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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Έχουν χρησιμοποιηθεί αρκετές μέθοδοι ανίχνευσης για την ανίχνευση της νοθείας του γάλακτος. Τα 
τελευταία χρόνια η χρήση νανοσωματιδίων έχουν  εισαχθεί ως βιοανιχνευτές λόγω των οπτικών ιδιοτήτων 
τους. Η παρούσα μελέτη είχε ως σκοπό τηN αξιολόγηση ενός διαγνωστικού πρωτοκόλλου βασισμένου σε 
νανοσωματίδια χρυσού συνδεδεμένα με ολιγονουκλεοτίδια για την ανίχνευση του DNA. Νανοσωματίδια 
χρυσού (AuNPs, Nanopartz, USA) συνδέθηκαν με ολιγονουκλεοτίδια-ανιχνευτές τροποποιημένα στο 5΄άκρο 
με θειούχα ομάδα, ειδικά για ένα  του μιτοχονδριακού DNA της αγελάδας.  Η εκχύλιση του DNA 
πραγματοποιήθηκε με την χρήση του εμπορικού κιτ Nucleospin Tissue (Macherey Nagel, Germany). 
Ελήφθησαν 20 μl DNA επαναραιώθηκαν σε 10 mM PBS (pH 5) και πραγματοποιήθκε αποδιάταξη στους 95 o 
C για 5 min. Στη συνέχεια προστέθηκαν 15 μl του διαλύματος των νανοσωματιδίων-ολιγονουκλεοτιδίων και 
ακολούθησε επώαση στους 50o C για 5 min. Η παρουσία στο δείγμα συμπληρωματικού DNA στόχου οδηγεί 
σε υβριδισμό, τα AuNPs σταθεροποιούνται. Αν δεν υπάρχει συμπληρωματικό DNA στόχος τα AuNPs 
παραμένουν ελεύθερα. Η  προσθήκη 0.1M HCl στο δείγμα οδηγεί στη μεταβολή της διηλεκτρικής σταθεράς 
και στην κατακρήμνιση των ελεύθερων νανοσωματιδίων με αποτέλεσμα αν το δείγμα είναι θετικό να 
παραμένει κόκκινο ενώ να είναι αρνητικό να γίνεται ιώδες.  Η μεταβολή του χρώματος μπορεί να φανεί 
οπτικά ή να μετρηθεί με απλό φωτόμετρο. Για αρνητικά controls χρησιμοποιήθηκε διάλυμα PBS και κάποιου 
άλλου είδους DNA με σκοπό να αξιολογηθεί η ειδικότητα της μεθόδου. Όλα τα πειράματα επαναλήφθηκαν 
τέσσερεις φορές για έλεγχο της επαναληψιμότητας, ενώ η αναλυτική αυαισθησία της μεθόδου  συγκρίθηκε 
με τη συμβατική PCR και την χρήση των ίδιων ολογονουκλεοτιδίων-ανιχνευτών. Τα αρνητικά μίγματα και τα 
μίγματα αντίδρασης κατσίκας εμφάνισαν ένα πορφυρό έγχρωμο διάλυμα με κορυφή> 570nm, ενώ τα 
δείγματα που περιείχαν βόειο DNA είχαν απορροφητικότητα πλησιέστερα στη χαρακτηριστική κορυφή των 
AuNPs στα 520-525 nm. Η παρουσία βόειου γάλακτος ανιχνεύθηκε ακόμη και στο επίπεδο των ιχνών, 
επιτυγχάνοντας ένα επίπεδο ανίχνευσης συγκρίσιμο με εκείνο της PCR σε συνδυασμό με την 
ηλεκτροφόρηση. Η χρήση των AuNPs για την χρωματομετρική ανίχνευση νοθείας κατσικίσιου 
γαλακτοκομικών προϊόντων με βόειο  παρέχει μια ανέξοδη και εύκολη στην εκτέλεση εναλλακτική μέθοδο.  
Η ειδικότητα και επαναληψιμότητα της μεθόδου ήταν 100%. Η προτεινόμενη διαδικασία θα μπορούσε να 
χρησιμοποιηθεί ως εναλλακτική μέθοδος στην ανίχνευση του DNA και ταυτοποίηση της νοθείας σε 
περιπτώσεις έλλειψης τεχνικών μοριακής διαγνωστικής. Η αξιολόγηση της μεθόδου σε τρόφιμα βρίσκεται 
σε εξέλιξη.  
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