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Πεξίιεςε 

 

Ο ζθνπφο ηεο παξνχζαο εξγαζίαο είλαη ε ηαπηνπνίεζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ θαιιηεξγνχκελνπ κπδηνχ 

Mytilus galloprovincialis ζηνλ θφιπν ηνπ Θεξκατθνχ, κε ηερληθέο Αιιεινχρεζεο Δπφκελεο Γεληάο (Next 

Generation Sequencing Technologies - NGS). Σν κεζνγεηαθφ κχδη  αλήθεη ζηελ ηάμε ησλ Bivalvia θαη ν 

δηαηξνθηθφο ηνπ κεραληζκφο, κέζσ ηεο δηήζεζεο κεγάινπ φγθνπ ζαιαζζηλνχ λεξνχ, πξνζδίδεη ζην κχδη  

πέξα απφ κεγάιε ζξεπηηθή αμία, ηελ ηδηφηεηα ηνπ πεξηβαιινληηθνχ δείθηε ξχπαλζεο ησλ πδάησλ. Σν 

κηθξνβίσκα ηνπ κπδηνχ, αλάινγα κε ηελ επηβάξπλζε ηνπ ζαιάζζηνπ νηθνζπζηήκαηνο, κπνξεί λα 

θηινμελήζεη πνιπάξηζκα βαθηήξηα, κε πνιιά απφ απηά λα είλαη δπλεηηθά παζνγφλα γηα ηνλ άλζξσπν. Ο 

Θεξκατθφο θφιπνο έρεη ηε κεγαιχηεξε παξαγσγή θαιιηεξγνχκελσλ κπδηψλ ζε φιε ηελ Διιάδα, θαη 

πξψηε θνξά έγηλε θαηαγξαθή ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ κεζνγεηαθνχ κπδηνχ Mytilus galloprovincialis ηεο 

πεξηνρήο, κε ηερληθέο NGS, ζηνρεχνληαο ζην 16S rRNA γνλίδην. Ζ ηερληθή NGS πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε, 

κε ηελ ηερλνινγία ησλ λαλνπφξσλ ηεο εηαηξείαο Oxford Nanopore Technologies, πξνζθέξεη ηε 

δπλαηφηεηα αλάγλσζεο κεγάινπ αξηζκνχ βάζεσλ, επηθέξεη βαζηά ηαμηλνκηθή δηάθξηζε θαη ζχκθσλα κε 

ηε βηβιηνγξαθία, δελ έρεη εθαξκνζηεί μαλά γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο ησλ δίζπξσλ 

καιαθίσλ παγθνζκίσο. Παξάιιεια κε ηελ ηερληθή NGS, ηα κχδηα εμεηάζηεθαλ κε κηθξνβηνινγηθέο 

ηερληθέο, ζχκθσλα κε ηνλ Γηεζλή Οξγαληζκφ Σππνπνίεζεο (International Organization for 

Standardization - ISO) γηα ηελ αλίρλεπζε Salmonella spp. θαη ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ πιένλ πηζαλνχ 

αξηζκνχ (MPN) γηα ην είδνο E. coli. Οη πεξηνρέο κπδνθαιιηέξγεηαο φπνπ ζπιιέρζεθαλ ηα κχδηα είλαη 

απηέο ηεο Πηεξίαο (Μαθξχγηαινο) θαη ηεο Θεζζαινλίθεο (Υαιάζηξα), φπνπ ιήθζεθαλ 12 δείγκαηα (10-

12 ελήιηθα δψληα κχδηα αλά δείγκα) θαηά ηνπο ρεηκεξηλνχο κήλεο (Γεθέκβξην έσο Φεβξνπάξην). Καηά ηε 

κηθξνβηνινγηθή εμέηαζε φια ηα δείγκαηα βξέζεθαλ κε ρακειφ MPN γηα ην είδνο E. coli θαη δελ 

αληρλεχζεθε Salmonella spp.. Ζ ηαμηλνκηθή δηάθξηζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο έγηλε γηα ηα επίπεδα θχινπ, 

θιάζεο, ηάμεο, νηθνγέλεηαο θαη γέλνπο. ΢ηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο (p<0,05) ζηελ αθζνλία ησλ 

βαθηεξηαθψλ γελψλ κεηαμχ ησλ δχν πεξηνρψλ, θαζψο θαη κεηαμχ ησλ ζεκείσλ δεηγκαηνιεςίαο εληφο ηεο 

θάζε πεξηνρήο, αμηνινγήζεθαλ κε ηε κέζνδν z-score. Σα θπξίαξρα βαθηήξηα πνπ βξέζεθαλ ζε επίπεδν 

θαηάηαμεο γέλνπο, είλαη ηα εμήο:  Mycoplasma, Anaplasma, Mariniblastus, θαη Pseudomonas. Ζ παξνχζα 

εξγαζία απνθάιπςε κεγάιε εηεξνγέλεηα αλάκεζα ζηηο δχν πεξηνρέο δεηγκαηνιεςίαο, αιιά θαη κεηαμχ 

ησλ κελψλ δεηγκαηνιεςίαο γηα ηα ίδηα ζεκεία ζπιινγήο, ππνδειψλνληαο ηε κεγάιε δπλακηθή ησλ 

βαθηεξηαθψλ πιεζπζκψλ.  
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Abstract 

  

The objective of the study was to identify the bacterial microbiota associated to the farmed oysters 

Mytilus galloprovincialis, in the region of Thermaikos gulf, in Νorthern Greece. Due to their 

nutritional mechanisms which involve filtering huge amounts of water, the mussels are affected by 

seawater pollution and can host microbial diversity of environmental origin as well as pathogenic 

bacteria, which must be constantly monitored. The Thermaikos gulf provides 90% of the Greek mussel 

production, which is of great economic importance, despite the presence of numerous human activities, 

and river estuaries which affect the quality of seawater. During the winter season, mussels were 

sampled from 2 different marine farms (Chalastra and Makrygialos). After harvesting, the samples 

were analysed for the presence of Escherichia coli and Salmonella spp., as prescribed by Greek and 

European Community regulations, and further for metagenomic analysis. In the laboratory, DNA 

extraction, amplification and sequencing of the 16S rRNA gene were performed to establish the 

taxonomic units. Compared to other NGS techniques, the nanopore technology developed by Oxford 

Nanopore Technologies that was used in this study, enables the reading of a long length of bases and 

thus enhances the taxonomic classification. Notably, this technique has not been previously utilized for 

identifying the microbiome of bivalve mollusks, as per the existing literature. The microbiological 

analysis that was conducted for the enumeration of E. coli with the Most Probable Number (MPN) 

method, revealed a low presence of E. coli for all the 12 samples. The ISO 6579-1:2017 method 

confirmed the absence of Salmonella spp. using 25g from each analyzed sample. Metabarcoding 

analysis revealed the mussels’ bacterial diversity in the examined areas and the identified taxonomic 

units were compared in terms of zone, region and month of collection. The relative abundance of the 

taxonomic units was calculated using only the classified reads and the overall composition of the M. 

galloprovincialis microbiome. Statistically significant differences (p<0.05) in the abundance of the 

most dominant bacterial genera between regions, as well as zones within each region of sampling, were 

evaluated with z-score computation.  The most prevalent taxa at the genus level were Mycoplasma, 

Anaplasma, Mariniblastus and Pseudomonas. The present research revealed great heterogeneity 

between the two areas, but also between the sampling months for the same collection areas. 
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1 ΔΙ΢ΑΓΩΓΗ 
 

1.1 Ζ θπζηνινγία ηνπ κπδηνχ Mytilus galloprovincialis 

 

1.1.1 ΢πζηεκαηηθή θαηάηαμε ηνπ κπδηνχ Mytilus galloprovincialis  
 

΢ηελ Δπξψπε δηαβηνχλ ηξία είδε κπδηψλ ηνπ γέλνπο Mytilus, ηα νπνία είλαη: ην Mytilus edulis 

(κπιε κχδη), ην Mytilus galloprovincialis (κεζνγεηαθφ κχδη) θαη ην Mytilus trossulus. Σα δχν 

πξψηα θαιιηεξγνχληαη επξέσο θαη είλαη πνιχ ζεκαληηθά γηα ηηο κπδνθαιιηέξγεηεο ηεο 

Μεζνγείνπ αιιά θαη παγθνζκίσο. ΢ηηο πεξηνρέο φπνπ εκθαλίδνληαη ηαπηφρξνλα θαη ηα δχν απηά 

είδε, κπνξνχλ λα δηαζηαπξψλνληαη κεηαμχ ηνπο θαη λα δίλνπλ γφληκνπο απνγφλνπο, 

δπζρεξαίλνληαο ηε ζπζηεκαηηθή θαηάηαμε ησλ πβξηδίσλ ηνπο (Skibinski et al., 1978). Ζ 

ζπζηεκαηηθή θαηάηαμε ηνπ είδνπο Mytilus galloprovincialis θαίλεηαη ζηνλ Πίλαθα 1.               

 
Πίλαθαο 1: ΢πζηεκαηηθή θαηάηαμε ηνπ κπδηνχ Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1815) 

 

΢πζηεκαηηθή θαηάηαμε ηνπ κπδηνύ Mytilus 

galloprovincialis 

Φύιν (Phylum) 
Mollusca (Μαιάθηα) 

Κιάζε (Class) 
Bivalvia ( Γίζπξα) 

Τπνθιάζε (Subclass) 
Pteriomorphia 

Σάμε (Order) 
Mytiloida 

Οηθνγέλεηα (Family) 
Mytilidae 

Γέλνο (Genus) Mytilus 

Δίδνο (Species) Mytilus galloprovincialis 

 

       

1.1.2 Αλαηνκία θαη κνξθνινγία ηνπ κπδηνχ Mytilus galloprovincialis 

 

Σν είδνο Mytilus galloprovincialis έρεη ρξψκα ζθνχξν κπιε έσο ζρεδφλ καχξν. Σν 

φζηξαθν απνηειείηαη απφ δχν ζπκκεηξηθέο ζπξίδεο, ζρήκαηνο  ππνηξηγσληθνχ, ελσκέλεο  

ζην πίζσ άθξν κε έλαλ ηζρπξφ ειαζηηθφ ζχλδεζκν. Σν κέγεζφο ηνπ ζηελ ελήιηθε κνξθή 

κπνξεί λα θηάζεη έσο ηα 15 cm, ελψ ε ειηθία ηνπ ηα 20 ρξφληα. ΢ην εζσηεξηθφ ηνπ 
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θειχθνπο βξίζθεηαη ην ζψκα ζην νπνίν αλεπξίζθνληαη: ην ζηφκα κε ηηο ρεηιηθέο 

πξνζαθηξίδεο ζην νμχ άθξν ησλ ζπξψλ, ν νηζνθάγνο θαη ην ζηνκάρη ην νπνίν πεξηβάιιεη ν 

πεπηηθφο αδέλαο (επαηνπάγθξεαο). Μέζα απφ ην ζηνκάρη μεθηλάεη ν ζηίινο, πνπ εθθξίλεη 

έλα θξπζηαιινεηδέο πγξφ ζα βιέλλε. Αθνινπζεί ην έληεξν, ην νπνίν κεηά απφ κεξηθέο 

πηπρέο δηα κέζνπ ηνπ πεξηθαξδίνπ, ηειεηψλεη κε ην απεπζπζκέλν θαη ηνλ πξσθηφ δίπια 

ζηε ζρηζκή δηαπλνήο. Ζ θαξδηά απνηειείηαη απφ κία θνηιία θαη απφ δχν θφιπνπο. 

 

 
Δηθφλα 1: Σν θέιπθνο ηνπ είδνπο Mytilus galloprovincialis (Paiva, 2014) 

 

Σα κχδηα είλαη γνλνρσξηζηηθά θαη ηα ζειπθά ππεξηεξνχλ ησλ αξζεληθψλ σο πξνο ηνλ αξηζκφ. 

Οη γνλάδεο νη νπνίεο αλαπηχζζνληαη κεηαμχ ηνπ καλδχα θαη ησλ βξαγρίσλ ζηελ πεξίνδν ηεο 

σξηκφηεηαο, θαιχπηνπλ κεγάιν κέξνο ηεο ζπιαρληθήο θνηιφηεηαο (Κπξηαδή-Παπαδνπνχινπ, 

2002). Σα κχδηα έρνπλ δχν δεχγε βξαγρίσλ, ηα νπνία βξίζθνληαη κεηαμχ ηνπ καλδχα θαη ησλ 

ζπιάρλσλ, θαη εθηεινχλ δηπιφ ξφιν. Δίλαη ηα αλαπλεπζηηθά φξγαλα, αιιά παξάιιεια 

βνεζνχλ ζηε ιήςε ηξνθήο κέζσ ηνπ θηιηξαξίζκαηνο ηνπ λεξνχ. Αλάκεζα θαη ζην κέζνλ 

πεξίπνπ ηεο πξφζθπζεο ησλ βξαγρίσλ βξίζθεηαη ην πφδη, ζηε βάζε ηνπ νπνίνπ βξίζθεηαη ν 

αδέλαο πνπ εθθξίλεη ηηο νπζίεο γηα ηνλ ζρεκαηηζκφ ηνπ βχζζνπ, κε ηνλ νπνίν πξνζδέλνληαη ζε 

δηάθνξα ππνζηξψκαηα (Gosling, 2003; ΢ηάηθνπ, 2015).  
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Δηθφλα 2: Ζ αλαηνκία ηνπ είδνπο Mytilus galloprovincialis (Μεηαθξαζκέλν ζηα Διιεληθά, απφ Saba, 2012) 

 

1.1.3 Ζ αλαπαξαγσγή ηνπ είδνπο Mytilus galloprovincialis 

 

Ζ γελεηηθή σξηκφηεηα αξρίδεη κεηά ηνπο 5-8 κήλεο, φηαλ έρνπλ κέγεζνο 15-35 mm  θαη αθνχ 

γίλεη ε πξνζθφιιεζή ηνπο ζε θάπνην ππφζηξσκα. Ζ γελεηηθή σξηκφηεηα εκθαλίδεηαη απφ ην 

ηέινο ηνπ ρεηκψλα έσο ηηο αξρέο ηνπ θζηλνπψξνπ. Ζ γνληκνπνίεζε ζπλήζσο 

πξαγκαηνπνηείηαη εθηφο ηεο θνηιφηεηαο ηνπ κπδηνχ, ζην πδάηηλν πεξηβάιινλ. Σν ζπέξκα θαη 

ηα απγά βγαίλνπλ απφ ην άλνηγκα ηεο δηαπλνήο θαη  απιψλνληαη ζην λεξφ. Ζ πεξίνδνο 

ελαπφζεζεο εμαξηάηαη απφ ηνπο πεξηβαιινληηθνχο παξάγνληεο. ΢ηηο εχθξαηεο πεξηνρέο, ε 

απειεπζέξσζε ησλ γακεηψλ ζπκβαίλεη ζε ζπγθεθξηκέλε πεξίνδν ηνπ ρξφλνπ, πνπ κπνξεί λα 

είλαη ζχληνκε ή παξαηεηακέλε. ΢ηελ αλαηνιηθή Μεζφγεην νη πεξηζζφηεξεο ελαπνζέζεηο 

γίλνληαη ην θζηλφπσξν θαη ηελ άλνημε. Οη ρακειέο ζεξκνθξαζίεο επηβξαδχλνπλ ην γελεηηθφ 

θχθιν ησλ κπδηψλ.  

Σα απγά είλαη ζθαηξηθά, κεγέζνπο 70-80κ, ζε ρξψκα πνξηνθαιί, πεξηηξηγπξηζκέλα απφ έλα 

ιεπηφ ζηξψκα βιελνπνιπζαθραξηηψλ. Σν ζπέξκα έρεη ρξψκα ππφιεπθν. Μεηά ηε 

γνληκνπνίεζε παξαηεξνχληαη δηάθνξα ζηάδηα εκβξπτθήο αλάπηπμεο, κέρξηο φηνπ νη λχκθεο 

κεγέζνπο 4,80-50κ πξνζθνιιεζνχλ κε ην βχζζν ζε δηάθνξα ζηεξεά αληηθείκελα. Όηαλ ην 

κέγεζφο ηνπο θζάζεη ηα 1-2 mm, ηα λεαξά κχδηα απνθνιιψληαη απφ ηα ππνζηξψκαηα θαη 
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κπνξνχλ πιένλ λα κεηαθηλεζνχλ, κέρξη λα βξνπλ ηηο θαηάιιειεο ζπλζήθεο γηα λα 

πξνζθνιιεζνχλ μαλά, νπφηε απνθηνχλ ηε κνξθνινγία ηνπ ελήιηθνπ κπδηνχ (Κπξηαδή-

Παπαδνπνχινπ, 2002).  

 

1.1.4 Φπζηνινγία ζξέςεσο θαη αλάπηπμεο ηνπ είδνπο Mytilus galloprovincialis 

 

Σα κχδηα ηξέθνληαη κε θπηνπιαγθηφλ θαη νξγαληθφ πιηθφ (Κπξηαδή-Παπαδνπνχινπ, 2002) 

θαη ε αλάπηπμή ηνπο εμαξηάηαη απφ ηε δηαζεζηκφηεηα ησλ ζξεπηηθψλ πιηθψλ ζην πδάηηλν 

πεξηβάιινλ. Ωο δηεζεκαηνθάγνο νξγαληζκφο, δηεζεί ην ζαιαζζηλφ λεξφ κε ηαρχηεηα αλάινγε 

ηνπ κεγέζνπο ηνπ θαη ηεο ζεξκνθξαζίαο ηνπ λεξνχ, θξαηψληαο κφλν πνιχ κηθξά ηεκάρηα 

(1-2κ), φπνπ θέξνληαη κέζσ ησλ βξαγρίσλ θαη ησλ ρεηιηθψλ πξνζαθηίδσλ ζην ζηφκα θη απφ 

εθεί ζην ζηνκάρη. Σα κεγαιχηεξα πιηθά, κεγέζνπο 30-40κ, ζπγθεληξψλνληαη ζηε ζσκαηηθή 

θνηιφηεηα, ζρεκαηίδνληαο ηα ςεπδνθφπξαλα ηα νπνία θαη απνβάιινπλ. Σα κχδηα έρνπλ 

κεγάιε ηθαλφηεηα δηήζεζεο λεξνχ θαη ελδεηθηηθά αλαθέξεηαη φηη έλα κχδη 7cm κπνξεί λα 

θηιηξάξεη θαηά κέζν φξν έσο θαη 110 ιίηξα λεξνχ αλά εηθνζηηεηξάσξν (Petersen et al., 2004;  

Φαζνχιαο, 2008).   

Ζ αλάπηπμε ηνπ κπδηνχ έρεη άκεζε ζρέζε κε ηε δπλαηφηεηα δηήζεζεο ηνπ λεξνχ, έηζη φηαλ ε 

αιαηφηεηα θαηεβαίλεη θάησ απφ 13-14‰ θαη ε ζεξκνθξαζία θάησ ησλ 8℃ ε ηθαλφηεηα 

δηήζεζεο δηαθφπηεηαη. Αληίζεηα, ε αλάπηπμε επηηαρχλεηαη ηελ άλνημε θαη ην θαινθαίξη, φπνπ 

νη πεξηβαιινληηθνί παξάγνληεο (ζεξκνθξαζία, αιαηφηεηα, πνζφηεηα ζξεπηηθψλ πιηθψλ 

δηαιπκέλσλ ζην λεξφ) είλαη επλντθνί. ΢ηα δίζπξα κπνξεί λα παξαηεξεζεί αχμεζε ηεο 

ζλεζηκφηεηαο ζε φια ηα ζηάδηα ηνπ βηνινγηθνχ ηνπο θχθινπ, εμαηηίαο δηάθνξσλ 

πεξηβαιινληηθψλ ή βηνινγηθψλ παξαγφλησλ. Πεξηβαιινληηθνί παξάγνληεο πνπ απμάλνπλ ηε 

ζλεζηκφηεηα είλαη  ε πςειή ζεξκνθξαζία, αιιά θαη ε ρακειή ζεξκνθξαζία γηα εθηεηακέλα 

ρξνληθά δηαζηήκαηα, ε ρακειή αιαηφηεηα, θαζψο θαη ε πςειή ζπγθέληξσζε αησξνχκελσλ 

ζσκαηηδίσλ ζην λεξφ. Ζ θιηκαηηθή αιιαγή θαη εηδηθά ε αχμεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηε 

Μεζφγεην, έρεη παξαηείλεη ηα δηαζηήκαηα πνπ ηα κχδηα εθηίζεληαη ζε ζεξκνθξαζίεο πνπ 

μεπεξλνχλ ηνπο 26℃, φπνπ εκθαλίδνληαη ην ζεξκηθφ ζηξεο θαη νη θπηηαξηθέο δπζιεηηνπξγίεο, 

απμάλνληαο ηε ζλεζηκφηεηά ηνπο (Αλέζηεο, 2008). Ζ βηνκεραληθή θαη αζηηθή ξχπαλζε 

ζεσξείηαη επίζεο αηηία κείσζεο ηνπ ξπζκνχ αλάπηπμεο αιιά θαη αχμεζεο ηεο ζλεζηκφηεηαο, 

θπξίσο ιφγσ ηεο αχμεζεο ηνπ νξγαληθνχ θαη βαθηεξηαθνχ θνξηίνπ ηνπ λεξνχ.  
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1.2 ΢πζηήκαηα εθηξνθήο κπδηψλ  
 

Σα κχδηα εθηξέθνληαη ζε πεξηζζφηεξεο απφ 40 ρψξεο ζε φιν ηνλ θφζκν, θαη ππάξρνπλ 

δηάθνξνη ηξφπνη εθηξνθήο θαη παξαιιαγέο ηνπο, αλάινγα κε ηε γεσκνξθνινγία ηεο πεξηνρήο. 

Οη ηξφπνη εθηξνθήο δηαθξίλνληαη ζε δχν θχξηεο θαηεγνξίεο: ηηο κπδνθαιιηέξγεηεο βπζνχ θαη 

ηηο κπδνθαιιηέξγεηεο ζε ζηήιε ηνπ λεξνχ (Βνπιηζηάδνπ, 2015). ΢ηελ Διιάδα θαη 

ζπγθεθξηκέλα ζηελ πεξηνρή κειέηεο ηνπ Θεξκατθνχ θφιπνπ, ζπλαληάκε κπδνθαιιηέξγεηεο 

πνπ αλήθνπλ ζηε δεχηεξε θαηεγνξία, φπνπ ηα κχδηα είλαη πξνζθνιιεκέλα ζε θαηάιιειεο 

επηθάλεηεο θαη δελ εθάπηνληαη ζην βπζφ. Αληίζεηα, ε θαιιηέξγεηα βπζνχ είλαη πην 

δηαδεδνκέλε θπξίσο ζηε Γπηηθή Δπξψπε θαη πην ζπγθεθξηκέλα ζε Οιιαλδία, Γεξκαλία, 

Ηξιαλδία θαη Μεγάιε Βξεηαλία, φπνπ ππάξρνπλ εθηεηακέλεο πεξηνρέο ξερήο ζάιαζζαο, 

πξνζηαηεπκέλεο απφ παιηξξνηαθά θαηλφκελα, θαη ηα κχδηα θαιιηεξγνχληαη εθαπηφκελα κε ην 

βπζφ (Smaal, 2002). Αληίζεηα, ζηελ θαιιηέξγεηα ζε ζηήιε ηνπ λεξνχ, ηα κχδηα 

αλαπηχζζνληαη ζε ππνζηξψκαηα ζε κεγάιε απφζηαζε απφ ην ζαιάζζην βπζφ, κε 

πιενλέθηεκα ηε κείσζε ησλ απσιεηψλ απφ  βελζηθνχο  ζεξεπηέο θαη ηελ εθκεηάιιεπζε ησλ 

ζαιάζζησλ ξεπκάησλ, έηζη ψζηε ε παξνρή ηξνθήο θαη νμπγφλνπ ζηα κχδηα λα θηάλεη ζην 

κέγηζην ηεο. Οη ηξεηο πην γλσζηνί ηξφπνη θαιιηέξγεηαο παγθνζκίσο, αλ θαη κε πνιιέο 

παξαιιαγέο, είλαη α) ε θαιιηέξγεηα ζε παζζάινπο, β) ε θαιιηέξγεηα ζε ζρεδίεο θαη γ) ε 

θαιιηέξγεηα ζε ζπζηήκαηα καθξάο γξακκήο, φπσο θαίλεηαη θαη ζηελ Δηθφλα 3. 
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Δηθφλα 3: Σππηθή εηθφλα κπδνθαιιηέξγεηαο ζε ζχζηεκα καθξάο γξακκήο (https://www.globalseafood.org/wp-

content/uploads/2011/01/THEODOROUpic2.jpg) 

 

 ΢ηηο δχν ηειεπηαίεο κεζφδνπο (πισηφ ζχζηεκα), ηα κχδηα πξνζθνιιψληαη ζε εηδηθά ζρνηληά, 

ηα νπνία αησξνχληαη ζην λεξφ, έηζη ψζηε νη αξκαζηέο λα κελ αθνπκπνχλ ην βπζφ. Οη κνλάδεο 

θαιιηέξγεηαο γηα ην πισηφ ζχζηεκα ρξεζηκνπνηνχλ είηε ζρεδίεο, είηε πιαζηηθά βαξέιηα, θαη 

είλαη ηνπνζεηεκέλεο ζε λεξά κε βάζνο πνπ μεπεξλά ηα 8 κέηξα. Αληίζεηα, ζε ξερέο παξάθηηεο 

πεξηνρέο πνπ βξίζθνληαη θπξίσο ζηνλ θφιπν ηνπ Θεξκατθνχ, νη αξκαζηέο κε ηα κχδηα 

αησξνχληαη απφ μχιηλνπο νξηδφληηνπο παζζάινπο, πνπ είλαη ηνπνζεηεκέλνη ζε ζηαζεξέο 

κεηαιιηθέο εγθαηαζηάζεηο θαη απνηεινχλ ην ιεγφκελν παζζαισηφ ζχζηεκα. Σν βάζνο ηνπ 

λεξνχ ζε κηα ηέηνηα κνλάδα είλαη ζπλήζσο 2-4 κέηξα, θαη ε αξκαζηά πνπ θέξεη ηα κχδηα 

πξέπεη λα έρεη κέγεζνο ηέηνην ψζηε λα κπνξεί λα αησξείηαη πάλσ απφ ην βπζφ γηα ηελ 

απνθπγή ησλ βελζηθψλ ζεξεπηψλ (Βνπιηζηάδνπ et al., 2015).  

 

1.2.1 Πεξηνρέο κπδνθαιιηέξγεηαο ζηελ Διιάδα 
 

Οη πεξηζζφηεξεο κνλάδεο θαιιηέξγεηαο κπδηψλ ζπλαληψληαη ζηελ πεξηθέξεηα Αλαηνιηθήο 

Μαθεδνλίαο θαη Θξάθεο (Ν. Ρνδφπεο, Ν. Ξάλζεο, Ν. Καβάιαο), ζηελ πεξηθέξεηα Κεληξηθήο 

Μαθεδνλίαο (Ν. Θεζζαινλίθεο, Ν. Ζκαζίαο, Ν. Πηεξίαο, Ν. Υαιθηδηθήο, Ν. ΢εξξψλ,) ζηελ 

https://www.globalseafood.org/wp-content/uploads/2011/01/THEODOROUpic2.jpg
https://www.globalseafood.org/wp-content/uploads/2011/01/THEODOROUpic2.jpg
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πεξηθέξεηα Γπηηθήο Διιάδαο (Ν. Πξεβέδεο θαη Ν. Θεζπξσηίαο), ζηελ Αηηηθή θαη ζην Ννκφ 

Φζηψηηδαο. Σν κεγαιχηεξν κεξίδην ζηελ παξαγσγή ην θαηέρεη ε Κεληξηθή Μαθεδνλία. 

΢χκθσλα κε ζηνηρεία ηνπ 2012 (Πεξηθέξεηα Κεληξηθήο Μαθεδνλίαο, Δπηρεηξεζηαθφ ΢ρέδην 

Αγξνηηθήο Αλάπηπμεο «Καιάζη Αγξνηηθψλ Πξντφλησλ», Θεζζαινλίθε, Απξίιηνο 2012), 

ππήξραλ ζπλνιηθά 549 ελεξγέο κνλάδεο θαιιηέξγεηαο κπδηψλ.  

 
Πίλαθαο 2: Γπλακηθφηεηα ησλ πεξηνρψλ κπδνθαιιηέξγεηαο ηνπ Θεξκατθνχ θφιπνπ (Πεξηθέξεηα Κεληξηθήο 

Μαθεδνλίαο) 

Πεξηνρή Αξηζκόο Μνλάδσλ Γπλακηθόηεηα 

(ηόλνη/έηνο)  

Υαιάζηξα 23 πισηέο  κνλάδεο 

 

 

2407 

Κύκηλα 14 πισηέο  κνλάδεο 

 

   1.600  

Πηεξία 57 πισηέο  κνλάδεο 

 

     12.000 

 

Οη Ννκνί Θεζζαινλίθεο, Πηεξίαο θαη Ζκαζίαο θαηέρνπλ ζρεδφλ ην 90% ησλ κνλάδσλ 

εθηξνθήο κπδηψλ πνπ ππάξρνπλ ζηνλ Διιαδηθφ ρψξν (Κπξηαδή-Παπαδνπνχινπ, 2002; 

Βνπιηζηάδνπ, 2015). ΢πγθεθξηκέλα, ε θχξηα ζαιάζζηα δξαζηεξηφηεηα ζηε Υαιάζηξα είλαη ε 

εληαηηθή θαιιηέξγεηα ηνπ κεζνγεηαθνχ κπδηνχ Mytilus galloprovincialis. Σν 30% ησλ κπδηψλ 

ηεο Διιάδαο εθηξέθνληαη ζηε Υαιάζηξα, θαζηζηψληαο ηελ ηε κεγαιχηεξε πεξηνρή 

παξαγσγήο κπδηψλ ηεο ρψξαο. ΢ηελ πεξηνρή ππάξρνπλ πεξίπνπ 250 εγγεγξακκέλνη 

κπδνθαιιηεξγεηέο θαη 14 κεηαπνηεηηθέο κνλάδεο. Υξεζηκνπνηνχληαη δχν ζπζηήκαηα 

θαιιηέξγεηαο: α) ε θαιιηέξγεηα κε ζπζηήκαηα καθξάο γξακκήο ζε βάζε πνπ θπκαίλνληαη απφ 

6 έσο 22 m, θαη β) ε θαιιηέξγεηα ζε παζζάινποζε βάζε απφ 2 έσο 5 m (Konstantinou et al., 

2012).  

         

1.3 Θαιάζζην πεξηβάιινλ Θεξκατθνχ θφιπνπ  
 

1.3.1 Γεσκνξθνινγία ηνπ Θεξκατθνχ θφιπνπ 
 

Ο Θεξκατθφο θφιπνο βξίζθεηαη ζην βνξεηνδπηηθφ ηκήκα ηνπ Αηγαίνπ πειάγνπο θαη απνηειεί 

έλαλ εκίθιεηζην θφιπν, κε κέγηζην βάζνο ηα 100 κέηξα (Karageorgis et al., 2005). ΢ηνλ 

θφιπν εθβάιινπλ ηέζζεξεηο πνηακνί, ν Γαιιηθφο, ν Αμηφο, ν Λνπδίαο θαη ν Αιηάθκνλαο, θαη 
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ηα ηδήκαηα πνπ επηθάζνληαη απφ ηνπο πνηακνχο έρνπλ σο απνηέιεζκα ην αλάγιπθν ηνπ 

ππζκέλα λα είλαη νκαιφ (Karageorgis et al., 2005). Δπηπιένλ, εμαηηίαο ησλ δηάθνξσλ 

αλζξσπνγελψλ παξεκβάζεσλ, φπσο είλαη ε χπαξμε ιηκαληνχ, ε εθβνιή ησλ αζηηθψλ ιπκάησλ 

θαη ησλ βηνκεραληθψλ απνβιήησλ ηεο Θεζζαινλίθεο, νη απνξξνέο απφ ηε κνλάδα βηνινγηθνχ 

θαζαξηζκνχ ηεο πφιεο ηεο Θεζζαινλίθεο, θαζψο θαη ηα απφβιεηα γεσξγηθήο πξνέιεπζεο, ην 

νηθνζχζηεκα δηαηαξάζζεηαη θαη επεξεάδεηαη εχθνια ε ζηαζεξφηεηά ηνπ. 

