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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

Οζ εκδμημλίκεξ είκαζ ημ ηφνζμ ζοζηαηζηυ ηδξ ελςηενζηήξ ιειανάκδξ ηςκ ανκδηζηχκ ηαηά 

Gram ααηηδνίςκ. οκηίεεκηαζ απυ οδαηάκεναηεξ, θζπανά μλέα ηαζ θςζθμνζηά ζυκηα. Οζ 

εκδμημλίκεξ είκαζ επίζδξ βκςζηέξ ηαζ ςξ θζπμπμθοζαηπανίηεξ (Lipopolysaccharide-LPS), 

πμο, ακάιεζα ζηα δζάθμνα είδδ ηαζ ζηεθέπδ ιζηνμαίςκ, πμζηίθμοκ ακάθμβα ιε ημ είδμξ 

ημο ηςκ οδαηακενάηςκ ηαζ θζπχκ απυ ηζξ μπμίεξ ζοκηίεεκηαζ. Βίκαζ ζδιακηζημί 

ιμθοζιαηζημί πανάβμκηεξ πμο ανίζημκηαζ ζε ειπμνζηά δζαεέζζιεξ πνςηεΎκεξ ή αζμθμβζηά 

δναζηζηέξ μοζίεξ. ηδ αζμιδπακία θανιάηςκ είκαζ δοκαηυ κα ανεεμφκ εκδμημλίκεξ ηυζμ 

ζηδ βναιιή παναβςβήξ ηςκ θανιάηςκ υζμ ηαζ ζημ ηεθζηυ πνμσυκ. Δ εκδμημλίκδ 

πνμηαθεί ιζα εονεία πμζηζθία παεμθοζζμθμβζηχκ επζδνάζεςκ. ε πενίπηςζδ πμο ημ 

ζχια εηηίεεηαζ ζε LPS ζοζηδιαηζηά, ιπμνεί κα ειθακζζημφκ πμθθαπθέξ 

παεμθοζζμθμβζηέξ ακηζδνάζεζξ, υπςξ πονεηυξ, ζμη εκδμημλζκεξ, αθάαδ ζζημφ ηαζ 

εάκαημξ.  

ηυπμξ ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ είκαζ δ ακάπηολδ ηαζ δ πνμζανιμβή ηαηάθθδθδξ 

ιεεμδμθμβίαξ βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηαζ ημκ παναηηδνζζιυ εκδμημλζκχκ απυ ανκδηζηά ηαηά 

Gram ααηηήνζα ζηδ βναιιή παναβςβήξ θανιαηεοηζηχκ πνμσυκηςκ. 

Δ επίηεολδ ημο ζηυπμο ηδξ Αζπθςιαηζηήξ Βνβαζίαξ, ανπζηά πναβιαημπμζήεδηε ιε 

ακίπκεοζδ ηδκ ηςκ ανκδηζηχκ ηαηά Gram ααηηδνίςκ πμο ιπμνμφκ κα ακαπηοπεμφκ ηυζμ 

ζηδ βναιιή παναβςβήξ θανιάηςκ ηαζ απζμκζζιέκμο κενμφ πνδζζιμπμζχκηαξ αζμπδιζηέξ 

ιεευδμοξ. Έπεζηα ιε ηδ πνήζδ οπενήπςκ πναβιαημπμζήεδηε θφζδ ηδξ ηοηηανζηήξ 

ιειανάκδξ ηςκ ααηηδνζαηχκ ζηεθεπχκ ηαζ απεθεοεένςζδ ηςκ LPS. Με ηδ ιέεμδμ 

Limulus Amebocyte Lysate (LAL)-gel clot έβζκε δ ακίπκεοζδ ηςκ ααηηδνίςκ ιε 

δοκαηυηδηα απεθεοεένςζδξ εκδμημλίκδξ υπμο ηα ααηηήνζα αοηά ηαοημπμζήεδηακ 

ιμνζαηά ιέζς ακάθοζδξ ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο βμκζδίμο 16S rRNA. Ώημθμφεδζακ δφμ 

πνςηυημθθα εηπφθζζδξ ηαζ ηαεανζζιμφ  ηςκ LPS. Σμ πνχημ πνςηυημθθμ πμο 

εθανιυζηδηε αθμνά ηδ ιέεμδμ εηπφθζζδξ γεζηήξ θαζκυθδξ-κενμφ ηαζ ημ δεφηενμ ηδ 

ιέεμδμ πθςνμθμνιίμο-ιεεακυθδξ  πνμηεζιέκμο κα βίκεζ δ επζθμβή αοημφ πμο δίκεζ πζμ 

ηαεανά LPS πςνίξ ηδκ πανμοζία κμοηθεσηχκ μλέςκ ηαζ πνςηεσκχκ ζημ ηεθζηυ πνμσυκ. Δ 

ηαεανυηδηα ηςκ εηποθζζεέκηςκ LPS εηηζιήεδηε ιε πνχζδ κζηνζημφ ανβφνμο ηαζ πνχζδ 

ιε Coomassie  Brilliant Blue φζηενα απυ SDS-PAGE δθεηηνμθυνδζδ ηςκ πδηηςιάηςκ.     

Σα απμηεθέζιαηα ηδξ ενβαζίαξ έδεζλακ υηζ οπάνπεζ δ δοκαηυηδηα  ακίπκεοζδξ 

ααηηδνζαηχκ ζηεθεπχκ ζηδ βναιιή παναβςβήξ θανιάηςκ ηαζ απζμκζζιέκμο κενμφ, ηα 
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μπμία απεθεοεενχκμοκ εκδμημλίκεξ εκχ πζμ απμηεθεζιαηζηή ιέεμδμξ βζα ηδκ εηπφθζζδ 

ηαζ ημκ ηαεανζζιυ ηςκ LPS απμδείπεδηε δ ιέεμδμξ γεζηήξ θαζκυθδξ-κενμφ ηαεχξ έδςζε 

LPS πςνίξ πνςηεσκζηά ηαηάθμζπα. Σέθμξ θάκδηε δ δοκαηυηδηα ακίπκεοζδξ 

πεπηζδμβθοηάκδξ πμο απεθεοεενχκεηαζ απυ εεηζηά ηαηά Gram ααηηήνζα ιέζς ηδξ 

δμηζιαζίαξ LAL-gel clot ιεευδμο. 

ΛΔΞΔΗ ΚΛΔΗΓΗΑ: Βκδμημλίκεξ, Limulus Amebocyte Lysate (LAL), Βηπφθζζδ ηαζ 

ηαεανζζιυξ, SDS-PAGE 
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ABSTRACT 

Endotoxins are the main component of the outer membrane of the Gram-negative 

bacteria. They are composed of carbohydrates, fatty acids and phosphate. Endotoxins, 

which are also known as Lipopolysaccharide (LPS), amongst all the different types and 

stems of microbes, can vary based on the type of carbohydrates and fatty acids from 

which are composed. They are the determining factor to the transmission of infections, 

through commercially available proteins or biologically effective substances. It is 

possible for the pharmaceuticals industry, for endotoxins to be found in the line of the 

production of the medicine, as well as the final product itself. An endotoxin can cause a 

series of patho-physiological reactions, such as fever, endotoxin shock, tissue damage, 

and death. 

The aim of this research is the development and the adaptation of the proper methodology 

so as to detect and characterize the endotoxins of Gram-negative bacteria in the line of 

production of pharmaceuticals. 

In order for the goal to be achieved, initially there was a discovery of Gram-negative 

bacteria in the line of the production, as well as in purified water, through biochemical 

methods. Consequently, through the use of ultrasounds, the dissolution of the cellular 

membrane of the bacterial stem and the release of LPS was achieved. Through the 

Limulus Amebocyte Lysate (LAL) - gel clot method, it was possible to detect the bacteria 

that can release endotoxins then, by analyzing the 16S rRNA gene sequence, we 

proceeded to the cellular identification. After that, there were two extraction and 

purification protocols for the LPS that were followed. The first one is about the extraction 

of warm phenol-water and the second is about the chloroform-methanol method, so as to 

indicate the one with a clearer image of the LPS, without any nucleic acid or proteins 

present in the final product. The purity of the LPS was based on the nitrate solution 

staining and on the Coomassie  Brilliant Blue staining, following a  SDS-PAGE gel 

electrophorises. 

The results of this project demonstrated that there is a possibility of detection of bacterial 

strains that can actively release endotoxins, in the line of the production of the 

pharmaceuticals and in purified water. The most effective approach for the extraction and 

purification of the LPS was proven to be the warm phenol-water method, which produced 

LPS without any protein residues. In conclusion, this project presented the possibility of 
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detection of Gram-negative bacteria that release peptidoglycan, through testing and 

eventually succeeding in the  LAL-gel clot method. 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 1 

ΔΗΑΓΧΓΖ 

1.1. Δλδνηνμίλεο  

Οζ εκδμημλίκεξ, πμο μκμιάγμκηαζ επίζδξ θζπμπμθοζαηπανίηεξ (Lipopolysaccharide-LPS), 

είκαζ ζδιακηζημί ιμθοζιαηζημί πανάβμκηεξ πμο ανίζημκηαζ ζε ειπμνζηά δζαεέζζιεξ 

πνςηεΎκεξ ή αζμθμβζηά δναζηζηέξ μοζίεξ. Δ πανμοζία ιζηνχκ πμζμηήηςκ εκδμημλίκδξ ζε 

θανιαηεοηζηά αθθά ηαζ άθθα αζμθμβζηά παναζηεοάζιαηα, ιπμνεί κα πνμηαθέζεζ ζημκ 

μνβακζζιυ ημο λεκζζηή πανεκένβεζεξ, υπςξ πονεηυ, ημλζηυ ζμη αηυια ηαζ εάκαημ. Λυβς 

αοηχκ ηςκ ακηζδνάζεςκ, είκαζ απαναίηδημ κα εκημπίγμκηαζ ηαζ κα αθαζνμφκηαζ απυ 

θάνιαηα, εκέζζια ζηεοάζιαηα ηαζ άθθα αζμθμβζηά ηαζ θανιαηεοηζηά πνμσυκηα.   

Οζ εκδμημλίκεξ είκαζ ημ ηφνζμ ζοζηαηζηυ ηδξ ελςηενζηήξ ιειανάκδξ ηςκ πενζζζυηενςκ   

ανκδηζηχκ ηαηά Gram ααηηδνίςκ υπςξ δ Escherichia coli, Salmonella, Shigella, 

Pseudomonas, Neisseria ηαζ Vibrio. Πανυθμ πμο μζ εκδμημλίκεξ είκαζ ζοκεκδειέκεξ ιε ημ 

ηοηηανζηυ ημίπςια ημο ααηηδνίμο, έπμοκ ηδ δοκαηυηδηα κα απεθεοεενχκμκηαζ ζημ 

πενζαάθθμκ. Δ απεθεοεένςζή ημοξ δεκ ζοιααίκεζ ιυκμ ηαηά ημκ ηοηηανζηυ εάκαημ, αθθά 

ηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ακάπηολήξ ηαζ δζαίνεζδξ ημοξ (Todar, 2012). Οζ 

θζπμπμθοζαηπανίηεξ είκαζ ζδιακηζηά ζοζηαηζηά ημο ηοηηανζημφ ημζπχιαημξ ηςκ 

ανκδηζηχκ ηαηά Gram ααηηδνίςκ ηαζ είκαζ γςηζηήξ ζδιαζίαξ βζα ηδκ αηεναζυηδηα ηαζ 

ηδκ άιοκα ηςκ ααηηδνζαηχκ ηοηηάνςκ υηακ αοηά ανεεμφκ ζε μλεζδςηζηυ ζηνεξ 

(Δμltje,1998).  

 

1.2. Γνκή ηνπ θπηηαξηθνύ ηνηρώκαηνο ησλ αξλεηηθώλ θαηά Gram βαθηεξίσλ 

ηα Gram ανκδηζηά ααηηήνζα, ιζα απυ ηζξ ζδιακηζηυηενεξ ζοκζζηχζεξ είκαζ μζ 

εκδμημλίκεξ, μζ μπμίεξ οπάνπμοκ ζηδκ ελςηενζηή ιειανάκδ ημο ημζπχιαημξ ημο 

ηοηηάνμο. Σμ ηοηηανζηυ ημίπςια ηςκ Gram ανκδηζηχκ ααηηδνίςκ  ζοκζζηάηαζ απυ ηδκ 

εζςηενζηή ιειανάκδ (Inner Membrane-ΕΜ), ηδκ πεπηζδμβθοηάκδ (murein) ηαζ ηδκ 

ελςηενζηή ιειανάκδ (Outer Membrane-ΟΜ)  (Raetz ηαζWhitfield, 2001).  

H ΕΜ είκαζ δζπθμζημζαάδα αιθςθμζθμθζπζδίςκ (aphospholipids), είκαζ πανυιμζα ιε ηδκ 

πθαζιαηζηή ιειανάκδ ηςκ εοηανζςηζηχκ ηοηηάνςκ ηαζ είκαζ δζαπεναηή ζε θζπυθζθεξ 
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εκχζεζξ. Ήδδ απυ ημ 1892, μ Richard Pfeifferfirst υνζζε ηδκ εκδμημλίκδ ςξ ημλζηή μοζία, 

ζηαεενή ζηδ εενιμηναζία πμο απεθεοεενχκεηαζ  ηαηά ηδ δζάζπαζδ  ηςκ ααηηδνζαηχκ 

ημζπςιάηςκ (Beutler ηαζ Rietschel, 2003). Πμθοάνζειεξ δζαιειανακζηέξ πνςηεΎκεξ ηαζ 

πενζθενεζαηέξ ιειανακμπνςηεΎκεξ είκαζ ηονίςξ οπεφεοκεξ βζα ηδ ιεηαθμνά, ηδ 

ηοηηανζηή ζδιαημδυηδζδ ηαζ ηζξ ιεηααμθζηέξ θεζημονβίεξ ημο ηοηηάνμο (Harald, 2001). 

Σμ πενίπθαζια πμο ανίζηεηαζ ιεηαλφ ηδξ ελςηενζηήξ ηαζ ηδξ εζςηενζηήξ ιειανάκδξ, 

πενζέπεζ ηα έκγοια βζα ηδκ ηαηακμιή ηςκ ενεπηζηχκ μοζζχκ ηαεχξ ηαζ ηζξ πνςηεΎκεξ βζα 

ηδ δζεοηυθοκζδ ηδξ ιεηαθμνάξ ηςκ ενεπηζηχκ ζοζηαηζηχκ ζε μθυηθδνδ ηδ ΕΜ. Δ 

πεπηζδμηθοηάκδ, ζημκ πενζπθαζιαηζηυ πχνμ, απμηεθείηαζ απυ εκαθθαζζυιεκα ζάηπανα 

(GlcNac) ηαζ αηεηοθμιμοναιζηυ μλφ (acetylmuramic acid- MurNac) πμο ζοκδέμκηαζ ιε 

πεπηζδζημφξ δεζιμφξ ηαζ δζαηδνμφκ ηδ δμιή ηςκ ηοηηάνςκ (Δμltje,1998). Δ ελςηενζηή 

ιειανάκδ οπάνπεζ ιυκμ ζηα Gram ανκδηζηά ααηηήνζα ηαζ μ νυθμξ ηδξ είκαζ κα δζαηδνεί 

ηαζ κα πνμζηαηεφεζ ηδ δμιή ημο ηοηηάνμο. Σα LPS πμο οπάνπμοκ ζηδκ ελςηενζηή 

ιειανάκδ, είκαζ δζαηεηαβιέκα ζε ιζα ζοιπαβή δμιή, ζζπονά ζοκδεδειέκα πάκς ζηδ 

ιειανάκδ (Sampath, 2015). 

 

Δηθόλα 1.1. Αμιή ημο ηοηηανζημφ ημζπχιαημξ ηςκ Gram ανκδηζηχκ ααηηδνίςκ. 
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1.3. Γνκή ησλ ιηπνπνιπζαθραξηηώλ (LPS) 

Ο υνμξ εκδμημλίκδ ακαθένεηαζ ζε ζπεηζηή ιε ημ ηφηηανμ ημλίκδ πμο ιε αάζδ ηζξ 

εζςηενζηέξ εκχζεζξ ηδξ ακαθένεηαζ ηαζ ςξ θζπμπμθοζαηπανίηδξ (LPS). Σα LPS 

απμηεθμφκηαζ απυ δφμ ηφνζα ζοζηαηζηά, ημ οδνυθμαμ θζπίδζμ Ώ ηαζ ημκ οδνυθζθμ 

πμθοζαηπανίηδ (πενζμπή – Ο). Ώοηά ηα δφμ ζοζηαηζηά είκαζ ζδιακηζηά βζα ηδ αζμθμβζηή 

δνάζδ ηδξ εκδμημλίκδξ. Δ ημλζηυηδηα ζπεηίγεηαζ ιε ημ θζπίδζμ Ώ ηαζ δ ακμζμβμκζηυηδηα 

ζοκδέεηαζ ιε ηα ζοζηαηζηά ημο πμθοζαηπανίηδ (Βζηυκα 1.2). Σα ακηζβυκα (Ο – ακηζβυκα)  

ημο ηοηηανζημφ ημζπχιαημξ ηςκ Gram ανκδηζηχκ ααηηδνίςκ είκαζ ηαζ αοηά ζοζηαηζηά 

ηςκ LPS. Σα LPS πνμηαθμφκ ιζα πμζηζθία θθεβιμκςδχκ απμηνίζεςκ ηαζ ςξ εη ημφημο 

ιπμνμφκ κα απμηεθέζμοκ ιένμξ ηδξ παεμθμβίαξ ηςκ ααηηδνζαηχκ ιμθφκζεςκ απυ Gram 

ανκδηζηά ααηηήνζα ( Gutsmann ηαζ ζοκενβάηεξ, 2005, Sampath, 2015). 

Σα ιυνζα ηςκ LPS έπμοκ ιμνζαηυ αάνμξ  > 100.000 Dalton. Σμ ηιήια ημο θζπζδίμο Ώ ημο 

ιμνίμο έπεζ απμδεζπεεί υηζ είκαζ οπεφεοκμ βζα πμθοάνζειεξ in vivo ηαζ in vitro επζδνάζεζξ 

ηδξ εκδμημλίκδξ. Σα LPS δζεβείνμοκ ηζξ ακμζμθμβζηέξ ακηζδνάζεζξ (Yu ηαζ Kanost, 2004) 

ηαζ εκζζπφμοκ ηζξ ηοηηανζηέξ ακμζμθμβζηέξ δνάζεζξ (Foukas ηαζ ζοκενβάηεξ 1998, 

Soldatos ηαζ ζοκενβάηεξ, 2003). Χζηυζμ, έπεζ ακαθενεεί υηζ δ ειπμνζηή ααηηδνζαηή 

εκδμημλίκδ πενζέπεζ πεπηζδμβθοηάκδ (PGN) βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο ακηζιζηνμαζαημφ 

πεπηζδίμο (Dziarski ηαζ Gupta, 2006). Οζ παιδθέξ δναζηζηυηδηεξ ηδξ εκδμημλίκδξ 

δζεβείνμοκ ηδκ ακμζμθμβζηή απυηνζζδ ηαζ μζ ορδθυηενεξ μδδβμφκ ζε ζδπηζηυ ζμη. In 

vivo, ηα Gram ανκδηζηά ααηηήνζα πζεακχκ απεθεοεενχκμοκ ιζηνέξ πμζυηδηεξ 

εκδμημλίκδξ εκχ ακαπηφζζμκηαζ ηαζ αοηυ ιπμνεί κα είκαζ ζδιακηζηυ βζα ηδκ ηυκςζδ ηδξ 

θοζζηήξ ακμζίαξ. Οζ εκδμημλίκεξ είκαζ ζηαεενέξ ζηδ εενιυηδηα (δεκ 

απμζηαεενμπμζμφκηαζ ιε αναζιυ βζα 30 θεπηά), αθθά υπζ ζε ιενζημφξ μλεζδςηζημφξ 

πανάβμκηεξ υπςξ ημ οπενμλείδζμ ηαζ ημ οπμπθςνζχδεξ, πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα ηδκ 

απμιάηνοκζδ ηδξ ααηηδνζαηήξ εκδμημλίκδξ (Sampath, 2015).   

 

1.4. πζηαηηθά ησλ ιηπνπνιπζαθραξηηώλ 

Σα ανκδηζηά ηαηά Gram ααηηήνζα είκαζ μζ ιυκμζ μνβακζζιμί ζηδ θφζδ πμο δζαεέημοκ 

LPS ηαεχξ είκαζ έκα ζφκεεημ ιυνζμ πμο ζοιιεηέπεζ ζε ιζα πμζηζθία θεζημονβζχκ πμο 

ζπεηίγμκηαζ ιε ημ ηφηηανμ (Todar, 2012). Σα LPS ιπμνεί κα πςνζζημφκ ζε δφμ ηφπμοξ:  

α) ζημκ μιαθυ ηφπμ (ηφπμξ S-Smooth type) ηαζ α) ζημκ ηναπφ ηφπμ (ηφπμξ R-Rough 
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type). Σα LPS ηφπμο S εεςνείηαζ ςξ ηα πθδζζέζηενα ζε ιμνθή ημο ηθαζζημφ ιμκηέθμο 

ηςκ LPS (Βζηυκα 1.3) (Anwar ηαζ Choi, 2014). Ώπμηεθμφκηαζ απυ ηνία δζαθμνεηζηά 

ηιήιαηα, εη ηςκ μπμίςκ ηα δφμ είκαζ εηηεεεζιέκα ζημκ ελςημηοηηάνζμ πχνμ. 

Ώπμηεθμφκηαζ απυ ημ θζπίδζμ Ώ (Lipid –A) ημ μπμίμ ανίζηεηαζ ζηδκ ελςηενζηή ιειανάκδ 

ημο ηοηηάνμο, έκα πονήκα μθζζαηπανίηδ (R) πμο ζοκδέεηαζ ιε 3-deoxy-d-manno-oct-

ulosonic μλφ (Kdo) ιε ημ θζπίδζμ Ώ ηαζ ηδ πενζμπή ημο Ο-Ώκηζβυκμο. Οζ 

θζπμπμθοζαηπανίηεξ πμο πενζθαιαάκμοκ ηαζ ηα ηνία ηιήιαηα μκμιάγμκηαζ S-LPS 

(smooth-LPS ), εκχ LPS πμο δεκ δζαεέημοκ ημ Ο-Ώκηζβυκμ μκμιάγμκηαζ R-LPS (rough-

LPS) (Steimle ηαζ ζοκενβάηεξ, 2016).    

 

Δηθόλα 1.2. Αμιή ηςκ θζπμπμθοζαηπανζηχκ (LPS). Σα LPS ανίζημκηαζ ζημ ηοηηανζηυ ημίπςια 

ηςκ Gram ανκδηζηχκ ααηηδνίςκ. Δ πενζμπή ημο θζπζδίμο Ώ απεζημκζγυιεκδ ιε ηυηηζκμ πνχια, 

πνμηαθεί ηδκ ακμζμαπυηνζζδ (Bidne ηαζ ζοκενβάηεξ 2018). 

 

Δηθόλα 1.3. Πθήνδξ δμιή ηςκ LPS (Anwar ηαζ Choi, 2014) 
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Σν ιηπίδην Α απμηεθείηαζ απυ έκα δζζαηπανζηηυ ζηεθεηυ βθοημγαιίκδξ α (1→6). 

Ώπμηεθείηαζ απυ θςζθμνοθζςιέκμ δζιενέξ Ν-αηεηοθμβθοημγαιίκδξ (NAG) ζηζξ εέζεζξ 

1΄ηαζ 4΄ ηςκ ζαηπανζηχκ ιε 6 ή 7 θζπανά μλέα (FA) ζοκδεδειέκα. οκήεςξ ανίζημκηαζ 6 

FA, εκχ υθα ηα  FA ζημ θζπίδζμ Ώ είκαζ ημνεζιέκα. Μενζηά απυ αοηά ζοκδέμκηαζ 

απεοεείαξ ιε ημ δζιενέξ NAG ηαζ άθθα είκαζ εζηενμπμζδιέκα ζηα 3-οδνμλο θζπανά μλέα 

(Sampath, 2015). Σμ θζπίδζμ Ώ ανίζηεηαζ ζηδκ ελςηενζηή πθεονά ηδξ ααηηδνζαηήξ 

ιειανάκδξ ηαζ ζοκδέεηαζ ιαγί ηδξ ιέζς δθεηηνμζηαηζηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ (Raetz ηαζ 

Whitfield, 2001). Δ αζμθμβζηή ημο δνάζδ θαίκεηαζ κα ελανηάηαζ απυ ιζα  δζαιυνθςζδ 

πμο πνμζδζμνίγεηαζ απυ ημκ δζζαηπανίηδ βθοημγαιίκδξ, ηζξ μιάδεξ ΡΟ4, ηζξ αθοζίδεξ 

αηεηοθίςκ  ηαζ επίζδξ ημκ εζςηενζηυ πονήκα πμο πενζέπεζ Kdo (Βζηυκα 1.4).  Καεχξ ημ 

ααηηδνζαηυ θζπμποζαηπανζδζηυ θζπίδζμ Ώ είκαζ ιία απυ ηζξ πθέμκ ζοκηδνδιέκεξ δμιέξ 

υθςκ ηςκ Gram ανκδηζηχκ ααηηδνίςκ, είκαζ έκα ζδιακηζηυ παεμβυκμ ιυνζμ πμο 

ακαβκςνίγεηαζ απυ ημ έιθοημ ακμζμπμζδηζηυ ζφζηδια ηαζ ακαθένεηαζ ηαζ ςξ 

«εκδμημλζηυ» ιυνζμ. Λυβς ηδξ δζαηδνδιέκδξ δμιήξ ημοξ ζηα πενζζζυηενα  παεμβυκα 

ααηηήνζα, ακαβκςνίγεηαζ ςξ ζπεηζγυιεκμ ιε παεμβέκεζα ιυνζμ απυ πμθθμφξ 

δζαθμνεηζημφξ οπμδμπείξ, π.π. οπμδμπέα ηφπμο 4 (TLR4) ηαζ ζε ακμζμηφηηανα 

(ιμκμηφηηανα, ιαηνμθάβα, μοδεηενυθζθα) ( Petsch ηαζ Anspach, 2000), ηαζ δζεβείνεζ ιζα 

ζζπονή θθεβιμκχδδ απυηνζζδ ιε εκενβμπμίδζδ ηδξ ηαζπάζδξ-4 ηαζ ηδξ ηαζπάζδξ-5 

ζημοξ ακενχπμοξ ηαζ απυ εηεί ηδξ έηηνζζδξ ηςκ πνμ-θθεβιμκςδχκ ηοημηζκχκ. 

 

Δηθόλα 1.4. Αμιή ημο θζπζδίμο-Ώ ημο E.Coli (Steimle ηαζ ζοκενβάηεξ, 2016) 
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Σν αληηγόλν Ο ζοκδέεηαζ ζημκ μθζζαηπανζηζηυ πονήκα. Ώπμηεθείηαζ απυ 

επακαθαιαακυιεκεξ οπμιμκάδεξ μθζβμζαηπανζηχκ απμηεθμφιεκεξ απυ 3 - 5 ζάηπανα. Οζ 

ιειμκςιέκεξ αθοζίδεξ πμζηίθθμοκ ζε ιήημξ ιέπνζ ηαζ 40 επακαθαιαακυιεκεξ ιμκάδεξ. 

Ο πμθοζαηπανίηδξ Ο είκαζ πμθφ ιεβαθφηενμξ απυ ημκ πμθοζαηπανίηδ πονήκα ηαζ 

δζαηδνεί ηδκ οδνυθζθδ πενζμπή ημο ιμνίμο LPS. Έκαξ ηφνζμξ ακηζβμκζηυξ πανάβμκηαξ 

(antibody-combining site) ημο Gram-ανκδηζημφ ηοηηανζημφ ημζπχιαημξ ανίζηεηαζ ζημκ 

πμθοζαηπανίηδ Ο (Johnson ηαζ ζοκενβάηεξ, 2015). 

Ο- νιηζαθραξίηεο ή θεληξηθόο νιηζαθραξίηεο  (R) ζοκδέεηαζ ζηδ εέζδ 6 εκυξ NAG. O 

μθζζαηπανίηδξ R απμηεθείηαζ απυ ιζα ιζηνή αθοζίδα ζαηπάνςκ. Γζα πανάδεζβια: KDO - 

Hep - Hep - Glu - Gal - Glu – GluNAc. Αφμ αζοκήεζζηα ζάηπανα, επηηυγδ ηαζ 2-ηεημ-

3δεμλομηηακμσηυ μλφ (KDO), ζοκήεςξ οπάνπμοκ ζημκ πονήκα πμθοζαηπανίηδ. Σμ KDO 

είκαζ ιμκαδζηυ ηαζ οπάνπεζ πάκημηε ζε LPS ηαζ έηζζ πνδζζιμπμζήεδηε ςξ δείηηδξ ζε 

ακαθφζεζξ βζα LPS (Sampath, 2015). 

 

Δηθόλα1.5. Μμνζαηυ ιμκηέθμ ηδξ εζςηενζηήξ ηαζ ελςηενζηήξ ιειανάκδξ ημο E. Coli K-12. 

Γεςιεηνζηή ιμνθή: ηα μαάθ ηαζ μνεμβχκζα ζπήιαηα ζοιαμθίγμοκ οπμθείιιαηα ζαηπάνςκ, εκχ 

ηα ηοηθζηά ζπήιαηα ακηζπνμζςπεφμοκ πμθζηέξ μιάδεξ ηςκ θζπζδίςκ (Μagalhaes ηαζ ζοκενβάηεξ 

2007). 

Δ ιμνζαηή ιάγα εκυξ ιμκμιενμφξ εκδμημλίκδξ  ηοιαίκεηαζ απυ 10 έςξ 20 kDa, ελαζηίαξ 

ηδξ ιεηααθδηυηδηαξ ηδξ αθοζίδαξ ηςκ μθζζαηπανζηχκ. Τπάνπμοκ υιςξ ηαζ  πενζπηχζεζξ 

υπμο δ ιμνζαηή ιάγα θυβς έθθεζρδξ ημο Ώκηζβυκμο-Ο ιπμνεί  κα είκαζ 2,5 kDa  εκχ 
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εκδμημλίκεξ ιε ιαηνζέξ αθοζίδεξ ημο Ώκηζβυκμο-Ο ιπμνεί κα θηάζμοκ ηαζ ηα 70 kDa.  

Βίκαζ βκςζηυ υηζ μζ εκδμημλίκεξ ζπδιαηίγμοκ δζάθμνα οπεν-ιμνζαηά ζοζζςιαηχιαηα ζε 

οδαηζηά δζαθφιαηα ελαζηίαξ αιθζπαεδηζηχκ δμιχκ. Ώοηά ηα ζοζζςιαηχιαηα 

πνμηφπημοκ απυ ιδ πμθζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ ιεηαλφ θςζθμνζηχκ μιάδςκ ιε δζζεεκή 

ζυκηα (Anspach, 2001). Οζ δμιέξ αοηέξ έπμοκ ιεθεηδεεί ιε πμθοάνζειεξ ηεπκζηέξ υπςξ 

δθεηηνμκζηή ιζηνμζημπία, πενίεθαζδ αηηζκχκ Υ , θαζιαημζημπία FT-IR ηαζ NMR.  Σα 

απμηεθέζιαηα απυ αοηέξ ηζξ ιεθέηεξ έπμοκ δείλεζ υηζ ζε οδαηζηά δζαθφιαηα, μζ 

εκδμημλίκεξ ιπμνμφκ κα αοηυ-μνβακςεμφκ  ζε ιζα πμζηζθία ζπδιάηςκ, υπςξ ηοθζκδνζηέξ, 

ηοαζηέξ ηαζ ελαβςκζηέξ ακεζηναιιέκεξ δζαηάλεζξ, ιε δζάιεηνμ έςξ 0,1mm, ιε ορδθή 

ζηαεενυηδηα ακάθμβα ιε ηα παναηηδνζζηζηά ημο δζαθφιαημξ (pH, ζυκηα, 

επζθακεζμδναζηζηέξ μοζίεξ η.α) (Schromm ηαζ ζοκενβάηεξ, 2000). Σέθμξ μζ εκδμημλίκεξ 

είκαζ ελαζνεηζηά ζηαεενά ιυνζα ηαζ δεκ ηαηαζηνέθμκηαζ οπυ ηακμκζηέξ ζοκεήηεξ 

απμζηείνςζδξ. Δ εκδμημλίκδ ιπμνεί κα αδνακμπμζδεεί υηακ εηηεεεί ζε εενιμηναζία  

250 μ
C βζα πενζζζυηενμ απυ 30 θεπηά ή 180 

μ
C βζα πενζζζυηενμ απυ 3 χνεξ (Akbar ηαζ 

ζοκενβάηεξ, 2012) Βπίζδξ ιπμνμφκ κα πνδζζιμπμζδεμφκ μλέα ή αθηάθζα ημοθάπζζημκ 

0,1Μ βζα ηδ ηαηαζηνμθή εκδμημλίκδξ ζε ενβαζηδνζαηή ηθίιαηα (Unger ηαζ ζοκενβάηεξ, 

2014). 

 

1.5. Μεραληζκόο δξάζεο ελδνηνμηλώλ. 

