα (Garrett et al, 2003) και συνεχίζει να 

αυξάνεται με εκθετικό ρυθμό και ως σήμερα (Εικόνα 1.1). Άλλωστε, ο κλάδος της 
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γεωργικής παραγωγής έχει αναπτυχθεί θεαματικά τα τελευταία χρόνια, με μεγάλες 

ποσότητες λαχανικών να εισάγονται στα διάφορα κράτη, πράγμα το οποίο καθιστά 

δύσκολους όμως τους ελέγχους τροφίμων. Το γεγονός αυτό καθώς και η τάση των 

ανθρώπων για κατανάλωση περισσότερων RTE (ready-to-eat) τροφίμων (στα οποία 

ανήκουν και τα λαχανικά), είχε σαν αποτέλεσμα την αύξηση του αριθμού των 

κρουσμάτων τροφικών δηλητηριάσεων που συνδέονται με αυτά τα προϊόντα (Beuchat, 

1996; Beuchat, 2002; Tauxe et al., 1997; Sewell and Farber, 2001; Horby et al, 2003; 

Sivapalasingam et al, 2004; Doyle and Erickson, 2008; Lienemann et al., 2008; Berger et 

al.,2010; FAO/WHO, 2008).   

 

 

Εικόνα 1.1: Ημερήσια κατανάλωση λαχανικών σε ενήλικες το 2012 (ή σε κοντινή 

χρονιά). (Πηγή:OECD Health Statistics, 2014). 

 

Άλλωστε, η ανάπτυξη ενός ενιαίου προτύπου αξιολόγησης για την εξασφάλιση της 

ασφάλειας των φρούτων και λαχανικών κρίνεται ως αρκετά δύσκολη λόγω της μεγάλης 

ποικιλίας των προϊόντων αυτών ως προς τη δομή, τη φυσιολογία και άλλα 

χαρακτηριστικά τους. Ορισμένα δε από αυτά αποτελούν συνδυασμό νωπών προϊόντων, 

όπως η σαλάτα, όντας ιδιαίτερα ευαίσθητα σε διακυμάνσεις της θερμοκρασίας, και 

έχοντας συνήθως μια σύντομη διάρκεια ζωής στο ράφι. Επιπλέον, οι θρεπτικές ουσίες 
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απελευθερώνονται νωρίτερα στις προκομμένες σαλάτες με αποτέλεσμα τον ταχύτερο 

πολλαπλασιασμό των βακτηρίων (Nguyen, 1994), ενώ οι διαδικασίες κοπής και 

συσκευασίας ελλοχεύουν τον κίνδυνο να εισαγάγουν μικροβιακές προσμείξεις, αν τα 

σκεύη ή ο εξοπλισμός έχουν επιμολυνθεί (Beuchat, 2007).   

Σύμφωνα με έρευνες που έχουν γίνει, πληθώρα παθογόνων μικροοργανισμών έχουν 

εντοπιστεί σε φρούτα και λαχανικά. Πιο συγκεκριμένα, έχουν απομονωθεί παθογόνα 

βακτήρια όπως Salmonella, Escherichia coli, Aeromonas hydrophilla (Buck et al, 2003), 

Yersinia enterocolitica και Listeria monocytogenes, βακτήρια τα οποία προκαλούν σήψη 

όπως Pseudomonas fluorescens, ιοί όπως Norwalk-like και hepatitis A (Koopmans and 

Duizer, 2004), παράσιτα όπως Cryptosporidium και Cyclospora (Monge and Chinchilla, 

1996; Nguyen and Carlin, 2000), μύκητες και ζύμες όπως Fusarium, Alternaria, Phoma, 

Botrytis, Colletotrichum, Penicillium, Cladosporium, Rhizopus και Aspergillus (Azeredo 

et al., 2011; Tournas, 2005; Abadias et al., 2008).  

 

1.1.1 Καταγεγραμμένα κρούσματα Salmonella spp. σε λαχανικά  

 

Από το 1990 έως το 2005, φρέσκα λαχανικά συσχετίσθηκαν με 713 κρούσματα, 

με αποτέλεσμα 34.049 περιπτώσεις ασθενειών (Anon, 2007). Ο αριθμός των 

κρουσμάτων που προκλήθηκαν από Salmonella spp. και οφειλόταν στην κατανάλωση 

λαχανικών ξεπέρασε εκείνους για όλα τα άλλα τρόφιμα, συμπεριλαμβανομένου των 

πουλερικών, του μοσχαριού, των αυγών και των θαλασσινών (Εικόνα 1.2). Προϊόντα που 

είχαν υποστεί κοπή (pre-cut) είχαν το υψηλότερο επίπεδο επιμόλυνσης (Westrell et al., 

2009). Ενδεικτικά,  ο παθογόνος μικροοργανισμός έχει απομονωθεί από διάφορα είδη 

φρούτων, χυμούς και λαχανικά, όπως οι αγκινάρες, τα φύλλα τεύτλων, το σέλινο, το 

λάχανο, το πεπόνι, το κουνουπίδι, η μελιτζάνα, το αντίδι, ο μάραθος, τα πράσινα 

κρεμμύδια, το μαρούλι, το φασόλι, το κάρδαμο, ο χυμός πορτοκαλιού, ο μαϊντανός, το 

πιπέρι, το σπανάκι, οι φράουλες, οι ντομάτες, το καρπούζι (Buck et al., 2003). 
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Εικόνα 1.2: Τρόφιμα τα οποία σχετίζονται με κρούσματα από Salmonella spp. (* αυτά 

τα μολυσμένα συστατικά ή τρόφιμα σχετίζονται με το 1/3 των κρουσμάτων από 

Salmonella spp. στις Η.Π.Α.) Other: Περιλαμβάνει φύτρες, πράσινα φυλλώδη λαχανικά, 

ρίζες, σπόρους φασολιών, οστρακοειδή και γαλακτοκομικά. Πηγή: (CDC National 

Outbreak Reporting System, 2004-2008). 

 

Η νόσος που προκαλεί ο παθογόνος μικροοργανισμός ονομάζεται σαλμονέλωση. 

Ο δηλωμένος αριθμός των περιστατικών που σχετίζονται με τη νόσο είναι υψηλότερος 

στη Βόρεια Αμερική και την Ευρώπη, πιθανότατα λόγω των αποτελεσματικότερων 

συστημάτων επιτήρησης (Hernman, 2008). Κάθε χρόνο περίπου, 1,4 εκατομμύρια 

ανθρώπινες λοιμώξεις από Salmonella καταγράφονται στις Ηνωμένες Πολιτείες με το 

δεδομένο ότι μόνο 2% των περιπτώσεων αναφέρεται στο Κέντρο Ελέγχου και Πρόληψης 

Νοσημάτων (CDC) (Cummings et al, 2010; Mead et al, 1999; Turner, 2010), ενώ σε μη 

αναπτυσσόμενες χώρες τα ποσοστά είναι σαφώς υψηλότερα, όμως δεν υπάρχουν άμεσα 

διαθέσιμα δεδομένα. Το εκτιμώμενο συνολικό κόστος που συνδέεται με τις επιπτώσεις 

της ασθένειας κυμαίνεται μέχρι αρκετά δισεκατομμύρια δολάρια (Frenzen et al., 1999; 

WHO, 2005), με το ετήσιο κόστος για ένα πρόγραμμα ελέγχου του παθογόνου να 

αυξάνεται ολοένα σε ορισμένες χώρες (WHO, 2005).  Σε ότι αφορά το μέσο όρο των 

καταγεγραμμένων περιστατικών  στις χώρες της Ευρωπαϊκής Ένωσης (εκτός της 

http://www.google.gr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Foods_associated_with_Salmonella_outbreaks_in_US.png&ei=-iSsVP-yE8P4UrOihMAL&psig=AFQjCNE04u3dV5RwLTDgWsdsOFM_hchFcg&ust=1420585952617450
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Ολλανδίας και της Ισπανίας) και στις χώρες της EEA/EFTA (European Economic 

Area/European Free Trade Association), σύμφωνα με τα τελευταία δημοσιευμένα 

δεδομένα, ήταν 29,8 κρούσματα ανά 100.000 κατοίκους το 2008. To Salmonella spp. 

αποτελεί το δεύτερο συχνότερο βακτηριακό αίτιο τροφιμογενών λοιμώξεων στην 

Ευρώπη μετά το Campylobacter spp. και το κύριο βακτηριακό αίτιο επιδημιών 

τροφιμογενούς αιτιολογίας, ενώ είναι ένα από τα συχνότερα αίτια της διάρροιας των 

ταξιδιωτών. Σε ότι αφορά την Ελλάδα, με βάση το σύστημα υποχρεωτικής δήλωσης 

νοσημάτων, για τα έτη 2000-2010, καταγράφηκαν κατά μέσο όρο 6,6 κρούσματα ανά 

100.000 πληθυσμού (ΚΕΛΠΝΟ). Τα κρούσματα στην χώρα μας παρουσιάζουν 

υψηλότερη δηλούμενη συχνότητα στα παιδιά και ιδιαίτερα στην ηλικιακή ομάδα 0-4 έτη 

και σαφή εποχική κατανομή, με αύξηση τους καλοκαιρινούς μήνες. 

Το μεγαλύτερο ποσοστό των καταγεγραμμένων κρουσμάτων σχετίζεται με την 

κατανάλωση τροφίμων κατ’οίκον (περίπου 80%), ενώ μικρότερα ποσοστά αναφέρονται 

σε κρούσματα σε κέντρα μαζικής εστίασης (σχολεία, νοσοκομεία, εστιατόρια) (Guiney et 

al., 1995). Η μολυσματική δόση του Salmonella εξαρτάται από τον ορότυπο, το στέλεχος 

του βακτηρίου, την φάση της ανάπτυξης και την ευαισθησία του ξενιστή. Από την άλλη 

πλευρά, οι παράγοντες του ξενιστή που ελέγχουν την ευαισθησία σε λοιμώξεις 

περιλαμβάνουν την κατάσταση του εντερικού σωλήνα, την ηλικία, τα ήδη υπάρχοντα 

νοσήματα ή τις ανοσοανεπάρκειες. Η μολυσματική δόση του παθογόνου κυμαίνεται από 

1 έως 10
9 

CFU/g. Ωστόσο, κρούσματα με πηγή ένα μόνο τρόφιμο δείχνουν ότι μόλις 1 

έως 10 κύτταρα μπορούν να προκαλέσουν μόλυνση στις πιο ευπαθείς ομάδες YOPIs 

(Young, Old, Pregnant, Immuno-compromised) (Youself and Calstrom, 2003; Bhunia, 

2008). 

Παραδείγματα καταγεγραμμένων κρουσμάτων αποτελούν τα παρακάτω: 

 Το 1899, ένα κρούσμα τυφοειδούς πυρετού σε ένα άσυλο της Μασαχουσέτης  

είχε σαν αποτέλεσμα 40 άρρωστους κρατούμενους για ένα χρονικό διάστημα 2 

εβδομάδων και συνδέθηκε με την κατανάλωση σέλινου (Morse, 1899). Το 1991, 

καταγράφηκε και δεύτερο κρούσμα οξείας γαστρεντερίτιδας σε 1440 δόκιμους 

στις Αεροπορικές Βάσεις των ΗΠΑ που οφειλόταν σε κύβους σέλινου που 

περιέχονταν σε σαλάτα κοτόπουλου (Warner et al., 1991).  
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 Το 2004, κρούσμα από Salmonella Thompson καταγράφηκε στη Νορβηγία, στη 

Σουηδία και στην Αγγλία. Το περιστατικό αυτό συνδέθηκε με κατανάλωση 

μολυσμένου μαρουλιού εισαγόμενου από την Ιταλία (Nygard et al, 2008). Την 

ίδια χρονολογία στο Ηνωμένο Βασίλειο και στην Ιρλανδία σημειώθηκε ακόμα 

ένα κρούσμα σε μαρούλι από τον ορότυπο S. Newport, με αποτέλεσμα να 

καταγραφούν 807 περιστατικά. Το 2005,  60 επιβεβαιωμένα περιστατικά 

σαλμονέλωσης καταγράφηκαν σε εθνικό επίπεδο στη Φιλανδία από την παρουσία 

S. Typhimurium var Copenhagen DT104B σε εισαγόμενο μαρούλι από την 

Ισπανία (Takkinen et al, 2005). Πιο πρόσφατο κρούσμα από S. Enteritidis που 

οφειλόταν σε κατανάλωση μαρουλιού καταγράφηκε το 2012 σε εστιατόριο και 

οφειλόταν σε κακή υγιεινή του προσωπικού (Severi et al., 2012). 

 Σε φύτρες λαχανικών το 2005 εντοπίστηκε S. Enteritidis στον Καναδά 

σημειώνοντας 592 περιστατικά. 

  Το 2007 στην Ευρώπη σημειώθηκαν 354 περιστατικά από την κατανάλωση 

σπανακιού που ήταν μολυσμένο με Salmonella spp. 

 Κρούσμα από S. enterica serovar Seftenberg τον Ιούνιο του 2007 εντοπίστηκε σε 

βασιλικό εισαγόμενο από το Πακιστάν στην Αγγλία, τη Σκωτία, τη Δανία και την 

Ολλανδία και είχε ως αποτέλεσμα 51 περιστατικά, 3 νοσηλείες. Άλλο ένα 

κρούσμα από S. anatum από εισαγόμενο βασιλικό στη Δανία καταγράφηκε το 

2009 (Pakalniskiene et al., 2009). 

 Καταγεγραμμένα κρούσματα από S. enterica σε πράσινα φυλλώδη υπήρξαν και 

στην Ευρώπη το 2009 (Raybaudi-Massilia et al., 2009). 

 Συχνά κρούσματα έχουν καταγραφεί σε φύτρες λαχάνων (alfalfa) όπως αυτά από 

τον ορότυπο S. Weltegreden  στη Νορβηγία, τη Δανία και τη Σουηδία το 2007 

(Emberland et al., 2007), που οφείλονταν σε μολυσμένους σπόρους του 

λαχανικού που εισήλθαν από το Πακιστάν. Ο ορότυπος Salmonella Saintpaul 

εντοπίστηκε το 2009 στις Η.Π.Α σε φύτρες λάχανων σημειώνοντας 235 

περιστατικά. Άλλα περιστατικά στο συγκεκριμένο λαχανικό σημειώθηκαν από 

τους ορότυπους Salmonella Ι και Salmonella Newport το 2010 και από τον 

ορότυπο Salmonella Enteritidis το 2011 (CDC, 2009, 2010, 2011). 
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1.1.2 Νομοθεσία- Ευρωπαικός κανονισμός 

 

Σύμφωνα με τον ΚΑΝΟΝΙΣΜΟ (ΕΚ) αριθ. 2073/2005 ΤΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ της 

15ης Νοεμβρίου 2005 περί μικροβιολογικών κριτηρίων για τα τρόφιμα, σημειώνεται ότι 

πρέπει να υπάρχει απουσία Salmonella spp. σε 25g κομμένων φρούτων και λαχανικών τα 

οποία ανήκουν στην κατηγορία των έτοιμων προς κατανάλωση τροφίμων με μέθοδο 

αναφοράς EN/ISO 6579. Το στάδιο στο οποίο εφαρμόζεται το κριτήριο είναι από τη 

διάθεση στην αγορά και κατά τη διάρκεια διατήρησης των τροφίμων.  

 

 

1.2 Ο παθογόνος μικροοργανισμός Salmonella spp. 

 

1.2.1 Ιστορικά στοιχεία για την ανακάλυψη της Salmonella spp. 

Τα περισσότερα στελέχη του γένους Salmonella spp. θεωρούνται ως ανθρώπινα 

παθογόνα παρόλο που διαφέρουν ως προς τα χαρακτηριστικά και την ένταση της 

ασθένειας που προκαλούν. Σύμφωνα με τον Bhunia (2008) έχουν καταγραφεί 

παγκοσμίως, 16 εκατομμύρια ετήσιες περιπτώσεις τυφοειδούς πυρετού, 1,3 

δισεκατομμύρια περιπτώσεις γαστρεντερίτιδας και 3 εκατομμύρια θάνατοι που 

οφείλονται στον παθογόνο αυτό μικροοργανισμό. Ο τυφοειδής πυρετός είναι το πιο 

δριμύ αλλά και το πρώτο χαρακτηριστικό της μόλυνσης από Salmonellα που 

περιγράφηκε αξιόπιστα από το Γάλλο παθολόγο Brettoneau το 1829. Λίγο αργότερα το 

1856, ο Άγγλος παθολόγος William Budd κατέληξε στο συμπέρασμα ότι κάθε περίπτωση 

τυφοειδούς προσβολής συνδέεται επιδημιολογικά με μια προηγούμενη περίπτωση και ότι 

μια συγκεκριμένη τοξίνη αποβάλλεται από τα περιττώματα των ασθενών. Ο τυφοειδής 

βάκιλος παρατηρήθηκε αρχικά από τους Γερμανούς βακτηριολόγους Eberth και Koch το 

1880 και τέσσερα χρόνια αργότερα ο Gaffky πέτυχε την καλλιέργεια του. Το 1885, oι 

Salmon και Smith απομόνωσαν το μικροοργανισμό Bacillus cholerae- suis από 

άρρωστους χοίρους που είχαν προσβληθεί με χολέρα (μια ασθένεια που τώρα είναι 

γνωστό ότι έχει ιογενή προέλευση) καθώς και μια πληθώρα άλλων στελεχών που 

προκαλούσαν τροφιμογενείς ασθένειες και ζωικές προσβολές. Το γένος Salmonella spp. 

«ανακαλύφθηκε» τελικά το 1900 από τον Lignieres και ονομάστηκε έτσι προς τιμήν του 
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αμερικανού παθολόγου κτηνίατρου D. E Salmon, που πρώτος περιέγραψε το 

μικροοργανισμό Salmonella cholera-suis.  

Μέχρι και τη δεκαετία του 1940, ο S. typhi και ο S. paratyphi ήταν οι κύριες 

αιτίες της σαλμονέλωσης σε όλο τον κόσμο. Ωστόσο, με την παστερίωση του γάλακτος 

και με τη χλωρίωση του πόσιμου νερού, η εξάπλωση του τυφοειδούς και 

παρατυφοειδούς πυρετού μέσω των τροφίμων και του νερού μειώθηκε πολύ, 

τουλάχιστον στις ανεπτυγμένες χώρες. Μετά την ανάπτυξη αποτελεσματικών τεχνικών 

για την απομόνωση και την ταυτοποίηση των υπόλοιπων ορότυπων του παθογόνου 

μικροοργανισμού Salmonella spp. από δείγματα τροφίμων και του περιβάλλοντος, έγινε 

εμφανές ότι η παγκόσμια συχνότητα εμφάνισης της τροφιμογενούς σαλμονέλωσης που 

προκαλείται από άλλους ορότυπους του παθογόνου Salmonella spp. είναι αρκετά υψηλή. 

Τη δεκαετία του 1950, αναγνωρίστηκε ότι η τροφιμογενής σαλμονέλωση υπήρξε η κύρια 

αιτία όλων των τροφιμογενών ασθενειών από παθογόνα βακτήρια και ιούς. Σήμερα έχει 

καθιερωθεί ως μία από τις σημαντικότερες αιτίες τροφιμογενούς ασθένειας παγκοσμίως. 

 

1.2.2 Μελέτη του γένους Salmonella 

Το γένος Salmonella έχει ευρεία εξάπλωση και έχει πλέον καθιερωθεί ως μια από 

τις σημαντικότερες αιτίες πρόκλησης τροφιμογενών ασθενειών παγκοσμίως, τα 

τελευταία 100 χρόνια (Chalker and Blaser, 1988; Coburn, Grassl and Finlay, 2007; 

Alakomi and Saarela, 2009). Ανιχνεύεται στο εντερικό σύστημα των ζώων και του 

ανθρώπου (Critzer and Doyle, 2010; Adley et al.,2011; Rostagno and Callaway, 2011), 

στα κόπρανα, στα ούρα, στα τρόφιμα και στις ζωοτροφές. Μέχρι στιγμής έχουν 

περιγραφεί πολλοί ορότυποι του γένους Salmonella. Το σχέδιο ταξινόμησης ανά ορότυπο 

των Kauffman-White (Πίνακας 1.1) έχει αποδειχτεί η πιο χρήσιμη τεχνική για ορισμό 

διαφοροποιήσεων εντός του γένους. Αυτή η τεχνική περιγράφει τους μικροοργανισμούς 

βάσει των  σωματικών αντιγόνων τους (O) και των αντιγόνων των μαστιγίων (H) αλλά 

και βάσει των αντιγόνων των καψιδίων (Vi) που διαθέτουν τα στελέχη S. typhi, S. dublin 

και σε μερικές περιπτώσεις τα στελέχη S. paratyphi. Σήμερα αυτή η ταξινόμηση 

διακρίνει παραπάνω από 2500 ορότυπους (Fierer and Guiney, 2001) από τους οποίους οι 
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περισσότεροι ανήκουν στο υποείδος Salmonella enterica (Kaufmann, 1966). Σύμφωνα 

με τους Le Minor και Popoff (1987), ο όρος Salmonella αναφέρεται στο γένος του 

μικροοργανισμού που περιλαμβάνει δύο είδη: τον Salmonella enterica και τον 

Salmonella bongori. Ο Salmonella enterica διαιρείται σε 6 υποείδη: enterica, salamae, 

arizonae, diarizonae, houtenae και indica. Μεταξύ των έξι υποειδών, το Salmonella 

enterica subsp. enterica περιλαμβάνει τους περισσότερους ορότυπους που συνδέονται 

συχνά με την τροφιμογενή σαλμονέλωση. Οι ορότυποι του παθογόνου βρέθηκε ότι έχουν 

υψηλό βαθμό συγγένειας στο DNA και αποτελούν μια ενιαία ομάδα υβριδοποίησης. 

 

Πίνακας 1.1: Το σχέδιο ταξινόμησης ανά ορότυπο των Kauffman-White. Πηγή:( 

Monteville and Matthews, 2005; Μπαλατσούρας, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Το γένος Salmonella ομαδοποιείται επίσης, με βάση την ευαισθησία του σε 

συγκεκριμένους τύπους βακτηριοφάγων (ΡΤ) και ορίζεται ως PT4, PT8, PT13, PT13a, 

PT23, DTI04 (ορότυπος) κ.α.  

Πίνακας 1 

Είδη σαλμονέλων, υποείδη, ορότυποι, και οι συνηθισμένοι βιότοποί τους ,σχέδιο 

Kaufmann-White 

Είδη και υποείδη σαλμονέλων 
Αριθμός ορότυπων 

στα υποείδη 

Συνηθισμένος 

Βιότοπος 

S. enterica subsp. enterica (I) 1454 Θερμόαιμα ζώα 

S. enterica subsp. salamae (II) 489 
Ψυχρόαιμα ζώα και 

το περιβάλλον 

S. enterica subsp. arizonae (IIIa) 94 
Ψυχρόαιμα ζώα και 

το περιβάλλον 

S. enterica subsp. diarizonae (IIIb) 324 
Ψυχρόαιμα ζώα και 

το περιβάλλον 

S. enterica subsp. houtenae (IV) 70 
Ψυχρόαιμα ζώα και 

το περιβάλλον 

S. enterica subsp. indica (VI) 12 
Ψυχρόαιμα ζώα και 

το περιβάλλον 

S. bongori (V) 20 
Ψυχρόαιμα ζώα και 

το περιβάλλον 

Total 2463  
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Σε ότι αφορά την επιδημιολογική ταξινόμηση του παθογόνου βασίζεται στην 

προτίμηση του ξενιστή και περιλαμβάνει τρεις ομάδες. Η πρώτη ομάδα περιλαμβάνει 

ορότυπους με περιορισμένες επιλογές ξενιστή (host-restricted) που προσβάλλουν μόνο 

τον άνθρωπο, όπως ο S. typhi. Η δεύτερη ομάδα αποτελείται από ορότυπους που 

προσαρμόζονται στον ξενιστή (host-adapted) και συνδέονται με ένα είδος ξενιστή, αλλά 

μπορεί να προκαλέσει νόσο και σε ορότυπους άλλων ξενιστών, όπως ο S. pullorum στα 

πουλερικά. Η τρίτη ομάδα περιλαμβάνει τους υπόλοιπους ορότυπους. Συνήθως, οι 

παθογόνοι Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium και Salmonella Heidelberg 

είναι οι τρεις πιο συχνοί ορότυποι που απομονώνονται κάθε χρόνο από τους ανθρώπους 

(Gray and Fedorka-Cray, 2002; Boyen et al, 2008). 

 

1.2.3 Ο μικροοργανισμός και τα χαρακτηριστικά του 

Το γένος Salmonella spp. ανήκει στην οικογένεια Enterobacteriaceae (Le Minor, 

1984) και περιλαμβάνει αρνητικά κατά Gram, προαιρετικά αναερόβια ή αερόβια 

μαστιγοφόρα ραβδοειδή βακτήρια, των οποίων το μέγεθος είναι 2-3 x 0.4-0.6 μm 

(Yousef and Carlstrom, 2003; Montville and Matthews, 2008). Παρόλα αυτά έχουν 

εντοπιστεί και ορισμένοι ορότυποι που φέρουν ειδικό ελυτροειδές περίβλημα (S. typhi, S. 

paratyphi) καθώς και κάποιοι που στερούνται ικανότητα κίνησης (S. pullorum). Σε ότι 

αφορά τη θερμοκρασία, τα όρια ανάπτυξης κυμαίνονται από 5,1 
ο
C έως 45-47 

ο
C 

(Simonsen et al, 1987) (τιμή optimum 37 
ο
C). Παρόλα αυτά τα κύτταρα του παθογόνου 

μπορούν να επιβιώσουν και υπό συνθήκες συντήρησης καθώς και σε συνθήκες 

κατάψυξης (Cox, 2000). Ο μικροοργανισμός είναι θερμοευαίσθητος και καταστρέφεται 

εύκολα από τις θερμοκρασίες της παστερίωσης (Monteville and Matthews, 2005; Ray, 

2005; Mackzulack, 2011). Όσον αφορά τις ανάγκες του σε παρουσία νερού, Salmonella 

αναπτύσσεται σε περιβάλλον με aw > 0,93 - 0,95. Παρόλο που η ελάχιστη aw που 

επιτρέπει την αύξηση είναι το 0,93, τα κύτταρα του επιζούν καλά στα ξηρά τρόφιμα με 

το ποσοστό επιβίωσης να αυξάνεται καθώς η aw μειώνεται. Επιπλέον, πολλαπλασιάζεται 

σε εύρος pΗ από 4,0 – 5,4 έως 9,0 (τιμή optimum 6,5 - 7,5) ενώ σε τιμές μικρότερες του 

4,0 επέρχεται αδρανοποίηση και θάνατος των κυττάρων του. Ο μικροοργανισμός 

χαρακτηρίζεται ως ανθεκτικός σε συγκέντρωση άλατος από 4% έως 8%. Πλήρης 
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παρεμπόδιση της ανάπτυξης του παρατηρείται σε θερμοκρασίες <7 
ο
C, pH <3,8 ή aw< 

0,94 (Hanes, 2003; Bhunia, 2008). 

 

 

 

Εικόνα 1.3: Απεικόνιση των βακίλων του βακτηρίου Salmonella spp. κατά την επίθεση 

τους σε ανθρώπινο ιστό. Η φωτογραφία έχει παρθεί με τη βοήθεια ηλεκτρονικού 

μικροσκοπίου σάρωσης (SEM). (Πηγή: http://fineartamerica.com/featured/10-

salmonella-bacteria-science-source.html)) 

 

Τα βακτήρια που ανήκουν στο γένος Salmonella είναι χημειοαυτότροφα και 

έχουν την ικανότητα να μεταβολίζουν την τροφή τους, τόσο με την αναπνοή όσο και με 

τη ζύμωση. Αυξάνονται σε υποστρώματα που περιέχουν D-γλυκόζη, αλλά και άλλους 

υδατάνθρακες, τους οποίους καταβολίζουν-ζυμώνουν με την ταυτόχρονη παραγωγή 

αερίου. Είναι αρνητικά στη δοκιμή της οξειδάσης και θετικά στην δοκιμή της 

καταλάσης, αρνητικά στις δοκιμές της ινδόλης και τη Voges-Proskauer και θετικά στις 

δοκιμές ερυθρού του μεθυλίου και της χρησιμοποιήσεως των κιτρικών αλάτων του 

Simmon (Holt, 1974). Παράγουν H2S και δεν υδρολύουν την ουρία (D’Aoust et al.,1989; 

Anonymous, 1990; Ray and Sandine, 1992). Οι υδατάνθρακες που συνήθως ζυμώνονται 

http://fineartamerica.com/featured/10-salmonella-bacteria-science-source.html
http://fineartamerica.com/featured/10-salmonella-bacteria-science-source.html
http://www.google.gr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://fineartamerica.com/featured/10-salmonella-bacteria-science-source.html&ei=AeWqVISqMMzzUtyvhIgM&psig=AFQjCNEB96YfTFPFaNKGXvN8LX02nL1jLQ&ust=1420572017620546
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είναι οι εξής: α) L- αραβινόζη,  β) μαλτόζη, γ) D-μανιτόλη, δ) D-μανόζη, ε) L- ραμνόζη, 

στ) D-σορβιτόλη, ζ) D-ξυλόζη,  και η) τρεχαλόζη. 

Οι υδατάνθρακες αυτοί φέρουν σημαντικά αντιγόνα που είναι συστατικά του 

κυττάρου και διακρίνονται στα σωματικά αντιγόνα (αντιγόνα Ο), βλεφαριδικά αντιγόνα 

(αντιγόνα Η) και αντιγόνα κάψας (αντιγόνα Κ). 

 Σωματικά αντιγόνα (αντιγόνα Ο). Αποτελούν συστατικά του κυτταρικού 

τοιχώματος και συγκεκριμένα είναι λιποπολυσακχαρίτες. Είναι ανθεκτικά (2 ½ 

ώρες σε 100°C) και δεν καταστρέφονται από την αλκοόλη και τα οξέα. 

Αποτελούνται από διάφορα αντιγονικά συστατικά που χαρακτηρίζονται με 

αραβικούς αριθμούς. 

 Βλεφαριδικά αντιγόνα (αντιγόνα Η). Ουσίες πρωτεϊνικής φύσεως, ευαίσθητες στη 

θερμότητα, στην αλκοόλη και στα οξέα. Τα βλεφαριδικά αντιγόνα αποτελούνται από 

περισσότερα αντιγονικά συστατικά σε σχέση με τα σωματικά αντιγόνα. Οι διάφοροι 

ορότυποι του γένους Salmonella έχουν διαφορετικό συνδυασμό αντιγονικών 

συστατικών, τα οποία χωρίζονται σε δύο είδη που ονομάζονται φάση 1 (ειδική φάση) και 

φάση 2 (μη ειδική φάση) (Kauffmann-White). Ένας ορότυπος Salmonella είναι δυνατό 

να έχει αντιγόνα μόνο της μίας φάσης, όπως o S. Enteritidis, ή να έχει αντιγόνα και των 

δύο φάσεων, όπως o S. Typhimurium και o S. cholerae-suis. Οι S. gallinarum και S. 

pullorum, στερούνται βλεφαρίδων, επομένως δεν έχουν βλεφαριδικά αντιγόνα. 