  

 

 
Δηθφλα 4: Υάξηεο ηνπ Θεξκατθνχ θφιπνπ (Kampouris et al., 2019) 

 

 

1.3.2 Κιίκα Θεξκατθνχ Κφιπνπ 
 

Σν θιίκα ηεο πεξηνρήο ραξαθηεξίδεηαη σο κεζνγεηαθφ, κε ζεξκά θαη μεξά θαινθαίξηα, 

ήπηνπο ρεηκψλεο θαη  ζεξκνθξαζία λα θπκαίλεηαη απφ 0°C - 38°C (Πίλαθαο 3). To ρεηκψλα 

παξαηεξνχληαη θπξίσο άλεκνη βφξεηνη-βνξεηνδπηηθνί, ελψ ην θαινθαίξη επηθξαηνχλ νη 

λφηηνη θαη δπηηθνί άλεκνη. Γεληθφηεξα, νη βφξεηνη άλεκνη θαηέρνπλ ην κεγαιχηεξν πνζνζηφ 

εκθάληζεο ζηελ πεξηνρή (40%), ζε φιε ηε δηάξθεηα ηνπ ρξφλνπ. Όζνλ αθνξά ηηο 

βξνρνπηψζεηο, ηείλνπλ λα πεξηνξίδνληαη ηνπο ζεξηλνχο κήλεο θαη λα απμάλνληαη ηνπ 

θζηλνπσξηλνχο θαη ηνπ ρεηκεξηλνχο. Ζ πςειφηεξε ηηκή βξνρφπησζεο ζεκεηψλεηαη ην 

Ννέκβξην κε 61,29 mm βξνρήο, ελψ ε ρακειφηεξε ηηκή βξνρφπησζεο εκθαλίδεηαη ην 

κήλα Αχγνπζην κε 16,94 mm βξνρήο (Πίλαθαο 4) (Πεγή ΔΜΤ). 
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        Πίλαθαο 3: Μέζε κεληαία ζεξκνθξαζία ζε βαζκνχο Κειζίνπ (Πεγή ΔΜΤ) 

ΗΑΝ ΦΔΒ ΜΑΡ ΑΠΡ ΜΑΗ ΗΟΤΝ ΗΟΤΛ ΑΤΓ ΢ΔΠ ΟΚΣ ΝΟΔ ΓΔΚ 

5.4℃ 6.8℃ 9.8℃ 14.3℃ 19.9℃ 24.7℃ 26.9℃ 26.4℃ 21.9℃ 16.5℃ 11.3℃ 7.0℃ 

 

         Πίλαθαο 4: Μέζνο κεληαίνο πεηφο  ζε ρηιηνζηά χςνπο βξνρήο (Πεγή ΔΜΤ) 

ΗΑΝ ΦΔΒ ΜΑΡ ΑΠΡ ΜΑΗ ΗΟΤΝ ΗΟΤΛ ΑΤΓ ΢ΔΠ ΟΚΣ ΝΟΔ ΓΔΚ 

35.6 

mm 

42.88 

mm 

39.54 

mm 

37.4 

mm 

35.2 

mm 

23.7 

mm 

17.01 

mm 

16.9 

mm 

21.7 

mm 

46.8 

mm 

61.29 

mm 

50.3 

mm 

 

1.3.3 Φπζηθνρεκηθνί παξάκεηξνη ηνπ λεξνχ ζηνλ Θεξκατθφ θφιπν 
 

Ζ αιαηόηεηα ζην δηάζηεκα Φεβξνπάξηνπ - Μαξηίνπ εκθαλίδεη ηηο κηθξφηεξεο ηηκέο ζηελ 

επηθάλεηα, ελψ αληηζέησο ζηνλ ππζκέλα ηηο κεγαιχηεξεο. ΢ην δηάζηεκα απηφ εκθαλίδεηαη ην 

θπζηθφ θαηλφκελν «αινθιηλέο», φπνπ παξαηεξείηαη απφηνκε δηαβάζκηζε ηεο αιαηφηεηαο ζε 

ζρέζε κε ην βάζνο. Σν αινθιηλέο κεηψλεηαη ζηαδηαθά κέρξη ην θαινθαίξη θαη εκθαλίδεηαη ζε 

ζπλερψο κεησκέλν βάζνο. Σν ίδην ηζρχεη θαη κε ηε ζεξκνθξαζία, απφ ην Μάην γίλεηαη πην 

νκνηνγελήο θαη ζηαζεξή, κέρξη λα αξρίζνπλ νη εθξνέο ησλ πνηακψλ απφ ην Ννέκβξην θαη 

κεηά. Σν Ννέκβξην παξαηεξείηαη πςειή αιαηφηεηα ζηα πην βαζηά ζηξψκαηα ηεο αλαηνιηθήο 

πεξηνρήο, σο απνηέιεζκα ηεο εηζξνήο λεξψλ απφ ην Β. Αηγαίν (ΔΚΘΔ, 2001).  

Ζ κέζε ζπγθέληξσζε ηνπ δηαιπκέλνπ νμπγόλνπ ην ρεηκψλα είλαη 7,52 mg/l. Οη ρακειέο 

ηηκέο δηαιπκέλνπ νμπγφλνπ δείρλνπλ απμεκέλα επίπεδα νξγαληθνχ θνξηίνπ θαη πεξηνξηζκέλε 

θπθινθνξία ηνπ λεξνχ. Οη κεηξήζεηο πνπ έγηλαλ ζηελ πεξηνρή ηεο Υαιάζηξαο ηνλ Οθηψβξην 

έδεημαλ ρακειέο ηηκέο έσο 5 mg/l. Αληίζεηα, ζηελ πεξηνρή ηνπ Μαθξχγηαινπ, φπνπ έρεη 

κεγαιχηεξε θπθινθνξία θαη δηαζπνξά ηνπ νξγαληθνχ θνξηίνπ, νη ηηκέο πνπ θαηαγξάθεθαλ 

δελ είλαη ρακειφηεξεο απφ 9,6 mg/l. Οη ηηκέο παξνπζηάδνληαη γεληθά απμεκέλεο ηνπο 

ρεηκεξηλνχο κήλεο. ΢ε απηφ ζπκβάιιεη ην γεγνλφο φηη ε ηθαλφηεηα ηνπ λεξνχ λα ζπγθξαηεί ην 

δηαιπκέλν νμπγφλν κεηψλεηαη κε ηελ άλνδν ηεο ζεξκνθξαζίαο. Ζ πνζφηεηα ηνπ δηαιπκέλνπ 

νμπγφλνπ επεξεάδεη άκεζα ηελ επηβίσζε ησλ πδξφβησλ νξγαληζκψλ (ΔΚΘΔ, 2020). 

 

1.3.4 Ρχπαλζε ζην Θεξκατθφ θφιπν 
 

Δμαηηίαο ηεο χπαξμεο κεγάινπ ξππαληηθνχ θνξηίνπ, πνπ θαηαιήγεη ζην Θεξκατθφ απφ 

αλζξσπνγελείο παξεκβάζεηο, ε ζάιαζζα ηα ηειεπηαία ρξφληα έρεη κεηαηξαπεί ζε εχηξνθε. Σν 

θαηλφκελν ηνπ επηξνθηζκνχ ζπλερίδεη λα απμάλεηαη κέρξη θαη ζήκεξα, κε θαηαγεγξακκέλα 
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θαηλφκελα φπσο ε ζπλερφκελε εκθάληζε «εξπζξψλ παιηξξνηψλ» θαη νη καδηθέο ζλεζηκφηεηεο 

νζηξαθνεηδψλ θαη ζαιάζζησλ νξγαληζκψλ, εμαηηίαο ηεο απνξξνήο αγξνηηθψλ  ιηπαζκάησλ 

θαη αζηηθψλ απνβιήησλ πνπ δελ έρνπλ ππνζηεί επεμεξγαζία πξηλ θαηαιήμνπλ ζηε ζάιαζζα 

(Jusoh et al., 2020). Σελ πεξίνδν 2017-2018 θαηαγξάθεθαλ ηξία γεγνλφηα επηξνθηζκνχ 

(Ηνχληνο – Ηνχιηνο 2017, Γεθέκβξηνο 2017 θαη Μάηνο 2018) θαη ηα νπνία νθείινληαη, πέξα 

απφ ηηο αλζξσπνγελείο παξεκβάζεηο, ζηελ επηθξάηεζε λφηησλ αλέκσλ ζηελ πεξηνρή πνπ δελ 

επηηξέπνπλ ηελ θπθιηθή αλαλέσζε ησλ πδάησλ (Androulidakis et al., 2021).  Παξάιιεια κε 

ηελ εκθάληζε ηεο εξπζξάο παιίξξνηαο, φηαλ απηή παξακείλεη ζηαζεξή γηα αξθεηφ δηάζηεκα, 

παξαηεξείηαη θαη ε άλζηζε επηβιαβψλ ηνμηθψλ θπθψλ θαη θπηνπιαγθηνχ ηνπ είδνπο 

Dinophysis acuminate πνπ πεξηέρεη ηνμίλε (Fernández et al., 2019), πξνθαιψληαο δηαξξντθφ 

ζχλδξνκν (Diarrhetic Shellfish Poisoning – DSP). Απηέο νη αλζίζεηο κπνξνχλ λα 

πξνθαιέζνπλ ζνβαξέο βιάβεο ζηελ αλζξψπηλε πγεία, αιιά θαη ζηελ νηθνλνκία ηεο 

παξάθηηαο πεξηνρήο πνπ αζρνιείηαη κε ηηο πδάηηλεο θαιιηέξγεηεο. Οη νηθνλνκηθέο απψιεηεο 

πνπ νθείινληαη ζηε κφιπλζε απφ ην ηνμηθφ θπηνπιαγθηφλ εθηηκάηαη φηη θπκαίλνληαη πεξίπνπ 

ζηα 3 εθαηνκκχξηα €/έηνο (Karageorgis et al., 2005). Ζ παξαθνινχζεζε θαη θαηαγξαθή ηεο 

εμάπισζεο ηνπ θπηνπιαγθηνχ είλαη απαξαίηεηε, θαη πιένλ  γίλεηαη κε ζηαζκνχο κέηξεζεο, 

αιιά θαη κε δνξπθνξηθή παξαθνινχζεζε. Ζ εκθάληζε ηεο εξπζξάο παιίξξνηαο θαη ηεο άιγεο 

είλαη ηπραία, θαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εκθάληζεο απηήο απαγνξεχεηαη ε ζπγθνκηδή ησλ 

κπδηψλ γηα ρξνληθέο πεξηφδνπο πνπ κπνξεί λα θπκαίλνληαη απφ έλα κήλα έσο θαη 

πεξηζζφηεξν απφ έμη κήλεο (Karageorgis et al., 2005). Ζ ζπληήξεζε ησλ κπδηψλ γηα ηφζν 

κεγάιν δηάζηεκα απμάλεη ην εηήζην θφζηνο εξγαζίαο θαη παξάιιεια κεηψλεη ηελ απφδνζε 

ηεο ζπλνιηθήο παξαγσγήο. 

 

1.4 Σν κηθξνβίσκα ηνπ κπδηνχ Mytilus galloprovincialis θαη νη ηερληθέο ηαπηνπνίεζεο ηνπ 

   

1.4.1 Σν κηθξνβίσκα ηνπ κπδηνχ Mytilus galloprovincialis  
 

Σν κηθξνβίσκα ζηα κχδηα δηαθξίλεηαη ζην ελδεκηθφ (κφληκν) θαη ζην εηζαγφκελν (παξνδηθφ) 

(Thompson et al., 2005). Σν κφληκν κηθξνβίσκα επεξεάδεηαη δπζθνιφηεξα απφ ηηο επνρηθέο 

δηαθπκάλζεηο, ζε αληίζεζε κε ην παξνδηθφ (Pierce & Ward, 2018). Σν κηθξνβίσκα ηνπ 

κπδηνχ αιιά θαη θάζε δσληαλνχ νξγαληζκνχ παίδεη πνιχ ζεκαληηθφ ξφιν, ηφζν ζηελ πγεία 

ηνπ ίδηνπ ηνπ νξγαληζκνχ επεξεάδνληαο δηαδηθαζίεο φπσο ε  ζξέςε θαη ε αλαπαξαγσγή, 
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αιιά θαη κέζσ ηεο πξνζηαζίαο απφ δηάθνξεο αζζέλεηεο (Sweet and Bulling, 2017).  Σν 

κηθξνβίσκα ησλ δίζπξσλ έρεη εξεπλεζεί κε  ηηο παξαδνζηαθέο κεζφδνπο θαιιηέξγεηαο, ελψ ηα 

ηειεπηαία ρξφληα έρνπλ δηεμαρζεί ιίγεο κειέηεο πνπ αλαιχνπλ ην κηθξνβίσκα κε κεζφδνπο 

Αιιεινχρηζεο Νέαο Γεληάο (NGS). Σα απνηειέζκαηα ησλ εξεπλψλ δηαθέξνπλ αλάινγα κε 

ηελ ηνπνζεζία ηεο κειέηεο αιιά θαη ηελ επνρή δηεμαγσγήο ησλ πεηξακάησλ.  

Τπάξρνπλ θαηαγξαθέο κε ηα θπξίαξρα είδε ζην κηθξνβίσκα ηνπ είδνπο Mytilus 

galloprovincialis ζηελ Μεζφγεην θαη ζηνλ Αηιαληηθφ, αιιά δελ έρεη γίλεη κειέηε θαη 

θαηαγξαθή ζηελ εγρψξηα πεξηνρή. Έηζη, ζηηο παξάθηηεο πεξηνρέο ηεο Κσλζηαληηλνχπνιεο θαη 

ηεο ΢κχξλεο ηαπηνπνηήζεθαλ σο θπξίαξρα θχια ηα εμήο: Proteobacteria, Firmicutes, 

Bacteriodetes θαη Actinobacteria (Bozcal and Dagdeviren, 2020), ελψ ζε επίπεδν γέλνπο ην 

θπξίαξρν ήηαλ ην Arcobacter. ΢ηελ ίδηα κειέηε παξνπζηάζηεθαλ θαη ηα εμήο παζνγφλα 

ζηειέρε: Clostridium, Aeromonas, Vibrio, Escherichia, Shigella, Klebsiella, Campylobacter, 

Helicobacter, Pseudomonas, Morganella, Serratia, Corynebacterium, Enterococcus, 

Staphylococcus, Yersinia, Mycoplasma, Brucellaceae unclassified, Pantoea θαη Proteus. Μία 

αθφκα θαηαγξαθή ηνπ κηθξνβηψκαηνο πνπ έγηλε ζηελ Ηηαιία θαη ζπγθεθξηκέλα ζηελ 

Αδξηαηηθή ζάιαζζα, αλέδεημε σο θπξίαξρα θχια ηα εμήο: Proteobacteria, Firmicutes θαη 

Bacteriodetes (Musella et al., 2020) θαη θπξίαξρα γέλε ήηαλ θπξίσο βαθηήξηα ηεο ηάμεο ησλ 

Alteromonadales θαη ηεο νηθνγέλεηαο ησλ Flavobacteriaceae. Άιιεο δχν θαηαγξαθέο έγηλαλ 

ζηνλ θφιπν Spezia ηεο Ηηαιίαο, φπνπ ζηελ αηκνιέκθν αηφκσλ ηνπ είδνπο   Mytilus 

galloprovincialis  βξέζεθαλ ηα εμήο θπξίαξρα θχια: Proteobacteria, Bacteroidetes θαη 

Firmicutes  θαη θπξίαξρα γέλε: Stenotrophomonas, Kistimonas, Shewanella, Vibrio, 

Mycoplasma, Psychrobium, Polaribacter, Amphritea, Tenacibaculum, Pseudoalteromonas, 

Arcobacter, Aureispira θαη Colwellia (Auguste et al., 2020; Auguste et al., 2019). 

 

1.4.2 Γπλεηηθά παζνγφλα είδε γηα ηνλ άλζξσπν ζην κηθξνβίσκα ηνπ είδνπο Mytilus 

galloprovincialis  
 

Έλαο κεγάινο αξηζκφο παζνγφλσλ κηθξννξγαληζκψλ έρεη ηαπηνπνηεζεί ζην ζαιάζζην 

πεξηβάιινλ θαη ε πηζαλφηεηα κεηάδνζήο ηνπο ζηνλ άλζξσπν, ζρεηίδεηαη άκεζα κε ηνπο 

παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ηελ αλάπηπμή ηνπο. Σφζν ηα ελδεκηθά φζν θαη ηα εηζαγφκελα 

παζνγφλα είδε κπνξεί λα είλαη αηηία ηξνθνγελνχο ινίκσμεο ζηνλ άλζξσπν θαη ε εκθάληζή 

ηνπο εμαξηάηαη απφ ηελ νηθνινγία, ην πεξηβάιινλ θαη ηελ αλάπηπμή ηνπο. Δίδε ησλ γελψλ 
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Salmonella, Vibrio θαη Aeromonas πνπ πξνθαινχλ ινηκψμεηο ζηνλ άλζξσπν, ζρεηίδνληαη 

ζπρλά κε ηελ θαηαλάισζε κνιπζκέλσλ νζηξαθνεηδψλ. Σν είδνο Salmonella spp. απνηειεί 

αηηηνινγηθφ παξάγνληα ηεο ηξνθνγελνχο ζαικνλέισζεο, πνπ πξνθαιεί ηπθνεηδή θαη 

παξαηπθνεηδή ππξεηφ (Baudart et al. 2000). Αλ θαη ηα γέλε Vibrio θαη Aeromonas είλαη 

ελδεκηθνί κηθξννξγαληζκνί πδάηηλνπ πεξηβάιινληνο, νξηζκέλα είδε αλαγλσξίδνληαη σο 

παζνγφλα γηα ηνλ άλζξσπν πνπ πξνθαινχλ γαζηξεληεξίηηδεο, πξσηνγελή θαη δεπηεξνγελή 

ζεςαηκία θαη ινηκψμεηο ηξαπκάησλ (Thompson et al. 2004). Σα είδε Vibrio cholerae, Vibrio 

parahaemolyticus θαη Vibrio vulnificus έρνπλ αλαγλσξηζηεί σο αηηηνινγηθνί παξάγνληεο 

ηξνθνινηκψμεσλ πνπ ζπλδένληαη κε ηελ θαηαλάισζε σκψλ ή αηειψο καγεηξεκέλσλ 

νζηξαθνεηδψλ. Σα ζηειέρε Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae θαη Aeromonas veronii 

απνκνλψλνληαη ζπρλά απφ ηξφθηκα, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ νζηξαθνεηδψλ, ελψ 

νξηζκέλα είδε είλαη παζνγφλα ή επθαηξηαθά παζνγφλα ζε δψα θαη αλζξψπνπο (Nhung et al., 

2007).   

Ζ ζεκαληηθφηεξε νδφο κφιπλζεο ηνπ αλζξψπνπ απφ πδξφβηνπο παζνγφλνπο 

κηθξννξγαληζκνχο  είλαη κε ηελ θαηαλάισζε κνιπζκέλσλ ζαιαζζηλψλ, κε απνηέιεζκα ηελ 

εκθάληζε γαζηξεληεξίηηδαο, πνπ κπνξεί λα είλαη απηνπεξηνξηδφκελε ή αληίζεηα ζνβαξήο 

έληαζεο θαη δπλεηηθά ζαλαηεθφξα. Σα είδε ηνπ γέλνπο Vibrio απνηεινχλ ην ζεκαληηθφηεξν 

θίλδπλν φζνλ αθνξά ζηελ θαηαλάισζε ζαιαζζηλψλ, θαη εθηηκάηαη φηη ζπκβαίλνπλ 80.000 

επεηζφδηα ηξνθνγελψλ ινηκψμεσλ θάζε ρξφλν ζηηο Ζλσκέλεο Πνιηηείεο (CDC). Ωζηφζν, 

έρνπλ επίζεο ελνρνπνηεζεί θαη άιια γέλε βαθηεξίσλ πνπ απαληψληαη θπζηνινγηθά ζηα 

νζηξαθνεηδή, φπσο Aeromonas θαη Clostridium. Ζ ξχπαλζε κε θφπξαλα απφ αλζξψπηλα 

ιχκαηα ή δσηθέο πεγέο αλαγλσξίδεηαη σο κηα πξφζζεηε ζεκαληηθή πεγή κφιπλζεο κε 

παζνγφλνπο κηθξννξγαληζκνχο, πνπ κεηαθέξνληαη  κε ηα ζαιαζζηλά (π.ρ. Campylobacter, 

Escherichia, Listeria, Salmonella, Shigella θαη Yersinia) (Feldhusen, 2000). Ωζηφζν, ζε 

αξθεηέο πεξηπηψζεηο δε κπνξεί λα γίλεη ζαθήο δηάθξηζε, αλ έλα παζνγφλν είλαη θνπξαλψδεο 

ξχπνο ή ελδεκηθφ είδνο ηεο ζαιάζζηαο θνηλφηεηαο. Γηα παξάδεηγκα, ε Salmonella, πνπ γεληθά 

ζεσξείηαη πεξηζηαζηαθφο κνιπζκαηηθφο παξάγνληαο, κπνξεί λα απνηειεί ελδεκηθφ είδνο ησλ 

ζαιάζζησλ νηθνζπζηεκάησλ. Άιια γέλε, φπσο ην Campylobacter, αληρλεχνληαη ζηα θφπξαλα 

ζαιάζζησλ πηελψλ θαη ζα κπνξνχζαλ λα ραξαθηεξηζηνχλ σο ελδεκηθνί κνιπζκαηηθνί 

παξάγνληεο, δεδνκέλνπ φηη ε παξνπζία ηνπο κπνξεί λα αληρλεπζεί ζε πεξηβάιινληα πνπ δελ 

έρνπλ κνιπλζεί απφ ηνλ άλζξσπν.  
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Ζ κφιπλζε κε θαηάπνζε απαηηεί  ζρεηηθά κεγάιεο δφζεηο παζνγφλσλ (π.ρ. 10
5
-10

10
 θχηηαξα 

γηα ηα πεξηζζφηεξα παζνγφλα γ-πξσηενβαθηήξηα), αλ θαη νξηζκέλα εμαηξεηηθά παζνγφλα 

φπσο ε Shigella ή ε εληεξναηκνξξαγηθή Escherichia coli κπνξνχλ λα δεκηνπξγήζνπλ 

ινηκψμεηο κε δφζεηο κηθξφηεξεο απφ 10-100 θχηηαξα (Πίλαθαο 5) (Feldhusen, 2000). Ζ κε 

ςχμε ησλ νζηξαθνεηδψλ κεηά ηε ζπγθνκηδή κπνξεί λα εληζρχζεη ηνπο ελδεκηθνχο 

πιεζπζκνχο ηνπ γέλνπο Vibrio θαηά 10.000 θνξέο (FDA, 2004), κε απνηέιεζκα ηα επίπεδα 

λα ζεσξνχληαη κε αζθαιή γηα ηελ αλζξψπηλε θαηαλάισζε. Σα καιάθηα είλαη δπλαηφ λα 

εμπγηαλζνχλ απφ ηα πεξηζζφηεξα παζνγφλα κέζα ζε 72 ψξεο, κε εμαίξεζε ηα είδε ηνπ γέλνπο 

Vibrio. Σα είδε απηά παξακέλνπλ ζηνπο ηζηνχο ησλ δίζπξσλ αθφκε θαη κεηά απφ 

παξαηεηακέλε πεξίνδν εμπγίαλζεο (Amin, 2006). Δλψ ην καγείξεκα ειαρηζηνπνηεί ηνλ 

θίλδπλν κφιπλζεο απφ ζαιαζζηλά, ε δειεηεξίαζε ζα κπνξνχζε λα πξνθιεζεί απφ ηηο 

βαθηεξηαθέο ηνμίλεο. 

 

Πίλαθαο 5: Γπλεηηθά παζνγφλα βαθηήξηα γηα ηνλ άλζξσπν πνπ βξίζθνληαη ζηα νζηξαθνεηδή (Thompson et al., 

2005) 

Γέλνο Δίδνο Δθηηκώκε

λε δόζε 

κόιπλζεο 

΢πκπηώκαηα 

ηξνθνινίκσμεο 

Δλδεκηθά ή 

εηζαγόκελα 

είδε 

Aeromonas Α. hydrophila 

A. caviae 

A. sobria 

10
7
-10

9
 

θχηηαξα  

Γαζηξεληεξίηηδα, 

ζεςαηκία θαη 

κφιπλζε 

ηξαχκαηνο 

Δλδεκηθά θαη 

εηζαγφκελα είδε 

Campylobacter C. lari 

C. jejuni 

<500 

θχηηαξα 

Γαζηξεληεξίηηδα Δηζαγφκελν 

Clostridium C. botulinum  (type 

E) 

 

C. perfringens 

0.1-1κg 

ηνμίλε /10
5
 

θχηηαξα 

Αιιαληίαζε 

Γαζηξεληεξίηηδα 

Δλδεκηθά θαη 

εηζαγφκελα είδε 

10
6
–10

8
 

CFU/g 

Γαζηξεληεξίηηδα 

Escherichia E. coli 10
1
–10

8
 

θχηηαξα 

Γαζηξεληεξίηηδα Δηζαγφκελν 

Leptospira L. interrogans  Μφιπλζε 

ηξαχκαηνο 

Δλδεκηθά θαη 

εηζαγφκελα είδε 

Listeria L. monocytogenes  ΢πκπηψκαηα πνπ 

νκνηάδνπλ κε γξίπε 

έσο θαη ζάλαηνο  

Δηζαγφκελν 

Morganella M. morganii  Παξαγσγή 

ηζηακίλεο 

Δλδεκηθά θαη 

εηζαγφκελα είδε 

Plesiomonas P. shigelloides  Γαζηξεληεξίηηδα Δλδεκηθά θαη 

εηζαγφκελα είδε 
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Pseudomonas P. aeruginosa  Μφιπλζε 

ηξαχκαηνο θαη 

δέξκαηνο 

Δλδεκηθά θαη 

εηζαγφκελα είδε 

Salmonella S. enteritidis 10
2 
CFU/g Γαζηξεληεξίηηδα Δλδεκηθά θαη 

εηζαγφκελα είδε 

Shigella S. dysenteriae 10–200 

θχηηαξα 

Γαζηξεληεξίηηδα Δηζαγφκελν 

Staphylococcus S. aureus 10
5
–10

6
 

CFU/g 

Γαζηξεληεξίηηδα Δηζαγφκελν 

Vibrio V. alginolyticus 

V. cholerae O1 

V. cholerae non-O1 

V. cincinnatiensis 

V. fluvialis 

V. furnissii 

V. hollisae 

V. metschnikovii 

V. mimicus 

V. parahaemolyticus 

V. vulnificus 

10
6
–10

10
 

θχηηαξα 

Γαζηξεληεξίηηδα / 

ζεςαηκία / ζάλαηνο 

Δλδεκηθά είδε 

Yersinia Y. enterocolitica 10
7
–10

9
 

CFU/g 

Γαζηξεληεξίηηδα Δηζαγφκελν 

 
 

1.4.3 Ννκνζεζία γηα ηελ αζθάιεηα ησλ δίζπξσλ καιαθίσλ  ζηελ Διιάδα 

 

΢χκθσλα κε ην Π.Γ 786/1978 ηα δίζπξα πξέπεη λα έρνπλ ηα εμήο ραξαθηεξηζηηθά: 

    1. Κιεηζηφ θέιπθνο θαη δχζθνια δηαλνηγφκελν κε καραηξίδην. 

2. ΢άξθα πνπ πξνζθχεηαη ζηαζεξά ζην θέιπθνο. 

3. Ζ θαξδηά λα πάιιεηαη φηαλ αθαηξεζεί ηκήκα ηνπ αληίζηνηρνπ θειχθνπο. 

Ζ θαηαλάισζε σκψλ ή ειαθξψο καγεηξεκέλσλ δίζπξσλ καιάθησλ πνπ έρνπλ ζπιιερζεί απφ 

πεξηνρέο κε κνιπζκέλα λεξά, κπνξεί λα νδεγήζεη ζε ηξνθνινίκσμε. ΢ην παξειζφλ, ηα δίζπξα 

καιάθηα είραλ ζπλδεζεί κε ηνλ ηπθνεηδή θαη ηνλ παξαηπθνεηδή ππξεηφ (νθείινληαη ζηα 

βαθηήξηα Salmonella typhi  θαη  Salmonella paratyphi, αληίζηνηρα), αιιά ε εχξεζε ησλ 

παξαπάλσ κηθξννξγαληζκψλ είλαη πιένλ ζπάληα ζηηο αλεπηπγκέλεο ρψξεο. ΢ηηο κέξεο καο νη 

πην θνηλέο ινηκψμεηο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηα κνιπζκέλα δίζπξα καιάθηα νθείινληαη ζε άιια 

είδε ηνπ γέλνπο Salmonella (πνπ πξνθαινχλ γαζηξεληεξίηηδα), ή ζε ηνχο, φπσο ν ηφο 

Norovirus (πνπ πξνθαιεί γαζηξεληεξίηηδα) θαη ν ηφο ηεο επαηίηηδαο Α (πνπ πξνθαιεί ινηκψδε 

επαηίηηδα). ΢χκθσλα κε ηελ ηζρχνπζα θνηλνηηθή λνκνζεζία (Καλνληζκφο (ΔΚ) 853/2004, 
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Καλνληζκφο (ΔΚ) 854/2004, Καλνληζκφο (ΔΚ) 2073/2005) ν πξνζδηνξηζκφο ηνπ πιεζπζκνχ 

ηνπ βαθηεξίνπ E. coli, σο κηθξννξγαληζκνχ δείθηε, ζηα δψληα δίζπξα καιάθηα 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ εθηίκεζε ηνπ θηλδχλνπ ηεο κφιπλζεο ησλ δίζπξσλ καιαθίσλ κε 

βαθηήξηα ή/θαη παζνγφλα. 

Ο πξνζδηνξηζκφο ηνπ πιεζπζκνχ ηνπ βαθηεξίνπ E. coli  απνηειεί ηε βάζε ησλ ειέγρσλ ησλ 

δίζπξσλ καιαθίσλ γηα ηελ πξνζηαζία ηεο δεκνζίαο πγείαο, θαη πξέπεη λα πξαγκαηνπνηείηαη 

ππνρξεσηηθά ηφζν ζηηο πεξηνρέο (δψλεο) ζπγθνκηδήο ησλ δίζπξσλ καιαθίσλ, φζν θαη ζηηο 

κνλάδεο εμπγίαλζεο ηνπο (Κέληξα θαζαξηζκνχ) (Πίλαθαο 6). Ζ ζπγθεθξηκέλε εμέηαζε 

νξίδεηαη απφ ηελ Δπξσπατθή λνκνζεζία λα γίλεηαη ζχκθσλα κε ηε κέζνδν ISO/TS 16649-

3:2005. 

 

Πίλαθαο 6: Κξηηήξηα γηα ηελ θαηάηαμε ησλ πεξηνρψλ ζπγθνκηδήο ησλ δίζπξσλ καιαθίσλ (Γηεχζπλζε 

Κηεληαηξηθήο Γεκφζηαο Τγείαο (Κ.Γ.Τ.) ηεο Γεληθήο Γηεχζπλζεο Κηεληαηξηθήο ηνπ ΤΠ.Α.Α.Σ) 

Καηεγνξία Μηθξνβηνινγηθά πξόηππα
1
 Απαηηνύκελε 

επεμεξγαζία 

κεηά ηελ ζπιινγή 

Α Σα Ε.Γ.Μ.
2
 απφ απηέο ηηο πεξηνρέο δε ζα πξέπεη λα ππεξβαίλνπλ 

ζην 80% ησλ δεηγκάησλ ηελ ηηκή 230MPN E. coli αλά 100g 

ζάξθαο θαη ελδνζπξηθνχ πγξνχ, θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ππφ 

εμέηαζεο πεξηφδνπ. 

Κακία 

Β Σα Ε.Γ.Μ. απφ απηέο ηηο πεξηνρέο δελ πξέπεη λα 

ππεξβαίλνπλ, ζην 90% ησλ δεηγκάησλ, ηελ ηηκή 

4.600MPN E. coli αλά 100g ζάξθαο θαη ελδνζπξηθνχ πγξνχ. 

Καζαξηζκφο, 

κεηεγθαηάζηαζε 

ή καγείξεκα κε κία 

εγθεθξηκέλε κέζνδν 

Γ Σα Ε.Γ.Μ. απφ απηέο ηηο πεξηνρέο δελ πξέπεη λα 

ππεξβαίλνπλ ηελ ηηκή 46.000MPN E. coli αλά 100g 

ζάξθαο θαη ελδνζπξηθνχ πγξνχ. 

Μεηεγθαηάζηαζε ή 

καγείξεκα 

κε κία εγθεθξηκέλε 

κέζνδν 

Απαγνξεπκέλε >46.000MPN E. coli αλά 100g ζάξθαο θαη ελδνζπξηθνχ 

πγξνχ. 

Με επηηξεπηή 

ζπγθνκηδή 

΢εκεηψζεηο 
1
Με ηε κέζνδν αλαθνξάο ISO 16649-3. 