Δ εκδμημλίκδ πνμηαθεί ιζα εονεία πμζηζθία παεμθοζζμθμβζηχκ επζδνάζεςκ υπςξ ζμη 

εκδμημλίκδξ, αθάαδ ζζημφ ηαζ εάκαημ. Οζ εκδμημλίκεξ δεκ δνμοκ άιεζα έκακηζ ηςκ 

ηοηηάνςκ ή ηςκ μνβάκςκ αθθά ιέζς ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημο ακμζμπμζδηζημφ 

ζοζηήιαημξ, εζδζηά ηςκ ιμκμηφηηανςκ ηαζ ηςκ ιαηνμθάβςκ, εκζζπφμκηαξ έηζζ ηζξ 

ακμζμθμβζηέξ ακηζδνάζεζξ. Σα ηφηηανα αοηά απεθεοεενχκμοκ ιεζμθααδηέξ,  υπςξ 

ηάπμζμοξ πανάβμκηεξ κέηνςζδξ υβημο, ζκηενθεοηίκεξ, πνμζηαβθακδίκεξ (Yamamoto ηαζ 

ζοκενβάηεξ, 2000). Δ ένεοκα ζημ ημιέα ηδξ έιθοηδξ ακμζίαξ μδήβδζε ζημκ εφνεζδ ιζαξ 

μιάδαξ οπμδμπέςκ ακαβκχνζζδξ (Porcine reproductive and respiratory syndrome-PRRs) 

πμο ανίζημκηαζ ζε ακμζμηφηηανα ηαζ ακαβκςνίγμοκ ιμνζαηά ιμηίαα πμο ζπεηίγμκηαζ ιε 

παεμβυκα (PAMPs) ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηαζ ηςκ LPS. Σα LPS απμηεθμφκ έκα ζζπονυ 

PAMP πμο ακαβκςνίγεηαζ απυ έκα εζδζηυ οπμδμπέα, ημκ οπμδμπέα-4 (TLR4). Ώοημί μζ 

ιεζμθααδηέξ έπμοκ ζζπονή αζμθμβζηή δναζηζηυηδηα ηαζ είκαζ πμο ανίζηεηαζ ζηδκ 
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επζθάκεζα ηςκ θαβμηοηηάνςκ (ιαηνμθάβα, μοδεηενυθζθα ηαζ δεκδνζηά ηφηηανα) (Tan 

ηαζ Kagan, 2014) . Ο νυθμξ ημο έιθοημο ακμζμπμζδηζημφ ζοζηήιαημξ είκαζ κα εκημπίζεζ 

ηαζ κα ακαβκςνίζεζ ηδ πανμοζία ηςκ λεκζζηχκ έηζζ χζηε κα λεηζκήζεζ δ θαβμηοηηάνςζδ 

βζα ηδκ απμιάηνοκζή ημοξ. Πνςηανπζημί ζηυπμζ ηςκ LPS είκαζ ηα θαβμηφηηανα ημο 

ακμζμπμζδηζημφ ζοζηήιαημξ δδθαδή ηςκ ιαηνμθάβςκ, ηςκ μοδεηενυθζθςκ ηαζ ηςκ 

δεκδνζηχκ ηοηηάνςκ. Δ ακαβκχνζζδ ηςκ θζπμπμθοζαηπανζηχκ εκενβμπμζεί ηα 

ιαηνμθάβα ηαζ ηδκ παναβςβή πνμ-θθεβιμκςδχκ ηοημηζκχκ ζηδ ζοκέπεζα, μζ μπμίεξ 

είκαζ οπεφεοκεξ βζα ημ πονεηυ πμο πνμηαθείηαζ απυ  ηδ θθεβιμκή. ε αοηή ηδ δζαδζηαζία 

απαζηείηαζ εθεβπυιεκδ παναβςβή ηοημηζκχκ, ηαεχξ δ ακελέθεβηηδ παναβςβή ιπμνεί κα 

πνμηαθέζεζ εακαηδθυνεξ ζοκέπεζεξ υπςξ ζδπηζηυ ζμη (Cohen, 2002).   

1.5.1.  Μεραληζκόο αλαγλώξηζε ησλ LPS από ηνλ ππνδνρέα-4. 

Ο οπμδμπέαξ-4 πμο οπάνπεζ ζηδκ επζθάκεζα δζαθυνςκ θαβμηοηηάνςκ, είκαζ μ 

ελεζδζηεοιέκμξ οπμδμπέαξ ακαβκχνζζδξ ηςκ θζπμπμθοζαηπανζηχκ. H απμηεθεζιαηζηή 

ακαβκχνζζδ ηςκ LPS ηαζ ηδκ παναβςβή πνμ-θθεβιμκςδχκ ηοημηζκχκ απαζηείηαζ μ 

ζοβπνμκζζιυξ δνάζδξ ιζαξ ζεζνάξ αμδεδηζηχκ πνςηεσκχκ, υπςξ ηδξ πνςηεΎκδξ μνμφ 

LBP (Lipopolysaccharide binding protein), ηδξ CD14 (Cluster of differentiation 14) ηαζ 

MD-2. Δ ακαβκχνζζδ ηςκ LPS λεηζκά ιε ηδ απμδέζιεοζδ εκυξ ιμκμιενμφξ LPS υπμο 

ιέζς ηδξ πνςηεΎκδξ LBP ιεηαθένεηαζ ζηδ CD14 πμο οπάνπεζ ζηα πενζζζυηενα 

θαβμηφηηανα. ηδ ζοκέπεζα δ CD14 ιεηαθένεζ ηαζ εκαπμεέηεζ ηα LPS ζημ ζφιπθμημ 

TLR4/MD-2 ημ μπμίμ μδδβεί ζε δζιενζζιυ ημο TLR4. Ώοηή δ αθθαβή ζηδ δζαιυνθςζδ 

μδδβεί ζε δζιενζζιυ ημο οπμδμπέαξ ζκηενθεοηίκδξ-1 εκενβμπμζχκηαξ ιε αοηυ ημ ηνυπμ 

ημκ πονδκζηυ ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα NF-ηΐ (πδιζηυξ ιεζμθααδηήξ θθεβιμκήξ) ηαζ ηδ 

ιεηαβναθή δζαθυνςκ πνμ-θθεβιμκςδχκ ηοημηζκχκ (Chaby,2004) (Βζηυκα 1.6). 

Πανυθα αοηά, δ αθθδθεπίδναζδ εκδμημλζκχκ ιε ακμζμηφηηανα δεκ πνμηαθείηαζ ιυκμ 

απυ εζδζημφξ οπμδμπείξ. Δ εηηίκδζδ ηςκ ηοηηάνςκ (cell priming) ιπμνεί κα ζοιαεί ιε ιδ 

εζδζηή πανειαμθή ιμνίςκ εκδμημλίκδξ ζηζξ ιειανάκεξ ηςκ ηοηηάνςκ – ζηυπςκ (Hurley 

1995). Σέθμξ μζ εκδμημλίκεξ ιπμνεί κα έπμοκ ηαζ εοενβεηζηά απμηεθέζιαηα. Έπμοκ 

πνδζζιμπμζδεεί ζηδ εεναπεία «ηεπκδημφ πονεημφ», κα ηαηαζηνμθή υβηςκ ηαζ ζηδ 

αεθηίςζδ, ηδξ άιοκα ημο ακμζμπμζδηζημφ ζοζηήιαημξ. Ώπυ ηδκ άθθδ πθεονά, 

μπμζαδήπμηε πενζηηή έηεεζδ ζε εκδμημλίκδ πνέπεζ κα απμθεφβεηαζ αοζηδνά βζα ηδκ 

πνυθδρδ επζπθμηχκ. Ώοηυ ζζπφεζ ζδζαίηενα βζα ηα θάνιαηα πμο πμνδβμφκηαζ 

εκδμθθεαίςξ (Fijita ηαζ ζοκενβάηεξ, 2010). 
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Δηθόλα 1.6. Μδπακζζιυξ ακαβκχνζζδξ ηςκ LPS απυ ημκ οπμδμπέα-4 (Mazgaeen ηαζ Gurung, 

2020). 

 

1.6. Μνιπζκαηηθόηεηα θαη ηνμηθή δξάζε ησλ ελδνηνμηλώλ.   

Σα ααηηήνζα έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα ακαπηφζζμκηαζ ζε δζάθμνα «θηςπά» ενεπηζηά 

οπμζηνχιαηα, υπςξ βζα πανάδεζβια ημ κενυ, ζε θοζζμθμβζηυ υνμ ηαζ ζε νοειζζηζηά 

δζαθφιαηα. Ώοηυ έπεζ ζακ απμηέθεζια μζ εκδμημλίκεξ κα ανίζημκηαζ ζπεδυκ πακημφ. Έκα 

ηφηηανμ Escherichia coli πενζέπεζ πενίπμο 2 εηαημιιφνζα ιυνζα LPS. Δ εκδμημλίκδ 

πνμηαθεί ιζα εονεία πμζηζθία παεμθοζζμθμβζηχκ επζδνάζεςκ. ε πενίπηςζδ υπμο ημ 

ζχια εηηίεεηαζ ζε LPS ζε οπεναμθζηυ ααειυ ή ζοζηδιαηζηά (βζα πανάδεζβια υηακ 

ιζηνέξ ζοβηεκηνχζεζξ LPS εζζένπμκηαζ ζημ αίια), ιπμνεί κα ειθακζζηεί θθεβιμκχδδξ 

ακηίδναζδ, ιε απμηέθεζια πμθθαπθέξ παεμθοζζμθμβζηέξ επζδνάζεζξ, υπςξ πονεηυξ, 

αθάαδ ζζημφ, ζδπηζηυ ζμη ηαζ εάκαημ (Papo ηαζ Shai 2005). Ο πονεηυξ πνμηαθείηαζ απυ 

ηδκ ζκηενθεοηίκδ-1, πμο πανάβεηαζ απυ ημ ήπαν ζε απυηνζζδ ηδξ εκδμημλίκδξ, πμο δνμοκ 

ζημκ οπμεάθαιμ πμο νοειίγεζ ηδ εενιμηναζία. Δ δνάζδ ημο θζπμπμθοζαηπανίηδ ζηα 

αζιμπεηάθζα πνμηαθεί δζάποηδ εκδμαββεζαηή πήλδ ιε επαηυθμοεδ ζζπαζιζηή αθάαδ ζζημφ 

ζε δζάθμνα υνβακα εκχ ημ ζδπηζηυ ζμη ειθακίγεηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ζμαανχκ 

θμζιχλεςκ ιε Gram ανκδηζηά ααηηήνζα ή θζπμπμθοζαηπανίηςκ πμο εζζένπμκηαζ ζηδκ 

ηοηθμθμνία ημο αίιαημξ (Stewart, 2012). Οζ πονεημβυκμξ δνάζεζξ ηαζ ημ ζμη 

πνμηαθμφκηαζ ηαηά ηδκ εκδμθθέαζα έκεζδ εκδμημλίκδξ ζε παιδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ 
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(1ng/ml) (Fiske ηαζ ζοκενβάηεξ, 2001). Σμ ιέβζζημ επίπεδμ εκδμημλίκδξ βζα εκδμθθέαζεξ 

εθανιμβέξ θανιαηεοηζημφ ηαζ αζμθμβζημφ πνμσυκημξ νοειίγεηαζ ζε 5 ιμκάδεξ 

εκδμημλίκδξ ( EU) ακά ηζθυ ζςιαηζημφ αάνμοξ ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ηδξ Βονςπασηήξ 

Φανιαημπμζίαξ (Petsch ηαζ Anspach, 2000). Ο υνμξ EU πενζβνάθεζ ηδ αζμθμβζηή 

δναζηζηυηδηα ιζαξ εκδμημλίκδξ. Γζα πανάδεζβια, 100 ιg ηδξ πνυηοπδξ εκδμημλίκδξ EC-5 

ηαζ 120 ιg εκδμημλίκδξ απυ ημ ζηέθεπμξ Escherichia coli  O111:B4 έπεζ δναζηζηυηδηα 

1EU. Δ ηάθορδ αοημφ ημο επζπέδμο ηαηχηαηςκ μνίςκ απμηεθεί ιζα πνυηθδζδ ζηδ 

αζμθμβζηή ένεοκα ηαζ ζηδ θανιαηεοηζηή αζμιδπακία (Papo ηαζ Shai, 2005).  

Συζμ ημ θζπίδζμ Ώ (ημ ημλζηυ ζοζηαηζηυ ηςκ LPS) υζμ ηαζ μζ πμθοζαηπανζηζηέξ 

πθεονζηέξ αθοζίδεξ (ημ ιδ ημλζηυ, αθθά ηαζ ημ ακμζμθμβζηυ ηιήια ηςκ LPS) δνμοκ ςξ 

ηαεμνζζηζημί πανάβμκηεξ ηδξ θμζιμβυκμο δνάζδξ ζηα Gram ανκδηζηά ααηηήνζα. Σα Ο- 

ακηζβυκα έπμοκ ζδζυηδηεξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ ακεεηηζηυηδηα ζηα θαβμηφηηανα πνμξ 

ηα ακηζβυκα ηαζ ηδκ ζδζυηδηα ηςκ ακηζβμκζηχκ παναθθαβχκ. Σμ θζπίδζμ Ώ δνα ςξ 

ακμζμδζεβενηήξ, ημ μπμίμ πνμηαθεί ηζξ αζμθμβζηέξ ακηζδνάζεζξ εκυξ μνβακζζιμφ 

(Sampach, 2015). 

Δηθόλα 1.7. Πονεημβυκμξ απυηνζζδ ελαζηίαξ ηςκ εκδμημλζκχκ. (Microbiology WordPress.com) 

 

1.7. Βηνινγηθή δξάζε ησλ ιηπνπνιπζαθραξηηώλ. 

Οζ αζμθμβζηέξ, ακμζμθμβζηέξ απμηνίζεζξ εκυξ πεζναιαηυγςμο ιπμνμφκ κα ακαθοεμφκ 

πνδζζιμπμζχκηαξ ανηεηέξ παναιέηνμοξ υπςξ βζα πανάδεζβια έκεζδ ζημ πεζναιαηυγςμ 

απεοεείαξ ανκδηζηχκ ηαηά Gram ααηηδνίςκ ή ηαεανμφ δζαθφιαημξ LPS ηαζ δ ιεθέηδ 

εκυξ ιεβάθμο θάζιαημξ παεμθοζζμθμβζηχκ ακηζδνάζεςκ υπςξ είκαζ μ πονεηυξ, μζ 
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ιεηααμθέξ ημο ανζειμφ ηςκ θεοηχκ αζιμζθαζνίςκ, μζ εκδμαββεζαηή πήλδ, μ εάκαημξ η.α. 

Δ έβποζδ εθάπζζηςκ δυζεςκ εκδμημλίκδξ έπεζ ζακ απμηέθεζια ημ εάκαημ ηςκ 

εδθαζηζηχκ αημθμοεχκηαξ ηδκ ελήξ πμνεία: θακεάκμοζα πενίμδμ, δοζθμνία (δζάννμζα, 

ηαηαπθδλία) ηαζ εάκαημξ. Σμ πυζμ ζφκημια ζοιααίκεζ μ εάκαημξ πμζηίθεζ ακάθμβα ιε ηδ 

δυζδ ηδξ εκδμημλίκδξ, ηδκ μδυ πμνήβδζδξ ηαζ ημ είδμξ ημο πεζναιαηυγςμο (Tanaka ηαζ 

Yamakawa, 2011).  

 

1.8. Μειέηε ηεο Μεζνδνινγίαο γηα ηελ αλίρλεπζε ελδνηνμηλώλ.   

1.8.1. Μέζνδνο Rabbit Pyrogen Test.  

Δ ιέεμδμξ ακίπκεοζδξ πονεημβυκμο ζε ημοκέθζα δδιζμονβήεδηε απυ ημοξ Hort ηαζ 

Panfold ημ 1912. Δ ανπή ηδξ ακίπκεοζδξ ααζίγεηαζ ζηδκ έκεζδ πανεκηενζηχκ θανιάηςκ 

ζε ημοκέθζα ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ζηδ παναηήνδζδ βζα αφλδζδ ηδξ εενιμηναζίαξ ή ηδκ 

ειθάκζζδ πονεημφ  ζηα γχα (Peterbauer ηαζ ζοκενβάηεξ, 2000). Σα ημοκέθζα εεςνμφκηαζ 

ζδακζηή επζθμβή επεζδή έπμοκ πανυιμζα ακμπή ζηδκ εκδμημλίκδ υπςξ μ άκενςπμξ. Ώοηή 

δ ιέεμδμξ ιπμνεί κα ακζπκεφζεζ ανηεηά παιδθά επίπεδα εκδμημλίκδξ έςξ ηαζ 0,5 EU/ml. 

(Hoffmann ηαζ ζοκενβάηεξ, 2005).  Πανά ηδκ ελαζνεηζηή  εοαζζεδζία ηαζ ηδκ ελεζδίηεοζδ 

ηδξ δ ιέεμδμξ απαζηεί πμθθά πεζναιαηυγςα, πνυκμ ηαζ αδοκαιία ηδξ πμζμηζημπμίδζδξ 

ηδξ εκδμημλίκδξ ηαεζζηχκηαξ ηδκ αηαηάθθδθδ βζα ζοπκή ενβαζηδνζαηή πνήζδ (Kumar 

ηαζ ζοκενβάηεξ, 2017). 

1.8.2. Μέζνδνο Limulus Amebocyte Lysate  

H ιέεμδμξ Limulus Amebocyte Lysate (LAL) δδιζμονβήεδηε ηδ δεηαεηία ημο 1960 απυ 

ημοξ Levin ηαζ Bang ηαζ πνδζζιμπμίεζ ημ εηπφθζζια αίιαημξ ημο ηααμονζμφ Limulus 

polymphemus (Schindler ηαζ ζοκενβάηεξ, 2009). H ιέεμδμξ LAL είκαζ δ πζμ εονέςξ 

πνδζζιμπμζμφιεκδ ιέεμδμξ ιε αάζδ ηαζ ηζξ ιμκμβναθίεξ ηδξ εονςπασηήξ θανιαημπμζίαξ 

(Ph. Eur. 2.6.14). Δ ηεπκζηή ηδξ δμηζιαζίαξ LAL ελανηάηαζ απυ ηδκ ακηίδναζδ πήλδξ ηαζ 

αμδεά ζηδκ πμζμηζηή ακίπκεοζδ ηςκ LPS ιε αάζδ ηδ πήλδ ημο ακηζδναζηδνίμο ζε επαθή 

ιε ηζξ εκδμημλίκεξ (Su ηαζ Ding,2015). Σμ LAL ακηζδνά ιε ααηηδνζαηέξ εκδμημλίκεξ ηαζ 

ιε ημκ πμθοζαηπανίηδ (1→3)-α-D-glucan μπμίμξ είκαζ ζοζηαηζηυ ημο ηοηηανζημφ 

ημζπχιαημξ ηςκ ιοηήηςκ εκχ εκημπίγεηαζ ηαζ ζε δζάθμνα ααηηήνζα. Σμ αίια ημο 

«ααζζθζημφ ηάαμονα» πενζέπεζ ιυκμ έκα ηφπμ ηοηηάνςκ, ηα αιμζααδμηφηηανα. Ώοηά ηα 

ηφηηανα παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ηαζ ζηδκ άιοκα εκακηίμκ ηςκ παεμβυκςκ. Πενζέπμοκ 

ηυηημοξ ιε ημκ πδηηζηυ πανάβμκηα βκςζηυ ςξ ―coagulogen‖ μ μπμίμξ απεθεοεενχκεηαζ 
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εηηυξ ημο ηοηηάνμο υηακ ειθακζζημφκ ααηηδνζαηέξ εκδμημλίκεξ ή (1→3)-α-D-glucan. Σμ 

απμηέθεζια είκαζ δ πήλδ ημο αίιαημξ ιε ημκ εβηθςαζζιυ ηδξ ιυθοκζδξ ζημ διίηθεζζημ 

ηοηθμθμνζηυ ζφζηδια ημο γχμο (Βζηυκα 1.8) (Akbar ηαζ ζοκενβάηεξ, 2012). 

 

 

Δηθόλα 1.8. Ώκηίδναζδ ημο αιμζααδμηφηηανμο ζηδ πανμοζία ααηηδνζαηχκ εκδμημλζκχκ (Abkar 

ηαζ ζοκενβάηεξ, 2012). 

Σα ακηζβυκα ακζπκεφμκηαζ ιέζς οπμδμπέςκ ζημ ελςηενζηυ ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ ηαζ 

δ φπανλδ ημοξ εκενβμπμζεί ιέζς ιεηαβςβήξ ζήιαημξ ηδκ απεθεοεένςζδ ημο 

πενζεπμιέκμο ηςκ ηυηηςκ ζημ ελςηενζηυ ημο ηοηηάνμο. Οζ ηυηημζ πενζέπμοκ ηζξ 

ζενζκζηέξ πνςηεάζεξ (Factor-C/B/G), ημ πνμ-ενμιαμηζηυ έκγοιμ ηαζ ημκ πδηηζηυ 

πανάβμκηα ενμιαμβυκμ (coagulogen). Οζ πνςηεάζεξ Factor-C ηαζ Factor-G 

αοημεκενβμπμζμφκηαζ πανμοζία LPS ηαζ (1→3)-α-D-glucan ακηίζημζπα ηαζ λεηζκμφκ ημ 

LAL cascade (Βζηυκα 1.9) πμο μδδβεί ζηδ ιεηαηνμπή ημο ενμιαμβυκμο ζηδκ αδζάθοηδ 

ιμνθή ημο ενμιαίκδ (Gel Clot) δδιζμονβχκηαξ ζκχδεζξ ενυιαμοξ μζ μπμίμζ θνάζζμοκ ημ 

ζδιείμ ιυθοκζδξ ηαζ παβζδεφμοκ ημοξ ιζηνμμνβακζζιμφξ πμο εζζαάθμοκ. 

Δηθόλα 1.9. LAL Cascade- οκεεηζηυ οπυζηνςια βζα ηζξ Chromogenic ακαθφζεζξ (Woldie ηαζ 

ζοκενβάηεξ, 2017). 
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Οζ ααηηδνζαηέξ εκδμημλίκεξ μδδβμφκ ζηδκ αοημεκενβμπμίδζδ ημο γοιμβυκμο 

πνμεκγφιμο Factor-C ζημ εκενβυ έκγοιμ Factor-C ημ μπμίμ ιε ηδκ ζεζνά ημο ιεηαηνέπεζ 

ημ γοιμβυκμ πνμέκγοιμ Factor-B ζημ εκενβυ έκγοιμ Factor-B. Ώκηίζημζπα μζ (1→3)-α-D-

glucan ιεηαηνέπμοκ ημ πνμέκγοιμ Factor-G ζηδκ εκενβή ημο ιμνθή, πμο επίζδξ είκαζ ιζα 

γοιμβυκμξ ζενζκζηή πνςηεάζδ. Ώπυ μπμζαδήπμηε δζαδνμιή ηαζ ακ λεηζκήζεζ ημ LAL 

cascade, ημ πνμ-ενμιαμηζηυ έκγοιμ ιεηαηνέπεηαζ ζε ενμιαμηζηυ έκγοιμ ηαζ αοηυ 

ιεηαηνέπεζ ημ ενμιαμβυκμ ζηδκ αδζάθοηδ ενμιαίκδ, παβζδεφμκηαξ παεμβυκμοξ 

ιζηνμμνβακζζιμφξ ηαζ οπμθείιιαηα εκχ πανάθθδθα θνάζζεηαζ δ πφθδ εζζυδμο ζε 

πενίπηςζδ ακμζπηήξ πθδβήξ. 

Τπάνπμοκ ηνεζξ ααζζηέξ LAL ιεεμδμθμβίεξ: Gel Clot, ηζκδηζηή Θμθμζζιεηνζηή (kinetic 

Turbidimetric) ηαζ Υνςιμβμκζηή (Chromogenic) ηζκδηζηή ηαζ ηεθζημφ ζδιείμο. Οζ 

ηεθεοηαίεξ δφμ (Θμθμζζιεηνζηή/Υνςιμβμκζηή) παναηηδνίγμκηαζ ςξ θςημιεηνζηέξ 

ιέεμδμζ ηαεχξ είκαζ απαναίηδηδ δ πνήζδ θςηυιεηνμο βζα ηδ δζελαβςβή ημοξ. Οζ ααζζηέξ 

εθανιμβέξ ημοξ είκαζ μ έθεβπμξ εκεζίιςκ/πανεκηενζηχκ θανιαηεοηζηχκ πνμσυκηςκ ηαζ 

αίιαημξ. Δ απθμφζηενδ ιμνθή ακάθοζδξ LAL είκαζ δ δμηζιαζία ενυιαμο πδηηχιαημξ 

(gel clot). ηακ δ δμηζιαζία αοηή ζοκδοάγεηαζ ιε ιζα αναίςζδ ημο δείβιαημξ πμο 

πενζέπεζ εκδμημλίκδ, ζπδιαηίγεηαζ έκα πήηηςια (gel). Πνυηεζηαζ βζα ιζα πμζμηζηή ηαζ 

διζπμζμηζηή δμηζιαζία πμο πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ ελέηαζδ ηδξ πανμοζίαξ 

εκδμημλζκχκ. Ο ζπδιαηζζιυξ ενυιαμο ενιδκεφεηαζ ςξ εεηζηυ απμηέθεζια βζα ηδκ 

πανμοζία εκδμημλίκδξ εκχ μ ιδ ζπδιαηζζιυξ ακαθένεηαζ  ζε δείβια πμο είκαζ εθεφεενμ 

εκδμημλίκδξ . Δ δμηζιαζία αοηή εθανιυγεηαζ βζα ηδκ ακίπκεοζδ εκδμημλίκδξ ηονίςξ ζε 

θανιαηεοηζηά πνμσυκηα. Δ εμθμιεηνζηή ηαζ δ πνςιμβυκμξ ιέεμδμζ πανμοζζάγμοκ 

ιεβαθφηενδ αηνίαεζα ηαζ εοαζζεδζία απυ ηδ ιέεμδμ gel clot (Schindler ηαζ ζοκενβάηεξ, 

2009) Δ δμηζιαζία LAL θεζημονβεί ιε ημκ ζπδιαηζζιυ ενυιαμο απυ ημ εηπφθζζια ημο 

αίιαημξ ηςκ ηααμονζχκ ιεηά ηδκ έηεεζδ ζε εκδμημλίκεξ (Peterbauer ηαζ ζοκενβάηεξ, 

2000).  

Δ εμθμζζιεηνζηή δμηζιαζία LAL, ζε ζφβηνζζδ ιε ηδ δμηζιαζία ενυιαμο πδηηχιαημξ 

LAL, δίκεζ ηαθφηενδ πμζμηζηή εηηίιδζδ ηδξ εκδμημλίκδξ ζε έκα εφνμξ ζοβηεκηνχζεςκ 

0,01 EU/mL έςξ 100,0 EU/ mL. Ώοηή δ δμηζιαζία ααζίγεηαζ ζηδκ αφλδζδ εμθενυηδηαξ 

θυβς πήλδξ πνςηεΎκδξ ακάθμβα ιε ηδ ζοβηέκηνςζδ εκδμημλίκδξ ζημ δείβια. Οζ μπηζηέξ 

ποηκυηδηεξ ηςκ δζαθυνςκ αναζχζεςκ ημο δείβιαημξ δμηζιήξ ιεηνχκηαζ ηαζ 

ζοζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ ζοβηέκηνςζδ εκδμημλίκδξ, πνδζζιμπμζχκηαξ ιία πνυηοπδ ηαιπφθδ 

πμο ζπδιαηίγεηαζ απυ δείβιαηα ιε βκςζηέξ πμζυηδηεξ εκδμημλίκδξ (Sandle, 2015α). 
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Μζα δμηζιαζία ηζκδηζηήξ πνςιμβυκμο οπμζηνχιαημξ δζαθένεζ απυ ηζξ ενμιαςηζηέξ ηαζ 

ηζξ εμθμιεηνζηέξ ακηζδνάζεζξ επεζδή ημ ενμιαμβυκμ (ιζα δζαθοηή πνςηεΎκδ πμο 

ιεηαηνέπεηαζ ζηδκ αδζάθοηδ ημβαβμοθίκδ απυ ημ ζφζηδια πήλδξ ημο ηααμονζμφ) 

ακηζηαείζηαηαζ εκ ιένεζ ή πθήνςξ απυ έκα πνςιμβυκμ οπυζηνςια. ηακ οδνμθφεηαζ απυ 

ημ έκγοιμ πνμ-ενυιαςζδξ, ημ πνςιμβυκμ οπυζηνςια απεθεοεενχκεζ ιζα ηίηνζκδ 

πνςζηζηή μοζία βκςζηή ςξ p –κζηνμακζθίκδ (p-nitroaniline). Ο πνυκμξ πμο απαζηείηαζ βζα 

ηδκ απεθεοεένςζδ ηδξ ηίηνζκδξ μοζίαξ ζπεηίγεηαζ ιε ηδ ζοβηέκηνςζδ εκδμημλίκδξ. 

Χζηυζμ, μζ ηζκδηζηέξ ηαζ πνςιμβμκζηέξ δμηζιέξ, ακ ηαζ αηνζαέζηενεξ ηαζ βνδβμνυηενεξ 

απυ ηδκ ιέεμδμ gel –clot δεκ ιπμνμφκ κα πνδζζιμπμζδεμφκ βζα οβνά ιε εββεκή εμθυηδηα 

υπςξ αίια ηαζ έβπνςια δζαθφιαηα (Peterbauer ηαζ ζοκενβάηεξ, 2000). 

 

Δηθόλα 1.10. Σφπμζ ηδξ  ιεευδμο πμο ααζίγμκηαζ ζηδ δμηζιαζία LAL βζα ηδκ ακίπκεοζδ 

εκδμημλζκχκ (Dullah ηαζ Ongkudon,2016). 

 

φιθςκα ιε ημκ Peterbauer  δ ιέεμδμξ LAL ήηακ 3 έςξ 300 θμνέξ πζμ εοαίζεδηδ απυ 

ηδκ Rabbit Pyrogen Test (Peterbauer ηαζ ζοκενβάηεξ,2000). Σμ υνζμ ακίπκεοζδξ αοηήξ 

ηδξ ιεευδμο είκαζ 0,03 EU/ml (Ding ηαζ Ho 2001). Δ δμηζιή LAL είκαζ επίζδξ βκςζηή 

ςξ δμηζιή ααηηδνζαηήξ εκδμημλίκδξ (Bacteria Endotoxin Test ,BET) δεδμιέκμο υηζ 

ααζίγεηαζ ζηδ πνμηαθμφιεκδ απυ εκδμημλίκδ απυηνζζδ πήλδξ, πμο εκενβμπμζείηαζ απυ ηδ 
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ζφκδεζδ εκδμημλίκδξ ιε ημ πανάβμκηα C (Ph. Eur). Πανυθμ πμο δ ιέεμδμξ LAL έβζκε 

απμδεηηή ςξ αλζυπζζηδ ιέεμδμξ βζα ηδ ιέηνδζδ ηδξ πονεημβέκεζδξ, είκαζ εζδζηή ιυκμ βζα 

ηδκ εκδμημλίκδ ςξ ζοζηαηζηυ ημο ηοηηανζημφ ημζπχιαημξ ηςκ Gram ανκδηζηχκ 

ααηηδνίςκ. Ώοηυ ζδιαίκεζ υηζ δεκ είκαζ εθανιυζζιδ ζε δείβιαηα πμο πενζέπμοκ ιεβάθδ 

πμζυηδηα πνςηεΎκδξ ηαζ δεκ είκαζ αηνζαήξ βζα ηδκ πμζμηζημπμίδζδ ηδξ εκδμημλίκδξ in 

vivo  (http://www.globalresearchonline.net)  

Βηηυξ απυ ηα εέιαηα πμο ιπμνεί κα πνμηφρμοκ ζπεηζηά ιε ηδκ εοαζζεδζία ηαζ ηδκ 

ελεζδίηεοζδ ημο LAL, μ πθδεοζιυξ ημο ααζζθζημφ ηάαμονα ανίζηεηαζ οπυ απεζθή θυβς 

ηδξ οπεναμθζηήξ αθζείαξ βζα ηδ ζοθθμβή ημο αίιαημξ ημοξ ( Sandle, 2017). Ώκ ηαζ ηα γχα 

επζζηνέθμοκ ζηδ εάθαζζα ιεηά ηδκ ζοθθμβή ημο αίιαηυξ ημοξ πενίπμο  ημ 20% αοηχκ 

απμηοβπάκμοκ  κα επζαζχζμοκ. Δ ακαηάθορδ ημο πανάβμκηα C έπεζ αμδεήζεζ ζε αοηή ηδ 

ηαηεφεοκζδ. Ο πανάβμκηαξ C θεζημονβεί ζακ αζμαζζεδηήναξ εκδμημλίκδξ ηαεχξ ιπμνεί 

κα ακζπκεφεζ ηδ πανμοζία εκδμημλίκδξ  ιεηά ηδκ εκγοιζηή δναζηδνζυηδηα (Shintani, 

2016). Δ Βονςπασηή Αζεφεοκζδ βζα ηδ Πμζυηδηα Τβείαξ ηαζ Τβεζμκμιζηήξ Πενίεαθρδξ 

(European Directorate for the Quality of Medicine, EDQM), έδςζε ηαηεοεοκηήνζεξ 

βναιιέξ βζα  ηδ δμηζιή ααηηδνζαηήξ εκδμημλίκδξ πμο πενζθαιαάκεζ ηδ πνήζδ 

ακαζοκδζαζιέκμο πανάβμκηα C ςξ πζεακή εκαθθαηηζηή ιέεμδμ ζηδ δμηζιή LAL 

(www.gmp-compliance.org) 

 

1.9. Παξνπζία ελδνηνμηλώλ ζηα βηνινγηθά παξαζθεπάζκαηα 

1.9.1. Παξνπζία ελδνηνμηλώλ ζηηο βηνκεραλίεο θαξκάθσλ. 