 Αντιγόνα κάψας (αντιγόνα Κ). Τα αντιγόνα αυτά παρατηρούνται μόνο στους 

παθογόνους για τον άνθρωπο ορότυπους S. typhi και S. paratyphi. Είναι αντιγόνα του 

βακτηριακού ελύτρου, πολυσακχαριδικής φύσεως. Εμποδίζουν τον προσδιορισμό του 

αντιγόνου Ο, επειδή περιβάλλουν το κυτταρικό τοίχωμα. Για το λόγο αυτό πριν από την 

ταυτοποίηση του αντιγόνου Ο πρέπει να προηγηθεί καταστροφή των αντιγόνων της 

κάψας με κατάλληλο τρόπο. Από τα περισσότερο γνωστά αντιγόνα του ελύτρου, είναι το 

αντιγόνο Vi (ονομασία που προέρχεται από τη λέξη Virulent =λοιμογόνος). 

Καταστρέφεται υπό την επίδραση της φαινόλης όταν θερμανθεί στους 60°C για μία ώρα. 

Τα είδη του γένους Salmonella που έχουν το αντιγόνο Vi θεωρούνται περισσότερο 

λοιμογόνα (Moise, 1978). Στο γένος Salmonella η λεπτομερής ανάλυση των αντιγόνων Ο 

και Η είχε σαν αποτέλεσμα την αναγνώριση πολλών εκατοντάδων διαφορετικών 

ορότυπων. Η αντιγονική αυτή ταυτοποίηση αν και δεν έχει μεγάλη ταξινομική αξία είναι 
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σημαντική από επιδημιολογική άποψη. Ο ορότυπος ενός παθογονικού στελέχους 

Salmonella, αποτελεί δείκτη αναγνώρισης του και έτσι γίνεται δυνατή η παρακολούθηση 

και ταυτοποίηση του στελέχους σε περιπτώσεις μαζικών τροφικών δηλητηριάσεων.  

Το παθογόνο Salmonella είναι ανθεκτικός μικροοργανισμός και επιζεί ακόμη και 

όταν στερείται των απαραίτητων θρεπτικών συστατικών για το μεταβολισμό του. 

Ιδιαίτερα σημαντική είναι η ανθεκτικότητα του σε ορισμένες χρωστικές και χημικές 

ουσίες που αναστέλλουν την ανάπτυξη άλλων βακτηρίων. Όπως σε όλα τα Gram-

αρνητικά βακτήρια, το κυτταρικό τοίχωμα τους περιέχει λιποπολυσακχαρίτες. Με τη 

λύση των κυττάρων οι λιποπολυσακχαρίτες ελευθερώνονται και ενεργούν ως 

ενδοτοξίνες. Ο μικροοργανισμός δεν παράγει εξωτοξίνες και ο μηχανισμός παθογένειας 

του φαίνεται ότι έχει σχέση με το Ο αντιγόνο του που δρα ως ενδοτοξίνη (Holt, 2000).  

 

 

Εικόνα 1.4: Αποικίες του μικροοργανισμού Salmonella σε υπόστρωμα XLD. 

 

 

1.2.4 Παθογένεια και κλινικά χαρακτηριστικά 

 

Ο μικροοργανισμός Salmonella spp. είναι υπεύθυνος για έναν αριθμό 

διαφορετικών κλινικών συμπτωμάτων: 

http://www.google.gr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.komonews.com/news/health/Guilty-verdict-in-peanut-trial-should-send-warning-275887021.html&ei=yBqrVObeAYrhaNa_gnA&psig=AFQjCNE04u3dV5RwLTDgWsdsOFM_hchFcg&ust=1420585952617450
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Εντερίτιδα. Οι γαστρεντερικές μολύνσεις είναι κυρίως συνδεδεμένες με εκείνους τους 

ορότυπους που εμφανίζονται ευρέως στα ζώα και τους ανθρώπους. Μπορούν να 

κυμανθούν από πλευράς δριμύτητας από ασυμπτωματική μεταφορά μέχρι διάρροια που 

είναι και ο πιο κοινός τύπος σαλμονέλωσης. Η περίοδος επώασης για εντερίτιδα είναι 

μεταξύ 6 και 48 ωρών. Τα κύρια συμπτώματα της ασθένειας είναι ήπιος πυρετός, ναυτία, 

εμετός, κοιλιακοί πόνοι και διάρροια. Διαρκούν συνήθως για 2-3 ημέρες αλλά σε μερικές 

περιπτώσεις, μπορούν να εμείνουν για μια εβδομάδα ή περισσότερο. Η ασθένεια 

συνήθως περιορίζεται από μόνη της με την πάροδο του χρόνου αλλά μπορεί να καταστεί 

πιο σοβαρή στις ιδιαίτερα ευαίσθητες ομάδες πληθυσμού, όπως στους πολύ νέους, στους 

πολύ ηλικιωμένους, στις εγκύους και στους ήδη ασθενείς (D’ Aoust et al., 1989; 

Andrews and Baumler, 2005). Ο μικροοργανισμός εισέρχεται στον ανθρώπινο οργανισμό 

μέσω της κατάποσης και αφού κατορθώσει να επιζήσει στο όξινο περιβάλλον του 

στομάχου ξεπερνώντας τον ανταγωνισμό με τη φυσική χλωρίδα (Grassl, 2008), 

προσκολλάται στα επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου. Στη συνέχεια εισάγεται εντός των 

κυττάρων με μια διαδικασία γνωστή ως ενδοκύττωση μέσω δέκτη (receptor mediated 

endocytosis). Η ικανότητα του Salmonella spp. να εισάγεται σε μη φαγοκυτταρικά 

κύτταρα προσδίδει ουσιαστική δυναμικότητα στην παθογένειά του. Η διαδικασία αυτή 

οφείλεται κυρίως στην κωδικοποίηση μιας περιοχής 35-40 kb του χρωμοσώματος, που 

περιγράφεται ως περιοχή παθογένειας. Αυτή η περιοχή του DNA κωδικοποιεί ένα 

σύνθετο σύστημα έκκρισης πρωτεϊνών, γνωστό ως σύστημα έκκρισης τύπου ΙΙΙ, που 

απαιτείται για την αποστολή σημάτων που αποσυντονίζουν τα κύτταρα του ξενιστή και 

τελικά οδηγούν στην είσοδο των βακτηριακών κυττάρων. Το παθογόνο βακτήριο που 

έχει εισαχθεί με ενδοκύτωση περνά μέσα στα επιθηλιακά κύτταρα διαμέσου ενός 

συνδεδεμένου στη μεμβράνη χυμοτοπίου, όπου πολλαπλασιάζεται και απελευθερώνεται 

έπειτα στο μεμβρανώδες βλεννογόνο. Αυτό προκαλεί μια ροή φλεγμονωδών κυττάρων 

που οδηγούν στην απελευθέρωση προσταγλαδινών που ενεργοποιούν την αδενυλική 

κυκλάση η οποία προκαλεί έκκριση ρευστών στον εντερικό αυλό, με αποτέλεσμα το 

σύμπτωμα της διάρροιας.  

Συστηματική νόσος. Οι ορότυποι Salmonella spp. που προσαρμόζονται ανάλογα με τον 

ξενιστή είναι πιο επιθετικοί και τείνουν να προκαλέσουν συστηματικές νόσους στους 

ξενιστές τους, ένα χαρακτηριστικό γνώρισμα τους που συνδέεται με την ανθεκτικότητά 
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τους στην καταπολέμηση από τα φαγοκύτταρα. Στους ανθρώπους, αυτό ισχύει για τους 

τυφοειδείς και παρατυφοειδείς βακίλους S. typhi και S. paratyphi Α, Β, και C, οι οποίοι 

προκαλούν σηψαιμικές ασθένειες και εντερικό πυρετό. Ο τυφοειδής πυρετός έχει μια 

περίοδο επώασης από 3 έως 56 ημέρες, αν και συνήθως κυμαίνεται μεταξύ 10 και 20 

ημερών. Ο επιτιθέμενος μικροοργανισμός Salmonella spp. διαπερνά το εντερικό επιθήλιο 

και έπειτα μεταφέρεται από τα λεμφικά κύτταρα στους μεσεντερικούς λεμφαδένες. Μετά 

από τον πολλαπλασιασμό του στα μακροφάγα, απελευθερώνεται στη ροή του αίματος 

και διαδίδεται σε ολόκληρο το σώμα. Παρόλο ότι αφαιρείται από το αίμα και πάλι με 

χρήση των μακροφάγων συνεχίζει να πολλαπλασιάζεται μέσα σε αυτά κάτι το οποίο έχει 

ως συνέπεια καταστροφή τελικά των μακροφάγων, τα οποία απελευθερώνουν με τη 

σειρά τους μεγάλους αριθμούς βακτηρίων στη ροή του αίματος προκαλώντας σηψαιμία. 

Κατά τη διάρκεια του δεύτερου σταδίου της ασθένειας, ο μικροοργανισμός φθάνει στη 

χοληδόχο κύστη όπου πολλαπλασιάζεται στη χολή. Η ροή μολυσμένης χολής επιμολύνει 

το λεπτό έντερο οπότε και προκαλείται φλεγμονή και έλκος. Ο πυρετός εμμένει με 

παράλληλη διάρροια κατά την οποία αποβάλλονται μεγάλες ποσότητες βακτηρίων. Σε 

σοβαρότερες περιπτώσεις, μπορεί να εμφανιστεί αιμορραγία των ελκών και διάτρηση 

του εντέρου που οδηγεί σε περιτονίτιδα. Σε ηπιότερες περιπτώσεις, τα έλκη 

θεραπεύονται και ο πυρετός πέφτει σταδιακά μετά από 4-5 εβδομάδες ανάρρωσης. Η 

μοριακή και γενετική βάση για την προσκόλληση και εισβολή του βακτηρίου Salmonella 

spp. εντός των κυττάρων των ξενιστών και η εν γένει παθογένειά της είναι και σύνθετη 

και ξεχωριστή. Τουλάχιστον 60 γονίδια είναι υπεύθυνα για τη λοιμωξιογόνο δράση του 

παθογόνου αυτού μικροοργανισμού (Groisman and Ochman, 1997). Αρκετά από αυτά τα 

γονίδια εδρεύουν ως οπερόνιο σε ένα μεγάλο πλασμίδιο κοινό για τους περισσότερους 

οροτύπους Salmonella spp. ενώ ακόμη ένας μεγάλος αριθμός βρίσκεται σε διάφορες 

περιοχές του χρωμοσώματος μέσα σε ζώνες παθογένειας (pathogenicity islands). Η ζώνη 

παθογένειας της οποίας η δράση έχει αναλυθεί περισσότερο είναι η SPI-1, μια περιοχή 

40 kb που διαθέτει πάνω από 30 γονίδια και κωδικοποιεί δύο ρυθμιστικές πρωτεΐνες που 

επιτελούν διαφορετικούς ρόλους, την InvF και HilA. Επίσης κωδικοποιεί και τα στοιχεία 

του συστήματος έκκρισης τύπου ΙΙΙ, που καλούνται Inv/SPA και είναι απαραίτητα για 

την προσβολή και τη λοιμωξιογόνο δράση της στα επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου. Μια 

δεύτερη ζώνη παθογένειας 40 kb, η SPI-2, έχει εντοπιστεί σε χρωμόσωμα στον ορότυπο 
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S. enterica serovar Typhimurium (Ochman et al., 1996; Shea et al., 1996). Η ζώνη SPI-2 

που ευθύνεται για την πρόκληση συστηματικών νοσημάτων (systemic disease), περιέχει 

τουλάχιστον 17 γονίδια που κωδικοποιούν ένα ρυθμιστικό σύστημα δύο στοιχείων και 

ένα σύστημα έκκρισης τύπου ΙΙΙ που καλείται σύστημα Spi/SsA. Αυτά τα συστήματα 

ξεχωρίζουν από πλευράς δομής και λειτουργίας από το σύστημα SPI-1 Inv/Spa και το 

σύστημα έκκρισης τύπου ΙΙΙ που είναι υπεύθυνο για τη δημιουργία και τη λειτουργία των 

μαστιγίων σε άλλα βακτηριακά γένη. Μια ακόμα περιοχή 7.8 kb η οποία εντοπίζεται στο 

μεγάλο πλασμίδιο λοιμωξιογόνου δράσης (large virulence plasmid) του βακτηρίου 

Salmonella spp και κωδικοποιεί πέντε γονίδια spvRABCD είναι επίσης υπεύθυνη για τη 

λοιμωξιογόνο δράση του παθογόνου. 

 

Εικόνα 1.5: Σχηματική απεικόνιση της συστηματικής λοίμωξης από Salmonella enterica 

serovar Typhi σε άνθρωπο. (Πηγή: Monack et al., 2004) 

 

1.3 Πηγές μόλυνσης των λαχανικών και ικανότητα εσωτερικοποίησης του 

παθογόνου  

Παρόλο που τα φρέσκα λαχανικά περιέχουν μια φυσική μικροχλωρίδα, η οποία 

δεν ευθύνεται για την πρόκληση ασθενειών στον καταναλωτή, υπάρχουν πολλές 
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πιθανότητες αυτά να μολυνθούν κατά την καλλιέργεια, τη συγκομιδή, τη μεταφορά, την 

εμπορία καθώς και το χειρισμό τους, με παθογόνα βακτήρια τα οποία προέρχονται από 

τα ζώα ή τον άνθρωπο (Berger et al., 2010). Τα παθογόνα βακτήρια έχουν την ικανότητα 

να εποικίζουν την επιφάνεια των φυτών-λαχανικών. Ωστόσο, μερικές φορές μπορούν να 

διεισδύσουν εντός του φυτικού ιστού και να εδραιωθούν εσωτερικά, μέσω μιας 

διαδικασίας που αναφέρεται ως μικροβιακή εσωτερικοποίηση Η εσωτερικοποίηση του 

παθογόνου μικροοργανισμού Salmonella spp. εντός του ιστού πράσινων φυλλωδών 

λαχανικών έχει αποδειχθεί σε έρευνες των Gomes et al., (2009), Kroupitsi et al., (2009), 

Golberg et al., (2011), και των Park et al., (2012). 

Οι κύριες πηγές επιμόλυνσης που σχετίζονται με την εσωτερικοποίηση του 

παθογόνου στα λαχανικά είναι: α) η επαφή με τα ζώα (κατοικίδια ή άγρια), β) η χρήση 

μη επεξεργασμένης ή ανεπαρκώς επεξεργασμένης κοπριάς, γ) η χρήση μολυσμένου 

νερού (για άρδευση ή χρήση φυτοφαρμάκων), δ) οι μολυσμένοι σπόροι, ε) η 

διασταυρούμενη επιμόλυνση από τους εργάτες ή τον εξοπλισμό κατά τη συγκομιδή ή 

μετά τη συγκομιδή, και στ) το μολυσμένο νερό πλυσίματος μετά τη συγκομιδή. 

Σε ότι αφορά τη μεταφορά του Salmonella spp. σε φυλλώδη λαχανικά 

επιτυγχάνεται τόσο από τα οικόσιτα όσο και από τα άγρια ζώα (κυρίως πουλιά και 

ερπετά) (Harris et al., 2003; Lowell et al., 2010, Hilbert et al., 2012), γεγονός 

αναμενόμενο αφού το παθογόνο βρίσκεται στο γαστρεντερικό σύστημα των θερμόαιμων 

ζώων με αποτέλεσμα να μεταφέρεται άμεσα ή έμμεσα στα φυτά (D’Aoust, 1988). 

Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η μόλυνση μαρουλιού από τον ορότυπο 

Salmonella Umbilo (που σπάνια βρίσκεται σε ανθρώπους) από περιττώματα βοοειδών. 

Τα έντομα είναι επίσης πιθανοί φορείς του παθογόνου με αποτέλεσμα τη μόλυνση των 

προϊόντων. Μελέτη των Talley et al., (2009) έδειξε ότι μύγες μετέφεραν διάφορους 

μικροοργανισμούς σε φυλλώδη λαχανικά μέσω των περιττωμάτων τους. 

Επιμόλυνση επίσης, μπορεί να προκύψει ως συνέπεια της επεξεργασίας του 

εδάφους με οργανικά λιπάσματα, όπως λυματολάσπη και κοπριά εάν αυτά δεν είναι καλά 

επεξεργασμένα πριν την χρήση τους με αποτέλεσμα να μεταφέρουν παθογόνα βακτήρια, 

παράσιτα και ιούς (Forshell and Ekesbo, 1993; Mawdsley et al., 1995; Beuchat and 

Ryu,1997; Olson, 2000; Horby et al., 2003; Guan and Holley, 2003; Gerba and Smith, 

2005; Brandl, 2006; Franz and van Bruggen, 2008; Falomir et al., 2010; Strawn et al., 
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2013b). Σύμφωνα με τους Bernstein et al., (2007) εσωτερικοποίηση του παθογόνου 

Salmonella Newport παρατηρήθηκε σε φύλλα μαρουλιού ηλικίας 33 ημερών ύστερα από 

ανάμειξη του εδάφους ανάπτυξης με μολυσμένη κοπριά. Επιπλέον, σωροί κοπριάς που 

αποθηκεύτηκαν κοντά σε καλλιεργούμενα εδάφη αποτελούν άλλη μια πηγή επιμόλυνσης 

μέσω των εκροών, των σπονδυλωτών και των εντόμων φορέων και της σκόνης (Suslow 

et al., 2003; Hutchison et al., 2004; Brandl, 2006; James, 2006). Έρευνες που έγιναν σε 

εκτροφεία στο Ηνωμένο βασίλειο εντόπισαν την ύπαρξη του μικροοργανισμού στο 5% 

έως 18% των δειγμάτων ανάλογα με το είδος του ζώου, και τα θετικά δείγματα περιείχαν 

κατά μέσο όρο περίπου 10
3
 CFU/g με τις μέγιστες τιμές να φτάνουν το 10

6
 έως 10

7
 

CFU/g. Αξίζει να σημειωθεί, ότι το είδος της κοπριάς που χρησιμοποιείται (Park et al., 

2012) σχετίζεται με την ικανότητα επιβίωσης και παραμονής του παθογόνου σε αυτή 

καθώς έρευνες έδειξαν ότι η κομποστοποιημένη κοπριά των πουλερικών βοηθούσε στη 

μεγαλύτερη επιβίωση του παθογόνου σε σχέση με την κοπριά των βοοειδών (Islam et al., 

2004a; Nyberg et al., 2010). Επιπλέον, κατώτεροι ευκαρυωτικοί οργανισμοί (ειδικά 

νηματώδεις σκώληκες) ίσως αποτελούν ένα προσωρινό όχημα για τη μεταφορά του 

παθογόνου στο χώμα ειδικά στο περιβάλλον πριν τη συγκομιδή αυξάνοντας τον 

διασκορπισμό και την επιβίωση του. Οι Kenney et al., (2005) έδειξαν ότι οι ορότυποι S. 

Newport, S. Poona μπορούν να παραμείνουν στο έντερο των νηματωδών Caenorhabditis 

elegans για τουλάχιστον 2 γενεές. 

Σε ότι αφορά το νερό, το μολυσμένο νερό αποτελεί μια πηγή για την είσοδο του 

παθογόνου στην τροφική αλυσίδα τόσο πριν τη συγκομιδή όσο και κατά τα στάδια μετά 

τη συγκομιδή αφού χρησιμοποιείται για άρδευση, εφαρμογή φυτοφαρμάκων, καθαρισμό 

του εξοπλισμού, πλύσιμο της παραγωγής κ.ά (FAO, 2003). Το μολυσμένο νερό 

άρδευσης αποτελεί ένα σημαντικό κίνδυνο στην εξωτερική και/ή εσωτερική μόλυνση 

των φυλλωδών λαχανικών (Suslow et al., 2003; Brandl, 2006; Sapers et al., 2006; Doyle 

and Erickson, 2008; Hanning et al., 2009; Suslow, 2010; Pachepsky et al., 2011; Gil et 

al., 2013b). Οι διαφορετικοί τρόποι άρδευσης διαφέρουν στην ικανότητα τους να 

διασπείρουν το παθογόνο. Σύμφωνα με το FAO/WHO (2008), η άρδευση στη βάση του 

ριζικού συστήματος των λαχανικών μειώνει τον κίνδυνο μεταφοράς του παθογόνου ενώ 

τα συστήματα άρδευσης υπό μορφή ψεκασμού ή με καταιονισμό οδηγούν στη διασπορά 

του σε μεγάλες αποστάσεις (Teltsch and Katzenelson, 1978). Σε πειράματα που 
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διεξήχθησαν, ο Salmonella enterica όταν εμβολιάσθηκε στο υδροπονικό θρεπτικό 

διάλυμα σε καλλιέργεια τομάτας βρέθηκε σε διάφορα μέρη των σποροφύτων όπως στις 

κοτυληδόνες, στους μίσχους και στα φύλλα. Εναλλακτικά παρατηρήθηκε 

εσωτερικοποίηση του  Salmonella σε ώριμες τομάτες μέσα από τα άνθη των φυτών 

(εναέρια άρδευση). Σε αυτήν την περίπτωση, η εσωτερικοποίηση ανιχνεύθηκε στο 25% 

των δειγμάτων (Guo et al., 2002). Έρευνες αναφέρουν ότι μετά από μεγάλες 

βροχοπτώσεις, η χρήση του νερού άρδευσης έχει σαν αποτέλεσμα τη μόλυνση της 

παραγωγής (Okafo et al., 2003; Castillo et al., 2004; Couley et al, 2007; Ensink et al., 

2007). Πρόσφατα κρούσματα που οφείλονται σε μολυσμένο νερό έχουν καταγραφεί σε 

καλλιέργεια ντομάτας το 2005 καθώς και σε καλλιέργεια μαρουλιού το 2006. Η ποιότητα 

του νερού που χρησιμοποιείται για την εφαρμογή των φυτοφαρμάκων είναι επίσης 

σημαντική καθώς τα φυτοφάρμακα που χρησιμοποιούνται στην παραγωγή θεωρούνται 

ως μια πηγή μικροβιακής επιμόλυνσης (Guan et al., 2001), αφού τα ανθρώπινα παθογόνα 

μπορούν να επιβιώσουν και να αναπτυχθούν σε διαλύματα τους (Guan et al., 2001; Ng et 

al, 2005). Μεγαλύτερος κίνδυνος εμφανίζεται όταν η εφαρμογή τους στην επιφάνεια των 

φυλλωδών λαχανικών γίνεται κοντά στην ώρα της συγκομιδής (Guan et al., 2001; Izumi 

et al., 2008).  

Και κατά την επεξεργασία όμως των λαχανικών, το νερό θεωρείται ως μια πηγή 

επιμόλυνσης των φυλλωδών λαχανικών καθώς μπορεί να μολυνθεί με οργανισμούς 

περιττωμάτων και με ανθρώπινα εντερικά παθογόνα (Allende et al., 2008; Luo et al., 

2011; Buchholz et al., 2012; Holvoet et al., 2012; Rodriguez-Lazaro et al., 2012; Shen et 

al., 2013; Holvoet et al., 2014a). Επιπλέον, μόλυνση του προϊόντος προκαλείται και από 

την ψύξη του με πάγο από μολυσμένο νερό. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί το 

κρούσμα που καταγράφηκε στις ΗΠΑ το 1999 από την κατανάλωση μάνγκο  το οποίο 

είχε ψυχθεί με νερό που χρησιμοποιούνταν για την απώθηση μυγών. Η ψύξη υπό κενό, η 

οποία χρησιμοποιείται για να αποτρέψει τις φυσιολογικές διαταραχές σε φρέσκα 

προϊόντα και να παρατείνει τη διάρκεια ζωής τους, έχει παρατηρηθεί ότι οδηγεί σε 

εσωτερικοποίηση του παθογόνου E. coli O157: H7 στους ιστούς μαρουλιού (Li et al, 

2008.). Μια άλλη περίπτωση επιμόλυνσης των λαχανικών μετά τη συγκομιδή προκύπτει 

εξαιτίας της μεγάλης θερμοκρασιακής διαφοράς ανάμεσα στα συγκομισθέντα προϊόντα 

και στο νερό πλυσίματος οδηγώντας έτσι σε είσοδο του νερού στο εσωτερικό των 
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φυτικών ιστών (Buchanan et al., 1999; Penteado et al., 2004), εξαιτίας της συστολής των 

αερίων που υπάρχουν στους ενδοκυττάριους χώρους (Bartz and Showalter, 1981). 

Παρόλα αυτά, σε μια πρόσφατη έρευνα αποδείχτηκε ότι ο μικροοργανισμός ήταν ικανός 

να εσωτερικοποιείται κατά τη διάρκεια του πλυσίματος σε σπανάκι baby, αν και δεν 

υπήρχε κανένα στατιστικά σημαντικό αποτέλεσμα μεταξύ αρνητικής διαφοράς 

θερμοκρασίας λαχανικού και νερού (Gornez-Lopez et al., 2013). Επιπλέον, η εναλλαγή 

του ζεστού και κρύου νερού μπορεί να οδηγήσει σε συρρίκνωση των φυτικών κυττάρων, 

τα οποία διευκολύνουν την είσοδο του παθογόνου στο εσωτερικό τους (Sivapalasingam 

et al., 2003). Σύμφωνα με έρευνες κατά τον χειρισμό τομάτας, η διαφορά θερμοκρασίας 

του νερού προκαλούσε συστολή στην ουλή του μίσχου, η οποία επέτρεπε βακτήρια που 

βρίσκονταν στο νερό να εισέλθουν στους ιστούς των  φρούτων (Bartz et al., 1981).  

Μια ακόμη πηγή επιμόλυνσης των λαχανικών αποτελεί ο χειρισμός τους από τους 

εργαζόμενους και η επαφή τους με τον εξοπλισμό κατά τη διάρκεια  των σταδίων 

συγκομιδής και επεξεργασίας τους (Υang et al., 2012). Η κακή υγιεινή των εργαζομένων 

(μολυσμένα γάντια, λάθος πλύσιμο χεριών κ.λ.π) οδηγεί σε επιμόλυνση του προϊόντος 

κυρίως κατά τα στάδια επεξεργασίας των λαχανικών (Beuchat and Ryu, 1997; Suslow et 

al., 2003; Brandl, 2006; James, 2006; Ailes et al., 2008; Caponigro et al., 2010; Gil et al., 

2013). Η αναποτελεσματική απολύμανση τους (που οφείλεται κυρίως στο σχηματισμό 

βιουμενίων και στην εσωτερικοποίηση του παθογόνου) καθιστά δύσκολη την 

απομάκρυνση του μικροοργανισμού από τις φυτικές επιφάνειες. Επιμόλυνση 

επιτυγχάνεται τόσο κατά τη χειρωνακτική όσο και κατά τη μηχανική συγκομιδή καθώς 

στην πρώτη περίπτωση οι εσωτερικοί ιστοί των λαχανικών εκτίθενται στο περιβάλλον 

του αγρού αυξάνοντας τον κίνδυνο της άμεσης επιμόλυνσης (FAO, 2003, Yang et al., 

2012) ενώ στη δεύτερη περίπτωση, ο εξοπλισμός που χρησιμοποιείται μπορεί να 

σηκώσει από το έδαφος αποθέματα περιττωμάτων (Jay et al., 2007; Lehto et al., 2011) ή 

να μην έχει καθαριστεί σωστά και να είναι ήδη μολυσμένος.  Σε πείραμα το οποίο είχε 

ως σκοπό την προσομοίωση της εσωτερικοποίησης που προκαλείται από  μηχανική 

βλάβη κατά τη διάρκεια της επεξεργασίας και περιλάμβανε την έγχυση των παθογόνων 

Ε. coli O157:H7 και Salmonella Εnteritidis μέσω της φλούδας στο δέρμα των 

πορτοκαλιών, το ποσοστό της εσωτερικοποίησης έφτασε το 3.0% (Eblen et al., 2004). 
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Επίσης, και τα κοντέινερ μεταφοράς των λαχανικών φέρουν τον κίνδυνο της 

επιμόλυνσης της παραγωγής (Prazak et al., 2002; Johnston et al., 2006). 

 

 

Εικόνα 1.6: Πηγές επιμόλυνσης των λαχανικών με Salmonella spp. πριν τη συγκομιδή. 

(Πηγή: Brandl, 2006). 
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Εικόνα 1.7: Πηγές επιμόλυνσης των λαχανικών με Salmonella spp. κατά τη συγκομιδή 

και την επεξεργασία τους. (Πηγή: Brandl, 2006). 

1.3.1 “Διαδρομές” της μικροβιακής εσωτερικοποίησης 

 

Με βάση πειραματικά δεδομένα και την υπάρχουσα βιβλιογραφία τρεις είναι οι 

κύριες διαδρομές εισόδου των παθογόνων βακτηρίων στο εσωτερικό των φυτικών ιστών 

(Εικόνα 1.3.1): 

Α) Τα βακτήρια είναι ικανά να εισέρχονται στο εσωτερικό των φυτικών ιστών μέσω των 

στοματίων των φύλλων (Itoh et al., 1998; Dong et al. 2003; Duffy et al., 2005; Brandl, 

2008; Shaw et al., 2005; Gomes et al., 2009; Kroupitski et al., 2009). Σε μελέτη των 

Shaw et al. (2008) έγινε γνωστό ότι το βακτηριακό (τύπου III)  σύστημα έκκρισης 

(TTSS) συνδέεται με την προσκόλληση των βακτηρίων και την κινητικότητα τους στην 

επιφάνεια του φύλλου. Σε ότι αφορά την είσοδο του παθογόνου μέσω των φυσικών 

ανοιγμάτων, τα στομάτια των φύλλων έχουν σημαντικό ρόλο στην εσωτερικοποίηση του. 

Συγκεκριμένα, τα στομάτια αποτελούν την πρώτη γραμμή άμυνας των φυτών με 

αποτέλεσμα μόλις αντιληφθούν την παρουσία του παθογόνου να κλείνουν προκειμένου 

να αποτρέψουν την είσοδο του στο εσωτερικό τους (Melotto et al., 2006; Underwood et 

al., 2007) (Εικόνα 1.3.1 Α1). Το άνοιγμα και το κλείσιμο των στοματίων επηρεάζεται 

από διάφορους περιβαλλοντικούς παράγοντες όπως είναι το φώς, η υγρασία και η 

συγκέντρωση του CO2 (Schroeder et al., 2001; Fan et al., 2004). Σύμφωνα με τους 

Kroupitski et al. (2009), η εσωτερικοποίηση του παθογόνου στα στομάτια φαίνεται να 

επηρεάζεται από το φως καθώς τα στομάτια παραμένουν ανοιχτά με αποτέλεσμα ο 

μικροοργανισμός να μπορεί να εισέλθει εντός τους, σε αντίθεση με το σκοτάδι όπου τα 

στομάτια κλείνουν και η συγκέντρωση των βακτηρίων γύρω από αυτά μειώνεται 

αισθητά. Στην ίδια έρευνα, γίνεται αντιληπτός και ο ρόλος της φωτοσύνθεσης, καθώς 

τεχνητό άνοιγμα των στοματίων στο σκοτάδι δεν έφερε καμία σημαντική επίδραση στην 

εσωτερικοποίηση του παθογόνου (Turner et al., 1969). Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι 

το παθογόνο προσελκύεται από τα θρεπτικά συστατικά (χημειοπροσελκυστικές ουσίες) 

που παράγονται de novo κατά τη φωτοσύνθεση των φυτών από τα φωτοσυνθετικά και τα 

μεσόφιλα κύτταρα (Kroupitski et al., 2009). Σύμφωνα με δεδομένα, η σουκρόζη (και 

ίσως η γλυκόζη και η φρουκτόζη) (Mercier and Lindow, 2000) είναι υπεύθυνη για το 



[33] 
 

φαινόμενο του χημειοτακτισμού καθώς η συγκέντρωση της βρέθηκε να είναι υψηλότερη 

σε φύλλα που εκτέθηκαν στο φως σε σύγκριση με φύλλα που παρέμειναν στο σκοτάδι. Η 

σουκρόζη αποτελεί το κύριο φωτοσυνθετικό προϊόν του οποίου η συγκέντρωση κοντά 

στα κύτταρα «φύλακες» φθάνει έως και τα 150 mM (Lemoine, 2000; Kang et al., 2007). 