2
Εψληα δίζπξα καιάθηα 

 

 

1.4.4 Μεζνδνινγίεο ηαπηνπνίεζεο κηθξνβηψκαηνο  
 

Σα νζηξαθνεηδή σο πδξφβηνη νξγαληζκνί, πνπ φπσο πξναλαθέξζεθε δηεζνχλ κεγάιεο πνζφηεηεο 

λεξνχ, ζπγθξαηνχλ κηθξννξγαληζκνχο πνπ ππάξρνπλ ζην πδάηηλν πεξηβάιινλ ηνπο, κε 

απνηέιεζκα φηαλ δηαβηνχλ ζε κνιπζκέλα λεξά, λα κπνξνχλ λα κνιπλζνχλ απφ παζνγφλνπο γηα 
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ηνλ άλζξσπν κηθξννξγαληζκνχο. Ζ παξνπζία πνιιψλ παζνγφλσλ γηα ηνλ άλζξσπν βαθηεξίσλ 

ζην πδάηηλν πεξηβάιινλ θαζψο θαη ζηα ζαιαζζηλά, κπνξεί λα κε  ζρεηίδεηαη κε ηνπο δείθηεο 

θνπξαλψδνπο κφιπλζεο  κε Escherichia coli, έηζη πξνηείλεηαη ε εηδηθή αλίρλεπζε παζνγφλσλ 

γηα ηελ αθξηβέζηεξε εθηίκεζε ηνπ θηλδχλνπ γηα ηελ αλζξψπηλε πγεία (Maugeri et al. 2000). Γηα 

ηελ παξαθνινχζεζε ησλ εηζαγφκελσλ παζνγφλσλ κηθξννξγαληζκψλ πξέπεη λα γίλνληαη 

εμεηάζεηο ξνπηίλαο ζηα νζηξαθνεηδή. Ζ ζπκβαηηθή κέζνδνο αλίρλεπζεο παζνγφλσλ βαθηεξίσλ 

βαζίδεηαη θπξίσο ζε δηαδηθαζίεο θαιιηέξγεηαο, νη νπνίεο ρξεζηκνπνηνχλ εκπινπηηζκέλνπο 

δσµνχο, θαη αθνινπζείηαη ε απνµφλσζε απνηθηψλ ζε εθιεθηηθά ππνζηξψκαηα, θαη ε βηνρεκηθή 

ηαπηνπνίεζε. Απηή ε κέζνδνο θαιιηέξγεηαο είλαη επηιεθηηθή, γηα ηελ αλαδήηεζε ελφο ηχπνπ 

παζνγφλνπ θάζε θνξά. Ωζηφζν, κέζνδνη πνπ ζηνρεχνπλ ζπγθεθξηκέλα ζηα παζνγφλα, 

ρξεζηκνπνηνχληαη φιν θαη πεξηζζφηεξν γηα ηελ πξνζηαζία ησλ θαηαλαισηψλ (Thompson et al., 

2005). Οη κνξηαθέο κέζνδνη επηηξέπνπλ ηελ ηαρεία αλίρλεπζε παζνγφλσλ, θαη απηφ είλαη 

ηδηαίηεξν πιενλέθηεκα φηαλ απαηηείηαη ε γξήγνξε εθηίκεζε θηλδχλνπ γηα ηελ αλζξψπηλε πγεία. 

Ζ ηαπηνπνίεζε ησλ κηθξνβίσλ κε ηε ρξήζε θαιιηέξγεηαο, πνπ παξαδνζηαθά ρξεζηκνπνηείηαη γηα 

έλα επξχ θάζκα κηθξννξγαληζκψλ, είλαη ρξνλνβφξα θαη ρακειφηεξεο επαηζζεζίαο ζε ζρέζε κε 

ηηο κνξηαθέο ηερληθέο  (Gugliandolo et al., 2011; Parlapani et al., 2020) πνπ αλαιχνληαη 

παξαθάησ.  

 

1.4.5 Ζ αλάιπζε ηεο αιιεινπρίαο ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA 
 

Σα ηειεπηαία ρξφληα έρνπλ αλαπηπρζεί ελαιιαθηηθέο, γξήγνξεο, αθξηβείο θαη αμηφπηζηεο 

ηερληθέο,  φπσο ε αλάιπζε ηεο αιιεινπρίαο ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA (Gugliandolo et al., 2011). 

Οη µνξηαθέο ηερληθέο, πνπ βαζίδνληαη θπξίσο ζηελ ελίζρπζε ηνπ DNA µε ηελ αιπζηδσηή 

αληίδξαζε πνιπµεξάζεο (polymerase chain reaction - PCR), κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα 

λα ζπκπιεξψζνπλ ή λα αληηθαηαζηήζνπλ ηηο κεζφδνπο πνπ βαζίδνληαη ζηελ θαιιηέξγεηα, θαη λα 

κεηψζνπλ νξηζκέλνπο πεξηνξηζκνχο ιφγσ ηεο πξνθαηάιεςεο (bias) πνπ πξνθχπηεη ζηηο 

κεζφδνπο θαιιηέξγεηαο. Ζ αλίρλεπζε παζνγφλσλ κηθξννξγαληζκψλ κε ηε ρξήζε PCR ζεσξείηαη 

επαίζζεηε κέζνδνο (Thompson et al. 2005).  Οη ηερληθέο Multiplex-PCR (m-PCR), νη νπνίεο 

επηηξέπνπλ ηελ ηαπηφρξνλε αλίρλεπζε πνιιαπιψλ ζηφρσλ ζε µία µφλν δνθηµή, έρνπλ 

εθαξκνζηεί µε επηηπρία γηα ηελ ηαρεία αλίρλεπζε δηαθφξσλ παζνγφλσλ βαθηεξίσλ ζηα 

νζηξαθνεηδή (Brasher et al., 1998; Kong et al., 2002; Panicker et al., 2004).  
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1.4.6 Σερληθέο αιιεινχρηζεο Νέαο γεληάο (NGS)  
 

Ζ θιαζζηθή κέζνδνο θαηά Sanger επηηξέπεη ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ επηθξαηνχλησλ 

κηθξννξγαληζκψλ ζε θάπνην δείγκα, φπσο θαη λα αλαγλσξηζζνχλ κηθξννξγαληζκνί πνπ δελ 

κπνξνχλ λα απνκνλσζνχλ κε θαιιηέξγεηα, αιιά ε δπλαηφηεηα ηαπηνπνίεζεο κηθξνβίσλ πνπ 

βξίζθνληαη ζε κηθξέο ζπγθεληξψζεηο είλαη πεξηνξηζκέλε (Cao et al., 2017). Απηφ έρεη σο 

απνηέιεζκα λα κελ θαηαγξάθνληαη θάπνηα βαθηήξηα ηνπ κηθξνβηψκαηνο, κε απνηέιεζκα λα 

δηαθπβεχεηαη ε πεξηεθηηθή πεξηγξαθή ηεο κηθξνβηαθήο θνηλφηεηαο. Ζ αλάπηπμε ησλ 

πιαηθνξκψλ NGS ζηελ αιιεινπρία 16S rRNA βνήζεζε ζηε γξήγνξε θαη πην ελδειερή 

αλαγλψξηζε ησλ βαθηεξίσλ ηνπ κηθξνβηψκαηνο, ζε κεγαιχηεξν βαζκφ θαη κε ρακειφηεξν 

θφζηνο. Πιένλ, ππάξρεη έλαο ζεκαληηθφο αξηζκφο λέσλ ηερλνινγηψλ αιιεινχρηζεο, ν θαζέλαο 

κε ηα δηθά ηνπ ηδηαίηεξα ραξαθηεξηζηηθά, θαη είλαη απφ ηηο πην ζεκαληηθέο κεζφδνπο πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ αλάιπζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο  ηα ηειεπηαία ρξφληα. Ζ δηάθξηζή ηνπο 

είλαη ε εμήο (Thakur et al., 2018): 

1. 454 sequencing ή Pyro sequencing 

2. llumina (Solexa) HiSeq θαη Mi Seq sequencing 

3. SOLID Sequencing 

4. Polony sequencing 

5. Massively parallel signature sequencing (MPSS) 

6. Single molecule real time sequencing (SMRT) Pacific Biosciences 

7. Heliscope Sequencing 

8. Nanopore DNA sequencing (Oxford Nanopore Technologies) 

Ζ επηινγή ηεο θαηάιιειεο ηερλνινγίαο  αιιεινχρηζεο πξέπεη λα γίλεηαη αλάινγα κε ην είδνο 

ηεο έξεπλαο πνπ ζα δηεμαρζεί (Ercolini, 2013). Σν κεγαιχηεξν  πιενλέθηεκα ησλ NGS 

ηερλνινγηψλ είλαη ε ηθαλφηεηα λα αλαιχνπλ γξήγνξα, θαη κε πςειή αθξίβεηα έλα ηεξάζηην φγθν 

δεδνκέλσλ. Ωζηφζν, νη NGS ηερλνινγίεο παξνπζηάδνπλ θαη νξηζκέλα κεηνλεθηήκαηα φζνλ 

αθνξά ηελ εξκελεία ησλ απνηειεζκάησλ ηνπο, ηα νπνία πξνθχπηνπλ θπξίσο απφ ηνλ ηεξάζηην 

φγθν δεδνκέλσλ πνπ παξάγνπλ. Ζ πην ζπρλή δπζθνιία πνπ πξνθχπηεη ζηελ αλάιπζε  δεδνκέλσλ 

είλαη πσο ηα δείγκαηα πνπ αλαιχνληαη είλαη πνιχ κεγάινπ κεγέζνπο, έηζη ρξεηάδνληαη ππνδνκέο 

ππνινγηζηηθψλ πφξσλ  ηειεπηαίαο ηερλνινγίαο θαη ηεξάζηηνη ρψξνη απνζήθεπζεο γηα ηα 
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δεδνκέλα θαη γηα ηα απνηειέζκαηα. Μία αθφκε δπζθνιία είλαη νη απαηηνχκελεο εμεηδηθεπκέλεο 

γλψζεηο βηνπιεξνθνξηθήο γηα ηελ θαηάιιειε επεμεξγαζία, δηαρείξηζε θαη εξκελεία ησλ 

απνηειεζκάησλ.  

 

1.4.7 Nanopore DNA sequencing (Oxford Nanopore Technologies) 
 

Ζ αιιεινχρηζε ηνπ DNA κε ηελ ηερλνινγία Nanopore πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε δηαδηθαζία ηεο 

κεηάβαζεο ηνπ DNA κέζσ ελφο λαλνπφξνπ, ν νπνίνο είλαη κηα κηθξνζθνπηθή νπή, κε κνξθή 

δηαχινπ, ηεο ηάμεο κεγέζνπο ηνπ 1 nm (10
−9

 m). Οη ζπζθεπέο ηεο εηαηξίαο Oxford Nanopore  

ιεηηνπξγνχλ αθήλνληαο λα πεξάζεη ηνληηθφ ξεχκα κέζσ ησλ λαλνπφξσλ θαη έπεηηα 

θαηαγξάθνπλ ηηο κεηαβνιέο ηνπ, θαζψο ηα βηνινγηθά κφξηα πεξλνχλ δηα κέζσ απηψλ ησλ 

λαλνπφξσλ. Ζ κεηαβνιή ηνπ ξεχκαηνο είλαη ζηελ νπζία ε πιεξνθνξία γηα ηελ αλαγλψξηζε ηνπ 

θάζε κνξίνπ πνπ δηαπεξλά ην λαλνπφξν. Σα πιηθά θαηαζθεπήο ησλ λαλνπφξσλ είλαη είηε απφ 

θπζηθέο πξσηεΐλεο (βηνινγηθνί λαλνπφξνη), ή απφ ζηεξεά πιηθά (λαλνπφξνη ζηεξεάο 

θαηάζηαζεο) (Feng et al., 2015). Ζ δηαδηθαζία ηεο αιιεινχρηζεο γίλεηαη δηακέζνπ ηεο 

θπςειίδαο ξνήο, ε νπνία πεξηιακβάλεη εθαηνληάδεο αλεμάξηεηα βνζξία, πνπ ην θαζέλα πεξηέρεη 

κηα ζπλζεηηθή κεκβξάλε πνπ είλαη δηάηξεηε κε βηνινγηθνχο λαλνπφξνπο. Όηαλ νη αδσηνχρεο 

βάζεηο δηαπεξλνχλ ην λαλνπφξν κε ηε βνήζεηα ελφο ελδχκνπ, πξνθαινχλ ραξαθηεξηζηηθή 

κεηαβνιή ηεο έληαζεο ηνπ ξεχκαηνο πνπ ηαπηνπνηεί ηε βάζε. Ζ ζπζθεπή πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε 

είλαη ην MinION, ε νπνία θπθινθφξεζε ζηηο αξρέο ηνπ 2014 απφ ηελ Oxford Nanopore 

Technologies θαη θαίλεηαη ζηελ Δηθφλα 5. 
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Δηθφλα 5: Ζ ζπζθεπή MinION, ε πξψηε εκπνξηθά δηαζέζηκε ζπζθεπή γηα Nanopore sequencing 

(https://store.nanoporetech.com/eu/flow-cells.html) 

 

Δίλαη κία θνξεηή ζπζθεπή αιιεινχρηζεο DNA θαη RNA θαη δηαζέηεη ζχξα ζχλδεζεο USB, 

ηφζν γηα ηελ ηξνθνδνζία ελέξγεηαο, φζν θαη γηα ηε κεηαθνξά ησλ πιεξνθνξηψλ απεπζείαο ζηνλ 

ειεθηξνληθφ ππνινγηζηή. 

΢ηελ παξνχζα εξγαζία έγηλε πξψηα εθηίκεζε ηεο θνπξαλψδνπο κφιπλζεο, κε ηελ ηερληθή MPN 

γηα ην βαθηήξην E. coli θαη ε αλαδήηεζε γηα ηελ χπαξμε εηδψλ ηνπ γέλνπο Salmonella sp. 

Έπεηηα, επηιέρζεθε ην πξσηφθνιιν απνκφλσζεο DNeasy Power Food Microbial Kit (QIAGEN), 

πνπ είλαη ζρεδηαζκέλν λα απνκνλψλεη πςειήο πνηφηεηαο DNA απφ ηνπο κηθξννξγαληζκνχο πνπ 

ππάξρνπλ ζην δείγκα. Σέινο, επηιέρζεθε ε ηερληθή αιιεινχρηζεο DNA κέζσ λαλνπφξσλ 

(Nanopore DNA sequencing) ηεο εηαηξείαο Oxford Nanopore Technologies, κε ηε ρξήζε ηεο 

θπςέιεο ξνήο MinION. Ζ αλάγλσζε ησλ απνηειεζκάησλ έγηλε ζε δχν δηαθνξεηηθέο 

πιαηθφξκεο. 

 

 

2 ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΔΘΟΓΟΙ 
 

2.1 Πεξηνρή ζπιινγήο δεηγκάησλ 
 

Ζ ζπιινγή ησλ δεηγκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε θαζνξηζκέλε ρξνληθή πεξίνδν, απφ ην 

Γεθέκβξην ηνπ 2021 έσο ην Φεβξνπάξην ηνπ 2022, απφ ζπγθεθξηκέλεο δψλεο 

κπδνθαιιηέξγεηαο ηνπ Θεξκατθνχ θφιπνπ, ηεο Υαιάζηξαο (ΠΔ ΘΔ΢΢ΑΛΟΝΗΚΖ΢) θαη ηνπ 

Μαθξχγηαινπ (ΠΔ ΠΗΔΡΗΑ΢), θαη απνηππψλνληαη σο ζεκεία κε αζηεξίζθν ζηελ Δηθφλα 6. 
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Απφ ηελ πεξηνρή ηεο Υαιάζηξαο πάξζεθαλ δείγκαηα απφ 3 ζεκεία, δχν δηαθνξεηηθέο 

ρξνληθέο ζηηγκέο, ελψ απφ ηνλ Μαθξχγηαιν πάξζεθαλ δείγκαηα απφ 2 ζεκεία, ηξεηο 

δηαθνξεηηθέο ρξνληθέο ζηηγκέο (Πίλαθαο 7). 

 

 

Δηθφλα 6: Ο ράξηεο ηνπ Θεξκατθνχ θφιπνπ κε ηα ζεκεία δεηγκαηνιεςίαο ζε Υαιάζηξα θαη Μαθξχγηαιν 

(ζεκεία κε αζηεξίζθν) 

 

Ζ ζπιινγή ησλ δεηγκάησλ έγηλε απφ ηελ Kηεληαηξηθή Yπεξεζία θαη κε ηε κέζνδν πνπ 

νξίδεηαη ζην πξσηφθνιιν ζπιινγήο δεηγκάησλ γηα κηθξνβηνινγηθή εμέηαζε. Παξάιιεια, 

έγηλε ε θαηαγξαθή ηεο ζεξκνθξαζίαο ηνπ λεξνχ ζην ζεκείν δεηγκαηνιεςίαο. ΢ηε ζπλέρεηα, 

εληφο 4 σξψλ απφ ηε δεηγκαηνιεςία, ηα δείγκαηα κεηαθέξζεθαλ ζην Κέληξν Κηεληαηξηθψλ 

Ηδξπκάησλ ηεο Θεζζαινλίθεο, κέζα ζε εηδηθά ηζνζεξκηθά δνρεία κε παγνθχζηεηο. Δθεί, κε 

εγθξηηηθή απνθάζε ηνπ Τπνπξγείνπ Αγξνηηθήο Αλάπηπμεο, έγηλε ε παξαιαβή ησλ δεηγκάησλ 

γηα ηελ πεξαηηέξσ αλάιπζε ζην Δξγαζηήξην Αγξνβηνηερλνινγίαο θαη Διέγρνπ Αγξνηηθψλ  

Πξντφλησλ ηνπ ηκήκαηνο Γεσπνλίαο, ηνπ Γηεζλέο Παλεπηζηεκίνπ Διιάδαο. Σα δείγκαηα 

κεηαθέξζεθαλ ζην εξγαζηήξην ηνπ Παλεπηζηεκίνπ ηελ ίδηα εκέξα ηεο παξαιαβήο ηνπο, κέζα 

ζε εηδηθφ ηζνζεξκηθφ δνρείν κε παγνθχζηεηο, γηα ηε δηαηήξεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο έσο 4 
o
C. 

΢πλνιηθά εμεηάζηεθαλ 12 δείγκαηα, απφ δχν πεξηνρέο ηνπ Θεξκατθνχ Κφιπνπ (Μαθξχγηαινο, 

Υαιάζηξα), κέζα ζε δηάζηεκα 3 κελψλ. Σα δείγκαηα Μ1, Μ3, Μ5 πάξζεθαλ απφ ην ίδην 

ζεκείν δεηγκαηνιεςίαο (΢εκείν ΢1Μ) αιιά ζε δηάζηεκα 3 κελψλ, ην ίδην ηζρχεη θαη γηα ηα 
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δείγκαηα Μ2, Μ4,θαη Μ6 (΢εκείν ΢2Μ). Αληίζηνηρα, γηα ηα δείγκαηα ηεο Υαιάζηξαο, 

ιήθζεθαλ δείγκαηα απφ 3 ζεκεία δεηγκαηνιεςίαο, αξρέο θαη ηέιε Φεβξνπαξίνπ (Μ7 θαη Μ10 

απφ ην ίδην ζεκείν (΢εκείν ΢1Υ), αληίζηνηρα Μ8 θαη Μ11 (΢εκείν ΢2Υ), Μ9 θαη Μ12 

(΢εκείν ΢3Υ). 

 

Πίλαθαο 7: Οη πεξηνρέο δεηγκαηνιεςίαο θαη νη θπζηθνί παξάκεηξνη ηνπ λεξνχ ηελ εκέξα ηεο δεηγκαηνιεςίαο 

Γείγκα ΢εκείν 

Γεηγκαηνιεςίαο 

Πεξηνρή Μήλαο Βάζνο ζπιινγήο Θεξκνθξαζία 

επηθάλεηαο λεξνύ 

Μ1 ΢1Μ 

Μαθξχγηαινο Γεθέκβξηνο 3-4 m 10,9
 o
C 

Μ2 ΢2Μ 

Μ3 ΢1Μ 

Μαθξχγηαινο Ηαλνπάξηνο 3-4 m 10,5
 o
C 

Μ4 ΢2Μ 

Μ5 ΢1Μ 

Μαθξχγηαινο Φεβξνπάξηνο 3-4 m 10,5
 o
C 

Μ6 ΢2Μ 

Μ7 ΢1Υ  

Υαιάζηξα 

 

Φεβξνπάξηνο 4m 10,6
 o
C Μ8 ΢2Υ 

Μ9 ΢3Υ 

Μ10 ΢1Υ  

Υαιάζηξα 

 

Φεβξνπάξηνο 4 m 10,2
 o
C Μ11 ΢2Υ 

Μ12 ΢3Υ 

 

Όπσο θαίλεηαη θαη απφ ηνλ Πίλαθα 7, ηφζν ην βάζνο ζπιινγήο φζν θαη νη ζεξκνθξαζίεο πνπ 

επηθξαηνχζαλ ηνπο ρεηκεξηλνχο κήλεο θαηά ηηο εκέξεο ζπιινγήο ησλ κπδηψλ δελ έρνπλ 

κεγάιεο δηαθπκάλζεηο. Σν ίδην ηζρχεη θαη γηα ηελ αιαηφηεηα, φπνπ ζε φιε ηελ πεξίνδν 

δεηγκαηνιεςίαο παξέκεηλε κεηαμχ 37 PSU θαη 37,5 PSU, ζχκθσλα κε ζηνηρεία απφ ην 

ζχζηεκα ΠΟ΢ΔΗΓΩΝ (https://poseidon.hcmr.gr/el/ypiresies/prognoseis/proigoymenes-

prognoseis). 

 

2.2 ΢πιινγή θαη πξνεηνηκαζία ησλ δεηγκάησλ γηα ηε κεηέπεηηα αλάιπζε 
 

https://poseidon.hcmr.gr/el/ypiresies/prognoseis/proigoymenes-prognoseis
https://poseidon.hcmr.gr/el/ypiresies/prognoseis/proigoymenes-prognoseis
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Μεηά ηελ παξαιαβή ησλ κπδηψλ, έγηλε ε επηινγή ηνπ δείγκαηνο γηα ην πείξακα. Ωο δείγκα 

νξίδεηαη ην κέξνο ηνπ κπδηνχ (ζάξθα θαη ελδνζπξηθφ πγξφ) πνπ επηιέρζεθε γηα ην πείξακα, 

απφ κία ζπγθεθξηκέλε δψλε κπδνθαιιηέξγεηαο θαη κία ζπγθεθξηκέλε ρξνληθή ζηηγκή. 

Δπηιέρζεθαλ κχδηα πνπ είλαη ελήιηθα, κε παξφκνην κέγεζνο θαη δσληαλά, αθνχ ειέγρζεθαλ ηα 

εμήο ζεκεία (Δηθφλα 7): 

 Με ρηχπεκα ζην φζηξαθν έπξεπε λα πξνθαιείηαη θίλεζε ή θιείζηκν ηνπ θέιπθνπο. 

 Να είλαη εξκεηηθά θιεηζηά ηα θειχθε ηνπο. 

 Μεηά ηελ απνθάιπςε ηεο ζάξθαο ην κχδη έπξεπε λα αληηδξά ζην άγγηγκα κε θίλεζε. 

 

 

Δηθφλα 7: Σα ελήιηθα κχδηα πξηλ ηε δηάλνημε 

 

Ζ δηάλνημε ηνπ θειχθνπο έγηλε κε απνζηεηξσκέλν καραηξίδην θαη ην πεξηερφκελν (ζάξθα θαη 

πγξφ) ηνπνζεηήζεθε ζε απνζηεηξσκέλν πεξηέθηε, θαη κεηά ζε δπγφ αθξηβείαο (Δηθφλα 8). Ζ 

απνζηείξσζε ηνπ καραηξηδίνπ έγηλε κε αηζαλφιε, θαη έπεηηα ζε θιφγα κε ειεθηξηθφ ζχζηεκα 

Bunsen. Σν καραίξη ηνπνζεηήζεθε αλάκεζα ζηα δχν θειχθε κέζσ ηνπ αλνίγκαηνο ηνπ 

βχζζνπ, θαη κε πεξηζηξνθή ηνπ καραηξηνχ έγηλε ν δηαρσξηζκφο ηνπ θειχθνπο. Με μχζηκν ηνπ 

θάησ θειχθνπο ην πεξηερνκέλν αδεηάδεηαη ζε πιαζηηθφ απνζηεηξσκέλν πεξηέθηε (ηξπβιίν 

petri). 
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Δηθφλα 8: Ζ δηάλνημε θαη ε ηνπνζέηεζε ζε πιαζηηθφ απνζηεηξσκέλν πεξηέθηε 

 

Ζ δχγηζε ηνπ θάζε δείγκαηνο έγηλε ζε δπγφ αθξηβείαο, έηζη ψζηε λα έρνπκε παξφκνηνπ βάξνπο 

δείγκαηα. Έπεηηα, κεηαθέξζεθαλ αζεπηηθά ζε εηδηθέο ζαθνχιεο stomacher θαη 

νκνγελνπνηήζεθαλ γηα 1 ιεπηφ, ρξεζηκνπνηψληαο ηε ζπζθεπή Stomacher (Bag Mixer, 

Interscience, Λνλδίλν, Ζλσκέλν Βαζίιεην) φπσο θαίλεηαη θαη ζηελ Δηθφλα 9.  

 

 

Δηθφλα 9: ΢πιινγή ζε εηδηθή ζαθνχια stomacher bag κε θίιηξν 
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Σν νκνγελνπνηεκέλν πγξφ ζπιιέρζεθε κε απνζηεηξσκέλε ζχξηγγα ησλ 10 ml θαη χζηεξα 

κνηξάζηεθε ζε ζσιελάξηα ησλ 2 ml γηα πεξαηηέξσ αλάιπζε. 

 

2.3 Αλάιπζε ησλ δεηγκάησλ 
 

Σα δείγκαηα εμεηάζηεθαλ κε ηε κέζνδν Most Probable Number (MPN), γηα ηελ απαξίζκεζε 

ηνπ βαθηεξίνπ Escherichia coli ζχκθσλα κε ην πξφηππν ISO 16649-3: 2015, θαη κε βάζε ην 

ζρεκαηηζκφ ραξαθηεξηζηηθψλ απνηθηψλ ζε εθιεθηηθά ππνζηξψκαηα γηα ηελ αλίρλεπζε 

Salmonella spp. (φπσο επηβάιιεη ν Δπξσπατθφο θαλνληζκφο 2073/2005). Παξάιιεια, έγηλε ν 

πξνζδηνξηζκφο ηνπ ζπλνιηθνχ κηθξνβηψκαηνο ησλ δεηγκάησλ κε ηε ρξήζε ηερλνινγίαο 

αιιεινχρεζεο Σξίηεο Γεληάο MinION (MinION- Oxford Nanopore technologies). 

 

2.3.1 Σερληθή MPN: Mέζνδνο ISO 16649-3:2015 
 

΢θνπφο ηεο κεζφδνπ είλαη ε θαηακέηξεζε ηνπ βαθηεξίνπ E.coli, ην νπνίν αμηνινγείηαη σο 

δείθηεο θνπξαλψδνπο κφιπλζεο ηεο ζάξθαο ησλ κπδηψλ. Με βάζε ηα απνηειέζκαηα, γίλεηαη 

θαη ε θαηεγνξηνπνίεζε ησλ δσλψλ παξαγσγήο (Πίλαθαο 6). 

 

2.3.2 Τιηθά 
 

Σα πιηθά πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ ηερληθή, πεξηιακβάλνπλ: 

 Αξαησηηθφ πγξφ 0.1% πεπηνλνχρν λεξφ (peptone water). Παξαζθεπάζηεθε σο εμήο: 

Απηνληζκέλν λεξφ 1 lt θαη Peptone bacteriological (Οxoid) 1g. 

 Τπφζηξσκα γινπηακηθνχ δηαιχκαηνο (mineral-modified glutamate broth, MMGB) απιήο 

δχλακεο ζε ζσιήλεο ησλ 10 ml. Παξαζθεπάζηεθε σο εμήο: 2,5 g ρισξηνχρνπ ακκσλίνπ 

(ammonium chloride) δηαιπκέλα ζε 1 lt απνζηαγκέλν λεξφ, πξνζζήθε 11,4 g βάζεο MMGB 

θαη 6,4 g γινπηακηθνχ λαηξίνπ (sodium glutamate). 

 Τπφζηξσκα MMGB δηπιήο δχλακεο. Παξαζθεπάζηεθε σο εμήο: 5 g ρισξηνχρνπ 

ακκσλίνπ ζε 1 lt απνζηαγκέλν λεξφ, πξνζζήθε 11,4 g βάζεο MMGB θαη 6,4 g γινπηακηθνχ 

λαηξίνπ (sodium glutamate). 

 Σrypton Bile Glucuronide (TBGA). Παξαζθεπάζηεθε σο εμήο: 1lt απηνληζκέλν λεξφ θαη 

TBX chromocult agar 36,5 g. 
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 Φηάιεο αξαίσζεο κε βηδσηφ πψκα 

 Σξηβιία petri 

 

2.3.3 Γηαδηθαζία 
 

Ζ δηαδηθαζία πεξηιάκβαλε ηέζζεξα ζηάδηα, ηελ νκνγελνπνίεζε, ηνλ ελνθζαικηζκφ, ηελ 

επψαζε θαη ηε ζπνξά, θαη πεξηγξάθεηαη αλαιπηηθά παξαθάησ. 

 Επγίζηεθαλ 50 g ζάξθαο κπδηνχ κε ελδνζπξηθφ πγξφ ζε ζηείξν πεξηέθηε (ηξηβιίν petri) 

θαη  αθνινχζσο κεηαθέξζεθαλ ζε εηδηθέο ζαθνχιεο stomacher. 

 Πξνζηέζεθαλ 100 ml πεπηνλνχρν λεξφ 0,1% (pH 7,2), έηζη ψζηε γηα θάζε 1 g δείγκαηνο 

λα αληηζηνηρνχζαλ 2 ml αξαησηηθνχ δηαιχκαηνο. ΢ηε ζπλέρεηα, νκνγελνπνηήζεθαλ γηα 2 

min, ρξεζηκνπνηψληαο ηε ζπζθεπή Stomacher (Bag Mixer, Interscience, Λνλδίλν, 

Ζλσκέλν Βαζίιεην).  

 Α΄ αξαίσζε: Μεηαθέξζεθαλ 30 ml απφ ην νκνγελνπνηεκέλν δείγκα ζε 70 ml 

αξαησηηθνχ, ρξεζηκνπνηψληαο πηπέηα ησλ 10 ml. Έηζη επηηεχρζεθε αξαίσζε 1:10. 

 Β΄ αξαίσζε: Μεηαθέξζεθε 1ml απφ ην δηάιπκα 1:10 ζε 9 ml αξαησηηθνχ. Έηζη 

επηηεχρζεθε αξαίσζε 1:100. 

 Έγηλε ελνθζαικηζκφο 10 ml απφ ηελ A΄ αξαίσζε ηνπ νκνγελνπνηεκέλνπ δείγκαηνο ζε 5 

ζσιήλεο πνπ εκπεξηείραλ 10 ml δηπιήο δχλακεο MMGB. 

 Έγηλε ελνθζαικηζκφο 1 ml απν ηελ Α΄ αξαίσζε ηνπ νκνγελνπνηεκέλνπ δείγκαηνο ζε 5 

ζσιήλεο πνπ εκπεξηείραλ 10 ml απιήο δχλακεο MMGB. 

 Έγηλε ελνθζαικηζκφο 1 ml απν ηελ B΄ αξαίσζε ηνπ νκνγελνπνηεκέλνπ δείγκαηνο ζε 5 

ζσιήλεο πνπ εκπεξηείραλ 10 ml απιήο δχλακεο MMGB. 

 Οη ζσιήλεο επσάζηεθαλ ζηνπο 37 
o
C γηα 24 ψξεο. Ύζηεξα εμεηάζηεθαλ γηα ηελ 

παξνπζία νμένο, πνπ ππνδειψλεηαη απφ ηνλ θίηξηλν ρξσκαηηζκφ ηνπ κέζνπ, πνπ αξρηθά 

είρε κσβ ρξψκα. Oη ζσιήλεο ζηνπο νπνίνπο παξαηεξήζεθε αιιαγή ρξσκαηηζκνχ ιφγσ 

αιιαγήο ηνπ pH (απφ κσβ ζε θίηξηλν) ζεσξήζεθαλ χπνπηνη. 

 Απφ φινπο ηνπο χπνπηνπο ζσιήλεο, έγηλε ζπνξά ζε ηξηβιίν petri κε ρξσκνγφλν 

ππφζηξσκα ΣΒΥ, πξνθεηκέλνπ λα επηβεβαησζεί ή φρη ε παξνπζία E. coli. Σν θάζε 

ηξηβιίν petri ρσξίζηεθε ζε 5 ηκήκαηα, φπνπ ζε θάζε ηκήκα έγηλε ε ζπνξά απφ έλα 

ζσιελάξην.  
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 Έπεηηα έγηλε ε επψαζε ησλ ελνθζαιηζκέλσλ petri, ζηνπο 44
 o
C γηα 24 ψξεο. 

 Σα ηξπβιία εμεηάζηεθαλ γηα ηελ παξνπζία κπιε-πξάζηλσλ απνηθηψλ πνπ ππνδήισλαλ 

δξαζηεξηφηεηα β-γιπθνπξηλνδάζεο, άξα θαη χπαξμεο E. coli. 