ηδ θανιαηεοηζηή αζμιδπακία δ δμηζιή ηςκ πανεκηενζηχκ θανιάηςκ είκαζ ζδιακηζηή 

επεζδή μζ θζπμπμθοζαηπανίηεξ είκαζ πανυκηεξ ζε ααηηδνζαηά είδδ πμο γμοκ ζημ κενυ 

ηαεχξ αοηυ είκαζ ημ ηφνζμ ζοζηαηζηυ ζε πμθθά πανεκηενζηά πνμσυκηα. Βπεζδή μζ 

εκδμημλίκεξ δεκ ηαηαζηνέθμκηαζ ιε ηδ  εενιμηναζία, έπεζ ςξ απμηέθεζια κα είκαζ 

ακεεηηζηέξ ζηζξ πενζζζυηενεξ ζοιααηζηέξ δζενβαζίεξ απμζηείνςζδξ ηαζ βζα αοηυ 

απαζημφκηαζ λεπςνζζηέξ ιέεμδμζ βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ημοξ (Sandle, 2004). 

 ηζξ αζμιδπακίεξ θανιάηςκ είκαζ δοκαηυκ κα ακζπκεοημφκ  εκδμημλίκεξ ηαηά ηδ δζάνηεζα 

ηδξ παναβςβζηήξ δζαδζηαζίαξ ή ζημ ηεθζηυ πνμσυκ. Αζάθμνεξ θανιαηεοηζηέξ δζενβαζίεξ 

ηαζ  ελμπθζζιυξ πμο πνδζζιμπμζείηαζ ανίζημκηαζ ζε ηίκδοκμ έηεεζδξ ζε εκδμημλίκεξ. Οζ 

ηίκδοκμζ αοημί πνμένπμκηαζ απυ ημ πεζνζζιυ ημο ακενχπμο, ηδ ζηυκδ, ηδ ζοζηεοαζία, ημ 
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ιμθοζιέκμ κενυ η.α. Δ ακάπηολδ ιζηνμμνβακζζιχκ ζηζξ πενζπηχζεζξ αοηέξ, ιπμνεί κα 

απμηεθέζεζ αζηία ιυθοκζδξ απυ εκδμημλίκεξ (Williams, 2001).  

φιθςκα ιε ημοξ Westphal ηαζ Jann (1965), ηα πονεημβυκα ζηα θανιαηεοηζηά 

παναζηεοάζιαηα ιπμνεί κα πνμένπμκηαζ απυ ιζηνμμνβακζζιμφξ ηδξ μζημβέκεζαξ 

Enterobactereaceae πμο εεςνείηαζ υηζ είκαζ μ ηφνζμξ οπεφεοκμξ ιυθοκζδξ εκυξ εκέζζιμο 

δζαθφιαημξ πμο παναζηεοάγεηαζ εθυζμκ δεκ ηδνμφκηαζ μζ ηαηάθθδθεξ δζαδζηαζίεξ 

απμθφιακζδξ ηαζ απμζηείνςζδξ (Hirayama ηαζ Sakata, 2002). Σα Gram ανκδηζηά 

ααηηήνζα ιπμνεί είκαζ μζ πζμ επζηίκδοκμζ πανάβςβμζ πονεημβυκςκ αοηυ υιςξ δεκ 

ζδιαίκεζ υηζ ηαζ ηα εεηζηά ηαηά Gram ααηηήνζα δεκ ιπμνμφκ κα πανάβμοκ ηέημζα ιυνζα. 

Χζηυζμ ημ ηάκμοκ ζε παιδθυ πμζμζηυ. Πνάβιαηζ ηα Gram εεηζηά ααηηήνζα, υηακ 

ηαηαζηνέθμκηαζ απυ ηδ εενιυηδηα, δεκ πανάβμοκ ζπεδυκ ηακέκα πονεημβυκμ. Ώοηυ 

ζοιααίκεζ δζυηζ μζ ημλίκεξ ημοξ είκαζ ελςημλίκεξ πνςηεσκζηήξ πνμέθεοζδξ μζ μπμίεξ 

απμδζαηάζζμκηαζ εφημθα ιε ηδ εενιυηδηα  ζε ακηίεεζδ ιε ηα Gram ανκδηζηά ααηηήνζα 

ηα μπμία πανάβμοκ εκδμημλίκεξ πμο απμηεθμφκηαζ ηονίςξ  απυ θζπμπμθζζαηπανίηεξ ηαζ 

ςξ ηαζ ημφημο είκαζ πζμ ακεεηηζηέξ ζηδ εενιυηδηα (Μak ηαζ Saunders, 2006). 

1.9.2. Παξνπζία ελδνηνμηλώλ ζηνλ ηνκέα ηεο Βηνηερλνινγίαο 

ημκ ημιέα ηδξ ΐζμηεπκμθμβίαξ ηα Gram ανκδηζηά ααηηήνζα πνδζζιμπμζμφκηαζ εονέςξ 

ζηα ζοζηήιαηα παναβςβήξ πνςηεσκχκ ςξ απμηέθεζια έηθναζδξ ακαζοκδοαζιέκςκ 

βμκζδίςκ. Οζ πνςηεΎκεξ αοηέξ είκαζ πάκημηε ιμθοζιέκεξ απυ εκδμημλίκεξ (Hirayama ηαζ 

Sakata 2002). ήιενα αοηέξ μζ αζμθμβζηέξ δζενβαζίεξ πνδζζιμπμζμφκηαζ ζε ιεβάθμ ααειυ 

ζημ ημιέα ηζξ αζμηεπκμθμβίαξ, ηαζ βζα αοηυ ημ θυβμ μζ εκδμημλίκεξ απμηεθμφκ ζμαανυ 

πνυαθδια ζηζξ δζάθμνεξ αζμηεπκμθμβζηέξ εθανιμβέξ. Οζ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ εκδμημλζκχκ 

ζε αοηέξ ηζξ εθανιμβέξ ελανηχκηαζ ζε ιεβάθμ ααειυ απυ ηδ πδβή ημο πνμσυκημξ. Οζ 

ζοβηεκηνχζεζξ αοηέξ ηοιαίκμκηαζ ζε θζβυηενμ απυ 100 EU/ml
-1 

ζε οπενηείιεκα 

ηοηηανμηαθθζενβεζχκ ηαζ ζε πενζζζυηενμ απυ 10
6
 EU/ml

-1 
ζε οπενηείιεκα ααηηδνζαηχκ  

ηαθθζενβεζχκ ορδθήξ ποηκυηδηαξ. (Βζηυκα 1.11). Οζ πνςηεΎκεξ πμο ζοκηίεεκηαζ απυ 

Gram ανκδηζηά ααηηήνζα πνέπεζ κα είκαζ υζμ ημ δοκαηυκ πζμ εθεφεενεξ απυ εκδμημλίκεξ 

χζηε κα απμθεοπεμφκ ηοπυκ πανεκένβεζεξ υηακ αοηέξ πμνδβμφκηαζ ζε γχα ή ακενχπμοξ. 

Πανυθα αοηά, μζ εκδμημλίκεξ είκαζ πμθφ ζηαεενά ιυνζα πμο ακηζζηέημκηαζ ζε αηναίαξ 

εενιμηναζίαξ ηαζ ιεηααμθέξ ημο pH. Γζα αοηυ ημ θυβμ πμθθέξ ιέεμδμζ έπμοκ ακαπηοπεεί 

βζα ηδκ απμιάηνοκζή ημοξ απυ ηζξ πνςηεΎκεξ (Hirayama ηαζ Sakata   2002, Petsch ηαζ 

Anspach 2000). 
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Δηθόλα 1.11. Μέζμξ υνμξ ζοβηεκηνχζεςκ πνςηεσκχκ ηαζ εκδμημλζκχκ πνζκ ηαζ ιεηά ημ 

ηαεανζζιυ (Petsch ηαζ Anspach 2000). 

1.10. Μέζνδνη απνκάθξπλζεο ελδνηνμηλώλ από βηνινγηθά παξαζθεπάζκαηα. 

Τπάνπμοκ δφμ δοζημθίεξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ απμιάηνοκζδ εκδμημλζκχκ απυ ηα 

πνμσυκηα. Δ πνχηδ έπεζ κα ηάκεζ ιε ημ υηζ δ εθανιμγυιεκδ δζαδζηαζία δεκ πνέπεζ κα 

ιεηααάθεζ ημ πνμσυκ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ απμιάηνοκζδξ ηδξ εκδμημλίκδξ, εκχ δ δεφηενδ 

ζπεηίγεηαζ ιε πανμοζία παιδθήξ ζοβηέκηνςζδξ εκδμημλίκδξ ηαζ ηδ δοζημθία 

απμιάηνοκζήξ ηδξ. Δ αάζδ πμθθχκ ηεπκζηχκ βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ 

θζπμπμθοζαηπανζηχκ ααζίγεηαζ ζηδκ ίδζα ηδ δμιή ηςκ ζοιπθυηςκ εκδμημλίκδξ. Έκα 

ιυνζμ εκδμημλίκδξ δζαεέηεζ οδνυθμαεξ ηαζ οδνυθζθεξ θμνηζζιέκεξ πενζμπέξ. Ώοηά ηα 

παναηηδνζζηζηά δζαιμνθχκμοκ ιζα ζεζνά πζεακχκ αθθδθεπζδνάζεςκ ιε άθθα ιυνζα 

(Magalhães ηαζ ζοκενβάηεξ, 2007). 

1.10.1. Γηαρσξηζκόο νξγαληθώλ θαη πδαηηθώλ θάζεσλ 

Δ πνήζδ οδαηζηχκ ζοζηδιάηςκ δφμ θάζεςκ βίκεηαζ ιε μνζζιέκεξ δζαδζηαζίεξ, ςξ 

εκαθθαηηζηή θφζδ ζηα ζοζηήιαηα εηπφθζζδξ μνβακζηχκ-οδαηζηχκ δζαθοηχκ, εκ ιένεζ 

επεζδή δ ιέεμδμξ ιπμνεί κα πανάβεζ ήπζεξ ζοκεήηεξ πμο δεκ αθάπημοκ ή δεκ 

ιεημοζζχκμοκ αζηαεή αζμιυνζα. Δ οδνυθμαδ θφζδ ηδξ εκδμημλίκδξ αμδεά ζηδ δζθαζζηή 

ηαηακμιή ηαζ απμηεθεί απμηεθεζιαηζηή ιέεμδμξ αθαίνεζδξ ηδξ εκδμημλίκδξ. Ώοηυ 

πενζθαιαάκεζ ηδ αεθηζζημπμίδζδ ηςκ ζοκεδηχκ πμο μδδβμφκ ζημ δζαπςνζζιυ ηςκ 

αζμθμβζηχκ ιμνίςκ ζηυπςκ ζε ιία θάζδ, εκχ δ εκδμημλίκδ δζαπςνίγεηαζ απυ ημ πνμσυκ 

ζπδιαηίγμκηαξ άθθδ θάζδ (Lopes ηαζ ζοκενβάηεξ, 2010). Βδχ ηα ζοζηήιαηα δφμ 

θάζεςκ ιπμνμφκ κα οπμαθδεμφκ ζε πεζνζζιμφξ ηνμπμπμζχκηαξ πανάβμκηεξ υπςξ ημ νΔ, 

ηδκ ζμκηζηή ζζπφ ηαζ ηδ ζοβηέκηνςζδ ημο ζοζηαηζημφ θάζδξ. 
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1.10.2. Τπεξδηήζεζε κνξίσλ ελδνηνμίλεο 

Βπεζδή ηα ιυνζα ηδξ εκδμημλίκδξ ηείκμοκ κα ζπδιαηίγμοκ ιζηηφθζα ή ηοζηίδζα ζε οδαηζηυ 

δζάθοια ιπμνμφκ κα απμιαηνοκεμφκ ιε δζήεδζδ. Δ δζαδζηαζία αοηή θεζημονβεί 

απμηθείμκηαξ ηα ιυνζα ηδξ εκδμημλίκδξ ιε ιμνζαηυ αάνμξ 10.000 Daltons ηαζ άκς, 

πνδζζιμπμζχκηαξ έκα θεπηυ θίθηνμ (δ ιμνζαηή ιάγα εκυξ ιμκμιενμφξ εκδμημλίκδξ 

ηοιαίκεηαζ απυ 10.000 έςξ 20.000 Da) (Anspach, 2001). Δ ιέεμδμξ ηδξ οπενδζήεδζδξ 

πνδζζιμπμζείηαζ ζοπκά ζε δζαδζαηαζίεξ πμο αθμνμφκ ηδκ απμθφιακζδ ημο κενμφ, πανυθα 

αοηά ζηα πνςηεσκζηά δζαθφιαηα δ ιέεμδμξ έπεζ ιζηνή επίδναζδ ζηα επίπεδα εκδμημλίκδξ 

(Jang ηαζ ζοκενβάηεξ, 2009). 

1.10.3. Υξσκαηνγξαθία 

ε πμθθέξ εθανιμβέξ, δ ανκδηζηή δ πνςιαημβναθία πνμηζιάηαζ ζακ ιέεμδμ ηαεανζζιμφ 

απυ εκδμημλίκεξ (Koizumi ηαζ ζοκενβάηεξ,1997). Οζ ιέεμδμζ πνςιαημβναθίαξ 

ζοββέκεζαξ θεζημονβμφκ ιε ηδ πνυζδεζδ ηδξ εκδμημλίκδξ θυβς ζοββέκεζαξ ιε άθθα 

ιυνζα. Ώκηίεεηα, δ πνςιαημβναθία ακηαθθαβήξ ζυκηςκ πνδζζιμπμζεί εεηζηυ θμνηίμ βζα 

κα πνμζεθηφζεζ ηδκ ανκδηζηά θμνηζζιέκδ εκδμημλίκδ ηαζ ζηδκ ζοκέπεζα κα επζηνέρεζ ηδκ 

έηθμοζή ηδξ. Οζ δφμ αοηέξ δζαδζηαζίεξ επδνεάγμκηαζ απυ δζάθμνμοξ πανάβμκηεξ υπςξ 

pH, εενιμηναζία ηαζ πμζυηδηα δθεηηνμθοηχκ ζημ δζάθοια (Lin ηαζ ζοκενβάηεξ, 2005). 

Βπζπθέμκ ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί δ πνςιαημβναθία απμηθεζζιμφ, ακ ηαζ αοηυ 

ελανηάηαζ απυ ημ ιέβεεμξ ηςκ πνςηεσκχκ (Saraswat ηαζ ζοκενβάηεξ, 2013) 

Αζάθμνεξ επζπθμηέξ ιπμνεί κα πνμηφρμοκ θυβς ηδξ ηάζδξ ηδξ εκδμημλίκδξ κα ζπδιαηίγεζ 

ιζηνμηοηηανζηέξ δμιέξ (ηοηηανζηά ζοζζςιαηχιαηα). Γζα ημκ θυβμ αοηυ, δ επζηοπία ηδξ 

πνςιαημβναθίαξ ζοββέκεζαξ ηαζ ακηαθθαβήξ ζυκηςκ ζημκ δζαπςνζζιυ ηδξ εκδμημλίκδξ 

απυ ηζξ πνςηεΎκεξ επδνεάγεηαζ απυ ηζξ ζδζυηδηεξ ηδξ πνςηεΎκδξ ζηυπμο (Petsch ηαζ 

Anspach , 2000). 

1.10.4. Γηάζπαζε ελδνηνμίλσλ κε ηε ρξήζε απνξξππαληηθώλ  

Δ δζάζπαζδ ηδξ εκδμημλίκδξ ζηα πνςηεσκζηά δζαθφιαηα ιπμνεί κα βίκεζ ιέζς ηδξ πνήζδξ 

ιδ ζμκηζηχκ επζθακεζμδναζηζηχκ ιμνίςκ ζε έκα ζηάδζμ έηπθοζδξ (Reichelt ηαζ 

ζοκενβάηεξ, 2006). Χζηυζμ, αοηυ ιπμνεί κα πανμοζζάζεζ πνυαθδια ηαζ κα πνεζαζηεί 

ιεηέπεζηα ηαεανζζιυξ, ηαεχξ ημ απμννοπακηζηυ απαζηεί αθαίνεζδ. Σμ πνυζεεημ αοηυ 

αήια ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζε ηάπμζα απχθεζα ηδξ απυδμζδξ ημο πνμσυκημξ.  
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1.11. Μέζνδνη εθρύιηζεο ησλ ιηπνπνιπζαθραξηηώλ. 

Ώκάθμβα ιε ηα ιεβέεδ ηαζ ηζξ δμιέξ ημοξ, ηα LPS ιπμνμφκ κα πςνζζημφκ υπςξ έπεζ ήδδ 

ακαθενεεί ζε δφμ μιάδεξ: ζημκ μιαθυ ηφπμ (S-LPS) υπμο ηα LPS πενζθαιαάκμοκ ηαζ ηζξ 

ηνεζξ πενζμπέξ ηαζ ηα R-LPS ζηα μπμία είηε απμοζζάγεζ ημ Ο-ακηζβυκμ, είηε αθοζίδεξ 

αοημφ. Βπεζδή ηα ιυνζα LPS ζε δζαθμνεηζηά ααηηήνζα έπμοκ δζαθμνεηζηέξ δμιέξ ηαζ 

ζδζυηδηεξ, δεκ οπάνπεζ ηαεμθζηή ιέεμδμξ εηπφθζζδξ ηςκ LPS. Έπμοκ ακαπηοπεεί 

δζάθμνεξ ιέεμδμζ, υπμο δ ηάεε ιζα εοκμεί ζοβηεηνζιέκεξ μιάδεξ LPS (Wang ηαζ 

ζοκενβάηεξ, 2010). 

1.11.1. Μέζνδνο εθρύιηζεο κέζσ θαηλόιεο- λεξνύ 

Δ ιέεμδμξ αοηή εοκμεί ηδκ εηπφθζζδ S-LPS αθθά υπζ ηδκ εηπφθζζδ ηςκ R-LPS. 

Υνδζζιμπμζείηαζ ιίβια θαζκυθδξ ηαζ κενμφ, υπμο ημ ιίβια αοηυ είκαζ ιμκμθαζζηυ πάκς 

απυ ημοξ 65 
μ
C, αθθά δζαπςνίγεηαζ ζε δφμ θάζεζξ ηάης απυ αοηή ηδ εενιμηναζία. Συζμ 

ηα LPS υζμ ηαζ μζ πνςηεΎκεξ ιπμνμφκ κα ελαπεμφκ απυ ηα ααηηήνζα υηακ ημ ιίβια είκαζ 

πάκς απυ ημοξ 65 
μ
C, εκχ υηακ αοηυ ηνοχζεζ ζοιααίκεζ δζαπςνζζιυξ θάζδξ. Δ θάζδ 

θαζκυθδξ πενζέπεζ ηονίςξ πνςηεΎκεξ, εκχ δ οδαηζηή θάζδ πενζέπεζ ηα LPS (Wang ηαζ 

ζοκενβάηεξ, 2010). 

1.11.2. Μέζνδνο εθρύιηζεο κε αηζέξα 

Δ ιέεμδμξ αοηή εοκμεί ηδκ εηπφθζζδ ηςκ R-LPS. Υνδζζιμπμζεί ιμκμθαζζηυ δζάθοια 

απμηεθμφιεκμ απυ οβνή θαζκυθδ, πθςνμθυνιζμ ηαζ πεηνεθασηυ αζεένα (PCP). ε έκα 

ηέημζμ δζάθοια, ηα R-LPS είκαζ πθήνςξ δζαθοηά αθθά ηα S-LPS, μζ πνςηεΎκεξ ηαζ ηα 

κμοηθεΎηά μλέα είκαζ αδζάθοηα ηαζ ιπμνεί κα δζαπςνζζημφκ απυ ημ εηπφθζζια (Wang ηαζ 

ζοκενβάηεξ, 2010).  

1.11.3. Μέζνδνο εθρύιηζεο κε EDTA 

Αεδμιέκμο ηδξ εηενμβέκεζαξ ζημ ιέβεεμξ ηςκ LPS πμο ιπμνεί κα ειθακίγμκηαζ ζε έκα 

μνβακζζιυ, έπεζ ακαπηοπεεί ιέεμδμξ εηπφθζζδξ ηυζμ ηςκ S-LPS υζμ ηαζ ηςκ R-LPS. ε 

αοηή ηδ ιέεμδμ ημ SDS ηαζ ημ EDTA εθανιυγμκηαζ βζα ηδκ ηαηαηνάηδζδ ιμθοζιαηζηχκ 

μοζζχκ, υπςξ πεπηζδμβθοηάκεξ ηαζ πνςηεΎκεξ εηπφθζζια (Wang ηαζ ζοκενβάηεξ, 2010).  
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1.11.4.  Μέζνδνο Μηθξν-εθρύιηζεο (Micro-extraction) 

Ώπμηεθεί ιέεμδμ εηπφθζζδξ LPS ιζηνήξ ηθίιαηαξ ζε πενίπηςζδ πμο οπάνπεζ ιζηνή 

ζοβηέκηνςζδ ααηηδνζαηχκ ηοηηάνςκ. Δ ηαεανυηδηα ηςκ LPS πμο ελάβμκηαζ ιε αοηή ηδ 

ιέεμδμ ιπμνεί κα είκαζ ιδκ είκαζ πάκηα ορδθή (Wang ηαζ ζοκενβάηεξ, 2010).  

 

1.12. Παξνπζία ελδνηνμηλώλ ζην λεξό 

Σμ κενυ είκαζ έκα ααζζηυ ζοζηαηζηυ πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζε πμθθέξ θανιαηεοηζηέξ ηαζ 

αζμθμβζηέξ δζενβαζίεξ. Σμ κενυ πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδ παναζηεοή θανιαηεοηζηχκ 

πνμσυκηςκ, δναζηζηχκ θανιαηεοηζηχκ ζοζηαηζηχκ (ΏΡΕ), εκδζάιεζςκ πνμσυκηςκ ηαζ 

ακηζδναζηδνίςκ. (US Pharmacopeia WI-QC-10.76). Ο έθεβπμξ ηδξ πμζυηδηαξ ημο κενμφ 

ζε υθδ ηδ δζαδζηαζία παναβςβήξ, απμεήηεοζδξ ηαζ δζακμιήξ, ζοιπενζθαιαακμιέκδξ ηδξ 

ιζηνμαζμθμβζηήξ ηαζ πδιζηήξ πμζυηδηαξ, απμηεθεί πμθφ ηνίζζιμ πανάβμκηα εθέβπμο. Σμ 

κενυ ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί ζε δζάθμνεξ εθανιμβέξ, ιενζηέξ απυ ηζξ μπμίεξ απαζημφκ 

ιζηνμαζμθμβζημφξ εθέβπμοξ. Δ παναβςβή, απμεήηεοζδ ηαζ δζακμιή ημο κενμφ πμο 

πνμμνίγμκηαζ βζα ηέημζεξ εθανιμβέξ εα πνέπεζ κα ζπεδζάγεηαζ ιε ηνυπμ ηέημζμ χζηε κα 

ελαζθαθίγεηαζ δ παναβςβή κενμφ ηαηάθθδθδξ πμζυηδηαξ. Βίκαζ απαναίηδημ κα 

επζηονςεεί δ δζαδζηαζία παναβςβήξ κενμφ βζα κα δζαζθαθζζηεί υηζ ημ κενυ πμο 

πανάβεηαζ, απμεδηεφεηαζ ηαζ δζακέιεηαζ ηδνεί ηζξ απαζημφιεκεξ πνμδζαβναθέξ. Οζ 

ιζηνμαζμθμβζηέξ ηαζ πδιζηέξ δμηζιέξ βζα ημ κενυ πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζηα θανιαηεοηζηά 

πνμσυκηα είκαζ απαναίηδηεξ. Οζ ιζηνμαζμθμβζηέξ δμηζιέξ ηαεμνίγμοκ ημκ ανζειυ ηςκ 

ιζηνμμνβακζζιχκ ζε έκα δείβια κενμφ. Δ ιζηνμαζαηή δμηζιή ημο κενμφ πενζθαιαάκεζ 

ηδκ εηηίιδζδ ημο ανζειμφ ηςκ αζχζζιςκ αενυαζςκ ααηηδνίςκ πμο οπάνπμοκ ζε ιζα 

δεδμιέκδ πμζυηδηα κενμφ (Sandle, 2017). Γζα κα δζαζθαθζζηεί δ ζοιιυνθςζδ ιε 

μνζζιέκα πνυηοπα πδιζηήξ ηαζ ιζηνμαζμθμβζηήξ πμζυηδηαξ, ημ κενυ πμο πνδζζιμπμζείηαζ 

βζα ηδκ παναβςβή θανιαηεοηζηχκ μοζζχκ πνέπεζ κα πθδνμφκ ηζξ απαζηήζεζξ ημο Βεκζημφ 

Κακμκζζιμφ βζα ημ πυζζιμ κενυ (ΝPDWR- 10 CFR 141).  

Τπάνπμοκ ηέζζενζξ πμζυηδηεξ κενμφ ζηδ θανιαηεοηζηή παναβςβή πμο μνίγμκηαζ απυ ηδκ 

Βονςπασηή Φανιαημπμζία (European Pharmacopoeia): Πυζζιμ κενυ, ηαεανζζιέκμ κενυ, 

WFI ή κενυ βζα έκεζδ  ηαζ ημ κενυ ορδθήξ ηαεανυηδηαξ. Δ ηάεε ιζα απυ αοηέξ ηζξ 

πμζυηδηεξ κενμφ ιπμνεί κα ακηζιεηςπίγεζ ιζηνμαζαηά γδηήιαηα πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδ 

ιέεμδμ παναβςβήξ, ημκ απαζημφιεκμ ααειυ ηαεανζζιμφ ηαζ ηδ δζαδζηαζία απμεήηεοζδξ 

ηαζ δζακμιήξ (Sanlde, 2017).  
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Καεανυ κενυ (Purified Water): Σοπζηά πανάβεηαζ ιε ακηίζηνμθδ χζιςζδ ηαζ  

πνδζζιμπμζείηαζ ζηδ παναβςβή ιδ-πανεκηενζηχκ θανιάηςκ. Ώηυια πνμμνίγεηαζ βζα 

πνήζδ ζε ζηεοάζιαηα πμο δεκ πνμμνίγμκηαζ κα είκαζ απμζηεζνςιέκα ή ιδ πονεημβυκα 

(δδθαδή, δεκ απαζημφκ πνμδζαβναθή εκδμημλίκδξ). 

Νενυ ορδθήξ ηαεανυηδηαξ (Highly purified water): Ο Βονςπασηυξ Ονβακζηυξ 

Φανιάηςκ (European Medicine Agency, EMEA) εζζήβαβε ιζα κέα ηαηδβμνία κενμφ 

ορδθήξ ηαεανυηδηαξ. Ονίγεηαζ ςξ ημ κενυ ημ μπμίμ πνμζδζμνίγεηαζ βζα ηδ παναζηεοή 

πνμσυκηςκ πμο απαζημφκ κενυ ορδθήξ ηαεανυηδηαξ ( Hideharu, 2016). οβηεηνζιέκα 

πνμμνίγεηαζ βζα ηδκ παναζηεοή μθεαθιζηχκ ηαζ νζκζηχκ θανιάηςκ ηαζ θανιάηςκ πμο 

ζπεηίγμκηαζ ιε αζεέκεζεξ ημο δένιαημξ ηαζ ηςκ αοηζχκ. Ώοηυξ μ ηφπμξ κενμφ απαζηεί 

υνζμ εκδμημλίκδ <0,25 ιμκάδεξ εκδμημλίκδξ [ΒU] ακά πζθζμζηυθζηνμ (ml) (Sandle, 2017). 

Νενυ βζα έβποζδ (Injection Water, WFI): Πανάβεηαζ είηε ιε ακηίζηνμθδ υζιςζδ είηε ιε 

απυζηαλδ (ζφιθςκα ιε ημ USP ηαζ Ph. Eur απυ ημ 2015). Υνδζζιμπμζείηαζ ζηδ 

παναβςβή πανεκηενζηχκ ηαζ άθθςκ παναζηεοαζιάηςκ. Σμ WFI πνέπεζ κα ηαθφπηεζ υθεξ 

ηζξ πδιζηέξ ηαζ ιζηνμαζαηέξ πνμδζαβναθέξ ααηηδνζαηήξ εκδμημλίκδξ. Βπεζδή μζ 

εκδμημλίκεξ πανάβμκηαζ απυ ηα Gram ανκδηζηά ααηηήνζα πμο ιπμνεί κα έπμοκ 

επζιμθφκεζ ημ κενυ ή ημκ ελμπθζζιυ, μζ δζαδζηαζίεξ πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα ηδ 

δδιζμονβία ηαζ δζακμιή ημο WFI εα πνέπεζ κα ζπεδζάγμκηαζ ιε ηέημζμ ηνυπμ χζηε κα 

εθαπζζημπμζείηαζ ή κα απμηνέπεηαζ δ ιζηνμαζαηή ιυθοκζδ. Σμ υνζμ εκδμημλίκδξ ζε αοηή 

ηδ πενίπηςζδ ηαεμνίγεηαζ ςξ <0.25 EU/ml (Hideharu, 2016). 

1.12.1. Μηθξνβηαθή πνηθηιόηεηα ζην λεξό πνπ πξννξίδεηαη γηα ηε ρξήζε ζε 

θαξκαθεπηηθά πξντόληα  

Σμ πυζζιμ κενυ απυ ζδζςηζηέξ εηαζνείεξ φδνεοζδξ ή δήιμοξ παναημθμοεείηαζ βζα κα 

δζαζθαθίζεζ υηζ ηα επίπεδα ηςκ πδιζηχκ νφπςκ παναιέκμοκ εκηυξ ηςκ ηαεμνζζιέκςκ 

ηνζηδνίςκ αζθάθεζαξ ηαζ ελεηάγεηαζ βζα ιζηνμμνβακζζιμφξ υπςξ Escherichia coli, 

εκηενυημηημζ, Pseudomonas aeruginosa η.α. Ώκ ηαζ ηα πζμ ηαθά ζπεδζαζιέκα 

ζοζηήιαηα φδαημξ ιπμνμφκ κα δζαηδνδεμφκ ζε ηαηάζηαζδ εθέβπμο, εκημφημζξ ιπμνμφκ 

κα ειθακίζμοκ πνμαθήιαηα πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ πανμοζία ιζηνμμνβακζζιχκ. Σμ 

ζδιακηζηυηενμ πνυαθδια είκαζ μζ ζπδιαηζζιμί αζμοιεκίςκ, ζε ιζα επζθάκεζα (υπςξ είκαζ 

μζ ζςθδκχζεζξ ιε παιδθυ νοειυ νμήξ).  Πμθθά ζηάδζα ηδξ δζαδζηαζίαξ ηαεανζζιμφ ημο 

κενμφ ιπμνμφκ κα δδιζμονβήζμοκ ζοκεήηεξ μζ μπμίεξ, ακ ηαζ έπμοκ ζπεδζαζηεί βζα κα 

ιεζχκμοκ ημοξ νφπμοξ, παναδυλςξ πνμάβμοκ ημ ζπδιαηζζιυ αζμοιεκίςκ. Καεχξ ημ κενυ 
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δζοθίγεηαζ ιέζς ημο θίθηνμο, μζ ιζηνμμνβακζζιμί απμννμθμφκηαζ πάκς ζημ πθέβια, 

υπμο ζπδιαηίγμοκ αζμοιέκζμ. ημ ηέθμξ ηδξ δζαδζηαζίαξ, δ μπμία μοζζαζηζηά ιεζχκεζ ηα 

ενεπηζηά ζοζηαηζηά ζε πμθφ παιδθά επίπεδα, δδιζμονβείηαζ έκα αηναίμ πενζαάθθμκ. 

Ώοηυ ημ πενζαάθθμκ πνμηαθεί αηναίεξ ακηζδνάζεζξ απυ ημοξ οπάνπμκηεξ 

ιζηνμμνβακζζιμφξ, ηαεζζηχκηαξ δφζημθδ ηδκ απμιάηνοκζή ημοξ. 

ε ηαηάθθδθα ζπεδζαζιέκα ηαζ ζοκηδνδιέκα ζοζηήιαηα, ημ ηαεανυ κενυ ηαζ ημ WFI 

πανμοζζάγμοκ παιδθυ ηίκδοκμ ιζηνμαζαηήξ ιυθοκζδξ. πμηε ακζπκεφμκηαζ 

ιζηνμμνβακζζιμί (εζδζηά υηακ ανίζημκηαζ πάκς απυ ηζξ πνμδζαβναθέξ), δδιζμονβείηαζ 

ζδιακηζηυξ ηίκδοκμξ (Sandle, 2017). 