Σε πειράματα που  έγιναν προκειμένου να επιβεβαιωθεί ο ρόλος του χημειοτακτισμού 

κατά τη φωτοσύνθεση παρατηρήθηκε ότι όταν το παθογόνο εκτιθόταν σε συγκεντρώσεις 

εξωγενούς γλυκόζης (και των μονοσακχαριτών μεταβολιτών της) σε συγκέντρωση μέχρι 

και 100 mΜ η εσωτερικοποίηση του αναστελλόταν, με τη μεγαλύτερη αναστολή να 

πραγματοποιείται σε συγκεντρώσεις φρουκτόζης (Kroupitski et al., 2009). Επιπλέον, 

αύξηση της υγρασίας στην επιφάνεια των φύλλων οδηγεί και σε μεγαλύτερο βαθμό 

εσωτερικοποίησης του παθογόνου (Melotto et al., 2014). Με την ομοεστιακή 

μικροσκοπία εικόνες που πάρθηκαν σε διάφορα βάθη κάτω από την επιφάνεια των 

φύλλων μαρουλιού έδειξαν την παρουσία του παθογόνου κάτω από τα στομάτια στον 

υποστομάτιο χώρο και στην ενδοκυτταρική περιοχή (αποπλάστης) του σπογγώδους 

παρεγχύματος. Συνήθως, τα βακτήρια παγιδεύονται 20 έως 100μm κάτω από την 

επιφάνεια των φύλλων (Seo et al., 1999).  
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Εικόνα 1.8: Ικανότητα εσωτερικοποίησης του παθογόνου στα στομάτια των φύλλων. Τα 

βακτήρια αποικίζουν γύρω από τα ανοικτά στομάτια (κίτρινο βέλος) αλλά όχι γύρω από 

τα κλειστά στομάτια (λευκό βέλος). (Πηγή: Melotto et al., 2014). 

 

Εικόνα 1.9 A2: Εσωτερικοποίηση του Salmonella spp. μέσω των στομάτιων. Οι 

κόκκινοι κύκλοι δείχνουν τα υποτιθέμενα χημειοπροσελκυστικά θρεπτικά συστατικά από 

τα στοματικά κύτταρα «φύλακες» και από τα παρεγχυματικά κύτταρα κατά τη διάρκεια 

της φωτοσύνθεσης. (Πηγή: Kroupitski et al., 2009). 

Β) Άλλος ένας τρόπος εισόδου του παθογόνου στα φυτά είναι μέσω βιολογικών ή 

φυσικών τραυμάτων του φυτού. Οι κατεστραμμένοι ή πληγωμένοι φυτικοί ιστοί είναι πιο 

εύκολο να εποικιστούν από παθογόνα σε σχέση με τους μη κατεστραμμένους (Han et al., 

2000; Brandl and Mandrell, 2002; Seo et al., 2009). Πολλές μελέτες έχουν εκτιμήσει εάν 

η φυσική ζημιά των παραγόμενων φύλλων ή ριζών επηρεάζει την τύχη των παθογόνων 

(Park et al., 2012; Hirneisen et al., 2012). Φυσικές ζημιές που προκλήθηκαν σε ρίζες 

μαρουλιού αύξησαν τον αριθμό των εσωτερικοποιημένων κυττάρων του Salmonella 

Newport στα φύλλα του λαχανικού (Bernstein et al., 2007a) (Εικόνα 1.2.5.3 b). 

Γ) Τα βακτήρια είναι επίσης ικανά να εισέρχονται στους εσωτερικούς ιστούς μέσω των 

σπόρων ή των ριζών του φυτού. Σύμφωνα με έρευνες Salmonella spp. έχει απομονωθεί 

από σπορόφυτα, στελέχη και/ή φύλλα, γεγονός που οφείλεται στην έκθεση των σπόρων 

σε μολυσμένο νερό (Itoh et al., 1998; Howard and Hutcheston, 2003; Dickinson et al., 
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2003; Warriner et al., 2003; Jablasone et al., 2005; Singh et al., 2005; Singh et al., 2007).  

Επίσης, έκθεση των ριζών σε νερό μολυσμένο με παθογόνους μικροοργανισμούς (νερό 

άρδευσης), οδηγεί σε είσοδο τους από αυτές και μετακίνηση τους εντός του φυτού (Guo 

et al., 2002; Solomon et al.,2002; Bernstein et al., 2007; Kutter et al., 2006; Franz et al., 

2007; Lapidot and Yaron, 2009; Mootian et al., 2009; Hintz et al., 2010).  
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Εικόνα 1.10: Σχηματική αναπαράσταση της δομής του φυτού που δείχνει τους ιστούς 

στους οποίους εσωτερικοποιούνται τα βακτήρια (οβάλ σχήματα). (Πηγή: Deering et al., 

2012). 

 

1.3.2 Παράγοντες που επηρεάζουν τη μικροβιακή εσωτερικοποίηση 

Ο βαθμός εσωτερικοποίησης του παθογόνου εξαρτάται από τους παρακάτω 

παράγοντες: α) συνθήκες καλλιέργειας, β) κλιματικές συνθήκες, γ) βακτηριακό είδος και 

ορότυπος, δ) ποικιλία του φυτού, ε) αναπτυξιακό στάδιο του φυτού, και στ) ενδογενής 

χλωρίδα. 

Οι τεχνικές παραγωγής, οι συνθήκες ανάπτυξης και η θέση του εδώδιμου 

τμήματος του φυτού στο έδαφος κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης (χώμα, επιφάνεια 

χώματος, εναέριο τμήμα) σε συνδυασμό με εσωτερικούς και εξωτερικούς παράγοντες 

είτε κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας είτε κατά τη διάρκεια της επεξεργασίας των 

φυτών επηρεάζουν τη μικροβιολογική κατάσταση των φυλλωδών λαχανικών τη στιγμή 

της κατανάλωσης (FAO, 2003). Η μεγάλη ποικιλομορφία των συστημάτων  και των 

συνθηκών καλλιέργειας τους μπορεί να οδηγήσει σε ένα μεγάλο εύρος ακούσιων ή 

εκούσιων εισροών που αποτελούν εν δυνάμει πηγές κινδύνου για την ασφάλεια των 

τροφίμων (Suslow et al., 2003). Άλλωστε έρευνες έχουν δείξει ότι οι μικροβιακοί 

κίνδυνοι καθώς και οι πηγές επιμόλυνσης ποικίλουν από το ένα είδος καλλιέργειας στο 

άλλο ενώ διαφοροποίηση υπάρχει ακόμη και μέσα στην ίδια την καλλιέργεια (FAO, 

2003). Επίσης, ο τρόπος με τον οποίο το παθογόνο εποικίζει το φυτικό ιστό ή 

εσωτερικοποιείται εντός του, διαφέρει ανάλογα με το είδος του λαχανικού (Mitra et al., 

2009; Park et al., 2012). 

Κάθε περιβάλλον ανάπτυξης (που περιλαμβάνει καλλιέργεια στον αγρό ή σε 

θερμοκήπιο) εμφανίζει ένα συνδυασμό από μοναδικά χαρακτηριστικά που μπορούν να 

επηρεάσουν την εμφάνιση και την παραμονή του παθογόνου σε φυλλώδη λαχανικά 

(Strawn et al., 2013a). Πρόσφατα οι Strawn et al., (2013) προσδιόρισαν τις ιδιότητες του 

χώματος και τα τοπογραφικά χαρακτηριστικά που ευνοούν την ανάπτυξη του παθογόνου. 

Επιφάνειες με συσσωματώματα, εδάφη με υγρασία καθώς και βοσκοτόπια ήταν πιο 
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επίφοβα στο να είναι επιμολυσμένα με μικροοργανισμούς (Chandler and Craven, 1980; 

Holley et al., 2006). Επιπλέον, παρατηρήθηκε ότι εάν η καλλιέργεια βρισκόταν κοντά σε 

μια φάρμα εκτροφής ζώων , υπήρχε πιο έντονα το ενδεχόμενο το προϊόν να επιμολυνθεί, 

άμεσα ή έμμεσα από ζώα, εκροές, βιοαεροζόλ, σκόνη, πουλιά, τρωκτικά ή μύγες (Davies 

and Wray, 1996; Brandl, 2006; FAO, 2003; Varma et al., 2003; Baertsch et al., 

2007;Gelting et al., 2011).  

Οι κλιματικές συνθήκες αποτελούν άλλον ένα σημαντικό παράγοντα που 

επηρεάζει σε μεγάλο βαθμό της πηγές επιμόλυνσης καθώς και τα ΄΄μονοπάτια΄΄ που 

ακολουθούν οι παθογόνοι μικροοργανισμοί στα φυλλώδη λαχανικά πριν τη συγκομιδή 

τους (FAO, 2003; Solomon et al., 2007; Tirando et al., 2010; Liu et al., 2013). 

Συγκεκριμένα, οι ακραίες καιρικές συνθήκες όπως η εναλλαγή πλημμυρών και ξηρασίας 

αυξάνουν τον κίνδυνο επιμόλυνσης των λαχανικών (Rose et al., 2001; Tirando et al., 

2010; Liu et al., 2013), με κοπριά και σωματίδια χώματος που προέρχονται από την 

κατακρήμνιση του εδάφους (Franz et al., 2005; Girandin et al., 2005; Cevallos-Cevallos 

et al., 2012; Liu et al., 2013). Αυτές οι απότομες εναλλαγές, οδηγούν επίσης, σε 

υπερβολική συγκέντρωση του νερού στη ρίζα των φυτών μπλοκάροντας το οξυγόνο και 

συναθροίζοντας διάφορα ορυκτά γύρω από τη ρίζα προκαλώντας ενίοτε ζημιά των 

ριζικών τμημάτων (Drew, 1997). Οι πλημμύρες αυξάνουν τη διαπερατότητα των 

μεμβρανών της ρίζας με αποτέλεσμα όλο και περισσότερες θρεπτικές ουσίες να 

διαρρέουν στη ριζόσφαιρα και επομένως να αυξάνεται η ανάπτυξη των παθογόνων που 

προκαλούν αποσύνθεση των ριζών και επηρεάζουν τις φυσιολογικές λειτουργίες τους 

(Kirkpatrick, Rupe, and Rothrock, 2006). Έρευνες που έγιναν σε μαρούλι που 

επιμολύνθηκε με Salmonella spp. επιβεβαίωσαν ότι η επιμόλυνση μέσω των 

περιττωμάτων αυξάνεται μετά από πλημμύρες (Casteel et al., 2006; Castro-Ibanez et al., 

2013). Επιπλέον, η αύξηση της θερμοκρασίας, ως ένας άλλος σημαντικός παράγοντας, 

οδηγεί σε αύξηση του ρυθμού της μικροβιακής ανάπτυξης και αυτό ίσως επηρεάζει τον 

πληθυσμό των εντόμων και των παρασίτων που βρίσκονται στα αγροκτήματα και είναι 

υπεύθυνα για τη μεταφορά των ανθρώπινων παθογόνων στα φυλλώδη λαχανικά. 

Μεγαλύτερος αριθμός εσωτερικοποιημένων κυττάρων εμφανίζεται κυρίως τους θερινούς 

μήνες σε υγρό και θερμό περιβάλλον γεγονός που πιθανόν να οφείλεται στη διάρκεια της 

ημέρας, στην ένταση του φωτός, στη θερμοκρασία και στην υγρασία (Goldberg et al. 
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2011; Natvig et al., 2002). Σε μελέτη των Dreux et al., (2007), αποδείχθηκε ότι η σχετική 

υγρασία (RH) του περιβάλλοντος παίζει σημαντικό ρόλο στην εσωτερικοποίηση του 

μικροοργανισμού. Σύμφωνα με τους Cooley et al., (2003) βρέθηκε ότι σε 100% σχετική 

υγρασία και απουσία ανταγωνισμού, το E. coli O157:H7 και ο Salmonella enterica 

εντοπίστηκαν σε συγκέντρωση 10
7
 CFU/g στο φυτικό ιστό της φυλλόσφαιρας του 

Arabidopsis thaliana. Συγκεκριμένα, η αύξηση της υγρασίας επηρεάζει το άνοιγμα και το 

κλείσιμο των στοματίων κατά τη φωτοσύνθεση καθώς και το ποσοστό των 

χημειοπροσελκυστικών ουσιών με αποτέλεσμα την αύξηση των εσωτερικοποιημένων 

κυττάρων του παθογόνου (Goldberg et al., 2011). Επομένως, όπως έχει αποδειχθεί σε 

αρκετές μελέτες οι παράγοντες, θερμοκρασία και βροχόπτωση, επηρεάζουν θετικά τον 

πληθυσμό του παθογόνου μικροοργανισμού (Semenza and Menne, 2009; Zhang et al., 

2010; Park et al., 2012). Για παράδειγμα, στην περίπτωση  του κόλιανδρου και του 

μαϊντανού, ο αριθμός των κυττάρων του παθογόνου ήταν υψηλότερος το φθινόπωρο σε 

σχέση με την άνοιξη ή το χειμώνα, και υψηλότερος την άνοιξη σε σχέση με τον χειμώνα 

(Ailes et al., 2008). Επίσης, ο παθογόνος μικροοργανισμός ανιχνεύθηκε κατά τη 

συγκομιδή σε επιμολυσμένους αγρούς που προσομοίαζαν υγρό και ζεστό περιβάλλον και 

όχι σε αγρούς που προσομοίαζαν ένα ξηρότερο και ψυχρότερο περιβάλλον (Natvig et al., 

2009). 

Πολλές μελέτες αναφέρονται και στο αντίκτυπο του τύπου καλλιέργειας και των 

ποικιλιών που χρησιμοποιούνται στον εποικισμό των παθογόνων καθώς σε διαφορετικές 

ποικιλίες παρατηρήθηκε και διαφορετικός βαθμός επιμόλυνσης με Salmonella spp. 

(Barak et al., 2008; Park et al., 2012). Χαρακτηριστικό παράδειγμα, η έρευνα των 

Klercks et al. (2004), που έδειξε διαφορετική αλληλεπίδραση μεταξύ των εμπορικά 

διαθέσιμων ποικιλιών μαρουλιού και της επιβίωσης των οροτύπων S. enterica, καθώς οι 

ορότυποι S. entericα ήταν ικανοί να αποικίζουν το μαρούλι επιφυτικά αλλά μόνο η S. 

entericα serovar Dublin ήταν επίσης ικανή να εποικίζει τα φυτά και ενδοφυτικά. Οι 

Hutchison et al. (2008) ανέφεραν επίσης, ότι ο αριθμός του πληθυσμού Salmonella που 

βρέθηκε στο μαρούλι ήταν αρκετά υψηλότερος από αυτόν που βρέθηκε στο σπανάκι. Ο 

ρόλος του είδους του λαχανικού στην εσωτερικοποίηση φαίνεται και στα αποτελέσματα 

των Kroupitski et al., (2009), όπου στο μαρούλι και στη ρόκα παρατηρήθηκε 

μεγαλύτερος εσωτερικοποιημένος πληθυσμός του παθογόνου μικροοργανισμού 
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Salmonella spp. σε σχέση με το βασιλικό, γεγονός που πιθανώς αποδίδεται στις 

αντιμικροβιακές ουσίες που περιέχει ο βασιλικός (Hammer et al., 1999). 

Σε ότι αφορά το ρόλο του ορότυπου στην προσκόλληση και/ή εσωτερικοποίηση 

του παθογόνου, οι  Berger et al. (2009) ανέφεραν ότι οι ορότυποι S. Typhimurium, S. 

Enteritidis και S. Seftenberg προσκολλώνται αποτελεσματικότερα σε φυλλώδη λαχανικά 

σε σχέση με άλλους ορότυπους (S. Arizona, S. Heidelberg, S. Agona). Επιπλέον, οι 

μηχανισμοί προσκόλλησης διαφέρουν μεταξύ των ορότυπων (Barak et al., 2005; Gibson 

et al., 2006; Barak et al., 2007; Lapidot and Yaron, 2009) και ο ρόλος των μαστιγίων 

στην προσκόλληση του παθογόνου μικροοργανισμού στα φύλλα δείχνει ότι διαφορετικοί 

ορότυποι χρησιμοποιούν ειδικούς μηχανισμούς για να προσκολληθούν σε διαφορετικά 

λαχανικά όπως μαρούλι, σπανάκι, ρόκα (Berger et al., 2009).  

Η ηλικία των φύλλων, αποτελεί έναν ακόμη σημαντικό παράγοντα για την 

ανάπτυξη και την επιβίωση των βακτηρίων και φαίνεται να επηρεάζει τον εποικισμό των 

παθογόνων στο λαχανικό τόσο πριν όσο και μετά τη συγκομιδή (Park et al., 2012). 

Συγκεκριμένα, οι Bernstein et al. (2007b) έδειξαν ότι τα ποσοστά επιμόλυνσης στα 

ώριμα φύλλα των λαχανικών ήταν αρκετά υψηλότερα σε σχέση με αυτά στα νεαρά 

φύλλα. Σε σχέση όμως με τα ενδιάμεσης ωριμότητας φύλλα, τα νεαρότερα φύλλα 

φέρουν υψηλότερους πληθυσμούς σύμφωνα με τη μελέτη των Brandl and Amundson 

(2008) που έγινε σε μαρούλι και έδειξε ότι τα νεαρά φύλλα ήταν 2,9 και 1,5 φορές 

πλουσιότερα σε ολικό άζωτο και άνθρακα, αντιστοίχως, από το έκκριμα από τα μεσαία 

φύλλα (μεγάλα φύλλα). H βακτηριακή εποίκιση στη φυλλόσφαιρα των λαχανικών 

ποικίλει στα διάφορα φυτά και επηρεάζεται επίσης και από άλλες ιδιότητες της 

επιφάνειας του φύλλου, συμπεριλαμβανομένου της μορφολογίας (σύνθεση κηρωδών 

επιφανειών, τραχύτητα, πάχος μεσόφυλλου), των χημικών συστατικών (παρεμποδιστικές 

φαινόλες) και των μεταβολικών δραστηριοτήτων του (Beuchat, 2002; Lindow and 

Brandl,2003; Yadav et al., 2005; Heaton and Jones, 2008). 

Κάτι άλλο το οποίο αξίζει να αναφερθεί είναι ότι παρά την παρουσία των 

παθογόνων στα λαχανικά η ικανότητα των μικροοργανισμών αυτών να επιβιώνουν, να 

αναπτύσσονται και να προκαλούν ασθένεια εξαρτάται και από την ενδογενή 

μικροχλωρίδα των λαχανικών και τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ της ενδογενούς 
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μικροχλωρίδας και του παθογόνου (Bradl, 2006) καθώς και τις αποκρίσεις τους σε 

δυσμενείς συνθήκες κατά τη διάρκεια της επεξεργασίας και αποθήκευσης. Όπως είναι 

ήδη γνωστό, η επιφάνεια των φυλλωδών λαχανικών δεν αποτελεί ιδανικό περιβάλλον για 

την επιβίωση των εντερικών παθογόνων καθώς εκτίθεται σε υπεριώδη ακτινοβολία και 

διαφορές-διακυμάνσεις θερμοκρασίας και σχετικής υγρασίας (παρουσία ή απουσία 

βροχής / άρδευσης). Συγκεκριμένα, η ενδογενής μικροχλωρίδα (ιδιαίτερα τα 

οξυγαλακτικά βακτήρια) επηρεάζει την εποίκιση και την ανάπτυξη των παθογόνων 

βακτηρίων στην επιφάνεια των λαχανικών (Vescovo et al., 1995; Carlin et al., 1996; 

Liao and Fetti, 2001; Parish et al., 2003; Wei et al., 2006), καθώς ο ανταγωνισμός για 

χώρο και θρεπτικά συστατικά σε συνδυασμό με τις ανταγωνιστικές ουσίες επιδρούν 

αρνητικά στην επιβίωση του παθογόνου παθογόνου (Liao and Fetti, 2001; Parish et al., 

2003). Οι Lima et al., (2013) ανέφεραν ότι προσκόλληση των παθογόνων σε μαρούλι 

που καλλιεργήθηκε με συμβατικό τρόπο ήταν αρκετή χαμηλή λόγω του υψηλού αριθμού 

των γαλακτικών βακτηρίων σε συνδυασμό με τον χαμηλό βαθμό τραχύτητας και 

υδροφοβικότητας των φύλλων. Η κυρίαρχη ομάδα μικροοργανισμών της επιφάνειας των 

φύλλων είναι τα αρνητικά κατά Gram βακτήρια (Lund, 1992)  και συγκεκριμένα 

βακτήρια των οικογενειών Enterobacteriaceae και Pseudomonadaceae, ενώ ακολουθούν 

τα οξυγαλακτικά βακτήρια, οι ζύμες και οι μύκητες (Brocklehurst et al., 1987; Nguyen 

and Carlin, 1994; Sagoo et al., 2003). Οι πληθυσμοί των αερόβιων βακτηρίων στα 

φυλλώδη λαχανικά μπορεί να κυμαίνονται ακόμη και πάνω από 10
5
 CFU / g ιστού 

φύλλων (Mersier and Lindow, 2000; Aruscavage et al., 2006). Τα μικρόβια αυτά 

δημιουργούν στα φύλλα των φυτών βιουμένια (biofilms), τα οποία τους παρέχουν 

προστασία έναντι των δυσμενών περιβαλλοντικών συνθηκών. Τα βιουμένια που 

δημιουργούνται στα φύλλα μπορούν να επηρεάσουν την προσκόλληση, την ανάπτυξη 

και την επιβίωση των εντερικών παθογόνων στην επιφάνεια του φύλλου. Επιπλέον, 

φυτοπαθογόνα βακτήρια όπως η Erwinia μπορούν να δράσουν συνεργιστικά με τα 

εντερικά παθογόνα, καθώς υποβαθμίζουν τον φυτικό ιστό, παρέχοντας με αυτόν τον 

τρόπο στα εντερικά παθογόνα θρεπτικές ουσίες για την ανάπτυξη τους (Agrios, 1997). 

Συνήθως, η ενδογενής μικροχλωρίδα εγκαθίσταται κατά προτίμηση στη βάση των 

τριχιδίων, την περιφέρεια των στομάτων και κατά μήκος των νεύρων των φύλλων 

(Beattie and Lindow, 1999; Leveau and Lindow, 2001) ενώ οι παθογόνοι 
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μικροοργανισμοί εντοπίζονται κοντά στα νεύρα των φύλλων (Cooley et al., 2003). Ο 

λόγος μπορεί να σχετίζεται με τη μεγαλύτερη υγρασία της περιοχής και την αυξημένη 

διαθεσιμότητα θρεπτικών στοιχείων και νερού (Brandl and Mandrell, 2002).  

 

1.4 Εκκριτικά συστήματα που αφορούν την εσωτερικοποίηση του παθογόνου και 

ενεργοποίηση της άμυνας των φυτών 

Το παθογόνο Salmonella spp. (όπως και πολλά άλλα Gram-αρνητικά βακτήρια) 

προκειμένου να εισέλθουν στο εσωτερικό των φυτών χρησιμοποιούν εκκριτικά 

συστήματα. Συγκεκριμένα, το εκκριτικό σύστημα το οποίο χρησιμοποιεί η Salmonella 

είναι το T3SS (Rahme et al., 1995; Staskawicz et al., 2001), το οποίο είναι σύστημα 

μεταφοράς ενός σταδίου, όπου η μεταφορά των πρωτεϊνών διενεργείται απευθείας μέσω 

μεμβρανών καθώς αυτές εξέρχονται κατευθείαν στο κυτόπλασμα. Στο σύστημα αυτό 

ανήκουν και οι ζώνες παθογένειας SPI-1(hilA, prgH, invA) και SPI-2 (ssrB, avrA), όπου 

τα γονίδια τους είναι απαραίτητα για την προσβολή των επιθηλιακών κυττάρων, καθώς 

και για την επιβίωση και την εξάπλωση του παθογόνου στα κύτταρα του ξενιστή 

(Marcus, 2000; Shirron and Yaron, 2011). Πιο συγκεκριμένα, πρόσφατες μελέτες έχουν 

δείξει ότι μεταλλαγμένα στελέχη S. Typhimurium, στα οποία απουσίαζαν γονίδια είτε 

του SPI-1(invA- και prgH-) είτε του SPI-2 (ssaF- και ssaV-) αδυνατούσαν να 

καταστείλουν την αντίδραση υπερευαισθησίας στο φυτό Arabidopsis thaliana και 

εμφάνιζαν μειωμένο ρυθμό εξάπλωσης στο φυτό (Schicora et al., 2011, 2012). Το 

σύστημα αυτό αναφέρθηκε και στην παράγραφο 1.2.4 καθώς αφορά τον τρόπο 

επιμόλυνσης όλων των ευκαρυωτικών κυττάρων από το παθογόνο. 
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Εικόνα 1.11: Σχηματική αναπαράσταση των εκκριτικών συστημάτων T3SS1 και T3SS2 

του Salmonella. (Πηγή: www.hindawi.com) 

Παρόλα αυτά, τα φυτά ξενιστές έχουν αναπτύξει ένα σύστημα υποδοχέων το 

οποίο έχει την ικανότητα να αναγνωρίζει κοινά συστατικά της εξωτερικής μεβράνης του 

βακτηρίου και να ενεργοποιεί ποικίλες αποκρίσεις οι οποίες έχουν την ικανότητα να 

περιορίζουν την ανάπτυξη και την εξάπλωση του παθογόνου (Nurnberger et al., 2004; 

Ausubel, 2005; Jones and Dagl, 2006) στο εσωτερικό των φυτικών ιστών. Συγκεκριμένα, 

τα φυτά είναι σε θέση να ξεχωρίζουν συγκεκριμένες ουσίες των βακτηρίων, οι οποίες 

είναι συνήθως συστατικά των κυτταρικών τοιχωμάτων καθώς και επιφανειακές δομές 

όπως φλαγγελίνη, πεπτιδογλυκάνες, λιποπολυσακχαρίτες κ.λ.π (pathogen-associated 

molecular patterns –PAMPs) μέσω ενός συστήματος εξωκυττάριων υποδοχέων 

αναγνώρισης (pattern-recognitionreceptors- PRRs) (Asai et al., 2002; Zeidler et al, 2004; 

Zipfel et al., 2004; Iniguez et al., 2005). Οι υποδοχείς αυτοί στέλνουν ενδοκυτταρικά 

σήματα ενεργοποιώντας έτσι την άμυνα του φυτού για να σταματήσει την εισβολή του 

παθογόνου. Οι Zipfel and Robatzek (2010) αναφέρουν ότι οι πρώτες αποκρίσεις των 
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φυτών μετά την αναγνώριση του παθογόνου διαδραματίζονται εντός μερικών 

δευτερολέπτων έως λεπτών περιλαμβάνοντας ροή ιόντων, εξωκυτταρική αλκαλοποίηση 

και οξειδωτική <<έκρηξη>>. Οι ενδιάμεσες αποκρίσεις συμβαίνουν εντός μερικών 

λεπτών έως ωρών και περιλαμβάνουν κλείσιμο των στοματίων, παραγωγή αιθυλενίου, 

ενεργοποίηση της πρωτεινικής κινάσης (ΜΑΡΚ) και μεταγραφικό 

επαναπρογραμματισμό. Οι τελευταίες αποκρίσεις λαμβάνουν χώρα μέρες έως ώρες 

αργότερα, και περιλαμβάνουν εναπόθεση της καλλόζης, συσσώρευση σαλυκιλικού οξέος 

και μεταγραφή των γονιδίων άμυνας (Μelotto et al., 2014).  Σε έρευνα που διεξήχθη στο 

φυτό Arabidopsis thaliana το γιασεμινικό οξύ και το αιθυλένιο ήταν οι κύριοι 

μηχανισμοί  άμυνας εναντίον της διείσδυσης  S. Typhimurium. Παρόλα αυτά ο 

παθογόνος μικροοργανισμός κατάφερε να εισέλθει στο εσωτερικό των φυτικών ιστών, 

γεγονός το οποίο ενδεχομένως να οφείλεται είτε στο ότι τα αντιγόνα του παθογόνου δεν 

αναγνωρίστηκαν σωστά από τα στομάτια «φύλακες» είτε στο ότι με κάποιο τρόπο το 

παθογόνο ανέστειλε το κλείσιμο των στοματίων. 

 

 1.5 Αυξημένη επικινδυνότητα της εσωτερικοποίησης λόγω αναποτελεσματικότητας 

των απολυμαντικών και νέοι τρόποι αντιμετώπισης της  

 Σε επίπεδο βιομηχανικής παραγωγής λαχανικών, το πλύσιμο είναι η μόνη 

μέθοδος που χρησιμοποιείται με σκοπό την μείωση του μικροβιακού φορτίου στα 

φυλλώδη λαχανικά. Η μέθοδος περιλαμβάνει προσθήκη χλωρίου στο νερό της πλύσεως 

με τελική συγκέντρωση 50-200 ppm (Beuchat et al., 1998). Παρόλα αυτά η μέθοδος 

αυτή κρίνεται ως αναποτελεσματική καθώς οδηγεί μόνο σε μείωση του 90-99% των 

μικροοργανισμών (1-2 log μείωση), η οποία έχει επιβεβαιωθεί από αρκετές 

εργαστηριακές μελέτες (Lang et al., 2004; Fytros et al., 2011). Ο λόγος έλλειψης 

αποτελεσματικότητας των απολυμαντικών ενδεχομένως να οφείλεται στην ισχυρή 

προσκόλληση του παθογόνου στην επιφάνεια του φυτού, στο σχηματισμό βιουμενίων  

καθώς και στην ικανότητα του να εσωτερικοποιείται εντός των φυτικών ιστών (Burnett 

and Beuchat, 2000; Sapers, 2001). Η αναποτελεσματικότητα του συμβατικού πλυσίματος 

οδήγησε στην ανακάλυψη νέων μεθόδων με σκοπό την απενεργοποίηση των 

εσωτερικοποιημένων παθογόνων και τη διατήρηση της φρεσκάδας των προϊόντων. Η 
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ακτινοβόληση τροφίμων είναι μια πολλά υποσχόμενη μέθοδος, η οποία έχει 

χρησιμοποιηθεί σε αρκετές εργαστηριακές μελέτες. Οι μέθοδοι που χρησιμοποιούνται 

συχνότερα είναι:  

 Η ακτινοβολία γ (ιονίζουσα ακτινοβολία). Εξασφάλιση της ασφάλειας των 

τροφίμων, βελτίωση της ποιότητας τους και αύξηση του χρόνου ζωής τους 

(Arvanitoyannis et al., 2008). Σε έρευνα που πραγματοποιήθηκε, εμβολιασμένα 

με E. coli φύλλα μαρουλιού ακτινοβολήθηκαν με 0.25, 0.50, 0.75, και 1.0 kGy 

ακτινών γ, σε θερμοκρασία 15 °C και παρατηρήθηκε έως 4 logCFU/g  μείωση 

του εσωτερικοποιημένου παθογόνου (Gomes et al., 2009). Ακόμα κι αν η  χρήση 

ιονίζουσας-ακτινοβολίας στα τρόφιμα επιβεβαιώνεται ότι είναι ασφαλής, το 

καταναλωτικό κοινό παραμένει επιφυλακτικό (Mahapatra et al., 2005). 