 Αθνινχζεζε ε θαηακέηξεζε ησλ επηβεβαησκέλσλ, σο ζεηηθψλ ζσιελψλ (Δηθφλα 10) 

(5×1 g, 5×0,1 g, 5×0,01 g) απφ ηνλ αληίζηνηρν πίλαθα MPN (Πίλαθαο Πιένλ Πηζαλνχ 

Αξηζκνχ). Σν απνηέιεζκα αλαθέξεηαη ζαλ αξηζκφο MPN Ε. coli / 100 g δείγκαηνο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4 Σερληθή γηα ηελ αλίρλεπζε Salmonella spp.  
 

Με ηε κέζνδν πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε έγηλε ε αλίρλεπζε ηεο παξνπζίαο κηθξνβίσλ ηνπ γέλνπο 

Salmonella θαη πεξηιάκβαλε 4 ζηάδηα: 

 Πξνεκπινπηηζκφο ζε κε εθιεθηηθφ ππφζηξσκα (Buffer Peptone Water ή BPW) 

 Δκπινπηηζκφο ζε δχν εθιεθηηθά πγξά (Rappaport Vasilliadis magnesium 

chloride/malachite green soya peptone RVS δσκφο / MKTTn Muller Kauffmann 

Tetrathionate novobiocin broth) 

 ΢πνξά ζε ηξία ζηεξεά εθιεθηηθά ππνζηξψκαηα: XLD agar, BGA agar θαη Rambach agar 

Δηθφλα 10: ΢σιήλεο ζεηηθνί γηα E. coli (θίηξηλν ρξψκα) κεηά απφ επψαζε 24 σξψλ 
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 Σαπηνπνίεζε: νη πηζαλέο απνηθίεο ηνπ γέλνπο Salmonella αλαπηχζζνληαη ζε nutrient agar 

θαη αθνινχζεζε βηνρεκηθή θαη νξνινγηθή δνθηκή. 

 

2.4.1 Γηαδηθαζία γηα ηελ αλίρλεπζε Salmonella spp. 
 

Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε, πεξηγξάθεηαη παξαθάησ: 

 Σνπνζεηήζεθαλ 25 g ζάξθαο κπδηνχ κε ελδνζπξηθφ πγξφ ζε ζαθνχια Stomacher, καδί κε 

225 ml πξνεκπινπηηζηηθνχ ππνζηξψκαηνο Buffer Peptone Water (BPW), ην νπνίν είρε 

πξνεγνπκέλσο ζεξκαλζεί ζηνπο 35
o
C. 

 Οκνγελνπνηήζεθαλ ζε ζπζθεπή Stomacher γηα 3 min. 

 Έγηλε επψαζε ζε επσαζηηθφ θιίβαλν, ζηνπο 37 
o
C γηα 20 ψξεο. 

 Μεηαθέξζεθε 0,1 ml απφ ηνλ πξνεκπινπηηζκφ, ζε ζσιελάξην πνπ πεξηείρε 10 ml RVS 

broth θαη 1 ml ζε ζσιελάξην πνπ πεξηείρε 10 ml MKTTn broth. 

 Σν ζσιελάξην πνπ πεξηείρε RVS broth ηνπνζεηήζεθε ζε θιίβαλν ζηνπο 41,5 
o
C γηα 24 

ψξεο, ελψ ην ζσιελάξην κε ην MKTTn broth ζηνπο 37 
o
C γηα 24 ψξεο. 

 Έγηλε ζπνξά απφ ην RVS broth κε θξίθν ελνθζαικηζκνχ, ζε επηθάλεηα ελφο ηξηβιίνπ 

petri (90 mm) κε XLD agar, BGA agar θαη Rambach agar. 

 Έγηλε ζπνξά απφ ην MKTTn broth κε θξίθν ελνθζαικηζκνχ, ζε επηθάλεηα ελφο ηξηβιίνπ 

petri (90 mm) κε XLD agar, BGA agar θαη Rambach agar. 

 Σα ελνθζαικηζκέλα ηξηβιία petri επσάζηεθαλ ζε επσαζηηθφ θιίβαλν, ζηνπο 37 
o
C γηα 24 

ψξεο. 

 Δμεηάζηεθαλ γηα παξνπζία ηππηθψλ ή κε ηππηθψλ απνηθηψλ Salmonella spp. Οη ηππηθέο 

απνηθίεο ζην XLD agar έρνπλ καχξν ρξψκα ζην θέληξν, ειαθξψο δηάθαλε δψλε 

θφθθηλνπ ρξψκαηνο θαη δηάκεηξν 1-2 mm. Σα ζηειέρε πνπ είλαη H2S-αξλεηηθά (π.ρ. S. 

paratyphi A) θαη αλαπηχζζνληαη ζην XLD, είλαη ξνδ, κε πην ζθνχξν ξνδ ρξψκα ζην 

θέληξν, ελψ ηα ζηειέρε πνπ είλαη ιαθηφδε-ζεηηθά, φηαλ αλαπηχζζνληαη ζην XLD είλαη 

θίηξηλα, κε ή ρσξίο καχξν ρξψκα. ΢ην Rambach agar νη απνηθίεο είλαη θφθθηλνπ 

ρξψκαηνο θαη δηακέηξνπ 1-2 mm. 

 Αθνινχζεζε ε ηαπηνπνίεζε κε βηνρεκηθέο θαη νξνινγηθέο δνθηκέο, έπεηηα απφ 

θαζαξνπνίεζε ζε Nutrient agar θαη επψαζε ζηνπο 37 
o
C γηα 24 ψξεο. 
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2.4.2 Βηνρεκηθέο δνθηκέο ηαπηνπνίεζεο 
 

Οη βηνρεκηθέο δνθηκέο ηαπηνπνίεζεο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ, είλαη νη εμήο : 

1. Δλνθζαικηζκόο ζε TSI άγαξ: Με ηε βνήζεηα αθίδαο ελνθζαικίδεηαη ε χπνπηε ή ε ηππηθή 

απνηθία, ζε ζσιελάξην κε ππφζηξσκα TSI agar. Ο ελνθζαικηζκφο γίλεηαη ζηελ θεθιηκέλε 

επηθάλεηα θαη έσο ηνλ ππζκέλα ηνπ ζσιελάξηνπ, θαη επσάδεηαη ζε θιίβαλν ζεξκνθξαζίαο 

37 
o
C γηα 24 ψξεο. Ζ εμέηαζε ηνπ ζσιελάξηνπ γίλεηαη ακέζσο κεηά ηελ έμνδφ ηνπ απφ ηνλ 

θιίβαλν. 

 

Πίλαθαο 8: Αμηνιφγεζε απνηειεζκάησλ κε βάζε ηελ παξαγσγή νμένο θαη αεξίνπ  

Υξώκα - Αιινηώζεηο ππζκέλα Απνηέιεζκα 

Κίηξηλν Γιπθφδε ζεηηθή (έγηλε δχκσζε ηεο γιπθφδεο) 

Κόθθηλν ή ακεηάβιεην Γιπθφδε αξλεηηθή (κε δχκσζε ηεο γιπθφδεο) 

Μαύξν ΢ρεκαηηζκφο H2S 

Φπζαιίδεο ή ραξαγέο ΢ρεκαηηζκφο αεξίνπ  απφ ηε δχκσζε ηεο 

γιπθφδεο 

 

Πίλαθαο 9: Αμηνιφγεζε απνηειεζκάησλ κε βάζε ηελ παξαγσγή νμένο θαη αεξίνπ 

Υξώκα - Αιινηώζεηο θεθιηκέλεο 

επηθάλεηαο 

Απνηέιεζκα 

Κίηξηλν Λαθηφδε θαη / ή ζνπθξφδε ζεηηθή (δχκσζε ιαθηφδεο 

θαη / ή ζνπθξφδεο) 

Κόθθηλν ή ακεηάβιεην Λαθηφδε θαη / ή ζνπθξφδε αξλεηηθή (δελ γίλεηαη 

δχκσζε νχηε ιαθηφδεο νχηε ζνπθξφδεο) 

 

Οη ηππηθέο θαιιηέξγεηεο Salmonella spp. παξνπζηάδνπλ αιθαιηθή (θφθθηλε) θεθιηκέλε 

επηθάλεηα θαη φμηλν (θίηξηλν) ππζκέλα, κε ζρεκαηηζκφ αεξίνπ (θπζαιίδεο), θαζψο θαη πηζαλφ 

ζρεκαηηζκφ πδξφζεηνπ (καχξνο ρξσκαηηζκφο ππνζηξψκαηνο) (Πίλαθαο 8,9).  

2. Δλνθζαικηζκόο ζε νπξία άγαξ: Δλνθζαικίδεηαη κφλν ε θεθιηκέλε επηθάλεηα ηνπ άγαξ θαη 

επσάδεηαη ην ελνθζαικηζκέλν ππφζηξσκα ζηνπο 37 
o
C γηα 24 ψξεο, φπνπ εμεηάδεηαη θαηά 

δηαζηήκαηα. Δάλ ε αληίδξαζε είλαη ζεηηθή, ε δηάζπαζε ηεο νπξίαο απειεπζεξψλεη ακκσλία, 

ε νπνία αιιάδεη ην ρξψκα ζε ξνδ θαη ζηε ζπλέρεηα ζε ζθνχξν θφθθηλν. Ζ αληίδξαζε είλαη 

ζπλήζσο νξαηή κεηά απφ 2-4 ψξεο επψαζεο. 

3. Απνθαξβνμπιίσζε ηεο ιπζίλεο: Γίλεηαη ελνθζαικηζκφο θάησ απφ ηελ επηθάλεηα πγξνχ 

ππνζηξψκαηνο θαη επσάδεηαη ζηνπο 37
 o

C γηα 24 ψξεο. Ζ ζνιεξφηεηα θαη ν κσβ 
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ρξσκαηηζκφο κεηά απφ ηελ επψαζε ππνδεηθλχεη ζεηηθή αληίδξαζε, ελψ ν θηηξηλν-πξάζηλνο 

ρξσκαηηζκφο ππνδεηθλχεη αξλεηηθή αληίδξαζε. 

Όπσο θαίλεηαη απφ ηελ πεξηγξαθή ηεο ηερληθήο, ζην εξγαζηήξην ρξεηάδνληαη 4 εκέξεο γηα λα 

γίλεη ε πξψηε εθηίκεζε ηεο χπαξμεο Salmonella spp., κε βάζε ηε δεκηνπξγία ησλ απνηθηψλ 

ζηα ππνζηξψκαηα (πνπ ζε πεξίπησζε αζζελνχο αλάπηπμεο ηππηθψλ απνηθηψλ, ε επψαζε 

παξαηείλεηαη γηα αθφκε 48 ψξεο), θαη κία αθφκε εκέξα γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ ζηειέρνπο.  

 

2.5 Αλάιπζε κηθξνβηψκαηνο κε ηε ρξήζε ηεο ηερλνινγίαο αιιεινχρεζεο Σξίηεο Γεληάο 

MinION (MinION Oxford Nanopore technologies) 
 

2.5.1 Δμαγσγή DNA  
 

Σν πξψην ζηάδην γηα ηε δεκηνπξγία βηβιηνζήθεο αιιεινχρεζεο 16S rRNA, είλαη ε ζσζηή 

απνκφλσζε ηνπ βαθηεξηαθνχ DNA. Ζ απνκφλσζε έγηλε κε κεγάιε πξνζνρή γηα λα 

απνθεπρζεί νπνηαδήπνηε επηκφιπλζε ησλ δεηγκάησλ. Όια ηα εξγαιεία θαη νη επηθάλεηεο 

εξγαζίαο θαζαξίζηεθαλ κε δηάιπκα αηζαλφιεο 70%. Δπηιέρζεθε ην θηη DNeasy PowerFood 

Microbial Kit (Qiagen, Υίιληελ, Γεξκαλία). Γηα ηε ιχζε ησλ βαθηεξίσλ ρξεζηκνπνηήζεθε 

έλαο ζπλδπαζκφο ρεκηθήο (ξπζκηζηηθφ δηαιπκκα - lysis buffer) αιιά θαη κεραληθήο ιχζεο 

(ζθαηξίδηα-beads). 

H απνκφλσζε ηνπ DNA έγηλε ζχκθσλα κε ην πξσηφθνιιν ηεο DNeasy PowerFood Microbial 

Kit (Qiagen, Υίιληελ, Γεξκαλία), κε νξηζκέλεο ηξνπνπνηήζεηο θαη ε δηαδηθαζία πεξηγξάθεηαη 

παξαθάησ: 

 ΢ε απνζηεηξσκέλν ζσιελάξην ζπιινγήο (Collection Tube), πξνζηέζεθε πνζφηεηα ~1,8 ml 

νκνγελνπνηεκέλνπ ηζηνχ, θαη θπγνθεληξήζεθε ζηηο 14.000 ζηξνθέο αλά ιεπηφ (rpm) γηα 

ρξνληθφ δηάζηεκα 3 min.  

 Αθαηξέζεθε ην ππεξθείκελν δηάιπκα, κε ηε ρξήζε πηπέηαο, ρσξίο λα δηαηαξαρζεί ην ίδεκα. 

 Πξνζηέζεθε 450 κl MBL Solution ζε ζεξκνθξαζία 55
 o

C. Σν κείγκα αλαδεχηεθε ζε vortex 

κέρξη λα δηαιπζεί ηθαλνπνηεηηθά ε πειέηα (pellet).  

 Σν κείγκα επσάζηεθε ζε πδαηφινπηξν ζηνπο 65
 o

C γηα 15 min, θαη έγηλε ζχληνκε αλάδεπζε 

ζε vortex ζηα πξψηα 5 min θαη δεχηεξε ζχληνκε αλάδεπζε ζηα 15 min, ψζηε λα 

νκνγελνπνηεζεί πιήξσο ην κείγκα.  
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 Μεηά ην ηέινο ηεο επψαζεο, ην κείγκα κεηαθέξζεθε κε πηπέηα ζε ζσιελάξην PowerBead 

Tube (πεξηέρεη ζθαηξίδηα ιχζεο), θαη έγηλε αλάδεπζε ζε vortex ζε νξηδφληηα θαη θάζεηε ζέζε, 

γηα ρξνληθφ δηάζηεκα 5 ιεπηψλ αλά θαηεχζπλζε. ΢ε απηφ ην ζεκείν επηηεχρζεθε ε κεραληθή 

ιχζε ησλ βαθηεξίσλ. 

 Σν κείγκα θπγνθεληξήζεθε ζηηο 14.000 ζηξνθέο (rpm) γηα 1 min, θαη ην ππεξθείκελν δηάιπκα 

κεηαθέξζεθε ζε λέν απνζηεηξσκέλν ζσιελάξην Collection Tube ησλ 2 ml. 

 Πξνζηέζεθε 100 κl Solution IRS (Inhibitor Removal Technology) θαη έγηλε αλάδεπζε ζε 

vortex γηα 1 min.  

 Σν κείγκα ηνπνζεηήζεθε ζε ςπγείν ζηνπο 2-8 
o
C γηα 5 min.  

 ΢ηε ζπλέρεηα, ην κείγκα θπγνθεληξήζεθε ζηηο 14.000 ζηξνθέο (rpm) γηα 1 min, αθαηξέζεθε 

πξνζεθηηθά ην ππεξθείκελν δηάιπκα κε πηπέηα θαη ηνπνζεηήζεθε ζε απνζηεηξσκέλν 

ζσιελάξην (Collection Tube) ησλ 2 ml.  

 Πξνζηέζεθε 900 κl δηαιχκαηνο ΜR ζε ζεξκνθξαζία 55
 o

C θαη αλαδεχηεθε ζχληνκα ζην 

vortex.  

 Μεηαθέξζεθε πνζφηεηα 650 κL κε πηπέηα απφ ην Collection Tube ησλ 2 mL ζε ζηήιε 

πεξηζηξνθήο (MB Spin Column), θαη θπγνθεληξήζεθε ζηηο 14.000 ζηξνθέο (rpm), γηα 

ρξνληθφ δηάζηεκα 1 min. Έγηλε απφξξηςε ηνπ πγξνχ πνπ δηήιζε απφ ηνπο πφξνπο (flow-

through) θαη επαλάιεςε έσο φηνπ ηνπνζεηήζεθε φιε ε πνζφηεηα ηνπ ππεξθείκελνπ 

δηαιχκαηνο ζην MB Spin Column. 

΢εκείσζε: απαηηήζεθαλ δχν ηνπνζεηήζεηο γηα ην δείγκα. Σν DNA δεζκεχεηαη ζηε κεκβξάλε 

ηνπ MB Spin Column. 

 Σνπνζεηήζεθε ην θίιηξν MB Spin Column ζε λέν ζσιελάξην ζπιινγήο θαη πξνζηέζεθε 

650κl δηαιχκαηνο PW solution. Αθνινχζεζε θαιή αλάδεπζε ζε vortex mixer. 

 Αδεηάζηεθε ην πεξηερφκελν ηεο ζηήιεο, θαη πξνζηέζεθε ζηε ζηήιε κε ην θίιηξν, 650 κL 

δηαιχκαηνο αηζαλφιεο 100% . Έπεηηα, ε ζηήιε θπγνθεληξήζεθε ζηηο 14.000 ζηξνθέο (rpm) 

γηα 1 min. 

 Σν ππφιεηκκα απνκαθξχλζεθε, θαη πξαγκαηνπνηήζεθε θπγνθέληξεζε ζηηο 14.000 ζηξνθέο 

(rpm) γηα 2 min. 

΢εκείσζε: ε νιηθή απνκάθξπλζε ηεο αηζαλφιεο είλαη ζεκαληηθή γηαηί δξα αλαζηαιηηθά ζε 

επφκελα ζηάδηα. 
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 ΢ηε ζπλέρεηα, ην θίιηξν (MB Spin Column) ηνπνζεηήζεθε ζε απνζηεηξσκέλν ζσιελάξην 

Collection Tube, θαη πξνζηέζεθε 100 κl δηαιχκαηνο EB Elution Buffer (δηάιπκα έθινπζεο) 

ζην θέληξν ηνπ θίιηξνπ. Σν ζσιελάξην παξέκεηλε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 5 min. 

 ΢εκείσζε: Καζψο ην EB (απαιιαγκέλν αιάησλ) δηέξρεηαη κέζσ ηεο κεκβξάλεο, ην DNA 

απειεπζεξψλεηαη θαη ζπγθεληξψλεηαη ζην Collection Tube. Σν DNA απειεπζεξψλεηαη επεηδή 

κπνξεί λα δεζκεπηεί ζην MB Spin Column κφλν παξνπζία αιάησλ. 

 Έγηλε θπγνθέληξεζε ζηηο 14.000 ζηξνθέο (rpm) γηα 1 min, ζπιινγή ηνπ πγξνχ κε πηπέηα θαη 

εθ λένπ κεηαθνξά απηνχ επάλσ ζην θίιηξν. 

 Παξακνλή γηα ρξνληθφ δηάζηεκα 3 ιεπηψλ θαη θπγνθέληξεζε ζηηο 14.000 ζηξνθέο (rpm), γηα 

ρξνληθφ δηάζηεκα 1 min. 

 Αθαίξεζε θαη απφξξηςε ηνπ MB Spin Column. 

 Απνζήθεπζε ηνπ θηαιηδίνπ κε ην δείγκα ζε θαηαςχθηε (-20 έσο -80℃). 

 

2.5.2 Ζιεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο ησλ δεηγκάησλ 

 

Ζ αλίρλεπζε ηνπ βαθηεξηαθνχ DNA πξαγκαηνπνηείηαη κε ηελ ηερληθή ηεο ειεθηξνθφξεζεο ζε 

πεθηή αγαξφδεο θαη ηελ παξαηήξεζε ηεο πεθηήο ππφ ππεξηψδε αθηηλνβνιία. Ζ ηερληθή 

ειεθηξνθφξεζεο ζε πεθηή αγαξφδεο επηηξέπεη ην δηαρσξηζκφ ηκεκάησλ, ζξαπζκάησλ ή 

κνξίσλ DNA κε βάζε ην κέγεζφο ηνπο, ηα νπνία θαζίζηαληαη νξαηά κεηά απφ ρξψζε ηνπ 

DNA κε ηε κε ηνμηθή ρξσζηηθή Midori Green. Ζ δηαδηθαζία απηή πξαγκαηνπνηήζεθε γηα ηελ 

επηβεβαίσζε ηεο επηηπρνχο εμαγσγήο ηνπ βαθηεξηαθνχ DNA. 

 

2.5.3 Αληηδξαζηήξηα θαη δηαιχκαηα γηα ηελ ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο  
 

Σα πιηθά πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ ηερληθή ηεο ειεθηξνθφξεζεο είλαη ηα εμήο: 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα 1xΣΒΔ: 100 ml δηαιχκαηνο 10xΣΒΔ (Applichem Panreac) (ηξηο 

πδξνμπ-κεζπιακηλνκεζάλην, βνξηθφ νμχ, EDTA) θαη 900 ml δηο-απνζηαγκέλν H2O  

  0,7-1 g ΢θφλε αγαξφδεο (Applichem Panreac, Germany)  

 0,8-1 κl Υξσζηηθή Midori Green (Applichem Panreac, Germany) 

 Γηάιπκα θφξησζεο: 1% θπαλφ ηεο βξσκνθαηλφιεο  

 Μάξηπξαο FastGene 1 kb DNA Ladder (Nippon Genetics Europe GmbH, Germany) 
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2.5.4 Παξαζθεπή πεθηήο αγαξφδεο θαη δηαδηθαζία ειεθηξνθφξεζεο  
 

Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε είλαη ε εμήο: 

 ΢ε θσληθή θηάιε, πξνζηίζεληαη 100 ml δηαιχκαηνο 1xTBE θαη 1 g αγαξφδεο (Applichem 

Panreac, Germany) ππφ κνξθή ζθφλεο.  

 Ζ θσληθή θηάιε ηνπνζεηείηαη ζε θνχξλν κηθξνθπκάησλ θαη ζεξκαίλεηαη κέρξη ην ζεκείν 

βξαζκνχ, έηζη ψζηε λα ιηψζεη ε αγαξφδε θαη ην κείγκα λα γίλεη δηαπγέο.  

 Ύζηεξα, ην δηάιπκα ςχρεηαη ππφ ζπλερή αλάδεπζε θάησ απφ ηξερνχκελν λεξφ.  

 Όηαλ ην δηάιπκα απνθηήζεη ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, πξνζηίζεληαη 0,8-1 κl κε ηνμηθή 

ρξσζηηθή Midori Green (Nippon Genetics Europe GmbH, Germany), θαη γίλεηαη 

πξνζεθηηθή αλάδεπζε ψζηε λα κε ζρεκαηηζηνχλ θπζαιίδεο. Ζ ρξσζηηθή έρεη ηε 

δπλαηφηεηα λα δεζκεχεηαη ζην DNA θαη λα ην θαζηζηά νξαηφ ζηε UV αθηηλνβνιία.  

 Σν δηάιπκα ηεο αγαξφδεο ρχλεηαη ζην εηδηθφ πιαίζην (εθκαγείν) θαη απνκαθξχλνληαη νη 

θπζαιίδεο πνπ πηζαλφλ έρνπλ δεκηνπξγεζεί.  

 ΢ην έλα άθξν ηνπ εθκαγείνπ πνπ πεξηέρεη ηε ξεπζηή αγαξφδε εηζέξρεηαη κία εηδηθή 

«ρηέλα», ε νπνία ζα δεκηνπξγήζεη ηα βνζξία (πεγαδάθηα) ζηα νπνία ζα ηνπνζεηεζεί ην 

πξνο ειεθηξνθφξεζε δείγκα.  

 Ζ αγαξφδε παξακέλεη γηα πεξίπνπ 30 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, ρσξίο θσηηζκφ 

(θσηνεπαίζζεηε ρξσζηηθή),  φπνπ δειαηηλνπνηείηαη θαη ζηεξενπνηείηαη. 

 Αθνχ ζηεξενπνηεζεί ε αγαξφδε, ε «ρηέλα» αθαηξείηαη, θαη ε πεθηή ηνπνζεηείηαη 

πξνζεθηηθά ζηε ζπζθεπή ειεθηξνθφξεζεο, ζηελ νπνία έρνπλ πξνζηεζεί 700 ml 

δηαιχκαηνο 1xTBE.  

 Γηα ηελ παξαηήξεζε ηνπ απνκνλσκέλνπ DNA, 0,5 κL δηαιχκαηνο θφξησζεο (θπαλνχλ 

ηεο βξσκνθαηλφιεο) αλακηγλχεηαη κε 3-4 κL δηαιχκαηνο DNA θαη, ζηε ζπλέρεηα, 

πξαγκαηνπνηείηαη ήπηα αλάδεπζε ζε ζπζθεπή vortex. Σν θπαλνχλ ηεο βξσκνθαηλφιεο 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ απνθπγή απψιεηαο ησλ δεηγκάησλ DNA ζηα βνζξία (έσο ηελ 

έλαξμε ηεο ειεθηξνθφξεζεο) θαη γηα ηελ παξαθνινχζεζε ηεο πξνφδνπ ηεο 

ειεθηξνθφξεζεο. 

 Σνπνζεηήζεθε ν κάξηπξαο FastGene 1 kb DNA Ladder (NIPPON Genetics Europe, 

Germany), ζε έλα απφ ηα βνζξία ηεο πεθηήο, ελψ ζηα ππφινηπα ηνπνζεηήζεθαλ ηα 

δείγκαηα απνκνλσκέλνπ DNA, κε ιεπηνχο ρεηξηζκνχο θαη κε ηε βνήζεηα κηθξνπηπέηαο. 
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 Αθνχ νινθιεξψζεθε ε ηνπνζέηεζε φισλ ησλ δεηγκάησλ ζηα  βνζξία ηεο πεθηήο, 

αθνινχζεζε ε πξνζεθηηθή απνζπλαξκνιφγεζε ηνπ εθκαγείνπ θαη ε ηνπνζέηεζε ηεο 

πεθηήο ζηε ζπζθεπή ειεθηξνθφξεζεο. 

 Ζ ζπζθεπή ειεθηξνθφξεζεο ζπλδέεηαη κε έλα ηξνθνδνηηθφ κεράλεκα θαη εθαξκφδεηαη 

ειεθηξηθφ πεδίν ζηα άθξα ηεο πεθηήο, ην νπνίν ξπζκίδεηαη ζε ηάζε 150 Volts θαη έληαζε 

ξεχκαηνο 90 mA. Δθφζνλ ν ζθειεηφο ζαθράξνπ - θσζθνξηθήο νκάδαο ηνπ DNA είλαη 

αξλεηηθά θνξηηζκέλνο, ηα κφξηα ηνπ DNA κεηαθηλνχληαη πξνο ην ζεηηθφ ειεθηξφδην 

(άλνδνο). H πξφνδνο ηεο ειεθηξνθφξεζεο παξαθνινπζείηαη κε ηε κεηαθίλεζε ηνπ 

δείθηε ηνπ θπαλνχλ ηεο βξσκνθαηλφιεο. Ζ δηαδηθαζία ηεο ειεθηξνθφξεζεο δηαξθεί 30 

ιεπηά. ΢ε επηηπρεκέλε απνκφλσζε ηνπ DNA, ην γελεηηθφ πιηθφ εκθαλίδεηαη ζαλ κηα 

θσηεηλή δψλε επάλσ ζηελ πεθηή αγαξφδεο.  

 Μεηά ην πέξαο ηεο ειεθηξνθφξεζεο, ε πεθηή αγαξφδεο απνκαθξχλεηαη απφ ηε ζπζθεπή 

ειεθηξνθφξεζεο θαη ηνπνζεηείηαη επάλσ ζηελ ηξάπεδα ηεο ζπζθεπήο ππεξηψδνπο 

αθηηλνβνιίαο,  φπνπ ην γελεηηθφ πιηθφ παξαηεξείηαη, ζπλήζσο, σο κία θσηεηλή δψλε.  

 

2.5.5 Δλίζρπζε ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA κε ηε κέζνδν ηεο Αιπζηδσηήο Αληίδξαζεο 

Πνιπκεξάζεο (Polymerase Chain Reaction - PCR)  
 

Με ηε κέζνδν απηή εληζρχεηαη κηα ζπγθεθξηκέλε πεξηνρή ηνπ DNA, απηή ηνπ γνληδίνπ 16S 

rRNA. Σν δηάιπκα ηεο PCR πξνεηνηκάζηεθε ζην εξγαζηήξην ζχκθσλα κε ην πξσηφθνιιν 

16S Barcoding Kit (SQK-RAB204, Oxford Nanopore Technologies). Σν kit πεξηιακβάλεη 12 

δηαθνξεηηθνχο ζεκαληέο (barcodes) γηα ηελ ηειηθή ηαπηνπνίεζε ησλ δεηγκάησλ. Κάζε barcode 

πεξηέρεη κία κνλαδηθή αιιεινπρία βάζεσλ, επηηξέπνληαο ηελ αλάιπζε πνιιαπιψλ δεηγκάησλ 

ζηελ θπςέιε ξνήο (Flow cell). Οη εθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ήηαλ νη 27F θαη 1492R, νη 

νπνίνη είλαη εηδηθνί γηα ηηο ππεξκεηαβιεηέο πεξηνρέο V1-V9 (~1500 bp) ηνπ 16S rRNA 

γνληδίνπ.  

O ζπλνιηθφο φγθνο γηα θάζε αληίδξαζε PCR πξέπεη λα είλαη 35 κl θαη ην κείγκα ηεο 

αληίδξαζεο πεξηέρεη ηα παξαθάησ ζπζηαηηθά:  

 17,5 κl PCR mix LongAmp®Taq2X Master Mix (New England Biolab) 

 6,8 κl ππεξθάζαξν λεξφ (PCR Grade Water) 
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 0,7 κl απφ ηνπο εθθηλεηέο: 27F (Πξφζζηνο εθθηλεηήο (forward) 5′-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′), 1492R (Οπίζζηνο εθθηλεηήο (reverse) 5′-

TACCTTGTTACGACTT) (universal primers 16s barcode oxford nanopore) 

 10 κl απνκνλσκέλνπ DNA  

Μεηά ηελ αλάκημε ησλ ζπζηαηηθψλ ηνπ κείγκαηνο, έγηλε ε αλάδεπζή ηνπο ζε vortex θαη 

ζχληνκε θπγνθέληξεζε (spin) γηα ιίγα δεπηεξφιεπηα. 

΢ηε ζπλέρεηα, θάζε δείγκα κε μερσξηζηφ barcode, πξνζηέζεθε ζηνλ ζεξκηθφ θπθινπνηεηή 

PTC-200 (Biorad). Ζ ζπζθεπή ξπζκίζηεθε ζηηο παξαθάησ ζεξκνθξαζίεο θαη ρξφλνπο, 

ζχκθσλα κε ην πξσηφθνιιν ηεο εηαηξείαο, θαη ην πξφγξακκα έρεη σο εμήο:  

1. 95
 o
C γηα 3 min, αξρηθή απνδηάηαμε ηνπ δίθισλνπ DNA (denaturation) 

2. 95
 o
C γηα 30 s, απνδηάηαμε ηνπ δίθισλνπ DNA  

3. 55
 o

C γηα 1min, ζχλδεζε ησλ εθθηλεηψλ ζηα δχν αληίζεηα άθξα ηεο θάζε κνλφθισλεο 

αιπζίδαο DNA (annealing) 

4. 65
 o

C γηα 2,5 min, δξάζε ηεο πνιπκεξάζεο θαη επηκήθπλζε ησλ αιπζίδσλ DNA 

(extension). Δπαλάιεςε ησλ βεκάησλ 2-4 (έλαο θχθινο PCR) γηα 40 θνξέο  

5. 65
 o
C γηα 10 min, ηειηθή ζπκπιεξσκαηηθή επηκήθπλζε 

6. Γηαηήξεζε ζηνπο 4
 o
C  

Ζ ελίζρπζε ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA κε ην παξαπάλσ ζεξκνθξαζηαθφ πξφγξακκα δηαξθεί 

πεξίπνπ 3 ψξεο. Μεηά ην ηέινο ηεο δηαδηθαζίαο ηα ζσιελάξηα ηνπνζεηνχληαη ζην ςπγείν, 

κέρξη λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ζην επφκελν ζηάδην.  

 

2.5.6 Ζιεθηξνθφξεζε ησλ πξντφλησλ PCR, ζε πεθηή αγαξφδεο 
 

Γηα λα δηαπηζησζεί ε ελίζρπζε ηνπ γνληδίνπ, γίλεηαη ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο, 

φπσο θαη ζηνλ έιεγρν απνκφλσζεο ηνπ DNA. Ζ παξαζθεπή ηεο πεθηήο γίλεηαη κε παξφκνην 

ηξφπν, φπσο πεξηγξάθεθε ζηελ ππνπαξάγξαθν 2.5.2, κε κφλε δηαθνξά ζηε ζπγθέληξσζή ηεο, 

ε νπνία είλαη 1,5% ζε δηάιπκα 1xTBE. Γηα λα βξεζνχλ ηα κήθε ησλ ηκεκάησλ ηνπ DNA πνπ 

έρνπλ εληζρπζεί (αξηζκφο δεπγψλ βάζεσλ), ζε έλα βνζξίν ηεο πεθηήο θνξηψλεηαη έλαο 

κάξηπξαο DNA. Όηαλ ν κάξηπξαο θνξησζεί καδί κε ηα εληζρπκέλα ηκήκαηα DNA ζηελ πεθηή 

αγαξφδεο, γίλεηαη ζχγθξηζε ησλ ζέζεσλ ηνπο κε ηα ζξαχζκαηα γλσζηνχ κήθνπο ηνπ κάξηπξα. 

