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ΠΕΡΙΓΡΑΜΜΑ - ΔΟΜΗ

❑ Σκοπός της παρούσας έρευνας

❑ Βήματα και Μεθοδολογία που ακολουθήθηκαν

❑ Αποτελέσματα και Προβληματισμοί

❑ Συμπεράσματα



ΣΚΟΠΟΣ - ΣΠΟΥΔΑΙΟΤΗΤΑ

❑ Αρχικός σκοπός ήταν η μελέτη της αντιμικροβιακής δράσης ενώσεων συναρμογής 

μετάλλων με αντιβιοτικά. 

❑ Αναπροσαρμοσμένος σκοπός εργαστηριακή προετοιμασία:

• διερεύνηση εργαστηριακών αστοχιών

• ενδελεχής και τεκμηριωμένη αντιμετώπισή τους

❑ Σπουδαιότητα: 

• Επιλογή στρατηγικής βάσει παρατηρήσεων και θεωρητικών δεδομένων

• Εξοικείωση με την εργαστηριακή πράξη 

• Υιοθέτηση και εκμάθηση μικροβιολογικών εργαστηριακών τεχνικών 

• Συσχέτιση της εργαστηριακής εμπειρίας με εφαρμογές ασφάλειας τροφίμων



ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ

Για την αποτελεσματική αξιολόγηση της αντιμικροβιακής δράσης πρέπει:

▪ Να ακολουθηθούν καθορισμένα βήματα επεξεργασίας

▪ Να προκύψουν αμιγείς καλλιέργειες μικροοργανισμών

▪ Να πραγματοποιηθούν οι κατάλληλες μετρήσεις

➢ Αντιβιοτικό: φάρμακο, δρα με στόχο την θεραπεία ή πρόληψη βακτηριακών λοιμώξεων

Η μέτρηση της 

αντιμικροβιακής δράσης 

ενός αντιβιοτικού, γίνεται 

με τον δείκτη MIC, δηλαδή 

της μικρότερης δυνατής 
ποσότητας αντιβιοτικού 

που χρειάζεται για να 

καταστείλει την ανάπτυξη 
του παράγοντα φλεγμονής



Πειραματική διαδικασία
ΒΗΜΑΤΑ

Παρασκευή 
θρεπτικών 
υποστρωμάτων

Αποστείρωση

Αποθήκευση

Επανάληψη

Εμβολιασμός

Επώαση

Συντήρηση

Αντιμετώπιση
σφαλμάτων

Διαλυτοποίηση, 
διαδοχικές 
αραιώσεις

Ωστόσο, ενέχουν 

σφάλματα στα 

βήματα αυτά που 
αν δεν 

διευθετηθούν θα 

οδηγήσουν σε 

αδυναμία 
αξιολόγησης και 

απόδοσης της 

πειραματικής 

έρευνας

ΟΝΟΜΑΣΙΑ ΜΙΚΡΟΒΙΑΚΑ 

ΣΤΕΛΕΧΗ

ΣΥΣΤΑΣΗ ΓΙΑ 

100ml

Nutrient

broth

• S. aureus

• B. subtilis

• Peptone 0.5gr

• Meat extract 0.3gr

• Άγαρ 2gr

Luria-broth • E. coli • Tryptone 1gr

• Yeast extract 0.5gr

• NaCl 1gr

• Άγαρ 2gr

Yeast and 

Mold broth

• X. campestris • Yeast extract 0.3gr

• Malt extract 0.3gr

• Peptone 0.5gr

• Dextrose 1g

• Άγαρ 2gr

Mueller-

Hinton 

broth

Για όλα τα 

μικροβιακά 

στελέχη

21gr σκόνης σε 

1L απιονισμένο

νερό

▪ Πεπτόνη, Τρυπτόνη: Πηγή πρωτεϊνών
▪ Εκχύλισμα Κρέατος:  Μίγμα θρεπτικών

▪ Χλωριούχο Νάτριο: Πηγή νατρίου
▪ Εκχύλισμα μαγιάς: Πηγή άνθρακα



ΑΠΟΤΥΧΙΑ ΠΑΡΑΣΚΕΥΗΣ ΣΤΕΡΕΩΝ 

ΘΡΕΠΤΙΚΩΝ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΩΝ
Για την δημιουργία των στερέων θρεπτικών υποστρωμάτων προστίθεται ένας πηκτικός 

παράγοντας, κυρίως άγαρ ή ζελατίνη.