 Η ακτινοβολία UV (μη ιονίζουσα ακτινοβολία). Χωρίζεται σε τρεις τύπους 

ανάλογα με το μήκος κύματος : (1) UV-Α (320-400 nm), (2) UV-Β (280-320 nm), 

(3) UV-C (200-280 nm). Το μήκος κύματος της υπεριώδους ακτινοβολίας μεταξύ 

220 έως 300 nm έχει αποδειχθεί ότι έχει μικροβιοκτόνο δράση έναντι των 

περισσοτέρων  μικροοργανισμών όπως τα βακτηρίδια, οι μύκητες και τα 

πρωτόζωα. Η μέγιστη βακτηριοκτόνος δράση έχει ανιχνευθεί στην περιοχή UV-

C, μεταξύ των 250 και 270 nm. Σύμφωνα με τους Guerrero and Barbarosa (2004), 

η UV-C ακτινοβολία με μήκος κύματος 254 nm έχει χρησιμοποιηθεί για την 

απολύμανση του νερού, των επιφανειών και των τροφίμων στο παρελθόν και έχει 

παρατηρηθεί ότι δεν παράγει καρκινογόνα υποπροϊόντα. Επίσης, σε μελέτη των 

Hajok et al. (2008) παρατηρήθηκε ότι ο συνδυασμός της χρήσης υπεριώδους 

ακτινοβολίας (37.8 mJ/cm
2
) και υπεροξειδίου του υδρογόνου (1.5% w/L, 60s) 

μπορεί να μειώσει τον Salmonella Montevideo P2 στην επιφάνεια του μαρουλιού 

κατά 4.12 log CFU/g, επιτυγχάνοντας μείωση 2.84 log CFU/g των 

εσωτερικοποιημένων κυττάρων στους 50 
ο
C. Γενικότερα, συνδυασμός της UV-C 

με άλλες χημικές μεθόδους απολύμανσης μπορεί να λειτουργήσει συνεργιστικά 

και να επιφέρει τα επιθυμητά αποτελέσματα. 
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1.6 Καταπόνηση του παθογόνου μικροοργανισμού (stress) 

Όπως είναι γνωστό, κάτω από άριστες συνθήκες ανάπτυξης, όπως άφθονα 

θρεπτικά συστατικά, άριστη (optimum) θερμοκρασία ανάπτυξης, pH, επίπεδα οξυγόνου, 

ενεργότητα νερού κ.ά., οι μικροοργανισμοί αναπτύσσονται με το μέγιστο ρυθμό 

ανάπτυξής τους. Όταν οι συνθήκες αυτές δεν είναι ευνοϊκές για το μικροοργανισμό, τα 

μικροβιακά κύτταρα υποβάλλονται σε stress (Bearson et al., 1998). Τα τροφιμογενή 

παθογόνα μπορεί να βρεθούν σε δυσμενείς για την επιβίωσή τους συνθήκες, σχεδόν σε 

κάθε περιβάλλον διαβίωσής τους: φυσικό (π.χ. έδαφος, συστήματα νερού), χώρος 

επεξεργασίας (π.χ. σφαγεία, εργοστάσια επεξεργασίας τροφίμων) και οικιακό (π.χ. ζώα, 

άνθρωποι) (Winfield and Groisman, 2003). Οι αποκρίσεις τους σε αυτές τις συνθήκες 

επηρεάζουν όχι μόνο την ανάπτυξη και την επιβίωσή τους, αλλά την αντοχή τους σε 

αντιμικροβιακές ουσίες (Clements et al., 2001; Altier, 2005; Dodd et al., 2007; 

McMahon et al., 2007). Προκειμένου να επιβιώσουν στις αιφνίδιες, πιθανά θανατηφόρες, 

αλλαγές του μικροπεριβάλλοντος, τα βακτήρια είναι ικανά να αναπτύξουν μηχανισμούς 

που θα τα βοηθήσουν να επιβιώσουν σε ένα ευρύ φάσμα στρεσογόνων παραγόντων-

συνθηκών. 

 

1.6.1 Όξινη καταπόνηση και επιβίωση του μικροοργανισμού Salmonella spp. σε 

αυτές τις συνθήκες 

Οι παθογόνοι μικροοργανισμοί έρχονται αντιμέτωποι με διάφορα οργανικά και 

ανόργανα οξέα στα τρόφιμα ή στο γαστρεντερικό σύστημα και τα κύτταρα του ξενιστή. 

Σύμφωνα με μελέτη των Mikkelsen et al., (2004),  το όξινο pH του στομάχου 

συμπεριλαμβάνεται  στις πρώτες γραμμές άμυνας του οργανισμού ενάντια στην εισβολή 

παθογόνων βακτηρίων. Το γαστρικό υγρό κατά προσέγγιση έχει εύρος τιμών pH που 

κυμαίνεται από 1.5 έως 3.0 καθώς η συγκέντρωση του ΗCl ανέρχεται σε 150-160 mEq / 

L. Τόσο λοιπόν τα οξέα του στομάχου όσο και εκείνα που χρησιμοποιούνται κατά την 

επεξεργασία και συντήρηση των τροφίμων έχουν την ικανότητα να παρεμποδίζουν την 

ανάπτυξη και την επιβίωση των μικροοργανισμών. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι τα 

περισσότερα τροφιμογενή παθογόνα (ιδιαίτερα τα εντερικά) και τα βακτήρια που 
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προκαλούν αλλοιώσεις (κυρίως τα Gram-αρνητικά) είναι ευαίσθητα σε χαμηλό pΗ . 

Συγκεκριμένα, η όξινη αυτή καταπόνηση προκαλεί διάφορες μεταβολές στη δομή και 

στις λειτουργίες των κυττάρων όπως για παράδειγμα αλλαγή στη σύσταση της 

κυτταρικής μεμβράνης, αύξηση της ροής των πρωτονίων και του καταβολισμού των 

αμινοξέων, αλλαγές υδρόλυση των νουκλεικών οξέων (DNA, RNA) κ.α. 

Ωστόσο, η αυξημένη οξεοανθεκτικότητα του Salmonella spp. έχει αποδειχθεί σε 

πληθώρα μελετών (Bacon et al., 2003; Albarez-Ordonez et al., 2009b, 2010). Η 

ομοιόσταση του εσωτερικού pH του κυττάρου του μικροοργανισμού Salmonella spp. 

όταν αυτός εκτίθεται σε ακραία όξινες τιμές pH, διατηρείται όταν ο μικροοργανισμός 

έχει προηγουμένως υποστεί ήπια όξινη καταπόνηση (Yousef and Courtney, 2003). Αυτό 

επιτρέπει τη σύνθεση εκ μέρους του βακτηριακού κυττάρου πρωτεϊνών όξινης 

καταπόνησης (acid stress proteins) όταν βρεθεί αργότερα σε πολύ χαμηλές τιμές pH 

περιβάλλοντος, κάτι το οποίο θα ήταν ανέφικτο σε κύτταρα που δεν θα είχαν υποστεί 

αυτή την αρχική προσαρμογή και θα εκτίθονταν απευθείας σε ακραία όξινες τιμές pH 

(Beales et al., 2004). Επιπλέον, η αντίδραση σε όξινη καταπόνηση διαφέρει μεταξύ των 

κυττάρων που βρίσκονται στην εκθετική και στην στατική φάση αλλά και μεταξύ των 

διαφόρων ειδών βακτηρίων. 

Το σύστημα που συμβάλλει στη διατήρηση της ανθεκτικότητας του 

μικροοργανισμού σε συνθήκες όξινης καταπόνησης είναι το σύστημα αποκαρβοξυλάσης 

της λυσίνης (lysine decarboxylase - CadA) το οποίο λειτουργεί σε συνδυασμό με ένα 

μεταφορέα λυσίνης:καδαβερίνης (CadB) (Park et al., 1996; Alvarez-Ordonez et al., 

2010). Ο μικροοργανισμός Salmonella spp. μπορεί να επιβιώσει έναντι πολλών 

διαφορετικών συνθηκών όξινης καταπόνησης, αφού η επιβίωσή του εξαρτάται από το 

ποιά αμινοξέα είναι διαθέσιμα στο περιβάλλον ανάπτυξης (λυσίνη, ορνιθίνη, αργινίνη) 

οπότε και θέτει σε «λειτουργία» το αντίστοιχο σύστημα επαγωγής οξεοανθεκτικότητας. 

Έχουν αναγνωριστεί τρείς ρυθμιστικές πρωτεΐνες , οι RpoS, Fur και PhoP, που ελέγχουν 

διάφορα συστήματα ανθεκτικότητας στην όξινη καταπόνηση και προκαλούν την 

έκφραση μιας ομάδας πρωτεϊνών σε αυτές τις συνθήκες (Lowen et al., 1998). 

Συγκεκριμένα, ο παράγοντας σίγμα, σS, που κωδικοποιείται από τις RpoS ρυθμίζει ένα 

μέρος της οξεοανθεκτικότητας του Salmonella spp. και αποτελεί επίσης ένα κρίσιμο 
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ρυθμιστή της φυσιολογίας του κυττάρου κατά την στατική φάση ανάπτυξης ενώ έχει 

αποδειχτεί η χρησιμότητά του και κατά την εκθετική φάση (Lee et al., 1994, 1995; 

Hengge-Aronis, 1996). Μεταλλάξεις των γονιδίων που κωδικοποιούν τις ανωτέρω 

ρυθμιστικές πρωτεΐνες οδηγούν σε πιθανή μείωση της ανθεκτικότητας του κυττάρου σε 

συνθήκες όξινης καταπόνησης.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



[48] 
 

  



[49] 
 

1.7. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΑΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 

Τα τελευταία χρόνια, η ραγδαία αύξηση της ζήτησης των έτοιμων προς 

κατανάλωση τροφίμων στα οποία εντάσσονται τα λαχανικά (Falomir et al., 2010), έχουν 

καθιερώσει τον Salmonella spp. ως κύριο υπαίτιο για την εκδήλωση μιας πληθώρας 

τροφιμογενών λοιμώξεων (FAO/WHO, 2013). Αυτό οφείλεται ενδεχομένως στη χαμηλή 

μολυσματική δόση και τη μεγάλη συχνότητα εμφάνισης του παθογόνου (Bhunia, 2008). 

Το γεγονός αυτό ενισχύεται και από την ικανότητα του μικροοργανισμού να διεισδύει 

εντός των φυτικών ιστών και να εσωτερικοποιείται (Kroupitski et al., 2009), 

καθιστώντας έτσι τις κοινώς χρησιμοποιούμενες μεθόδους απολύμανσης των λαχανικών 

αναποτελεσματικές (Ibarra-Sanchez, 2002).  

Παρά το γεγονός ότι έχουν γίνει αρκετές μελέτες που αφορούν την 

εσωτερικοποίηση του παθογόνου σε φυλλώδη λαχανικά, υπάρχουν αρκετά κενά στην 

υπάρχουσα βιβλιογραφία. Μέχρι στιγμής έχει γίνει κυρίως μικροσκοπική αποτύπωση και 

εκτίμηση του φαινομένου της εσωτερικοποίησης του παθογόνου σε διάφορα λαχανικά 

(Gomes et al., 2009; Kroupitski et al., 2009; Goldberg et al., 2011; Park et al., 2012), 

χωρίς όμως να έχει γίνει εκτενής ποσοτικοποίηση του φαινομένου (καταμέτρηση του 

πληθυσμού των εσωτερικοποιημένων και προσκολλημένων κυττάρων). Τα ερωτήματα 

όμως τα οποία τίθενται είναι πως επιδρά το είδος, η επιφάνεια, η δομή, τα θρεπτικά 

συστατικά και η παρουσία της ενδογενούς χλωρίδας του εκάστοτε λαχανικού στο 

φαινόμενο της εσωτερικοποίησης? Πως επηρεάζεται το φαινόμενο από τη θερμοκρασία 

και τον χρόνο συντήρησης? Πώς επηρεάζουν οι παραπάνω παράμετροι την μετέπειτα 

φυσιολογία των εσωτερικοποιημένων κυττάρων? 

Σε προηγούμενη μελέτη του εργαστηρίου Ποιοτικού Ελέγχου και Υγιεινής (Χιλάι 

Νικολίν) επιβεβαιώθηκε το φαινόμενο της εσωτερικοποίησης του παθογόνου Salmonella 

spp. σε φυλλώδη λαχανικά (σπανάκι, μαρούλι, βλίτα) και μελετήθηκε σε συνάρτηση με 

τη θερμοκρασία και τον χρόνο συντήρησης. Με βάση τα αποτελέσματα της μελέτης, 

παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική διαφοροποίηση του πληθυσμού των 

εσωτερικοποιημένων κυττάρων μεταξύ των διαφορετικών λαχανικών. Επιπλέον, έναντι 

συνθηκών όξινης καταπόνησης τα εσωτερικοποιημένα κύτταρα βρέθηκε ότι ήταν πιο 

ευαίσθητα συγκριτικά με τα προσκολλημένα, ενώ παρατεταμένη παραμονή του 
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παθογόνου σε συγκεκριμένα λαχανικά (βλίτα και μαρούλι) οδήγησε σε εξίσωση της 

οξεοανθεκτικότητας των προσκολλημένων και εσωτερικοποιημένων πληθυσμών. Σε 

μελέτη έκφρασης των γονιδίων που πραγματοποιήθηκε, παρατηρήθηκε ότι εποίκιση σε 

βλίτα είχε ως αποτέλεσμα την επαγωγή γονιδίων του T3SS (invA, prgH, avrA, ssrB) στα 

προσκολλημένα κυρίως κύτταρα, καθώς και τη μεταβολή των επιπέδων έκφρασης του 

cadB, χωρίς όμως να υπάρχει απόλυτη συσχέτιση με την απόκριση του παθογόνου. 

Με βάση λοιπόν τα παραπάνω ερωτήματα και ως συνέχεια της προηγούμενης 

ερευνητικής δραστηριότητας ο σκοπός της παρούσας έρευνας είναι η μελέτη: 

 της ικανότητας του παθογόνου Salmonella Enteritidis να εποικίζει επιφάνειες 

διαφορετικών φυλλωδών λαχανικών, να προσκολλάται (attached cells) ή να 

εσωτερικοποιείται (internalized cells),  

 της παραλλακτικότητας μεταξύ διαφορετικών οροτύπων του παθογόνου στην 

ικανότητα εποίκισης φυλλικών επιφανειών, 

 της μετέπειτα φυσιολογίας-οξεοανθεκτικότητας των κυττάρων των παραπάνω 

κατηγοριών (προσκολλημένων και εσωτερικοποιημένων) έναντι ακραίας όξινης 

καταπόνησης, 

 παραγόντων όπως η σύσταση του λαχανικού, η παρουσία ενδογενούς χλωρίδας 

και η μικροδομή του τροφίμου (υποστρώματος) στην μετέπειτα απόκριση του 

μικροοργανισμού έναντι όξινης καταπόνησης  

 της πιθανής μεταβολής των επιπέδων έκφρασης γονιδίων που είναι γνωστό ότι 

σχετίζονται με την παθογένεια και τη λοιμωξιογόνο δράση του μικροοργανισμού 

καθώς και με  μηχανισμούς προσαρμογής και αντιμετώπισης έναντι ακραίων 

συνθηκών. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

2.1 Αναλώσιμα υλικά 

  Για τη διεκπεραίωση της παρούσας μελέτης και τη διεξαγωγή των πειραμάτων 

χρησιμοποιήθηκε μια πληθώρα υλικών, που περιελάμβανε ανόργανα και οργανικά 

αντιδραστήρια καθώς και τυποποιημένα σκευάσματα θρεπτικών υποστρωμάτων. 

2.1.1 Χημικά αντιδραστήρια 

 Από πλευράς χημικών αντιδραστηρίων χρησιμοποιήθηκαν: α) υδροχλώριο HCl 

(6N) (Merck, 22038,  Germany) και β) νιτρικός άργυρος ΑgNO3  (1% w/v) (Applichem 

Pancreac, A1376, USP). 

 

2.1.2 Θρεπτικά υποστρώματα 

 Σε όλη την πειραματική διαδικασία τα θρεπτικά υλικά που χρησιμοποιήθηκαν 

ήταν: 

 Tryptic Soy Broth (TSB) (LAB M, LAB004, United Kindom) του οποίου το pH 

σε υδατικό διάλυμα ρυθμιζόταν με υδροχλωρικό οξύ (HCl) (6Ν), στα πειράματα 

όξινης καταπόνησης (acid challenge). 

 Tryptic Soy Agar (TSA) (LAB M, LAB011, United Kindom). Χρησιμοποιήθηκε 

για την καλλιέργεια μιας ευρείας ποικιλίας αερόβιων και αναερόβιων 

μικροοργανισμών, και συγκεκριμένα για την εκτίμηση της Ολικής Μεσόφιλης 

Χλωρίδας των λαχανικών (ΟΜΧ). 

 Xylose Lysine Desoxycholate (XLD) (LAB M, LAB032, United Kindom). Το 

XLD Agar (Άγαρ Ξυλόζης Λυσίνης Δεσοξυχολικού άλατος) αποτελεί ένα 

μετρίως εκλεκτικό και διαφορικό υλικό που χρησιμοποιείται για την απομόνωση 

και διαφοροποίηση αρνητικών κατά Gram εντερικών παθογόνων (Salmonella και 

Shigella). Ως πηγή θρεπτικών συστατικών και βιταμινών περιέχει εκχύλισμα 

ζυμομυκήτων. Η χρήση του δεσοξυχολικού νατρίου που περιέχει, ως εκλεκτικό 
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παράγοντα, το καθιστά ανασταλτικό για την ανάπτυξη των θετικών κατά Gram 

μικροοργανισμών. Σε ότι αφορά τον τρόπο δράσης του, η ξυλόζη ενσωματώνεται 

στο υλικό καθώς ζυμώνεται από όλους σχεδόν τους εντερικούς οργανισμούς 

εκτός από τα είδη του γένους Shigella και η ιδιότητά της αυτή επιτρέπει τη 

διαφοροποίησή τους. Η λυσίνη περιλαμβάνεται, επίσης, ώστε να επιτρέπεται η 

διαφοροποίηση των ειδών του γένους Salmonella από τους μη παθογόνους 

οργανισμούς, γιατί χωρίς τη λυσίνη, τα είδη του γένους Salmonella θα ζύμωναν 

ταχέως την ξυλόζη με αποτέλεσμα να μην υπήρχε διάκριση τους από τα μη 

παθογόνα είδη. Αφού εξαντλήσουν τα είδη Salmonella την προμήθεια ξυλόζης, 

στη συνέχεια χρησιμοποιούν τη λυσίνη μέσω του ενζύμου αποκαρβοξυλάση της 

λυσίνης, με αναστροφή σε αλκαλικό pH που μιμείται την αντίδραση του Shigella. 

Για να ενισχυθεί η ικανότητα διαφοροποίησης της σύνθεσης, στο υλικό 

περιλαμβάνεται ένα σύστημα δείκτη H2S, που αποτελείται από θειοθειϊκό νάτριο 

και κιτρικό σίδηρο(ΙΙΙ)αμμώνιο, για την οπτικοποίηση της παραγωγής υδρόθειου, 

που οδηγεί στο σχηματισμό αποικιών με μαύρο κέντρο. Οι μη παθογόνοι 

οργανισμοί που παράγουν H2S δεν επιτυγχάνουν αποκαρβοξυλίωση της λυσίνης, 

συνεπώς, η όξινη αντίδραση που παράγεται από αυτά τα εμποδίζει να 

δημιουργήσουν το μαύρο χρώμα στις αποικίες, το οποίο προκύπτει μόνο σε 

ουδέτερο ή αλκαλικό pH (Taylor, 1965).  

 

2.2 Εργαστηριακός εξοπλισμός 

 Η εργαστηριακή υποδομή που χρησιμοποιήθηκε κατά τη διάρκεια της 

πειραματικής διαδικασίας περιελάμβανε διάφορα σκεύη, όργανα και συσκευές τα οποία 

αναφέρονται και τα στοιχεία τους παρουσιάζονται όπου αυτά χρησιμοποιήθηκαν. 

 

     2.3 Μικροβιακά στελέχη 

 Στην παρούσα μελέτη μελετήθηκε η συμπεριφορά τριών στελεχών του 

παθογόνου μικροοργανισμού Salmonella enterica subsp. enterica υπό συγκεκριμένες 
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συνθήκες καταπονήσεων. Τα μελετηθέντα στελέχη προέρχονται από συλλογή 

απομονωθέντων βακτηριακών στελεχών που διατηρεί το εργαστήριο Ποιοτικού Ελέγχου 

και Υγιεινής Τροφίμων (Πίνακας 2.3). Η συντήρηση των μικροοργανισμών γινόταν 

στους -20
ο
 C σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα, παρουσία γλυκερόλης σε ποσοστό 20% v/v 

του συνολικού όγκου. 

Πίνακας 2.1: Τα τρία στελέχη σαλμονέλας που μελετήθηκαν στην παρούσα εργασία. 

Κωδικός Στέλεχος 
Εργαστηριακός      

αριθμός 
Προέλευση 

PS1 
Salmonella enterica subsp. 

enterica serovar Typhimurium 
4/74 

Εντερικό 

σύστημα 

μοσχαριού 

PS4 
Salmonella enterica subsp. 

enterica serovar Infantis 
167 Ζωοτροφές 

PS12 

Salmonella enterica subsp. 

enterica serovar Enteritidis PTA 

P167807 

PT4 Ζωοτροφές 

 

2.4 Φυλλώδη Λαχανικά 

Τα λαχανικά που χρησιμοποιήθηκαν για την επίτευξη των πειραμάτων στην παρούσα 

μελέτη ήταν το σπανάκι (Spinacia oleracea), το μαρούλι (Lactuca sativa), τα χόρτα 

βλίτα (Amaranthus viridis), τα ιταλικά χόρτα (Cichorium endivia) και η ρόκα (Eruca 

sativa). Όλα τα λαχανικά προμηθεύτηκαν από την τοπική υπεραγορά , και προέρχονταν 

από έναν με δύο προμηθευτές. 

 

2.5 Πειραματική διαδικασία 

Η πειραματική διαδικασία που ακολουθήθηκε και οι μικροβιακοί χειρισμοί που 

διενεργήθηκαν – σε κάθε περίπτωση υπό ασηπτικές συνθήκες – παρουσιάζονται στα 
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ακόλουθα διαγράμματα ροής (Σχήματα 1 και 2), ενώ για λόγους επαναληψιμότητας 

πραγματοποιούνταν διπλή επανάληψη του όλου πειράματος. 

 

2.5.1 Ανανέωση των μικροοργανισμών 

Πρόκειται για το στάδιο εκείνο το οποίο μεσολαβεί πριν από τον ενοφθαλμισμό 

των μικροοργανισμών σε κάποιο υπόστρωμα, προκειμένου να ανακτήσουν οι 

μικροοργανισμοί τη ζωτικότητά τους και να καταστούν άμεσα έτοιμοι για ανάπτυξη. Η 

ανανέωση διαρκεί 18 – 24 ώρες οπότε και οι μικροοργανισμοί τοποθετούνται σε υγρό 

θρεπτικό υπόστρωμα TSB broth με ακόλουθη επώαση σε θερμοκρασία 37
ο
C. 

Συγκεκριμένα, εισάγεται ποσότητα ενοφθαλμίσματος σε δοκιμαστικούς σωλήνες που 

περιέχουν 10 ml TSB broth και ακολουθεί σε κάθε περίπτωση επώαση στους 37°C για 18 

- 24 ώρες. 

Προετοιμασία εμβολίων 

 Έγιναν δύο ανανεώσεις (υπό ασηπτικές συνθήκες): 

 Η πρώτη περιλάμβανε λήψη 100 μL κυττάρων Salmonella από την τράπεζα 

κυττάρων μικροοργανισμών του εργαστηρίου (stock) και την προσθήκη τους σε 

δοκιμαστικούς σωλήνες με 10 mL TSB και εν συνεχεία επώαση στους 37 ºC για 

24 h. 

 Η δεύτερη περιλάμβανε τη μεταφορά 100 μL από τους δοκιμαστικούς σωλήνες 

της πρώτης ανανέωσης σε δοκιμαστικούς σωλήνες που περιείχαν 10 mL TSB και 

εν συνεχεία επώαση στους 37 ºC για 18 h. 

 Xρήση της τεχνικής της γραμμωτής ράβδωσης (streaking) με σκοπό τον 

σχηματισμό μεμονωμένων αποικιών του βακτηρίου και επώαση στους 37ºC για 

24 h. 

 Έπειτα πρώτη ανανέωση, με τοποθέτηση μιας αποικίας σε δοκιμαστικό 

σωλήνα με 10 mL TSB και εν συνεχεία επώαση στους 37 ºC για 24 h. 

 Η δεύτερη ανανέωση περιλάμβανε τη μεταφορά 100 μL από τους 

δοκιμαστικούς σωλήνες της πρώτης ανανέωσης σε δοκιμαστικούς σωλήνες 

που περιείχαν 10 mL TSB και εν συνεχεία επώαση στους 37 ºC για 18 h. 
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 Για τον καθαρισμό του εμβολίου έγινε: 

 Φυγοκέντρηση στις 3600 rpm για 10 min στους 4 ºC.  

 Aπόρριψη του υπερκείμενου και επαναδιάλυση του ιζήματος σε 10 mL 

ισοτονικό διάλυμα ¼ strength Ringer’s solution (2 φορές). 

Ο καθαρισμός του εμβολίου είχε ως σκοπό την απομάκρυνση του θρεπτικού υλικού και 

όλων των μικροβιακών μεταβολιτών που υφίστανται στο μέσο. Μετά τον καθαρισμό 

πραγματοποιούνταν δειγματοληψία του τελικού εμβολίου σε ορισμένες από τις 

πειραματικές διαδικασίες για την εξακρίβωση του αρχικού πληθυσμού Salmonella. 

 

2.5.2 Πειράματα εκτίμησης ολικών, προσκολλημένων και εσωτερικοποιημένων 

κυττάρων του παθογόνου μικροοργανισμού στα λαχανικά. 

 Η πειραματική διαδικασία, που ακολουθεί μετά την ανανέωση των 

μικροοργανισμών και τον καθαρισμό του εμβολίου απεικονίζεται στο Σχήμα 1. 
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Παραλαβή και 
πλύσιμο σε 
τρεχούμενο 

νερό
Στράγγιση 
λαχανικού

Εμβολιασμός με 
εμβάπτιση σε 7 log 
CFU/mL για 2 min

Στράγγιση 
εμβολιασμένου 

λαχανικού

Τοποθέτηση σε 
σακούλες stomacher 

και επώαση για 
καθορισμένο χρόνο 

και θερμοκρασία

Απαρίθμηση των 
προσκολλημένων
κυττάρων, με την 

μέθοδο του 
επιχρίσματος

Ξέπλυμα σε dH2O
για απομάκρυνση 

των χαλαρά 
προσκολλημένων

βακτηρίων

Απαρίθμηση των 
προσκολλημένων 
κυττάρων με τη 

μέθοδο του 
επιχρίσματος για 

επικύρωση της 
μεθόδου εξυγίανσης

Απαρίθμηση των 
εσωτερικοποιημένων

με χρήση mixer για 
10g ιστού

Απαρίθμηση ολικού 
πληθυσμού κυττάρων με 

χρήση mixer για 10g
ιστού) 

Εξυγίανση φυλλικής επιφάνειας (Franz et al., 2007)

Ethanol 
80%

AgNO3 
1% 

w/V

dH2O

1 min 5 min 20 sec

 

Σχήμα 1: Πειραματική πορεία εκτίμησης ολικών, προσκολλημένων και 

εσωτερικοποιημένων κυττάρων του μικροοργανισμού στα φυλλώδη λαχανικά. 

 

2.5.2.1 Εμβολιασμός λαχανικών 

 Αρχικά τα λαχανικά ξεπλύθηκαν με τρεχούμενο, κρύο νερό βρύσης και στη συνέχεια 

ακολούθησε στράγγιση τους, προκειμένου να απομακρυνθεί η περίσσεια νερού. Ύστερα 

εμβολιάστηκαν με τον παθογόνο μικροοργανισμό (αρχικού πληθυσμού 9 log CFU/mL), 

με τη μέθοδο της εμβάπτισης κατά την οποία τα λαχανικά τοποθετήθηκαν για 2 min υπό 

ελαφρά ανάδευση σε δοχείο με αραιωτικό ¼ strength Ringer’s solution με τελικό 

πληθυσμό του μικροοργανισμού 7 log
 

CFU/mL. Παρόλο που βιβλιογραφικά έχει 
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αναφερθεί και ως μέθοδος εμβολιασμού η μέθοδος της έγχυσης, η μέθοδος της 

εμβάπτισης επιλέχτηκε με βάση τα αποτελέσματα προηγούμενης πειραματικής μελέτης 

που εκπονήθηκε στο εργαστήριο και έδειχνε ότι με τη μέθοδο της έγχυσης, όπως ήταν 

αναμενόμενο, προέκυπτε μεγαλύτερος πληθυσμός εσωτερικοποιημένων κυττάρων λόγω 

της «τεχνητής» ώθησης του εμβολίου στο εσωτερικό της επιφάνειας του λαχανικού με τη 

χρήση σύριγγας. Αντίθετα, με τη μέθοδο της εμβάπτισης, οι συνθήκες επιμόλυνσης ήταν 

πιο ρεαλιστικές καθώς η εσωτερικοποίηση του παθογόνου λάμβανε  χώρα μέσω φυσικών 

οπών των φύλλων, όπως τα στομάτια (Itoh et al, 1998; Seo et al, 1999; Takeuchi et al, 

2001) καθώς επίσης και μέσω τραυμάτων στην επιφάνεια των φύλλων (Barker-Reid et 

al., 2009). 

    Έπειτα από τον εμβολιασμό, οι απαραίτητες ποσότητες λαχανικών τοποθετούνταν 

είτε στους 5 
ο
C είτε στους 20 

ο
C όπου παρέμεναν είτε για 2 h είτε για 2 ημέρες (48 h) έως 

την δειγματοληψία-υποβολή σε καταπόνηση. Με το πέρας του προκαθορισμένου χρόνου 

επώασης τα λαχανικά πριν την δειγματοληψία ξεπλένονταν σε δοχείο με απιονισμένο 

νερό για την απομάκρυνση των χαλαρά προσκολλημένων κυττάρων του παθογόνου.  

 

2.5.2.2 Δειγματοληψία  

 

 Ολική Μεσόφιλη χλωρίδα (ΟΜΧ): Ποσότητα 0.1 mL από την κατάλληλη δεκαδική 

αραίωση ενοφθαλμίστηκε, υπό ασηπτικές συνθήκες, με τη μέθοδο της επιφανειακής 

επίστρωσης (spread) σε τρυβλία με μη επιλεκτικό υπόστρωμα TSA. Ακολούθησε 

επώαση στους 30 
o
C για 2 ημέρες και καταμέτρηση όλων των αποικιών που 

αναπτύχθηκαν. 