Ο κάξηπξαο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ ν FastGene 100 bp DNA Ladder (NIPPON Genetics 
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Europe, Germany) θαη πξνζηέζεθε, φπσο θαη ζηε πξψηε ειεθηξνθφξεζε, γηα ηε ζχγθξηζε θαη 

ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηνπ DNA ησλ δεηγκάησλ (Δηθφλα 11).  

 

 

Δηθφλα 11: Ζιεθηξνθφξεζε πεθηήο αγαξφδεο φπνπ θαίλεηαη ην εληζρπκέλν πξντφλ ησλ 1600 δεπγψλ βάζεσλ 

(γνλίδην 16S rRNA) 

 

2.6 Πξνεηνηκαζία γηα ηε δεκηνπξγία Βηβιηνζήθεο Αιιεινχρεζεο 16S rRNA 
 

2.6.1 Αξρηθή Φαζκαηνθσηνκέηξεζε  
 

΢ην αξρηθφ ζηάδην ηεο θαζκαηνθσηνκέηξεζεο, γίλεηαη ε πξψηε εθηίκεζε ηεο πνηφηεηαο θαη 

ηεο πνζφηεηαο ηνπ πξντφληνο ηεο PCR. Δίλαη βαζηθή πξνυπφζεζε, ηα πξντφληα PCR πνπ ζα 

ελσζνχλ (pooling) ζε επφκελν ζηάδην, λα έρνπλ ηζφπνζεο ζπγθεληξψζεηο DNA, γηα ηελ 

απνθπγή δεκηνπξγίαο άληζεο αληηπξνζσπεπηηθφηεηαο (bias). Σν ηειηθφ δείγκα (pooled 

sample), πξέπεη λα πεξηέρεη πξντφληα PCR ζε ηζφπνζεο ζπγθεληξψζεηο DNA (nanogram/κl) 

απφ ην θάζε δείγκα. Ζ θαζκαθσηνκέηξεζε έγηλε ζε ζπζθεπή Q3000 (Quawell, Καλαδάο). 
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Δηθφλα 12: Ζ θαζκαηνθσηνκέηξεζε ζε ζπζθεπή Q3000 (Quawell, Καλαδάο) 

 

2.6.2 ΢πλέλσζε ησλ δεηγκάησλ (sample pooling) 
 

΢ην ζηάδην απηφ γίλεηαη ε ζπλέλσζε ησλ δεηγκάησλ (sample pooling), δειαδή ε ηαπηφρξνλε 

ηνπνζέηεζε ηνπ θάζε δείγκαηνο PCR, πνπ έρεη ήδε ζεκαλζεί κε δηαθνξεηηθφ barcode θαηά ηε 

δηαδηθαζία ηεο PCR, ζε έλα θνηλφ θηαιίδην. Έηζη, νξηζκέλε πνζφηεηα απφ ην θάζε δείγκα 

ηνπνζεηήζεθε ζε έλα θνηλφ θηαιίδην (pool), θαη ε ρξήζε ησλ barcodes επέηξεςε ηελ 

αλαγλψξηζε θαη ην δηαρσξηζκφ ηνπ θάζε δείγκαηνο ζηε ζπζθεπή αιιεινχρεζεο MinION, 

θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο αιιεινχρεζεο. Σα δείγκαηα θσδηθνπνηήζεθαλ κε ηνπο εηδηθνχο 

ζεκαληέο (barcodes) φπσο θαίλνληαη ζηνλ Πίλαθα 10.  

 

Πίλαθαο 10: Σα θσδηθνπνηεκέλα δείγκαηα κε ηνπο εηδηθνχο ζεκαληέο (barcodes), ηεο εηαηξείαο Oxford Nanopore 

Αξίζκεζε Γείγκαηνο Barcode Πεξηνρή δεηγκαηνιεςίαο 

M1 01 Μαθξχγηαινο 

Μ2 02 Μαθξχγηαινο 

Μ3 03 Μαθξχγηαινο 

Μ4 04 Μαθξχγηαινο 

Μ5 07 Μαθξχγηαινο 

Μ6 08 Μαθξχγηαινο 

Μ7 05 Υαιάζηξα 

Μ8 06 Υαιάζηξα 

Μ9 09 Υαιάζηξα 

Μ10 10 Υαιάζηξα 
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Μ11 11 Υαιάζηξα 

Μ12 12 Υαιάζηξα 

 

2.6.3 Kαζαξηζκφο αξρηθνχ πξντφληνο PCR 

 

Μεηά ηελ ηζνκνξηαθή αλάκημε θαη ζπλέλσζε ησλ δεηγκάησλ (sample pooling), αθνινχζεζε ν 

θαζαξηζκφο ηνπ πξντφληνο ηεο PCR, φπνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ην έηνηκν kit θαζαξηζκνχ 

MicroCLEAN® (microzone, Clent Life Science, UK) θαη ε πεηξακαηηθή δηαδηθαζία έρεη σο 

εμήο:  

 Πξνζζήθε ηζφπνζεο πνζφηεηαο (ζε κl) θαζαξηζηηθνχ δηαιχκαηνο (MicroCLEAN) θαη 

ηειηθνχ δείγκαηνο (pooled sample). Αθνινπζεί ε επηθάιπςε ηεο πιάθαο βνζξίσλ (96 

well plate) κε δηάθαλε κεκβξάλε, ε έληνλε αλάδεπζε ζε vortex (Multivortex V-32) γηα 

30 sec θαη ε ζχληνκε θπγνθέληξεζε (short spin) ζηηο 500 ζηξνθέο (rpm). 

 Γίλεηαη ε επψαζε ηεο πιάθαο ζε ζεξκνθξαζίνπ δσκαηίνπ, γηα ηνπιάρηζηνλ 6 min. 

 Έπεηηα ε πιάθα θπγνθεληξείηαη ζηηο 3700 ζηξνθέο (rpm) γηα 40 min.  

 Αθνινπζεί ε αθαίξεζε ηεο κεκβξάλεο, ε ηνπνζέηεζε ηεο πιάθαο αλάζηξνθα ζε 

απνξξνθεηηθφ ραξηί θαη θπγνθέληξεζε  γηα 30 sec ζηηο 400 ζηξνθέο (rpm).   

 Ζ πιάθα κεηαθέξεηαη ζε θιίβαλν θαη παξακέλεη ζηνπο 37
 o
C γηα 10 min. 

 Πξνζηίζεληαη 20 κl δηαιχκαηνο ΣΔ (Tris-EDTA) ζην δείγκα, αθνινπζεί ζχληνκε 

θπγνθέληξεζε (spin) ζηηο 1500 ζηξνθέο (rpm) θαη δηαθνπή ιεηηνπξγίαο κφιηο 

επηηεπρζνχλ νη ζηξνθέο. Ζ πιάθα ηνπνζεηείηαη ζην ςπγείν γηα ηνπιάρηζηνλ 15 min.  

 

2.6.4 Σειηθή Φαζκαηνθσηνκέηξεζε  

 

Αθνινπζεί ε ηειηθή κέηξεζε κε θαζκαηνθσηφκεηξν, κε ηε ζπζθεπή Q3000 (Quawell, 

Καλαδάο), γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ DNA. ΢ην δείγκα, ε αλαινγία 

Α260/280 ήηαλ 1,8 θαη ε ζπγθέληξσζε ήηαλ 300 nanogram/κl. Ζ ζπζθεπή αιιεινχρεζεο 

MinION απαηηεί ~100 ng. ΢ε πεξίπησζε πςειφηεξεο ζπγθέληξσζεο, ιακβάλεηαη ιηγφηεξε 

πνζφηεηα δείγκαηνο ή ην δείγκα αξαηψλεηαη κε επηπιένλ πνζφηεηα ΣΔ. 

 

2.6.5 Πξνεηνηκαζία ησλ πξντφλησλ PCR γηα ηελ ηνπνζέηεζή ηνπο ζηελ θπςέιε ξνήο (flow 

cell) 
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Ζ έθδνζε ηεο θπςέιεο ξνήο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ ε R9.4.1, ε νπνία είλαη ηδαληθή γηα 

1D πεηξάκαηα. ΢χκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή, πξηλ ηελ έλαξμε ηνπ πεηξάκαηνο 

αιιεινχρεζεο, ζπληζηάηαη ν έιεγρνο ησλ δηαζέζηκσλ πφξσλ ηεο θπςέιεο ξνήο. Αξρηθά, ε 

ζπζθεπή ζπλδέζεθε ζηνλ ππνινγηζηή, θαη κέζσ ηνπ MinKNOW ινγηζκηθνχ επηιέρζεθε ε 

ιεηηνπξγία «Flow Cell Check». Ο ειάρηζηνο αξηζκφο ελεξγψλ πφξσλ γηα ην θειί ξνήο ηνπ 

MinION είλαη 800 πφξνη.  

Ζ δηαδηθαζία ηεο πξνεηνηκαζίαο ησλ πξντφλησλ PCR είλαη ε αθφινπζε: 

 Σν παξαπάλσ πξντφλ PCR κεηαθέξεηαη ζε απνζηεηξσκέλν ζσιελάξην, ψζηε ν ζπλνιηθφο 

φγθνο λα είλαη 0,5 κl (150 ng θαζαξηζκέλνπ πξντφληνο).  

 Πξνζηίζεληαη 0,5 κl απφ ηνλ αληάπηνξα αιιεινχρεζεο ηεο εηαηξείαο Oxford Nanopore 

Technologies (Rapid sequencing adapter). Ο αληάπηνξαο αιιεινχρεζεο πξνζδέλεηαη 

ζηνπο εηδηθά δηακνξθσκέλνπο ππνδνρείο ησλ εθθηλεηψλ (5’ tags). 

 Αθνινπζεί ζπκπιήξσζε κε ππεξθάζαξν λεξφ, ψζηε ν ζπλνιηθφο φγθνο ηνπ κείγκαηνο λα 

είλαη 11 κl. 

 Σν κείγκα παξακέλεη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 10 min, ψζηε λα πξαγκαηνπνηεζεί ε 

επαξθήο ζχλδεζε (ligation) ηνπ αληάπηνξα ζε φια ηα δηαζέζηκα ζξαχζκαηα ηνπ γνληδίνπ 

16S rRNA.  

 

2.6.6 Γνλνηχπεζε ησλ πξντφλησλ PCR ζηελ πιαηθφξκα αιιεινχρεζεο MinION 

 

Έπεηηα απφ ηνλ έιεγρν ησλ πφξσλ θαη ην πέξαο ηεο δηαδηθαζίαο ζχλδεζεο ηνπ αληάπηνξα, 

αθνινχζεζε ε ηνπνζέηεζε ηεο θπςέιεο ξνήο (flow cell) ζηελ πιαηθφξκα αιιεινχρεζεο 

(MinION MK1B) (Δηθφλα 13). H πιαηθφξκα ζπλδέεηαη κέζσ USB ζε ειεθηξνληθφ 

ππνινγηζηή. Ζ πιεξνθνξία απνθηάηαη κέζσ ηεο  κέηξεζεο  ηνπ ειεθηξηθνχ ζήκαηνο, θαηά ηε 

δηέιεπζε ηνπ DNA απφ ηνλ πφξν ελφο θειηνχ ξνήο. Ζ θάζε ζπζθεπή έρεη 512 θαλάιηα, κε 4 

λαλνπφξνπο ζε θάζε θαλάιη, θαη ζπλνιηθά 2.048 λαλνπφξνπο. Σν θάζε θειί ξνήο απνηειείηαη 

απφ κία κε αγψγηκε κεκβξάλε πνιπκεξνχο, πνπ δηαζέηεη πφξνπο δηακέηξνπ 1-2 nm 

(nanoporetech.com). 

 

https://nanoporetech.com/
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Δηθφλα 13: Ζ ζπζθεπή αιιεινχρεζεο (MinION MK 1B) 

 

Πξηλ ηελ έγρπζε, γίλεηαη πξνεηνηκαζία ηεο θπςέιεο ξνήο γηα ηελ αιιεινχρεζε, κε εηζαγσγή 

ελφο εηδηθνχ κείγκαηνο πνπ νλνκάδεηαη κείγκα εθθίλεζεο, θαη απνηειείηαη απφ: 

 1 ml δηαιχκαηνο flush buffer (FB) 

 30 κl δηαιχκαηνο flush tether (FLT) 

Σν κείγκα αλαθηλείηαη κε ζχληνκν vortex ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ.  

Έπεηηα, έγηλε άλνηγκα ηνπ θαιχπηξνπ ηεο ζχξαο εθθίλεζεο θαη ηνπνζέηεζε 800 κl δηαιχκαηνο 

priming mix ζηε ζχξα εθθίλεζεο. H εηζαγσγή ηνπ κείγκαηνο έγηλε κε αξγφ θαη ζηαζεξφ 

ξπζκφ, γηα λα κελ εηζρσξήζνπλ θπζαιίδεο θαη θαηαζηξαθνχλ νη λαλνπφξνη (Δηθφλα 14). 

 

 

Δηθφλα 14: Ζ έγρπζε ηνπ κείγκαηνο ζηελ εηδηθή ππνδνρή ηεο θπςέιεο ξνήο (flow cell) 
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Δλ ζπλερεία, παξαζθεπάζηεθε ην κείγκα κε ηα πξντφληα PCR σο εμήο: 

 Αλάκημε ησλ ζπζηαηηθψλ ηνπ δηαιχκαηνο Loading Beads (LB) κε ζχληνκν vortex 

 11 κl δηαιχκαηνο αληάπηνξα-PCR πξντφληνο 

 34 κl δηαιχκαηνο αιιεινχρεζεο (sequencing buffer)  

 25,5 κl δηαιχκαηνο πνπ θέξεη εηδηθά ζθαηξίδηα (loading beads) 

 4,5 κL ππεξθάζαξνπ λεξνχ (Nuclease-free water) 

Ο ζπλνιηθφο φγθνο ηνπ κείγκαηνο είλαη 75 κl θαη εγρχεηαη κε πνιχ αξγφ θαη ζηαζεξφ ξπζκφ 

ζηελ εηδηθή ππνδνρή ηεο θπςέιεο ξνήο. 

Γηα λα μεθηλήζεη ε δηαδηθαζία, ζέηνληαη νη παξάκεηξνη ηεο αιιεινχρεζεο ζην ινγηζκηθφ 

minKNOW, ζηνλ ειεθηξνληθφ ππνινγηζηή, θαη γίλεηαη εθθίλεζε ηεο δηαδηθαζίαο. Ζ 

παξαθνινχζεζε ηεο δηαδηθαζίαο γίλεηαη κέζσ ηεο εθαξκνγήο πνπ είλαη εγθαηεζηεκέλε ζηνλ 

ειεθηξνληθφ ππνινγηζηή, θαη έηζη επηηπγράλεηαη ε παξαθνινχζεζε ησλ αιιεινπρηψλ (reads) 

ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν (Δηθφλεο 15, 16).  

 

 

Δηθφλα 15: Ζ εκθάληζε ηζηνγξάκκαηνο ζηελ εθαξκνγή minKNOW, φπνπ θαίλεηαη ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν ην 

κήθνο ησλ αθνινπζηψλ (reads) πνπ έρνπλ θαηαγξαθεί 
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Δηθφλα 16: Ζ απεηθφληζε ησλ ελεξγψλ πφξσλ, ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν, θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αιιεινχρεζεο 

 

Ζ δηαδηθαζία δηαξθεί πεξίπνπ 72 ψξεο. Με ην πέξαο 6, 12 θαη 24σλ  σξψλ απφ ηελ έλαξμε ηεο 

δηαδηθαζίαο, πξνζηέζεθε εθ λένπ πνζφηεηα δηαιχκαηνο priming mix ίζε κε 250 κL θάζε 

θνξά.  

 

2.6.7 Βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε κεηαγνληδησκαηηθήο 

 

Σν ινγηζκηθφ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ λνπθιενηηδίσλ (nucleotide 

basecalling) είλαη ην GUPPY (Oxford Nanopore Technologies), φπνπ επεμεξγάζηεθαλ ηα 

αθαηέξγαζηα δεδνκέλα ηεο αιιεινχρεζεο (raw FAST5 αξρεία). Οη αιιεινπρίεο ηνπ γνληδίνπ 

16S rRNA (reads) απνθσδηθνπνηήζεθαλ (demultiplexed) ζχκθσλα κε ηα barcodes πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ. Οη επεμεξγαζκέλεο αιιεινπρίεο (clean reads) πξνέθπςαλ έπεηηα απφ 

απνθνπή ησλ barcodes, ησλ αθνινπζηψλ ηνπ αληάπηνξα αιιεινχρεζεο θαη ησλ εθθηλεηψλ. 

΢ηε ζπλέρεηα, έγηλε ε  βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε ζηελ πιαηθφξκα  EPI2ME Fastq 16s (cloud-

based analysis) (Oxford Nanopore Technologies), ψζηε λα γίλεη ε ηαμηλνκηθή θαηάηαμε. Έγηλε 

πξνζπάζεηα ειαρηζηνπνίεζεο ησλ ζθαικάησλ (bias) ιφγσ ηπραίαο ιαλζαζκέλεο 

αιιεινχρεζεο, θηιηξάξνληαο ηα κήθε ησλ αιιεινπρηψλ θαη εμαηξψληαο ηηο αιιεινπρίεο 

(reads) κε κήθνο κηθξφηεξν ησλ 1 kb. Δπίζεο, σο ειάρηζηνο βαζκφο αθξίβεηαο αιιεινχρεζεο 

(quality score) νξίζηεθε ην Q-score10. Γηεμήρζε ε alpha diversity αλάιπζε, γηα ηελ εθηίκεζε 
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ηνπ βάζνπο αιιεινχρεζεο (reads) πνπ απαηηείηαη γηα ηελ θάιπςε φζν ην δπλαηφλ 

κεγαιχηεξνπ θάζκαηνο βαθηεξηαθήο πνηθηιφηεηαο. Γηα ηελ επεμεξγαζία ησλ δεδνκέλσλ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ην πξφγξακκα MetONTIIME. 

 

2.7 ΢ηαηηζηηθή επεμεξγαζία 

 

Γηα ηε δηεξεχλεζε ηεο ζρέζεο ησλ ζπλνιηθψλ αιιεινπρηψλ (reads) κεηαμχ ησλ βαθηεξίσλ, 

ζε θάζε ηαμηλνκηθφ επίπεδν, πξαγκαηνπνηήζεθε έιεγρνο αλεμαξηεζίαο x
2
 ηεζη, γηα ηελ 

εχξεζε πηζαλήο ζηαηηζηηθήο αλνκνηνγέλεηαο κεηαμχ ησλ απνηειεζκάησλ. Ο δείθηεο 

απηφο  εμεηάδεη αλ νη δηαθνξέο ζην ζχλνιν ησλ δεηγκάησλ ελφο πιεζπζκνχ είλαη ζηαηηζηηθά 

ζεκαληηθέο, ψζηε απηφο λα ραξαθηεξηζηεί αλνκνηνγελήο ή νκνηνγελήο. Δπηιέρζεθε σο 

επίπεδν ζεκαληηθφηεηαο ην 5% (p ≤ 0.05), πνπ ζεκαίλεη φηη έλαο πιεζπζκφο κπνξεί 

λα ζεσξεζεί αλνκνηνγελήο φηαλ ην απνηέιεζκα είλαη κηθξφηεξν απφ 0,05 θαη ην αληίζεην. 

΢ε πεξίπησζε πνπ ζηνλ έιεγρν αλεμαξηεζίαο x
2
 ηεζη ην p είλαη κηθξφηεξν απφ 

0,05 αθνινπζεί, κε ηε κέζνδνο Z-score, ε ζχγθξηζε κεηαμχ θάζε δχν αλεμάξηεησλ 

δεηγκάησλ, κε επίπεδν ζεκαληηθφηεηαο p ≤ 0,05. ΢ηελ ελ ιφγσ εξγαζία νη ζπγθξίζεηο έγηλαλ 

γηα θάζε ηαμηλνκηθφ επίπεδν, κεηαμχ ησλ δχν πεξηνρψλ (Μαθξχγηαινο θαη Υαιάζηξα), αιιά 

θαη κεηαμχ ησλ ζεκείσλ δεηγκαηνιεςίαο ηεο θάζε πεξηνρήο μερσξηζηά (΢1Μ θαη ΢2Μ γηα 

ηνλ Μαθξχγηαιν, θαη ΢1Υ, ΢2Υ, ΢3Υ γηα ηε Υαιάζηξα). Σν απνηέιεζκα ηνπ p αλαγξάθεηαη 

ζε θάζε πίλαθα ζχγθξηζεο ζηελ ελφηεηα Απνηειέζκαηα.  

Όιεο νη ζηαηηζηηθέο αλαιχζεηο δηεμήρζεζαλ κε ηε ρξήζε ηνπ ζηαηηζηηθνχ πξνγξάκκαηνο 

Minitab v21.1.0 software. Σέινο, φια ηα δηαγξάκκαηα παξήρζεζαλ κε ην εξγαιείν Microsoft 

Excel, Έθδνζε 2016. 
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3 ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ 

 

΢ηελ ελφηεηα απηή ζα παξνπζηαζηνχλ αξρηθά ηα απνηειέζκαηα ηεο κηθξνβηνινγηθήο αλάιπζεο, 

κε ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ Πιένλ Πηζαλνχ Αξηζκνχ (MPN-Most Probable Number) ηνπ 

πιεζπζκνχ E. coli θαη ηεο αλίρλεπζεο ηνπ γέλνπο Salmonella spp. Έπεηηα, αθνινπζνχλ ηα 

απνηειέζκαηα ηεο αλάιπζεο ηνπ κηθξνβηψκαηνο, κε ηε ρξήζε ηεο ηερλνινγίαο αιιεινχρεζεο 

Σξίηεο Γεληάο MinION (Nanopore Oxford Technologies). 

3.1 Απνηειέζκαηα ηνπ Πιένλ Πηζαλνχ αξηζκνχ (MPN-Most Probable Number), ηνπ 

πιεζπζκνχ E. coli 

 

Σα δείγκαηα εμεηάζηεθαλ απζεκεξφλ, ακέζσο κεηά ηελ παξαιαβή ηνπο, κε ηε κέζνδν πνπ 

πεξηγξάθεθε ζηελ ελφηεηα πιηθά θαη κέζνδνη (θεθάιαην 2.3.1). Σα απνηειέζκαηα φπσο 

θαίλνληαη ζηνλ Πίλαθα 11, δείρλνπλ φηη νη δψλεο φπνπ έγηλε ε δεηγκαηνιεςία θαηαηάζζνληαη 

ζηελ θαηεγνξία Α, ζχκθσλα κε ηνλ Πίλαθα 6 (θεθάιαην 1.4.3).  

 

Πίλαθαο 11: Αξηζκφο MPN (Πιένλ Πηζαλνχ Αξηζκνχ) / 100 g δείγκαηνο 

Αξ. δείγκαηνο Barcode δείγκαηνο Αξηζκόο MPN/ 100 g 

M1 Barcode 1 78 

Μ2 Barcode 2 40 

Μ3 Barcode 3 170 

Μ4 Barcode 4 140 

Μ5 Barcode 7 45 

Μ6 Barcode 8 20 

Μ7 Barcode 5 45 

Μ8 Barcode 6 20 

Μ9 Barcode 9 <18 

Μ10 Barcode 10 20 

Μ11 Barcode 11 <18 

Μ12 Barcode 12 <18 

   

Οη πιένλ πηζαλνί αξηζκνί ηνπ πιεζπζκνχ E. coli, σο κηθξννξγαληζκνχ δείθηε ζηα δψληα δίζπξα 

καιάθηα, ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ εθηίκεζε ηνπ θηλδχλνπ ηεο κφιπλζεο ησλ δίζπξσλ καιαθίσλ 

κε παζνγφλα βαθηήξηα. ΢ηελ παξνχζα εμέηαζε ηα δείγκαηα ραξαθηεξίδνληαη απφ ρακειή 

παξνπζία ηνπ βαθηεξίνπ E. coli, πνπ ππνδειψλεη ρακειή θνπξαλψδνπο ξχπαλζε ηεο ζαιάζζηαο 

πεξηνρήο φπνπ ζπιιέρζεθαλ ηα κχδηα. 
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3.2 Απνηειέζκαηα αλίρλεπζεο ηνπ γέλνπο Salmonella spp. 

 

Σα δείγκαηα εμεηάζηεθαλ απζεκεξφλ γηα ηελ χπαξμε Salmonella spp. κε ηε κέζνδν πνπ 

πεξηγξάθεθε ζην θεθάιαην 2.4., θαη ην απνηέιεζκα ήηαλ φηη ζε θαλέλα δείγκα δελ αληρλεχζεθε 

Salmonella spp., ζε ηζηφ 25 g. Όπσο θαίλεηαη απφ ηελ πεξηγξαθή ηεο ηερληθήο, ζην εξγαζηήξην 

ρξεηάδνληαη 4 εκέξεο γηα λα γίλεη ε πξψηε εθηίκεζε ηεο αλίρλεπζεο παξνπζίαο ηνπ γέλνπο 

Salmonella spp., κε βάζε ηε δεκηνπξγία ησλ απνηθηψλ ζηα ππνζηξψκαηα (πνπ ζε πεξίπησζε 

αζζελνχο αλάπηπμεο ηππηθψλ απνηθηψλ, ε επψαζε παξαηείλεηαη γηα αθφκε 48 ψξεο), θαη κία 

αθφκε εκέξα γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ ζηειέρνπο.  

΢πλνιηθά, ρξεηάδνληαη 5 κε 7 εκέξεο γηα λα αμηνινγεζεί ην δείγκα, θαζηζηψληαο ηε κέζνδν 

ρξνλνβφξα γηα επαιινίσηα ηξφθηκα, αιιά θαη γηα θαηαζηάζεηο πνπ απαηηνχλ γξήγνξε 

εξγαζηεξηαθή απάληεζε, γηα ην αλ ππάξρεη κφιπλζε κε ζπγθεθξηκέλν είδνο Salmonella spp. 

(φπσο γηα παξάδεηγκα ζε καδηθέο ηξνθνινηκψμεηο απφ Salmonella spp.). 

 

3.3 Απνηειέζκαηα ηεο αλάιπζεο κηθξνβηψκαηνο, κε ηε ρξήζε ηεο ηερλνινγίαο αιιεινχρεζεο 

Σξίηεο Γεληάο MinION (Nanopore Oxford Technologies) 
 

3.3.1 Δμαγσγή ηνπ DNA θαη ειεθηξνθφξεζε ησλ δεηγκάησλ ζε πεθηή αγαξφδεο  
 

Έπεηηα απφ ηε δηαδηθαζία εμαγσγήο ηνπ DNA, αθνινχζεζε ε πξψηε ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή 

αγαξφδεο. Καηά ηελ ειεθηξνθφξεζε αμηνινγήζεθαλ ηα δείγκαηα θαη ζπγθξίζεθαλ κε ην 

κάξηπξα. Ζ ζχγθξηζε ήηαλ επηηπρήο γηα φια ηα δείγκαηα. 

 

3.3.2 Δλίζρπζε ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA θαη ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο ησλ 

πξντφλησλ PCR 
 

Μεηά ηελ αληίδξαζε PCR, έγηλε ν έιεγρνο ηνπ εληζρπκέλνπ πξντφληνο κε ηε δεχηεξε 

ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο. Σα απνηειέζκαηα γηα ηα δείγκαηα Μ5, Μ6, Μ9-Μ12 

παξνπζηάδνληαη ζηελ Δηθφλα 17, φπνπ θαίλνληαη ηα δείγκαηα θαη ν κάξηπξαο κνξηαθψλ βαξψλ 

ζην θέληξν. Ο κάξηπξαο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε, δεκηνπξγεί δηαδνρηθέο θσηεηλέο δψλεο κε 

δηαθνξά 100 bp αλά δψλε. 
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3.3.3 Αξρηθή θαζκαηνθσηνκέηξεζε κε ηε ζπζθεπή Q3000 θαη θαζαξηζκφο ηνπ πξντφληνο ηεο 

PCR 

 

Αθνινχζεζε ν πξνζδηνξηζκφο ηνπ ιφγνπ απνξξφθεζεο (260nm/280nm) θαη ν πξνζδηνξηζκφο 

ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ DNA κε ηε ζπζθεπή Q3000. ΢ε απηφ ην ζηάδην, ηα δείγκαηα κεηξήζεθαλ 

μερσξηζηά θαη ν ιφγνο απνξξφθεζεο βξέζεθε εληφο ησλ απνδεθηψλ νξίσλ, δειαδή 1,8-2,0. 

Παξάιιεια, ε ζπγθέληξσζε ηνπ DNA ηνπ θάζε δείγκαηνο θπκάλζεθε ζηα 700 ng/κl, εθηφο ηνπ 

δείγκαηνο Μ12 πνπ ήηαλ ζηα 350 ng/κl. Δπεηδή ζηε δηαδηθαζία θαζαξηζκνχ ηνπ πξντφληνο PCR 

ππάξρεη πςειφ πνζνζηφ απψιεηαο, απαηηείηαη πςειή ζπγθέληξσζε DNA. Δπνκέλσο, απφ ην 

θάζε δείγκα ιήθζεθε πνζφηεηα 10 κL, πξνθεηκέλνπ ε πνζφηεηα ηνπ DNA ζην ηειηθφ δείγκα 

(pooled sample) λα είλαη ~7000 ng/ δείγκα. Ωζηφζν, απφ ην δείγκα Μ12 ιήθζεθε πνζφηεηα 20 

κL, θαζψο φπσο θαίλεηαη θαη ζηελ Δηθφλα 17, ην δείγκα απηφ είλαη πην αρλφ θαη κε βάζε ηε 

κέηξεζε είρε ρακειφηεξε ζπγθέληξσζε. Έγηλε ε ζπλέλσζε ησλ 12 πξντφλησλ ηεο PCR θαη 

αθνινχζεζε ν θαζαξηζκφο ηνπ δείγκαηνο (pooled sample), κε βάζε ην πξσηφθνιιν πνπ 

πεξηγξάθεθε ζηελ ελφηεηα 2.6.3. 

 

3.3.4 Σειηθή θαζκαηνθσηνκέηξεζε κε ηε ζπζθεπή Q3000 

 

Δηθφλα 17: Ζιεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο ηνπ εληζρπκέλνπ πξντφληνο PCR (1600bp) καδί κε ην 

κάξηπξα 

Μ5         Μ6       Μ9                    Μ10      Μ11       Μ12 

500 

1000  

1500 
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΢ηελ ζπλέρεηα έγηλε εθ λένπ πξνζδηνξηζκφο ηνπ ιφγνπ απνξξφθεζεο ηνπ πξντφληνο PCR 

(pooled sample), θαη ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ DNA κε ηε ζπζθεπή Q3000. Ο ιφγνο απνξξφθεζεο 

ηνπ DNA ζην ηειηθφ δείγκα βξέζεθε ίζνο κε 1,84, ν νπνίνο βξίζθεηαη ζηα επηζπκεηά φξηα θαη 

ππνδειψλεη πςειή θαζαξφηεηα ηνπ ηειηθνχ δείγκαηνο. Ζ ζπγθέληξσζε ηνπ PCR πξντφληνο 

βξέζεθε λα είλαη 200 ng/κl θαη επεηδή ε επηδησθφκελε ζπγθέληξσζε, γηα ηελ ηνπνζέηεζή ηνπ 

ζηε ζπζθεπή αιιεινχρεζεο MinION, είλαη ~100 ng, ιήθζεθε 0,5 κl δείγκαηνο.  

 

3.3.5 Αιιεινχρεζε ηνπ pooled δείγκαηνο ζηε ζπζθεπή MinION 

 

΢ην παξφλ ζηάδην πξαγκαηνπνηήζεθε ε επηηπρήο αιιεινχρεζε ησλ 12 δεηγκάησλ ζηε ζπζθεπή 

MinION, ε κεηέπεηηα αλάγλσζή ηνπο, ε επεμεξγαζία ησλ πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ (Fast5 

αξρείσλ) θαη ε κεηαηξνπή ηνπο ζε FastQ αξρεία, ζην ινγηζκηθφ GUPPY. Σα επεμεξγαζκέλα 

reads θηιηξαξίζηεθαλ θαη ηειηθά δηαηεξήζεθαλ νη αιιεινπρίεο (reads) κε κήθνο κεηαμχ 1-2 kb, 

ελψ παξάιιεια απνξξίθζεθαλ απηέο πνπ είραλ αθξίβεηα αλάγλσζεο βάζεσλ κηθξφηεξε ηνπ 

10% (<Q-score10). Σα ζπλνιηθά reads πνπ αλαιχζεθαλ ήηαλ 1.581.663, εθ ησλ νπνίσλ 

απνξξίθζεθαλ 374.594 ιφγσ κήθνπο βάζεσλ, θαη επηπιένλ 315, ιφγσ ηνπ θίιηξνπ Q-score10. 