 

1.13. Ππξεηνγόλνο νπζίεο από Gram ζεηηθά βαθηήξηα. 

Βηηυξ απυ ηδκ εκδμημλίκδ οπάνπμοκ ηαζ άθθεξ ιμνθέξ ιζηνμαζαηχκ πονεημβυκςκ. Ο 

ααειυξ ζημκ μπμίμ αοηά επζηναημφκ ζε θανιαηεοηζηά πενζαάθθμκηα (ή ανίζημκηαζ ζε 

επίπεδα πμο ιπμνεί κα πνμηαθέζμοκ πονεημβυκμ απυηνζζδ) είκαζ έκα γήηδια πμο ηίεεηαζ 

οπυ ζογήηδζδ. Σα ηφνζα πονεημβυκα ζοζηαηζηά πμο ειθακίγμκηαζ ζε Gram εεηζηά 

ααηηήνζα είκαζ ηα θζπμεεσηά μλέα (LTA), ηα μπμία βζα πανάδεζβια ανίζημκηαζ ζημκ 

Staphylococcus aureus. Σα LTA ακηζπνμζςπεφμοκ ιζα «εκδμημλίκδ» ηςκ εεηζηά ηαηά 

Gram ααηηδνίςκ, δ μπμία είκαζ ιζα ημλίκδ πμο εηηνίκεηαζ ζημ πενζαάθθμκ ιέζς ηδξ 

θφζδξ ηςκ ηοηηάνςκ (YuFukase ηαζ ζοκενβάηεξ, 1992). Οζ ελςημλίκεξ, υπςξ αοηέξ πμο 

εηηνίκμκηαζ απυ ημ βέκμξ Streptococcus ιπμνμφκ επίζδξ κα εεςνδεμφκ πονεημβυκεξ 

μοζίεξ (Hauser ηαζ ζοκενβάηεξ, 1991). Οζ ελςημλίκεξ ιπμνμφκ κα πνμηαθέζμοκ 

ζφκδνμιμ ημλζημφ ζμη (TSLS), πμο παναηηδνίγεηαζ απυ ηαηαπθδλία, πονεηυ. Δ 

πενζζζυηενμ παναηηδνζζιέκεξ ελςημλίκεξ  ακήημοκ ζε ιζα ηαηδβυνζα πονεημβυκςκ 

ελςημλζκχκ πμο πανάβμκηαζ απυ ηα ααηηήνζα Staphylococcus aureus ηαζ Streptococcus 

pyogenes  (Sandle, 2016). 

Μζα άθθδ μοζία πμο ιπμνεί επίζδξ κα εεςνδεεί πονεημβυκμξ είκαζ δ πεπηζδμβθοηάκδ, 

ημζκή ηυζμ ζηα Gram ανκδηζηά, υζμ ηαζ ζηα Gram εεηζηά ααηηήνζα πμο ανίζηεηαζ ζημ 

ηοηηανζηυ ημίπςια ηςκ ααηηδνίςκ. Δ πεπηζδμβθοηάκδ είκαζ έκα ιαηνμιυνζμ πμο 

πενζαάθθεζ ημ ηφηηανα ηαζ πανυθμ πμο δεκ είκαζ απμδεδεζβιέκα πονεημβυκμξ, υηακ ηα 

Gram εεηζηά ααηηήνζα ανίζημκηαζ ζε ιεβάθμοξ ααειμφξ ιπμνεί κα πνμηαθέζεζ 

πονεημβυκμ απυηνζζδ (Sandle, 2016).  
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1.14. θνπόο ηεο παξνύζαο εξγαζίαο. 

Οζ εκδμημλίκεξ, πμο είκαζ έκα ζφιπθεβια θζπμπμθοζαηπανζηχκ (LPS) ηαζ ανίζημκηαζ 

ζηδκ ελςηενζηή ιειανάκδ ηςκ ανκδηζηά ηαηά Gram ααηηδνίςκ απμηεθμφκ ζδιακηζημφξ 

ιμθοζιαηζημφξ πανάβμκηεξ δζάθμνςκ θανιαηεοηζηχκ πνμσυκηςκ. Οζ εκδμημλίκεξ είκαζ 

δοκαηυ κα απεθεοεενχκμκηαζ ηαηά ηδ θφζδ ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ ημο ααηηδνίμο 

ιμθφκμκηαξ ιε αοηυ ημ ηνυπμ δζάθμνεξ αζμθμβζηά δναζηζηέξ μοζίεξ. ηδ ΐζμιδπακία 

Φανιάηςκ εκδμημλίκεξ ιπμνεί κα ανεεμφκ ηυζμ ζημ ηεθζηυ πνμσυκ, υζμ ηαζ ζηδ βναιιή 

παναβςβήξ αοημφ. Έπεζ απμδεζπεεί απυ πθήεμξ ενεοκχκ υηζ μζ εκδμημλίκεξ είκαζ πμθφ 

ζηαεενά ιυνζα ηαζ δεκ ηαηαζηνέθμκηαζ ιε ηδ εενιμηναζία, έπεζ ςξ απμηέθεζια κα είκαζ 

ακεεηηζηέξ ζηζξ πενζζζυηενεξ δζενβαζίεξ απμζηείνςζδξ. Βπίζδξ ζε πενίπηςζδ πμο ημ 

ακενχπζκμ ζχια εηηεεεί ζοζηδιαηζηά ζε LPS ιπμνεί κα ειθακζζηεί θθεβιμκχδδξ 

ακηίδναζδ ιε απμηέθεζια κα ειθακζζημφκ πμθθαπθέξ παεμθοζζμθμβζηέξ επζδνάζεζξ ζημκ 

λεκζζηή πμο εζζένπμκηαζ. οκεπχξ, δ απμηεθεζιαηζηή ακίπκεοζδ ηςκ ανκδηζηά ηαηά 

Gram ααηηδνίςκ πμο ιπμνμφκ κα ακαπηοπεμφκ ζηδ βναιιή παναβςβήξ θανιαηεοηζηχκ 

πνμσυκηςκ ιε δοκαηυηδηα απεθεοεένςζδξ εκδμημλίκδξ απμηέθεζε ημκ ηφνζμ ζηυπμ ηδξ 

πανμφζαξ Αζπθςιαηζηήξ Βνβαζίαξ. ε αοηή ηδκ ηαηεφεοκζδ έπνεπε κα εθανιμζηεί δ 

ηαηάθθδθδ ιεεμδμθμβία βζα ηδκ πνμεημζιαζία ηςκ δεζβιάηςκ ηςκ δεζβιάηςκ απυ ημοξ 

πχνμοξ παναβςβήξ ηςκ θανιαηεοηζηχκ πνμσυκηςκ βζα ηδ δμηζιαζία Limulus Amebocyte 

Lysate-gel clot πμο ζημπεφεζ ζηδκ ακίπκεοζδ ηςκ εκδμημλζκχκ. Πανάθθδθα έβζκε ηαζ 

ηαεανζζιυξ ηςκ θζπμπμθοζαηπανζηχκ πμο ακζπκεφηδηακ ζηα ανκδηζηά ηαηά Gram 

ααηηήνζα πνδζζιμπμζχκηαξ δφμ πνμζεββίζεζξ πνμηεζιέκμο κα βίκεζ δ επζθμβή ηδξ πζμ 

απμηεθεζιαηζηήξ. 
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ΚΒΦΏΛΏΕΟ 2 

ΤΛΗΚΑ & ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

2.1.  Γεηγκαηνιεςία.  

Καηά ηδ δζάνηεζα ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ πναβιαημπμζήεδηακ ηέζζενεζξ δεζβιαημθδρίεξ 

ζηζξ διενμιδκίεξ πμο ακαβνάθμκηαζ ζημκ Πίκαηα 2.1. Σα δείβιαηα πνμήθεακ απυ 

θανιαηεοηζηή αζμιδπακία. οβηεηνζιέκα αθμνμφζακ πενζααθθμκηζηά δείβιαηα πμο 

πνμήθεακ ηυζμ απυ πχνμοξ παναβςβήξ ζηείνςκ πνμσυκηςκ υζμ ηαζ απυ πχνμοξ 

παναβςβήξ ιδ ζηείνςκ πνμσυκηςκ. Βπίζδξ βζα ηδ ιεθέηδ ακίπκεοζδξ εκδμημλζκχκ 

ιεθεηήεδηακ δείβιαηα κενμφ πνμενπυιεκα απυ δζάθμνα ζηάδζα ηαηά ηδ δζαδζηαζία 

επελενβαζίαξ ημοξ ζηδ αζμιδπακία. Δ δεζβιαημθδρία έβζκε ηζξ  πνμκζηέξ πενζυδμοξ πμο 

ακαβνάθμκηαζ ζημκ (Πίκαηα 2.1). 

Πίλαθαο 2.1.  Διενμιδκίεξ δεζβιαημθδρίαξ 

 Ζκεξνκελίεο  

1
ε
 δεηγκαηνιεςία Νμέιανζμξ    2018 

2
ε
 δεηγκαηνιεςία Αεηέιανζμξ   2018 

3
ε
 δεηγκαηνιεςία Ώπνίθζμξ        2019 

4
ε
 δεηγκαηνιεςία Εμφκζμξ           2019 

 

2.1.1. Πεξηγξαθή δεηγκάησλ  

Σα πενζααθθμκηζηά δείβιαηα απυ ημοξ πχνμοξ παναβςβήξ ζοθθέπηδηακ ιε δφμ ηνυπμοξ. 

Δ πνχηδ ηαηδβμνία δεζβιάηςκ πνμξ ακάθοζδ αθμνά δείβιαηα αένα ζε ηνοαθία Petri 

(Βζηυκα 2.1) πμο είπακ εηηεεεί βζα δεδμιέκμ πνμκζηυ δζάζηδια  (3 διένεξ) ζε δζάθμνμοξ 

πχνμοξ ηδξ εηαζνίαξ. Σμ ενεπηζηυ οπυζηνςια πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ ακάπηολδ 

ηςκ ιζηνμμνβακζζιχκ ημο αένα ήηακ ημ Tryptic Soya Agar (TSA) ηαζ ηα δείβιαηα αοηά 

επςάζηδηακ ζηδ ζοκέπεζα βζα 48 χνεξ ζημοξ 37 
μ
C. Δ δεφηενδ ηαηδβμνία δεζβιάηςκ 

αθμνά ζημοξ ιζηνμμνβακζζιμφξ  απυ  επζθάκεζεξ ηςκ πχνςκ παναβςβήξ ηδξ 
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αζμιδπακίαξ. Δ ζοθθμβή αοηχκ ηςκ δεζβιάηςκ έβζκε πνδζζιμπμζχκηαξ ηνοαθία επαθήξ 

(rodac plates) (Βζηυκα 2.2) εκχ ημ ενεπηζηυ οπυζηνςια ήηακ TSA ιε αδνακμπμζδηέξ 

(Tryptic Soya Agar) (Κεθάθαζμ 2.3.1) ηαζ μ πνυκμξ επχαζδξ ήηακ επίζδξ 48 χνεξ ζημοξ 

37
 μ

C. Αεδμιέκμο υηζ, πνζκ ηδ θεζημονβία ημο πχνμο υθεξ μζ επζθάκεζεξ είπακ ηαεανζζηεί  

ηαζ απμθοιακεεί ιε ηαηάθθδθα απμθοιακηζηά, δ πνήζδ ημο TSA ιε αδνακμπμζδηέξ 

βίκεηαζ βζα κα ελμοδεηενςεεί δ δνάζδ οπμθεζιιάηςκ ημο απμθοιακηζημφ ζηζξ επζθάκεζεξ. 

Δ ιδ πνήζδ TSA ιε αδνακμπμζδηέξ πζεακχξ κα ιαξ δχζεζ ρεοδή απμηεθέζιαηα.     

          

Δηθόλα 2.1. Σνοαθία Petri                                     Δηθόλα 2.2. Σνοαθία επαθήξ        

ιε ενεπηζηυ οπυζηνςια TSA                                (rodac plates) ιε ενεπηζηυ οπυζηνςια  TSA                

 

2.1.2. Γείγκαηα λεξνύ 

2.1.2.1. Σξόπνο ζπιινγήο δεηγκάησλ λεξνύ 

ε ηάεε δεζβιαημθδρία ζοθθέπεδηε υβημξ κενμφ 120 ml ηαζ δ ζοθθμβή ηςκ δεζβιάηςκ 

έβζκε ζε πθαζηζηά απμζηεζνςιέκα δμπεία ηεθζημφ υβημο 200 ml. 

Σα ζδιεία δεζβιαημθδρίαξ ήηακ  : 

1. Μεηά ηδκ ηαηζμκηζηή ζηήθδ 

2. Μεηά ηδκ ακζμκηζηή ζηήθδ 

3. Μεηά ηδ ιζηηή ζηήθδ ( Mixed Bed) 

4. Μεηά ηδ θάιπα UV 
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Σα δείβιαηα δζαηδνήεδηακ ζημοξ 8 
μ
C ηαζ ιεθεηήεδηακ εκηυξ 24 ςνχκ. 

2.1.2.2.  πρλόηεηα ζπιινγήο δεηγκάησλ 

οθθμβή δεζβιάηςκ πναβιαημπμζείηαζ ηαηά ηδκ εβηαηάζηαζδ ηδξ ιμκάδαξ ημο κενμφ ή 

ιεηά απυ ηάεε αθθαβή, δ ηνζζζιυηδηα ηδξ μπμίαξ αλζμθμβείηαζ ηάεε θμνά ιέζς 

πνμβνάιιαημξ υπμο εθέβπεζ ημ θμνηίμ, υπμο ηαζ μνίγμκηαζ μζ απαναίηδηεξ εκένβεζεξ. 

2.1.2.3.  Πεξηγξαθή ηεο κνλάδαο λεξό από όπνπ ζπιιέρηεθαλ ηα πξνο κειέηε 

δείγκαηα λεξνύ. 

Δ ιμκάδα απμηεθείηαζ ηαηά αάζδ απυ ιζα ηαηζμκηζηή, ιζα ακζμκηζηή ηαζ ιζα ζηήθδ 

ιζηηήξ ηθίκδξ (Βζηυκα 2.3). Δ ηνμθμδμζία βίκεηαζ ιε κενυ πυθδξ πμο αημθμοεεί ηδκ ελήξ 

δζαδνμιή. Σζ κενυ πυθδξ ανπζηά πενκάεζ απυ θίθηνμ ηαηαηνάηδζδξ ζςιαηζδίςκ 10 ιm 

ιεηά απυ θίθηνμ εκενβμφ άκεναηα ηαζ ηαηά ζεζνά πενκάεζ απυ ηδκ ηαηζμκηζηή ζηήθδ, ηδκ 

ακζμκηζηή ζηήθδ ηαζ ηδ ιζηηή. ηδ ζοκέπεζα πενκάεζ απυ θίθηνμ ηαηαηνάηδζδξ 

ζςιαηζδίςκ 20 ιm, απυ θάιπα UV ηαζ απυ θίθηνα ηαηαηνάηδζδξ ιζηνμαίςκ 0,2 ιm. Σμ 

κενυ ζοθθέβεηαζ ζε ιζα δελαιεκή ζοθθμβήξ, πενκάεζ απυ ακηθία ηαζ απυ UV. Σμ 

απζμκζζιέκμ κενυ πενκάεζ απυ ηα 7 ζδιεία πνήζδξ ηδξ παναβςβήξ ηαζ ζοθθέβεηαζ ζε ιζα 

δελαιεκή ζοθθμβήξ. Σμ κενυ πυθδξ εθέβπεηαζ ζφιθςκα ιε ηζξ πνμδζαβναθέξ εθέβπμο 

κενμφ πυθδξ ηαζ υπζ απυ ηδ ιμκμβναθία ημο purified water (European Pharmacopoeia 

9.4).   
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Δηθόλα  2.3. πδιαηζηή απεζηυκζζδ ιμκάδαξ παναβςβήξ ηαζ δζηηφμο δζακμιήξ απζμκζζιέκμο 

κενμφ.  

2.2.  Δπεμεξγαζία δεηγκάησλ. 

2.2.1. Απνκόλσζε βαθηεξίσλ πεξηβαιινληηθώλ δεηγκάησλ  

Ώπυ ηα ηνοαθία πμο πνμήθεακ απυ ημοξ ζηείνμοξ πχνμοξ, απυ ημοξ ιδ ζηείνμοξ αθθά ηαζ 

απυ ηα ηνοαθία επαθήξ έβζκε απμιυκςζδ ηςκ απμζηζχκ πμο είπακ ακαπηοπεεί ζε αοηά ζε 

ηαεανή ηαθθζένβεζα. Με απμζηεζνςιέκμ ηνίημ ειαμθζαζιμφ έβζκε απμιυκςζδ  υθςκ ηςκ 

απμζηζχκ πμο είπακ ακαπηοπεεί ζημ ενεπηζηυ οπυζηνςια ηαζ έβζκε ακαηαθθζένβεζα 

αοηχκ ζε TSA ενεπηζηυ οπυζηνςια. Οζ ηαθθζένβεζεξ επςάζηδηακ βζα 48 χνεξ ζημοξ 

37
μ
C.  

2.2.2. Απνκόλσζε βαθηεξίσλ από ηα δείγκαηα λεξνύ 

Αείβιαηα κενμφ δζδεήηακ οπυ ηεκυ, ζε ιειανάκεξ κζηνμηοηηανίκδξ (mixed celluse esters 

membranes, Whatman) ιε δζάιεηνμ πυνςκ 0,2 ιm (Βζηυκα 2.4 ). Οζ ιεινάκεξ αοηέξ 

αθήκμοκ ημ κενυ κα δζαποεεί δζαιέζμο αοηχκ εκχ επίζδξ ζοβηηναημφκ ημοξ 

ιζηνμμνβακζζιμφξ ζε υθμ ημ πάπμξ ηδξ ιειανάκδξ. Οζ ζοζηεοέξ δζήεδζδξ πθφεδηακ ιε 



38 
 

απμζηαβιέκμ ηαζ απζμκζζιέκμ κενυ ζημ ενβαζηήνζμ ηαζ απμθοιάκεδηακ ιε πνήζδ 

δζαθφιαημξ αζεακυθδξ  70% (v/v) ηαζ αηηζκμαμθίαξ UV βζα 30 θεπηά. Οζ ηςκζηέξ θζάθεξ 

απμζηεζνχεδηακ ζε εενιμηναζία 121 
μ
C ηαζ ζε πίεζδ 1 atm βζα 30 θεπηά. 

 

 

Δηθόλα 2.4. Βπζθάκεζα ιειανάκδξ εζηένςκ ηοηηανίκδξ (http://www.whatman.com) 

 

2.2.2.1. Πξνζδηνξηζκόο ηνπ πιεζπζκνύ ησλ κηθξννξγαληζκώλ ζε δείγκαηα λεξνύ. 

 Ο πνμζδζμνζζιυξ ημο μθζημφ πθδεοζιμφ ζε εηθεηηζηά ενεπηζηά οπμζηνχιαηα  

πναβιαημπμζήεδηε ιε δζήεδζδ δείβιαημξ υβημο 120 ml ζε ιειανάκεξ κζηνμηοηηανίκδξ  

ιε δζάιεηνμ πυνμο 0,2 ιm. Οζ ιειανάκεξ ημπμεεηήεδηακ πάκς ζηα εηθεηηζηά ενεπηζηά 

οπμζηνχιαηα, R2A ηαζ ΝΏ. Οζ ηαθθζένβεζεξ επςάζηδηακ ζε εενιμηναζία 37 
μ
C βζα 48 

χνεξ (Βζηυκα 2.5). ηδ ζοκέπεζα απμιμκχεδηακ μζ απμζηίεξ πμο είπακ ακαπηοπεεί επάκς 

ζηδ ιειανάκδ ηαζ έβζκε ακαηαθθζένβεζα αοηχκ ζηα ίδζα  ενεπηζηά οπυζηνςιαηα. Σμ 

ενεπηζηυ οπυζηνςια R2A Agar επζθέπεδηε ηαεχξ εεςνείηαζ ζδακζηυ ενεπηζηυ βζα ηδκ 

ακάπηολδ ααηηδνίςκ απυ πυζζιμ κενυ ( nelabservices.com)  εκχ ημ ΝΏ εεςνείηαζ ςξ έκα 

βεκζημφ ηοπμο   ενεπηζηυ οπυζηνςια βζα ηδκ ακάπηολδ ααηηδνίςκ.  
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Δηθόλα 2.5. Μέεμδμξ δειμιειανάκδξ 

 

2.3. Θξεπηθά ππνζηξώκαηα  

2.3.1. Tryptone Soya Agar (TSA) 

Πενζέπεζ (g/l): ηνοπηυκδ 15,0, πεπηυκδ ζυβζαξ 5,0, NaCl 5,0 - άβαν 15,0. pH 7.3±0,2 

ζημοξ 25 
μ
C (Atlas, 1993) 

2.3.2. Luria Broth (LB) 

Πενζέπεζ (g/l): εηπφθζζια γφιδξ 5,0, ηνοπηυκδ 10,0, NaCl 5,0. pH 7,3±0,2 ζημοξ 25 
μ
C . 

(Atlas, 1993)  

2.3.3. Nutrient Agar (NA) 

Πενζέπεζ (g/l): πεπηυκδ 5,0, εηπφθζζια ηνέαημξ 1,0, εηπφθζζια γφιδξ 2,0, NaCl 5,0 – 

άβαν 15,0,  pH  7,4±0,2 ζημοξ 25 
μ
C (Atlas, 1993). 

2.3.4 R2A Agar 

Πενζέπεζ (g/l): εηπφθζζια γφιδξ 0,5, πεπηυκδ πνμηευγδξ 0,5, casamino acid 0.5, βθοηυγδ 

0,5, δζαθοηυ άιοθμ 0,5, πονμζηαθοθζηυ κάηνζμ 0,3, MgSO4 0,05, άβαν 15,0,  pH  7,2±0,2 

ζημοξ 25 
μ
C (Reasoner ηαζ Geldreich 1985). 

 

ηεκυ 

κενυ 

Δειμιειανάκδ  

πνυζεεζδ 

κενμφ  

ημπμεέηδζδ δειμφ ζε 

επζθάκεζα ενεπηζημφ άβαν  

δδιζμονβία 

απμζηζχκ  

επχαζδ βζα 

48 χνεξ  
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2.4.  Υεκηθά θαη ξπζκηζηηθά δηαιύκαηα 

2.4.1. Φσζθνξηθό Νάηξην-ΝaPO4 (50mM) 

Πενζέπεζ (g/l) 0,9 g ΝaPO4 ζε 0,1 l (MBG -Applichem)  

2.4.2. Ομηθό Νάηξην - C2H3NaO2  (5Μ) 

Πενζέπεζ (g/l) 0,5 g ζε 0,1 l (MBG -Applichem)  

2.4.3. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (5Mm)  

Πενζέπεζ (g/l) 0,15 g ζε 0,1 l pH  7,4 ±0,2 (MBG -Applichem)  

2.4.4. Υισξηνύρν Μαγλήζην - MgCl2 (20mM) 

Πενζέπεζ (g/l) 0,4 g ζε 0,1 l (MBG -Applichem)  

2.4.5. Tris-HCl (10Mm) 

Πενζέπεζ (g/l) 0,16 g ζε 0,1 l (MBG -Applichem)  

2.4.6. Phosphate-buffered saline (PBS) 

Πενζέπεζ (g/l) 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4 (Thermo Fisher). 

2.4.7. Γηάιπκα γιπθεξόιεο 30% (w/v)  

Πενζέπεζ 20,0 g βθοηενυθδξ ζε 100 ml απμζηεζνςιέκμ ηαζ απμζηαβιέκμ κενυ. 

(Wellington ηαζ Williams, 1978). 

 

2.4.8. Αζάθοια αθάηςκ Ringer (1/4)  

Πενζέπεζ (g/l) NaCl 2,15 g, KCl 0,15 g, CaCl2 0,075 g, K2HPO4 0,5 g (Willington ηαζ 

Williams, 1978). 

2.4.9. Γηάιπκα ιύζεο βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ- Lysis buffer 25mM 

Πενζέπεζ 25 Mm EDTA (MBG), 13,3% w/v ζαηπανυγδ (ΜBG) ζε απμζηαβιέκμ ηαζ 

απμζηεζνςιέκμ κενυ. pH 8 ζημοξ 25 
μ
C. Ώπμζηείνςζδ βζα 15 min. Δ θοζμγφιδ 

πνμζηίεεηαζ αηνζαχξ πνζκ ηδ πνήζδ ζε ζοβηέκηνςζδ 10mg/ml (Hopwood ηαζ ζοκενβάηεξ 

1985). 
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2.4.10. Γηάιπκα TAE (1x)  

Πενζέπεζ 0,04 M Tris-acetate, 0,001 M EDTA, pH 8. Σμ δζάθοια παναζηεοάζηδηε ζε 

ζοβηέκηνςζδ 50 θμνέξ ιεβαθφηενδ (50x) απυ ημ δζάθοια ενβαζίαξ (1x) ηαζ 

ζοκηδνήεδηε ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Σμ δζάθοια παναζηεοάζηδηε θίβμ πνζκ ηδκ 

δθεηηνμθυνδζδ ιε ακάθμβδ αναίςζδ ημο 50x ποηκμφ δζαθφιαημξ. (Sambrook, ηαζ 

Russell 2001).  

2.4.11. Γηάιπκα SDS (Sodium dodecyl sulfate) 10%  

Πενζέπεζ 10 g SDS (Fisher Scientific), απμζηαβιέκμ ηαζ απμζηεζνςιέκμ κενυ ιέπνζ 

ηεθζηυ υβημ 100 ml. 

2.4.12. Γηάιπκα νμηθνύ θαιίνπ 5Μ   

Πενζέπεζ: 49,075 g CH3COOK (Fisher Scientific), απμζηαβιέκμ ηαζ απμζηεζνςιέκμ κενυ 

ιέπνζ ηεθζηυ υβημ 100 ml. Ώπμζηείνςζδ βζα 15 min.  

2.4.13. Γηάιπκα Βξσκηνύρνπ Αηζηδίνπ   

Πενζέπεζ: 10 mg ml
-1

 ανςιζμφπμ αζείδζμ (Sigma), ζε απμζηαβιέκμ ηαζ απμζηεζνςιέκμ 

κενυ. Σμ θζαθίδζμ υπμο απμεδηεφηδηε ημ δζάθοια ηαθφθεδηε ιε αθμοιζκυπανημ ηαζ ημ 

δζάθοια θοθάπεδηε ζε εενιμηναζία δςιαηίμο.  

2.4.14. Τδαηηθό δηάιπκα αηζνλόιεο 70% 

 Πενζέπεζ (ml l
-1

) : 70 αζεακυθδ.  

2.4.15. Ρπζκηζηηθό δηάιπκα θόξησζεο 

Πενζέπεζ : 0,25% (w/v) ηοακμφ ανςιμθαζκυθδξ (Sigma), 0,25 % (w/v) ηοακμθζηυ 

λοθέκζμ (Sigma), 30% (w/v) βθοηενυθδ. Σμ δζάθοια ζοκηδνήεδηε ζημοξ 4 
μ
C.  

2.4.16. Γηάιπκα Κξπζηαιιηθνύ Ησδίνπ (Crystal Violet) 

Αζάθοια Ώ: crystal violet 20,0 g, αζεακυθδ 99% 200 ml. Αζάθοια ΐ: μλαθζηυ αιιχκζμ 

8,0 g, κενυ 800 ml (American Society of Microbiology 1957). 

2.4.17. Γηάιπκα Ησδίνπ  

Πενζέπεζ: ζχδζμ 1,0 g, ζςδζμφπμ ηάθζμ (KI) 2,0 g, κενυ 300 ml (American Society for 

Microbiology 1957). 
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2.4.18. Γηάιπκα αηζαλόιεο 99% 

2.4.19. Γηάιπκα αθξαλίλεο 

 Πενζέπεζ: 100 ml ημνεζιέκμο αθημμθζημφ δζαθφιαημξ ζαθνακίκδξ (2,5 g πνςζηζηήξ ζε 

100ml αζεακυθδξ) ηαζ 1000 ml κενυ (American Society for Microbiology 1957). 

2.4.20. Control Standard Endotoxin (CSE).  

Δ ααζζηή εκδμημλίκδ εθέβπμο είκαζ έκα εονέςξ πνδζζιμπμζμφιεκμ πνυηοπμ βζα δμηζιέξ 

εκδμημλίκδξ. Βίκαζ εηπφθζζια απυ E. coli O113:H10. Έπεζ πνμηαεμνζζιέκδ πμζυηδηα 

εκδμημλίκδξ, υπςξ πενζβνάθεηαζ ζημ Πζζημπμζδηζηυ Ώκάθοζδξ (Certificate of Analysis – 

CoA).(U.S. Pharmacopoeia Convention, Inc., Rockville, MD 20852). Δ θομθζθζςιέκδ 

εκδμημλίκδ πνμεημζιάγεηαζ ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ πμο ακαβνάθμκηαζ ζηδ ζοζηεοαζία 

ηαζ ζφιθςκα ιε ημ CoA ιε ακαζφζηαζδ ιε LRW. Γίκεηαζ αναίςζδ ζηδ ζοκέπεζα  βζα 

ζοβηέκηνςζδ 1 EU/ml. 

2.4.21. LAL Reagent 

Σμ ακηζδναζηήνζμ LAL (πνμσυκ θφζδξ ημο ηααμονζμφ Limulus polyphemus) είκαζ 

αζμθμβζηήξ πνμέθεοζδξ. Βίκαζ έκα ζφκεεημ ιείβια εκγφιςκ ηαζ ζοκ-παναβυκηςκ. Δ 

εκγοιζηή δναζηζηυηδηα ηάεε πανηίδαξ LAL αλζμθμβείηαζ απυ ημκ ηαηαζηεοαζηή 

πνδζζιμπμζχκηαξ ημ Reference Standard Endotoxin (RSE, πμο πανέπεηαζ απυ ημ FDA). 

To πνμσυκ είκαζ θομθοθζςιέκμ ηαζ βίκεηαζ ακαζφζηαζδ ημο ζφιθςκα κε ηζξ μδδβίεξ πμο 

ακαβνάθμκηαζ ζηδ ζοζηεοαζία ιε LRW.  

2.4.22. LAL Reagent Water. 

Ώπζμκζζιέκμ απμζηεζνςιέκμ κενυ, εθεφεενμ εκδμημλζκχκ. Υνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ 

ακαζφζηαζδ ημο ακηζδναζηδνίμο LAL ηαζ ημο CSE. 

2.5.  Βηνρεκηθέο δνθηκαζίεο.  

Ώπυ ηα ααηηήνζα πμο απμιμκχεδηακ ζε ηαεανή ηαθθζένβεζα ιεθεηήεδηακ πεναζηένς ιε 

ιμνζαηέξ ηαζ άθθεξ ηεπκζηέξ ιυκμ εηείκα ηςκ μπμίςκ ηα απμηεθέζιαηα υθςκ ηςκ 

αζμπδιζηχκ δμηζιχκ οπμδείηκοακ πςξ ακήημοκ ζηδκ μιάδα ηςκ Gram-ανκδηζηχκ 

ααηηδνίςκ.  
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2.5.1.1.  ρεκαηηζκόο ελδνζπνξίσλ – «ζεξκηθό ζνθ» 

Με ηδ δμηζιαζία αοηή εηηζιάηαζ δ ζηακυηδηα μνζζιέκςκ ιζηνμμνβακζζιχκ κα 

ζπδιαηίγμοκ ακεεηηζηέξ ιμνθέξ μζ μπμίεξ κα ιπμνμφκ κα επζαζχκμοκ ηάης απυ δοζιεκείξ 

ζοκεήηεξ πενζαάθθμκημξ. Με ηδ δμηζιαζία ημο «εενιζημφ ζμη» βίκεηαζ εηηίιδζδ ημο 

ζπδιαηζζιμφ εκδμζπμνίςκ απυ ηα ααηηήνζα. Δ δζαδζηαζία έπεζ ςξ ελήξ: 1,5 ml οβνήξ 

ηαθθζένβεζαξ ημο ααηηδνίμο ημπμεεημφκηαζ ζε οδαηυθμοηνμ 80
 μ

C βζα 15 min. Κάης απυ 

αοηέξ ηζξ ζοκεήηεξ υθα ηα αθαζηδηζηά ηφηηανα ηαηαζηνέθμκηαζ, εκχ ηα εκδμζπυνζα 

επζαζχκμοκ. ε ζηαεενυ ενεπηζηυ οπυζηνςια βίκεηαζ ειαμθζαζιυξ ιε ιζα ζηαβυκα απυ 

ηάεε ηαθθζένβεζα πμο ημπμεεηήεδηε ζημοξ 80
 μ

C ηαζ εκ ζοκεπεία αημθμοεεί επχαζδ 

ζημοξ 30
 μ

C βζα 24 h. Ο ζπδιαηζζιυξ οπμδδθχκεζ ημκ ζπδιαηζζιυ εκδμζπμνίςκ 

(Καναβημφκδ-Kφνηζμο, 2001).  