 

 Salmonella spp. 

 

Ο προσδιορισμός του πληθυσμού του εκάστοτε δείγματος έγινε σε κάθε θερμοκρασία (5 

ο
C και 20 

ο
C) και χρόνο (2 h και 48 h). Για κάθε δείγμα διενεργήθηκαν 2 επαναλήψεις. 
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 Προσδιορισμός συνολικού πληθυσμού (total) του παθογόνου μικροοργανισμού: 

10 g λαχανικού αραιώθηκαν σε ισοτονικό διάλυμα Ringer (1:10) και 

ομογενοποιήθηκαν με χρήση ομογενοποιητή χειρός (hand mixer). 

 Προσδιορισμός του πληθυσμού των προσκολλημένων κυττάρων του παθογόνου 

στην επιφάνεια του λαχανικού έγινε με την μέθοδο επιχρίσματος (swabbing) 

(βλέπε 2.5.2.2.α). Χρησιμοποιήθηκαν 2 αποστειρωμένοι στειλεοί για τη 

«σάρωση» 10 g λαχανικού οι οποίοι εμβαπτίστηκαν σε δοκιμαστικούς σωλήνες 

με 10 mL ισοτονικό διάλυμα Ringer.  

 Προσδιορισμός του εσωτερικοποιημένου πληθυσμού του παθογόνου έγινε 

αφότου είχε προηγηθεί η εξυγίανση της επιφάνειας του λαχανικού (βλέπε 

2.5.2.2.β). Συγκεκριμένα, 10 g λαχανικού αραιώθηκαν σε Ringer (1:10) και 

ομογενοποιήθηκαν με χρήση ομογενοποιητή χειρός. 

 Όλα τα δείγματα τοποθετήθηκαν σε σακούλες stomacher με φίλτρο και στη συνέχεια, 

ακολούθησαν οι διαδοχικές αραιώσεις και η επίστρωση τους σε τρυβλία TSA (βλέπε 

2.5.2.2.γ και 2.5.2.2.δ). Μετά το πέρας της 1.5 ώρας, ακολούθησε δεύτερη στρώση με 

προσθήκη 8 mL XLD στα τρυβλία και επώαση στους 37 
o
C για 24 h. 

 

2.5.2.2.α Μέθοδος επιχρίσματος (swabbing) 

 

  Αποστειρωμένοι βαμβακοφόροι στειλεοί διαποτίζονται με 

κατάλληλο αραιωτικό διάλυμα και στη συνέχεια χρησιμοποιούνται για 

τη σάρωση, εφαρμόζοντας ήπια πίεση, της εξεταζόμενης επιφάνειας. Ο 

προσδιορισμός του μικροβιακού φορτίου γίνεται με την τοποθέτηση του 

βαμβακοφόρου στειλεού σε αποστειρωμένο δοκιμαστικό σωλήνα με 

αραιωτικό διάλυμα και ακολουθεί η διαδικασία των διαδοχικών 

αραιώσεων. 

 

 

Εικόνα 2.5.2.2.α Εφαρμογή 

μεθόδου επιχρίσματος σε 

φύλλο λαχανικού 

 



[59] 
 

2.5.2.2.β Μέθοδος εξυγίανσης επιφάνειας 

 

Με σκοπό την εύρεση της κατάλληλης μεθόδου εξυγίανσης προκειμένου να μην  

αλλοιώνονται τα οργανοληπτικά και μορφολογικά χαρακτηριστικά των λαχανικών 

δοκιμάστηκαν η χλωρίνη (NaClO), 100% αιθανόλη και ο νιτρικός άργυρος (AgNO3). 

Λόγω της αλλοίωσης του φυτικού ιστού από την χλωρίνη και την αιθανόλη, η μέθοδος 

που εφαρμόστηκε για την εξυγίανση της επιφάνειας των λαχανικών περιλάμβανε 

διαδοχικά τα στάδια (Franz et al., 2007):  

 Εμβάπτιση σε διάλυμα 80 % v/v αιθανόλης για 20 sec 

 Εμβάπτιση σε διάλυμα 1 % w/v AgNO3 για 5 min  

 Ξέπλυμα σε απιονισμένο νερό για 1 min 

 Ύστερα από κάθε εφαρμογή της μεθόδου για την επαλήθευση της ορθής εξυγίανσης, 

σε δείγμα λαχανικού εφαρμοζόταν η μέθοδος προσδιορισμού των προσκολλημένων 

κυττάρων με την  μέθοδο επιχρίσματος. Συγκεκριμένα, 2 αποστειρωμένοι στειλεοί 

χρησιμοποιήθηκαν για τη «σάρωση» 10 g λαχανικού και στη συνέχεια εμβαπτίστηκαν σε 

δοκιμαστικούς σωλήνες με 10 mL ισοτονικό διάλυμα Ringer solution. Έπειτα, ποσότητα 

1 mL, ενοφθαλμίστηκε υπό ασηπτικές συνθήκες, με τη μέθοδο της επιφανειακής 

επίστρωσης σε τριπλό τρυβλίο, με επιλεκτικό υπόστρωμα XLD. 

 

2.5.2.2.γ Μέθοδος διαδοχικών αραιώσεων 

     

Ο προσδιορισμός του μικροβιακού φορτίου χρειάζεται μία διαδικασία 

διαχωρισμού των βακτηρίων, ώστε όταν καλλιεργηθούν σε ένα θρεπτικό υλικό, να 

σχηματίζουν μεμονωμένες και ευκρινείς αποικίες. Η διαδικασία αυτή ονομάζεται 

μέθοδος διαδοχικών αραιώσεων. 
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Εικόνα 2.5.2.2.γ: Μέθοδος των διαδοχικών αραιώσεων. 

 

2.5.2.2.δ Τεχνική επιφανειακής επίστρωσης (spread plate technique) 

 

 Εφαρμόζεται γενικά για αερόβιους μικροοργανισμούς και είναι η εξάπλωση 

γνωστού όγκου (0.1 mL) βακτηριακού εναιωρήματος σε στερεό θρεπτικό υπόστρωμα. 

 

2.5.3 Μέθοδος απαρίθμησης βακτηριακών αποικιών 

 

 Η μέθοδος απαρίθμησης βακτηριακών αποικιών αφορά την καταμέτρηση των 

αποικιών που σχηματίζονται σε στερεό θρεπτικό υλικό κατά την εξάπλωση ή 

ενσωμάτωση γνωστής συγκέντρωσης εμβολίου. Εκφράζεται σε μονάδα σχηματιζόμενων 

αποικιών (Colony Forming Units, CFU).  

log (CFU/g) = log ((μέσος όρος αριθμού αποικιών)*αραίωση*1/V)  όπου V: o όγκος 

(mL) που προστίθεται στο τρυβλίο. 
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2.5.4 Έκθεση σε όξινη καταπόνηση 

 

      Με στόχο τη μελέτη της φυσιολογίας του παθογόνου μικροοργανισμού Salmonella 

Enteritidis μετά από παραμονή επάνω ή μέσα στο φυτικό ιστό, ο παθογόνος εκτέθηκε σε 

ακραία όξινη καταπόνηση προσομοιάζοντας το περιβάλλον (pH) του στομάχου. Για το 

λόγο αυτό, η όξινη καταπόνηση πραγματοποιήθηκε στους 37
ο
C σε εργαστηριακό 

θρεπτικό υλικό TSB του οποίου το pH ρυθμίστηκε στο 2.7 υπό ασηπτικές συνθήκες με 

χρήση HCl (6Ν). Η επιλογή ρύθμισης του pH στο 2.7 έγινε με βάση δεδομένα 

προηγούμενης ερευνητικής δραστηριότητας του εργαστηρίου κατά την οποία 

πλαγκτονικά κύτταρα του μικροοργανισμού εκτέθηκαν σε  pH 2.0, 2.5, 2.7 και 2.9. Σε 

pH 2.0 δεν παρατηρήθηκε επιβίωση του παθογόνου ακόμα και τη χρονική στιγμή t=0. 

Επιπλέον, όσο χαμηλότερη ήταν η τιμή του pH στο οποίο υποβαλλόταν ο παθογόνος 

τόσο μικρότερη η επιβίωση του. Αντίθετα, σε pH 2.9, η ανάπτυξη του μικροοργανισμού 

επηρεάστηκε ελάχιστα. Τελικά, ο παθογόνος επιλέχθηκε να εκτίθεται σε pH 2.7 λόγω της 

ομαλότερης μείωσης του πληθυσμού που παρατηρήθηκε κατά την έκθεση των 

πλαγκτονικών κυττάρων καθιστώντας έτσι πιο διακριτές τις πιθανές διαφορές στην 

απόκριση του  παθογόνου. 

 

2.5.4.1 Μελέτη ανοχής ολικών, προσκολλημένων και εσωτερικοποιημένων 

κυττάρων Salmonella σε χαμηλό pH. 

 

Η υποβολή σε όξινη καταπόνηση των εμβολιασμένων με S. Enteritidis λαχανικών 

πραγματοποιήθηκε ύστερα από συντήρηση τους για 2 h και 48 h σε θερμοκρασία 5 
ο
C 

και 20 
ο
C. Σε κάθε χρονική στιγμή υποβάλλονταν σε όξινη καταπόνηση οι παρακάτω 

κατηγορίες δειγμάτων-πληθυσμών S. Enteritidis. 

        • Συνολικός πληθυσμός (total) του παθογόνου μικροοργανισμού: 10 g λαχανικού 

αραιώθηκαν (1:10) σε TSB με χαμηλό pH και ομογενοποιήθηκαν με χρήση 

ομογενοποιητή χειρός. 
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        • Προσκολλημένα κύτταρα του παθογόνου στην επιφάνεια του λαχανικού:  έγινε με 

τη μέθοδο επιχρίσματος (swabbing). Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν 2 βαμβακοφόροι 

στειλεοί για τη «σάρωση»  10 g λαχανικού, οι οποίοι στη συνέχεια τοποθετήθηκαν σε 10 

mL πούλπας λαχανικού. Η πούλπα λαχανικού είχε προκύψει από αραίωση (1:10), 10 g 

του λαχανικού σε TSB με χαμηλό pH και ομογενοποίηση τους με ομογενοποιητή χειρός 

(mixer). Ο ομογενοποιημένος ιστός λαχανικού προστίθετο ώστε τα κύτταρα να εκτεθούν 

στις ίδιες συνθήκες με τα ολικά και εσωτερικοποιημένα κύτταρα καθώς η παρουσία 

ιστού ενδέχεται να έχει προστατευτικό ρόλο για τα κύτταρα κατά την έκθεσή τους σε 

όξινη καταπόνηση. Επιπλέον, η έκθεση του παθογόνου σε ακραία όξινη καταπόνηση 

παρουσία φυτικού ιστού προσομοιάζει καλύτερα το περιβάλλον στο οποίο θα εκτεθούν 

τα βακτηριακά κύτταρα στο εσωτερικό του ανθρώπινου στομάχου, δεδομένου ότι η 

μάσηση του λαχανικού και συνεπώς η ομογενοποίησή του θα έχει ήδη προηγηθεί σε 

προηγούμενο στάδιο.  

        • Εσωτερικοποιημένα κύτταρα του παθογόνου αφότου είχε προηγηθεί η εξυγίανση 

της επιφάνειας του λαχανικού. 10 g λαχανικού αραιώνονταν (1:10)  σε TSB με χαμηλό 

pH και ομογενοποιήθηκαν με χρήση ομογενοποιητή χειρός. 

    Η όξινη καταπόνηση πραγματοποιούταν στους 37 
o
C για συνολικό χρόνο έως 75 min, 

ενώ η καταμέτρηση του παθογόνου λάμβανε χώρα ανά 15 min με επίστρωση του 

παθογόνου σε τρυβλία με στερεό θρεπτικό υπόστρωμα ακολουθώντας την τεχνική διπλής 

στρώσης (TSA, XLD) για την καλύτερη ανάκτηση τραυματισμένων κυττάρων. Η 

επιβίωση του παθογόνου εκφράστηκε ως ο λόγος των επιβιωσάντων κυττάρων σε χρόνο 

tx προς τον αρχικό πληθυσμό σε χρόνο t0. 

 

2.5.4.2 Ανάκτηση τραυματισμένων κυττάρων-Τεχνική διπλής στρώσης 

 

Είναι γνωστό ότι κύτταρα Salmonella spp τα οποία επιστρώνονται σε επιλεκτικό 

θρεπτικό υπόστρωμα (XLD), ενώ έχει προηγηθεί η υποβολή τους σε ισχυρή καταπόνηση 

ενδέχεται, είτε λόγω τραυματισμού είτε λόγω της επιπλέον καταπόνησης που προκαλεί 

το ίδιο το επιλεκτικό υπόστρωμα να αδυνατούν να αναπτυχθούν με αποτέλεσμα την 
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υποεκτίμηση του πληθυσμού των επιβιωσάντων κυττάρων (Ray and Adams, 1984; 

Reissbrodt et al., 1996; Kang and Fung, 1999). Σύμφωνα με τους Kang and Fung (2000), 

επίστρωση των βακτηριακών κυττάρων αρχικά σε μη επιλεκτικό μέσο (TSA) και 

εφαρμογή δεύτερης στρώσης επιλεκτικού μέσου (XLD) 7 mL μετά από επώαση των 

τρυβλίων για 1,5 h σε θερμοκρασία 37 
o
C έχει ως αποτέλεσμα την καλύτερη ανάκτηση 

τραυματισμένων κυττάρων και συνεπώς πιο αξιόπιστη εκτίμηση του βακτηριακού 

πληθυσμού. Η καλύτερη ανάκτηση επιτυγχάνεται διότι οι επιλεκτικοί παράγοντες του 

στρώματος XLD διαχέονται στο κατώτερο στρώμα TSA αφού τα τραυματισμένα 

κύτταρα έχουν ανακάμψει με αποτέλεσμα να απαριθμούνται τραυματισμένα και μη 

κύτταρα Salmonella. 

 

 2.5.5 Μέτρηση pH 

 

    O προσδιορισμός του pH των δειγμάτων και η ρύθμιση του pH του θρεπτικού μέσου 

για την έκθεση στην όξινη καταπόνηση πραγματοποιήθηκε σε pHμετρο (WTW pH Meter 

526). Η μέτρηση του pH των δειγμάτων γινόταν τόσο στα ανεμβολίαστα όσο και στα 

εμβολιασμένα δείγματα λαχανικών καθώς και πριν και μετά την υποβολή σε συνθήκες 

όξινης καταπόνησης. 

 

2.6 Μελέτη στελεχών Salmonella ως προς το βαθμό προσκόλλησης και 

εσωτερικοποίησης στην επιφάνεια φυτικού ιστού 

     

Με σκοπό τη μελέτη των διαφορετικών στελεχών Salmonella ως προς το βαθμό 

προσκόλλησης και εσωτερικοποίησης τους, λαχανικά εμβολιάστηκαν με το εκάστοτε 

βακτηριακό στέλεχος και ακολούθησε καταμέτρηση των ολικών (total), 

προσκολλημένων (attached) και εσωτερικoποιημένων (internalized) κυττάρων 

Salmonella spp.. Συγκεκριμένα, επιλέχθηκαν τρία στελέχη του παθογόνου 

μικροοργανισμού και εμβολιάστηκαν με την μέθοδο της εμβάπτισης (7 log CFU/g) σε 

πέντε λαχανικά. Τα στελέχη που επιλέχθηκαν ήταν ο S. Typhimurium, o S. Infantis και ο 
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S. Enteritidis. Ο εμβολιασμός έγινε σε σπανάκι, μαρούλι, χόρτα βλίτα, ιταλικά χόρτα και 

ρόκα, τα οποία στην συνέχεια επωάστηκαν είτε στους 5 
o
C είτε στους 20 

o
C για 2 h και 

48 h. Η διαδικασία προσδιορισμού των ολικών, προσκολλημένων και 

εσωτερικοποιημένων κυττάρων αναφέρεται αναλυτικά παραπάνω (βλέπε 2.5.2.2). 

 

2.7 Εκτίμηση της Ολικής Μεσόφιλης Μικροχλωρίδας (ΟΜΧ) των λαχανικών 

 Με σκοπό να εκτιμηθούν οι μικροοργανισμοί που απαντώνται στα λαχανικά, που 

διενεργήθηκαν τα πειράματα μας, καθώς και το τι ποσοστό αυτών αποτελεί τον ολικό, 

τον προσκολλημένο και τον εσωτερικοποιημένο πληθυσμό, έγινε δειγματοληψία των 

λαχανικών και επίστρωση ή ενσωμάτωση τους (ανάλογα με το θρεπτικό υπόστρωμα) σε 

διάφορα υποστρώματα. Τα θρεπτικά υποστρώματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν: 

 Tryptic Soy Agar (TSA) (LAB M, LAB011, United Kindom). Χρησιμοποιήθηκε 

για την καλλιέργεια μιας ευρείας ποικιλίας αερόβιων και αναερόβιων 

μικροοργανισμών, και συγκεκριμένα για την εκτίμηση της Ολικής Μεσόφιλης 

Χλωρίδας των λαχανικών (ΟΜΧ). 

 Pseudomonas Agar Base (CFC) (LAB M, LAB108, United Kindom). Εκλεκτικό 

θρεπτικό υπόστρωμα που χρησιμοποιήθηκε για την απομόνωση και τον 

προσδιορισμό των ψευδομονάδων. 

 Rose Bengal Chloramphenicol Agar Base (RBC) (LAB M, LAB036, United 

Kindom). Εκλεκτικό θρεπτικό υπόστρωμα που χρησιμοποιήθηκε για την 

απομόνωση και την καταμέτρηση των μυκήτων και των ζυμών στα λαχανικά. 

  Violet Red Bile Glucose Agar (V.R.B.G.A) (LAB M, LAB088, United 

Kindom). Χρησιμοποιήθηκε ως εκλεκτικό θρεπτικό υπόστρωμα για την 

καταμέτρηση των εντεροβακτηρίων. Περιέχει γλυκόζη η οποία ζυμώνεται από 

όλα τα μέλη της οικογένειας Enterobacteriaceae ενώ τα χολικά άλατα καθώς και 

το κρυσταλλικό ιώδες χρησιμοποιούνται για την αναστολή της ανάπτυξης των 

Gram- θετικών και των μη εντερικών βακτηρίων. Η επιφανειακή επίστρωση 

εξασφαλίζει μη αναερόβιες συνθήκες και καταστέλλει την ανάπτυξη των μη-

ζυμούμενων Gram-αρνητικών βακτηρίων. 
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 M.R.S (LAB M, LAB223, United Kindom). Χρησιμοποιήθηκε ως εκλεκτικό 

θρεπτικό υπόστρωμα για την καταμέτρηση των οξυγαλακτικών βακτηρίων. 

 

2.8 Πειράματα μελέτης φυτικών εκχυλισμάτων 

2.8.1 Μελέτη της μείωσης του παθογόνου μικροοργανισμού Salmonella spp. σε 

εκχυλίσματα φυλλωδών λαχανικών μετά από έκθεση σε όξινη καταπόνηση. 

Αφού μελετήθηκε η κινητική του παθογόνου μικροοργανισμού στα φυλλώδη 

λαχανικά, γεννήθηκε το ερώτημα πως επιδρά άραγε η σύσταση και η απελευθέρωση των 

θρεπτικών συστατικών του εκάστοτε λαχανικού στην επιβίωση, την ανάπτυξη ή τη 

μείωση του παθογόνου καθώς και τι ρόλο παίζει η απουσία ή η παρουσία της ενδογενούς 

μικροχλωρίδας; Με βάση τα ερωτήματα αυτά σχεδιάστηκε μια σειρά πειραμάτων όπου 

εκχυλίσματα λαχανικών εμβολιάστηκαν με Salmonella spp. και εκτέθηκαν σε ακραίες 

συνθήκες όξινης καταπόνησης. 

Επίσης, αξίζει να αναφερθεί ότι σε προπειράματα που έγιναν στα λαχανικά 

εξετάστηκαν δύο διαφορετικοί τρόποι ομογενοποίησης του φυτικού ιστού 

(ομογενοποίηση με Stomacher και ομογενοποίηση με ομογενοποιητή χειρός), και τελικά 

επιλέχθηκε ο ομογενοποιητής χειρός καθώς ο τρόπος αυτός επέτρεπε την καλύτερη 

δυνατή απελευθέρωση των θρεπτικών στοιχείων του εκάστοτε λαχανικού καθώς και των 

εν δυνάμει παρεμποδιστικών για την ανάπτυξη του παθογόνου ουσιών, με αποτέλεσμα 

την καλύτερη μελέτη της φυσιολογίας του παθογόνου.  

Η πειραματική διαδικασία, που ακολουθεί μετά την ανανέωση των 

μικροοργανισμών και τον καθαρισμό του εμβολίου απεικονίζεται στο Σχήμα 2. 
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Παραλαβή 
και πλύσιμο 

σε 
τρεχούμενο 

νερό

Στράγγιση λαχανικού

Mixer 1:10

Στείρα εκχυλίσματα

Μη στείρα 
εκχυλίσματα

Τοποθέτηση 10 ml 
εκχυλίσματος σε falcon και 
εμβολιασμός των 
δειγμάτων με 107 cfu/ml

Επώαση για 
καθορισμένο χρόνο 
και θερμοκρασία

Φυγοκέντρηση
των δειγμάτων

Acid 
challenge

Θέρμανση στους 80ο C για 30 
min

Διήθηση

Αποστείρωση στους 
121 οC για 20 min

Διήθηση του δείγματος 
με αποστειρωμένο 
διηθητικό χαρτί

Ρύθμιση TSB
(pH 2.7, 37 oC)

 

Σχήμα 2: Προετοιμασία των φυτικών εκχυλισμάτων για υποβολή σε συνθήκες όξινης 

καταπόνισης (acid challenge). 

Αρχικά τα λαχανικά ξεπλύθηκαν με τρεχούμενο, κρύο νερό βρύσης και 

ακολούθησε στράγγιση τους, προκειμένου να απομακρυνθεί η περίσσεια νερού. Στη 

συνέχεια, έγινε ομογενοποίηση του φυτικού ιστού με χρήση ομογενοποιητή χειρός (hand 

mixer) (αραίωση 1:10 σε Ringer). Στο σημείο αυτό διακρίθηκαν δύο περιπτώσεις 

εκχυλισμάτων: α) τα μη στείρα εκχυλίσματα και τα β) τα στείρα εκχυλίσματα, που σκοπό 

είχαν να ερμηνεύσουν το πώς επιδρά η ενδογενής μικροχλωρίδα των λαχανικών στην 

επιβίωση, την ανάπτυξη ή τη μείωση του παθογόνου. Σε ότι αφορά τα μη στείρα 

εκχυλίσματα, μετά την ομογενοποίηση των λαχανικών, 10 mL του εκάστοτε 

εκχυλίσματος τοποθετήθηκαν σε falcon και εμβολιάστηκαν με 10
7
 CFU/mL Salmonella. 

Αντίθετα, στα στείρα εκχυλίσματα μετά την ομογενοποίηση των λαχανικών, ακολούθησε 
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τοποθέτηση τους σε Duran και εν συνεχεία σε υδατόλουτρο στους 80 
ο
C για 15-30 min 

με σκοπό την μετουσίωση των ενζύμων και των πρωτεϊνών των λαχανικών και τη 

δημιουργία δύο διακριτών φάσεων. Έπειτα, τα δείγματα διηθήθηκαν με διηθητικό χαρτί 

Whatman, τοποθετήθηκαν σε νέα Duran και αποστειρώθηκαν στους 121
 ο

C για 20 min, 

με στόχο τη θανάτωση της ενδογενούς μικροχλωρίδας. Μετά την αποστείρωση, υπό 

ασηπτικές συνθήκες τα δείγματα διηθήθηκαν εκ νέου με αποστειρωμένο διηθητικό χαρτί 

Whatman και 10 mL του εκάστοτε εκχυλίσματος τοποθετήθηκαν σε αποστειρωμένα 

falcon και εμβολιάστηκαν με 10
7
 CFU/mL του παθογόνου μικροοργανισμού (Manios et 

al., 2013). 

Έπειτα από τον εμβολιασμό, και στις δύο περιπτώσεις, τα δείγματα τοποθετούνταν 

στους 5 
ο
C και στους 20 

ο
C όπου παρέμεναν είτε για 2 h είτε για 2 ημέρες (48 h) μέχρι 

την έκθεση τους σε συνθήκες όξινης καταπόνησης (acid challenge). Μετά την πάροδο 

της συντήρησης τους, γινόταν μια αρχική δειγματοληψία των φυτικών εκχυλισμάτων 

προκειμένου να εκτιμηθεί ο πληθυσμός του Salmonella πριν το acid challenge, μέτρηση 

του pH τους και φυγοκέντρηση στη θερμοκρασία συντήρησης τους, με στόχο τον 

καθαρισμό των δειγμάτων και την απομάκρυνση των μεταβολικών προϊόντων των 

λαχανικών. Μετά τη φυγοκέντρηση, το ίζημα που προέκυπτε επαναδιαλυόταν σε falcon 

που περιείχαν 19 mL προθερμασμένου στους 37
 ο

C ΤSB pH 2.7 και ξεκινούσε η 

διαδικασία του acid challenge. Η όξινη καταπόνηση πραγματοποιούνταν στους 37 
o
C για 

συνολικό χρόνο έως 75 min, ενώ η καταμέτρηση του παθογόνου λάμβανε χώρα ανά 15 

min με επίστρωση του παθογόνου σε τρυβλία με στερεό θρεπτικό υπόστρωμα 

ακολουθώντας την τεχνική διπλής στρώσης (TSA, XLD) για την καλύτερη ανάκτηση 

τραυματισμένων κυττάρων. Στη συνέχεια, τα τρυβλία τοποθετούνταν σε επωαστικό 

θάλαμο στους 37 
o
C και η καταμέτρηση των αποικιών γινόταν μετά από 24 h. 

2.8.2 Επίδραση της παρουσίας διαφορετικών μέσων παραμονής του παθογόνου 

κατά τη διάρκεια έκθεσης του μικροοργανισμού Salmonella σε συνθήκες όξινης 

καταπόνησης. 

 Έχοντας μελετήσει το πώς η παραμονή του παθογόνου σε διαφορετικά φυτικά 

εκχυλίσματα επηρεάζει τη μετέπειτα οξεοανθεκτικότητα του, γεννήθηκε το ερώτημα του 

τι ρόλο παίζει το μέσο παραμονής στην επιβίωση του μικροοργανισμού μετά από έκθεση 
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σε συνθήκες όξινης καταπόνησης. Υπάρχει διαφορά εάν ο μικροοργανισμός εμβολιαστεί 

απευθείας σε φυτικό ιστό συγκριτικά με το εάν εμβολιαστεί στο θρεπτικό μέσο 

ανάπτυξης; Με βάση τα ερωτήματα αυτά, για τους ίδιους χρόνους και θερμοκρασίες 

συντήρησης, αντί για συντήρηση σε φυτικά εκχυλίσματα το παθογόνο συντηρήθηκε σε 

εργαστηριακό θρεπτικό υπόστρωμα και στη συνέχεια εκτέθηκε είτε σε TSB με χαμηλό 

pH είτε σε εκχυλίσματα αραιωμένα σε TSB με χαμηλό pH. 

 Πιο συγκεκριμένα, μετά την ανανέωση και τον καθαρισμό του εμβολίου, falcon 

με 10 mL αποστειρωμένο TSB εμβολιάστηκαν με 10
6
 CFU/mL και συντηρήθηκαν στους 

5 
ο
C και στους 20 

ο
C για διάστημα 2 h και 48 h έως την υποβολή σε όξινη καταπόνηση. 

Η συγκέντρωση του παθογόνου με την οποία εμβολιάστηκαν τα δείγματα επιλέχθηκε με 

βάση τον αντίστοιχο ολικό πληθυσμό του παθογόνου που παρατηρήθηκε στα ακέραια 

τμήματα του εκάστοτε λαχανικού κατά την υποβολή σε όξινη καταπόνηση. Αφού 

διενεργήθηκε αρχική δειγματοληψία και μετρήθηκε το αρχικό pH, τα δείγματα 

φυγοκεντρήθηκαν στις θερμοκρασίες συντήρησης τους και αφού απορρίφθηκε το 

υπερκείμενο τους, το ίζημα που προέκυπτε επαναδιαλυόταν σε σακούλες φίλτρου που 

περιείχαν 19 mL πούλπας λαχανικού pH 2.7 προθερμασμένης στους 37
 ο

C. Για τη 

δημιουργία της πούλπας, λαχανικά ξεπλύθηκαν, ομογενοποιήθηκαν με χρήση 

ομογενοποιητή χειρός (hand mixer) και πραγματοποιήθηκε αραίωση τους 1:10 με ήδη 

ρυθμισμένο TSB pH 2.7. 

Η όξινη καταπόνηση πραγματοποιούνταν στους 37 
o
C για συνολικό χρόνο έως 75 

min, ενώ η καταμέτρηση του παθογόνου λάμβανε χώρα ανά 15 min με επίστρωση του 

παθογόνου σε τρυβλία με στερεό θρεπτικό υπόστρωμα ακολουθώντας την τεχνική διπλής 

στρώσης (TSA, XLD) για την καλύτερη ανάκτηση τραυματισμένων κυττάρων. Στη 

συνέχεια, τα τρυβλία τοποθετούνταν σε επωαστικό θάλαμο στους 37 
o
C και η 

καταμέτρηση των αποικιών γινόταν στις 24 h. 

Επιπλέον, ο παθογόνος μικροοργανισμός μετά τη 2
η
 ανανέωση του και χωρίς 

συντήρηση (κύτταρα στατικής φάσης) εκτέθηκε σε συνθήκες χαμηλού pH με σκοπό να 

διερευνηθεί το κατά πόσο αλληλεπιδρά η συντήρηση των 2 h καθώς και των 48 h στη 

φυσιολογία του και στη μετέπειτα απόκριση του έναντι συνθηκών όξινης καταπόνισης. 



[69] 
 

Μελετώντας τη συμπεριφορά του παθογόνου μικροοργανισμού είτε σε ακέραια 

τμήματα λαχανικών είτε σε εκχυλίσματα τους και παρατηρώντας την επαγωγή 

οξεοανθεκτικότητας σε ορισμένες περιπτώσεις, τέθηκε το ερώτημα ποιοι μηχανισμοί 

είναι υπεύθυνοι για την προσαρμογή του παθογόνου σε ακραίες συνθήκες; Σε αυτό το 

πλαίσιο μελετήθηκε η έκφραση γονιδίων που είναι γνωστό ότι σχετίζονται με την 

παθογένεια και τη λοιμωξιογόνο δράση του μικροοργανισμού καθώς και με μηχανισμούς 

προσαρμογής και αντιμετώπισης ακραίων όξινων συνθηκών. 

 

2.9 Επίδραση της εποίκισης διαφορετικών λαχανικών στη μεταβολή των επιπέδων 

γονιδιακής μεταγραφής του Salmonella Enteritidis. 