Σειηθά, απφ ηελ εθαξκνγή ησλ θίιηξσλ, νη ζπλνιηθέο αιιεινπρίεο (reads) πνπ παξέκεηλαλ πξνο 

ηαμηλφκεζε ήηαλ 1.206.754, θαη θαίλνληαη αλαιπηηθά ζηνλ Πίλαθα 12. 

 

Πίλαθαο 12: Παξνπζίαζε ησλ αιιεινπρηψλ (reads) ηνπ θάζε barcode θαη ηνπ ζπλφινπ ηνπο 

Barcode Αλληλουχίεσ (Reads) 

Barcode 01 58.371 

Barcode 02 78.823 

Barcode 03 76.266 

Barcode 04 67.431 

Barcode 05 85.572 

Barcode 06 118.402 

Barcode 07 170.679 

Barcode 08 152.459 

Barcode 09 109.953 

Barcode 10 96.880 

Barcode 11 118.963 

Barcode 12 72.955 

Σφνολο 1.206.754 
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Δηθφλα 18: Γηάγξακκα Quality Score ζε ζπλάξηεζε κε ηνλ αξηζκφ ησλ αιιεινπρηψλ (reads), καδί κε ην κέζν φξν 

θαη ηελ θνξπθή ηνπ Q-score (Πεγή: EPI2ME) 

 

Σα 1.206.754 reads θαηέιεμαλ ζε 370.528 ηαμηλνκεκέλα (classified) θαη ζε 836.226 κε 

ηαμηλνκεκέλα (unclassified) reads. Σν δείγκα Μ7 είρε ηα πεξηζζφηεξα classified reads (44.324), 

ελψ ην δείγκα Μ3 είρε ηα ιηγφηεξα (12.646). Σα classified reads παξνπζίαζαλ κέζν Q-score 

(Average Q-score) ίζν κε 13,4 (Δηθφλα 18), ελψ ε κέζε αθξίβεηα (average raw read accuracy) 

πξνζδηνξίζηεθε ίζε κε 97,5%.  

Αθφκε, ζηελ Δηθφλα 19 αλαπαξίζηαηαη ην κέζν κήθνο αιιεινπρίαο (Average Sequence Length) 

ησλ αθνινπζηψλ (reads), ην νπνίν ππνινγίζηεθε ίζν κε 1.211 βάζεηο. 

AVERAGE  

13.4 
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Δηθφλα 19: Γηάγξακκα κήθνπο αιιεινπρίαο ζε ζπλάξηεζε κε ηνλ αξηζκφ ησλ αθνινπζηψλ (reads), καδί κε ην κέζν 

φξν θαη ηελ θνξπθή ηνπ κήθνπο αιιεινπρίαο (Πεγή: EPI2ME) 

 

3.4  Μεηαγνληδησκαηηθή αλάιπζε 

 

Αξρηθά, γηα ηελ εθηίκεζε ηνπ πνζνζηνχ θάιπςεο ηνπ θάζκαηνο ηεο βαθηεξηαθήο πνηθηιφηεηαο 

ησλ δεηγκάησλ, ζε ζρέζε κε ηνλ αξηζκφ ησλ αιιεινπρηψλ (reads) ηνπ θάζε δείγκαηνο, 

ππνινγίζηεθαλ νη θακπχιεο alpha-rarefaction, νη νπνίεο ιήθζεθαλ κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο 

MetONTIIME, θαη ην βάζνο αιιεινχρεζεο ζπλαξηήζεη ηνπ δείθηε Shannon. Σα δεδνκέλα 

απνηππψλνληαη ζηελ Δηθφλα 20. 

AVERAGE  

1.211 βάζεηο 
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Δηθφλα 20: Γηάγξακκα βάζνπο αιιεινχρεζεο (sequencing depth), ζε ζπλάξηεζε κε ηα παξαηεξνχκελα γέλε 

βαθηεξίσλ (observed features) 

 

Ζ κεηαγνληδησκαηηθή αλάιπζε απνθάιπςε ηε βαθηεξηαθή πνηθηιφηεηα ησλ κπδηψλ ησλ 

εμεηαδφκελσλ πεξηνρψλ. Οη ηαμηλνκηθέο νκάδεο πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ, ζπγθξίζεθαλ σο πξνο ηελ 

εηεξνγέλεηα ησλ δεηγκάησλ κεηαμχ ησλ δχν πεξηνρψλ, αιιά θαη σο πξνο ηελ νκνηνγέλεηα ησλ 

δεηγκάησλ εληφο ηεο ίδηαο πεξηνρήο. 

 

3.4.1 Απνηειέζκαηα κεηαγνληδησκαηηθήο αλάιπζεο 

 

΢ηελ παξνχζα ελφηεηα ζα θαηαγξαθνχλ ηα απνηειέζκαηα ηαμηλνκεκέλα αλά ηαμηλνκηθφ 

επίπεδν, μεθηλψληαο απφ ην επίπεδν ηνπ θχινπ κέρξη θαη ην επίπεδν ηνπ γέλνπο. Ζ ζηαηηζηηθή 

δηεξεχλεζε έγηλε αξρηθά κε ηνλ έιεγρν αλεμαξηεζίαο x
2
 ηεζη, ζε φιεο ηηο παξαθάησ ζπγθξίζεηο. 

Σν απνηέιεζκα έδεημε p ≤ 0.05 γηα θάζε ζχγθξηζε πνπ έγηλε, πνπ δειψλεη ηε 

ζηαηηζηηθή αλνκνηνγέλεηα κεηαμχ ησλ απνηειεζκάησλ. Δπνκέλσο, αθνινχζεζε ε ζχγθξηζε ησλ 

απνηειεζκάησλ κε  ηε κέζνδνο Z-score, φπνπ ην απνηέιεζκα ηνπ p αλαγξάθεηαη ζε θάζε πίλαθα 

ζχγθξηζεο (ζεκεηψλεηαη κε θφθθηλν φηαλ p > 0.05). 
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΢ε επίπεδν θύινπ (Phylum) νη θπξίαξρεο βαθηεξηαθέο νκάδεο φπσο θαίλνληαη απφ ηνλ Πίλαθα 

13 θαη απεηθνλίδνληαη ζηελ Δηθφλα 21, είλαη νη εμήο: Proteobacteria 53,7% (Μ: 62,3%, Υ: 

48.0%), Tenericutes 10,5% (Μ: 8,3%, Υ: 11.8%), Bacteroidetes 9,4% (Μ: 10,3%, Υ: 8,8%), 

Firmicutes (Μ: 3,4%, Υ: 3,40%), Planctomycetes 3,4%( Μ: 1,9%, Υ: 4,4%), Verrucomicrobia 

3,0% (Μ: 2,8%, Υ: 3,1%), φπνπ Μ αλαθέξεηαη ζηελ πεξηνρή ηνπ Μαθξχγηαινπ θαη Υ ηεο 

Υαιάζηξαο. 

 

Πίλαθαο 13: Σα θπξίαξρα βαθηήξηα ζε επίπεδν θχινπ (Phylum), κε πνζνζηφ κεγαιχηεξν ηνπ 1% ζην ζχλνιν ηνπ 

Θεξκατθνχ θφιπνπ. Ζ παξάκεηξνο Ν δειψλεη ησλ αξηζκφ ησλ reads γηα θάζε θχιν. 

 

Δπίπεδν θύινπ Θεξκατθόο 

(Μαθξύγηαινο θαη 

Υαιάζηξα) Μαθξύγηαινο Υαιάζηξα 

P-value 

N % N % N % 

Proteobacteria 198931 53,7% 91580 62,3% 107351 48% < 0.00001 

Tenericutes 38736 10,5% 15062 8,3% 26498 11,8% < 0.00001 

Bacteroidetes 34807 9,4% 12238 10,3% 19745 8,8% < 0.00001 

Firmicutes 12694 3,4% 5012 3,4% 7682 3,4% 0.3907 

Planctomycetes 12662 3,4% 2815 1,9% 9847 4,4% < 0.00001 

Verrucomicrobia 11114 3,0% 4161 2,8% 6953 3,1% < 0.00001 

Fusobacteria 6423 1,7% 358 0,2% 6366 2,8% < 0.00001 

Cyanobacteria 5119 1,4% 711 0,5% 4408 2% < 0.00001 

Λνηπά <1% 50042 13,5% 14977 10,2% 34764 15,5% < 0.00001 

΢ύλνιν 370528 100% 146914 100% 223614 100%  
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Δηθφλα 21: Ζ αθζνλία ησλ βαθηεξίσλ ηαμηλνκεκέλα ζε επίπεδν θχινπ, γηα ην ζχλνιν ηνπ Θεξκατθνχ θφιπνπ θαη 

κε πνζνζηφ αθζνλίαο κεγαιχηεξν ηνπ 1% 
 

Γηα ηε δηεξεχλεζε ηεο ζρέζεο ησλ ζπλνιηθψλ αιιεινπρηψλ (reads) γηα θάζε βαθηεξηαθφ 

πιεζπζκφ ζε επίπεδν θχινπ, κεηαμχ ησλ δχν πεξηνρψλ (Μαθξχγηαινο θαη Υαιάζηξα), 

εθαξκφζηεθε ν έιεγρνο αλεμαξηεζίαο x
2
 ηεζη θαη ε κέζνδνο Z-score, γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηεο 

ζηαηηζηηθήο ζεκαληηθφηεηαο κεηαμχ ησλ δχν πεξηνρψλ, κε επίπεδν ζεκαληηθφηεηαο p < 0,05. 

Απφ ηνλ Πίλαθα 13,  βιέπνπκε φηη νη δηαθνξέο ζε επίπεδνπ θχινπ κεηαμχ ησλ πεξηνρψλ είλαη 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο, εθηφο απφ ην θχιν Firmicutes, φπνπ νη ζπλνιηθέο  αιιεινπρίεο (reads) 

δελ θαίλεηαη λα δηαθέξνπλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά κεηαμχ ηεο Υαιάζηξαο θαη ηνπ Μαθξχγηαινπ. 

΢ε επίπεδν θιάζεο ηα Alphaproteobacteria θπξηαξρνχλ κε πνζνζηφ 29,9%, αθνινπζνχλ ηα 

Gammaproteobacteria κε 18,5%, Mollicutes κε 10,5%, Flavobacteriia κε 7,0%, 

Betaproteobacteria κε 3,3%, θαη Verrucomicrobiae κε 2,9%. 
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Δπίπεδν ηαμηλόκεζεο: Φύιν 
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Πίλαθαο 14: Σα θπξίαξρα βαθηήξηα ζε επίπεδν θιάζεο κε πνζνζηφ αθζνλίαο κεγαιχηεξν ηνπ 1%, γηα ην ζχλνιν 

ηνπ Θεξκατθνχ θφιπνπ.  

 

Δπίπεδν θιάζεο Θεξκατθόο 

(Μαθξύγηαινο 

θαη Υαιάζηξα) Μαθξύγηαινο Υαιάζηξα 

P-value 

N % N % N % 

Alphaproteobacteria 110684 29,9% 70022 47,7% 40662 18,2% < 0.00001 

Gammaproteobacteria 68671 18,5% 17579 12,0% 51092 22,8% < 0.00001 

Mollicutes 38734 10,5% 12238 8,3% 26496 11,8% < 0.00001 

Flavobacteriia 25933 7,0% 12944 8,8% 12989 5,8% < 0.00001 

Betaproteobacteria 12058 3,3% 2300 1,6% 9758 4,4% < 0.00001 

Verrucomicrobiae 10862 2,9% 4058 2,8% 6804 3,0% < 0.00001 

Planctomycetia 10801 2,9% 2751 1,9% 8050 3,6% < 0.00001 

Fusobacteriia 6423 1,7% 57 0,04% 6366 2,8% < 0.00001 

Clostridia 6369 1,7% 3591 2,4% 2778 1,2% < 0.00001 

Bacteroidia 6013 1,6% 1531 1,0% 4482 2,0% < 0.00001 

Bacilli 5729 1,5% 1252 0,9% 4477 2,0% < 0.00001 

Epsilonproteobacteria 4508 1,2% 675 0,5% 3833 1,7% < 0.00001 

Λνηπά <1% 63743 17,2% 17916 12,2% 45827 20,5%  

΢ύλνιν 370528 100% 146914 100% 223614 100%  

* Όπνπ Ν είλαη ν αξηζκφο ησλ αιιεινπρηψλ (reads) 

 



65 

 

 

Δηθφλα 22: Ζ αθζνλία ησλ βαθηεξίσλ κε πνζνζηφ κεγαιχηεξν ηνπ 1%, ηαμηλνκεκέλα ζε επίπεδν θιάζεο, γηα ην 

ζχλνιν ηνπ Θεξκατθνχ θφιπνπ 

 

΢ε επίπεδν ηάμεο, ε ζρεηηθή αθζνλία ησλ ζπλνιηθψλ αιιεινπρηψλ (classified reads) ησλ 

βαθηεξίσλ γηα ηνλ Θεξκατθφ πεξηγξάθεηαη ζηελ Δηθφλα 23 θαη ζηνλ Πίλαθα 15. Σα θπξίαξρα 

είδε αλήθνπλ ζηηο παξαθάησ ηάμεηο: Rhodobacterales 16,59% (Μ: 20,5%, Υ: 14.0%), 

Mycoplasmatales 10,45% (Μ: 8,3%, Υ: 11.8%), Rickettsiales 9,26% (Μ: 21,4%, Υ: 1,3%), 

Flavobacteriales 7,00% (Μ: 8,8%, Υ: 5,8%), Pseudomonadales 3,20% (Μ: 0,8%, Υ: 4,8%), 

Verrucomicrobiales 2,93% (Μ: 2,8%, Υ: 3%), φπνπ Μ αλαθέξεηαη ζηελ πεξηνρή ηνπ 

Μαθξχγηαινπ θαη Υ ηεο Υαιάζηξαο. 

 

Πίλαθαο 15: Ζ ηαμηλφκεζε ζε επίπεδν ηάμεο, γηα ηα βαθηήξηα κε πνζνζηφ αθζνλίαο κεγαιχηεξν ηνπ 1% 

Δπίπεδν Σάμεο Θεξκατθόο 

(Μαθξύγηαινο θαη 

Υαιάζηξα) Μαθξύγηαινο Υαιάζηξα 

P-value N % N % N % 

Rhodobacterales 61486 16,59% 30184 

 

20,5% 31302 14% < 0.00001 

Mycoplasmatales 38732 10,45% 12238 

 

8,3% 26494 11,8% < 0.00001 

Rickettsiales 34323 9,26% 31418 21,4% 2905 1,3% < 0.00001 

29,9% 

18,5% 

10,5% 

7,0% 

3,3% 

2,9% 

2,9% 

1,7% 
1,7% 

1,6% 
1,5% 

Επίπεδο ταξινόμηςησ: Κλάςη 
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Flavobacteriia
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Verrucomicrobiae
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Fusobacteriia

Clostridia

Bacteroidia
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Flavobacteriales 25933 7,00% 12944 

 

8,8% 12989 5,8% < 0.00001 

Pseudomonadales 11869 3,20% 1142 0,8% 10727 4,8% < 0.00001 

Verrucomicrobiales 10862 2,93% 4058 

 

2,8% 6804 3% < 0.00001 

Planctomycetales 10767 2,91% 2737 

 

1,9% 8030 

 

3,6% < 0.00001 

Rhizobiales 9870 2,66% 5922 

 

4% 3948 1,8% < 0.00001 

Oceanospirillales 9447 2,55% 5108 

 

3,5% 4339 

 

1,9% < 0.00001 

Nitrosomonadales 9138 2,47% 555 0,4% 8583 

 

3,8% < 0.00001 

Cellvibrionales 9119 2,46% 1769 

 

1,2% 7350 

 

3,3% < 0.00001 

Chromatiales 7591 2,05% 1660 

 

1,1% 5926 

 

2,7% < 0.00001 

Legionellales 7554 2,04% 873 0.6% 6681 

 

3% < 0.00001 

Fusobacteriales 6423 1,73% 57 <0.5% 6366 

 

2,8% < 0.00001 

Clostridiales 6368 1,72% 3590 

 

2,4% 2778 1,2% < 0.00001 

Alteromonadales 6108 1,65% 2182 

 

1,5% 3926 1,8% < 0.00001 

Marinilabiliales 5343 1,44% 1478 1% 3865 1,7% < 0.00001 

Synechococcales 4865 1,31% 648 0,45% 4217 1,9% < 0.00001 

Λνηπά <1%  67475 18,21% 28351 19,3% 66384 29,7%  

΢ύλνιν 370528 100% 146914 100% 223614 100% 

 

Απφ ηνλ Πίλαθα 15 βιέπνπκε φηη νη δηαθνξέο κεηαμχ ησλ πεξηνρψλ είλαη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο. 

Οη ηάμεηο πνπ θπξηαξρνχλ θαη ζηηο δχν πεξηνρέο ηνπ Θεξκατθνχ είλαη νη Rhodobacterales θαη 

Mycoplasmatales, ελψ γηα ηελ ηάμε Rickettsiales παξαηεξείηαη κεγάιε δηαθνξά κεηαμχ ησλ δχν 

πεξηνρψλ. Αλαιπηηθά, ζηνλ Μαθξχγηαιν έρεη πνζνζηφ αθζνλίαο 21,4%, αξθεηά κεγαιχηεξν απφ 

ην πνζνζηφ αθζνλίαο ηεο Υαιάζηξαο (1,3%). 
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Δηθφλα 23: Ζ αθζνλία ησλ βαθηεξίσλ γηα ην ζχλνιν ηνπ Θεξκατθνχ θφιπνπ, ηαμηλνκεκέλα ζε επίπεδν ηάμεο 

 

΢ηε ζπλέρεηα, αθνινπζνχλ ηα απνηειέζκαηα απφ ηα θπξίαξρα βαθηήξηα ζε επίπεδν νηθνγέλεηαο 

(family), γηα φιν ηνλ Θεξκατθφ θφιπν θαη αλά πεξηνρή δεηγκαηνιεςίαο (Πίλαθαο 16, Δηθφλα 

24). Οη νηθνγέλεηεο πνπ θπξηαξρνχλ ζηνλ Θεξκατθφ είλαη: Mycoplasmataceae 10,5% (Μ: 8.3%, 

Υ: 11,8%), Rhodobacteraceae 9,0% (Μ: 11,5%, Υ: 7,4%), Anaplasmataceae 8,7% (Μ: 21,2%, Υ: 

0,1%), φπνπ Μ αλαθέξεηαη ζηελ πεξηνρή ηνπ Μαθξχγηαινπ θαη Υ ηεο Υαιάζηξαο. 
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Πίλαθαο 16: Ζ ηαμηλφκεζε ζε επίπεδν νηθνγέλεηαο, γηα ηα βαθηήξηα κε πνζνζηφ αθζνλίαο κεγαιχηεξν ηνπ 1%. Ζ 

παξάκεηξνο Ν δειψλεη ησλ αξηζκφ ησλ reads γηα θάζε θχιν.   

 

Δπίπεδν Οηθνγέλεηαο Θεξκατθόο 

(Μαθξύγηαινο θαη 

Υαιάζηξα) Μαθξύγηαινο Υαιάζηξα 

P-value N   % N   % N % 

Mycoplasmataceae 38732 10,5% 12238 8.3% 26494 11,8% < 0.00001 

Rhodobacteraceae 33477 9,0% 16922 

 

11,5% 16555 7,4% < 0.00001 

Anaplasmataceae 32084 8,7% 31148 

 

21,2% 936 0,4% < 0.00001 

Flavobacteriaceae 22956 6,2% 12183 8.3% 10773 

 

4,8% < 0.00001 

Planctomycetaceae 10659 2,9% 2646 1,8% 8013 

 

3,6% < 0.00001 

Pseudomonadaceae 8630 2,3% 209 0,1% 8421 

 

3,8% < 0.00001 

Methylophilaceae 8361 2,3% 388 0,3% 7973 

 

3,6% < 0.00001 

Rubritaleaceae 7369 2,0% 2480 1,7% 4889 

 

2,2% < 0.00001 

Legionellaceae 7154 1,9% 697 0,5% 6457 

 

2,9% < 0.00001 

Fusobacteriaceae 6420 1,7% 55 <0,1% 6365 

 

2,8% < 0.00001 

Endozoicomonadaceae 5292 1,4% 2468 1,7% 2824 1,3% < 0.00001 

Halieaceae 4426 1,2% 1234 0,8% 3192 

 

1,4% < 0.00001 

Λνηπά <1% 184968 49,9% 59356 40,4% 120722 54%  

΢ύλνιν 370528 100% 146914 100% 223614 100% 

 

Όπσο θαίλεηαη απφ ηνλ Πίλαθα 16, νη νηθνγέλεηεο Mycoplasmataceae θαη Rhodobacteraceae 

θπξηαξρνχλ θαη ζηηο δχν πεξηνρέο ηνπ Θεξκατθνχ, αιιά ε νηθνγέλεηα Anaplasmataceae 

ππεξηεξεί κε κεγάιε δηαθνξά ζην πνζνζηφ αθζνλίαο (21,2%) ζηνλ Μαθξχγηαιν, ζε ζρέζε κε ηε 

Υαιάζηξα (0,4%). 
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Δηθφλα 24: Ζ αθζνλία ησλ βαθηεξίσλ γηα ην ζχλνιν ηνπ Θεξκατθνχ θφιπνπ, ηαμηλνκεκέλα ζε επίπεδν νηθνγέλεηαο 

 

Αθνινπζεί ε αλάιπζε ησλ βαθηεξηαθψλ νκάδσλ ζε επίπεδν γέλνπο ηφζν γηα ηνλ θφιπν ηνπ 

Θεξκατθνχ φζν θαη γηα θάζε πεξηνρή δεηγκαηνιεςίαο μερσξηζηά θαη απνηππψλνληαη ζηνλ 

Πίλαθα 17 θαη ζηελ Δηθφλα 25. Σα θπξίαξρα βαθηήξηα ζε επίπεδν γέλνπο είλαη:  Mycoplasma 

9,4% (Μ: 7,6%, Υ: 10,6%), Anaplasma 8,5% (Μ: 20,9%, Υ: 0,4%), Mariniblastus 2,7% (Μ: 

1,6%, Υ: 3,4%), Pseudomonas 2,3% (Μ: 0,1%, Υ: 3,7%), φπνπ ην Μ αλαθέξεηαη ζηελ πεξηνρή  

ηνπ Μαθξχγηαινπ θαη ην Υ ζηελ πεξηνρή ηεο Υαιάζηξαο. 

 

Πίλαθαο 17: Σα γέλε βαθηεξίσλ ζηνλ θφιπν ηνπ Θεξκατθνχ θαη ζε θάζε πεξηνρή δεηγκαηνιεςίαο μερσξηζηά, 

φπνπ Ν ν αξηζκφο ησλ αιιεινπρηψλ (reads) γηα θάζε είδνο 

Δπίπεδν γέλνπο Θεξκατθόο 

(Μαθξύγηαινο 

θαη Υαιάζηξα) 

Μαθξύγηαινο  Υαιάζηξα  P-value 

N % N % N % 

Anaplasma 31622 8,5% 30707 20,90% 915 0,41% < 0.00001 

Mycoplasma 34756 9,4% 11149 7,59% 23607 10,56% < 0.00001 
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Δπίπεδν ηαμηλόκεζεο: Οηθνγέλεηα 
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Polaribacter 5554 1,5% 4519 3,08% 1035 0,46% < 0.00001 

Ruegeria 7224 1,9% 3628 2,47% 3596 1,61% < 0.00001 

Rubritalea 7369 2,0% 2480 1,69% 4889 2,19% < 0.00001 

Mariniblastus 9941 2,7% 2341 1,59% 7600 3,40% < 0.00001 

Tenacibaculum 3109 0,8% 2214 1,51% 895 0,40% < 0.00001 

Sulfurovum 2612 0,7% 338 0,23% 2274 1,02% < 0.00001 

Rickettsia 2170 0,6% 215 0,15% 1955 0,87% < 0.00001 

Sulfitobacter 3174 0,9% 2036 1,39% 1138 0,51% < 0.00001 

Pseudomonas 8528 2,3% 196 0,13% 8332 3,73% < 0.00001 

Aliiroseovarius 2579 0,7% 2036 1,39% 549 0,25% < 0.00001 

Clostridium 2208 0,6% 1676 1,14% 532 0,24% < 0.00001 

Kistimonas 2777 0,7% 1536 1,05% 1241 0,55% < 0.00001 

Roseovarius 3834 1,0% 1195 0,81% 2639 1,18% < 0.00001 

Vibrio 2779 0,8% 274 0,19% 2505 1,12% < 0.00001 

Amylibacter 1765 0,5% 740 0,50% 1025 0,46% 0.05 

Legionella 7124 1,9% 684 0,47% 6440 2,88% < 0.00001 

Shewanella 1221 0,3% 42 0,03% 1179 0,53% < 0.00001 

Staphylococcus 1178 0,3% 26 0,02% 1152 0,52% < 0.00001 

Yersinia 1091 0,3% 53 0,04% 1038 0,46% < 0.00001 

Streptococcus 1653 0,4% 94 0,06% 1559 0,70% < 0.00001 

Psychrobacter 2521 0,7% 636 0,43% 1885 0,84% < 0.00001 

Endozoicomonas 1582 0,4% 630 0,43% 952 0,43% < 0.00001 

Winogradskyella 1893 0,5% 626 0,43% 1267 0,57% < 0.00001 

Λνηπά <1% 220264 59,4% 76100 51,80% 143526 64,18%   

΢ύλνιν 370528 100% 146914 100% 223614 100% 

 
Απφ ηνλ Πίλαθα 17, βιέπνπκε φηη νη δηαθνξέο ζηα πνζνζηά αθζνλίαο γηα ηα γέλε βαθηεξίσλ 

κεηαμχ ησλ δχν πεξηνρψλ είλαη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο, εθηφο ηνπ γέλνπο Amylibacter φπνπ ην 

πνζνζηφ αθζνλίαο δελ δηαθέξεη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά κεηαμχ ηνπ Μαθξχγηαινπ θαη ηεο 

Υαιάζηξαο. 

Όπσο απνηππψλεηαη θαη ζηελ Δηθφλα 25, ην γέλνο Mycoplasma θπξηαξρεί θαη ζηηο δχν πεξηνρέο 

ηνπ Θεξκατθνχ, ελψ ην γέλνο Anaplasma (20,9%) κφλν ζηελ πεξηνρή ηνπ Μαθξχγηαινπ 

(κεζαίνο θχθινο). 
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Δηθφλα 255: Ζ αθζνλία ησλ βαθηεξίσλ ζε επίπεδν ηαμηλφκεζεο γέλνπο, ζηνλ Θεξκατθφ θφιπν (εμσηεξηθφο 

θχθινο), ζηνλ Μαθξχγηαιν (κεζαίνο θχθινο) θαη ζηε Υαιάζηξα (εζσηεξηθφο θχθινο). Απνηππψλνληαη ηα βαθηήξηα 

κε πνζνζηφ αθζνλίαο πάλσ απφ 1%. 

 

Αληίζηνηρα, ζηε Υαιάζηξα ζε επίπεδν γέλνπο θπξηαξρεί ην Mycoplasma κε πνζνζηφ 10,6% θαη 

αθνινπζνχλ ηα γέλε Mariniblastus (3,4%) θαη Pseudomonas (3,7%).   
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Δηθφλα 26: Σα γέλε βαθηεξίσλ γηα ηηο δχν πεξηνρέο  

 

΢ην παξαπάλσ ξαβδφγξακκα (Δηθφλα 26), παξαηεξείηαη ε κεγάιε δηαθνξά ζην πνζνζηφ 

αθζνλίαο γηα ην γέλνο Anaplasma ζηνλ Μαθξχγηαιν ζε ζρέζε κε ηε Υαιάζηξα, αιιά θαη ε 

χπαξμε κεγαιχηεξνπ πνζνζηνχ αθζνλίαο γηα ηα γέλε Legionella θαη Pseudomonas ζηε 

Υαιάζηξα, έλαληη ηνπ Μαθξχγηαινπ. 
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Γηα ην κήλα Γεθέκβξην, θαηά ηνλ νπνίν ειήθζεζαλ δείγκαηα απφ δχν δηαθνξεηηθά ζεκεία 

(΢1Μ, ΢2Μ) ηεο πεξηνρήο ηνπ Μαθξχγηαινπ, παξαηεξήζεθαλ ηα εμήο θπξίαξρα γέλε (Πίλαθαο 

18, Δηθφλα 27):  

 
Πίλαθαο 18: Σα θπξίαξρα γέλε γηα ηα δχν ζεκεία δεηγκαηνιεςίαο ζηελ πεξηνρή ηνπ Μαθξχγηαινπ, γηα ηνλ κήλα 

Γεθέκβξην, φπνπ Ν ν αξηζκφο ησλ αιιεινπρηψλ (reads) γηα θάζε είδνο 

Επίπεδο γζνουσ Μ1 (Σ1Μ) Μ2 (Σ2Μ) P-value 

Ν % Ν % 

Polaribacter 1801 8,3% 2508 9% 0.00694 

Rubritalea 1180 5,4% 759 2,7% <0.00001 

Aliiroseovarius 772 3,6% 1041 3,7% 0.30772 

Ruegeria 730 3,4% 799 2,9% 0.00138 

Clostridium 459 2,1% 360 1,3% 0.00001 

Sulfitobacter 414 1,9% 635 2,3% 0.00466 

Mycoplasma 382 1,8% 583 2,1% 0.00854 

Tenacibaculum 248 1,1% 218 0,8% <0.00001 

Romboutsia 238 1,1% 80 0,1% <0.00001 

Psychrobacter 100 0,2% 371 1,3% <0.00001 

Λοιπά <1% 15404 71,1% 20202 73,8%  

ΣΥΝΟΛΟ 21702 100% 27905 100% 
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Δηθφλα 27: Σα θπξίαξρα γέλε ζηνλ Μαθξχγηαιν γηα ηνλ κήλα Γεθέκβξην 

 

Απφ ηνλ Πίλαθα 18, βιέπνπκε φηη νη δηαθνξέο κεηαμχ ησλ δχν ζεκείσλ είλαη ζηαηηζηηθά 

ζεκαληηθέο γηα φια ηα βαθηήξηα εθηφο ηνπ γέλνπο Aliiroseovarius, φπνπ ην πνζνζηφ αθζνλίαο 

δελ δηαθέξεη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά γηα ηα δχν ζεκεία (΢1Μ θαη ΢2Μ). Ωζηφζν θαη ζηα δχν 

ζεκεία δεηγκαηνιεςίαο θπξηαξρνχλ ηα ίδηα γέλε βαθηεξίσλ, κε θπξίαξρα ηα γέλε  Ruegeria, 

Rubritalea, Aliiroseovarius θαη Polaribacter.  