2.5.1.2.  Υξώζε θαηά Gram 

Σα ααηηήνζα πμο απμιμκχεδηακ ηαλζκμιήεδηακ ζε μιάδεξ ακάθμβα ιε ηα απμηεθέζιαηα 

ηδξ πνχζδξ Gram. φιθςκα ιε αοηή ηδ πνχζδ ηα ηφηηανα αάθμκηαζ ιε ηνοζηαθθζηυ 

ζχδεξ ηαζ ζχδζμ. Ώοηυ έπεζ ζακ απμηέθεζια ημκ ζπδιαηζζιυ εκυξ ζοιπθυημο 

ηνοζηαθθζημφ ζχδμοξ. Δ δμηζιαζία ηδξ πνχζδξ Gram εθανιυζηδηε υπςξ πενζβνάθεηαζ 

ζημ ΐζαθίμ Βνβαζηδνζαηχκ Ώζηήζεςκ Μζηνμαζμθμβίαξ (Καναβημφκδ-Κφνηζμο, 2001).  

2.6. Μέζνδνο ιύζεο ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο κε ππεξήρνπο (Sonication).  

Υνδζζιμπμζμφκηαζ οπενδπδηζηέξ ζοπκυηδηεξ (>20 kHz), ηαζ δ δζαδζηαζία είκαζ βκςζηή 

ςξ οπενδπδηζηή (Robert ηαζ ζοκενβάηεξ  2008).  Δ ζοβηεηνζιέκδ πεζναιαηζηή δζαδζηαζία 

πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδ θφζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ζημπυ ηδκ απεθεοεένςζδ ηςκ 

εκδμημλζκχκ.  

Ώνπζηά έβζκε ακαηαθθζένβεζα ηςκ Gram ανκδηζηχκ ααηηδνίςκ απυ ζηενεή ηαθθζένβεζα 

ζε 5 ml Luria Broth. ηδ ζοκέπεζα έβζκε επχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ βζα 24 χνεξ 37 
μ
C οπυ 

ακάδεοζδ ζηζξ 200 ζηνμθέξ (rpm). Μεηά ημ πέναξ ηςκ 24 ςνχκ δ ηαθθζένβεζα 

θοβμηεκηνήεδηε βζα 5 θεπηά ζηζξ 10.500 ζηνμθέξ. Σμ ίγδια πμο πνμέηορε απυ ηδκ 

θοβμηέκηνδζδ θοθάπεδηε ζημοξ -20 
μ
C βζα 24 χνεξ. Ώημθμφεδζε ηαεανζζιυξ ημο 

ζγήιαημξ ιε Phosphate-buffered saline (PBS) (www.diagenode.com/protocols). 

Πμζυηδηα 1 ml PBS πνμζηέεδηε βζα ηδκ ακαζφζηαζδ  ημο ζγήιαημξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ημ 

δείβια θοβμηεκηνίεδηε βζα 10 θεπηά ζηζξ 4000 ζηνμθέξ. Δ δζαδζηαζία αοηή 

επακαθήθεδηε δομ θμνέξ. Μεηαλφ ηδξ πνχηδξ ηαζ δεφηενδξ θοβμηέκηνδζδξ 

http://www.diagenode.com/protocols
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απμιαηνφκεδηε ημ οπενηείιεκμ πμο πνυηορε. Μεηά ηδ δεφηενδ θοβμηέκηνδζδ ημ 

οπενηείιεκμ ιεηαθένεδηε ζε άθθμ ζςθήκα ηαζ αημθμφεδζε δ δζαδζηαζία ηςκ οπενήπςκ. 

Δ ζζπφξ ηαεμνίζεδηε ζηα 400 Watt βζα 15 θεπηά. Δ οπενδπδηζηή ζοζηεοή πμο 

πναβιαημπμζήεδηε αοηή δ δζαδζηαζία ήηακ ζε οδαηυθμοηνμ οπενήπςκ (bath sonicator).  

Έπεζηα ημ δείβια θοβμηεκηνήεδηε ηαζ πάθζ βζα 15 θεπηά ζηζξ 15.000 ζηνμθέξ ζε 

ροπυιεκδ θοβυηεκηνμ ζημοξ 4 
μ
C. 

 

                                                                        

 

                                           

                                                                                                         

Δηθόλα 2.6. πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηδξ ιεευδμο θφζδξ ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ ιε ηδ 

αμήεεζα ηςκ οπενήπςκ. 

2.7.  LAL test  gel –clot method. 

H ακίπκεοζδ εκδμημλίκδξ έβζκε απυ ηα Gram ανκδηζηά ααηηήνζα  απυ ηα δείβιαηα 

αημθμοεήεδηε δ ιέεμδμξ LAL gel-clμt. Δ ακίπκεοζδ ηςκ εκδμημλζκχκ  έβζκε ιέζς 

ηοπμπμζδιέκδξ δμηζιαζίαξ (kit) απυ ηδ εηαζνία Endosafe (Endosafe Gel-Clot LAL from 

Charles River). Δ δμηζιαζία αοηή πενζθαιαάκεζ ημ ακηζδναζηήνζμ LAL ζε θομθζθζςιέκδ 

ιμνθή, ημ δείβια εκδμημλίκδξ (Control Standard Endotoxi-CSE) επίζδξ ζε θομθζθζςιέκδ 

ιμνθή ηαζ κενυ εθεφεενμ εκδμημλζκχκ ( LAL Reagent Water-LRW) . Ώηυια βζα ηδ 

δζελαβςβή ημο πεζνάιαημξ έβζκε πνήζδ βοάθζκςκ δμηζιαζηζηχκ ζςθήκςκ εθεφεενα 

εκδμημλζκχκ  ιε δζαζηάζεζξ 16x90 mm ηαζ 10x75 mm. Δ ιέηνδζδ ηςκ υβηςκ, πμο 

φυγοκζντρθςθ 

αναςφςταςθ 

ιηιματοσ με PBS 

ζκκεςθ δειγμάτων 

ςε υπεριχουσ  

λφςθ κυττάρων  
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απαζημφκηακ πεζναιαηζηά έβζκε πνήζδ βοάθζκςκ πζπεηχκ εθεφεενςκ πονεημβυκςκ  ηςκ 

10 ml, 2 ml ηαζ 1 ml. Οζ δμηζιαζηζημί ζςθήκεξ ηαζ ηα ζζθχκζα απμηεθμφζακ ιένμξ ηδξ 

ηοπμπμζδιέκδξ δμηζιαζίαξ. 

2.7.1. Αλαζύζηαζε ηνπ κάξηπξα ελδνηνμίλεο – CSE  

Δ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε βζα ηδκ ακίπκεοζδ εκδμημλζκχκ ζηα δείβιαηα ιαξ έβζκε 

ζφιθςκα ιε ημ πνςηυημθθμ πμο δίκεηαζ ζηδκ ηοπμπμζδιέκδ δζαδζηαζία (Limulus 

Amebocyte Lysate ENDOSAFE U.S. License No. 1197).  

Πνζκ ηδ πνμεημζιαζία ηδξ «εκδμημλίκδξ ιάνηονα» CSE εθέβλαιε ημ Πζζημπμζδηζηυ 

Ώκάθοζδξ (Certificate of Analysis-CoA) ζημ μπμίμ ακαβνάθεηαζ μ υβημξ LRW πμο 

πνέπεζ κα πνμζηεεεί βζα ηδκ ακαζφζηαζδ ημο CSE.  

1. Έβζκε ακαζφζηαζδ ημο CSE ιε 5 ml LRW. 

2. ηδ ζοκέπεζα έβζκε vortex βζα 15 θεπηά    

3. Ώκ δ ζοβηέκηνςζδ ημο CSE πμο δίκεηαζ είκαζ 22 Eu/ml ζφιθςκα ιε ημ CoA ηυηε δ 

αναίςζδ βζα 1 Eu/ml βίκεηαζ ιε ηδ παναηάης δζαδζηαζία.  

Σμ CSE ιεηά ηδκ ακαζφζηαζδ ιπμνεί κα θοθαπεεί ζημοξ 4 
μ
C βζα 28 

ιένεξ. Πνζκ απυ ηάεε πνήζδ ημο CSE πνέπεζ κα βίκεηαζ vortex βζα 15 

θεπηά. 

100 ιl CSE + 2,1 ml απυ LRW = 1 Eu/ml 

4. Μεηά ηδ δζαδζηαζία αναίςζδξ ηα δείβιαηα πνμεημζιάγμκηαζ ζφιθςκα ιε ημ 

παναηάης  πίκαηα (Πίκαηαξ 2.2). Μεηά απυ ηάεε αναίςζδ ζημ δείβια βίκεηαζ ζζπονή 

ακάδεοζδ (vortex) βζα έκα θεπηυ. 

Πίλαθαο 2.2.  Πνμεημζιαζία ηαζ δζαδμπζηέξ αναζχζεζξ δζαθοιάηςκ βζα ηδ δμηζιαζία LAL. 

Αζαδζηαζία αναίςζδξ Ώκαβκςνζζηζηά Ώκαβκςνζζηζηά Ώκαβκςνζζηζηά 

0.1ml CSE  +1.9 ml LRW A 1 8θ 

1 ml (A) + 1 ml LRW B 0,5 4θ 

1 ml (B) + 1 ml LRW C 0,25 2θ 
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Δηθόλα 2.7. πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηςκ δζαθοιάηςκ ηαζ ηςκ δζαδμπζηχκ αναζχζεςκ  βζα ημ 

LAL test gel clot method (Bioscience.lonza.com). 

 

2.7.2  Αλαζύζηαζε αληηδξαζηεξίνπ LAL 

α. Δ  ακαζφζηαζδ ημο ακηζδναζηδνίμο LAL έβζκε ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ πμο 

ακαβνάθμκηακ ζηδ εηζηέηα ημο Lysate. 

α. Δ ακαζφζηαζδ ημο πνμσυκημξ έβζκε ιε 1,2 ml LRW. 

β. Μεηά ηδκ πνμζεήηδ ημο LRW απαζηείηαζ μιαθή ακάδεοζδ ημο δζαθφιαημξ .   

Σμ ακηζδναζηήνζμ LAL ιεηά ηδκ ακαζφζηαζδ ιπμνεί θοθαπεεί βζα 24 χνεξ ζημοξ 2 
μ
C - 

8  
μ
C εκχ βζα  ιεβαθφηενμ πνμκζηυ δζάζηδια ζημοξ  -8

 o
C.  

 

1 ml (C) + 1 ml LRW D 0,125 θ 

1 ml (D) + 1 ml LRW E 0,06 θ/2 

1 ml (E) + 1 ml LRW F 0,03 θ/4 
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2.8. Πξνεηνηκαζία δεηγκάησλ γηα ηελ κέζνδν αλίρλεπζεο βαθηεξηαθήο 

ελδνηνμίλεο. 

Δ πνμεημζιαζία ηςκ δείβιαηςκ πνμξ ιεθέηδ βζα ηδκ ακίπκεοζδ εκδμημλίκδξ έβζκε 

ζφιθςκα ιε ημ Πίκαηα 2.3. ξ ιάνηοναξ εεηζημφ απμηεθέζιαημξ εεςνείηαζ ημ Positive 

Product Control ηαεχξ ηαζ ημ Positive Water Control. Ώκηίεεηα ζακ ανκδηζηυξ ιάνηοναξ 

εεςνείηαζ ημ Negatine Water Control. Σμ δείβια ζημ μπμίμ εα ακζπκεοεεί δ πανμοζία ή 

υπζ εκδμημλίκδξ είκαζ αοηυ πμο ακαθένεηαζ ςξ Negative Product Control  ζημ παναηάης 

πίκαηα. Σμ ηάεε έκα απυ ηα παναηάης δζαθφιαηα οπήνπε ζοκμθζηά 4 θμνέξ πνμξ 

απμθοβή ζθάθιαημξ ηαηά ηδ πεζναιαηζηή δζαδζηαζία.  

Πίλαθαο 2.3.  Πνμεημζιαζία δεζβιάηςκ  βζα ημκ έθεβπμ ακίπκεοζδξ εκδμημλίκδξ. 

 

Αμηζιή ημο 

πνμσυκημξ  

LRW 

(ιl) 

CSE 

(ιl) 

(4θ) 

Αείβια 

(ιl) 

Lysate(

ιl) 

Ώπμηέθεζια 

Ώνκδηζηυ 

ιάνηοναξ κενμφ 

100 - - 100 -Ve 

Ώνκδηζηυξ 

ιάνηοναξ 

πνμσυκημξ  

50 - 50 100  

Θεηζηυξ 

ιάνηοναξ κενμφ 

50 50 - 100 + Ve 

Θεηζηυξ 

ιάνηοναξ 

πνμσυκημξ  

- 50 50 100 +Ve 

Μεηά ηδ πνμεημζιαζία ηςκ δεζβιάηςκ ζφιθςκα ιε ημ Πίκαηα 2.3 ηα δείβιαηα 

επςάγμκηαζ ζημ οδαηυθμοηνμ ζημοξ 36 
o
C βζα 60 θεπηά. Μεηά ημ πέναξ αοημφ ημο 

πνμκζημφ δζαζηήιαημξ ηα ζςθδκάνζα ιε ηα δείβιαηα πενζζηνέθμκηαζ 180 
o
C (Βζηυκα 

2.8). Ώκ παναηδνδεεί δ δδιζμονβία πδηηχιαημξ ηυηε ημ απμηέθεζια εεςνείηαζ εεηζηυ ςξ 

πνμξ ηδκ φπανλδ εκδμημλίκδξ. Ώκηίεεηα ακ ημ δζάθοια ζηα ζςθδκάνζα είκαζ νεοζηυ ηυηε 

ημ απμηέθεζια εεςνείηαζ ανκδηζηυ ηαζ ημ δείβια είκαζ  ηαεανυ απυ εκδμημλίκεξ.   
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Δηθόλα 2.8. Θεηζηυ ηαζ ανκδηζηυ απμηέθεζια ιεηά ηδ ιέεμδμ LAL- gel clot     

(Bioscience.lonza.com). 

 

2.9. Δθρύιηζε θαη θαζαξηζκόο ησλ LPS. 

Σα LPS εηποθίζηδηακ ιε ηδ ιέεμδμ γεζηήξ θαζκυθδξ- κενμφ (hot phenol-water method)  

ηαζ ηδ ιέεμδμ πθςνμθμνιίμο-ιεεακυθδξ ( chloform- methanol method).  

2.9.1.  Πξνεηνηκαζία ησλ βαθηεξηαθώλ θαιιηεξγεηώλ γηα ηελ εθρύιηζε ησλ LPS κε 

ηε κέζνδν δεζηήο θαηλόιεο-λεξνύ (Michael θαη ζπλεξγάηεο, 2012).  

1)  Σα ααηηήνζα ακαπηφπεδηακ ζε 5 ml ηαθθζένβεζαξ (Luria Broth -LB) ηαζ επςάζηδηακ 

βζα 24 χνεξ οπυ ακάδεοζδ ζημοξ 37 
μ
C ζηζξ 200 rpm. 

2) Έβζκε αναίςζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ 1:10 ιε LB ηαζ ζηδ ζοκέπεζα έβζκε δ ακάβκςζδ 

OD600 ζε θαζιαημθςηυιεηνμ. Με αάζδ ηδκ ηζιή ζηα OD600 πναβιαημπμζήεδηε 

εκαζχνδια ααηηδνίςκ 1,5 ml ιε OD600 0,5.  

3) Σα δείβιαηα θοβμηεκηνήεδηακ ζηζξ 11.000 rpm βζα 15 θεπηά ηαζ ζηδ ζοκέπεζα 

αθαζνέεδηε ημ οπενηείιεκμ πμο πνυηορε. ε αοηή ηδ θάζδ ακ δ εηπφθζζδ ηςκ LPS 

δεκ πναβιαημπμζδεεί αιέζςξ ημ ίγδια ηςκ ηοηηάνςκ ιπμνεί κα απμεδηεοηεί ζημοξ -

20 
μ
C.  

2.9.1.1. Δθρύιηζε LPS  

1)  Ώνπζηά παναζηεοάζηδηε έκα νοειζζηζηυ δζάθοια  2x SDS. Γζα αοηυ 

παναζηεοάζηδηε  δζάθοια 50 ml ιε 4% α-ιενηαπημαζεακυθδ (BME), 4% SDS ηαζ 

20% βθοηενυθδ ζε 0,1Μ Tris-HCl ιε pH 6.8. ε αοηυ πνμζηέεδηε ιζα ιζηνή 

πμζυηδηα ιπθε ανςιμθαζκυθδξ βζα κα πνςιαηζζηεί ημ δζάθοια. Ώπυ ημ δζάθοια 2x 
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SDS ιε αναίςζδ 1:1 ιε απμζηεζνςιέκμ κενυ παναζηεοάζηδηε ηαζ έκα δεφηενμ  

νοειζζηζηυ δζάθοια ζοβηέκηνςζδξ  1x SDS. 

2) Παναζηεοάζηδηακ ηνία λεπςνζζηά δζαθφιαηα DNase, RNase ηαζ Proteinase K  ιε 

ζοβηέκηνςζδ 10 mg/ml ζε απμζηεζνςιέκμ κενυ.  

3) Σμ ίγδια ηςκ ηοηηάνςκ πμο πνμέηορε ιεηά ηδ θοβμηέκηνδζδ επακαζςνήεδηε ζε 200 

ιl απυ ημ 1x SDS νοειζζηζηυ δζάθοια. Με ηδ πνήζδ ηδξ πζπέηαξ ημ ίγδια δζαθφεηαζ 

πθήνςξ ζημ νοειζζηζηυ δζάθοια.  

4) Σμ εκαζχνδια ηςκ ηοηηάνςκ εενιάκεδηε ζε εενιμηναζία αναζιμφ ζε οδαηυθμοηνμ 

βζα 15 θεπηά ηαζ ζηδ ζοκέπεζα αθέεδηε ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ιέπνζ κα ηνοχζεζ 

βζα άθθα 15 θεπηά. 

5) Πνμζηέεδηακ 5 ιl απυ ηα δζαθφιαηα RNase ηαζ DNase ηαζ ηα δείβιαηα επςάζηδηακ 

ζημοξ 37 
μ
C βζα 30 θεπηά. 

6)  ηδ ζοκέπεζα πνμζηέεδηακ ηαζ 10 ιl απυ ημ δζάθοια Proteinase K ηαζ αημθμφεδζε 

επχαζδ ηςκ δεζβιάηςκ ζημοξ 59 
μ
C βζα  24 χνεξ. 

7)  ε ηάεε δείβια πνμζηέεδηακ 200 ιl απυ παβςιέκδ Tris- ημνεζιέκδ θαζκυθδ ( cold 

Tris- saturated phenol) ηαζ αημθμφεδζε ζζπονή  ακάδεοζδ βζα  20 θεπηά. 

8)  Σα δείβιαηα επςάζηδηακ ζημοξ 65 
μ
C βζα 15 θεπηά ιε πενζζηαζζαηή ακάδεοζδ ζε 

vortex. Με ημ πέναξ ημο πνυκμο επχαζδξ ηα δείβιαηα πανέιεζκακ ζημοξ 25 
μ
C ιέπνζ 

κα ηνοχζμοκ ηαζ ζε αοηά πνμζηέεδηε 1 ml δζαζεοθαζεένα (25
 μ

C) . Ώημθμφεδζε 

ζζπονή ακάδεοζδ βζα 10 θεπηά. 

9)  Σα δείβιαηα θοβμηεκηνήεδηακ ζηζξ 11.000 rpm βζα 15 θεπηά. Ώπυ ηδ θοβμηέκηνδζδ 

πνμέηορε δζθαζζηυ δζάθοια ιε ηδ ηάης θάζδ κα έπεζ ιμα πνχια ( θάζδ ζηδκ μπμία 

οπάνπμοκ ηα LPS)  ηαζ ηδ πάκς θάζδ ηίηνζκμ (θάζδ πμο απμηεθείηαζ απυ θαζκυθδ 

ηαζ δζαζεοθαζεένα). Με ηδ αμήεεζα ιζαξ πζπέηαξ πάνεδηε δ πμζυηδηα ηδξ ηάης 

θάζδξ ηαζ θοθάπεδηε ζε κέμ δμηζιαζηζηυ ζςθήκα. 

10) Tα αήιαηα 2 g-2i επακαθήθηδηακ βζα αηυια ιζα θμνά χζηε κα απμιαηνοκεεί υθδ δ 

πμζυηδηα ηδξ θαζκυθδξ απυ ηδ ιμα θάζδ πμο πενζέπμκηαζ  ηα LPS. 

ζα) Σέθμξ πνζκ ηδκ δθεηηνμθυνδζδ  SDS-PAGE ζηα δείβιαηα πνμζηίεεκηαζ 200 ιl απυ 

ημ 2 x SDS νοειζζηζηυ δζάθοια.  
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2.9.2. Πξνεηνηκαζία ησλ βαθηεξηαθώλ θαιιηεξγεηώλ γηα ηελ εθρύιηζε ησλ LPS κε 

ηε κέζνδν ρισξνθνξκίνπ- κεζαλόιεο. (Rastegar  θαη ζπλεξγάηεο 2011) 

Δ ιέεμδμξ βζα ηζξ ηαθθζένβεζεξ  πνμεημζιάζηδηακ ιε ημκ ίδζμ ηνυπμ ιε αοηυκ ζηδ ιέεμδμ 

γεζηήξ θαζκυθδξ-κενμφ  

1) 2 ml ηαθθζένβεζαξ ιεηαθένεδηε ζε δμηζιαζηζημφξ ζςθήκεξ ηαζ ηα δείβιαηα 

θοβμηεκηνήεδηακ  

2) Σμ οπενηείιεκμ πμο πνμηφπηεζ απυ ηδ θοβμηέκηνδζδ αθαζνείηαζ ηαζ ζημ ίγδια 

πνμζηίεεκηαζ 2 ml αζεακυθδξ 95% ηαζ αημθμοεεί ζζπονή ακάδεοζδ ιε vortex  ιέπνζ 

ςξ υημο δζαθοεεί ημ ίγδια ζηδκ αζεακυθδ. 

3) ηδ ζοκέπεζα ηα δείβιαηα θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 2000 rpm βζα 10 θεπηά, αθαζνείηαζ 

ημ οπενηείιεκμ ηαζ ζημ ίγδια πνμζηίεεκηαζ λακά 2 ml αζεακυθδξ. οκμθζηά αοηή δ 

δζαδζηαζία επακαθαιαάκεηαζ 3 θμνέξ.  

4) Μεηά ηδ ηνίηδ θμνά ηαεανζζιμφ ημο ζγήιαημξ ιε αζεακυθδ ημ οπενηείιεκμ 

αθαζνείηαζ ηαζ πάθζ ηαζ ημ ίγδια ημπμεεηείηαζ ηάης απυ εάθαιμ ιέπνζ κα ελαηιζζηεί 

εκηεθχξ δ αζεακυθδ. 

5) Σμ λδνυ ίγδια επακαδζαθφεηαζ ζε 1 ml EDTA 10% ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ημπμεεηείηαζ ζε 

οδαηυθμοηνμ ιε οπενήπμοξ ( bath sonicator) ζηα 400W  βζα 15 θεπηά. 

6) 1 mL απυ ημνεζιέκμ δζάθοια ιεεακυθδξ / πθςνμθμνιίμο ( 1:2 ακαθμβία) 

πνμζηίεεηαζ ζημ δζάθοια ααηηδνίςκ- EDTA. 

7) Σμ δζάθοια ακαηζκείηαζ βζα 2 χνεξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα θοβμηεκηνείηαζ ζηζξ 2000 rpm 

βζα 10 θεπηά. Μεηά ηαζ απυ ηδ θοβμηέκηνδζδ έπμοκ ζπδιαηζζηεί ζημ δζάθοια ηνεζξ 

θάζεζξ:  ζηδ πάκς θάζδ ανίζηεηαζ δ ιεεακυθδξ, ζηδ ιεζαία δ  αζμιάγα ηαζ ηάης 

θάζδ ημ  πθςνμθυνιζμ. 

 Δ θάζδ ιε ηδ ιεεακυθδ ηαζ δ θάζδ ιε ημ πθςνμθυνιζμ αθαζνμφκηαζ ηαζ 

ιεηαθένμκηαζ ζε βοάθζκα ζηεφδ υβημο 15 ηαζ 20 ml ηαζ ημπμεεημφκηαζ ζημ εάθαιμ 

ιέπνζ κα ελαηιζζηεί εκηεθχξ ημ οβνυ. Σμ ίγδια πμο πνμηφπηεζ ιεηά ηδκ ελάηιζζδ 

είκαζ λδνά LPS. Πνζκ ηδκ δθεηηνμθυνδζδ ηςκ δεζβιάηςκ ζε πήηηςια 

πμθοαηνζθαιίδδξ ημ ίγδια επακαδζαθφεηαζ ζε 2 ml απμζηεζνςιέκμ PBS.  
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Ώιέζςξ ιεηά ηδκ εηπφθζζδ ηςκ θζπμπνςηεσκχκ  αημθμφεδζε δθεζηνμθυνδζδ ηςκ 

δεζβιάηςκ ζε πήηηςια πμθοαηνζθαιίδδξ (SDS-PAGE) ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πνχζδ ηςκ 

πδηηςιάηςκ ιε δζάθοια Coomassie Brilliant Blue ηαζ ιε δζάθοια κζηνζημφ ανβφνμο.  

 

2.10. Hιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα πνιπαθξπιακίδεο κε απνδηαηαθηηθέο 

ζπλζήθεο (SDS-PAGE). 

Δ ακαθοηζηή ιέεμδμξ SDS-PAGE, πνδζζιμπμζείηαζ βζα ημκ δζαπςνζζιυ ηςκ πνςηεσκχκ 

ιε αάζδ ημ ιέβεευξ ημο ζςιαηζδίμο, πςνίξ κα αλζμπμζεί ηαιζά άθθδ θοζζηή ζδζυηδηα ηαζ 

πνδζζιμπμζείηαζ βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ημο αάνμοξ ιμνζαημφξ ηςκ πνςηεσκχκ. Ώνπζηά, 

πναβιαημπμζείηαζ ιεημοζίςζδ πνςηεσκχκ έηζζ χζηε κα ιδκ έπεζ δεοηενμηαβή, ηνζημηαβή 

ηαζ ηεηανημηαβή δμιή. 

Σμ SDS (δςδεηοθμ-ζμοθθμκζηυ κάηνζo) έπεζ ηδκ ζδζυηδηα κα δζαθφεζ ηα οδνμθμαζηά 

ιυνζα ηαζ έπεζ ανκδηζηυ θμνηίμ. Με αοηυ ημ ηνυπμ υθεξ μζ πνμξ ιέηνδζδ πνςηεΎκεξ 

απμηημφκ ανκδηζηυ θμνηίμ ιε απμηέθεζια κα ιεηαηζκμφκηαζ πνμξ ημκ εεηζηυ πυθμ ιε ηδκ 

εθανιμβή δθεηηνζημφ πεδίμο. Βθυζμκ μζ πνςηεΎκεξ ηζκδεμφκ θυβς ημο θμνηίμο πμο 

έπμοκ απμηηήζεζ, εα ηζκδεμφκ υθεξ ιε ημκ ίδζμ νοειυ πςνίξ κα οθίζηακηαζ ηακέκα 

δζαπςνζζιυ θυβς ιεβέεμοξ. Πνμζηίεεηαζ πήηηςια ιε ιμκμιενή αηνοθαιζδίμο βζα κα 

επζηεοπεεί δζαπςνζζιυξ. Με ηδκ εθανιμβή ημο δθεηηνζημφ πεδίμο μζ πμθοπεπηζδζηέξ 

αθοζίδεξ ηζκμφκηαζ δζαιέζμο ηςκ πυνςκ ημο gel πμθοαηνζθαιζδίμο. Δ ηαπφηδηα ηδξ 

ιεηαηίκδζδξ ηαζ ηαη’ επέηηαζδ δ ηεθζηή απυζηαζδ πμο εα δζακφζμοκ ελανηάηαζ απυ ημ 

ιέβεεμξ ημο ιμνίμο ( ηα ιζηνά ιυνζα δζακφμοκ ιεβαθφηενδ απυζηαζδ ζε ζπέζδ ιε ηα 

ιεβαθφηενα) ( www.mbl.com MBL, life science) 

Υνδζζιμπμζήεδηακ ζοζηεοέξ ηαηαηυνοθδξ δθεηηνμθυνδζδξ ηαζ δ ηαηενβαζία ηάεε 

δείβιαημξ έβζκε ιε πνμζεήηδ ηαηάθθδθμο νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ SDS 4%. 

Ώημθμφεδζε αναζιυξ ηςκ δεζβιάηςκ βζα πενίπμο 5 θεπηά. Δ δθεηηνμθυνδζδ επζηεθείηαζ 

ζε δομ δζαδμπζηά πδηηχιαηα: έκα πήηηςια παηεηανίζιαημξ (stacking gel), ζημ μπμίμ 

ημπμεεημφκηαζ ηα δείβιαηα ηαζ έκα πήηηςια δζαπςνζζιμφ (separating ή resolving gel), ημ 

μπμίμ αημθμοεεί αηνζαχξ ηάης απυ ημ πήηηςια παηεηανίζιαημξ. ηδκ πανμφζα ενβαζία 

παναζηεοάζηδηε ημ πήηηςια ιε ζοβηέκηνςζδ πμθοαηνοθαιίδδξ 12%-6% ακηίζημζπα 

βζα ημ πήηηςια δζαπςνζζιμφ ηαζ ημ πήηηςια παηεηανίζιαημξ (Cornell University). 

http://www.mbl.com/
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Σέθμξ πνδζζιμπμζήεδηε πνυηοπμ πνςηεσκχκ βκςζημφ ιμνζαημφ αάνμοξ (BlueStar 

Prestained Protein Marker) 

Πίλαθαο 2.4. Πήηηςια δζαπςνζζιμφ 12% βζα ηδκ SDS-PAGE δθεηηνμθυνδζδ 

 

 

 

 

Πίλαθαο 2.5. Πήηηςια παηεηανίζιαημξ 6% βζα ηδκ SDS-PAGE δθεηηνμθυνδζδ 

H2O 2,7 ml 

Ώηνοθαιίδδ (30%) 0,8 ml 

1,5 Μ Tris-HCL (pH 8,8) 0,5 ml 

SDS (20%) 20 ιl 

APS (10%) 40 ιl 

TEMED 4 ιl 

Σμ δείβια ημπμεεηήεδηε ζημκ εκδζάιεζμ πχνμ πμο ζπδιαηίγεηαζ απυ έκα γεφβμξ 

βοάθζκςκ πθαηχκ ηδξ ζοζηεοήξ δθεηηνμθυνδζδξ ηαζ δ εθεφεενδ επζθάκεζά ημο 

ηαθφθεδηε µε δζάθοµα αζεακυθδξ. Σμ πήηηςµα αθέεδηε κα πμθοµενζζεεί βζα 

ημοθάπζζημκ 1 χνα. ηδ ζοκέπεζα, αθμφ αθαζνέεδηε ημ δζάθοια αζεακυθδξ, πνμζηέεδηε 

ημ πήηηςια παηεηανίζιαημξ ηαζ αθέεδηε κα πμθοµενζζεεί βζα 45 θεπηά. Σα δείβιαηα 

δθεηηνμθμνήεδηακ βζα πενίπμο 1 χνα ηαζ 30 θεπηά ζηα 120V. 

2.10.1. Υξώζε πεθηώκαηνο πνιπαθξπιακίδεο κε θνιινεηδέο δηάιπκα Coomassie 

Brilliant Blue 

Δ πνχζδ µε ημθθμεζδέξ δζάθοµα Coomassie Brilliant Blue είκαζ µία µδ - εζδζηή 

ακηζζηνεπηή δζαδζηαζία πνχζδξ πμο βίκεηαζ ζοκήεςξ µεηά ηδκ δθεηηνμθυνδζή ημοξ ζε 

πήηηςµα αηνοθαµζδίμο SDS-PAGE (Rezania ηαζ ζοκενβάηεξ, 2011). Δ ζφζηαζδ ημο 

δζαθφιαημξ είκαζ παναηάης.  

H2O 3,4 ml 

Ώηνοθαιίδδ (30%) 4 ml 

1.5 Μ Tris-HCL (pH 8.8) 2,5 ml 

SDS (20%) 50 ιl 

APS (10%) 100 ιl 

TEMED 10 ιl 
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Κνιινεηδέο δηάιπµα Coomassie Brilliant Blue 

 0,1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250 

 9 υβημζ µεεακυθδ 

9 υβημζ H2O  

2 υβημζ μλζημφ μλέςξ 

Σα πδηηχιαηα πμθοαηνοθαµίδδξ, µεηά ηδκ δθεηηνμθυνδζδ ηςκ δεζβµάηςκ, 

εµααπηίζηδηακ ζε δζάθοµα Coomassie Brilliant Blue G ηαζ αημθμφεδζε επχαζδ ζε 

εενµμηναζία δςµαηίμο βζα πνμκζηυ δζάζηδµα ~12-16 h οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ. Με ημ 

πέναξ ηδξ επχαζδξ ημ πήηηςµα απμπνςµαηίζηδηε µε ζοκεπείξ πθφζεζξ ζε ίδζμ δζάθοµα 

αθθά απμοζία ηδκ πνςζηζηήξ Coomassie Brilliant Blue. 

