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Περίληψη

Η παρούσα μελέτη πραγματοποιήθηκε στο Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών στο

εργαστήριο Ποιοτικού Ελέγχου και Υγιεινής Τροφίμων του τμήματος Επιστήμης και

Τεχνολογίας Τροφίμων. Ο σκοπός της μελέτης ήταν η εκτίμηση της επίδρασης εδώδιμων

μικροσφαιριδίων αλγινικού νατρίου με αιθέριο έλαιο ρίγανης στην ανάπτυξη του Escherichia

coli O157:H7 κατά την συντήρηση βόειων μπιφτεκιών και η αξιολόγηση της δράσης των

μικροσφαιριδίων αυτών στην επιβίωση του παθογόνου κατά την θερμική επεξεργασία (ψήσιμο

σε τηγάνι) των μπιφτεκιών.

Με βάση τις προδιαγραφές του πειράματος μπιφτέκια (80g) ενοφθαλμίστηκαν με 6 log

CFU/g μίγματος στελεχών E. coli O157:H7. Παρασκευάστηκαν μικροσφαιρίδια αλγινικού

νατρίου (2.2 mm, 1.2 mm και λυοφυλιωμένα 0.9 mm) με διαφορετικές συγκεντρώσεις αιθέριου

έλαιου ρίγανης (0.2% και 0.3%) και ενσωματώθηκαν στα μπιφτέκια. Μπιφτέκια χωρίς

μικροσφαιρίδια και αιθέριο έλαιο και μπιφτέκια με αιθέριο έλαιο χωρίς μικροσφαιρίδια

αποτελούσαν τους μάρτυρες. Στη συνέχεια, τα μπιφτέκια συσκευάστηκαν σε τροποποιημένη

ατμόσφαιρα 80% Ο2 : 20% CO2 και συντηρήθηκαν στους 4 οC. Σε τακτά χρονικά διαστήματα,

πραγματοποιήθηκε θερμική επεξεργασία (ψήσιμο σε τηγάνι) των μπιφτεκιών έως ότoυ η

θερμοκρασία στο γεωμετρικό κέντρο να είναι 68 οC, ώστε να αξιολογηθεί η επίδραση της

συντήρησης με αντιμικροβιακά εδώδιμα μικροσφαιρίδια στην θερμοανθεκτικότητα του

παθογόνου.

Όσον αφορά την συντήρηση, η χρήση των εδώδιμων μικροσφαιρίδιων (2.2 mm και 1.2

mm) με αιθέριο έλαιο ρίγανης σε συγκέντρωση 0.3% ανά μπιφτέκι επέδρασε θετικά στην

αδρανοποίηση του πληθυσμού του παθογόνου E. coli O157:H7. Όσον αφορά τα λυοφυλιωμένα

μικροσφαιρίδια (σκόνη) δεν υπήρχε αντιμικροβιακή δράση ενάντια στον παθογόνο κατά την

συντήρηση στους 4 oC. Όσον αφορά τη θερμική επεξεργασία, στα δειγμάτα που περιείχαν 0.2%

και 0.3% αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια (2.2 mm, 1.2 mm και λυοφιλιωμένα 0.9

mm) παρατηρήθηκε ότι έπαιξαν σημαντικό ρόλο στην μείωση επιβίωσης του E. coli O157:H7

συγκριτικά με τις άλλες μεθόδους.

Λέξεις κλειδιά: E.coli O157:H7, μπιφτέκια, μικροσφαιρίδια.
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Abstract

This study was conducted at the Agricultural University of Athens in the laboratory

Quality Control and Hygiene of Food, in the department of Food Science and Technology. The

aim of this study was to evaluate the effect of edible beads from alginate sodium with essential

oil of oregano in developing Escherichia coli O157:H7 during the maintenance of beef burgers

and evaluation of the operation of edible beads in the survival of the pathogen during heat

treatment of the burgers.

Based on the specifications of the experiment, burgers (80g) were inoculated with 6 log

CFU / g mixture of strains E. coli O157:H7. Sodium alginate beads were prepared (2.2 mm, 1.2

mm and lyophilized 0.9) with different concentrations of essential oregano oil (0.2% and 0.3%)

and incorporated in burgers. Burgers without beads and essential oil and burgers with essential

oil without beads were controls. Then, burgers were packed in modified atmosphere of 80% O2:

20% CO2 and maintained at 4 oC. At regular time intervals, it became a heat treatment (baking

pan) of the burgers until the temperature at the geometric center was 68 ° C, in order to evaluate

the effect of maintenance antimicrobial edible beads in heat resistance of the pathogen.

Regarding the maintenance, the use of edible beads (2.2 mm and 1.2 mm) with oregano

essential oil in a concentration 0.3% per burger positively impacted the inactivation of the

pathogen population E. coli O157:H7. The lyophilized beads (0.9 mm) were not antimicrobial

activity against the pathogen during maintenance at 4 oC. Regarding the heat treatment, the

samples containing 0.2% and 0.3% oregano essential oil per burger with beads (2.2 mm, 1.2 mm

and lyophilized 0.9), observed to had a significant role in the reduction of survival E. coli

O157:H7 in comparison with the other methods.

Key words: E. coli O157:H7, burgers, beads.



6

Στον πατέρα μου

Δημήτρη….