Γηα ηνλ κήλα Ηαλνπάξην, ειήθζεζαλ δείγκαηα απφ δχν δηαθνξεηηθά ζεκεία (΢1Μ, ΢2Μ) ηεο 

πεξηνρήο ηνπ Μαθξχγηαινπ, θαη παξαηεξήζεθαλ ηα εμήο θπξίαξρα γέλε (Πίλαθαο 19, Δηθφλα 

28): 
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Πίλαθαο 19: Σα θπξίαξρα γέλε γηα ηα δχν ζεκεία δεηγκαηνιεςίαο ζηελ πεξηνρή ηνπ Μαθξχγηαινπ, γηα ηνλ κήλα 

Ηαλνπάξην 

Επίπεδο γζνουσ Μ3 (Σ1Μ) Μ4 (Σ2Μ) P-value 

Ν % Ν % 

Mycoplasma 503 4,0% 140 6,9% <0.00001 

Mariniblastus 480 3,8% 868 5,1% <0.00001 

Ruegeria 369 2,9% 738 4,3% <0.00001 

Rubritalea 126 1,0% 20 0,8% <0.00001 

Sulfitobacter 142 1,1% 299 1,8% <0.00001 

Clostridium 170 1,3% 174 1,0% <0.00001 

Endozoicomonas 229 1,8% 320 1,9% 0,667 

Anaplasma 190 1,5% 192 1,1% 0,004 

Kistimonas 21 0,2% 1179 6,9% <0.00001 

Halomonas 101 0,8% 289 1,7% <0.00001 

Λοιπά <1% 10349 81,8% 12456 73,1%  

ΣΥΝΟΛΟ 12646 100% 17038  

 

΢ηνλ Πίλαθα 19, παξαηεξνχκε φηη νη δηαθνξέο κεηαμχ ησλ βαθηεξηαθψλ πιεζπζκψλ, κεηαμχ 

ησλ δχν ζεκείσλ είλαη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο γηα φια ηα βαθηήξηα εθηφο ηνπ γέλνπο 

Endozoicomonas, γηα ην νπνίν ην πνζνζηφ αθζνλίαο δελ δηαθέξεη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά γηα ηα 

δχν ζεκεία (΢1Μ θαη ΢2Μ). ΢ηελ Δηθφλα 28 εκθαλίδνληαη ηαμηλνκεκέλα ζε επίπεδν γέλνπο, κε 

βάζε ην πνζνζηφ αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ πιεζπζκψλ. Όπσο θαίλεηαη θαη απφ ην 

ξαβδφγξακκα ηεο Δηθφλαο 28, ζην ζεκείν ΢1Μ (δείγκα Μ3) ππεξηεξεί ην γέλνο Mycoplasma, 

ελψ ζην ζεκείν ΢2Μ (δείγκα Μ4) ππεξηεξεί ην γέλνο Kistimonas. 
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Δηθφλα 28: Σα θπξίαξρα γέλε ζηνλ Μαθξχγηαιν, γηα ηνλ κήλα Ηαλνπάξην 

 

Γηα ηνλ κήλα Φεβξνπάξην, ειήθζεζαλ δείγκαηα απφ δχν δηαθνξεηηθά ζεκεία (΢1Μ, ΢2Μ) ηεο 

πεξηνρήο ηνπ Μαθξχγηαινπ, θαη παξαηεξήζεθαλ ηα εμήο θπξίαξρα γέλε (Πίλαθαο 20): 

 

Πίλαθαο 20: Σα θπξίαξρα γέλε γηα ηα δχν ζεκεία δεηγκαηνιεςίαο (΢1Μ, ΢2Μ), ζηελ πεξηνρή ηνπ Μαθξχγηαινπ, 

γηα ηνλ κήλα Φεβξνπάξην 

Επίπεδο γζνουσ Μ5 (Σ1Μ) Μ6 (Σ2Μ) P-value 

Ν % Ν % 

Anaplasma 16351 38,7% 13974 55% <0.00001 

Mycoplasma 8153 19,3% 1388 5,5% <0.00001 

Tenacibaculum 948 2,2% 725 2,9% <0.00001 

Ruegeria 649 1,5% 343 1,4% <0.00001 

Mariniblastus 523 1,2% 280 1,1% <0.00001 

Sulfitobacter 385 0,9% 161 0,6% <0.00001 

Clostridium 348 0,8% 165 0,6% <0.00001 

Λοιπά <1% 14869 35,4% 8361 32,9%  

ΣΥΝΟΛΟ 42226 100% 25397 100% 

 

Απφ ηνλ Πίλαθα 20, βιέπνπκε φηη νη δηαθνξέο κεηαμχ ησλ βαθηεξηαθψλ πιεζπζκψλ κεηαμχ ησλ 

δχν ζεκείσλ, είλαη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο γηα φια ηα βαθηήξηα. ΢ηελ Δηθφλα 29, εκθαλίδνληαη 
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ηαμηλνκεκέλα ζε επίπεδν γέλνπο, κε βάζε ην πνζνζηφ αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ πιεζπζκψλ, 

φπνπ παξαηεξείηαη κεγάιν πνζνζηφ ηνπ γέλνπο Anaplasma θαη γηα ηα δχν ζεκεία, θαη 

αθνινπζεί ην γέλνο Mycoplasma. 

 

 
Δηθφλα 29: Σα θπξίαξρα γέλε ζηνλ Μαθξχγηαιν γηα ηνλ κήλα Φεβξνπάξην 

 

΢πλνιηθά, ζηελ πεξηνρή ηνπ Μαθξχγηαινπ, ειήθζεζαλ 6 δείγκαηα, ηξία απφ ην ζεκείν ΢1Μ θαη 

ηξία απφ ην ζεκείν ΢2Μ, ζε δηάζηεκα ηξηψλ κελψλ. Οπσο θαίλεηαη θαη απφ ηνλ Πίλαθα 21, ηα 

θπξίαξρα γέλε βαθηεξίσλ πνπ αλαιχζεθαλ, εληνπίζηεθαλ εμίζνπ θαη ζηα δχν ζεκεία 

δεηγκαηνιεςίαο, αιιά δηαθέξνπλ σο πξνο ην πνζνζηφ αθζνλίαο.   

 

Πίλαθαο 21: Σα θπξίαξρα γέλε γηα ηα δχν ζεκεία δεηγκαηνιεςίαο (΢1Μ, ΢2Μ) ζπλνιηθά (Γεθέκβξηνο-

Φεβξνπάξηνο), ζηελ πεξηνρή ηνπ Μαθξχγηαινπ 

Επίπεδο γζνουσ Σ1Μ Σ2Μ P-value 

Ν % Ν % 

Anaplasma 16541 21,6% 14166 20,1% <0.00001 

Mycoplasma 9038 11,8% 2111 3,0% <0.00001 

Polaribacter 1940 2,5% 2579 3,7% <0.00001 

Ruegeria 1748 2,3% 1880 2,7% <0.00001 

Rubritalea 1575 2,1% 905 1,3% <0.00001 

Tenacibaculum 1219 1,6% 995 1,4% <0.00001 

Mariniblastus 1072 1,4% 1269 1,8% <0.00001 
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Clostridium 977 1,3% 699 1,0% <0.00001 

Sulfitobacter 941 1,2% 1095 1,6% <0.00001 

Aliiroseovarius 908 1,2% 1122 1,6% <0.00001 

Roseovarius 533 0,7% 662 0,9% <0.00001 

Marinicella 478 0,6% 400 0,6% <0.00001 

Kistimonas 197 0,3% 1339 1,9% <0.00001 

Λοιπά <0,5% 39407 51,5% 41118 58,5%  

ΣΥΝΟΛΟ 76574 100% 70340 100% 

 

Ζ ζηαηηζηηθή επεμεξγαζία έδεημε φηη ππάξρεη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή δηαθνξά ζηα πνζνζηά 

αθζνλίαο ησλ θπξίαξρσλ γελψλ βαθηεξίσλ, αιιά φπσο δηαπηζηψζεθε ππάξρεη νκνηνγέλεηα σο 

πξνο ην γέλνο ησλ βαθηεξίσλ κε πνζνζηφ αθζνλίαο κεγαιχηεξν ηνπ 1%. Όπσο απνηππψλεηαη 

θαη ζηελ Δηθφλα 30, ην Anaplasma θπξηαξρεί θαη ζηα δχν ζεκεία δεηγκαηνιεςίαο, θαη 

αθνινπζνχλ ην Mycoplasma γηα ην ζεκείν ΢1Μ θαη ην Polaribacter γηα ην ζεκείν ΢2Μ.  

 

 
Δηθφλα 30: Σα θπξίαξρα γέλε ζηα 2 ζεκεία δεηγκαηνιεςίαο (΢1Μ, ΢2Μ) ζπλνιηθά (Γεθέκβξηνο-Φεβξνπάξηνο), ηεο 

πεξηνρήο ηνπ Μαθξχγηαινπ 

 

΢ηελ πεξηνρή ηεο Υαιάζηξαο, ηνλ κήλα Φεβξνπάξην, ειήθζεζαλ δείγκαηα απφ ηξία δηαθνξεηηθά 

ζεκεία (΢1Υ, ΢2Υ, ΢3Υ),  θαη παξαηεξήζεθαλ ηα εμήο θπξίαξρα γέλε (Δηθφλα 31, Πίλαθαο 22): 
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Δηθφλα 31: Σαμηλνκηθφ δέληξν βαθηεξίσλ ζε επίπεδν γέλνπο, κε minimum abundance cutoff 1%, ηεο πεξηνρήο ηεο 

Υαιάζηξαο, γηα ηνλ κήλα Φεβξνπάξην (πεγή ΔPI2ME) 

 

Πίλαθαο 22: Σα θπξίαξρα γέλε γηα ηα ηξία ζεκεία δεηγκαηνιεςίαο (΢1Υ, ΢2Υ, ΢3Υ), ζηελ πεξηνρή ηεο Υαιάζηξαο, 

γηα ηνλ κήλα Φεβξνπάξην 

 

Επίπεδο γζνουσ Σ1Χ Σ2Χ Σ3Χ P-value 

Ν % Ν % Ν % Σ1Χ-Σ2Χ Σ1Χ-Σ3Χ Σ2Χ-Σ3Χ 

Mycoplasma 12904 13,99% 5581 7,35% 11520 14,12% <0.0001 0.42372 <0.0001 

Mariniblastus 4439 4,81% 2814 3,70% 2918 3,58% <0.0001 <0.0001 0.18024 

Rubritalea 3342 3,62% 1366 1,80% 2276 2,79% <0.0001 <0.0001 <0.0001 

Ruegeria 2345 2,54% 798 1,05% 894 1,10% <0.0001 <0.0001 0.37886 

Roseovarius 1723 1,87% 612 0,81% 894 1,10% <0.0001 <0.0001 <0.0001 

Legionella 1292 1,40% 1553 2,04% 3781 4,64% <0.0001 <0.0001 <0.0001 

Sulfurovum 1186 1,29% 941 1,24% 596 0,73% 0.38978 <0.0001 <0.0001 

Pseudomonas 97 0,11% 923 1,21% 7312 8,96% <0.0001 <0.0001 <0.0001 

Streptococcus 13 0,01% 119 0,16% 1427 1,75% <0.0001 <0.0001 <0.0001 

Psychrobacter 249 0,27% 679 0,89% 957 1,17% <0.0001 <0.0001 <0.0001 
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Vibrio 216 0,23% 1938 2,55% 351 0,43% <0.0001 <0.0001 <0.0001 

Rickettsia 146 0,16% 1704 2,24% 105 0,13% <0.0001 0.10524 <0.0001 

Λνηπά <1% 62317 69,7% 56942 75% 48543 59,5%  

΢ΤΝΟΛΟ 92246 100% 75970 100% 81574 100% 

 

Σα θπξίαξρα γέλε γηα ηα ζεκεία ΢1Υ, ΢2X θαη ΢3Υ είλαη ην Mycoplasma, αθνινπζεί ην 

Mariniblastus γηα ηα ζεκεία ΢1Υ, ΢2X, ελψ αληίζηνηρα ζην ζεκείν ΢3Υ αθνινπζνχλ ηα γέλε 

Pseudomonas θαη Legionella, φπσο θαίλεηαη θαη ζην δηάγξακκα ηεο Δηθφλαο 32. Αμίδεη λα 

ζεκεησζεί φηη ζην ζεκείν δεηγκαηνιεςίαο ΢2Υ, θαηαγξάθεθε ην κεγαιχηεξν πνζνζηφ ηνπ 

γέλνπο Vibrio. Φαίλεηαη, απφ ηα ζηαηηζηηθά απνηειέζκαηα, φηη ηα γέλε Mycoplasma θαη 

Rickettsia θαηέρνπλ ηα ίδηα πνζνζηά αθζνλίαο ζηα ζεκεία ΢1Υ θαη ΢3Υ, φπσο αληίζηνηρα ηα 

γέλε Mariniblastus θαη Ruegeria ζηα ζεκεία ΢2Υ θαη ΢3Υ (p>0.05). Με ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή 

είλαη θαη ε δηαθνξά ζηα πνζνζηά αθζνλίαο γηα ην γέλνο Sulfurovum (p=0.38978) ζηα ζεκεία 

΢1Υ θαη ΢2Υ ηεο Υαιάζηξαο. 

 

  

Δηθφλα 32: Σα θπξίαξρα γέλε ζηα 3 ζεκεία δεηγκαηνιεςίαο ηεο πεξηνρήο ηεο Υαιάζηξαο, ηνλ κήλα Φεβξνπάξην 
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4 ΢πδήηεζε  

 

Καηά κήθνο ηεο παξάθηηαο δψλεο ηνπ Θεξκατθνχ θφιπνπ, παξάγεηαη ην κεγαιχηεξν κέξνο ησλ 

ειιεληθψλ κπδηψλ (πεξίπνπ 20.000 ηφλνη εηεζίσο) θαη νη πεξηνρέο ηεο Υαιάζηξαο θαη ηνπ 

Μαθξχγηαινπ απνηεινχλ ηηο θχξηεο δψλεο παξαγσγήο ηεο Βφξεηαο Διιάδαο. Ζ κπδνθαιιηέξγεηα 

είλαη κηα ζεκαληηθή δξαζηεξηφηεηα γηα ηελ ηνπηθή, αιιά θαη γηα ηελ εζληθή νηθνλνκία, θαζψο 

κεγάιν πνζνζηφ ησλ κπδηψλ πνπ παξάγεηαη, εμάγεηαη ζε πνιιέο ρψξεο. Σα εθηξεθφκελα κχδηα 

ηνπ Θεξκατθνχ αλαπηχζζνληαη γξήγνξα θαη θηάλνπλ ζην επηζπκεηφ κέγεζνο γηα θαηαλάισζε ζε 

ιηγφηεξν απφ ελλέα κήλεο, ιφγσ ηεο παξνπζίαο πνιιψλ ζξεπηηθψλ ζπζηαηηθψλ, απφ ηα πνηάκηα 

πνπ εηζξένπλ ζηνλ Θεξκατθφ θφιπν. Ωζηφζν, παξά ην κεγάιν νηθνλνκηθφ φθεινο γηα ηελ εζληθή 

νηθνλνκία, δελ έρνπλ δηεμαρζεί κειέηεο γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ είδνπο 

Mytilus galloprovincialis ζηελ πεξηνρή ηνπ Θεξκατθνχ, κε ηερληθέο Αιιεινχρεζεο Δπφκελεο 

Γεληάο (NGS). ΢ηελ παξνχζα εξγαζία, ε  αλάιπζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο έγηλε κε ηηο ζχγρξνλεο 

κεζφδνπο αιιεινχρεζεο Σξίηεο Γεληάο (Oxford Nanopore Technologies), φπνπ δηαπηζηψζεθε ε 

κεγάιε έθηαζε ηεο δπλακηθήο πνπ δχλαηαη λα θέξνπλ νη κηθξνβηαθέο θνηλφηεηεο. Παξαθάησ, ζα 

ζπδεηεζνχλ ηα απνηειέζκαηα απηήο ηεο κειέηεο, ζε ζρέζε θαη κε παξφκνηεο αλαιχζεηο πνπ 

έρνπλ δηεμαρζεί απφ άιινπο εξεπλεηέο. 

Ζ ηερληθή γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ Πιένλ Πηζαλνχ Αξηζκνχ (MPN) έδεημε ηελ άξηζηε 

πγεηνλνκηθή θαηάζηαζε ησλ κπδηψλ, θαη ηελ πνιχ ρακειή έθζεζή ηνπο ζε θνπξαλψδε ξχπαλζε 

(Πίλαθαο 11), παξά ην γεγνλφο φηη ν Θεξκατθφο θφιπνο απνηειεί επηβαξπκέλε ζαιάζζηα 

πεξηνρή. ΢χκθσλα κε ην Φπηηαλφ (2009) εληνπίδνληαη πέληε εζηίεο ξχπαλζεο ησλ λεξψλ ηνπ 

Θεξµατθνχ θφιπνπ. Οη ηξεηο εζηίεο βξίζθνληαη ζηηο δπηηθέο αθηέο ηνπ θφιπνπ θαη εληνπίδνληαη 

ζηα ζεµεία εθβνιψλ ησλ πνηαµψλ θαη ησλ θαλαιηψλ πνπ εθβάινπλ ζηνλ θφιπν. Οη άιιεο δχν 

αθνξνχλ ηελ πεξηνρή δπηηθά ησλ ιηµεληθψλ εγθαηαζηάζεσλ ηεο Θεζζαινλίθεο (Καινρψξη, 

παιηά βπξζνδεςεία, Βηνινγηθφο θιπ), θαη ηελ πεξηνρή πξηλ ηνλ αεξνιηµέλα. Ζ θαιή ξεπµαηηθή 

θπθινθνξία ηνπ θφιπνπ ζπληειεί ζηελ αξαίσζε θαη δηάρπζε ησλ µνιπζµαηηθψλ νπζηψλ ζην 

επξχηεξν ζαιάζζην πεξηβάιινλ ηνπ θφιπνπ. Απηφ δηαπηζηψλεηαη ζηελ παξνχζα εξγαζία, ηφζν 

κε ην απνηέιεζκα ηνπ δείθηε κφιπλζεο κε E. coli κε ηελ ηερληθή ηνπ Πιένλ Πηζαλνχ Αξηζκνχ 

(MPN), αιιά θαη κε ηελ ηερληθή Αιιεινχρεζεο Νέαο Γεληάο (NGS), φπνπ νη αιιεινπρίεο πνπ 

ηαπηνπνηνχλ ηελ νηθνγέλεηα Enterobacteriaceae θαη ην είδνο E. coli είλαη ιηγφηεξεο απφ 0,01%, 

ζην ζχλνιν ησλ ηαμηλνκεκέλσλ αιιεινπρηψλ. 
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Παξάιιεια, ηα κχδηα ειέγρζεθαλ γηα ηελ παξνπζία ηνπ γέλνπο Salmonella spp., κε ηε κέζνδν 

πνπ πεξηγξάθηεθε ζην θεθ. 2.4., φπνπ δελ αληρλεχηεθε ην παξαπάλσ γέλνο ζε θαλέλα δείγκα 

πνπ εμεηάζηεθε. Σελ πγεηνλνκηθή αζθάιεηα γηα ηελ θαηαλάισζε ησλ κπδηψλ, επηβεβαηψλεη θαη 

ην απνηέιεζκα απφ ηελ παξνχζα αλάιπζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο κε NGS, φπνπ δελ θαηαγξάθεθαλ 

αιιεινπρίεο πνπ αληηζηνηρνχλ  ζην γέλνο Salmonella spp..  

Όπσο θαίλεηαη θαη απφ ηελ πεξηγξαθή ηεο ηερληθήο αλίρλεπζεο ηεο παξνπζίαο Salmonella spp. 

ζην θεθάιαην 2.4, ν ζπλνιηθφο ρξφλνο πνπ απαηηείηαη κέρξη ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ ζηειέρνπο 

είλαη 5 εκέξεο. ΢πγθεθξηκέλα, απαηηνχληαη 4 εκέξεο έσο ηελ πξψηε εθηίκεζε χπαξμεο 

Salmonella spp., κε βάζε ηε δεκηνπξγία ησλ απνηθηψλ ζηα ππνζηξψκαηα (πνπ ζε πεξίπησζε 

αζζελνχο αλάπηπμεο ηππηθψλ απνηθηψλ ε επψαζε παξαηείλεηαη γηα αθφκε 48 ψξεο), θαη κία 

αθφκε εκέξα γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ ζηειέρνπο. Ζ ηαρεία κέζνδνο εμέηαζεο πνπ επηθέξεη ε 

ηερληθή NGS, ζε ζρέζε κε ηελ ζπκβαηηθή θαιιηέξγεηα γηα ηελ αλίρλεπζε Salmonella spp., είλαη 

θαζνξηζηηθήο ζεκαζίαο γηα ηξφθηκα επαιινίσηα πνπ πξέπεη λα ειεγρζνχλ άκεζα απφ ηηο αξρέο ή 

απν ηα εξγνζηάζηα πξηλ δηαηεζνχλ ζηελ θαηαλάισζε, φπσο ππνζηεξίδεη θαη εξγαζία ησλ 

Tatsika et al. (2019). Σν γξήγνξν απνηέιεζκα πνπ παξέρνπλ νη ηερλνινγίεο NGS κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί θαη ζηελ επηδεκηνινγηθή έξεπλα γηα ηελ αλαγλψξηζε ηεο πεγήο 

ηξνθνινηκψμεσλ, κε ηε γξήγνξε εμαθξίβσζε φκνησλ ζηειερψλ κεηαμχ ησλ αζζελψλ θαη ησλ 

χπνπησλ ηξνθίκσλ, φπσο ήδε έρεη πεξηγξαθεί θαη απφ δεκνζηεπκέλεο εξγαζίεο (Forbes et al., 

2017; Li et al., 2019; Yu et al., 2020). 

Σα ηειεπηαία ρξφληα, έρεη παξαηεξεζεί ηαρεία εμέιημε ζηηο κεζφδνπο ηαπηνπνίεζεο ηνπ 

κηθξνβηψκαηνο, κε ηερληθέο αιιεινχρεζεο επφκελεο γεληάο, νη νπνίεο έρνπλ ηo πιενλέθηεκα λα 

αληρλεχνπλ έλα επξχ θάζκα ηνπ κηθξνβηψκαηνο θαη φρη κφλν εθείλνπο ηνπο κηθξννξγαληζκνχο 

πνπ εληνπίδνληαη κέζσ ηεο θαιιηέξγεηαο, θαη παξάιιεια λα δίλνπλ απνηειέζκαηα πςειήο 

αθξίβεηαο. Γηάθνξεο έξεπλεο έρνπλ εθαξκφζεη ηερληθέο αιιεινχρεζεο λέαο γεληάο (NGS) γηα 

ηελ κειέηε ηνπ κηθξνβηψκαηνο ησλ κπδηψλ, αλά ηνλ θφζκν. Ζ έξεπλα ησλ Bozcal & Dagdeviren 

(2020) γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ είδνπο Mytilus galloprovincialis, 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηελ ρξήζε ηεο ηερλνινγίαο αιιεινχρεζεο Γεχηεξεο Γεληάο (Illumina 16S 

αιιεινχρεζε), ζηνρεχνληαο ζηηο ππεξκεηαβιεηέο πεξηνρέο V3-V4 ηνπ βαθηεξηαθνχ γνληδίνπ 

16S rRNA. Αληίζηνηρε κειέηε δηεμήγαγαλ θαη νη Musella et al. (2020), νη νπνίνη αλέιπζαλ κε 

ηελ ίδηα ηερλνινγία ηηο ίδηεο πεξηνρέο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, φπσο επίζεο θαη νη Wathsala et al. 

(2021) νη νπνίνη, σζηφζν, επηθεληξψζεθαλ κφλν ζην κηθξνβίσκα ηνπ πεπηηθνχ αδέλα ηνπ 
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κπδηνχ. Οη Auguste et al. (2019; 2020) θαη Balbi et al. (2020) κειέηεζαλ ην κηθξνβίσκα ηνπ 

κπδηνχ, κέζσ ηεο ππεξκεηαβιεηήο πεξηνρήο V4 (αιιεινχρεζε ζηελ πιαηθφξκα Ion Torrent). 

Μηα άιιε ηερληθή πνπ εθαξκφζηεθε ζε πξνεγνχκελε έξεπλα, είλαη κε ηε ρξήζε ηεο πιαηθφξκαο 

Roche 454’s  pyrosequencing, ηελ νπνία εθάξκνζαλ νη Vezzuli et al. (2017) ζηελ 

ππεξκεηαβιεηή πεξηνρή V6, γηα ηελ αλάιπζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηεο αηκνιέκθνπ θαη ηνπ 

πεπηηθνχ αδέλα ηνπ κπδηνχ. 

΢ηηο πξνεγνχκελεο έξεπλεο πνπ αλαθέξζεθαλ (Balbi et al., 2020; Bozcal & Dagdeviren, 2020; 

Musella et al., 2020; Auguste et al., 2019; 2020; Vezzuli et al., 2017), νη ππεξκεηαβιεηέο 

πεξηνρέο αληηπξνζσπεχνπλ έλα κηθξφ ηκήκα ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, ην νπνίν αληηζηνηρεί ζε 

έσο 460 bp. ΢ηελ ηερλνινγία πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ παξνχζα έξεπλα (long-read 

αιιεινχρεζε ηεο εηαηξείαο Oxford Nanopore Technologies) αιιεινπρείηαη νιφθιεξν ην 

γνλίδην, κήθνπο ~1600 bp πνπ πεξηιακβάλεη ηηο ππεξκεηαβιεηέο πεξηνρέο V1-V9. Ζ δηαθνξά 

έγθεηηαη ζην φηη ε αλάγλσζε κεγαιχηεξνπ αξηζκνχ βάζεσλ επηθέξεη θαη βαζχηεξε ηαμηλνκηθή 

δηάθξηζε (κέρξη θαη ζε επίπεδν είδνπο), κε κνλαδηθφ κεηνλέθηεκα ηελ ειαρίζησο κηθξφηεξε 

αθξίβεηα αλάγλσζεο ησλ αιιεινπρηψλ (97,5%-98%). 

Ζ αλαινγία ηαμηλνκεκέλσλ θαη κε ηαμηλνκεκέλσλ αιιεινπρηψλ ζηελ παξνχζα έξεπλα έδεημε 

φηη ε πιεηνςεθία ησλ αιιεινπρηψλ αλήθεη ζηα κε ηαμηλνκεκέλα, γεγνλφο πνπ πηζαλφλ λα 

νθείιεηαη ζηελ αδπλακία ηνπ ρξεζηκνπνηνχκελνπ kit λα απνκνλψζεη κφλν ην βαθηεξηαθφ DNA 

θαη παξάιιεια ζηελ αδπλακία απνκάθξπλζεο ηνπ γελεηηθνχ πιηθνχ ηνπ κπδηνχ (DNA μεληζηή). 

Απηφ έρεη ζαλ απνηέιεζκα νη ρξεζηκνπνηεζέληεο εθθηλεηέο λα εληζρχνπλ θαη ην γνλίδην 16S 

rRNA ηνπ κηηνρνλδξηαθνχ DNA ηνπ κπδηνχ. Σν ίδην δήηεκα παξαηεξήζεθε θαη ζηηο κειέηεο ησλ 

Bozcal & Dagdeviren (2020) θαη Vezzuli et al. (2017), παξά ηε ρξήζε δηαθνξεηηθψλ kit 

εμαγσγήο βαθηεξηαθνχ DNA. Ζ αδπλακία νιηθήο απνκφλσζεο ηνπ βαθηεξηαθνχ DNA 

ελδερνκέλσο λα νθείιεηαη ζε απνπζία εμεηδηθεπκέλσλ kit, ή θαη κεζνδνινγηψλ/πξσηνθφιισλ 

απνκφλσζεο βαθηεξηαθνχ DNA απφ δίζπξα καιάθηα. Έλαο άιινο παξάγνληαο πνπ πηζαλφλ λα 

επζχλεηαη γηα ην κεγάιν πνζνζηφ κε ηαμηλνκεκέλσλ αιιεινπρηψλ είλαη ε πιεζψξα 

κηθξνβηαθψλ θνηλνηήησλ, ηδίσο απφ ην ζαιάζζην νηθνζχζηεκα, πνπ δελ έρνπλ θαηαγξαθεί θαη 

θαηαρσξεζεί ζηηο ππάξρνπζεο βάζεηο δεδνκέλσλ, θαη έηζη δελ κπφξεζαλ λα ηαπηνπνηεζνχλ θαηά 

ηελ βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε. 

Παξ’ φια απηά, ε επηηπρεκέλε έθβαζε ηεο αλάιπζεο ζηε βάζε ησλ ηαμηλνκεκέλσλ 

αιιεινπρηψλ θαίλεηαη μεθάζαξα ζηελ θακπχιε alpha-rarefaction, ε νπνία παξνπζηάδεηαη ζηελ 
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Δηθφλα 20. Ζ θακπχιε θαίλεηαη λα αλαπηχζζεηαη ηαρεία κε εθζεηηθφ ηξφπν, θαζψο 

ηαπηνπνηνχληαη ηα πην θνηλά είδε κε κηθξφ αξηζκφ αιιεινπρηψλ (5.000-10.000). Έπεηηα, 

παξαηεξείηαη ζηαδηαθή ζηαζεξνπνίεζε ηεο θακπχιεο, θαζψο εληνπίδνληαη ηα ιηγφηεξν ζπρλά 

είδε (κηθξφ πνζνζηφ ζηνλ βαθηεξηαθφ πιεζπζκφ). Οη θακπχιεο alpha-rarefaction θαηαιήγνπλ 

λα θηάλνπλ ζε θνξεζκφ, ππνδειψλνληαο ηθαλνπνηεηηθφ βάζνο αιιεινχρεζεο (sequencing 

depth) ησλ δεηγκάησλ, ην νπνίν επηηξέπεη ηε κεηαμχ ηνπο ζχγθξηζε, παξά ηνλ άληζν αξηζκφ ησλ 

ηαπηνπνηεκέλσλ αιιεινπρηψλ (reads) ηνπ θάζε δείγκαηνο. Αθφκα θαη αλ δηαθέξνπλ ζε ζπλνιηθφ 

αξηζκφ ηαμηλνκεκέλσλ αιιεινπρηψλ (classified reads) ε ζχγθξηζή ηνπο είλαη εθηθηή, θαζψο ηα 

δηαγξάκκαηα επηβεβαηψλνπλ ηελ ηθαλφηεηα ηεο αλάιπζεο λα θαιχςεη ζρεδφλ νιφθιεξν ην 

θάζκα ηεο βαθηεξηαθήο πνηθηιφηεηαο. 

Ζ ηερληθή αιιεινχρεζεο ηξίηεο γεληάο εθαξκφζηεθε γηα λα αλαιχζεη ην κηθξνβίσκα ηνπ είδνπο 

Mytilus galloprovincialis ζηηο κπδνθαιιηέξγεηεο ηεο Υαιάζηξαο θαη ηνπ Μαθξχγηαινπ, θαηά 

ηνπο ρεηκεξηλνχο κήλεο. Σα απνηειέζκαηα κεηά ηε βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε εκθαλίδνληαη 

ηαμηλνκεκέλα ζε 7 ηαμηλνκηθά επίπεδα: Τπεξβαζίιεην (Superkingdom), Φχιν (Phylum), Κιάζε 

(Class), Σάμε (Order), Οηθνγέλεηα (Family), Γέλνο (Genus), Δίδνο (Species).  

Όζνλ αθνξά ηα απνηειέζκαηα ζε επίπεδν θχινπ, ε θπξίαξρε νκάδα βαθηεξίσλ ζην ζχλνιν ησλ 

δεηγκάησλ ήηαλ ηα Proteobacteria κε πνζνζηφ 53,7%, αθνινπζνχκελα απφ ηα Tenericutes 

(10,4%), Bacteroidetes (9,4%), Firmicutes (3,4%), Planctomycetes (3,4%), Verrucomicrobia 

(3%), Fusobacteria (1,7%)  θαη  Cyanobacteria (1,4%). ΢ε ζρέζε κε έξεπλεο πνπ έρνπλ γίλεη ζην 

παξειζφλ κε ηερληθέο NGS, ηα απνηειέζκαηα σο πξνο ηελ ηαμηλνκηθή θαηάηαμε ηνπ θχινπ δελ 

εκθαλίδνπλ κεγάιεο δηαθνξέο. Πην ζπγθεθξηκέλα, ε έξεπλα ησλ Bozcal & Dagdeviren (2020), 

φπνπ ε ζπιινγή ησλ δεηγκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε ηελ θαινθαηξηλή πεξίνδν, έδεημε ζαλ 

θπξίαξρα θχια βαθηεξίσλ ηα Proteobacteria, Firmicutes, Bacteriodetes θαη Actinobacteria. 

Αληίζηνηρα, θαη ηα απνηειέζκαηα ησλ Musella et al. (2020), έδεημαλ σο θπξίαξρα ηα: 

Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Spirochaetes, Verrucomicrobia, Actinobacteria, 

Tenericutes, Planctomycetes, Cyanobacteria, Fusobacteria, παξφιν πνπ ε ζπιινγή ησλ 

δεηγκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε ηελ άλνημε. Σα ίδηα θπξίαξρα είδε, Proteobacteria (52,7%) θαη 

Bacteriodetes (17,2%), θαηέγξαςαλ θαη νη Balbi et al. (2020) ζηελ αλάιπζή ηνπο γηα ην 

κηθξνβίσκα ηνπ κπδηνχ ζηα πξψηκα ζηάδηα αλάπηπμήο ηνπ. 

Οη κνξηαθέο αλαιχζεηο ησλ ζαιάζζησλ κηθξνβηαθψλ θνηλνηήησλ έρνπλ απνθαιχςεη πνιιέο κε 

αλαγλσξηζκέλεο νκάδεο ζε επίπεδν θχινπ. Δίλαη ζαθέο φηη πνιιά βαθηεξηαθά θχια πέξα απφ 
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ηα πξσηενβαθηήξηα (Proteobacteria) θαη ηα θπαλνβαθηήξηα (Cyanobacteria) ελδεκνχλ ζηα 

ζαιάζζηα νηθνζπζηήκαηα, ζε κεγάιε αθζνλία, αιιά δελ έρνπλ κειεηεζεί αθφκε ζε βάζνο 

(Giovannoni et al., 2005). Ζ παξνχζα έξεπλα θαηέγξαςε ζε επίπεδν θχινπ θαη κε κεγαιχηεξν 

πνζνζηφ αθζνλίαο ην θχιν Proteobacteria θαη αθνινπζνχλ ηα θχια Tenericutes, Firmicutes, 

Planctomycetes, Verrucomicrobia θαη Cyanobacteria. Σα ηειεπηαία ζπκκεηέρνπλ ζε  

ζεκαληηθνχο βηνρεκηθνχο θχθινπο, φπσο ε απνδφκεζε πνιιψλ πνιπκεξψλ θαη ε αλαεξφβηα 

νμείδσζε ηεο ακκσλίαο (ΝΖ3), πνπ επεξεάδεη ηνλ θχθιν ηνπ αδψηνπ. Αληίζηνηρα, ην θχιν 

Verrucomicrobia είρε ραξαθηεξηζηεί ζαλ θχιν πνπ θπξηαξρεί ζην έδαθνο. Όπσο απέδεημε ε 

έξεπλα ηεο Freitas (2012), θαη επηβεβαηψλεηαη απφ ηα απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο έξεπλαο, ην 

θχιν Verrucomicrobia θπξηαξρεί ζηα ζαιάζζηα νηθνζπζηήκαηα θαη θπξίσο θνληά ζηηο αθηέο. 