2.10.2. Υξώζε πεθηώκαηνο πνιπαθξπιακίδεο κε δηάιπκα ληηξηθνύ αξγύξνπ 

Ώημθμφεδζε δ πνχζδ ηςκ πδηηςιάηςκ, δ μπμία πενζθαιαάκεζ ιε πθφζεζξ δζαθμνεηζηά 

δζαθφιαηα ιε ζημπυ ηδκ ειθάκζζδ ηςκ γςκχκ ζημ πήηηςια  (Fomsgaard, 1990). 

Βήμα 1
ο
. Σμ πήηηςια ημπμεεηήεδηε ζε δζάθοια ιε 110 ml H2O, 80 ml αζεακυθδξ 

(C2H6O), 10 ml μλζημφ μλέμξ ( C2H4O2) ηαζ 1,4 ml πενζμδζημφ μλέμξ (H5IO6). Σμ 

πήηηςια πανέιεζκε ζε αοηυ ημ δζάθοια βζα πενίπμο πέκηε θεπηά οπυ ακαηίκδζδ. 

Βήμα 2
ο
.  Ώημθμφεδζακ 3 δζαδμπζηέξ πθφζεζξ ιε 200 ml απμζηεζνςιέκμο κενμφ ιε 

δζάνηεζα 5 θεπηχκ δ ηάεε ιζα ηαζ πάθζ εκχ ημ πήηηςια ιε ημ κενυ ανζζηυκημοζακ οπυ 

ακαηίκδζδ. 

Βήμα 3
ο
. Μεηά ηδκ αθαίνεζδ ημο κενμφ ηαζ ηζξ ηεθεοηαίαξ πθφζδξ ημο πδηηχιαημξ, 

αημθμφεδζε δ ημπμεέηδζδ ημο gel ζημ δζάθοια πνχζδξ ιε κζηνζηυ άνβονμ. Σμ δζάθοια 

αοηυ ,ζοκμθζημφ υβημο 300 ml ,παναζηεοάζηδηε ιε 4 ml οδνμλείδζμ ημο αιιςκίμο 

(NH4OH), 56 ml οδνμλείδζμ ημο καηνίμο ( ΝaΟΔ) ζοβηέκηνςζδξ 0,1Μ, 10 ml κζηνζηυ 

άνβονμ ( AgNO3) 20% ηαζ ηέθμξ 200 ml κενυ. Σμ πήηηςια πανέιεζκε ζε αοηυ ημ 

δζάθοια βζα πενίπμο 15 θεπηά εκχ ακαηζκμφκηακ ηαε’ υθδ αοηή ηδ δζάνηεζα. 

Βήμα 4
ο
. Ώημθμφεδζακ ηαζ πάθζ 3 πθφζεζξ ηαζ αοηέξ δζάνηεζαξ 3 θεπηχκ υπςξ έβζκε ηαζ 

ζημ αήια 2. 
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Βήμα 5
ο
 . Δ επυιεκδ πθφζδ έβζκε ιε δζάθοια απμηεθμφιεκμ απυ 10 mg ηζηνζηυ μλφ 

(C6H8O7 ), 250 ιl θμνιαθδεΰδδξ 36% ηαζ κενυ ιέπνζ 500 ml ηεθζηυ υβημ. Σo πήηηςια 

πανέιεζκε ζε αοηυ ημ δζάθοια βζα πενίπμο 3-5 θεπηά ιέπνζ κα ειθακζζηεί οπμηίηνζκμ 

θυκημ ζημ πήηηςια ηαζ ειθακζζημφκ μζ γχκεξ. 

Βήμα 6
ο
 . Πνμηεζιέκμο κα ζηαιαηήζεζ δ ακηίδναζδ πνχζδξ, ημ πήηηςια ημπμεεηείηαζ ζε 

δζάθοια   ιε 10% μλζηυ μλφ. Σμ πήηηςια ιπμνεί κα παναιείκεζ ζε αοηυ ημ δζάθοια βζα 

ηδκ απμεήηεοζή ημο.  

 

2.11.  Σαπηνπνίεζε βαθηεξίσλ. 

2.11.1.  Απνκόλσζε νιηθνύ DNA από θαζαξή θαιιηέξγεηα βαθηεξίνπ 

Δ απμιυκςζδ DNA απυ ηαεανή ηαθθζένβεζα πναβιαημπμζήεδηε αάζεζ ημο 

πνςημηυθθμο ημο (Haught ηαζ ζοκενβάηεξ 1994). Σμ ζοκμθζηυ DNA απμιμκχεδηε απυ 

ηφηηανα πμο ζοθθέπεδηακ απυ ζηενεή ηαθθζένβεζα 24 ςνχκ, ζε ενεπηζηυ άβαν. 

Μεηαθένεδηακ ιε απμζηεζνςιέκμ ηνίημ ειαμθζαζιμφ ζε θοβμηεκηνζημφξ ζςθήκεξ πμο 

πενζείπακ 500 ιl δζαθφιαημξ MgSO4 10 mM ηαζ θοβμηεκηνήεδηακ ζε 11000 ζηνμθέξ 

βζα 10 θεπηά ζημοξ 4 
μ
C.   

ημ  ίγδια έβζκε πνμζεήηδ δζαθφιαημξ θφζδξ (25 mM Tris, 25 mM EDTA, 10,3 % 

ζαηπανυγδ, 10 mg/ml θοζμγφιδ) ηαζ αημθμφεδζε επχαζδ βζα 2 χνεξ ζημοξ 37 °C. ηδ 

ζοκέπεζα πνμζηέεδηε δζάθοια SDS 10 % (w/v) ηαζ ημ ιίβια επςάζηδηε ζημοξ 65 °C βζα 

20 θεπηά. Ώημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ βζα 10 θεπηά, ζηζξ 14.000 ζηνμθέξ ακά θεπηυ, 

ζημοξ 15 °C. Σμ οπενηείιεκμ ιεηαθένεδηε ζε ηαεανμφξ ζςθήκεξ ηαζ έβζκε πνμζεήηδ 

δζαθφιαημξ μλζημφ ηαθίμο 5 M ηαζ άιεζδ ιεηαθμνά ηςκ ζςθήκςκ ζε πάβμ. Μεηά απυ 

παναιμκή 30 θεπηχκ μζ ζςθήκεξ θοβμηεκηνήεδηακ βζα 10 θεπηά ζηζξ 14.000 ζηνμθέξ 

ακά θεπηυ, ζημοξ 4 °C ηαζ έβζκε ιεηαθμνά ημο οπενηεζιέκμο ζε ηαεανμφξ ζςθήκεξ. 

Ώημθμφεδζε ηαηααφεζζδ ιε ζζμπνμπακυθδ βζα 30 θεπηά ζημοξ 21 °C ηαζ θοβμηέκηνδζδ 

βζα 20 θεπηά, ζηζξ 14.000 ζηνμθέξ ακά θεπηυ, ζημοξ 4 °C. ημ ίγδια πνμζηέεδηε δζάθοια 

αζεακυθδξ 70 % ηαζ ιεηά απυ θοβμηέκηνδζδ βζα 5 θεπηά, ζηζξ 14.000 ζηνμθέξ ακά 

θεπηυ, ζημοξ 4 °C, ημ ίγδια λδνάεδηε ηαζ ακαδζαθφεδηε ζε απεζηαβιέκμ ηαζ 

απμζηεζνςιέκμ κενυ. Σμ DNA πμο απμιμκχεδηε δθεηηνμθμνήεδηε ζε πήηηςια 

αβανυγδξ 0,8 % (w/v) ηαζ παναηδνήεδηε ζε  οπενζχδδ αηηζκμαμθία. 
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2.11.2. Δλίζρπζε ηεο αιιεινπρίαο 16S rRNA θαη ηαπηνπνίεζε ησλ πξντόλησλ. 

Καηά ηδκ αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ (PCR) εκζζπφεδηε ημ ηιήια ημο βμκζδίμο 

16S rRNA ιεηαλφ ηςκ αάζεςκ 8 ηαζ 1510 (ανίειδζδ ηαηά E.coli). Σα ιυνζα εηηζκδηέξ 

(primers) πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ήηακ F27  ηαζ R1492 (Miller ηαζ ζοκενβάηεξ, 2013).  

Πίλαθαο 2.6.  Βηηζκδηέξ βζα ηδκ εκίζποζδ ηδξ αθθδθμοπίαξ 16S rDNA 

 

Οκμιαζία εηηζκδηή Ώθθδθμοπία εηηζκδηή 

27F 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 

R1492 5’-TAC-GGY-TAC-CTT-GTT-ACG-ACT-T-3’ 

Σμ ιίβια πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ιία ακηίδναζδ ιε ηεθζηυ υβημ ηα 25 ιl, πενζθάιαακε 

ηα ζοζηαηζηά ηαζ ηζξ πμζυηδηεξ πμο θαίκμκηαζ ζημκ παναηάης πίκαηα (Πίκαηαξ 2.7). 

Βπίζδξ ημ πνυβναιια πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ εκίζποζδ ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ 

αθθδθμοπίαξ Βπίζδξ ημ πνυβναιια πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ εκίζποζδ ηδξ 

ζοβηεηνζιέκδξ αθθδθμοπίαξ θαίκεηαζ ζημκ επυιεκμ Πίκαηα 2.8. 

Πίλαθαο 2.7.  οζηαηζηά ιίβιαημξ βζα ιζα ακηίδναζδ 25 ιl βζα ηδκ ακίπκεοζδ ημο 16S rRNA. 

 

οζηαηζηά Ώνπζηή ζοβηέκηνςζδ 

ζοζηαηζηχκ 

Σεθζηή πμζυηδηα πμο 

πνδζζιμπμζήεδηε ζε 25ιl 

ακηίδναζδξ 

5 x KAPA HiFi Buffer (GC) 1x 5 ιl 

1 U/ιl KAPA HiFi HotStart DNA 

Polymerase 

0,5 units 0,5 ιl 

10mM KAPA dNTP mix 0,3 mM/ dNTP 0,75 ιl 

Βηηζκδηήξ 27F 0,3 ιΜ 0,75 ιl 

Βηηζκδηήξ P1492 0,3 ιΜ 0,75 ιl 

DNA  5-0,5 ιg 5 ιl 

H2O - 16 ιl 
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Πίλαθαο 2.8.  Πνυβναιια ακηίδναζδξ PCR 16S rRNA βζα ηδ ιμνζαηή ηαοημπμίδζδ ηςκ 

ζηεθεπχκ. 

ηάδζμ ακηίδναζδξ Θενιμηναζία (
μ
C) Υνυκμξ (min) 

Ώνπζηή απμδζάηαλδ 98 3 

Ώπμδζάηαλδ 98 20 

Πνυζδεζδ εηηζκδηχκ ζημ 

DNA 

60 15 

 Βπζιήηοκζδ αθοζίδςκ 72 1 

Σεθζηή επζιήηοκζδ 72 1 

οκηήνδζδ 10 Παφζδ 

Σεθζηά ηα πνμσυκηα ημο PCR δθεηηνμθμνήεδηακ ζε πήηηςια αβανυγδξ 1,2 % (w/v) ηαζ 

αημθμφεδζε παναηήνδζδ ζε οπενζχδδ αηηζκμαμθία. Σα PCR πνμσυκηα δζαπςνίζηδηακ 

απυ ημοξ εηηζκδηέξ ηαζ ηα εθεοεένα κμοηθεμηίδζα ιε ηδ πνήζδ ημο Nukleospin Kit (MN, 

Γενιακία), ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή ηαζ πνδζζιμπμζήεδηακ απεοεείαξ 

βζα ακάθοζδ αθθδθμοπίαξ (www.macrogen.com, Kμνέα). 

Οζ αθθδθμοπίεξ πμο πνμέηορακ βζα ηάεε βμκίδζμ ζοβηνίεδηακ ιε ήδδ βκςζηέξ 

αθθδθμοπίεξ ηδξ βμκζδζαηήξ ηνάπεγαξ (www.pubmed.com) ιε ηδ πνήζδ ημο αθβυνζειμο 

BLAST (Altschul ηαζ ζοκενβάηεξ 1997), χζηε κα ανεεμφκ μζ ιζηνμμνβακζζιμί πμο 

πανμοζίαγακ ιεβαθφηενδ ηαοηυηδηα αθθδθμοπίαξ ιε αάζδ ηδκ πνςημηαβή δμιή ηςκ 

βμκζδίςκ. 

 

 

 

 

 

Lysate Sensitivity CSE Quantity Lysate Quantity Result 

 

x35 

κφκλουσ 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 3 

ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

3.1. Μειέηε ηνπ κηθξνβηαθνύ θνξηίνπ ζε απνιπκαζκέλνπο ή 

απνζηεηξσκέλνπο ρώξνπο ηεο Βηνκεραλίαο Φαξκάθσλ. 

ηδκ πανμφζα ενβαζία πναβιαημπμζήεδηε πμζμηζηή ζφβηνζζδ ημο πθδεοζιμφ ηςκ 

ιζηνμμνβακζζιχκ απυ ημκ πενζαάθθμκηα πχνμ ηδξ Φανιαηεοηζηή ΐζμιδπακίαξ. ηζξ 

Βζηυκεξ 3.1, 3.2, 3.3 ηαζ ζημκ Πίκαηα 3.1 πανμοζζάγμκηαζ ηα απμηεθέζιαηα πμο αθμνμφκ 

ζημ ζοκμθζηυ ανζειυ ααηηδνίςκ πμο απμιμκχεδηακ ημοξ ιήκεξ Νμέιανζμ (2018), 

Εακμοάνζμ (2019), Ώπνίθζμ (2019) ηαζ Εμφκζμ (2019) ηαζ μζ ιέεμδμζ πμο εθανιυζηδηακ 

πενζβνάθμκηαζ ζηδ πανάβναθμ 2.1.2. Βπζθέπεδηακ ηνεζξ εέζεζξ δεζβιαημθδρίαξ ζημς 

πχνμ ηδξ αζμιδπακίαξ υπμο ζφιθςκα ιε ηα πνυηοπα πμζυηδηαξ επζηναημφζακ ζηείνεξ 

ζοκεήηεξ. Σμπμεεηήεδηακ ηνία ηνοαθία ακά εέζδ ηαζ έβζκε πμζμηζηή εηηίιδζδ ημο 

ζοκμθζημφ πθδεοζιμφ ηςκ ααηηδνίςκ. Σα απμηεθέζιαηα θαίκμκηαζ ζηζξ  Βζηυκεξ 3.1, 

3.2, ηαζ 3.3.  

Ο πθδεοζιυξ ηςκ ααηηδνίςκ ζηζξ εέζεζξ δεζβιαημθδρίαξ είκαζ ιεβαθφηενμξ ημκ ιήκα 

Εμφκζμ (2019), εκχ ηζξ ιζηνυηενεξ ηζιέξ ηζξ ειθακίγεζ ηαζ ζηζξ ηνεζξ πενζμπέξ 

δεζβιαημθδρίαξ ημκ ιήκα Εακμοάνζμ (2019) (Πίκαηαξ 3.1).   

Ώκαθοηζηυηενα βζα ηδ εέζδ δεζβιαημθδρίαξ R, ημ ιήκα Νμέιανζμ (2018) ιεηνήεδηακ 

ηαηά ιέζμ υνμ 25 απμζηίεξ ακά ηνοαθίμ, ημ ιήκα Εακμοάνζμ (2019) 11, ημκ ιήκα Ώπνίθζμ 

(2019) 12 ηαζ ημ ιήκα Εμφκζμ (2019) 28 (Βζηυκα 3.1).  

Θέζδ δεζβιαημθδρίαξ Ώ , ημκ ιήκα Νμέιανζμ ιεηνήεδηακ 56 απμζηίεξ ηαηά ιέζμ υνμ, ημ 

ιήκα Εακμοάνζμ 74, ημκ Ώπνίθζμ 78 ηαζ ημκ Εμφκζμ 80 (Βζηυκα 3.2). 

Θέζδ δεζβιαημθδρίαξ Α, μζ απμζηίεξ πμο ιεηνήεδηακ ηαηά ιέζμ υνμ ημκ ιήκα Νμέιανζμ 

ήηακ 2, ημκ Εακμοάνζμ 0, ημκ Ώπνίθζμ 1 ηαζ ημκ Εμφκζμ 3 (Βζηυκα 3.3).  
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Δηθόλα 3.1. Ώνζειυξ απμζηζχκ ζηδ εέζδ δεζβιαημθδρίαξ R  ημοξ ιήκεξ Νμέιανζμ (2018), 

Εακμοάνζμ (2019), Ώπνίθζμ (2019) ηαζ Εμφκζμ (2019) ζε ενεπηζηυ οπυζηνςια TSA (Κεθάθαζμ 

2.3.1).   

 

 

 

Δηθόλα 3.2. Ώνζειυξ απμζηζχκ ζηδ εέζδ δεζβιαημθδρίαξ Ώ ημοξ ιήκεξ Νμέιανζμ (2018), 

Εακμοάνζμ (2019), Ώπνίθζμ (2019) ηαζ Εμφκζμ (2019) ζε ενεπηζηυ οπυζηνςια TSA (Κεθάθαζμ 

2.3.1).   
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Δηθόλα 3.3. Ώνζειυξ απμζηζχκ ζηδ εέζδ δεζβιαημθδρίαξ Α ημοξ ιήκεξ Νμέιανζμ (2018), 

Εακμοάνζμ (2019), Ώπνίθζμ (2019) ηαζ Εμφκζμ (2019) ζε ενεπηζηυ οπυζηνςια TSA (Κεθάθαζμ 

2.3.1).   

 

Πίλαθαο 3.1.  οκμθζηυξ ανζειυξ ααηηδνίςκ ηαζ απυ ημο ηνεζξ ζηείνμοξ πχνμοξ. 

 Θέζδ δεζβιαημθδρίαξ   

R 

Θέζδ δεζβιαημθδρίαξ  

Ώ 

Θέζδ δεζβιαημθδρίαξ  

Α 

Ννέκβξηνο 25 56 2 

Εακμοάνζμξ  11 74 0 

Ώπνίθζμξ  12 78 1 

Ηνύληνο 28 80 3 

 

Δ ακίπκεοζδ ηςκ ιζηνμμνβακζζιχκ ιε δοκαηυηδηα απεθεοεένςζδξ εκδμημλζκχκ 

εθανιυζηδηακ ιέεμδμζ ακάηηδζδξ ιζηνμμνβακζζιχκ ιέζς εηθεηηζηχκ ενεπηζηχκ 

οπμζηνςιάηςκ (Κεθάθαζμ 2.3) εκχ ζηδ ζοκέπεζα ιέζς αζμπδιζηχκ δμηζιαζζχκ έβζκε 

ακίπκεοζδ ηςκ ανκδηζηχκ ηαηά Gram ααηηδνίςκ πμο είκαζ οπεφεοκα βζα ηδ πανμοζία 

ηςκ LPS. Ώοηέξ μζ ιέεμδμζ εθανιυζηδηακ ηυζμ ζημοξ ιζηνμμνβακζζιμφξ πμο 

απμιμκχεδηακ απυ ηδ βναιιή παναβςβήξ θανιαηεοηζηχκ πνμσυκηςκ, υζμ ηαζ απυ ηα 

δείβιαηα κενμφ. 
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3.2. Μειέηε ηνπ κηθξνβηαθνύ πιεζπζκνύ αθνύ έρεη πξνεγεζεί δηήζεζε λεξνύ. 

οθθέπεδηακ δείβιαηα κενμφ απυ ηα ζηάδζα επελενβαζίαξ απζμκζζιέκμο κενμφ 

(ηαηζμκηζηή ζηήθδ, ακζμκηζηή ζηήθδ, ιζηηή ζηήθδ ηαζ θάιπα UV) (Κεθάθαζμ 2.1.2).  ηδ 

ζοκέπεζα εθανιυζηδηε δ ιέεμδμξ δζήεδζδξ ημο κενμφ ιέζς δειχκ κζηνμηοηηανίκδξ 

(Βζηυκα 2.5) ηαζ εκαπυεεζδ ηςκ δειχκ, υπςξ αοηή πενζβνάθεηαζ ζημ Κεθάθαζμ 2.2, ζηδκ 

επζθάκεζα ηνοαθζχκ ιε ενεπηζηυ οπυζηνςια ΝΏ (Κεθάθαζμ 2.3.3) ηαζ R2A (Κεθάθαζμ 

2.3.4). Μεηά ηδκ επχαζδ ηςκ δεζβιάηςκ ζε εενιμηναζία 37 
μ
C βζα 48 χνεξ δεκ 

παναηδνήεδηε αλζμζδιείςηδ πμζμηζηή δζαθμνά ιεηαλφ ηςκ ηεζζάνςκ δεζβιαημθδρζχκ 

ζημκ ανζειυ ηςκ απμζηζχκ πμο ακαπηφπεδηακ. οκμθζηυηενα, ακάπηολδ ααηηδνίςκ 

παναηδνήεδηε ζε δφμ απυ ηα επηά ζηάδζα επελενβαζίαξ ημο κενμφ. Ώοηά είκαζ: ημ ζηάδζμ 

επελενβαζίαξ πμο αθμνά ηδ  1
δ
 ιζηηή ζηήθδ ηαζ ημ αιέζςξ επυιεκμ ζηάδζμ, δδθαδή ηδ 2

δ
 

ιζηηή ζηήθδ. ε υθα ηα οπυθμζπα ζηάδζα ( κενυ πυθδξ, ηαηζμκηζηή ηαζ ακζμκηζηή ζηήθδ, 

ιεηά ηδ UV θάιπα ηαζ ηεθζηυ απζμκζζιέκμ κενυ) δεκ παναηδνήεδηε ηαιία ακάπηολδ 

ααηηδνίςκ ηαζ ημοξ ηέζζενζξ ιήκεξ πμο αθμνμφκ ηζξ πενζυδμοξ δεζβιαημθδρίαξ.  

         

                  

Δηθόλα 3.4. Ώκάπηολδ ααηηδνίςκ ζημοξ δειμφξ ιεηά ηδ δζήεδζδ κενμφ. 

α) κενυ πυθδξ, α) ιεηά ηδ ηαηζμκηζηή ζηήθδ, β) ιεηά ακζμκηζηή ζηήθδ, δ) ιεηά ηδ 1
δ
 ιζηηή ζηήθδ, 

ε) ιεηά ηδ 2
δ
 ιζηηή ζηήθδ, ζη) ιεηά ηδ UV θάιπα, γ) ηεθζηυ απζμκζζιέκμ κενυ.  

 

Βπεζδή ημ κενυ απμηεθεί έκα μθζβυηνμθμ εκδζαίηδια ζημ μπμίμ μζ ιζηνμμνβακζζιμί 

ανίζημκηαζ οπυ ζοκεήηεξ ηαηαπυκδζδξ, δμηζιάζηδηακ δφμ ενεπηζηά οπμζηνχιαηα. 

Υνδζζιμπμζήεδηε ημ ενεπηζηυ οπυζηνςια R2A (2.3.4) ηαζ ημ ΝΏ (2.3.3). Σμ ενεπηζηυ 

οπυζηνςια R2A Agar επζθέπεδηε ηαεχξ εεςνείηαζ ζδακζηυ ενεπηζηυ βζα ηδκ ακάπηολδ 
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ααηηδνίςκ απυ πυζζιμ κενυ εκχ ημ ΝΏ εεςνείηαζ ςξ έκα βεκζημφ ηφπμο ενεπηζηυ 

οπυζηνςια βζα ηδκ ακάπηολδ ααηηδνίςκ. Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ υηζ ζημ ενεπηζηυ 

οπυζηνςια R2A (Βζηυκα 3.6) παναηδνείηαζ δ ακάπηολδ ιεβαθφηενμο πθδεοζιμφ 

ααηηδνζχκ ζε ζπέζδ ιε ημ ενεπηζηυ οπυζηνςια NA (Βζηυκα 3.5).  

 

   

 

  

 

Δηθόλα 3.5. Ώκάπηολδ ααηηδνίςκ ζε 

ενεπηζηυ οπυζηνςια ΝΏ 

 

 

Δηθόλα 3.6. Ώκάπηολδ ααηηδνίςκ ζε 

ενεπηζηυ οπυζηνςια R2A 
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3.3. Βηνρεκηθόο ραξαθηεξηζκόο ησλ απνκνλσκέλσλ κηθξννξγαληζκώλ. 

Σα ααηηήνζα πμο απμιμκχεδηακ ζε ηαεανή ηαθθζένβεζα ελεηάζηδηακ ςξ πνμξ ηδ 

δοκαηυηδηα παναβςβήξ εκδμζπμνίςκ. Ώοηυ ηνίεδηε απαναίηδημ χζηε κα απμηθεζζημφκ 

μζ ιζηνμμνβακζζιμί πμο ζπδιαηίγμοκ ακεεηηζηέξ ιμνθέξ ηάης απυ δοζιεκείξ ζοκεήηεξ 

(Κεθάθαζμ 2.4.5.1). Δ ζοβηεηνζιέκδ ιέεμδμξ επζθέπεδηε ηαεχξ απμηεθεί ιζα βνήβμνδ 

ηαζ ζίβμονδ ιέεμδμξ βζα ημκ απμηθεζζιυ ηςκ Gram εεηζηχκ ααηηδνίςκ ηαεχξ αοηά δεκ 

ζπεηίγμκηαζ ιε ηα LPS. Ώπυ ηα 212 ζοκμθζηά απμιμκςιέκα ααηηήνζα ηα 94 δεκ είπακ ηδ 

δοκαηυηδηα παναβςβήξ εκδμζπμνίςκ (Βζηυκα 3.7).  

 

  

    

 

    

          Δηθόλα 3.7. Μέεμδμξ ζπδιαηζιζμφ εκδμζπμνίςκ-« εενιζημ ζμη»        
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Δηθόλα 3.8. Ώνζειυξ ιζηνμμνβακζζιχκ ιε αδοκαιία παναβςβήξ εκδμζπμνίςκ ιεηά ημ «εενιζηυ 

ζμη»   

 

Ώπυ ηα 94 ζηεθέπδ πμο έδεζλακ αδοκαιία ακάπηολδξ ημοξ ηαηά ηδ δμηζιαζία ημο 

«εενιζημφ ζμη» ηα 32 ήηακ ανκδηζηά ηαηά Gram 

 

  

         Δηθόλα 3.9. φκμθμ Gram ανκδηζηχκ ααηηδνίςκ ιεηά ηδ πνχζδ ηαηά Gram 

 

Ώπυ ηζξ παναπάκς δφμ δμηζιαζίεξ επζθέπεδηακ 32 ζημ ζφκμθμ ιζηνμμνβακζζιμί ζημοξ 

μπμίμοξ ηαζ πναβιαημπμζήεδηε δ ιέεμδμξ βζα ηδκ ακίπκεοζδ εκδμημλζκχκ. 

 

3.4. Παξνπζία ελδνηνμηλώλ ζηα αξλεηηθά θαηά Gram βαθηήξηα - Limulus 

amebocyte lysate test.  

Ώημθμφεδζε θφζδ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ ηςκ Gram ανκδηζηχκ ααηδηνίςκ ιέζς 

οπενήπςκ (Κεθάθαζμ 2.5) ηαζ ζηδ ζοκέπεζα εθανιυζηδηε δ ιέεμδμξ Limulus amebocyte 

lysate – gel clot (LAL test) (Κεθάθαζμ 2.7). Σμ ζςθδκάνζμ ημ μπμίμ πενζεθάιαακε 50 ιl 

κενυ ηαεανυ εκδμημλζκχκ, 50 ιl δείβια ηαζ 100 ιl πνμσυκ θφζδξ ( LAL Reagent) ιεηά 

ηδκ επχαζδ ζημοξ 60 
μ
C βζα ιζα χνα έδεζλε ζπδιαηζζιυ πδηηχιαημξ φζηενα απυ ηδκ 

32

62

94 
118 

Θετικά κατά Gram βακτθρία 

 

Αδυναμία ςχθματιςμοφ 
ενδοςπορίων 

Αρνθτικά κατά Gram βακτθρία 

 

Σχθματιςμόσ ενδοςπορίων 
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ακαζηνμθή ημο ζςθδκανίμο. Ώοηυ απμδεζηκφεζ ηδκ πανμοζία εκδμημλίκδξ ζημ δείβια 

(Βζηυκα 3.10). 

Ώπυ ημ ζφκμθμ ηςκ 32 ανκδηζηά ηαηά Gram ααηηδνίςκ πμο ελεηάζεδηακ ηέζζενα 

έδεζλακ εεηζηυ απμηέθεζια ςξ πνμξ ηδ πανμοζία εκδμημλίκδξ ζπδιαηίγμκηαξ πήηηςια. 

Σα ααηηήνζα αοηά έθααακ ηζξ ηςδζηέξ μκμιαζίεξ S1E17, AT,W3,EC3 ακηίζημζπα ηαζ 

ηαπημπμζήεδηακ ιμνζαηά ιέζς ακάθοζδξ ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο βμκζδίμο 16S rRNA.   

 

 

                 

Δηθόλα 3.10. πδιαηζζιυξ πδηηχιαημξ φζηενα απυ ηδ ιέεμδμ LAL test.  

 

3.5.  Παξνπζία ιηπνπνιηζαθραξηηώλ ζηα απνκνλσκέλα βαθηήξηα. 

Δ εηπφθζζδ ηςκ θζπμπμθοζαηπανζηχκ ζηα απμιμκςιέκα ααηηήνζα πναβιαημπμζήεδηε ιε  

δφμ ιεευδμοξ, ηδ ιέεμδμξ γεζηήξ θαζκυθδξ-κενμφ ηαζ ηδ ιέεμδμξ πθςνμθμνιίμο-

ιεεακυθδξ.  Δ επζθμβή αοηχκ ηςκ δφμ ιεευδςκ έβζκε ιε ζημπυ κα δζαπζζηςεεί πμζα απυ 

ηζξ δφμ έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδκ εηπφθζζδ πζμ ηαεανχκ LPS πςνίξ ηδ πανμοζία 

πνςηεσκχκ ηαζ κμοηθεσηχκ μλέςκ . 

3.5.1. Αλίρλεπζε ηεο παξνπζίαο ιηπνπνιπζαθραξηηώλ κε ηε κέζνδν δεζηήο θαηλόιεο 

λεξνύ ( hot phenol-water method).  

ηα δείβιαηα πμο ελεηάζηδηακ παναηδνήεδηε μ ζπδιαηζζιυξ δφμ θάζεςκ. Δ 

οπενηείιεκδ θάζδ θαζκυθδξ δζαζεοθεεένα ηαζ δ οπμηείιεκδ θάζδ ζηδκ μπμία ανίζημκηαζ 
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ηα LPS (Βζηυκα 3.11). Ώπμιμκχεδηε ημ ιμα ζηνχια (οπμηείιεκδ θάζδ) απυ υθα ηα 

δείβιαηα ζε απμζηεζνςιέκα ζςθδκάηζα ηφπμο eppendor ηαζ πνμζηέεδηακ 200 ιl απυ 2x 

SDS πνμηεζιέκμο κα αημθμοεήζεζ δθεηηνμθυνδζδ SDS-PAGE. Έπεζηα απυ ηδκ 

δθεηηνμθυνδζδ έβζκε πνχζδ ημο πδηηχιαημξ πμθοαηνζθαιίδδξ ιε κζηνζηυ άνβονμ ηαζ ιε 

Coomassie Brilliant Blue (Κεθάθαζμ 2.10.1).  

 

 

Δηθόλα 3.11. πδιαηζζιυξ δφμ θάζεςκ ηαηά ηδκ εηπφθζζδ ηςκ LPS ιε ηδ ιέεμδμ γεζηήξ 

θαζκυθδξ-κενμφ. 

 

3.5.1.1. Μειέηε ηεο παξνπζίαο πξσηετληθώλ κνιύλζεσλ κε εθαξκνγή ηεο κεζόδνπ 

ειεθξνθόξεζεο ζε πήθησκα πνιπαθξηιακίδεο θαη ρξώζε κε Coomassie Brilliant 

Blue. 

Δ δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια πμθοαηνζθαιίδδξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα δ πνχζδ ιε 

Coomassie Brilliant Blue έβζκε ιε ζημπυ κα δζαπζζηςεεί δ απμοζία πνςηεσκχκ ιεηά ηδκ 

ιέεμδμ εηπφθζζδξ ηςκ LPS πμο απμηεθεί ηαζ ζημπυ ηδξ πεζναιαηζηήξ δζαδζηαζίαξ 

(Βζηυκα 3.12). Ώοηή δ ιέεμδμξ πνςιαηζζιμφ είκαζ απθή ηαζ βνήβμνδ ηαζ ιπμνεί κα 

ακζπκεφζεζ αηυια ηαζ 0,1ιg πνςηεΎκδξ. Ώκηίεεηα δ ζοβηεηνζιέκδ πνςζηζηή δεκ ιπμνεί 

κα πνςιαηίζεζ ηα LPS.   

Δ απμοζία γςκχκ φζηενα απυ ηδ πνχζδ ιε Coomassie Brilliant Blue απμδεζηκφεζ ηδκ 

απμοζία ααηηδνζαηχκ πνςηεσκχκ. Δ απμοζία πνςηεσκχκ εεςνείηαζ απαναίηδηδ  

Φάζδ ζηδκ μπμία ανίζημκηαζ ηα 

LPS 

Φάζδ θαζκυθδξ ηαζ δζαζεοθεεένα 
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πνμηεζιέκμο κα απμθεοπεμφκ ρεοδή απμηεθέζιαηα ηαηά ηδ πνχζδ ημο πδηηχιαημξ ιε 

κζηνζηυ άνβονμ ηαζ ηοπυκ πνςηεΎκεξ κα εεςνδεμφκ LPS. 