➢ Μικρό ποσοστό επιτυχημένων υποστρωμάτων

ΑΙΤΙΑ: Ανεπιτυχής ομογενοποίηση άγαρ με τα υπόλοιπα θρεπτικά συστατικά

Άγαρ Χαρακτηριστικά:

▪ Μίγμα πολυσακχαριτών αγαρόζη-αγαροπηκτίνη

▪ Σημείο πήξης: 40-45ο C 

▪ Σημείο τήξης: 80-100ο C

▪ Συγκέντρωση στα υδατικά διαλύματα 1-1,5%

➢ Το διαλυμένο άγαρ μετά την ψύξη σχηματίζει γέλη

➢ Μετά την αποστείρωση (20’ στους 121ο C), το άγαρ εντοπίστηκε στον πυθμένα του δοχείου 



ΕΠΙΛΥΣΗ

Για να διασφαλιστεί η ομογενής κατανομή του άγαρ δύο στρατηγικές επιστρατεύτηκαν:

1. Θερμαινόμενη ανάδευση μέχρι την οπτική διαύγαση του διαλύματος, διαλυτοποίηση

άγαρ

2. Μετά την αποστείρωση ανάδευση με μεταλλικό αναδευτήρα πριν την καθίζηση στον 

πυθμένα

Έπρεπε να γίνει:

▪ Επανάληψη παρασκευής υγρών καλλιεργειών

▪ Σωστή ομογενοποίηση συστατικών 

▪ Πήξη υπό κεκλιμένο επίπεδο

οι οδηγίες παρασκευής 

τροποποιήθηκαν αναλόγως 

με αποτέλεσμα να μην 

παρουσιαστούν αντίστοιχα 

προβλήματα σε επόμενες 

καλλιέργειες



ΑΔΥΝΑΜΙΑ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ 

ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΩΝ
Στόχος ήταν η δημιουργία μιας καινούριας αποθήκης αποικιών των μικροοργανισμών, 

ξεκινώντας με τον εμβολιασμό από την προηγούμενη διαθέσιμη αποθήκη του εργαστηρίου

ΑΙΤΙΕΣ: 

1. Λανθασμένο εμβολιασμό

2. Μικρή βιωσιμότητα του οργανισμού

3. Πρόβλημα κατά τη διαδικασία της επώασης  

Το παλαιό απόθεμα που χρησιμοποιήθηκε μπορεί να προκάλεσε:

▪ Έλλειψη θρεπτικών συστατικών

▪ Είσοδο στην VBNC κατάσταση

▪ Απώλεια καλλιεργησιμότητας



VBNC ΚΑΤΑΣΤΑΣΗ

Οι μικροοργανισμοί κατά την έκθεση τους σε αντίξοες για την ανάπτυξή τους συνθήκες 

εισέρχονται σε μια κατάσταση μεταβολισμού η οποία ονομάζεται βιώσιμη αλλά μη 

καλλιεργούμενη.

ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ

Αντιβιοτικά

Θερμοκρασία

Έλλειψη 

θρεπτικών 

συστατικών 

Χλωρίωση

Αλλαγές στο pH

Διάφορες 

εντάσεις λευκού 

φωτός

Οξυγόνο

ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ

Χαμηλή μεταβολική

δραστηριότητα

Ανθεκτικότητα σε 

αντιμικροβιακά

Μικρότερη 

μορφολογία

Μειωμένη μεταφορά

θρεπτικών 

συστατικών

Αλλαγές στη 

σύνθεση πρωτεϊνών

Αλλαγές στην 

αντιγραφή του DNA

Αλλαγές στο 

ριβοσωμικό

περιεχόμενο

Θάνατος => Λύση 
των κυττάρων και 

απώλεια της δομής 
τους

VBNC=> Υπάρχει 
βιωσιμότητα των 

κυττάρων αλλά δεν είναι 
δυνατή η καλλιέργειά 

τους

Θεωρείται, από τους ερευνητές, ως η μοναδική 

στρατηγική επιβίωσης των μικροοργανισμών 

στις αντίξοες συνθήκες



ΕΠΙΛΥΣΗ

Σε αυτήν την περίπτωση επιχειρήθηκε να αντιμετωπιστούν και τα τρία ενδεχόμενα με την 

επανάληψη της διαδικασίας

Πρωταρχικός σκοπός: η αναζωογόνηση των μη καλλιεργήσιμων μικροοργανισμών, έξοδος 
από την VBNC κατάσταση 

Βήμα αναζωογόνησης: 

▪ Ενοφθαλμισμός υγρής καλλιέργειας  

▪ Ενοφθαλμισμός των στερεών καλλιεργειών, εναρκτήριες καλλιέργειες 

Δευτερεύον σκοπός: Επανάληψη διαδικασίας με μεγαλύτερη προσοχή σε:

▪ Εμβολιασμό

▪ Επώαση- Χειρισμούς



ΑΝΑΖΩΟΓΟΝΗΣΗ

Η ικανότητα οποιουδήποτε μικροοργανισμού να ξεπεράσει την μη καλλιεργήσιμη κατάσταση και 
να επιστρέψει σε μια μεταβολικά ενεργή και καλλιεργήσιμη κατάσταση.

Παράθυρο ανάνηψης: 
Είναι το χρονικό περιθώριο 

εντός του οποίου μπορεί 
να πραγματοποιηθεί η 

αναζωογόνηση, μετά το 
πέρας του οποίοι τα 

κύτταρα τελικά πεθαίνουν 

ΜΕΘΟΔΟΙ 

ΑΝΑΖΩΟΓΟΝΗΣΗΣ

• Απομάκρυνση του στρες

ή άγχους

• Εμπλουτισμός με θρεπτικά 

συστατικά, κυρίως με τη 

μορφή υγρών 

καλλιεργειών

• Παράγοντας προαγωγής 

αναζωογόνησης Rpf

Οι ερευνητές προσπαθούν να 

διαχωρίσουν το ενδεχόμενο 

αναζωογόνησης λόγω ύπαρξης 

υπολειμμάτων καλλιεργήσιμων 

κυττάρων από την 

αναζωογόνηση των 

κατεσταλμένων κυττάρων. Αυτό 

επιτυγχάνεται, συνήθως με τη 

μέθοδο της αραίωσης,  όπου οι 

πληθυσμοί στην κατάσταση 
VBNC αραιώνονται σε τέτοιο 

βαθμό, ώστε η παρουσία 
οποιονδήποτε καλλιεργήσιμων 

κυττάρων να μην είναι εφικτή.



ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

➢ Παρασκευή ανομοιογενούς στερεού θρεπτικού υποστρώματος πηκτής με χρήση άγαρ

• Η απλή ανάδευση πριν την αποστείρωση δεν είναι αρκετή

• Αν μετά την αποστείρωση δεν αναδευτεί, δημιουργείται πηκτή ιδιαιτέρως υψηλού 

ιξώδους στον πυθμένα

ΕΠΙΛΥΣΗ

• Τήξη και ομογενοποίηση του άγαρ (πριν την αποστείρωση)

• Ανάδευση του διαλύματος (μετά την αποστείρωση)



ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

➢ Αδυναμία ανάπτυξης των μικροοργανισμών στα θρεπτικά

• Εισέρχονται στην VBNC κατάσταση

• Λανθασμένοι χειρισμοί

ΕΠΙΛΥΣΗ

• Αναζωογόνηση και Επανάληψη 

• Επιτυχής έκβαση επιβεβαίωσε την υπόθεση για είσοδο στην VBNC κατάσταση. 
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