Σα απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο αλάιπζεο ζε επίπεδν θιάζεο έδεημαλ σο θπξίαξρεο νκάδεο ηηο 

εμήο: Alphaproteobacteria (30%), Gammaproteobacteria (18,5%), Mollicutes (10,5%), 

Flavobacteriia (7%), Betaproteobacteria (3,3%), Verrucomicrobiae θαη Planctomycetia (3%). 

Παξφκνηα απνηειέζκαηα ζε επίπεδν θιάζεο έδεημε θαη ε έξεπλα ησλ Balbi et al. (2020), φπνπ 

αλέδεημε σο θπξίαξρεο νκάδεο ηα Gammaproteobacteria, ηα Alphaproteobacteria θαη ηα 

Bacteroidia. 

Γηα ην ηαμηλνκηθφ επίπεδν ηεο ηάμεο ζηελ παξνχζα εξγαζία, θαίλεηαη πσο θπξηαξρνχλ νη ηάμεηο  

Rhodobacterales (16,6%), Mycoplasmatales (10,4%), Rickettsiales (9,2%), Flavobacteriales 

(7%), Pseudomonadales (3,2%), Verrucomicrobiales (2,9%), Planctomycetales (2,9%), 

Rhizobiales (2,6%), Oceanospirillales (2,5%). ΢ε ζπκθσλία κε ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα 

βξίζθεηαη θαη ε έξεπλα ησλ Bozcal & Dagdeviren (2020), φπνπ έδεημε πξψηε ζε ζεηξά αθζνλίαο 

ηελ ηάμε Rhodobacterales (15,32%) θαη αθνινπζείηαη απφ ηελ ηάμε Clostridiales.  

Όζνλ αθνξά ζε επίπεδν νηθνγέλεηαο ε έξεπλα ησλ Musella et al. (2020) αλέδεημε σο θπξίαξρεο 

ηηο Alteromonadaceae (10,7 ± 21,6%) θαη Flavobacteriaceae (8,8% ± 9,6%), ελψ ζε ρακειφηεξα 

πνζνζηά (3% έσο 5%) αλαγλσξίζηεθαλ νη νηθνγέλεηεο βαθηεξίσλ: Spirochaetaceae, 

Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Bacillaceae, Vibrionaceae, Verrucomicrobiaceae, 

Hahellaceae θαη Rhodobacteraceae. Ζ παξαπάλσ έξεπλα έδεημε νκνηφηεηα κε ηελ παξνχζα 

έξεπλα σο πξνο ηελ αθζνλία ηεο νηθνγέλεηαο Flavobacteriaceae,  ε νπνία θαηέιαβε πνζνζηφ ίζν 

κε 6,2% (4ε ζέζε ζηε ζεηξά αθζνλίαο) θαη ηεο νηθνγέλεηαο Rhodobacteraceae, ε νπνία θαηέιαβε 

πνζνζηφ ίζν κε 9% (2ε ζέζε ζηε ζεηξά αθζνλίαο). Αληίζηνηρα, ε νηθνγέλεηα Vibrionaceae 

εκθαλίδεη κηθξφηεξν πνζνζηφ (0,8%) θαη βξίζθεηαη ζηελ 14
ε
 ζέζε ζηελ ζεηξά αθζνλίαο. 



86 

 

Όζνλ αθνξά ηελ θαηάηαμε ζε επίπεδν γέλνπο, νη δηαζέζηκεο κεηαγνληδησκαηηθέο έξεπλεο 

ηαπηνπνηνχλ θάπνηεο νκάδεο γελψλ σο κε ηαμηλνκεκέλα γέλε θιάζεο, ηάμεο ή νηθνγέλεηαο. Σν 

γεγνλφο απηφ πηζαλφλ λα νθείιεηαη ζηελ αδπλακία ηαπηνπνίεζεο ησλ ηερλνινγηψλ 

Αιιεινχρεζεο Γεχηεξεο Γεληάο ζε επίπεδν γέλνπο, ιφγσ ηνπ γεγνλφηνο φηη αλαιχνληαη κφλν 1-

2 απφ ηηο 9 ππεξκεηαβιεηέο πεξηνρέο (V1-V9) ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ. Έηζη, νη Bozcal & 

Dagdeviren (2020) αλέθεξαλ σο θπξίαξρα γέλε βαθηεξίσλ ηα Rhodobacteraceae _ unclassified, 

Alphaproteobacteria _ unclassified, Lachnospiraceae _ unclassified, Gammaproteobacteria _ 

unclassified, Vibrionaceae _ unclassified, Bacteroidetes _ unclassified θαη Enterobacteriaceae _ 

unclassified. ΢ηελ ίδηα έξεπλα ηαπηνπνηήζεθαλ ηα Arcobacter, Psychrilyobacter, Dokdonella, 

Aeromonas, Clostridium, Vibrio, Escherichia_Shigella, Klebsiella, Campylobacter, 

Helicobacter, Pseudomonas, Morganella, Serratia, Corynebacterium, Enterococcus, 

Staphylococcus, Yersinia, Mycoplasma, Brucellaceae, Pantoea and Proteus. Αληίζηνηρα, ε 

έξεπλα ησλ Musella et al. (2020) αλέθεξε σο θπξίαξρα γέλε: κε ηαμηλνκεκέλα γέλε ηεο ηάμεο 

ησλ Alteromonadales (10,6% ± 21,4%), ησλ Flavobacteriaceae (5,4% ± 6,3%), ζε κηθξφηεξν 

πνζνζηφ ηα γέλε Spirochaeta, Bacillus, Vibrio, Endozoicomonas, θαη επίζεο ηα κε 

ηαμηλνκεκέλα γέλε ηεο νηθνγέλεηαο Verrucomicrobiaceae θαη ην γέλνο Mycoplasma. ΢ηελ 

παξνχζα έξεπλα ππήξμε επηηπρήο ηαπηνπνίεζε ζε επίπεδν γέλνπο, κε θπξίαξρα γέλε ηα 

Mycoplasma (9,4%) Anaplasma (8,5%), Mariniblastus (2,7%), Pseudomonas (2,3%), Rubritalea 

(2%), Legionella (1,9%), Ruegeria (1,9%) θαη Polaribacter (1,5%).  

΢χκθσλα κε ηα απνηειέζκαηα ηεο ηαμηλφκεζεο ζε επίπεδν γέλνπο ζηελ πεξηνρή ηεο Υαιάζηξαο 

θπξηαξρεί ην Mycoplasma (10,6%), ελψ ζηνλ Μαθξχγηαιν ην Anaplasma (20,9%). Σν 

Mycoplasma βξέζεθε θαη ζηελ πεξηνρή ηνπ Μαθξχγηαινπ (7,6%), κε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή 

δηαθνξά απφ ην αληίζηνηρν πνζνζηφ ζηελ πεξηνρή ηεο Υαιάζηξαο. ΢ε παξφκνηα απνηειέζκαηα 

θαηέιεμε θαη ε πξφζθαηε αλάιπζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ κπδηνχ Mytilus galloprovincialis απφ 

16 δείγκαηα ζηηο ίδηεο πεξηνρέο ηνπ Θεξκατθνχ, αιιά ζε δχν δηαθνξεηηθέο πεξηφδνπο (ρεηκψλαο 

– θαινθαίξη). ΢χκθσλα κε ηελ εξγαζία ησλ Schoinas et al. (2023) θπξηαξρνχλ ηα γέλε 

Mycoplasma (12.2%), Anaplasma (5.8%), Ruegeria (5.2%) and Mariniblastus (2.1%). Σν 

Mycoplasma έρεη θαηαγξαθεί θαη ζε άιια δίζπξα (ζηξείδηα), φπνπ ζχκθσλα κε ηελ εξγαζία ησλ  

King et al. (2012) είλαη παζνγφλν γηα ηα ίδηα ηα δίζπξα αιιά θαη δπλεηηθά παζνγφλν γηα ηνλ 

άλζξσπν. Tα γέλε Mycoplasma θαη Anaplasma έρνπλ αλεπξεζεί ζε κεγάιν πνζνζηφ θαη ζηελ 

έξεπλα ηνπ Cano et al. (2020), νη νπνίνη απέδσζαλ ηελ επξεία δηαζπνξά ησλ ζπγθεθξηκέλσλ 
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γελψλ ζηα ζαιάζζηα καιάθηα θαη δίζπξα ηφζν ζηε κεηάδνζή ηνπο κέζσ ησλ θπζηθψλ 

δεμακελψλ (κνιπζκέλα θχηηαξα απφ δψα θαη αλζξψπνπο), φζν θαη ζηε θπζηθή θαηαλνκή, 

πξνζαξκνγή θαη εμέιημε απηψλ ησλ βαθηεξηαθψλ νκάδσλ ζηα ζαιάζζηα νηθνζπζηήκαηα. 

΢ε πξνεγνχκελεο έξεπλεο ηα βαθηεξηαθά γέλε Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium, 

Bacillus, Psychrobacter sp., Proteus sp., Photobacterium sp., Vibrio sp., Shewanella sp., 

Oceanisphaerae sp., Pseudoalteromonas sp., Staphylococcus sp., Mycoplasma sp. θαη Clostridia 

sp., έρεη απνδεηρηεί φηη αλήθνπλ ζηα ελδεκηθά είδε θαη αλεπξίζθνληαη ζην κηθξνβίσκα ησλ 

ζαιάζζησλ εηδψλ (Gram and Huss, 1996; Svanevik and Lunestad, 2011; Mussella et al., 2020). 

Πην ζπγθεθξηκέλα, ν Cavallo (2009) κε ηε κέζνδν ηεο θαιιηέξγεηαο ηαπηνπνίεζε ζπγθεθξηκέλα 

βαθηήξηα, φπσο ην γέλνο Pseudomonas sp. (12%). ΢ηελ παξνχζα έξεπλα ηαπηνπνηήζεθε επίζεο 

ην γέλνο Pseudomonas sp., κε ζπλνιηθφ πνζνζηφ 2,3% θαη πςειφηεξε αθζνλία ζην δείγκα Μ12 

(Υαιάζηξα).  

Δπηπξφζζεηα, ην γέλνο Legionella θαηείρε ζπλνιηθφ πνζνζηφ 1,9% θαη αληρλεχζεθε κφλν ζηα 

δείγκαηα ηεο πεξηνρήο ηεο Υαιάζηξαο. Αλ θαη ε κεηάδνζε ζηνλ άλζξσπν γίλεηαη κφλν απφ 

κηθξά ζηαγνλίδηα κέζσ ηεο αλαπλεπζηηθήο νδνχ, ε χπαξμή ηνπ ζηα κχδηα ζπληζηά δεμακελή ηνπ 

βαθηεξίνπ γηα δπλεηηθά παζνγφλν δξάζε (Goni et al., 2020). Δπίζεο, ζηελ ίδηα πεξηνρή  

εληνπίζηεθαλ θαη ηα γέλε Sulfurovum θαη Sulfitobacter, πνπ ζχκθσλα κε ηε βηβιηνγξαθία έρνπλ 

ηε δπλαηφηεηα νμείδσζεο ηνπ ζείνπ. ΢πγθεθξηκέλα, ην γέλνο Sulfitobacter απνκνλψζεθε απφ 

δείγκαηα ζαιαζζηλνχ λεξνχ, ζε πξφζθαηε κειέηε ηεο Kalaitzidou (2022) ζηνλ θφιπν ηνπ 

Θεξκατθνχ, θαη ίζσο απνηειεί δείθηε θάπνηαο κνξθήο ξχπαλζεο ηνπ θφιπνπ, ν νπνίνο είλαη 

ηδηαίηεξα επηβαξπκέλνο. Σν γέλνο Sulfurovum βξίζθεηαη θπξίσο ζε κεγάια ζαιάζζηα βάζε αιιά 

θαη ζε εθαηζηεηνγελή κέξε. Παξ’ φια απηά, ε έξεπλα ησλ Marziah et al. (2016) έδεημε ηελ 

εκθάληζή ηνπ ζε κνιπζκέλα απφ πδξνγνλάλζξαθεο ζαιάζζηα χδαηα. Ζ πηζαλφηεηα επηβάξπλζεο 

ηεο πεξηνρήο ηεο Υαιάζηξαο κε πδξνγνλάλζξαθεο είλαη πηζαλή, ιφγσ ηνπ ιηκαληνχ θαη ηεο 

ζπλερνχο δηέιεπζεο πινίσλ θαη ηάλθεξ πνπ κεηαθέξνπλ θαχζηκα. 

Δπίζεο, ε παξνχζα κειέηε ηαπηνπνίεζε ην γέλνο Clostridium θαη ζηηο δχν πεξηνρέο ηεο 

δεηγκαηνιεςίαο (αλ θαη ζε ζεκαληηθά κηθξφηεξν πνζνζηφ ζηελ πεξηνρή ηεο Υαιάζηξαο). Παξά 

ην ρακειφ πνζνζηφ χπαξμήο ηνπ ζηελ πεξηνρή ηνπ Θεξκατθνχ ζπλνιηθά (0,8%), ζχκθσλα κε 

ηελ έξεπλα ησλ Madden et al. (1986), ε παξνπζία ηνπ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί θαη ζαλ δείθηεο 

θαζαξφηεηαο ησλ κπδηψλ. Σν γέλνο Clostridium επηδεί πην πνιχ απφ ην είδνο E. coli ζην 
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ζαιαζζηλφ λεξφ θαη κπνξεί λα απνθαιχςεη επηκνιχλζεηο πνπ έγηλαλ ζε κεγαιχηεξν ρξνληθφ 

δηάζηεκα, ζπγθξηηηθά κε ην είδνο E. coli. 

Tφζν ζηελ πεξηνρή ηνπ Μαθξχγηαινπ φζν θαη ζηε Υαιάζηξα βξέζεθε ζε πνιχ κηθξφ πνζνζηφ 

(0,03%) ην γέλνο Aeromonas, ην νπνίν ζεσξείηαη δπλεηηθά παζνγφλν γηα ηα δίζπξα αιιά θαη γηα 

ηνλ άλζξσπν. ΢χκθσλα κε ηελ εξγαζία ηνπ Aberoum (2010) ππάξρνπλ ςπρξφηξνθα ζηειέρε 

πνπ κπνξνχλ λα αλαπηχζζνληαη αθφκα θαη ζε ζεξκνθξαζίεο έσο 5°C, φπσο θαηά ηελ ζπληήξεζε 

ησλ δίζπξσλ ζηα ςπγεία. Ζ παζνγφλνο δξάζε ηνπ γέλνο Aeromonas κπνξεί λα εκθαληζηεί, εάλ ν 

πιεζπζκφο ηνπο πνιιαπιαζηαζηεί αξθεηά θαηά ηε δηαηήξεζε ή ηελ επεμεξγαζία ησλ δίζπξσλ 

απφ ηα εξγνζηάζηα απνθειχθσζεο.  

Αμίδεη λα ζεκεησζεί φηη θαη ζηηο δπν πεξηνρέο δεηγκαηνιεςίαο ηαπηνπνηήζεθε ην γέλνο Vibrio 

(1,12% ζηε Υαιάζηξα θαη 0,19% ζηνλ Μαθξχγηαιν). Μεξηθά είδε πνπ αλήθνπλ ζην παξαπάλσ 

γέλνο (φπσο V. cholerae, V. parahaemolyticus θαη V. vulnificus) έρνπλ αλαγλσξηζηεί σο 

αηηηνινγηθνί παξάγνληεο ηξνθνινηκψμεσλ, πνπ ζπλδένληαη κε ηελ θαηαλάισζε σκψλ ή αηειψο 

καγεηξεκέλσλ νζηξαθνεηδψλ (Thompson et al., 2004). Καζψο ηα δείγκαηα κπδηνχ ζπιιέρζεθαλ 

θαηά ηε ρεηκεξηλή πεξίνδν, ζπλεπάγεηαη φηη ην ελ ιφγσ γέλνο ελδεκεί ζηα κχδηα ηεο πεξηνρήο 

φιν ην έηνο, δηφηη ζεσξεηηθά αλαπηχζζεηαη θαηά ηνπο ζεξηλνχο κήλεο πνπ ε ζεξκνθξαζία ηεο 

ζάιαζζαο είλαη απμεκέλε. Ο θίλδπλνο ηξνθνινίκσμεο κεηά ηελ θαηαλάισζε κπδηψλ 

επηβαξπκέλσλ κε ην γέλνο Vibrio είλαη πηζαλφο,  θαζψο ηα είδε ηνπ ελ ιφγνπ γέλνπο παξακέλνπλ 

ζηνπο ηζηνχο ησλ δίζπξσλ, αθφκε θαη κεηά απφ παξαηεηακέλε πεξίνδν εμπγίαλζεο (Croci et al., 

2002). 

Παξά ην γεγνλφο φηη ε βαθηεξηαθή πνηθηιφηεηα πνπ ηαπηνπνηήζεθε είλαη παξφκνηα θαηλνκεληθά 

γηα φια ηα ζεκεία δεηγκαηνιεςίαο, ε ζηαηηζηηθή αλάιπζε έδεημε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο 

δηαθνξέο ζηε ζεηξά θαηάηαμεο γηα ηα θπξίαξρα γέλε βαθηεξίσλ, ηφζν κεηαμχ ησλ δχν πεξηνρψλ 

φζν θαη κεηαμχ ησλ ζεκείσλ δεηγκαηνιεςίαο εληφο ηεο ίδηαο πεξηνρήο κπδνθαιιηέξγεηαο. 

Μηθξέο δηαθνξέο ζηε ζεηξά θαηάηαμεο ησλ βαθηεξηαθψλ πιεζπζκψλ απνθάιπςε ε κειέηε ησλ 

Bozcal & Dagdeviren (2020), ζηελ νπνία δηεξεπλήζεθαλ θαη ζηαζκνί δεηγκαηνιεςίαο πνπ 

βξίζθνληαλ ζε θνληηλή απφζηαζε κεηαμχ ηνπο. Απηέο νη δηαθνξέο ζηελ αθζνλία ηεο 

βαθηεξηαθήο πνηθηιφηεηαο κπνξεί λα πξνθχπηνπλ σο απνηέιεζκα δηαθπκάλζεσλ 

πεξηβαιινληηθψλ παξακέηξσλ, φπσο ε ζεξκνθξαζία θαη ε δηαζεζηκφηεηα ησλ ζξεπηηθψλ 

νπζηψλ. Ζ ζεξκνθξαζία παίδεη βαζηθφ ξφιν ζηε κηθξνβηαθή θνηλφηεηα ηνπ εληέξνπ ηνπ είδνπο 

M. galloprovincialis, φπσο απέδεημε ε κειέηε ησλ Li et al. (2019).  
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Πην ζπγθεθξηκέλα, γηα ην κήλα Γεθέκβξην ζηελ πεξηνρή ηνπ Μαθξχγηαινπ θπξηαξρνχλ ηα γέλε 

Polaribacter θαη Rubritalea, ελψ ζηελ ίδηα πεξηνρή ηνλ κήλα Ηαλνπάξην θπξηαξρεί ην γέλνο 

Kistimonas. Σν ζπγθεθξηκέλν γέλνο πεξηιακβάλεη βαθηήξηα κε ζπνξνγφλα, πνπ αλαπηχζζνληαη 

ζε ζεξκνθξαζίεο κεηαμχ 15 θαη 30°C, ζε pH 6–10, θαη κε παξνπζία 1–4% NaCl (γηα κεξηθά είδε 

έρεη παξαηεξεζεί αλάπηπμε θαη ζε 9% NaCl). ΢χκθσλα θαη κε ηνπο Glaeser and Kämpfer 

(2020), ην γέλνο απηφ ελδεκεί ζε ζαιάζζηνπο κηθξννξγαληζκνχο. Σα είδε ηνπ γέλνπο 

Polaribacter (Flavobacteriaceae) είλαη gram - αξλεηηθά, αεξφβηα βαθηήξηα πνπ κπνξεί λα είλαη 

εηεξφηξνθα, ςπρξφθηια ή κεζφθηια. Σα πεξηζζφηεξα είδε έρνπλ πξνζαξκνζηεί θπξίσο ζε 

ζαιάζζηα νηθνζπζηήκαηα θαη ην βέιηηζην εχξνο αλάπηπμήο ηνπο είλαη ζε ζεξκνθξαζία 10-32°C 

θαη ζε pH 7-8. ΢χκθσλα κε έξεπλα ησλ Xing et al. (2015), ε χπαξμε ηνπ γέλνπο απηνχ κπνξεί 

λα επεξεάζεη ζεηηθά ην ζαιάζζην πεξηβάιινλ. Δμαηηίαο ηεο θιηκαηηθήο αιιαγήο θαη ηεο αχμεζεο 

ηεο ζεξκνθξαζίαο ησλ ζαιαζζψλ, ε εθηεηακέλε άλζεζε ηεο άιγεο θαη ηα πξνβιήκαηα πνπ 

δεκηνπξγεί γίλνληαη νινέλα θαη πην ζπρλά. Σα κέιε ηνπ γέλνπο Polaribacter απνζπλζέηνπλ 

θχηηαξα άιγεο θαη έηζη είλαη ζεκαληηθά, θαζψο επεξεάδνπλ ηελ πνηφηεηα ηνπ ζαιαζζηλνχ λεξνχ 

αιιά θαη ηε ζχλζεζε ησλ κηθξνβηαθψλ θνηλνηήησλ. 

Γηα ηνλ ίδην κήλα αμίδεη λα ζεκεησζεί ε έληνλε παξνπζία ησλ γελψλ Mariniblastus, Ruegeria 

θαη Mycoplasma. Σν γέλνο Ruegeria απνηειεί κέξνο κηαο κεγάιεο νκάδαο ηεο νηθνγέλεηαο 

Rhodobacteraceae, πεξηέρεη 14 είδε πνπ έρνπλ απνκνλσζεί θπξίσο απφ ζαιάζζηα 

νηθνζπζηήκαηα θαη αζπφλδπινπο νξγαληζκνχο θαη είλαη ρεκεηνηξνθηθά αεξφβηα, ειαθξψο 

αιφθηια (1.5–6 % NaCl) θαη κεζφθηια (15°C - 26°C). Έρεη παξαηεξεζεί ζε θάπνηα είδε ε 

ηθαλφηεηα λα ζπλζέηνπλ θπαλνθπθίλε, ε νπνία κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί σο απφζεκα αδψηνπ 

απφ ηα θπαλνβαθηήξηα (Arahal, 2018). 

Σέινο, αμίδεη λα ζεκεησζεί φηη ζχκθσλα θαη κε ηελ έξεπλα ηνπ Cavallo (2009), πνιιά βαθηήξηα 

δελ θαηάθεξαλ λα αλεπξεζνχλ κε ηηο ζπκβαηηθέο κηθξνβηνινγηθέο κεζφδνπο ζηα δείγκαηα λεξνχ 

αιιά κφλα ζηα κχδηα, φπσο ην γέλνο Vibrio πνπ ηαπηνπνηήζεθε κφλν ζηα δείγκαηα κπδηνχ, 

θαζηζηψληαο ην κχδη ηνλ θαηαιιειφηεξν βηνδείθηε γηα ην κηθξνβηνινγηθφ πξνθίι ησλ 

ζαιάζζησλ πδάησλ. Ο Θεξκατθφο θφιπνο, ιφγσ ηεο γεσκνξθνινγίαο ηνπ φπσο πεξηγξάθεθε 

ζηελ εηζαγσγή, είλαη ζεκαληηθφ λα παξαθνινπζείηαη κε επνρηθέο ή ηαθηηθέο κηθξνβηνινγηθέο 

αλαιχζεηο θαη θπξίσο κέζσ ηερληθψλ αλεμάξηεησλ ηεο θαιιηέξγεηαο, γηα ηνλ εληνπηζκφ 

παζνγφλσλ αιιά θαη γηα ηελ επηηήξεζε ησλ πδάησλ κέζσ ησλ δίζπξσλ καιαθίσλ. 
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5 ΢πκπεξάζκαηα θαη Μειινληηθή έξεπλα 

 

΢ηε ζπγθεθξηκέλε έξεπλα πξαγκαηνπνηήζεθε, κε ηε ρξήζε ηερληθψλ NGS, ν πξνζδηνξηζκφο ηνπ 

κηθξνβηψκαηνο ηνπ κπδηνχ Mytillus galloprovinciallis, απφ δχν θχξηεο πεξηνρέο 

κπδνθαιιηέξγεηαο ηνπ Θεξκατθνχ θφιπνπ. ΢ηε βηβιηνγξαθία δελ ππάξρεη αληίζηνηρε έξεπλα γηα 

ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ κπδηνχ Mytilus galloprovincialis κε ηερληθέο 

αιιεινχρεζεο Σξίηεο Γεληάο θαη γη’ απηφ ην ιφγν ε παξνχζα αλάιπζε είλαη πξσηνπνξηαθή γηα 

ηελ Διιάδα. Ζ δεηγκαηνιεςία έγηλε απφ 5 δηαθνξεηηθά ζεκεία θαη ηα απνηειέζκαηα 

απνθάιπςαλ ηε κεγάιε πνηθηινκνξθία ησλ κηθξνβηαθψλ θνηλνηήησλ. Σν κηθξνβίσκα ησλ 

κπδηψλ, γηα ηελ πεξίνδν πνπ εμεηάζηεθαλ, έδεημε φηη ηα κχδηα ηεο πεξηνρήο ηνπ Θεξκατθνχ 

θηινμελνχλ δπλεηηθά παζνγφλα γηα ηνλ άλζξσπν, παξφιν πνπ ε πγεηνλνκηθή ηνπο θαηάηαμε 

ήηαλ ζηελ θαηεγνξία Α. 

Σα κχδηα είλαη επαιινίσηα θαη πνιιέο θνξέο θαηαλαιψλνληαη σκά ή αηειψο καγεηξεκέλα, γη’ 

απηφ ζα πξέπεη λα ειέγρνληαη αλά ηαθηά δηαζηήκαηα κε γξήγνξν θαη αμηφπηζην ηξφπν, γηα ην αλ 

θηινμελνχλ δπλεηηθά γηα ηνλ άλζξσπν παζνγφλα. Μέρξη ζηηγκήο, ε ειιεληθή λνκνζεζία 

επηβάιιεη ηνλ κηθξνβηνινγηθφ έιεγρν ζηα δίζπξα κφλν γηα ηα E. coli θαη Salmonella spp., αιιά 

φπσο θαίλεηαη θαη απφ ηελ παξνχζα έξεπλα, ην γέλνο Vibrio (παξφιν πνπ ηα δείγκαηα 

ζπιιέρζεθαλ ρεηκεξηλή πεξίνδν) ήηαλ ζε ζρεηηθά πςειή ζέζε ζηε ζεηξά θαηάηαμεο. Ζ ζεκαζία 

λα ειέγρνληαη ηα δίζπξα γηα βαθηήξηα ηνπ γέλνπο Vibrio, έγθεηηαη ζην φηη ν πιεζπζκφο ηνπο δε 

κεηψλεηαη κέζσ ηεο εμπγίαλζεο ησλ δίζπξσλ θαη παξάιιεια επζχλνληαη γηα πνιιά θαη ζνβαξά 

πεξηζηαηηθά ηξνθηθψλ δειεηεξηάζεσλ. 

Ζ ζεκαζία ηεο ηαπηνπνίεζεο ηνπ κηθξνβηψκαηνο κε ηερληθέο αιιεινχρεζεο Νέαο Γεληάο είλαη 

πνιχ κεγάιε, γηαηί ε κέζνδνο δελ απνθιείεη κηθξννξγαληζκνχο πνπ δελ αλαπηχζζνληαη κε 

ζπκβαηηθνχο ηξφπνπο θαιιηέξγεηαο, θαη απνηειεί κηα αξθεηά ηαρεία κέζνδν. ΢ε πξνεγνχκελεο 

εξγαζίεο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ κηθξνβηψκαηνο ησλ δίζπξσλ νξγαληζκψλ, 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηερληθέο πνπ κειεηνχλ ηηο ππεξκεηαβιεηέο πεξηνρέο, νη νπνίεο 

αληηπξνζσπεχνπλ έλα κηθξφ ηκήκα ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, ην νπνίν αληηζηνηρεί ζε έσο 460 bp. 

Αληίζεηα, ε ηερλνινγία πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ παξνχζα έξεπλα, ηεο εηαηξείαο Oxford 

Nanopore Technologies, ρξεζηκνπνηεί νιφθιεξν ην γνλίδην θαη  έηζη επηηξέπεη ηελ αλάγλσζε 

κεγαιχηεξνπ αξηζκνχ βάζεσλ θαη ηε βαζχηεξε ηαμηλνκηθή δηάθξηζε ησλ βαθηεξίσλ. 
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Σν κηθξνβίσκα ηνπ κπδηνχ ζηηο πεξηνρέο ηεο Υαιάζηξαο θαη ηνπ Μαθξχγηαινπ δελ έρεη 

κειεηεζεί ζην παξειζφλ θαη σο εθ ηνχηνπ, απνηειείηαη θαη απφ κε ηαπηνπνηεκέλα βαθηεξηαθά 

ζηειέρε, γηα ηα νπνία δε βξέζεθε αληηζηνίρεζε ζε ππάξρνπζεο ελεκεξσκέλεο βάζεηο 

δεδνκέλσλ. Σα επξήκαηα ηεο παξνχζαο κειέηεο απνθάιπςαλ φηη νη δηαθνξέο ζηε βαθηεξηαθή 

πνηθηιφηεηα είλαη πην εκθαλείο ζηα ρακειφηεξα ηαμηλνκηθά επίπεδα (επίπεδν γέλνπο). Απηέο νη 

δηαθνξέο πξνθχπηνπλ ιφγσ ηεο δπλακηθήο ησλ βαθηεξίσλ, θαη νθείινληαη θπξίσο ζε 

δηαθπκάλζεηο πεξηβαιινληηθψλ παξακέηξσλ (π.ρ. pH, ζεξκνθξαζία, ζπγθέληξσζε O2, 

αιαηφηεηα) θαη ζε αλζξσπνγελείο παξάγνληεο (π.ρ. γεσξγηθά θαη βηνκεραληθά ιχκαηα). Ωζηφζν, 

δελ έρεη δηεξεπλεζεί πιήξσο πψο αληαπνθξίλεηαη ην κηθξνβίσκα ηνπ κπδηνχ ζε απηέο ηηο 

αιιαγέο. Έηζη, απηή ε πξσηνπνξηαθή κειέηε ζέηεη κηα βάζε γηα κειινληηθέο αλαιχζεηο ηνπ 

κηθξνβηψκαηνο ηνπ κπδηνχ ζηηο πεξηνρέο ηνπ Θεξκατθνχ. 

Ζ παξαθνινχζεζε ηεο κηθξνβηαθήο πνηθηιφηεηαο ζηνλ Θεξκατθφ θφιπν απαηηεί πνιιαπιά 

ζεκεία δεηγκαηνιεςίαο, ιφγσ ηεο κεγάιεο δπλακηθήο ησλ κηθξνβηαθψλ θνηλνηήησλ πνπ 

εηζέξρνληαη ζην ζαιάζζην νηθνζχζηεκα κε πνηθίινπο ηξφπνπο. Σφζν ε εηζξνή πνηακψλ φζν θαη 

νη αλζξψπηλεο δξαζηεξηφηεηεο, είλαη κεξηθνί απφ ηνπο παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ην 

κηθξνβηαθφ πξνθίι ησλ κπδηψλ θαη είλαη ζπλερψο κεηαβαιιφκελνη. Γη’ απηφ ην ιφγν είλαη 

ζεκαληηθφ λα δηεμαρζνχλ παξφκνηεο κειέηεο, ηδίσο θαηά ηνπο ζεξηλνχο κήλεο,  πνπ απμάλεηαη ε 

ζεξκνθξαζία ηεο ζάιαζζαο θαη επεξεάδεηαη ε κηθξνβηαθή θνηλφηεηα ησλ δίζπξσλ. Δπίζεο, ζα 

ήηαλ ρξήζηκν λα γίλνπλ ζπγθξηηηθέο κειέηεο κεηαμχ ησλ ππφινηπσλ πεξηνρψλ κπδνθαιιηέξγεηαο 

ηεο Διιάδαο, φπσο επίζεο θαη ε ηαπηνπνίεζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο κε NGS, γηα ηα ππφινηπα 

δίζπξα πνπ θαιιηεξγνχληαη ζηελ Διιάδα (ζηξείδηα, θπδψληα, γπαιηζηεξέο θηι.). 
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