 

 

L   EC3    AT    W3   S1E17 

  

Δηθόλα 3.12. Υνχζδ πδηηχιαημξ πμθοαηνζθαιίδδξ  ιε Coomassie Brilliant Blue φζηενα απυ 

εηπφθζζδ ηαζ ηαεανζζιυ ηςκ LSP ιε ηδ ιέεμδμ γεζηήξ θαζκυθδξ-κενμφ ηαζ SDS-PAGE 

δθεηηνμθυνδζδ. πμο (L) μ πνςηεσκζηυξ ιάνηοναξ.  

 

 

3.5.1.2. Μειέηε αλίρλεπζεο ησλ LPS κε εθαξκνγή ηεο κεζόδνπ ειεθξνθόξεζεο ζε 

πήθησκα πνιπαθξηιακίδεο θαη ρξώζε κε ληηξηθό άξγπξν. 

Δ SDS-PAGE δθεηηνμθυνδζδ είκαζ ιέεμδμξ δζαπςνζζιμφ ιμνίςκ ηςκ LPS ακάθμβα ιε 

ηδ ιμνζαηή ιάγα. ηα LPS ημ ηιήια ημο Ώκηζβυκμο-Ο  έπεζ ιεβαθφηενδ ιμνζαηή ιάγα ζε 

ζπέζδ ιε ημ πονήκα ηαζ ημ θζπίδζμ-Ώ. οκεπχξ ιέζς ημο δζαπςνζζιμφ αοημφ ιεηά ηδκ 

δθεηηνμθυνδζδ ηαζ ηδ πνχζδ ιε κζηνζηυ άνβονμ, είκαζ δοκαηή δ παναηήνδζδ ηςκ 

ηιδιάηςκ ηςκ LPS. Δ πνχζδ ιε κζηνζηυ άνβονμ είκαζ ιζα εοαίζεδηδ ιέεμδμξ βζα ηδκ 

ακίπκεοζδ LPS ιεηά απυ ηδκ δθεηηνμθυνδζδ SDS-PAGE. ημ ηιήια ημο θζπζδίμο-Ώ 

ανίζημκηαζ εέζεζξ πνυζδεζδξ ηςκ ζυκηςκ ημο ανβφνμο.  

75 kDa 

63 kDa 

48 kDa 

35 kDa   

28 kDa 

10 kDa 
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Δ πανμοζία γςκχκ ζημ πήηηςια απμδεζηκφεζ ηδκ επζηοπή εηπφθζζδ ηςκ LPS ιε ηδ 

ιέεμδμ γεζηήξ θαζκυθδξ κενμφ. Σνία απυ ηα ηέζζενα ζηεθέπδ έδεζλακ παναηηδνζζηζηέξ 

γχκεξ ηςκ LPS φζηενα απυ δθεηηνμθυνδζδ ηςκ δεζβιάηςκ ζε πήηηςια 

πμθοαηνζθαιίδδξ. ηα ζηεθέπδ EC3, AT ηαζ W3 θαίκμκηαζ πνυηοπεξ γχκεξ πμο είκαζ 

παναηηδνζζηζηέξ βζα ηα LPS ηςκ Gram ανκδηζηχκ ααηηδνίςκ. Οζ γχκεξ ζηδ ημνοθή ημο 

πδηηχιαημξ, πμο ειθακίγμοκ ιεβάθα ιμνζαηά αάνδ ηαζ έπμοκ παναηηδνζζηζηυ ζπήια 

«ζηάθαξ» (ladder patern)  ζπεηίγμκηαζ ιε LPS πμο πενζέπμοκ αθοζίδεξ ιε ημ Ο-ακηζβυκμ. 

Ώκηίεεηα μζ γχκεξ ζημ ηάης ιένμξ ημο πδηηχιαημξ ζπεηίγμκηαζ ιε ημ πονήκα ηαζ ημ 

θζπίδζμ Ώ ηςκ LPS (Βζηυκα 3.13 Ώ-Γ). Βπζπθέμκ ημ δζαθμνεηζηυ ιμηίαμ πμο 

πανμοζζάγεηαζ ζηδκ πενζμπή ημο Ο-Ώκηζβυκμο οπμδεζηκφεζ ηδ πανμοζία δζαθμνεηζηχκ 

ααηηδνζαηχκ ζηεθεπχκ ηαεχξ ηα Ο-Ώκηζβυκα πμζηίθμοκ ιεηαλφ αοηχκ ηςκ ζηεθεπχκ ηαζ 

δίκμοκ ζηα ααηηήνζα ηναπφ (ηφπμο R) ή μιαθυ (ηφπμο S) θαζκυηοπμ. Ώκηίεεηα βζα ημ 

ηέηανημ ζηέθεπμξ, S1E17, εκχ ημ απμηέθεζια φζηενα απυ ηδ δμηζιαζία LAL ήηακ 

εεηζηυ, δεκ ειθακίζηδηακ γχκεξ ηαηά ηδ πνχζδ ιε κζηνζηυ άνβονμ (Βζηυκα 3.13Α). 

3.5.2. Παξνπζία ιηπνπνιπζαθραξηηώλ κε ηε κέζνδν ρισξνθνξκίνπ – κεζαλόιεο. 

ηα δζαθφιαηα ααηηδνίςκ- EDTA ιεηά ηδ πνμζεήηδ ιεεακυθδξ/ πθςνμθμνιίμο ηαζ ηδκ 

ακαηίκδζδ ηαζ έπεζηα ηδ θοβμηέκηνδζή ημοξ παναηδνήεδηε μ ζπδιαηζζιυξ ηνζχκ 

θάζεςκ: θάζδ ιεεακυθδξ, αζμιάγα ηαζ θάζδ πθςνμθμνιίμο.  

Ώπυ ηζξ ηνεζξ θάζεζξ (Βζηυκα 3.14) απμιμκχεδηακ ζε απμζηεζνςιέκμοξ βοάθζκμοξ 

ζςθήκεξ υβημο 15-20 ml μζ θάζεζξ ιεεακυθδξ ηαζ πθςνμθμνιίμο υπμο ανίζημκηαζ ηα 

LPS. ηδ ζοκέπεζα ηαζ αθμφ ημ εηπφθζζια θζπζδίςκ εηπθφεδηε βζα κα απμιαηνοκεμφκ 

ηοπυκ ιδ θζπζδζηά ζοζηαηζηά, δ μνβακζηή θάζδ ελαηιίζηδηε. Μεηά ημ πέναξ 24 ςνχκ ημ 

δζάθοια (ιεεακυθδ/πθςνμθυνιζμ) ελαηιίζηδηε ηαζ ζπδιαηίζηδηε ίγδια (LPS) ζε ηνία 

απυ ηα ηέζζενα ζηεθέπδ (Βζηυκα 3.15). 

 Ίγδια δεκ ζπδιαηίζηδηε ζημ ζηέθεπμξ S1E17. Ώπμηέθεζια αοημφ κα ιδκ ζοκεπζζηεί 

ηαιία άθθδ δμηζιαζία βζα αοηυ ημ ζηέθεπμξ ηαεχξ δ απμοζία ζγήιαημξ οπμδεζηκφεζ ηαζ 

ηδκ απμοζία ηςκ LPS.   

 

 

    L EC3                    L   AT                            L  W3                       L  S1E17 
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Δηθόλα 3.13. Υνχζδ πδηηχιαημξ πμθοαηνζθαιίδδξ ιε κζηνζηυ άνβονμ ιεηά απυ εηπφθζζδ ηαζ 

ηαεανζζιυ ηςκ LPS ιε ηδ ιέεμδμ γεζηήξ θαζκυθδξ-κενμφ ηαζ SDS-PAGE δθεηηνμθυνδζδ. πμο 

(L) o πνςηεσκζηυξ ιάνηοναξ. 

   75 kDa 

63 kDa 

48 kDa 

35 kDa 

28 kDa 

10 kDa 

     Ο-

Ώκηζβυκμ 

     Ο-

Ώκηζβυκμ 

     Ο-

Ώκηζβυκμ 

πονήκαξ & 

θζπίδζμ Ώ 

πονήκαξ & 

θζπίδζμ Ώ 

πονήκαξ & 

θζπίδζμ Ώ 

A Β Γ 

   Δ 

Δ 

πονήκαξ & 

θζπίδζμ Ώ 

     Ο-

Ώκηζβυκμ 
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Δηθόλα 3.14. πδιαηζζιυξ ηνζχκ θάζεςκ ιεηά ηδκ πνμζεήηδ ιεεακυθδξ/πθςνμθμνιίμο. 

 

     

Δηθόλα 3.15. πδιαηζζιυξ ζγήιαημξ φζηενα απυ ελάηιζζδ ιεεακυθδξ/πθςνμθμνιίμο ζε 

δζαθμνεηζηά δείβιαηα.  

φάςθ μεκανόλθσ 

βιομάηα  

φάςθ χλωροφορμίου  
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3.5.2.1. Μειέηε ηεο παξνπζίαο πξσηετληθώλ κνιύλζεσλ κε εθαξκνγή ηεο κεζόδνπ 

ειεθξνθόξεζεο ζε πήθησκα πνιπαθξηιακίδεο θαη ρξώζε κε Coomassie Brilliant 

Blue. 

ηδ ιέεμδμ εηπφθζζδξ LPS ιε ιεεακυθδ/πθςνμθυνιζμ ημ πήηηςια ιεηά ηδ πνχζδ ιε 

Coomassie Brilliant Blue απμηάθορε ιζα πνςηεσκζηή ιυθοκζδ. Βιθακίζηδηακ γχκεξ πμο 

απμδεζηκφμοκ ζηδκ φπανλδ πνςηεσκχκ ζηα δείβιαηα, αάνμοξ πενίπμο 40 kDa. 

 

                                        L     EC3       AT        W3 

 

Δηθόλα 3.16. Υνχζδ πδηηχιαημξ πμθοαηνζθαιίδδξ  ιε Coomassie Brilliant Blue φζηενα απυ 

εηπφθζζδ ηαζ ηαεανζζιυ ηςκ LSP ιε ηδ ιέεμδμ θαζκυθδξ / πθςνμθυνιζμ ηαζ SDS-PAGE 

δθεηηνμθυνδζδ. πμο (L) o πνςηεσκζηυξ  ιάνηοναξ. 

 

3.5.2.2. Μειέηε αλίρλεπζεο ησλ LPS κε εθαξκνγή ηεο κεζόδνπ ειεθξνθόξεζεο ζε 

πήθησκα πνιπαθξηιακίδεο θαη ρξώζε κε ληηξηθό άξγπξν. 

Δ εηπφθζζδ ηςκ LPS ιε αοηή ηδ ιέεμδμ δεκ έδεζλε ημ παναηηδνζζηζηυ ιμηίαμ (ladder 

pattern) ηςκ LPS δεκ ήηακ πζεακυηαηα θυβς ιυθοκζδξ ηςκ δεζβιάηςκ απυ πνςηεΎκεξ 

(Βζηυκα 3.17). 

 

75 kDa 

63 kDa 

48 kDa 

35 kDa 

28 kDa 

10  kDa 
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    L         EC3                 L              AT                          L          W3 

                            

Δηθόλα 3.17.  Υνχζδ πδηηχιαημξ πμθοαηνζθαιίδδξ ιε κζηνζηυ άνβονμ ιεηά απυ εηπφθζζδ ηαζ 

ηαεανζζιυ ηςκ LPS ιε ηδ ιέεμδμ ιεεακυθδξ / πθςημθμνιίμο ηαζ SDS-PAGE δθεηηνμθυνδζδ. 

πμο (L) o πνςηεσκζηυξ ιάνηοναξ. 

  

3.6. Μνξηαθή ηαπηνπνίεζε ησλ επηιεγκέλσλ βαθηεξίσλ. 

Έβζκε ιμνζαηή ηαοημπμίδζδ ιέζς ακάθοζδξ ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο 16S rRNA (Κεθάθαζμ 

2.9.2) βμκζδίμο ηςκ ηεζζάνςκ επζθεβιέκςκ ζηεθεπχκ πμο έδεζλακ εεηζηυ απμηέθεζια ςξ 

πνμξ ηδ πανμοζία εκδμημλζκχκ ιεηά ηδ δμηζιαζία LAL. Δ εκίζποζδ ημο βμκζδίμο 

πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ γεφβμξ F27-1492R ηαζ ηα απμηεθέζιαηα θαίκμκηαζ ζηδκ Βζηυκα 

3.18. Σμ πνμσυκ είπε ημ ακαιεκυιεκμ ιέβεεμξ 1484 αάζεζξ. 

 

 

   75 kDa 

63 kDa 

48 kDa 

35 kDa 

28 kDa 

17 kDa 
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     L                  EC3                 AT                 W3          S1E17 

 

Δηθόλα 3.18. Δθεηηνμθυνδζδ πνμσυκηςκ PCR ημο 16S rRNA βμκζδίμο. πμο (L) o ιμνζαηυξ 

ιάνηοναξ. 

Οζ αθθδθμοπίεξ ηςκ ηεζζάνςκ ζηεθεπχκ ζοβηνίεδηακ ιε αθθδθμοπίεξ ακαθμνάξ ( 16S 

rRNA reference sequences) ηαεχξ ηαζ ιε υθεξ ηζξ κμοηθεμηζδζηέξ αθθδθμοπίεξ 

(noucleotide collection) πμο έπμοκ ηαηαηεεεί ζηδ αάζδ δεδμιέκςκ GenBank (Πίκαηαξ 

3.2). 

Πίλαθαο 3.2. Ώπμηεθέζιαηα ηδξ εοεοβνάιιζζδξ ηςκ αθθδθμοπζχκ ιε ημκ αθβυνζειμ BLAST. 

Κςδζηυξ 

ζηεθέπμοξ 
Μηθξννξγαληζκόο κε ηε κεγαιύηεξε 

θπινγελεηηθή ζπγγέλεηα
1
 (αξηζκόο 

θαηάζεζεο ζηελ ηξάπεδα GenBank) 

Max 

score 

Μέγηζηε 

νκνηόηεηα 

% 

EC3 Escherichia fergusonii (NR_074902.1) 2028 97.17 

AT Pseudomonas aeruginosa 

(NR_117678.1) 

1650 95.45 

W3 Shigella flexneri  ( NR_026331.1) 2054 97.27 

S1E17 Staphylococcus xylosus 

(NR_113350.1) 

2085 96.82 

 

1
 Οζ αθθδθμοπίεξ ιε ανζειμφξ NR απμηεθμφκ αθθδθμοπίεξ ακαθμνάξ 

 

Με αάζδ ημ παναπάκς πίκαηα, ηα απμηεθέζιαηα έδεζλακ υηζ ηα ηνία απυ ηα ηέζζενα 

ζηεθέπδ ακήημοκ ζηα Gram ανκδηζηά ααηηήνζα, εκχ ημ ιυκμ ζηέθεπμξ Gram εεηζηυ είκαζ 

ημ Staphylococcus xylorous. 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 4 

ΤΕΖΣΖΖ & ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ 

Σμ πενζαάθθμκ ζημ μπμίμ πναβιαημπμζμφκηαζ θανιαηεοηζηέξ δζενβαζίεξ, ζδίςξ μζ ζηείνμζ 

πχνμζ ιζαξ Φανιαημαζμιδπακίαξ ιπμνεί κα ακηζιεηςπίζεζ πμθθέξ ιμθφκζεζξ. Δ 

ακενχπζκδ δναζηδνζυηδηα, μζ δζαδζηαζίεξ εβηαηάζηαζδξ ηαζ μ ελμπθζζιυξ ιπμνεί κα 

πνμηαθέζεζ ιεηαθμνά ηαζ δζαζπμνά ιζηνμμνβακζζιχκ ζηδκ αηιυζθαζνα ηέημζςκ πχνςκ. 

Δ ζοβηέκηνςζδ ηςκ αενμιεηαθενυιεκςκ ζςιαηζδίςκ ζημοξ εζςηενζημφξ πχνμοξ πνέπεζ 

κα εθέβπεηαζ ηαζ κα μνίγμκηαζ ηα υνζα αοηήξ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ζφιθςκα ιε ημ 

ακηίζημζπμ ISO. Οζ πθδνμθμνίεξ ζπεηζηά ιε πζεακή επμπζαηή αθθαβή ζημκ πθδεοζιυ ηςκ 

ααηηδνίςκ είκαζ ζδιακηζηέξ βζα ηδκ αλζμθυβδζδ ηςκ επζπηχζεςκ πμο ιπμνεί αοημί μζ 

πθδεοζιμί κα έπμοκ ηάεε θμνά. Μεθέηεξ έπμοκ δείλεζ υηζ δ επμπζαηή δζαηφιακζδ ζημοξ 

πθδεοζιμφξ ηςκ ααηηδνίςκ ζπεηίγεηαζ ιε ηδ εενιμηναζία ηαζ ηδκ οβναζία ημο 

πενζαάθθμκηα πχνμο. Έπμοκ βίκεζ πμθθέξ ακαθμνέξ βζα ηδ ααηηδνζαηή πμζηζθυηδηα 

εζςηενζηχκ πχνςκ απυ αενμιεηαθενυιεκα ζςιαηίδζα (Mandal ηαζ Brandl, 2011), 

ςζηυζμ δεκ οπάνπμοκ πθδνμθμνίεξ βζα ζημ πενζαάθθμκ ιζαξ θανιαηεοηζηήξ 

αζμιδπακίαξ, εζδζηυηενα βζα πχνμοξ πμο αθμνμφκ ζημ πενζαάθθμκ-Class 8 δδθαδή ημοξ 

ζηείνμοξ πχνμοξ ιζαξ θανιαηεοηζηήξ αζμιδπακίαξ (Kembel ηαζ ζοκενβάηεξ, 2012). Με 

αάζδ ηα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ, μ ιεβαθφηενμξ ανζειυξ ααηηδνζαηχκ 

ζηεθεπχκ παναηδνείηαζ ζημκ ζηείνμ πχνμ ιε ηςδζηή μκμιαζία Ώ πμο αθμνά ηα 

απμδοηήνζα ζηα μπμία ημ πνμζςπζηυ αθθάγεζ νμφπα, ζε ζπέζδ ιε ημοξ οπυθμζπμοξ δφμ 

πχνμοξ R ηαζ Α πμο είκαζ πχνμζ θανιαηεοηζηχκ δζενβαζζχκ υπςξ ειθζάθςζδξ 

θανιαηεοηζηχκ πνμσυκηςκ. Οζ ιμθφκζεζξ ζε αοημφξ ημοξ πχνμοξ ηαηά αάζδ, είκαζ 

απμηέθεζια ηδξ ιεηαθμνάξ  αενμιεηαθενυιεκςκ ζςιαηζδίςκ απυ ημκ ελςηενζηυ πχνμ 

πνμξ ημκ πχνμ ηςκ απμδοηδνίςκ ιέζς ακενχπζκδξ δναζηδνζυηδηαξ (Rintala ηαζ 

ζοκενβάηεξ, 2008). Καεχξ μζ πανάιεηνμζ ηδξ οβναζίαξ ηαζ ηδξ εενιμηναζίαξ παίγμοκ 

ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ αφλδζδ ηδξ ιζηνμαζαηήξ πμζηζθυηδηαξ (Park ηαζ ζοκενβάηεξ 2014), 

ημκ ιήκα Νμέιανζμ 2018 ηαζ ημκ ιήκα Εμφκζμ 2019 παναηδνήεδηε δ ιεβαθφηενδ 

ιζηνμαζαηή αφλδζδ υπμο αοηυ ημ πμζμζηυ είκαζ ζε ορδθά επίπεδα. Ώκηίεεηα 

παναηδνήεδηε ιζα ιζηνή ιείςζδ ημκ ιήκα Ώπνίθζμ 2019 ηαζ ιζα αηυια ιεβαθφηενδ ημκ 

ιήκα Εακμοάνζμ 2019. Μεθέηεξ ζπεηζηά ιε ηδκ επμπζαηή δζαηφιακζδ 

αενμιεηαθενυιεκςκ ζςιαηζδίςκ έπμοκ δείλεζ υηζ ημοξ ηαθμηαζνζκμφξ ιήκεξ ηαζ ημοξ 

ιήκεξ ημο θεζκμπχνμο, μζ ζοβηεκηνχζεζξ ααηηδνίςκ είκαζ ορδθυηενεξ ζε ζπέζδ ιε ημκ 
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πεζιχκα ηαζ ηδκ άκμζλδ (Moschandreas ηαζ ζοκενβάηεξ 2003) απμηέθεζια πμο ζοιθςκεί 

ιε ηδκ  πανμφζα ενβαζία. Δ αφλδζδ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ηςκ ααηηδνίςκ ημ ηαθμηαίνζ 

πζεακυκ ζπεηίγεηαζ ιε ηζξ πζμ ορδθέξ εενιμηναζίεξ πμο εοκμμφκ πζμ έκημκεξ ηοηηανζηέξ 

δζαδζηαζίεξ ηαζ δζαδζηαζίεξ ζδιαημδυηδζδξ (Bowers ηαζ ζοκενβάηεξ 2012). 

Μέπνζ ζήιενα, μζ πενζζζυηενεξ απυ ηζξ ενβαζίεξ πμο αθμνμφκ ηδκ επμπζαηή δζαηφιακζδ 

ηδξ ιζηνμαζαηήξ πμζηζθυηδηαξ ζε εζςηενζημφξ πχνμοξ έπμοκ επζηεκηνςεεί ζε ιεηνήζεζξ 

πμο αθμνμφκ ημοξ ιφηδηεξ ηαζ ζε ιζηνυηενμ ααειυ ζε ακηίζημζπεξ ααηηδνίςκ (Park ηαζ 

ζοκενβάηεξ, 2014). Οζ ιέπνζ ηχνα ιεθέηεξ ζε δζάθμνα εζςηενζηά πενζαάθθμκηα, έπμοκ 

δείλεζ υηζ ηα βέκδ Actinobacteria, Fιrmicutes, Bacteroidetes ηαζ Proteobacteria είκαζ μζ 

ημζκχξ ειθακζγυιεκεξ μιάδεξ ααηηδνίςκ πμο οπάνπμοκ ζε ζπεηζηά ορδθέξ 

ζοβηεκηνχζεζξ ζημκ αένα (Yassin ηαζ  Almouqatea  2010, Sandle ηαζ ζοκενβάηεξ, 2005, 

Amato ηαζ ζοκενβάηεξ, 2005, Pearce ηαζ ζοκενβάηεξ, 2010, Brodie ηαζ ζοκενβάηεξ,2007). 

Ώηυια, ημοξ ιήκεξ ημο θεζκμπχνμο παναηδνείηαζ ιζα αφλδζδ ημο βέκμοξ Bacilllus, ιζα 

μιάδα ααηηδνζχκ πμο εεςνείηαζ υηζ πνμένπεηαζ απυ ημ έδαθμξ ηαζ ιεηαθένεηαζ ζηδκ 

αηιυζθαζνα (Bowers ηαζ ζοκενβάηεξ, 2011).  

Μέπνζ ζήιενα θίβεξ ιεθέηεξ έπμοκ βίκεζ ζε υηζ αθμνά ηδ ιζηνμαζαηή πμζηζθυηδηα ζε 

αζμιδπακζηέξ ιμκάδεξ παναβςβήξ κενμφ ορδθήξ ηαεανυηδηαξ πμο πνμμνίγεηαζ βζα 

θανιαηεοηζηή πνήζδ. Βζδζηυηενα ζηζξ θανιαημαζμιδπακίεξ, δ ακαβηαζυηδηα βζα κενυ 

ορδθήξ ηαεανυηδηαξ είκαζ επζηαηηζηή ηαεχξ μπμζαδήπμηε ιυθοκζδ ζημ κενυ είηε θυβς 

φπανλδξ ιζηνμμνβακζζιχκ είηε θυβς ιεηααμθζηχκ πνμσυκηςκ ημοξ, ιπμνεί κα 

ιεηαθενεεί ζηα ηεθζηά πνμσυκηα επζδνχκηαξ ανκδηζηά ζηδκ οβεία ημο ηαηακαθςηή 

(Kawai, ηαζ ζοκενβάηεξ 2004). Με αάζδ  ηαζ ηα πνςηυημθθα ηδξ Βονςπασηήξ Βπζηνμπήξ 

Φανιαημπμζίαξ ηαζ ηα αζαθζμβναθζηά δεδμιέκα επζθέπεδηακ ενεπηζηά οπμζηνχιαηα πμο 

οπμζηδνίγμοκ ηδκ ακάπηολδ ααηηδνζαηχκ πθδεοζιχκ. Βζδζηυηενα, πνδζζιμπμζήεδηακ 

ενεπηζηά οπμζηνχιαηα υπςξ ημ NA πμο είκαζ βεκζημφ ηφπμο οπυζηνςια βζα ηδκ 

ηαηαιέηνδζδ ηαζ ηδκ απμιυκςζδ ηςκ ιζηνμμνβακζζιχκ ηαζ ημ R2A. Σμ ενεπηζηυ R2A 

εκδείηκοηαζ βζα πνήζδ ηαηά ημκ έθεβπμ πυζζιμο κενμφ ηαεχξ πενζέπεζ πνμζηαθοθζηυ 

κάηνζμ ηαζ άιοθμ πμο εοκμμφκ ηδκ ακάηηδζδ ηαηαπμκδιέκςκ ηοηηάνςκ (Reasoner ηαζ 

Geldreich 1985). Έκαξ ααζζηυξ θυβμξ ηδξ φπανλδξ ααηηδνζαηχκ εκδμημλζκχκ ζηζξ 

θανιαηεοηζηέξ εβηαηαζηάζεζξ μθείθεηαζ ζηδ πνήζδ ιεβάθμο υβημο κενμφ ζηδκ 

επελενβαζία (απμηεθεί ααζζηυ ζοζηαηζηυ πμθθχκ πνμσυκηςκ ηαζ πνδζζιμπμζείηαζ βζα ημ 

ηαεανζζιυ ημο ελμπθζζιμφ). Ο ιζηνμμνβακζζιυξ πμο ανέεδηε ηαζ ζπεηίγεηαζ ιε ημ κενυ 
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είκαζ ημ ανκδηζηυ ηαηά Gram ααηηήνζμ Pseudomonas aeruginosa ηαεχξ ηέημζα ααηηήνζα 

ιπμνμφκ κα ακαπηοπεμφκ ζε θηςπά ενεπηζηά οπμζηνχιαηα υπςξ ημ κενυ ηαζ ιπμνμφκ κα 

ανεεμφκ ζε ορδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ ζε ηέημζμο ηφπμο πενζαάθθμκηα (Sanlde, 2015). 

 πςξ ακαθένεδηε ηαζ ζημ πνμδβμφιεκμ ηεθάθαζμ (Κεθαθαίμ 3.2) ηαζ ζηζξ ηέζζενζξ 

δεζβιαημθδρίεξ πμο έβζκακ παναηδνήεδηε ακάπηολδ ααηηδνίςκ ζε δφμ απυ ηα επηά 

ζηάδζα παναβςβήξ απμζηεζνςιέκμο κενμφ. Καεχξ αοηά ηα ζηάδζα είκαζ δζαδμπζηά (1
δ
 ηαζ 

2
δ
 ιζηηή ζηήθδ) είκαζ πζεακυ δ ιυθοκζδ πμο έπεζ δδιζμονβδεεί  ζηδ 1

δ
 ιζηηή ζηήθδ κα 

ιεηαθένεηαζ ηαζ ζηδ 2
δ
 ζηήθδ εκχ ζηδ ζοκέπεζα ηα επυιεκα ζηάδζα κα πενζθαιαάκμοκ 

πζμ ζζπονέξ ιεευδμοξ απμζηείνςζδξ ηαζ δεκ παναηδνήεδηε ηαιία ακάπηολδ. Ώοηυ 

ιπμνεί κα είκαζ απμηέθεζια δδιζμονβίαξ αζμοιεκίμο ζηδ ζηήθδ επελενβαζίαξ ημο κενμφ. 

Σα αζμοιέκζα είκαζ θοζζηέξ ημζκυηδηεξ ααηηδνίςκ, υπμο ζοκακηζυκηαζ ζε αοηά ηα 

ζοζηήιαηα (Sanlde, 2015). 

Tα αζμοιέκζα ζπδιαηίγμκηαζ απυ ααηηήνζα ηα μπμία είκαζ πνμζημθθδιέκα ημ έκα ιε ημ 

άθθμ ηαζ ιε επζθάκεζεξ. Ο ζπδιαηζζιυξ αζμοιεκίμο αημθμοεεί ανηεηά αήιαηα. Ώνπζηά ηα 

ααηηήνζα ανίζημκηαζ ζε ηαηάζηαζδ ακαζηνέρζιδξ πνμζηυθθδζδξ, δδθαδή ζε αοηή ηδ 

θάζδ ιπμνμφκ κα απμημθθδεμφκ οπυ ζοκεήηεξ απυ ηδκ επζθάκεζα. Ώοηυ ιε ηδκ πάνμδμ 

ημο πνυκμο ιεηαηνέπεηαζ ζε ιζα ιδ ακαζηνέρζιδ πνμζηυθθδζδ. Μέζα ζε θίβεξ ιένεξ 

ζπδιαηίγμκηαζ ιζηνμ-απμζηίεξ, μδδβχκηαξ ζηδ δδιζμονβία ηεθζηά ημο αζμοιεκίμο 

(Wingender, 1999). Γεκζηά δ μιάδα ηςκ Gram ανκδηζηχκ ααηηδνίςκ ζπδιαηίγεζ πζμ 

εφημθα αζμοιέκζα ηαεχξ, ελαζηίαξ ηδξ ιμνθμθμβίαξ ημοξ ηα ααηηήνζα πνμζημθθχκηαζ πζμ 

εφημθα ζηζξ επζθάκεζεξ. Σα ααηηήνζα αοηά ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ ημοξ δζαεέημοκ Pili 

(Fimbriae), δδθαδή θεπηά πνςηεσκμφπα ελανηήιαηα ηα μπμία αμδεμφκ ζηδκ 

πνμζηυθθδζδ ημο ηοηηάνμο ιε επζθάκεζεξ (Sandle, 2015 α, Jiminez, 2004). ε ηέημζα 

ζοζηήιαηα επελενβαζίαξ ημο κενμφ, μ ζπδιαηζζιυξ αζμοιεκίμο ζοκδέεηαζ ιε δζαημπέξ 

θεζημονβίαξ ζηδ βναιιή παναβςβήξ απζμκζζιέκμο κενμφ ή πενζυδμοξ πμθφ ιζηνήξ 

πνήζδξ ημο κενμφ, υπμο επδνεάγεηαζ δ ηαπφηδηα νμήξ ημο ζημ ζφζηδια επελενβαζίαξ 

ημο. Ο ζπδιαηζζιυξ αζμοιεκίςκ ιπμνεί επίζδξ κα είκαζ πνμσυκ θάεμοξ ζπεδίαζδξ ημο 

ζοζηήιαημξ ζε υηζ αθμνά ημκ ηφπμ ημο οθζημφ πμο πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηζξ ζςθδκχζεζξ, 

ηδ δζάιεηνμ αοηχκ ηαζ ηδ ηαπφηδηα πμο ηοηθμθμνεί ημ κενυ (Sandle, 2013). Δ 

δδιζμονβία αζμοιεκίςκ είκαζ δφζημθμ κα απμθεοπεεί ηαζ είκαζ ακαβηαίμξ έκαξ 

δζαθμνεηζηυξ ηνυπμξ πνμζέββζζδξ. Ο ηαθυξ ζπεδζαζιυξ ημο ζοζηήιαημξ επελενβαζίαξ 
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ημο κενμφ είκαζ ααζζηυξ πανάβμκηαξ πμο εα ηναηήζεζ ηα ζοζηήιαηα αοηά ζε 

ζηακμπμζδηζηή ηαηάζηαζδ (Lehtola ηαζ ζοκενβάηεξ 2004).  

Σα απμηεθέζιαηα ημο πνμζδζμνζζιμφ ημο ιζηνμαζαημφ θμνηίμο ζημ κενυ, έδεζλακ υηζ 

ανζζηυηακ εκηυξ ηςκ μνίςκ πμο μνίγμκηαζ απυ ηδκ Βονςπασηή Βπζηνμπή Φανιαημπμζίαξ 

ηαζ ζηζξ ηέζζενζξ δεζβιαημθδρίεξ πμο είκαζ 10
4
 cfu/ml. Δ ιεεμδμθμβία πμο 

αημθμοεήεδηε βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ημο ιζηνμαζαημφ θμνηίμο ημο κενμφ ηαηά ηα ζηάδζα 

επελενβαζίαξ ημο ιπμνεί κα οπμεηηζιά ημ ιζηνμαζαηυ θμνηίμ ζε ζπέζδ ιε ηεπκζηέξ 

ιζηνμζημπίαξ θεμνζζιμφ πμο εηηυξ ηςκ άθθςκ ιπμνμφκ κα δζαηνίκμοκ ηυζμ ημκ μθζηυ 

ανζειυ ηοηηάνςκ υζμ ηαζ ημκ ανζειυ ηςκ ιεηααμθζηά εκενβχκ ηοηηάνςκ ( Kawai ηαζ 

ζοκενβάηεξ, 2004).  