Για τον προσδιορισμό των γονιδίων που σχετίζονται με την παθογένεια και τη 

λοιμωξιογόνο δράση του Salmonella, η μέθοδος που χρησιμοποιήθηκε ήταν η Real-Τime 

RT-PCR (PCR πραγματικού χρόνου) η οποία είναι μια γρήγορη, αξιόπιστη και 

ευαίσθητη μέθοδος, που επιτρέπει την ποσοτικοποίηση συγκεκριμένων αλληλουχιών-

στόχων (Σχήμα 3). Στη Real-Time PCR, η μέτρηση της ποσότητας του προϊόντος 

πραγματοποιείται καθ’ όλη τη διάρκεια της αντίδρασης, μέσω της παρακολούθησης της 

αύξησης του φθορισμού κάποιας φθορίζουσας ουσίας. Στη συγκεκριμένη περίπτωση ο 

φθορισμός μετριέται σε κάθε κύκλο της PCR, με αποτέλεσμα να προκύπτει μια καμπύλη 

ενίσχυσης (amplification plot), γεγονός που επιτρέπει στον ερευνητή να παρακολουθεί 

όλη τη διαδικασία της αντίδρασης. Η αύξηση του σήματος φθορισμού είναι ανάλογη του 

συντιθέμενου προϊόντος και σχετίζεται άμεσα με την ποσότητα του αρχικού 

υποστρώματος.  

Η καμπύλη ενίσχυσης διακρίνεται σε τρεις φάσεις: την εκθετική, τη γραμμική και 

τη φάση κορεσμού. Κατά την εκθετική φάση (exponential phase), σε κάθε κύκλο της 

αντίδρασης πραγματοποιείται ακριβής διπλασιασμός του προϊόντος, καθώς όλα τα 

απαραίτητα για την PCR συστατικά (π.χ. dNTPs, εκκινητές, πολυμεράση) βρίσκονται σε 

περίσσεια (100% αποδοτικότητα). 
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Καθώς συνεχίζεται η αντίδραση, επέρχεται η γραμμική φάση κατά την οποία 

κάποια από τα αντιδραστήρια αρχίζουν να εξαντλούνται, ενώ παράλληλα 

συσσωρεύονται, σταδιακά, αναστολείς. Στη συγκεκριμένη φάση, η αντίδραση της 

ενίσχυσης επιβραδύνεται, καθώς μειώνεται η αποδοτικότητα της και τελικά σταματάει 

εντελώς, οπότε η καμπύλη φθορισμού φτάνει σε σημείο κορεσμού (plateau). Το σημείο 

κορεσμού διαφέρει μεταξύ των δειγμάτων και εξαρτάται από τις κινητικές των 

αντιδράσεών τους.  

Οι μετρήσεις για την ποσοτικοποίηση αφορούν την εκθετική φάση της 

αντίδρασης. Σημαντική παράμετρο για την ποσοτικοποίηση αποτελεί η τιμή Ct 

(threshold cycle). Πρόκειται για τον αριθμό των κύκλων της αντίδρασης ενίσχυσης που 

απαιτούνται ώστε η τιμή του παρατηρούμενου φθορισμού να προσεγγίζει ένα 

συγκεκριμένο όριο (threshold). Η τιμή του ορίου αυτού ορίζεται πάνω από την 

αντίστοιχη του μη-ειδικού σήματος (background). Η τιμή Ct είναι αντιστρόφως ανάλογη 

της αρχικής ποσότητας του υποστρώματος: όσο μικρότερη είναι η τιμή Ct τόσο 

υψηλότερη είναι η συγκέντρωση του αρχικού υποστρώματος (Bustin et al., 2005; 

Kubista et al., 2006).  
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Απομόνωση RNA και παραλαβή cDNA με RT-
PCR

Real-time PCR Εμφάνιση 
φθορισμού

ΑποτελέσματαΑνάλυση αποτελεσμάτων

 

Σχήμα 3: Αρχή λειτουργίας της Real-Τime PCR. 

 

2.9.1 Απομόνωση ολικού RNA 

 

Με σκοπό τη μελέτη της μεταβολής των επιπέδων έκφρασης γονιδίων που 

σχετίζονται είτε με απόκριση του παθογόνου έναντι καταπονήσεων, είτε με τη 

λοιμωξιογόνο δράση του παθογόνου Salmonella spp όταν έχει προσκολληθεί ή βρίσκεται 

στο εσωτερικό του φυτικού ιστού των υπό μελέτη λαχανικών, 9 mL λαμβάνονταν από το 

εκάστοτε δείγμα στο οποίο γινόταν προσθήκη 1/10 του όγκου RNA Stop solution (95 % 

v/v EtOH/ 5 % v/v phenol-water saturated). Στη συνέχεια, η βιομάζα συλλεγόταν με 

φυγοκέντρηση για 10 min στις 3600 rpm, απορριπτόταν το υπερκείμενο και τα 

βακτηριακά ιζήματα φυλάσσονταν στους -20 
o
C.   
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Η απομόνωση του ολικού RNA πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας το 

πρωτόκολλο hot phenol/ SDS, όπως περιγράφεται από τους Jahn et al, (2008), με μικρές 

τροποποιήσεις.  Αρχικά προηγείτο λύση των κυττάρων με προσθήκη 500 μL διαλύματος 

λύσης (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0 και 0.5 mg/mL λυσοζύμη). Στη συνέχεια, 

προστίθετο 50 μL SDS (Sodium Dodecyl Sulfate, 10 % w/v) και επώαση στους 65 
o
C για 

3 min. Aκολούθως, προστίθετο 18 μL CH3COONa (3Μ, pH 5.2) και 600 μL 

προθερμασμένη όξινη φαινόλη και επωάζονταν στου 65 
o
C για 6 min. Στη συνέχεια, τα 

δείγματα τοποθετούνταν άμεσα στον πάγο, όπου και παρέμεναν για 1-2 min. 

Ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 5 min. Έπειτα το υπερκείμενο 

μεταφερόταν σε νέο σωλήνα eppendorf και προστίθεντο μία συγκεκριμένη αναλογία 

φαινόλης: χλωροφορμίου: ισοαμυλική αλκοόλης  (24:24:1), αναδευόταν και 

φυγοκεντρούνταν στις 12000 rpm για 3 min. Επαναλαμβανόταν το προηγούμενο βήμα 

και ακολούθως το υπερκείμενο μεταφερόταν σε 1 V χλωροφορμίου: ισοαμυλική 

αλκοόλη (24:1 v/v) και ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 3 min. Η 

κατακρήμνιση του RNA πραγματοποιούταν με την προσθήκη 2.5 V αιθανόλης (100%) 

και 1/10 V CH3COONa (3 M, pH 5.2) και ακόλουθη τοποθέτηση στους -80 
o
C O/N(over 

night). Η παραλαβή των νουκλεϊνικών οξέων γινόταν με φυγοκέντρηση στους 4 
o
C, στις 

13000 rpm για 30 min, καθαρισμό με 500 μL αιθανόλη 70% v/v και φυγοκέντρηση στους 

4 
o
C, στις 12000 rpm για 5 min. Στη συνέχεια, το υπερκείμενο απομακρυνόταν και τα 

ιζήματα αφήνονταν να στεγνώσουν για περίπου 20 min. Το RNA επαναδιαλυόταν σε 25 

μL ddH20 και φυλασσόταν στους -80 
o
C. Η συγκέντρωση του RNA προσδιοριζόταν 

φωτομετρικά (Implen, NanoPhotometer) με μέτρηση της απορρόφησης στα 260 nm. Η 

καθαρότητα των νουκλεϊνικών οξέων προσδιοριζόταν από το λόγο Α260 nm/A280 nm. 

Στη συνέχεια τα δείγματα RNA υποβάλλονταν σε χειρισμό με DNase (Promega), 

σύμφωνα με το πρωτόκολλο του κατασκευαστή, για την απομάκρυνση του DNA από το 

δείγμα και κατόπιν καθαρίζονταν με φαινόλη – χλωροφόρμιο, όπως περιγράφεται 

παραπάνω, καθώς και ο ποσοτικός προσδιορισμός αυτών. Ακολούθως, τα δείγματα RNA 

ελέγχονταν για την παρουσία υπολειμμάτων DNΑ πραγματοποιώντας Real time PCR και 

εξειδικευμένους εκκινητές (16SrRNA), όπως περιγράφεται σε ακόλουθη παράγραφο.   
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Η ανάστροφη μεταγραφή πραγματοποιήθηκε σε όγκο 20μl, χρησιμοποιώντας 300ng 

ολικό RNA, 50ng τυχαία εξαμερή (random hexamers) και το σύστημα SuperScript™ 

First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen),  σύμφωνα με το πρωτόκολλο 

του κατασκευαστή.  

 

2.9.2. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (Real time PCR) 

 

Η Real time PCR πραγματοποιήθηκε στη συσκευή StepOne Plus (Applied 

Biosystems). Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για τα υπό μελέτη γονίδια, προέκυψαν 

μετά από βιβλιογραφική αναζήτηση και φαίνονται στον Πίνακα 2. Η 

αποτελεσματικότητα της αντίδρασης PCR (PCR efficiency, E) για κάθε ζεύγος 

εκκινητών προσδιορίστηκε βάσει της εξίσωσης E=10
-1/slope 

(Pfaffl 2004), 

χρησιμοποιώντας διαδοχικές δεκαδικές αραιώσεις cDNA. Οι αντιδράσεις 

πραγματοποιούνταν σε όγκο 10μl, χρησιμοποιώντας 1μl cDNA ως μήτρα, 2Χ KAPA 

SYBR® FAST qPCR Kit Master Mix (2X)ABI Prism™ (Kapa Biosystems) και τους 

εξειδικευμένους για κάθε γονίδιο εκκινητές σε τελική συγκέντρωση 0,2μmol. Για όλα τα 

γονίδια ακολουθήθηκε τα παρακάτω θερμοκρασιακό πρόγραμμα: 95
o
C για 1min, 40 

κύκλοι 95
o
C για 3sec, 55

o
C για 30sec, 72

o
C για 30sec, ενώ ακολουθούσε ανάλυση της 

καμπύλης αποδιάταξης (Melting Curve Analysis) ως εξής: 95
o
C για 15sec, 60

o
C για 1min 

και και  95 
o
C (ρυθμό αύξησης θερμοκρασίας 0.3 

o
C sec

-1
 για 15 sec).  Για κάθε γονίδιο, 

περιλαμβανόταν θετικός και αρνητικός μάρτυρας. 

Τα επίπεδα έκφρασης των διαφορετικών γονιδίων κανονικοποιήθηκαν ως προς την 

έκφραση του γονιδίου αναφοράς 16SrRNA, ως καθολικά εκφραζόμενο γονίδιο (reference 

gene). Ο προσδιορισμός των επιπέδων σχετικής έκφρασης υπολογίστηκε σύμφωνα με τη 

μέθοδο του Pfaffl (2001), η  οποία λαμβάνει υπ’ όψη τις διαφορετικές αποδόσεις PCR 

(PCR Efficiencies) των υπό μελέτη γονιδίων. Τα αποτελέσματα που προκύπτουν για 

κάθε περίπτωση είναι ο μέσος όρος τριών βιολογικών επαναλήψεων, ενώ διενεργηθήκαν 

και τεχνικές επαναλήψεις (technical replicates), επιλεκτικά, για κάποια δείγματα. Στους 

παρακάτω πίνακες παρουσιάζονται αναλυτικά τα γονίδια στόχοι που μελετήθηκαν και η 
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λειτουργία τους (Πίνακας 2.2) καθώς και οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην 

παρούσα μελέτη (Πίνακας 2.3). 

 

Πίνακας 2.2: Τα γονίδια που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη και η λειτουργία 

τους. 

Γονίδιο Λειτουργία   

spvR  Παθογένεια 
Virulence 

plasmid  

hilA  Παθογένεια 

SPI-I/ T3SS  invA  Παθογένεια 

prgH  προσκόλληση σε βιοτικές επιφάνειες 

avrA  Παθογένεια 

SPI-2/ T3SS  

ssrB  Ρυθμιστής 

proV  προσαρμογή σε συνθήκες ωσμωτικής καταπόνησης   

cadB  προσαρμογή σε συνθήκες όξινης καταπόνησης   
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Πίνακας 2.3: Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

3.1 Εκτίμηση της ολικής μεσόφιλης χλωρίδας των λαχανικών 

 Η Ολική Μεσόφιλη Χλωρίδα (ΟΜΧ) των πέντε λαχανικών (σπανάκι, 

μαρούλι, βλίτα, ιταλικά χόρτα, ρόκα) εκτιμήθηκε κατά την ημέρα παραλαβής τους 

καθώς και ύστερα από 48 h συντήρησης υπό αερόβιες συνθήκες σε θερμοκρασία 5 
ο
C 

και 20
 ο

C. Κατά την ημέρα παραλαβής τους, η ΟΜΧ των λαχανικών κυμαινόταν από 

5.4 έως 6.8 log CFU/g ενώ μετά από 48 h σημειώθηκε αύξηση του πληθυσμού τόσο 

στους 5 
ο
C όσο και στους 20

 ο
C. Ωστόσο, μεγαλύτερη αύξηση παρατηρήθηκε στη 

θερμοκρασία των 20
 ο

C (έως και 2 log CFU/g). Το pH των λαχανικών κατά την 

ημέρα παραλαβής τους κυμαινόταν από 5.8 έως 6.4 ενώ μικρές μεταβολές 

παρατηρήθηκαν μετά από 48 h τόσο σε θερμοκρασία 5 
ο
C (pH 5.9 έως 6.2) όσο και 

σε θερμοκρασία 20
 ο
C (pH 6 έως 6.3) (Πίνακας 3.1). 

 

Πίνακας 3.1: pH ανεμβολίαστων λαχανικών μετά από 2 h και μετά από 48 h συντήρησης στους 5 
o
C και 

στους 20 
o
C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Προκειμένου να εκτιμηθούν τα επίπεδα των μικροβιακών πληθυσμών (ΟΜΧ, 

ψευδομονάδες, μύκητες/ζύμες, εντεροβακτήρια και οξυγαλακτικά βακτήρια) που 

απαντώνται στα λαχανικά κατά την ημέρα παραλαβής τους, καθώς και το τι ποσοστό 

Λαχανικά 2 h 48 h 

  
5 

o
C 20 

o
C 

Σπανάκι  6.20.1 6.20.0 6.30.2 

Μαρούλι  5.80.0 6.00.0 6.00.1 

Βλίτα  6.40.0 6.20.1 6.00.2 

Ρόκα  6.10.0 5.90.2 6.30.1 

Ιταλικά χόρτα  6.20.0 6.00.3 6.20.1 
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αυτών αποτελεί τον εσωτερικοποιημένο πληθυσμό, έγινε δειγματοληψία των 

λαχανικών (σπανάκι, μαρούλι, ρόκα και ιταλικά χόρτα) και επίστρωση ή 

ενσωμάτωση τους (ανάλογα με το θρεπτικό υπόστρωμα) σε κατάλληλα θρεπτικά 

υποστρώματα. 

 Σύμφωνα με το Γράφημα, σε ότι αφορά τον πληθυσμό των ολικών κυττάρων 

καταμετρήθηκαν και τα πέντε είδη των μικροοργανισμών με εξαίρεση στο μαρούλι 

όπου δεν καταμετρήθηκαν οξυγαλακτικά βακτήρια. Η ΟΜΧ για το σπανάκι, τη ρόκα 

και τα ιταλικά χόρτα ανερχόταν στους 7 log CFU/g ενώ στο μαρούλι στους 5.5 log 

CFU/g, και οι ψευδομονάδες αποτελούσαν τον κυρίαρχο μικροοργανισμό 

ανεξαρτήτως λαχανικού. Πιο συγκεκριμένα, ο πληθυσμός των ψευδομονάδων 

κυμαινόταν από 6.5 έως 7 log CFU/g ενώ στο μαρούλι ο πληθυσμός τους ήταν 

περίπου 5 log CFU/g. Ο πληθυσμός των μυκήτων/ζυμών κυμαινόταν από 5 έως 6 log 

CFU/g, των εντεροβακτηρίων ανερχόταν στους 4.5 log CFU/g και των 

οξυγαλακτικών βακτηρίων στους 3 log CFU/g. Η καταμέτρηση των αρνητικών κατά 

Gram βακτηρίων στα λαχανικά ήταν αναμενόμενη καθώς σύμφωνα με τον Lund, 

(1992) αποτελούν την κυρίαρχη ομάδα μικροοργανισμών των φύλλων, με το 

μεγαλύτερο ποσοστό να είναι βακτήρια των οικογενειών Enterobacteriaceae και 

Pseudomonadaceae, ενώ ακολουθούν τα οξυγαλακτικά βακτήρια, οι ζύμες και οι 

μύκητες (Brocklehurst et al., 1987; Nguyen and Carlin, 1994; Sagoo et al., 2003). 

Σε ότι αφορά τον εσωτερικοποιημένο πληθυσμό των μικροοργανισμών, 

οξυγαλακτικά βακτήρια δεν εντοπίστηκαν σε κανένα από τα τέσσερα λαχανικά, ενώ ο 

πληθυσμός των εσωτερικοποιημένων μικροοργανισμών ήταν μικρότερος από τον 

αντίστοιχο ολικό πληθυσμό. Συγκεκριμένα, ο πληθυσμός της ολικής μεσόφιλης 

χλωρίδας, των ψευδομονάδων και των εντεροβακτήριων που εσωτερικοποιήθηκαν 

ήταν κατά 1 με 2 log CFU/g μικρότερος σε σύγκριση με τον αντίστοιχο ολικό 

πληθυσμό, ενώ σε ότι αφορά τους μύκητες/ζύμες, ο πληθυσμός ήταν μειωμένος κατά 

2 με 3 log CFU/g σε σύγκριση με τον αντίστοιχο ολικό σε όλα τα λαχανικά.
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Γράφημα 3.1: Διαγραμματική απεικόνιση του ολικού και εσωτερικοποιημένου πληθυσμού (log CFU/g) των μικροοργανισμών που απαντώνται στα λαχανικά 

(σπανάκι, μαρούλι, ρόκα, ιταλικά χόρτα). Τα επίπεδα των διαφορετικών μικροοργανισμών που εντοπίστηκαν στα λαχανικά επισημαίνονται με διαφορετικό 

χρώμα: ολική μεσόφιλη χλωρίδα (μπλε), ψευδομονάδες (γκρι), μύκητες/ζύμες (γαλάζιο), εντεροβακτήρια (πράσινο) και οξυγαλακτικά βακτήρια (κίτρινο), ενώ οι 

γραμμές σφάλματος αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ των επαναλήψεων (n=2).
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3.2 Βαθμός προσκόλλησης και εσωτερικοποίησης του S. Enteritidis σε φυλλώδη 

λαχανικά 

 

Για τη μελέτη της ικανότητας προσκόλλησης και εσωτερικοποίησης του 

παθογόνου S. Enteritidis σε φυλλώδη λαχανικά σε προηγούμενη μελέτη του 

εργαστηρίου χρησιμοποιήθηκαν μαρούλι, βλίτα και σπανάκι, τα οποία 

εμβολιάστηκαν με τη μέθοδο της εμβάπτισης με χρήση εμβολίου συγκέντρωσης 7 log 

CFU/mL. Στη συνέχεια συντηρήθηκαν υπό αερόβιες συνθήκες σε θερμοκρασία 5
 o

C 

και 20 
o
C για 2 h και 48 h. Προκειμένου να διερευνηθεί περαιτέρω η ικανότητα 

προσκόλλησης και εσωτερικοποίησης του παθογόνου σε διαφορετικά λαχανικά, στην 

παρούσα μελέτη διεξήχθησαν πειράματα σε ιταλικά χόρτα και ρόκα. 

Συντήρηση των εμβολιασμένων λαχανικών για 2 h σε θερμοκρασίες 5
 o

C και 

20 
o
C, όπως φαίνεται στο Γράφημα 3.2 είχε ως αποτέλεσμα την ανάκτηση παρόμοιου 

πληθυσμού ολικών κυττάρων του S. Enteritidis στα λαχανικά (P>0.05). 

Συγκεκριμένα, ο πληθυσμός τους κυμαινόταν από 5 έως 6 log CFU/g, ανεξαρτήτως 

του είδους του λαχανικού και της θερμοκρασίας συντήρησης. Σε ότι αφορά τον 

πληθυσμό των εσωτερικοποιημένων κυττάρων, κυμαινόταν από 4 έως 5 log CFU/g 

και εξαρτιόταν από το είδος του λαχανικού καθώς και από τις συνθήκες συντήρησης 

τους. Η επίδραση του είδους του λαχανικού στο βαθμό εσωτερικοποίησης του 

Salmonella spp. επιβεβαιώνεται και από έρευνες των Klercks et al. (2004), που 

δείχνουν διαφορετική αλληλεπίδραση μεταξύ των εμπορικά διαθέσιμων ποικιλιών 

μαρουλιού και της επιβίωσης των οροτύπων S. enterica, καθώς οι ορότυποι S. 

entericα ήταν ικανοί να εποικίζουν το μαρούλι επιφυτικά αλλά μόνο η S. entericα 

serovar Dublin ήταν ικανή να εποικίζει τα φυτά και ενδοφυτικά. Επίσης, σύμφωνα με 

τους Krupitski et al, (2009) παρατηρήθηκε διαφορετικός βαθμός εσωτερικοποίησης 

στα διάφορα είδη λαχανικών. 

Στην παρούσα μελέτη, συντήρηση των εμβολιασμένων λαχανικών για 2 h σε 

χαμηλή θερμοκρασία είχε ως αποτέλεσμα την εσωτερικοποίηση 5 log CFU/g του 

παθογόνου σε σπανάκι και ιταλικά χόρτα ενώ στα υπόλοιπα λαχανικά ο πληθυσμός 

του παθογόνου κυμαινόταν από 3.5 έως 4 log CFU/g (P<0.05). Αντίθετα,  παραμονή 

του παθογόνου στους 20 
ο
C είχε ως αποτέλεσμα παρόμοιο βαθμό εσωτερικοποίησης 
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για όλα τα λαχανικά (4.5-5 log CFU/g). Κατά τη συντήρηση των λαχανικών για 48 h 

στους 5 
o
C δεν παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική μεταβολή (P>0.05) στον 

πληθυσμό του παθογόνου στα υπό μελέτη λαχανικά, με εξαίρεση τη ρόκα η οποία 

παρουσίασε το μικρότερο βαθμό εσωτερικοποίησης (3.5 log CFU/g) σε σύγκριση με 

τα υπόλοιπα λαχανικά. Ενδεχομένως, αυτό να οφείλεται είτε στο γεγονός ότι στους 5 

o
C η ρόκα ήταν το λαχανικό στο οποίο παρατηρήθηκε το χαμηλότερο pH (5.9) 

γεγονός το οποίο να μην επέτρεψε στα κύτταρα του παθογόνου να 

εσωτερικοποιηθούν σε μεγάλο βαθμό είτε στο ότι κατά την εκτίμηση της ΟΜΧ, ο 

εσωτερικοποιημένος πληθυσμός που καταμετρήθηκε (περίπου 6 log CFU/g) ήταν 

μεγαλύτερος σε σχέση με τα υπόλοιπα λαχανικά οπότε ίσως να υπήρξε μεγαλύτερος 

ανταγωνισμός με τη φυσική μικροχλωρίδα. Παρόλα αυτά σε έρευνες των Kroupitski 

et al., (2009) και Goldberg et al., (2011), σε παρατήρηση του φαινομένου της 

εσωτερικοποίησης μέσω συνεστιακής μικροσκοπίας, η ρόκα ήταν το δεύτερο 

λαχανικό (μετά το μαρούλι) με τη μεγαλύτερη ικανότητα εσωτερικοποίησης του 

παθογόνου. Παρατεταμένη συντήρηση του παθογόνου στους 20
 o

C είχε σαν 

αποτέλεσμα την αύξηση του εσωτερικοποιημένου πληθυσμού του παθογόνου στο 

σπανάκι και στα βλίτα, ενώ ο αντίστοιχος ολικός πληθυσμός παρέμεινε σχεδόν 

αμετάβλητος, γεγονός που πιθανώς αποδίδεται είτε στην αύξηση του ήδη 

εσωτερικοποιημένου πληθυσμού, είτε στην αύξηση του φαινομένου της 

εσωτερικοποίησης. 

Με βάση την ικανότητα εσωτερικοποίησης του S. Enteritidis τα λαχανικά 

κατατάσσονται ως εξής: σπανάκι> ιταλικά χόρτα> μαρούλι> βλίτα >ρόκα. Ο σχετικά 

μεγάλος βαθμός εσωτερικοποίησης που παρουσιάστηκε στο μαρούλι ήταν 

αναμενόμενος καθώς στα πειράματα συνεστιακής μικροσκοπίας των Kroupitski et al., 

(2009) και Goldberg et al., (2011), το μαρούλι παρουσίασε το μεγαλύτερο βαθμό 

εσωτερικοποίησης σε σύγκριση με άλλα λαχανικά. 
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Γράφημα 3.2 Διαγραμματική απεικόνιση του ολικού και εσωτερικοποιημένου πληθυσμού (log CFU/g) S. Enteritidis σε μαρούλι (μπλε), βλίτα (κόκκινο), σπανάκι (πράσινο), 

ρόκα (μωβ) και ιταλικά χόρτα (γαλάζιο) μετά από συντήρηση στους 5 
o
C για 2 h (Α) ή 48 h (Β) και στους 20 

o
C για 2 h (Γ) ή 48 h (Δ). Η στατιστική ανάλυση εντός των 

ίδιων πληθυσμών απεικονίζονται με γράμματα, όπου οι περιπτώσεις που δεν έχουν κοινό κάποιο γράμμα διαφέρουν στατιστικώς σημαντικά (p<0.05) ενώ οι γραμμές 

σφάλματος αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ των επαναλήψεων (n=4). Οι αστερίσκοι υποδεικνύουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές όμοιων πληθυσμών σε κάθε 

λαχανικό μεταξύ των χρόνων συντήρησης. 
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3.3 Ικανότητα προσκόλλησης και εσωτερικοποίησης διαφορετικών στελεχών 

Salmonella  σε φυλλώδη λαχανικά  

 

Είναι γνωστό ότι διαφορετικοί ορότυποι του παθογόνου Salmonella 

χαρακτηρίζονται από παραλλακτικότητα ως προς την ικανότητα προσκόλλησης, το 

σχηματισμό βιουμενίων σε βιοτικές και αβιοτικές επιφάνειες καθώς και στην 

ικανότητα εσωτερικοποίησης τους (Guo et al., 2002; Barak et al., 2005; Gibson et al., 

2006; Barak et al., 2007; Lapidot and Yaron, 2009). Επιπλέον, οι μηχανισμοί 

προσκόλλησης διαφέρουν μεταξύ των ορότυπων (Barak et al., 2005; Gibson et al., 

2006; Barak et al., 2007; Lapidot and Yaron, 2009) και ο ρόλος των μαστιγίων στην 

προσκόλληση του παθογόνου μικροοργανισμού στα φύλλα δείχνει ότι διαφορετικοί 

ορότυποι χρησιμοποιούν ειδικούς μηχανισμούς για να προσκολληθούν σε 

διαφορετικά λαχανικά όπως μαρούλι, σπανάκι, ρόκα (Berger et al., 2009).  

Οι Berger et al. (2009) ανέφεραν ότι οι ορότυποι S. Typhimurium, S. 

Enteritidis και S. Seftenberg προσκολλώνται αποτελεσματικότερα σε φυλλώδη 

λαχανικά σε σχέση με άλλους ορότυπους (S. Arizona, S. Heidelberg, S. Agona). Στην 

έρευνα του Χιλάι (2015) επιλέχθηκαν τρία στελέχη Salmonella και εμβολιάστηκαν με 

τη μέθοδο της εμβάπτισης (7 log CFU/mL) σε δύο λαχανικά. Συγκεκριμένα οι 

ορότυποι που επιλέχθηκαν ήταν ο S. Typhimurium, o S. Infantis και ο S. Enteritidis οι 

οποίοι χρησιμοποιηθήκαν για τον εμβολιασμό των βλίτων και του μαρουλιού όπως 

περιγράφεται παραπάνω ενώ ακολούθησε συντήρηση των λαχανικών σε θερμοκρασία 

5
 o

C και 20 
o
C για 2 h και 48 h. Ως συνέχεια του πειράματος αυτού, στην παρούσα 

μελέτη, η ίδια διαδικασία εφαρμόστηκε και στο σπανάκι, στα ιταλικά χόρτα και στη 

ρόκα. Ο λόγος επιλογής πέντε διαφορετικών λαχανικών ήταν η μελέτη της 

ενδεχόμενης παραλλακτικότητας των στελεχών ως προς την ικανότητα 

προσκόλλησης και εσωτερικοποίησης τους σε διαφορετικά λαχανικά. Τα 

αποτελέσματα των πειραμάτων αυτών παρουσιάζονται συγκεντρωτικά στο Γράφημα 

3.3. 
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Γράφημα 3.3 Διαγραμματική απεικόνιση του εσωτερικοποιημένου πληθυσμού (log CFU/g) του S. Enteritidis (μπλε), S. Infantis (κόκκινο) και S. Typhimurium (πράσινο) σε 

ρόκα, ιταλικά χόρτα, βλίτα, μαρούλι και σπανάκι μετά από συντήρηση στους 5 
o
C για 2 h (Α) ή 48 h (Β) και στους 20 

o
C για 2 h (Γ) ή 48 h (Δ). Η στατιστική ανάλυση εντός 

των ίδιων πληθυσμών απεικονίζεται με γράμματα, όπου οι περιπτώσεις που δεν έχουν κοινό κάποιο γράμμα διαφέρουν στατιστικώς σημαντικά (p<0.05) ενώ οι γραμμές 

σφάλματος αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ των επαναλήψεων (n=4). 
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Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, η συντήρηση των λαχανικών για 2 h στους 5 

ο
C  είχε ως αποτέλεσμα ο εσωτερικοποιημένος πληθυσμός και για τα τρία στελέχη να 

ανέρχεται στους 4.0-4.5 log CFU/g ενώ στους 20
 ο

C να είναι περίπου 3.5-4.5 log 

CFU/g. Στατιστικώς σημαντικές διαφορές δεν παρατηρήθηκαν μεταξύ των 

διαφορετικών οροτύπων (P>0.05), παρά μόνο στην περίπτωση των βλίτων στους 20
 

ο
C όπου οι ορότυποι S. Enteritidis και S. Infantis διαφέρουν στατιστικώς σημαντικά 

από τον ορότυπο S. Typhimurium (P<0.05). Σε μελέτη των Miryam Díez-García et 

al., (2012), αναφέρεται ότι ο ορότυπος S. Typhimurium είχε μεγαλύτερη ικανότητα 

σχηματισμού βιουμενίων σε σχέση με τους άλλους ορότυπους, γεγονός το οποίο ίσως 

εξηγεί και την καλύτερη ικανότητα εσωτερικοποίησης του. 

Περαιτέρω παραμονή των λαχανικών στους 5 
ο
C για 48 h είχε ως αποτέλεσμα 

μια μείωση της τάξεως του 1.0-1.5 log CFU/g του εσωτερικοποιημένου πληθυσμού, η 

οποία στην περίπτωση των βλίτων και στο μαρούλι είναι στατιστικώς σημαντική 

(P<0.05) για τους ορότυπους S. Enteritidis και S. Infantis. Αντίθετα, η παραμονή των 

λαχανικών στους 20
 ο

C για 48 h οδήγησε σε μικρή αύξηση του εσωτερικοποιημένου 

πληθυσμού με στατιστικώς σημαντικές διαφορές να παρατηρούνται μόνο στην 

περίπτωση των βλίτων καθώς ο πληθυσμός των οροτύπων S. Enteritidis και S. 

Infantis αυξήθηκε κατά 1.0 log CFU/g ενώ ο πληθυσμός του οροτύπου S. 

Typhimurium μειώθηκε κατά 1.0 log CFU/g. Σε μελέτη των Lianou και 

Koutsoumanis, (2012) αναφέρεται ότι η επίδραση των περιβαλλοντικών συνθηκών 

επιδρά στην ικανότητα σχηματισμού βιοϋμενίων των στελεχών του S. enterica με 

αποτέλεσμα σε υψηλότερες θερμοκρασίες (25 
ο
C) να αυξάνεται και η ικανότητα 

σχηματισμού βιοϋμενίων σε σχέση με άλλες χαμηλότερες. Ενδεχομένως, κάτι 

αντίστοιχο να συμβαίνει και με το βαθμό εσωτερικοποίησης του παθογόνου όπου 

είναι σχετικά υψηλότερος στη θερμοκρασία των 20 
ο
C. 

 

3.4 Έκθεση του S. Enteritidis σε συνθήκες όξινης καταπόνησης 

 

Με στόχο τη μελέτη της φυσιολογίας του παθογόνου μικροοργανισμού S. 

Enteritidis κατά την εποίκιση της επιφάνειας ή του εσωτερικού φυλλωδών 

λαχανικών, ο παθογόνος εκτέθηκε σε ακραία όξινη καταπόνηση προσομοιάζοντας το 
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περιβάλλον (pH) του στομάχου. Για το λόγο αυτό, η όξινη καταπόνηση 

πραγματοποιήθηκε στους 37 
ο
C σε εργαστηριακό θρεπτικό υλικό TSB του οποίου το 

pH ρυθμίστηκε 2.7 υπό ασηπτικές συνθήκες με χρήση HCl (6Ν). 

 

3.4.1 Απόκριση των ολικών, προσκολλημένων και εσωτερικοποιημένων σε 

λαχανικά κυττάρων του Salmonella Enteritidis έναντι ακόλουθης όξινης 

καταπόνησης 

Με σκοπό τη μελέτη της φυσιολογίας των προσκολλημένων και των 

εσωτερικοποιημένων κυττάρων του S. Enteritidis μετά από παραμονή στο εκάστοτε 

λαχανικό για 2 h ή 48 h σε θερμοκρασία 5 
o
C και 20 

o
C, τα κύτταρα υποβάλλονταν σε 

όξινη καταπόνηση. Ο παθογόνος επιλέχθηκε να εκθέτεται σε pH 2.7, καθώς σε 

προπειράματα (Χιλάϊ, 2015), παρατηρήθηκε ομαλότερη μείωση του πληθυσμού κατά 

την έκθεση των πλαγκτονικών κυττάρων καθιστώντας έτσι πιο διακριτές τις πιθανές 

διαφορές στην απόκριση του παθογόνου. Οι αρχικοί πληθυσμοί των ολικών, 

προσκολλημένων και εσωτερικοποιημένων κυττάρων S. Enteritidis στο σπανάκι, στο 

μαρούλι, στα βλίτα, στη ρόκα και στα ιταλικά χόρτα που υποβλήθηκαν σε όξινη 

καταπόνηση παρατίθενται στον Πίνακα 3.2. 

Πίνακας 2.2 Αρχικοί πληθυσμοί  (log CFU/g) ολικών, προσκολλημένων και εσωτερικοποιημένων 

κυττάρων σε σπανάκι, μαρούλι, βλίτα, ρόκα και ιταλικά χόρτα. 

 
  S. Enteritidis (log CFU/g) 

    Ολικά Προσκολλημένα Εσωτερικοποιημένα 

Λαχανικό 

     T (
o
C) 

5
o
C 20

o
C 5

o
C 20

o
C 5

o
C 20

o
C 

Χρόνος 

συντήρησης 

Σπανάκι 
2 h 5.7±0.0 6.4±0.0 4.2±0.0 4.8±0.2 4.6±0.5 4.8±0.1 

48 h 5.5±0.0 7.2±0.0 4.5±0.5 4.5±0.2 4.6±0.0 6.1±0.0 

Μαρούλι 
2 h 5.5±0.0 5.0±0.0 3.7±0.1 3.9±0.3 3.6±0.5 3.9±0.1 

48 h 5.5±0.0 6.7±0.0 4.2±0.4 5.9±0.0 3.9±0.0 4.9±0.7 

Βλίτα 
2 h 5.4±0.0 5.3±0.0 4.2±0.2 3.9±0.0 3.7±0.4 3.9±0.1 

48 h 5.9±0.0 6.0±0.0 3.9±0.5 4.1±0.2 3.7±0.5 4.5±0.4 

Ρόκα 
2 h 6.2±0.0 6.2±0.2 4.1±0.1 3.6±0.2 3.7±0.1 4.0±0.4 

48 h 5.2±0.3 7.4±0.1 2.9±0.0 5.4±0.1 3.1±0.4 5.5±0.1 

Ιταλικά 

χόρτα 

2 h 5.8±0.1 6.0±0.0 4.1±0.0 4.0±0.1 4.7±0.0 4.9±0.3 

48 h 5.9±0.4 7.0±0.0 3.9±0.1 5.2±0.1 4.2±0.0 5.8±0.6 
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Συγκεντρωτικά, τα αποτελέσματα που αφορούν τον ολικό, τον 

προσκολλημένο και τον εσωτερικοποιημένο πληθυσμό του παθογόνου στα λαχανικά 

φαίνονται στα παρακάτω Γραφήματα, στα οποία η επιβίωση ενός πληθυσμού 

εκφράζεται ως ο λόγος των επιβιωσάντων κυττάρων σε κάθε χρονική στιγμή (tx) προς 

τον αρχικό πληθυσμό t0. Ο λόγος για τον οποίον οι πληθυσμοί του παθογόνου 

εκφράστηκαν με τη μορφή των επιβιωσάντων κυττάρων οφείλεται στο γεγονός ότι 

κάθε πληθυσμός κυττάρων ξεκινούσε από διαφορετικά επίπεδα πληθυσμού οπότε 

υπήρχαν δυσκολίες στη σύγκριση των αποτελεσμάτων.  

Παρατηρώντας το Γράφημα 3.4, διαπιστώνεται ότι η θερμοκρασία και ο 

χρόνος συντήρησης δεν επηρεάζουν την οξεοανθεκτικότητα του παθογόνου στο 

μαρούλι και στο σπανάκι, ενώ χαμηλές θερμοκρασίες φαίνεται να ευαισθητοποιούν 

τα κύτταρα του παθογόνου στην περίπτωση των βλίτων. Από την άλλη πλευρά, 

ευαισθητοποίηση του πληθυσμού του Salmonella στη ρόκα και τα ιταλικά χόρτα 

παρατηρήθηκε κατά τη συντήρηση στη θερμοκρασία των 20 
o
C για 48 h. 
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Γράφημα 3.4 Επιβίωση των ολικών κυττάρων του S. Enteritidis που εποικίζουν μαρούλι (Α), σπανάκι (Β), βλίτα (Γ), ρόκα (Δ) και ιταλικά χόρτα (Ε) ως προς τον χρόνο 

κατά την έκθεσή του παθογόνου σε όξινη καταπόνηση (pH 2.7) μετά από συντήρηση του λαχανικού στους 5 
o
C για 2 h (μπλε) ή 48 h (μπλε διακεκομμένη) και στους 20 

o
C 

για 2 h (κόκκινο) ή 48 h (κόκκινη διακεκομμένη). Η επιβίωση εκφράζεται ως ο λόγος των επιβιωσάντων κυττάρων σε κάθε χρονική στιγμή (tx) προς τον αρχικό πληθυσμό t0, 

ενώ στο επάνω μέρος κάθε γραφήματος αναφέρονται οι αρχικοί πληθυσμοί του καθενός (log CFU/g). 
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Σε ότι αφορά το μαρούλι (Γράφημα 3.5), ενώ δεν παρατηρήθηκαν μεγάλες 

διαφορές στην οξεοανθεκτικότητα του ολικού πληθυσμού, παρατηρώντας τους 

υποπληθυσμούς των προσκολλημένων και των εσωτερικοποιημένων κυττάρων 

φαίνεται ότι τα προσκολλημένα κύτταρα ήταν περισσότερο οξεοανθεκτικά σε σχέση 

με τα εσωτερικοποιημένα στις πρώτες 2 h μετά τον εμβολιασμό καθώς ο 

εσωτερικοποιημένος πληθυσμός μειώθηκε κάτω του ορίου ανίχνευσης από τα πρώτα 

30 min της όξινης καταπόνησης.  Παρατεταμένη παραμονή (48 h) στους 5
 o

C  είχε ως 

αποτέλεσμα τη μείωση τόσο των προσκολλημένων, όσο και των εσωτερικοποιημένων 

κυττάρων του παθογόνου υπό του ορίου ανίχνευσης μετά από 75 min και 45 min 

έκθεσης σε χαμηλό pH αντίστοιχα. Αντίθετα, παραμονή του παθογόνου στο μαρούλι 

για 48 h στους 20
 o

C είχε ως αποτέλεσμα την εξίσωση της οξεοανθεκτικότητας σε 

όλους τους πληθυσμούς (εσωτερικοποιημένο, προσκολλημένο και ολικό) και 

καταμέτρηση ακόμα και μετά από 75 min όξινης καταπόνησης. 

Σύμφωνα με τη διαγραμματική απεικόνιση της επιβίωσης του S. Enteritidis 

κατά τη διάρκεια όξινης καταπόνησης σε σπανάκι (Γράφημα 3.6), ενώ η επιβίωση 

των ολικών κυττάρων παρουσιάζει παρόμοια τάση με αυτή στο  μαρούλι, σε ότι 

αφορά την επιβίωση των δύο υποπληθυσμών το φαινόμενο φαίνεται να 

αντιστρέφεται. Πιο συγκεκριμένα, μετά από σύντομη (2 h) παραμονή του παθογόνου 

σε σπανάκι, τόσο τα προσκολλημένα όσο και τα εσωτερικοποιημένα κύτταρα 

φαίνονται να έχουν αυξημένη οξεοανθεκτικότητα, ανεξαρτήτως θερμοκρασίας 

συντήρησης. Αντίθετα, παρατεταμένη παραμονή (48 h) του παθογόνου στο σπανάκι 

είχε ως αποτέλεσμα την ευαισθητοποίηση των εσωτερικοποιημένων κυττάρων τόσο 

στους 5
 o

C όσο και στους 20
 o

C έναντι ακόλουθης όξινης καταπόνησης. Επιπλέον, ο 

παρατεταμένος χρόνος συντήρησης (48 h), ανεξαρτήτου θερμοκρασίας, φαίνεται να 

ευαισθητοποιεί τα εσωτερικοποιημένα κύτταρα με αποτέλεσμα τη μείωση των 

πληθυσμών κάτω από το όριο ανίχνευσης σε αντίθεση με τα προσκολλημένα που 

φαίνονται να μην επηρεάζονται. Πιο συγκεκριμένα, συντήρηση για 48 h στους 5
 o

C 

μετά από 60 min όξινης καταπόνησης, οδήγησε σε μείωση των εσωτερικοποιημένων 

κυττάρων κάτω από το όριο ανίχνευσης της μεθόδου (1 log CFU/g). Παρομοίως, τα 

εσωτερικοποιημένα κύτταρα του παθογόνου έπειτα από προηγούμενη παραμονή 

στους 20
 o

C για 48 h μειώθηκαν κάτω του ορίου ανίχνευσης στα 60 min όξινης 

καταπόνησης.
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Γράφημα 3.5 Επιβίωση του S. Enteritidis που εποικίζει μαρούλι, ως προς το χρόνο κατά την έκθεσή του παθογόνου σε όξινη καταπόνηση (pH 2.7) μετά από συντήρηση του 

λαχανικού στους 5 
o
C για 2 h (Α) ή 48 h (Β) και στους 20 

o
C για 2 h (Γ) ή 48 h (Δ). Η επιβίωση εκφράζεται ως ο λόγος των επιβιωσάντων κυττάρων σε κάθε χρονική στιγμή 

(tx) προς τον αρχικό πληθυσμό t0. Με διαφορετικό χρώμα απεικονίζονται τα προσκολλημένα (μπλε) και εσωτερικοποιημένα (κίτρινο) κύτταρα του παθογόνου, ενώ στο 

επάνω μερος κάθε γραφήματος αναφέρονται οι αρχικοί πληθυσμοί του καθενός (log CFU/g). 



[90] 
 

 

Γράφημα 3.6 Επιβίωση του S. Enteritidis που εποικίζει σπανάκι, ως προς το χρόνο κατά την έκθεσή του παθογόνου σε όξινη καταπόνηση (pH 2.7) μετά από συντήρηση του 

λαχανικού στους 5 
o
C για 2 h (Α) ή 48 h (Β) και στους 20 

o
C για 2 h (Γ) ή 48 h (Δ). Η επιβίωση εκφράζεται ως ο λόγος των επιβιωσάντων κυττάρων σε κάθε χρονική στιγμή 

(tx) προς τον αρχικό πληθυσμό t0. Με διαφορετικό χρώμα απεικονίζονται τα προσκολλημένα (μπλε) και εσωτερικοποιημένα (κίτρινο) κύτταρα του παθογόνου, ενώ στο 

επάνω μέρος κάθε γραφήματος αναφέρονται οι αρχικοί πληθυσμοί του καθενός (log CFU/g). 
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Παραμονή του παθογόνου στην επιφάνεια ή το εσωτερικό των βλίτων 

(Γράφημα 3.7), 2 h μετά τον εμβολιασμό είτε στους 5
 o

C είτε στους 20
 o

C είχε ως 

αποτέλεσμα την ευαισθητοποίηση των εσωτερικοποιημένων κυττάρων έναντι των 

προσκολλημένων. Σε ότι αφορά την παραμονή του παθογόνου για 48 h στα βλίτα σε 

θερμοκρασία 5
 o

C, ο πληθυσμός των εσωτερικοποιημένων και προσκολλημένων 

κυττάρων μειώθηκε κάτω από το όριο ανίχνευσης ήδη μετά από τα πρώτα 15 min 

έκθεσης σε χαμηλό pH γεγονός που είναι σύμφωνο με την παρατηρούμενη μείωση 

του ολικού πληθυσμού του παθογόνου. Παραμονή δε, του παθογόνου σε βλίτα, σε 

θερμοκρασία 20 
o
C για 48 h είχε ως αποτέλεσμα την επαγωγή οξεοανθεκτικότητας 

των εσωτερικοποιημένων κυττάρων, τα οποία φαίνεται να έχουν καλύτερη επιβίωση 

έναντι των προσκολλημένων κατά την έκθεσή τους σε ακραία όξινη καταπόνηση, με 

τον πληθυσμό τους να μειώνεται κάτω του ορίου ανίχνευσης μετά από 75 min, 

φαινόμενο το οποίο παρατηρείται και κατά την παραμονή του παθογόνου σε φυτικό 

ιστό μαρουλιού. 

Σε ότι αφορά τη ρόκα, η οξεοανθεκτικότητα του Salmonella φαίνεται να 

μειώνεται κατά τη συντήρηση στους 20 
ο
C για 2 ημέρες. Πιο συγκεκριμένα, η 

συντήρηση σε χαμηλές θερμοκρασίες είχε ως αποτέλεσμα τη μη επιβίωση τόσο του 

ολικού πληθυσμού όσο και των προσκολλημένων και των εσωτερικοποιημένων 

υποπληθυσμών και μετά από 2 h και μετά από 48 h. . Συντήρηση στους 5
 ο

C για 48 h, 

οδήγησε σε μείωση των προσκολλημένων και των εσωτερικοποιημένων κυττάρων 

κάτω από το όριο ανίχνευσης μετά από 30 min και 15 min όξινης καταπόνησης, 

αντίστοιχα. Αντίθετα, η συντήρηση της ρόκας για 2 h στους 20 
ο
C, έδειξε ότι ο 

προσκολλημένος πληθυσμός ήταν περισσότερο οξεοανθεκτικός από ότι ο 

εσωτερικοποιημένος καθώς τα κύτταρα συνέχιζαν να ανακτώνται και μετά τα 70 min 

έκθεσης σε όξινη καταπόνηση. Παραμονή του παθογόνου στη ρόκα στους 20 
ο
C για 2 

ημέρες ευαισθητοποίησε και τους δύο υποπληθυσμούς και ιδιαίτερα τα 

εσωτερικοποιημένα κύτταρα, καθώς μειώθηκαν κάτω από το όριο ανίχνευσης μετά τα 

15 min έκθεσης σε όξινη καταπόνηση. 
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Γράφημα 3.7 Επιβίωση του S. Enteritidis που εποικίζει βλίτα, ως προς το χρόνο κατά την έκθεσή του παθογόνου σε όξινη καταπόνηση (pH 2.7) μετά από συντήρηση του 

λαχανικού στους 5 
o
C για 2 h (Α) ή 48 h (Β) και στους 20 

o
C για 2 h (Γ) ή 48 h (Δ). Η επιβίωση εκφράζεται ως ο λόγος των επιβιωσάντων κυττάρων σε κάθε χρονική στιγμή 

(tx) προς τον αρχικό πληθυσμό t0. Με διαφορετικό χρώμα απεικονίζονται τα προσκολλημένα (μπλε) και εσωτερικοποιημένα (κίτρινο) κύτταρα του παθογόνου, ενώ στο 

επάνω μέρος κάθε γραφήματος αναφέρονται οι αρχικοί πληθυσμοί του καθενός (log CFU/g). 
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Γράφημα 3.8 Επιβίωση του S. Enteritidis που εποικίζει ρόκα, ως προς το χρόνο κατά την έκθεσή του παθογόνου σε όξινη καταπόνηση (pH 2.7) μετά από συντήρηση του 

λαχανικού στους 5 
o
C για 2 h (Α) ή 48 h (Β) και στους 20 

o
C για 2 h (Γ) ή 48 h (Δ). Η επιβίωση εκφράζεται ως ο λόγος των επιβιωσάντων κυττάρων σε κάθε χρονική στιγμή 

(tx) προς τον αρχικό πληθυσμό t0. Με διαφορετικό χρώμα απεικονίζονται τα προσκολλημένα (μπλε) και εσωτερικοποιημένα (κίτρινο) κύτταρα του παθογόνου, ενώ στο 

επάνω μέρος κάθε γραφήματος αναφέρονται οι αρχικοί πληθυσμοί του καθενός (log CFU/g). 

Δ 
Β 

Α Γ 
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Σύμφωνα με το Γράφημα 3.9, η εποίκιση του παθογόνου στα ιταλικά χόρτα 

είχε σαν αποτέλεσμα την ευαισθητοποίηση του εσωτερικοποιημένου πληθυσμού σε 

όλες τις περιπτώσεις ανεξαρτήτως χρόνου και θερμοκρασίας. Συγκεκριμένα, τόσο 

στους 5 
ο
C όσο και στους 20 

ο
C, για συντήρηση 2 h και 48 h, ο υποπληθυσμός των 

προσκολλημένων κυττάρων επιβιώνει ακόμα και μετά τα 70 min όξινης 

καταπόνησης. Αντίθετα, ο υποπληθυσμός των εσωτερικοποιημένων κυττάρων 

φαίνεται να ευαισθητοποιείται σε όλες τις συνθήκες και να μειώνεται κάτω από το 

όριο ανίχνευσης μετά τα 45 min έκθεσης σε συνθήκες όξινης καταπόνησης. Η 

συμπεριφορά του παθογόνου στα ιταλικά χόρτα στους 20 
ο
C τόσο στις 2 h όσο και 

στις 48 h είναι παρόμοια με εκείνη της ρόκας. 

Οι έρευνες σχετικά με την επίδραση της παραμονής του παθογόνου 

Salmonella spp. σε διαφορετικές επιφάνειες λαχανικών στη μετέπειτα απόκριση του 

παθογόνου σε  ακραίες καταπονήσεις είναι περιορισμένες. Σε έρευνα των Poimenidou 

et al., (2012) μελετήθηκε η οξεοανθεκτικότητα κυττάρων Salmonella spp. τα οποία 

είχαν προσκολληθεί σε μαρούλι και τοματίνια. Η όξινη καταπόνηση διενεργήθηκε σε 

pH 1.5 και pH 3.5 (HCl). Παραμονή του παθογόνου στις επιφάνειες των λαχανικών 

σε χαμηλή θερμοκρασία (5 
ο
C) είχε ως αποτέλεσμα την ακαριαία θανάτωση του 

παθογόνου έναντι ακόλουθης έκθεσής του σε pH 1.5, ενώ σε έκθεση του σε pH 3.5 

δεν παρατηρήθηκε ευαισθητοποίηση των κυττάρων. 
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Γράφημα 3.9 Επιβίωση του S. Enteritidis που εποικίζει ιταλικά χόρτα, ως προς το χρόνο κατά την έκθεσή του παθογόνου σε όξινη καταπόνηση (pH 2.7) μετά από 

συντήρηση του λαχανικού στους 5 
o
C για 2 h (Α) ή 48 h (Β) και στους 20 

o
C για 2 h (Γ) ή 48 h (Δ). Η επιβίωση εκφράζεται ως ο λόγος των επιβιωσάντων κυττάρων σε κάθε 

χρονική στιγμή (tx) προς τον αρχικό πληθυσμό t0. Με διαφορετικό χρώμα απεικονίζονται τα προσκολλημένα (μπλε) και εσωτερικοποιημένα (κίτρινο) κύτταρα του 

παθογόνου, ενώ στο επάνω μέρος κάθε γραφήματος αναφέρονται οι αρχικοί πληθυσμοί του καθενός (log CFU/g).

Α 

Β 

Γ 

Δ 
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Με δεδομένο ότι μία σύντομη πέψη διαρκεί περίπου 60 min και σε συνδυασμό 

με τον ανακτώμενο πληθυσμό του παθογόνου τη χρονική στιγμή t=60min της 

έκθεσης σε όξινη καταπόνηση είναι δυνατόν να εκτιμηθεί ο αριθμός των κυττάρων 

του παθογόνου που δυνητικά μπορεί να υπερβεί το «εμπόδιο» του χαμηλού pH του 

στομάχου. Με βάση τον πίνακα 3.4, στις περισσότερες περιπτώσεις η προσκόλληση 

του παθογόνου επάνω στο λαχανικό δύναται να έχει ως αποτέλεσμα την μετέπειτα 

επιβίωση του παθογόνου στο λαχανικό έναντι ακραίας όξινης καταπόνησης, όπως στο 

περιβάλλον του ανθρώπινου στομάχου. 

Με βάση δεδομένα από το Γράφημα 3.6 και τον Πίνακα 3.4, στο μαρούλι, ο 

κίνδυνος επιβίωσης κυττάρων S. Enteritidis κατά την πέψη επιμολυσμένου λαχανικού 

έγκειται περισσότερο στην οξεοανθεκτικότητα των προσκολλημένων κυττάρων και 

λιγότερο των εσωτερικοποιημένων κυττάρων, τα οποία είναι κάτω από το όριο 

ανίχνευσης. Αντίθετα, στο σπανάκι ο κίνδυνος έγκειται τόσο στα προσκολλημένα, 

όσο και στα εσωτερικοποιημένα κύτταρα S. Enteritidis, τα οποία δυνητικά 

επιβιώνουν μίας σύντομης πέψης παρουσιάζοντας περίπου 2.5 log CFU/g 

επιβιώσαντες. Σημαντικό δε, είναι το γεγονός ότι η επιβίωση αυτή προέρχεται από 

κύτταρα του παθογόνου που έχουν εσωτερικοποιηθεί στη φυλλική επιφάνεια του 

σπανακιού σε μόλις 2 h σε θερμοκρασία είτε 5 
o
C, είτε 20 

o
C και είναι αδύνατο να 

απομακρυνθούν με τις συμβατικές μεθόδους εξυγίανσης των λαχανικών σε οικιακό ή 

ακόμη και βιομηχανικό επίπεδο. Σε ότι αφορά τα βλίτα, φαίνεται ότι αποτελούν 

παρεμποδιστικό για το παθογόνο περιβάλλον όσον αφορά στην μετέπειτα απόκριση 

του παθογόνου σε ακραία όξινη καταπόνηση. Πιο συγκεκριμένα, παραμονή του 

παθογόνου σε βλίτα σε χαμηλή θερμοκρασία έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση του 

παθογόνου σε επίπεδα κάτω του ορίου ανίχνευσης μετά από έκθεση σε χαμηλό pH 

για 2 h. Αντίθετα, παραμονή του λαχανικού σε θερμοκρασία 20 
o
C έχει ως 

αποτέλεσμα την επιβίωση τόσο των προσκολλημένων όσο και των 

εσωτερικοποιημένων κυττάρων έναντι έκθεσης σε pH στομάχου για 2 h, πλην όμως 

σε χαμηλούς πληθυσμούς (περίπου 1 log CFU/g). Στη ρόκα, καθοριστικός 

παράγοντας για την επιβίωση του παθογόνου είναι η θερμοκρασία καθώς στους 5 
ο
C 

τόσο στις 2 h όσο και στις 48 h ο ολικός, ο προσκολλημένος και εσωτερικοποιημένος 

πληθυσμός των κυττάρων βρίσκεται κάτω από το όριο ανίχνευσης.
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Πίνακας 3.3 Ανακτώμενος ολικός, προσκολλημένος και εσωτερικοποιημένος πληθυσμός S. Enteritidis σε μαρούλι, βλίτα, σπανάκι, ρόκα και ιταλικά χόρτα, που έχουν 

εκτεθεί σε συνθήκες όξινης καταπόνησης έως 75 min, στις 2 h και 48 h, στους 5 
ο
C και στους 20

 ο
C . YOA: υπό του ορίου ανίχνευσης. 
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Αντίθετα, στους 20 
ο
C, ο κίνδυνος επιβίωσης κυττάρων του παθογόνου μετά 

την κατανάλωση επιμολυσμένου λαχανικού έγκειται στην οξεοανθεκτικότητα των 

προσκολλημένων κυττάρων αφού τα εσωτερικοποιημένα βρίσκονται κάτω από το 

όριο ανίχνευσης. Τέλος, κατά την κατανάλωση των ιταλικών χόρτων ο κίνδυνος 

ελλοχεύει στα προσκολλημένα κύτταρα καθώς τα εσωτερικοποιημένα κύτταρα του 

παθογόνου βρίσκονται κάτω από το όριο ανίχνευσης ανεξαρτήτως χρόνου και 

θερμοκρασίας συντήρησης. 

 

3.5 Πειράματα μελέτης φυτικών εκχυλισμάτων 

3.5.1 Μελέτη της μείωσης του παθογόνου Salmonella spp. σε εκχυλίσματα 

φυλλωδών λαχανικών μετά από έκθεση σε όξινη καταπόνηση 

Αφού μελετήθηκε το πως επιδρά η επιφάνεια και η δομή του εκάστοτε 

λαχανικού στη μετέπειτα συμπεριφορά του παθογόνου έναντι όξινης καταπόνησης, το 

ερώτημα που γεννήθηκε ήταν το πώς επιδρά η σύσταση και η απελευθέρωση των 

θρεπτικών συστατικών των λαχανικών στην επιβίωση, την ανάπτυξη ή τη μείωση του 

παθογόνου καθώς και τι ρόλο παίζει η απουσία ή η παρουσία της ενδογενούς 

μικροχλωρίδας, η οποία θα μπορούσε να δράσει ανταγωνιστικά για το παθογόνο 

(Brandl et al., 2008).  

Σύμφωνα, με έρευνες των Vescovo et al., (1995), Carlin et al., (1996), Liao 

and Fetti, (2001), Parish et al., (2003) και Wei et al., (2006), η ενδογενής 

μικροχλωρίδα (ιδιαίτερα τα οξυγαλακτικά βακτήρια) επηρεάζει την εποίκιση και την 

ανάπτυξη των παθογόνων βακτηρίων στην επιφάνεια των λαχανικών, καθώς ο 

ανταγωνισμός για χώρο και θρεπτικά συστατικά επιδρά αρνητικά στην επιβίωση του 

παθογόνου. Οι Lima et al., (2013) ανέφεραν ότι προσκόλληση των παθογόνων σε 

μαρούλι που καλλιεργήθηκε με συμβατικό τρόπο ήταν αρκετή χαμηλή λόγω του 

υψηλού αριθμού των γαλακτικών βακτηρίων σε συνδυασμό με τον χαμηλό βαθμό 

τραχύτητας και υδροφοβικότητας των φύλλων. 

Ένας άλλος σημαντικός παράγοντας που πρέπει να διερευνηθεί είναι η 

σύσταση του εκάστοτε λαχανικού καθώς η περιεκτικότητα σε διαφορετικά θρεπτικά 

συστατικά (πολυφαινόλες, φλαβονοειδή, ανθοκυανίνες κ.λ.π) επηρεάζει την επίκοιση 
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του παθογόνου, λόγω της αντιφλεγμονώδους και αντιμικροβιακής δράσης τους 

(Weng and Yen, 2012;Chen and Chen, 2013;  Pepe et al., 2014). 

Με βάση τα παραπάνω δεδομένα, προκειμένου να μελετηθεί η μείωση του 

παθογόνου S. Enteritidis σε εκχυλίσματα λαχανικών, μαρούλι, σπανάκι, βλίτα, ρόκα 

και ιταλικά χόρτα ομογενοποιήθηκαν με χρήση ομογενοποιητή χειρός (mixer) και 

εμβολιάστηκαν με το παθογόνο (7 log CFU/mL). Μετά από παραμονή στους 5
 o

C και 

στους 20 
o
C για 2 h και 48 h, ο μικροοργανισμός εκτέθηκε σε ακραίες συνθήκες όξινης 

καταπόνησης. Επίσης, αξίζει να αναφερθεί ότι σε προπειράματα που έγιναν στα 

λαχανικά εξετάστηκαν δύο διαφορετικοί τρόποι ομογενοποίησης του φυτικού ιστού 

(ομογενοποίηση με Stomacher και ομογενοποίηση με ομογενοποιητή χειρός), και 

τελικά επιλέχθηκε ο ομογενοποιητής χειρός καθώς ο τρόπος αυτός επέτρεπε την 

καλύτερη δυνατή απελευθέρωση των θρεπτικών στοιχείων του εκάστοτε λαχανικού 

καθώς και των εν δυνάμει παρεμποδιστικών για την ανάπτυξη του παθογόνου ουσιών, 

με αποτέλεσμα την καλύτερη μελέτη της φυσιολογίας του παθογόνου. Για την 

επιπλέον μελέτη της επίδρασης της ενδογενούς μικροχλωρίδας στην ανάπτυξη του 

παθογόνου, χρησιμοποιήθηκαν μη στείρα εκχυλίσματα (με παρουσία ενδογενούς 

μικροχλωρίδας) και στείρα εκχυλίσματα (χωρίς τη παρουσία ενδογενούς 

μικροχλωρίδας) (βλ.2.8.1). 