Όζηενα ηαζ απυ ηδ ιμνζαηή ηαοημπμίδζδ ιέζς ακάθοζδξ ηδξ αθθδθμοπίαξ 16S rRNA, 

ηα απμηεθέζιαηα έδεζλακ υηζ απυ ηα ηέζζενα ζηεθέπδ πμο ειθάκζζακ εεηζηυ απμηέθεζια 

ςξ πνμξ ηδ πανμοζία εκδμημλίκδξ ιεηά ημ LAL ηεζη ηα ηνία: Escherichia fergusonii EC3, 

Pseudomonas aeruginosa AT ηαζ Shigella flexineri W3 είκαζ Gram ανκδηζηά, εκχ ημ 

ηέηανημ Staphylococcus xylosus S1E17 ακήηεζ ζηδκ ηαηδβμνία ηςκ Gram εεηζηχκ 

ααηηδνίςκ.  

Escherichia fergusonii ΒC3: Βίκαζ έκα Gram ανκδηζηυ ααηηήνζμ, ζηεκά ζοκδεδειέκμ ιε 

ημ είδμξ Escherichia coli, εκχ απμιμκχεδηε βζα πνχηδ θμνά απυ δείβιαηα ακενχπζκμο 

αίιαημξ. Σμ ζηέθεπμξ Escherichia fergusonii ιμθφκεζ ακμζπηέξ πθδβέξ υπςξ επίζδξ ηαζ 

ιπμνεί κα πνμηαθέζεζ θμζιχλεζξ ημο μονμπμζδηζημφ ζοζηήιαημξ (Savini ηαζ ζοκενβάηεξ, 

2008). Ο ηνυπμξ δνάζδξ ηςκ LPS πμο πνμηφπημοκ απυ ημ ζηέθεπμξ  Escherichia 

fergusonii είκαζ πακμιμζυηοπμξ ιε αοηυκ ζημ ζηέθεπμξ Escherichia coli (Wragg ηαζ 

ζοκενβάηεξ, 2009)  ηαζ πενζβνάθεηαζ ζημ Κεθάθαζμ 5.1. 

Pseudomonas aeruginosa AT:  Βίκαζ έκα απυ ηα πζμ ζδιακηζηά παεμβυκα ααηηήνζα πμο 

ζοκακηχκηαζ ζε ακμζμηαηεζηαθιέκμοξ λεκζζηέξ ιε ηοζηζηή ίκςζδ (CF) ηαζ μ 

θζπμπμθοζαηπανίηδξ πμο απεθεοεενχκεηαζ απυ αοηυκ ημκ μνβακζζιυ είκαζ ααζζηυξ 

πανάβμκηαξ βζα ηδ θμζιμβυκμ δνάζδ ημο. Σμ θζπίδζμ Ώ ηςκ LPS ιπμνεί ιεηααθδηά κα 

είκαζ πεκη-, ελα- ή επηα- αηεηοθζςιέκμ ηαζ αοηέξ μζ ζζμιμνθέξ έπμοκ δζαθμνεηζηέξ 

δοκάιεζξ υηακ εκενβμπμζμφκ ηδκ έιθοηδ ακμζία ημο λεκζζηή ιέζς δέζιεοζδξ ζημκ 

οπμδμπέα TLR4. οκμθζηά οπάνπεζ ιζα ιεβάθδ πμζυηδηα πθδνμθμνζχκ ζπεηζηά ιε ηα 

βμκίδζα ηαζ ηα έκγοια πμο απαζημφκηαζ βζα ηδκ απεθεοεένςζδ ηςκ LPS  απυ ημ 
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Pseudomonas aeruginosa ηαζ έπμοκ δζελαπεεί ζδιακηζηέξ αζμθμβζηέξ ηαζ ακαζμθμβζηέξ 

ιεθέηεξ βζα ημ ηαεμνζζιυ ημο νυθμο ηςκ LPS ζηδ θμζιμβυκμ ζηακυηδηα ηαζ ηδκ ακμζία 

ζηδ ιυθοκζδ ημο Pseudomonas aeruginosa, (Suzuki ηαζ ζοκενβάηεξ  2001). 

Shigella flexineri W3 : Σμ ααηηήνζμ Shigella flexineri  είκαζ έκα Gram ανκδηζηυ ααηηήνζμ 

πμο πνμηαθεί ηζξ πζμ ιεηαδμηζηέξ ααηηδνζαηέξ δοζεκηενίεξ. Δ παεμβέκεζα ημο Shigella 

flexineri ααζίγεηαζ ζηδκ ζηακυηδηα ημο ααηηδνίμο κα εζζαάθθμοκ ηαζ κα ακαπανάβμκηαζ 

εκηυξ ημο εκηένμο, ιε απμηέθεζια ηδ δδιζμονβία θθεβιμκήξ ηαζ ηδκ ηαηαζηνμθή ημο 

επζεήθζμο. Γεκζηυηενα ηα πονεημβυκα πμο πνμένπμκηαζ απυ ηδκ μζημβέκεζα ηςκ 

Enterobactereaceae πζζηεφεηαζ υηζ είκαζ μ ηφνζμξ πανάβμκηαξ ιυθοκζδξ  εκυξ εκέζζιμο 

δζαθφιαημξ πμο παναζηεοάγεηαζ πςνίξ ηζξ ηαηάθθδθεξ δζαδζηαζίεξ απμθφιακζδξ ηαζ 

απμζηείνςζδξ (Magalhães ηαζ ζοκενβάηεξ, 2007). ημ ααηηήνζμ Shigella flexineri  ημ 

ακηζβυκμ Ο ηςκ LPS έπεζ δφμ ιεβέεδ, έκα ιζηνυ (SOAg) απυ 11 έςξ 17 

επακαθαιαακυιεκεξ ιμκάδεξ ηαζ έκα πζμ ιεβάθμ (VL-OAg) πενίπμο 90 

επακαθαιαακυιεκςκ ιμκάδςκ (Martinic ηαζ ζοκενβάηεξ, 2011). Μεθέηεξ έπμοκ δείλεζ υηζ 

δ δμιή ηςκ LPS ζημ ζοβηεηνζιέκμ ζηέθεπμξ ηνμπμπμζείηαζ ζε απυηνζζδ ημο pH. Οζ 

ιεθέηεξ αοηέξ δείπκμοκ υηζ ημ παιδθυ pH (pH 3,5) πνμηαθεί ηνμπμπμζήζεζξ ηςκ LPS, 

αολάκμκηαξ ηδκ ακηίζηαζδ ημοξ ζε αοηή ηδκ πενζααθθμκηζηή ηαηάζηαζδ. Συζμ μζ 

πενζμπέξ ημο Ο ακηζβυκμο υζμ ηαζ ημο θζπζδίμο Ώ ηςκ LPS ζημ ααηηδνζηαυ ζηέθεπμξ 

Shigella flexineri ηνμπμπμζείηαζ ζε ιέηνζεξ υλζκεξ ζοκεήηεξ υπμο αοηέξ μζ ηνμπμπμζήζεζξ 

ιε ηδ ζεζνά ημοξ έπμοκ ακηίηηοπμ ζηδκ ακημπή αοημφ ημο παεμβυκμο ζε μλέα  

(McGowan ηαζ ζοκενβάηεξ, 1998).  

Staphylococcus xylosus S1E17: Βίκαζ έκα εεηζηυ ηαηά Gram ααηηήνζμ πμο ζοκήεςξ 

οπάνπεζ ζημ δένια ηαζ ζημοξ αθεκκμβυκμοξ οβζχκ ακενχπςκ. Ο παεμβυκμξ παναηηήναξ 

πμο ιπμνεί κα έπεζ ηαζ μ ιδπακζζιυξ ιυθοκζδξ έπμοκ απμηηήζεζ ζδιακηζηυ εκδζαθένμκ 

θυβς ηδξ ακημπήξ ημο ζε δζάθμνα ακηζαζμηζηά (Taik Oh ηαζ ζοκενβάηεξ 2019) ιεηαλφ 

αοηχκ ηδξ πεκζηζθίκδξ ηαζ ηςκ ηεθαθμζπμνζκχκ (Al-Shuneigat ηαζ ζοκενβάηεξ, 2005). 

Ώοηυ ημ είδμξ εεςνείηαζ ςξ ιδ παεμβυκμ, αθθά ιενζηά ζηεθέπδ ζπεηίγμκηαζ ιε 

εοηαζνζαηέξ θμζιχλεζξ ημο ακενχπμο. Βπζπθέμκ ιενζηά ζηεθέπδ Staphylococcus xylosus 

έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα ζπδιαηίγμοκ αζμοιέκζα (Akhaddar ηαζ ζοκενβάηεξ, 2010). 

Τπάνπεζ ιζα ιαηνμπνυκζα ζογήηδζδ ςξ πνμξ ημ ακ δ πεπηζδμβθοηάκδ ηςκ Gram εεηζηχκ 

ααηηδνίςκ εκενβμπμζεί ιζα απυηνζζδ ζηδ δμηζιαζία LAL. ηδκ πανμφζα Αζπθςιαηζηή 

Βνβαζία οπήνλε ιζα ηέημζα πενίπηςζδ υπμο ημ ζηέθεπμξ ιε ηςδζηή μκμιαζία S1E17 
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έδεζλε εεηζηυ απμηέθεζια ςξ πνμξ ηδκ πανμοζία εκδμημλίκδξ εκχ ζηδ ζοκέπεζα ηαζ ιεηά 

ηδκ ηαοημπμίδζδ αοημφ ημο ζηεθέπμοξ ημ απμηέθεζια έδεζλε υηζ ήηακ εεηζηά ηαηά Gram 

ααηηήνζμ (Staphylococcus xylosus). Δ πεπηζδμβθοηάκδ (PEG), είκαζ ημ ηφνζμ ζοζηαηζηυ 

ημο ηοηηανζημφ ημζπχιαημξ ημκ Gram εεηζηχκ ααηηδνίςκ εκχ οπάνπεζ ηαζ ζε έκα θεπηυ 

ζηνχια ζηα Gram ανκδηζηά υπςξ πενζβνάθεηαζ ηαζ ζημ Κεθάθαζμ1. Ώπεθεοεενχκεηαζ 

ηαηά ηδ θφζδ ημο ηοηηανζημφ ημζπχιαημξ ηαζ επμιέκςξ ηαζνζάγεζ ζημκ μνζζιυ ηδξ 

εκδμημλίκδξ. Χζηυζμ ζε ζφβηνζζδ ιε ηα LPS, δ δνάζδ ημο PEG είκαζ ζπεηζηά 

πενζμνζζιέκδ. Λαιαάκμκηαξ οπυρδ υηζ πενζπηχζεζξ ζήρδξ απυ Gram εεηζηά ααηηήνζα 

απμηεθμφκ ημ 50% αοηχκ ηςκ πενζπηχζεςκ, μ νυθμξ ημο PEG ζε πενζπηχζεζξ  πονεημφ, 

ζήρδξ ηαζ θθεβιμκήξ έπεζ ιεθεηδεεί εθάπζζηα (Angus ηαζ ζοκενβάηεξ 2001, Cohen ηαζ 

Abraham +1999). Σμ PEG ηαζ ηα πανάβςβά ημο έπεζ ανεεεί υηζ ειπθέημκηαζ ζε ιζα ζεζνά 

βκςζηχκ κυζςκ, ζδζαίηενα αοηά πμο εκενβμπμζμφκ ημ έιθοημ ακμζμπμζδηζηυ ζφζηδια, 

εκχ ένεοκεξ έπμοκ δείλεζ υηζ ζε πμθθέξ πενζπηχζεζξ μζ πεπηζδμβθοηάκεξ ζοκδέμκηαζ ηαζ 

ιε ηδ ζήρδ. Ώπμδεζηκφεηαζ υηζ ημ PEG ιμζνάγεηαζ πμθθέξ απυ ηζξ ζδζυηδηεξ ηςκ LPS 

υηακ πνυηεζηαζ βζα θθεβιμκχδδξ ζδζυηδηεξ ηαζ απυ αοηή ηδκ άπμρδ ημ PEG πνέπεζ κα 

εεςνδεεί ςξ εκδμημλίκδ, ακ ηαζ μζ ιδπακζζιμί ιε ημοξ μπμίμοξ ηα ηφηηανα ακαβκςνίγμοκ 

ηα LPS ηαζ ημ PEG είκαζ δζαθμνεηζημί (Myhre ηαζ ζοκενβάηεξ 2006). Πανυθμ πμο ηα 

πονεημβυκα, ιδ εκδμημλζκζηήξ πνμέθεοζδξ είκαζ εεςνδηζηά πανυκηα, μζ ηίκδοκμζ πμο 

ιπμνεί κα πνμηαθέζμοκ είκαζ παιδθμί ζηζξ πενζζζυηενεξ δζαδζηαζίεξ. Ώοηυ μθείθεηαζ 

ηονίςξ ζημ βεβμκυξ υηζ απαζημφκηαζ ζδιακηζηέξ πμζυηδηεξ ιζηνμαζαημφ οθζημφ βζα ηδ 

πνυηθδζδ πονεημφ. Γζα πανάδεζβια ζηζξ πενζπηχζεζξ ιυθοκζδξ ιε Staphylococcus 

απαζηείηαζ ζοβηέκηνςζδ 1 ιg/kg βζα κα πνμηαθέζεζ πονεημβυκμ απυηνζζδ ζε ζφβηνζζδ 

ιε ηδκ εκδμημλίκδ πμο απαζηείηαζ 0,5 EU (0,05 ng/kg) (Novitsky, 2002). Έπμκηαξ 

ακαθένεζ ηαζ ζημ Κεθάθαζμ 1 ιζα ζεζνά ιζηνμαζαηχκ πονεημβυκςκ, ημ ενχηδια πμο 

ηίεεηαζ είκαζ ακ οπάνπεζ ηίκδοκμξ απυ ιζηνμαζαηά πονεημβυκα πμο δεκ πνμένπμκηαζ απυ 

εκδμημλίκδ ζε θανιαηεοηζηέξ δζενβαζίεξ. Πνυαθδια επίζδξ εεςνείηαζ ηαζ ημ βεβμκυξ υηζ 

ζοζηαηζηά απυ Gram εεηζηά ααηηήνζα ιπμνμφκ κα δζεβείνμοκ ημ ακμζμπμζδηζηυ 

ζφζηδια, υπςξ πεπηζδμβθοηάκεξ, θζπμεεσηά μλέα ηαζ άθθα,  πςνίξ κα ιπμνμφκ κα 

ακζπκεοημφκ απυ ηζξ δμηζιαζίεξ LAL. Σμ ζοζηαηζηυ πμο ιπμνεί κα ακζπκεοηεί ηζξ 

πενζζζυηενεξ θμνέξ απυ αοηή ηδ δμηζιαζία είκαζ ιυκμ δ πεπηζδμβθοηάκεξ (Morath ηαζ 

ζοκενβάηεξ, 2005). οιπεναζιαηζηά οπάνπμοκ ακηζβυκα εηηυξ απυ αοηά ηςκ LPS, ηυζμ 

απυ Gram ανκδηζηά υζμ ηαζ απυ Gram εεηζηά ααηηήνζα πμο ιπμνμφκ κα δχζμοκ εεηζηυ 

απμηέθεζια ζηδκ ακηίδναζδ LAL. Βπίζδξ ζηδκ πενίπηςζδ ημο ζηεθέπμοξ 

Staphylococcus xylosus ημ πήηηςια ιε ηδ πνχζδ κζηνζημφ ανβφνμο δεκ έδεζλε ηαευθμο 
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πνυηοπεξ γχκεξ υπςξ αοηέξ ειθακίγμκηαζ ζηδ πενίπηςζδ ηςκ LPS ηαζ ζοκεπχξ ημ 

πνςηυημθθμ εηπφθζζδξ ηαζ ηαεανζζιμφ ηςκ LPS πμο αημθμοεήεδηε ζηδκ πανμφζα 

ενβαζία δεκ ιπμνεί κα εθανιμζηεί ζηδκ πενίπηςζδ ηςκ πεπηζδμβθοηακχκ. 

Πμθθέξ ηεπκζηέξ έπμοκ εθανιμζηεί ζημ πανεθευκ, βζα ηδκ εηπφθζζδ ηαζ ηαεανζζιυ ηςκ 

θζπμπμθοζαηπανζηχκ απυ ηα Gram ανκδηζηά ααηηήνζα. Μενζηέξ απυ αοηέξ είκαζ 

δφζημθεξ ηαζ ζηδκ εθανιμβή ημοξ ή αηυια ηαζ ηανηζκμβυκεξ, εκχ άθθεξ είκαζ απθέξ, 

μζημκμιζηά απμδμηζηέξ ηαζ ημ ηεθζηυ πνμσυκ είκαζ ορδθήξ ηαεανυηδηαξ (Perdomo ηαζ 

Montero-Alejo, 2006, Rezania ηαζ ζοκενβάηεξ 2011). Σμ ααηηδνζαηήξ πνμέθεοζδξ 

έκγοιμ, Proteinase K πμο πνδζζιμπμζήεδηε ζηδ ιέεμδμ γεζηήξ θαζκυθδξ κενμφ μδδβεί ζε 

ελαζνεηζηά ηαεανά LPS πςνίξ πνςηεΎκεξ ηαζ κμοηθεσηά μλέα (Apicella 2008, Rezania ηαζ 

ζοκενβάηεξ 2011). Δ εηπφθζζδ ηςκ LPS ιε ηδ ιέεμδμ γεζηήξ θαζκυθδξ κενυ ηαζ 

Proteinase K έδςζε ελαζνεηζηά ηαεανά LPS υπςξ θαίκεηαζ ηαζ ζηδκ Βζηυκα 3.16. Δ 

απμοζία επζιυθοκζδξ εα ιπμνμφζε κα μθείθεηαζ ζηδκ επελενβαζία ιε έκγοια πμο 

επζηνέπεζ ηδκ έβηαζνδ απμαμθή ηςκ ιμθοζιαηζηχκ παναβυκηςκ υπςξ επίζδξ ηαζ ζηδκ 

απμιάηνοκζδ οπμθεζιιαηζηχκ εκγφιςκ (Rezania ηαζ ζοκενβάηεξ 2011). Καεχξ αοηά ηα 

αήιαηα έθεζπακ απυ ηδ ιέεμδμ ιεεακυθδξ – πθςνμθμνιίμο ημ πήηηςια ιε πνχζδ 

Coomassie Blue έδεζλε ηδκ πανμοζία ιυθοκζδξ απυ πνςηεΎκεξ (Βζηυκα 3.20). Ώηυια, δ 

ιέεμδμξ γεζηήξ θαζκυθδξ κενμφ πανμοζία Proteinase K έδςζε ηαεανυ πνμσυκ (LPS) ζε 

ζπέζδ ιε ηδ δεφηενδ ιέεμδμ πμο εθανιυζηδηε. ηδκ πανμφζα ενβαζία αοηυ θάκδηε ηαζ 

ζηδ πνχζδ ημο πδηηχιαημξ ιε κζηνζηυ άνβονμ ηαεχξ ζηδκ πνχηδ πενίπηςζδ δ εζηυκα 

έδεζλε ημ παναηηδνζζηζηυ πνυηοπμ ηςκ LPS, (Βζηυκα 3.17) ζε ζφβηνζζδ ιε ηδ δεφηενδ 

πενίπηςζδ πμο ημ πνμσυκ ήηακ ιμθοζιέκμ ηαζ δ εζηυκα ηςκ LPS ζημ πήηηςια δεκ ήηακ 

δ ακαιεκυιεκδ (Βζηυκα 3.21). Πανυθμ ημ απμηέθεζια ηδξ πανμφζαξ Αζπθςιαηζηήξ 

Βνβαζίαξ ςξ πνμξ ηδκ ακαπμηεθεζιαηζηυηδηα ηδξ εηπφθζζδξ  ηαεανμφ LPS ιε ηδ ιέεμδμ 

ιεεακυθδξ πθςνμθμνιίμο απμηεθέζιαηα πανυιμζςκ ενεοκχκ έδεζλακ υηζ δ εηπφθζζδ πμο 

πναβιαημπμζήεδηε ιε αοηή ηδ ιέεμδμ έδςζε ηαεανά LPS (Wang ηαζ ζοκενβάηεξ, 2015). 

Σμ ενχηδια ζπεηζηά ιε ημκ ηνυπμ ιε ημκ μπμίμ ιπμνεί κα βίκεζ εηπφθζζδ ηςκ 

εκδμημλζκχκ ιε μζημκμιζηυ ηαζ απμηεθεζιαηζηυ ηνυπμ έπεζ πνμζεθηφζεζ ηδκ πνμζμπή 

πμθθχκ ενεοκδηχκ. Δ ζογήηδζδ ζπεηζηά ιε ηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ εκδμημλζκχκ απυ 

αζμθμβζηά παναζηεοάζιαηα ηαζ δ ελέηαζδ ηέημζςκ πνμζεββίζεςκ είκαζ οπμπνεςηζηέξ 

πνμηεζιέκμο κα ακαπηοπεμφκ ζημ ιέθθμκ πζμ ελεοβεκζζιέκεξ ιέεμδμζ. Χζηυζμ ημ γήηδια 

δεκ έπεζ επζθοεεί αηυια ζηακμπμζδηζηά (Apicella, 2008). 
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ηδκ πανμφζα Αζπθςιαηζηή Βνβαζία ζηδκ ηεπκζηή ιε πνχζδ κζηνζημφ ανβφνμο  βζα ηδκ 

ακίπκεοζδ ηςκ LPS πνδζζιμπμζήεδηε ιζα ηνμπμπμζδιέκδ ιέεμδμξ (Fomsgaard ηαζ 

ζοκενβάηεξ,1990) ζηδκ μπμία παναθείπεηαζ ημ πνχημ ζηάδζμ ηδξ ηθαζζηήξ ιεευδμο (Tsai 

ηαζ Frasch, 1982). Βκχ ζηδκ ηθαζζηή ιέεμδμ ημ πνχημ ζηάδζμ ηδξ ηεπκζηήξ  

πενζθαιαάκεζ ηδκ παναιμκή ημο πδηηχιαημξ πμθοαηνζθαιίδδξ ζε δζάθοια 40% 

αζεακυθδ- 5% μλζηυ μλφ βζα 24 χνεξ, ζηδ ηνμπμπμζδιέκδ ιέεμδμ αοηυ δεκ έβζκε ηαζ ημ 

πήηηςια ημπμεεηήεδηε αιέζςξ ζε δζάθοια 40% αζεακυθδ 5% μλζηυ μλφ ηαζ 0,7% 

πενζμδζηυ μλφ υπςξ πενζβνάθεηαζ ακαθοηζηά ηαζ ζημ Κεθάθαζμ 2.8.2.   

πςξ ακαθένεηαζ ηαζ αζαθζμβναθζηά (Kalambhe ηαζ ζοκενβάηεξ, 2017) δ ηθαζζηή 

ιέεμδμξ είκαζ ηνείξ έςξ ηέζζενζξ  θμνέξ πζμ εοαίζεδηδ απυ ηδκ ηνμπμπμζδιέκδ ιέεμδμ 

πνχζδξ ιε κζηνζηυ άνβονμ βζα ηδκ ακίπκεοζδ LPS πμο πνμένπμκηαζ απυ ααηηήνζα ημο 

βέκμοξ Escherichia, Salmonella η.α. Δ ιείςζδ ηδξ εοαζζεδζίαξ ζηδ ηνμπμπμζδιέκδ 

ιέεμδμ μθείθεηαζ ζηδ πανάθεζρδ ημο πνχημο ιένμοξ ακ ηαζ δ ηθαζιάηςζδ ηςκ LPS ζημ 

πήηηςια ηαηά ηδ δζάνηεζα μλείδςζδξ ιπμνεί κα ελανηάηαζ απυ ηζξ δμιέξ ηςκ ηιδιάηςκ 

ηςκ θζπζδίςκ Ώ. Πζμ ακαθοηζηά ιεηά ηδκ μλείδςζδ ηςκ LPS απυ ημ πενζμδζηυ μλφ 

(2.10.2) μζ ελυγεξ πμο οπάνπμοκ ζημ Λζπίδζμ-Ώ ηαεζζημφκ ηζξ μιάδεξ αθδετδδξ 

δζαεέζζιεξ βζα ακηίδναζδ ιε ημκ κζηνζηυ άνβονμ. Ώοηυξ είκαζ ηαζ μ θυβμξ υπμο μζ γχκεξ 

ζημ πήηηςια ειθακίγμκηαζ ιε πζμ έκημκμ πνχια απυ ημκ άνβονμ ζε ζπέζδ ιε ηζξ γχκεξ 

ημο Ο-Ώκηζβυκμο. Πανυθα αοηά μζ Fomsgaard ηαζ ζοκενβάηεξ ημοξ (1990) απμηάθορακ 

υηζ δ ηθαζζηή ιέεμδμξ δεκ πνςιαηίγεζ μνζζιέκα παναζηεοάζιαηα LPS πμο πενζέπμοκ 

παιδθυ ανζειυ θζπανχκ μλέςκ, ηα μπμία εηπθφεδηακ απυ ηα πδηηχιαηα ηαηά ηδ 

δζάνηεζα ημο ανπζημφ ζηαδίμο. ηδκ ηνμπμπμζδιέκδ ιέεμδμ δ αφλδζδ ημο πνυκμο 

μλείδςζδξ ζε πενζμδζηυ μλφ απυ 5 ζε 20 θεπηά, απμδείπηδηε απμηεθεζιαηζηή ηαζ ηδκ 

ζηακυηδηα ακίπκεοζδξ υθςκ ηςκ LPS (Tan ηαζ Grewal, 2002). οιπεναζιαηζηά ηάεε ιία 

απυ ηζξ δφμ ιεευδμοξ έπεζ ηα πθεμκεηηήιαηα ηαζ ηα ιεζμκεηηήιαηά ηδξ. Δ ηθαζζηή 

ιέεμδμξ είκαζ πζμ εοαίζεδηδ, αθθά πνμκμαυνα. Βπζπθέμκ, δεκ ακζπκεφεζ εηείκα ηα LPS 

πμο πενζέπμοκ παιδθυ ανζειυ θζπανχκ μλέςκ. Ώκηίεεηα, δ ηνμπμπμζδιέκδ ιέεμδμξ είκαζ 

απθμφζηενδ ηαζ ηαπφηενδ ηαζ ακζπκεφεζ LPS πμο δεκ ιπμνμφκ κα ακζπκεοημφκ ιε ηδκ 

ηθαζζηή ιέεμδμ. Πνμηείκεηαζ, υπςξ έβζκε ηαζ ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ, δ πνήζδ ηαζ ηςκ δφμ 

ιεευδςκ βζα ιζα πζμ μθμηθδνςιέκδ εζηυκα ηςκ θζπμπμθοζαηπανζηχκ.   

Βκχ οπάνπμοκ πμθθέξ ιέεμδμζ ακίπκεοζδξ LPS (Fomsgaard, 1990, Tsai ηαζ Frasch 1982)  

μζ πενζζζυηενεξ απυ αοηέξ δεκ πανέπμοκ ηδ δοκαηυηδηα βζα ηδκ άιεζδ  ακίπκεοζδ ημοξ 

ζε δείβιαηα υπςξ ημ αίια ή κενυ. Μζα ζδακζηή ιέεμδμξ βζα ηδκ ακίπκεοζή ηςκ LPS εα 
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πνέπεζ κα είκαζ ανηεηά εοαίζεδηδ χζηε κα ακζπκεφεζ παιδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ  ηαζ κα 

πνδζζιμπμζεί ακηζζχιαηα ή εέζδξ πνυζδεζδξ πμο πανέπμοκ επζθεηηζηυηδηα (Schreiber 

ηαζ ζοκενβάηεξ, 2005). Πμθθέξ κέεξ πνμζεββίζεζξ έπμοκ πνδζζιμπμζδεεί βζα ηδκ 

ακίπκεοζδ  LPS, πμο υιςξ  δεκ είκαζ υθεξ θεζημονβζηέξ ή δεκ έπμοκ ηδκ απαζημφιεκδ 

εοαζζεδζία ή εοημθία πνήζδξ. Έκαξ ζδιακηζηυξ θυβμξ βζα αοηυ είκαζ δ απμηοπία 

εκζςιάηςζδξ ηςκ ζδζμηήηςκ ημο Ο-ακηζβυκμο ηςκ LPS ζηδκ πνμηεζκυιεκδ ιεεμδμθμβία. 

Βκχ δ ιέεμδμξ LAL είκαζ μζ πζμ εοαίζεδηδ βζα ημκ έθεβπμ ηδξ εκδμημλζηυηδηαξ, δ 

ηαοημπμίδζδ ημο O-ακηζβυκμ  ιε ορδθυ ααειυ επζθεηηζηυηδηαξ παναιέκεζ αυνζζηδ ηαζ 

πενζμνίγεηαζ ζε ιεευδμοξ υπςξ ELISA (Reither ηαζ ζοκενβάηεξ, 2009). Δ πνήζδ PAMPs 

(Pathogen-associated molecular patter)  ιε επζθάκεζεξ ζπεδζαζιέκεξ, βζα ηδ ιέβζζηδ 

δέζιεοζδ ηαζ ακαβκχνζζδ ηςκ LPS είκαζ ιζα πζεακή θφζδ βζα ηδκ επίηεολδ εκυξ ηέημζμο 

ζημπμφ. Πμθθέξ πνμδβιέκεξ ιέεμδμζ υπςξ θαζιαημζημπία δθεηηνμπδιζηήξ ζφκεεηδξ 

ακηίζηαζδξ (Electrochemcal Impedance Streptoscopy-EIS) [Κim ηαζ ζοκενβάηεξ, 2012), 

δ πνήζδ ακηζιζηνμαζαηχκ μοζζχκ, υπςξ πμθοιολίκδ (Ding ηαζ ζοκενβάηεξ 2017), δ 

πνήζδ ζοκεεηζηχκ πμθοιενχκ (Lan ηαζ ζοκενβάηεξ, 2012), μζ μπηζηέξ ακμζμδμηζιαζίεξ 

(Monoclonal antibody-MAb) (Κerr ηαζ ζοκενβάηεξ, 2001) ηαζ μζ δμηζιαζίεξ δζπθήξ 

ζηζαάδαξ θζπζδίςκ (Lipid dileyers) (Stromberg ηαζ ζοκενβάηεξ, 2016) έπμοκ εθανιμζηεί 

βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ LPS. Ώοηέξ μζ ιεεμδμθμβίεξ πενζθαιαάκμοκ ηδ θεζημονβία 

αζμαζζεδηήνςκ ιε πνςηεΎκεξ ή ιυνζα βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ημο LPS απυ έκα δείβια. 
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ΓΔΝΗΚΑ ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ 

1. Σμοξ ηαθμηαζνζκμφξ ιήκεξ ηαζ ημοξ ιήκεξ ημο θεζκυπςνμο ειθακίγεηαζ 

ιεβαθφηενδ ααηηδνζαηή ζοβηέκηνςζδ ζημοξ πχνμοξ ηδξ Φανιαημαζμιδπακίαξ. 

Ώοηυ ακηζζημζπεί ιε ηδ ζοβηέκηνςζδ ααηηδνίςκ πμο οπάνπεζ ζημ ελςηενζηυ 

πενζαάθθμκ αοημφξ ημοξ ιήκεξ αάζδ αζαθζμβναθίαξ.    

2. Ώπμδείπεδηε υηζ ζηδ βναιιή παναβςβήξ θανιαηεοηζηχκ πνμσυκηςκ αθθά ηαζ 

παναβςβήξ απζμκζζιέκμο κενμφ ιπμνεί κα οπάνλμοκ ααηηδνζαηά ζηεθέπδ ιε 

δοκαηυηδηα απεθεοεένςζδξ εκδμημλίκδξ.   

3. Πενζααθθμκηζηά ααηηδνζαηά ζηεθέπδ έπμοκ ηδ δοκαηυηδηα απεθεοεένςζδξ 

εκδμημλίκδξ ηάης απυ ζοκεήηεξ θφζδξ ηδξ ηοηηανζηήξ ημοξ ιειανάκδξ.  

4. Όζηενα απυ ηδ δμηζιαζία LAL ζηα ζηεθέπδ, θάκδηε δ δοκαηυηδηα ακίπκεοζδξ 

ηδξ  πεπηζδζβθοηάκδξ πμο  απεθεοεενχκεηαζ απυ ηα Gram εεηζηά ααηηήνζα υπςξ 

ημ Staphylococcus xylosus  S1E17. 

5. Σμ ηνμπμπμζδιέκμ πνςηυημθθμ βζα ηδ πνχζδ ιε κζηνζηυ άνβονμ θάκδηε κα είκαζ 

πζμ απμηεθεζιαηζηυ βζα ηδκ ακίπκεοζδ LPS πμο απεθεοεενχκμκηαζ απυ  

πενζααθθμκηζηά δείβιαηα. 

6. Πζμ απμηεθεζιαηζηή ιέεμδμξ βζα ηδκ εηπφθζζδ ηςκ LPS, θάκδηε κα είκαζ δ 

ιέεμδμξ γεζηήξ θαζκυθδξ-κενμφ ιε Proteinase K ηαεχξ δίκεζ ηαεανά LPS πςνίξ 

πνςηεσκζηά ηαηάθμζπα.   
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