Το pH των εκχυλισμάτων των λαχανικών κατά την ημέρα παραλαβής τους 

κυμαινόταν από 6.4 έως 6.8 ενώ μικρές μεταβολές παρατηρήθηκαν μετά από 48 h σε 

θερμοκρασία 5 
o
C (pH 6.3 έως 6.7). Αντίθετα, συντήρηση στους 20

 o
C οδήγησε σε 

πτώση του pH των εκχυλισμάτων (pH 4.5 έως 6.3) (Πίνακας 3.4).
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Πίνακας 3.4 pH ανεμβολίαστων και εμβολιασμένων μη στείρων εκχυλισμάτων λαχανικών μετά από 2 

h
 
και μετά από 48 h συντήρησης στους 5

 o
C και στους 20 

o
C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σύμφωνα με το Γράφημα 3.11, η παραμονή του S. Enteritidis στα μη στείρα 

εκχυλίσματα είχε ως αποτέλεσμα την επαγωγή μιας μικρής οξεοανθεκτικότητας στους 5
 

ο
C μετά από συντήρηση 2 h. Γενικότερα, μεταξύ των διαφορετικών χρόνων και 

θερμοκρασιών συντήρησης δεν παρατηρήθηκαν ιδιαίτερες διαφορές στην επιβίωση του 

παθογόνου στα διαφορετικά φυτικά εκχυλίσματα. Οι λίγες διαφορές που παρατηρούνται 

σχετίζονται περισσότερο με το είδος του λαχανικού. 

Μη στείρα 

εκχυλίσματα 
2 h  48 h 

  
5 

o
C 20 

o
C 

Σπανάκι  6.80.0 6.70.0 6.30.1 

Μαρούλι  6.60.1 6.40.1 4.50.2 

Βλίτα  6.80.0 6.50.3 6.00.1 

Ρόκα  6.40.2 6.30.2 6.00.1 

Ιταλικά χόρτα  6.50.0 6.40.4 5.60.3 
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Γράφημα 3.11 Επιβίωση του S. Enteritidis που εποικίζει σπανάκι (κόκκινο), μαρούλι (μωβ), ρόκα (κίτρινο), ιταλικά χόρτα (μπορντω) και βλίτα (μπλε) ως προς το χρόνο 

κατά την έκθεσή του παθογόνου σε όξινη καταπόνηση (pH 2.7) μετά από συντήρηση του μη στείρου εκχυλίσματος του λαχανικού στους 5 
o
C για 2 h (Α) ή 48 h (Β) και 

στους 20 
o
C για 2 h (Γ) ή 48 h (Δ). Η επιβίωση εκφράζεται ως ο λόγος των επιβιωσάντων κυττάρων σε κάθε χρονική στιγμή (tx) προς τον αρχικό πληθυσμό t0. (n=4).

Β Δ 

Α Γ 
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Σε ότι αφορά τα στείρα εκχυλίσματα (απουσία ενδογενούς μικροχλωρίδας), τα pH 

των λαχανικών κατά την ημέρα παραλαβή τους κυμαίνονταν από 5.9 έως 6.6. Μετά 

από παραμονή των εκχυλισμάτων για 48 h τόσο στους 5 
ο
C  όσο και στους 20 

ο
C δεν 

παρατηρήθηκαν σημαντικές μεταβολές καθώς το pH κυμαινόταν από 5.8 έως 6.6 

(Πίνακας 3.6). 

Πίνακας 3.5 pH ανεμβολίαστων και εμβολιασμένων στείρων εκχυλισμάτων λαχανικών μετά από 2 h
 

και μετά από 48 h συντήρησης στους 5
 o
C και στους 20 

o
C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Παρατηρώντας το Γράφημα 3.12, φαίνεται ότι η απουσία της ενδογενούς 

μικροχλωρίδας στα εκχυλίσματα λαχανικών δεν έχει σημαντικό ρόλο στην επιβίωση 

του S. Enteritidis καθώς τα αποτελέσματα δεν παρουσιάζουν μεγάλες διαφορές με 

αυτά των μη στείρων εκχυλισμάτων. Όπως και στην προηγούμενη περίπτωση, μια 

μικρή οξεοανθεκτικότητα φαίνεται να επάγεται μετά από 2 h παραμονής του 

παθογόνου στα εκχυλίσματα λαχανικών στους 5 
ο
C. Μικρές διαφοροποιήσεις 

παρατηρούνται ανάλογα με το είδος του λαχανικού καθώς το μαρούλι και τα ιταλικά 

χόρτα επιτρέπουν την καλύτερη επιβίωση του παθογόνου μετά από όξινη 

καταπόνηση.

Στείρα 

εκχυλίσματα 
2 h 48 h 

  
5 

o
C 20 

o
C 

Σπανάκι  6.60.0 6.60.1 6.60.1 

Μαρούλι  6.90.1 5.80.2 5.80.1 

Βλίτα  6.50.0 5.80.3 6.30.2 

Ρόκα  6.20.0 6.10.2 6.10.1 

Ιταλικά χόρτα  5.90.2 5.90.0 5.90.1 
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Γράφημα 3.12 Επιβίωση του S. Enteritidis που εποικίζει σπανάκι (κόκκινο), μαρούλι (μωβ), ρόκα (κίτρινο), ιταλικά χόρτα (μπορντω) και βλίτα (μπλε) ως προς το χρόνο 

κατά την έκθεσή του παθογόνου σε όξινη καταπόνηση (pH 2.7) μετά από συντήρηση του  στείρου εκχυλίσματος του λαχανικού στους 5 
o
C για 2 h (Α) ή 48 h (Β) και στους 

20 
o
C για 2 h (Γ) ή 48 h (Δ). Η επιβίωση εκφράζεται ως ο λόγος των επιβιωσάντων κυττάρων σε κάθε χρονική στιγμή (tx) προς τον αρχικό πληθυσμό t0 (n=4).  

Β 

Α 

Γ 

Α 

Δ 

Α 
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Επομένως, από τα παραπάνω αποτελέσματα προκύπτει ότι η παρουσία της 

ενδογενούς χλωρίδας δε φαίνεται να επιδρά στην ανάπτυξη του παθογόνου σε φυτικά 

εκχυλίσματα. Άλλωστε σε αρκετές έρευνες, έχει αναφερθεί ότι η αντιμικροβιακή και 

η αντιφλεγμονώδης δράση των εκχυλισμάτων των λαχανικών οφείλεται κυρίως στα 

πολυφαινολικά τους συστατικά (Weng and Yen, 2012;Chen and Chen, 2013;  Pepe et 

al., 2014). Παρατηρώντας τα Γραφήματα, γίνεται αντιληπτό ότι στο μαρούλι και στα 

ιταλικά χόρτα ο S. Enteritidis εμφανίζει παρόμοια συμπεριφορά ως προς τη μετέπειτα 

οξεοανθεκτικότητα του. Τα δύο λαχανικά (μαρούλι και ιταλικά χόρτα) ανήκουν στην 

τάξη Asterales και στην οικογένεια Asteraceae, η οποία εκτός από τις πολυφαινολικές 

ενώσεις που περιέχει (υδροξυκυναμμικά οξέα, φλαβονοειδή και φαινόλες), είναι 

πλούσια και σε σεσκιτερπενοειδείς λακτόνες (SLs) (Ferioli et al., 2015). Τα SLs είναι 

C-15 τερπενοειδή συστατικά χαρακτηριστικά της οικογένειας Asteraceae και 

σποραδικά συναντώμενα στις οικογένειες Umbelliferae και Magnoliaceae (Melfort, 

2002), τα οποία σε συνεργισμό με τις φαινόλες ελαττώνουν το οξειδωτικό στρες 

(Βraca et al., 2011).  

Κάτι άλλο το οποίο αξίζει να αναφερθεί είναι ότι σε πειράματα τα οποία 

έγιναν σε φυτά μαρουλιού ανάπτυξης πέντε εβδομάδων, τα οποία εκτέθηκαν σε ήπια 

καταπόνηση όπως θερμικό σοκ (40 
ο
C  για 10 min) και ψύξη (4

 ο
C για 24 h), 

παρατηρήθηκε διπλάσια έως και τριπλάσια αύξηση του φαινολικού περιεχομένου 

τους καθώς και σημαντική αύξηση της αντιοξειδωτικής τους ικανότητας (Oh et al., 

2009). Σε ότι αφορά την ψύξη, όπου η θερμοκρασία προσεγγίζει αυτή της παρούσας 

μελέτης, είναι αξιοσημείωτο ότι το φαινολικό περιεχόμενο αυξήθηκε εντός 1 h 

φθάνοντας τη μεγαλύτερη συγκέντρωση του μετά την πάροδο των 3 ημερών. Αυτό 

ενδεχομένως να εξηγεί και τη μειωμένη ανθεκτικότητα του παθογόνου στα λαχανικά 

αυτά καθώς ο συνεργισμός των καταπονήσεων στα οποία υποβάλλεται (χαμηλή 

θερμοκρασία και χαμηλό pH) σε συνδυασμό με την παραγωγή αντιμικροβιακών 

στοιχείων οδηγεί στην ευαισθητοποίηση του πληθυσμού. Κάτι αντίστοιχο σε 

μικρότερο ή μεγαλύτερο βαθμό συμβαίνει και στα υπόλοιπα λαχανικά καθώς και 

εκείνα χαρακτηρίζονται από αντιμικροβιακή και αντιοξειδωτική δράση. 

Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί το σπανάκι όπου η ικανότητα του να μην 

επιτρέπει στις περισσότερες περιπτώσεις την ανάπτυξη του παθογόνου οφείλεται 

ενδεχομένως στη μεγαλύτερη σε σύγκριση με τα άλλα λαχανικά περιεκτικότητα του 

σε φλαβονοειδή, περίπου 1000 mg/kg (Lomnitski et al., 2003).
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3.5.2 Επίδραση της παρουσίας διαφορετικών φυτικών εκχυλισμάτων κατά τη 

διάρκεια έκθεσης του μικροοργανισμού Salmonella σε συνθήκες όξινης 

καταπόνησης 

Στη συνέχεια προκειμένου να μελετηθεί η επίδραση της σύστασης του 

εκάστοτε λαχανικού στη μετέπειτα οξεοανθεκτικότητα του παθογόνου, καθώς και οι 

τυχόν διαφορές που υπάρχουν όταν ο εμβολιασμός του παθογόνου γίνεται απευθείας 

σε φυτικά εκχυλίσματα συγκριτικά με το εάν γίνει στο θρεπτικό μέσο ανάπτυξης του, 

falcon με 10 mL εργαστηριακό θρεπτικό υπόστρωμα (TSB) εμβολιάστηκαν με  10
6
 

CFU/mL S. Enteritidis και συντηρήθηκαν στους 5 
ο
C και στους 20 

ο
C για διάστημα 2 

h και 48 h έως την υποβολή σε όξινη καταπόνηση (βλ. 2.8.2). Ως μάρτυρας 

χρησιμοποιήθηκε Salmonella ανεπτυγμένη σε TSB, η οποία κατά την υποβολή σε 

όξινη καταπόνηση εκτέθηκε σε TSB με pH 2.7, χωρίς την παρουσία φυτικού ιστού. 

Από το Γράφημα 3.13, φαίνεται ότι η παραμονή του S. Enteritidis σε θρεπτικό 

υπόστρωμα ΤSB επέτρεψε την καλύτερη επιβίωση του παθογόνου σε μετέπειτα 

έκθεση σε χαμηλό pH σε σχέση με την παραμονή αυτού σε φυτικά εκχυλίσματα. 

(στείρα και μη στείρα εκχυλίσματα). Μετά από παραμονή 2 h του παθογόνου στους 5 

ο
C σε TSB, τα κύτταρα του παθογόνου επιβιώνουν σε όλα σχεδόν τα λαχανικά 

(εξαίρεση αποτελούν η ρόκα και το σπανάκι) σε αντίθεση με τη θερμοκρασία των 20 

ο
C όπου ο πληθυσμός του μειώνεται υπό του ορίου ανίχνευσης μετά τα 45 min. Η 

ανθεκτικότητα του παθογόνου στους 5 
ο
C, ενδεχομένως να οφείλεται στο γεγονός ότι 

τα κύτταρα του παθογόνου προέρχονται από 2
η
 ανανέωση ενώ ο μεταβολισμός τους 

είναι πιο αργός καθώς συντηρούνται σε χαμηλή θερμοκρασία. Σε ότι αφορά την 

παρατεταμένη παραμονή του παθογόνου (48 h) στις δύο θερμοκρασίες, ο πληθυσμός 

του μικροοργανισμού παραμένει ανθεκτικός στους 5 
ο
C, ενώ φαίνεται να 

ευαισθητοποιείται στους 20 
ο
C. 



[106] 
 

 

 

Γράφημα 3.13 Επιβίωση του S. Enteritidis που εποικίζει TSB+σπανάκι (κόκκινο), TSB+μαρούλι (μωβ), TSB+ρόκα (κίτρινο),TSB+ιταλικά χόρτα (μπορντω), TSB+βλίτα 

(πορτοκαλί) και TSB (μπλε) ως προς το χρόνο κατά την έκθεσή του παθογόνου σε όξινη καταπόνηση (pH 2.7) μετά από συντήρηση του εκχυλίσματος του λαχανικού στους 

5 
o
C για 2 h (Α) ή 48 h (Β) και στους 20 

o
C για 2 h (Γ) ή 48 h (Δ). Η επιβίωση εκφράζεται ως ο λόγος των επιβιωσάντων κυττάρων σε κάθε χρονική στιγμή (tx) προς τον 

αρχικό πληθυσμό t0 (n=4).  
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Με σκοπό να διερενηθεί η πιθανή επίδραση της σύστασης του λαχανικού στην 

απόκριση του παθογόνου έναντι όξινης καταπόνησης πραγματοποιήθηκε η έκθεση 

κυττάρων 2
ης

 ανανέωσης του παθογόνου σε συνθήκες όξινης καταπόνησης. 

 

 

 

Γράφημα 3.14 Επιβίωση του S. Enteritidis που εποικίζει TSB+σπανάκι (κόκκινο), TSB+μαρούλι 

(μωβ), TSB+ρόκα (κίτρινο),TSB+ιταλικά χόρτα (μπορντω), TSB+βλίτα (πορτοκαλί) και TSB (μπλε) 

ως προς το χρόνο κατά την έκθεσή του παθογόνου σε όξινη καταπόνηση (pH 2.7) αμέσως μετά τη 2
η
 

ανανέωση. Η επιβίωση εκφράζεται ως ο λόγος των επιβιωσάντων κυττάρων σε κάθε χρονική στιγμή 

(tx) προς τον αρχικό πληθυσμό t0.  

 

Σύμφωνα με το Γράφημα 3.14, γίνεται αντιληπτό ότι περισσότερο η 

θερμοκρασία συντήρησης παρά ο χρόνος παίζει σημαντικό ρόλο στην επιβίωση του 

παθογόνου μικροοργανισμού. Η  έκθεση του μικροοργανισμού σε συνθήκες όξινης 

καταπόνησης μετά τη 2
η
 ανανέωση (χωρίς την πάροδο των 2 h) δεν παρουσιάζει 

ιδιαίτερες διαφορές σε σχέση με τη σύντομη (2 h) καθώς και την παρατεταμένη (48 

h) παραμονή του παθογόνου στα λαχανικά και τη μετέπειτα έκθεση στην όξινη 

καταπόνηση, στη θερμοκρασία των 5 
o
C, καθώς και στις δύο περιπτώσεις 

παρατηρούνται οξεοανθεκτικοί πληθυσμοί, με εξαίρεση στο σπανάκι. Αντίθετα, 

διαφορές εντοπίζονται στη θερμοκρασία των 20 
o
C όπου ο πληθυσμός του παθογόνου 

εμφανίζεται ευαισθητοποιημένος τόσο μετά την πάροδο των 2 h όσο και μετά από 48 

h. 
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3.6 Επίδραση της εποίκισης διαφορετικών λαχανικών στη μεταβολή των 

επιπέδων γονιδιακής μεταγραφής του Salmonella Enteritidis. 

 

 Με σκοπό τη μελέτη της φυσιολογίας των προσκολλημένων και 

εσωτερικοποιημένων κυττάρων S. Enteritidis στη φυλλική επιφάνεια φυλλωδών 

λαχανικών εκτιμήθηκε η μεταβολή των επιπέδων έκφρασης γονιδίων που είναι 

γνωστό ότι σχετίζονται με τη λοιμωξιογόνο δράση του μικροοργανισμού (hilA, invA, 

spvR, ssrB, avrA), με μηχανισμούς προσαρμογής και αντιμετώπισης συνθηκών 

καταπόνησης (cadB, proV) και με την εποίκιση του μικροοργανισμού σε βιοτικές 

επιφάνειες (prgH). Για το σκοπό αυτό επιλέχθηκαν δύο λαχανικά τα βλίτα (Χιλαϊ, 

2015) και το σπανάκι (παρούσα μελέτη), με βάση τα μικροβιολογικά δεδομένα. Πιο 

συγκεκριμένα στο σπανάκι παρατηρήθηκε η μεγαλύτερη εσωτερικοποίηση του 

παθογόνου σε αντίθεση με τα βλίτα, στα οποία ο παθογόνος επέδειξε μικρή 

ικανότητα εσωτερικοποίησης. Επιπλέον, βάσει των πειραμάτων οξεοανθεκτικότητας, 

παραμονή του μικροοργανισμού στο σπανάκι είχε ως αποτέλεσμα την 

ευαισθητοποίηση των εσωτερικοποιημένων κυττάρων σε σχέση με τα 

προσκολλημένα έναντι ακόλουθης όξινης καταπόνησης, ενώ ο ολικός πληθυσμός 

φαινόταν να παραμένει ανεπηρέαστος. Αντίθετα, παραμονή του παθογόνου στους 

5
ο
C στα βλίτα είχε ως αποτέλεσμα την καθολική ευαισθητοποίηση του παθογόνου 

έναντι ακόλουθης όξινης καταπόνησης, ενώ παραμονή του παθογόνου σε βλίτα στους 

20
ο
C είχε ως αποτέλεσμα την επαγωγή οξεοανθεκτικότητας του εσωτερικοποιημένου 

πληθυσμού, δεδομένης της επιβίωσης του παθογόνου μετά τα 70 min σε έκθεση σε 

χαμηλό pH (2.7). 

 Σε προηγούμενη έρευνα του εργαστηρίου παρατηρήθηκε ότι η εποίκιση του 

παθογόνου σε βλίτα είχε ως αποτέλεσμα την επαγωγή γονιδίων του εκκριτικού 

συστήματος  T3SS (invA, prgH, avrA, ssrB) στα προσκολλημένα κυρίως κύτταρα, 

καθώς και τη μεταβολή των επιπέδων έκφρασης του cadB, χωρίς όμως να υπάρχει 

απόλυτη συσχέτιση με την απόκριση του παθογόνου στην όξινη καταπόνηση. 

Για τη μελέτη της σχετικής έκφρασης των προαναφερθέντων γονιδίων 

χρησιμοποιήθηκε η PCR πραγματικού χρόνου (real time PCR) και η ανίχνευση των 

παραγόμενων προϊόντων έγινε με τη χρήση της φθορίζουσας χρωστικής SYBR Green 

I. Ως γονίδιο αναφοράς για την κανονικοποίηση των αποτελεσμάτων  
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χρησιμοποιήθηκε το γονίδιο 16SrRNA. Η εκτίμηση των σχετικών επιπέδων έκφρασης 

πραγματοποιήθηκε με χρήση της εξίσωσης του Pfaffl (Pfaffl, 2004). Ως κατάσταση 

αναφοράς τέθηκε αυτή των κυττάρων μετά από συντήρηση σε TSB στους 20 
ο
C για 2 

h. Το σύνολο των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν βρέθηκαν βιβλιογραφικά και τα 

χαρακτηριστικά τους αναφέρονται στον πίνακα 2.3.  

Όσον αφορά στη σχετική μεταβολή της γονιδιακής έκφρασης, παραμονή του 

παθογόνου σε φύλλα σπανακιού για 2 h στους 5 
ο
C φάνηκε να επάγει την έκφραση 

γονιδίων σχετιζόμενων με τη λοιμωξιογόνο δράση του μικροοργανισμού. 

Μεγαλύτερη αύξηση των επιπέδων έκφρασης παρουσίασε το γονίδιο avrA στα 

εσωτερικοποιημένα κύτταρα (κατά περίπου 100 φορές), ενώ στα ολικά και στα 

προσκολλημένα κύτταρα η μεταβολή των επιπέδων έκφρασης του ήταν >10 φορές. 

Μεταβολή της έκφρασης των γονιδίων hilA, invA και spvR παρουσιάστηκε μόνο στον 

ολικό πληθυσμό του παθογόνου. Τα γονίδια αυτά είναι απαραίτητα για την προσβολή 

των επιθηλιακών κυττάρων καθώς και την επιβίωση και εξάπλωση του παθογόνου 

στα κύτταρα του ξενιστή καθώς σύμφωνα με τις έρευνες των Schicora et al., (2011, 

2012) απουσία τέτοιων γονιδίων σε μεταλλαγμένα στελέχη του S. Typhimurium, 

οδήγησε σε μειωμένο αριθμό του παθογόνου στο φυτό Arabidopsis thaliana. 

Επιπλέον, το γονίδιο cadB που κωδικοποιεί το δίαυλο μεταφοράς του συστήματος 

λυσίνης /καδαβερίνης, και συνδέεται με μηχανισμούς προσαρμογής του 

μικροοργανισμού S. Typhimurium σε ακραίες όξινες συνθήκες (Park et al., 1996; 

Álvarez-Ordóñez et al., 2010) παρουσίασε θετική μεταβολή της έκφρασης του 

(περίπου 10 φορές) και στα ολικά και στα προσκολλημένα και στα 

εσωτερικοποιημένα κύτταρα του παθογόνου, γεγονός που συνάδει με τα φαινοτυπικά 

αποτελέσματα, καθώς στους 5 
ο
C για 2 h και οι τρεις πληθυσμοί εμφανίζονται ως 

οξεοανθεκτικοί. Η επαγωγή του συγκεκριμένου γονιδίου κάτω από συνθήκες όξινης 

καταπόνησης έχει αναφερθεί και σε ορότυπους του S. enterica που εκτέθηκαν σε HCl 

και οξικό οξύ με pH 4.5-5.5 (Joerger et al., 2005). Επιπλέον, και στις τρεις 

κατηγορίες κυττάρων παρατηρείται θετική μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου 

prgH, το οποίο σχετίζεται με την προσκόλληση του παθογόνου σε βιοτικές 

επιφάνειες. Μεγαλύτερη θετική μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου αυτού 

παρατηρείται στα εωτερικοποιημένα κύτταρα (>100 φορές). 

Παρατεταμένη παραμονή (48 h) του παθογόνου στους 5 
ο
C, είχε ως 

αποτέλεσμα στα εσωτερικοποιημένα κύτταρα τη μεταβολή της έκφρασης του 
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γονιδίου avrA στα ίδια επίπεδα με αυτή που παρατηρήθηκε κατά την παραμονή του 

παθογόνου στους 5
 ο

C για 2 h, ενώ στον ολικό πληθυσμό παρατηρείται υποέκφραση 

των γονιδίων hilA, invΑ και spvR. Επιπλέον, στα προσκολλημένα κύτταρα, 

παρατηρείται θετική μεταβολή των γονιδίων έκφρασης hilA και spvR κατά περίπου 

10 φορές. Το γονίδιο cadB υπερεκφράζεται πάλι και στους τρεις υποπληθυσμούς με 

τη μεγαλύτερη μεταβολή της έκφρασης του να παρατηρείται στα εσωτερικοποιημένα 

κύτταρα (περίπου 10 φορές), γεγονός το οποίο δε συνάδει απόλυτα με τα φαινοτυπικά 

αποτελέσματα καθώς ο πληθυσμός των εσωτερικοποιημένων κυττάρων μετά από 

παρατεταμένη παραμονή στους 5 
ο
C εμφανίζεται ως ευαισθητοποιημένος. 

Σε ότι αφορά την παραμονή του παθογόνου για 2 h στους 20 
ο
C, μεγαλύτερη 

μεταβολή της έκφρασης παρατηρείται κατά 100 φορές στο γονίδιο spvR, στα 

εσωτερικοποιημένα κύτταρα, ενώ στα προσκολλημένα κύτταρα παρατηρείται 

μεταβολή της έκφρασης όλων των γονιδίων σχετιζόμενων με τη λοιμωξιογόνο δράση  

του μικροργανισμού αλλά σε μικρότερο βαθμό. Παρόλα αυτά, το γονίδιο cadB, σε ότι 

αφορά τον ολικό πληθυσμό δε μεταβλήθηκε σε σχέση με τη συνθήκη του μάρτυρα, 

ενώ σε ότι αφορά τον προσκολλημένο και τον εσωτερικοποιημένο πληθυσμό η 

μεταβολή του υπό μελέτη γονιδίου έκφρασης, ήταν μη ανιχνεύσιμη είτε λόγω 

χαμηλών επιπέδων έκφρασης είτε λόγω χαμηλού αρχικού πληθυσμού (ή χαμηλού 

ανακτηθέντα πληθυσμού) και επομένως δε δύναται να γίνει συσχέτιση με τα 

φαινοτυπικά αποτελέσματα. 

Παρατεταμένη παραμονή του παθογόνου (48 h) στους 20
 ο

C οδήγησε σε 

μείωση των επιπέδων σχετικής έκφρασης όλων των γονιδίων σχετιζόμενων με 

λοιμωξιογόνο δράση (ολικός πληθυσμός). Αντίθετα, στα προσκολλημένα κύτταρα 

παρατηρήθηκε θετική μεταβολή της έκφρασης του hilA (περίπου 100 φορές). Σε ότι 

αφορά το γονίδιο cadΒ στα ολικά και στα προσκολλημένα κύτταρα παρατηρήθηκε 

μείωση της μεταβολής της έκφρασής του κατά περίπου 10 φορές, παρ’ όλο που οι 

πληθυσμοί αυτοί εμφανίζουν αυξημένη οξεοανθεκτικότητα. 

Με βάση λοιπόν όλα τα παραπάνω γίνεται αντιληπτό ότι η έκφραση ή μη του 

γονιδίου cadB (απόκριση σε όξινη καταπόνηση) δε συνάδει απολύτως με τα 

αντίστοιχα φαινοτυπικά αποτελέσματα. Παρόλα αυτά, παρατηρήθηκε υπερέκφραση 

των γονιδίων που ανήκουν στο SPI-1 (hilA, prgH, invA) και SPI-2 (ssrB, avrA) 

(Markus et al., 2000, Jones et al., 2005) τα οποία σχετίζονται θετικά με την αύξηση 
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των προσκολλημένων ή εσωτερικοποιημένων κυττάρων επάνω ή εντός του φυτικού 

ιστού του σπανακίου.  
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Γράφημα 3.14 Σχετική μεταβολή της έκφρασης των γονιδίων hilA (μπορντω), avrA (πράσινο), invA (μπλε), spvR (πορτοκαλί), cadB (κίτρινο),   proV (μωβ), prgH (γαλάζιο) 

και ssrB (κόκκινο) κατά την συντήρηση σπανακίου στους 5 
ο
C ή 20

 ο
C για 2 h ή για 48 h. Οι ράβδοι αντιπροσωπεύουν τη σχετική μεταβολή των επιπέδων έκφρασης κάθε 

γονιδίου για κάθε περίπτωση ως προς των κυττάρων S. Enteritidis μετά από 2 h στους 20 
o
C, χρησιμοποιώντας την εξίσωση του Pfaffl. Το ενδογενές γονίδιο αναφοράς 

16SrRNA χρησιμοποιήθηκε για την κανονικοποίηση των αποτελεσμάτων. Οι γραμμές σφάλματος απεικονίζουν την τυπική απόκλιση στα επίπεδα μεταβολής της έκφραση 

των γονιδίων μεταξύ τριών βιολογικών επαναλήψεων. 
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4. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

Στην παρούσα μελέτη επιβεβαιώθηκε το φαινόμενο της εσωτερικοποίησης 

του παθογόνου μικροοργανισμού Salmonella spp στα φυλλώδη λαχανικά, γεγονός 

που διεγείρει την ανησυχία τόσο των παραγωγών όσο και των καταναλωτών. Το 

φαινόμενο της εσωτερικοποίησης καθιστά δύσκολη την απομάκρυνση του παθογόνου 

από τους φυτικούς ιστούς μέσω των εμπορικών απολυμαντικών ενώ χαρακτηριστικό 

αποτελεί ότι η ικανότητα εσωτερικοποίησης του μικροοργανισμού διαφέρει ανάλογα 

με το είδος του λαχανικού καθώς μεταξύ των λαχανικών που εξετάστηκαν το 

μεγαλύτερο βαθμό εσωτερικοποίησης παρουσίασαν το σπανάκι και τα ιταλικά χόρτα 

ενώ το μικρότερο βαθμό η ρόκα. Τα δεδομένα αυτά αποδεικνύουν ότι κάθε λαχανικό 

ενδεχομένως και να χρειάζεται διαφορετική μεταχείριση, κατά την παραγωγική 

διαδικασία. Συντήρηση των λαχανικών στη θερμοκρασία των 20 
ο
C θα πρέπει να 

αποφεύγεται καθώς είχε ως αποτέλεσμα την αύξηση του εσωτερικοποιημένου 

πληθυσμού ή/και την αύξηση του φαινομένου της εσωτερικοποίησης.  

Παρόλα αυτά, σύμφωνα με τα πειράματα οξεοανθεκτικότητας αποδεικνύεται 

ότι ο καταναλωτής κατά την κατανάλωση επιμολυσμένων λαχανικών κινδυνεύει 

περισσότερο από τα προσκολλημένα κύτταρα παρά από τα εσωτερικοποιημένα τα 

οποία φαίνεται να ευαισθητοποιούνται έναντι όξινης καταπόνησης με αποτέλεσμα να 

μην επιβιώνουν στο χαμηλό pH του στομάχου. 

Με βάση τα μοριακά δεδομένα, η εποίκιση του παθογόνου σε σπανάκι όμως 

είχε ως αποτέλεσμα την υπερέκφραση γονιδίων που ανήκουν στο SPI-1 (hilA, prgH, 

invA) και SPI-2 (ssrB, avrA) και σχετίζονται με την προσκόλληση και την 

εσωτερικοποίηση των κυττάρων του μικροοργανισμού επάνω ή εντός του φυτικού 

ιστού του λαχανικού, γεγονός που γεννά διάφορα ερωτήματα. Όντως η κατανάλωση 

των προσκολλημένων κυττάρων είναι πιο επικίνδυνη; Εάν καταναλωθούν 

εσωτερικοποιημένα κύτταρα και καταφέρουν να επιζήσουν στο pH του στομάχου 

είναι πιο επιθετικά; Το παραπάνω ζήτημα χρήζει περαιτέρω διερεύνησης. 

Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν 

για περαιτέρω κατανόηση του φαινομένου της εσωτερικοποίησης καθώς και της 

επίδρασής του στη φυσιολογία του Salmonella spp. σε λαχανικά ευρείας 

κατανάλωσης δεδομένου ότι ο συγκεκριμένος παθογόνος μικροοργανισμός 
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καθίσταται ιδιαίτερα επικίνδυνος λόγω: α) της χαμηλής μολυσματικής δόσης του (5-

10 κύτταρα), β) της αναποτελεσματικότητας των συμβατικών μέσων εξυγίανσης 

έναντι των εσωτερικοποιημένων κυττάρων και γ) της πιθανής μεταβολής της 

φυσιολογίας του μικροοργανισμού (ανθεκτικότητα/ ευαισθητοποίηση) σε σχέση με το 

είδος του λαχανικού. Με τον τρόπο αυτό τελικά, θα ελαχιστοποιηθεί ο κίνδυνος 

ύπαρξης του παθογόνου σε τρόφιμα φυτικής προέλευσης και ως εκ τούτου θα μειωθεί 

και ο κίνδυνος προσβολής του τελικού καταναλωτή. 
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