7

ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ

ΠΕΡΙΛΗΨΗ…...…………………………………………………………………………4

ΑBSTRACT...…………………………………………………...………………..………5

ΠΙΝΑΚΑΣ ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΩN…………………………………………………………7

Α. ΕΙΣΑΓΩΓΗ……………………………………………………………………………9

1.1. Ο μικροργανισμός E. coli O157:H7……………………………………………........…9

1.1.1. Εισαγωγή.....................................................................................................................9

1.1.2. Ιστορικό νόσου από το E. coli O157:H7.....................................................................10

1.1.3. Μορφολογία και Φυσιολογία του E. coli O157:H7....................................................14

1.1.4. Απομόνωση και Ταυτοποίηση του E. coli O157:H7...................................................14

1.1.5. Παράγοντες που επηρεάζουν την ανάπτυξη του E. coli O157:H7..............................15

1.1.5.1. Θερμοκρασία...........................................................................................................15

1.1.5.2. pH.............................................................................................................................17

1.1.5.3. Ενεργότητα νερού (aw)…………………………………………...........................18

1.1.5.4. Ατμόσφαιρα............................................................................................................18

1.1.6. Παθογένεια του E. coli O157:H7.................................................................................19

1.1.7. Ελάχιστη μολυσματική δόση του E. coli O157:H7......................................................19

1.1.8. Προέλευση του E. coli O157:H7..................................................................................19

1.1.9. Αιμολυτικό ουραιμικό σύνδρομο (HUS) και αιμολυτική ουρίτιδα (HC)…………….20

1.2. Βόειος Κιμάς.....................................................................................................................20

1.2.1. Απομόνωση του E. coli O157:H7 σε βόειο κιμά..........................................................20

1.2.2. Κύριες πηγές μόλυνσης του βόειου κιμά από E. coli O157:H7...................................21

1.3. Αλγινικά...........................................................................................................................22



8

1.4. Αιθέριο Έλαιο Ρίγανης....................................................................................................23

1.5. Χρήση εδώδιμων μεμβραμών, επικαλύψεων και μικροσφαιριδίων από
αλγινικά ως φορείς πρόσθετων και βιοδραστικών ουσιών στα τρόφιμα..........................25

Β. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ.................................................................................................29

2. Σκοπός της μελέτης..............................................................................................................29

2.1. Υλικά και μεθόδοι..............................................................................................................29

2.1.1. Στελέχη του παθογόνου................................................................................................29

2.1.2. Αναζωογόνηση στελεχών – Προετοιμασία εμβολίου...................................................30

2.1.3. Προετοιμασία εδώδιμων μικροσφαιριδίων από αλγινικό νάτριο..................................31

2.1.4. Εμβολιασμός και σχηματισμός βοείων μπιφτεκιών.....................................................32

2.1.5. Μικροβιολογικές αναλύσεις.........................................................................................33

2.1.5.1. Συντήρηση βοείων μπιφτεκιών................................................................................33

2.1.5.2. Θερμική επεξεργασία βοείων μπιφτεκιών................................................................34

2.1.5.3. Υπολογισμός χρόνου θερμικής θνησιμότητας..........................................................34

2.1.6. Μέτρηση pH...................................................................................................................35

2.1.7. Στατιστική Ανάλυση......................................................................................................35

Γ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ – ΣΥΖΗΤΗΣΗ..................................................................................36

3.1. Αναστολή του E. coli O157:H7 και της ΟΜΧ κατά την εφαρμογή αιθέριου ελαίου ρίγανης
ελεύθερου ή έγκλειστου σε εδώδιμα μικροσφαιρίδια διαμέτρου 2.2 mm, 1.2 mm και
λυοφυλιωμένων 0.9 mm κατά την συντήρηση βόειων μπιφτεκιών στους 4οC..........................36

3.2. Επιβίωση του E. coli O157: H7 και της ΟΜΧ κατά την εφαρμογή αιθέριου ελαίου ρίγανης
ελεύθερου ή μικροεγλεισμένου σε εδώδιμα μικροσφαιριδία διαμέτρου 2.2 mm, 1.2 mm και
λυοφυλιωμένων 0.9 mm, κατά τη θερμική επεξεργασία των βόειων μπιφτεκιών (68°C στο
γεωμετρικό κέντρο)....................................................................................................................41

Δ. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ............................................................................................................50

Ε. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ.....................................................................................................................51

ΣΤ. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ...............................................................................................................58



9

Α. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1. Ο μικροοργανισμός E. coli O157: H7

1.1.1. Εισαγωγή

Ο Theodor Escherich, ένας Γερμανός βακτηριολόγος, το 1885 απομόνωσε από ένα

δείγμα κοπράνων ένα βακτήριο το οποίο το ονόμασε coli. To 1888, το βακτήριο αυτό

μετονομάστηκε σε Escherichia coli.

Ο μικροοργανισμός E. coli είναι ένα Gram–αρνητικό, μη σπορογόνο βακτήριο που

ανήκει στην οικογένεια των Enterobacteriaceae. Ανήκει στους προαιρετικά αναερόβιους

μικροοργανισμούς και είναι ικανός να ζυμώσει απλά σάκχαρα, όπως για παράδειγμα γλυκόζη

για να σχηματίσει γαλακτικό, οξικό και μυρμηκικό οξύ. Οι βέλτιστες συνθήκες για την

ανάπτυξη του είναι σε θερμοκρασία 37οC και σε εύρος pH από 6 έως 8. Ωστόσο, η μικρότερη

τιμή του pH που έχει παρατηρηθεί ανάπτυξη του συγκεκριμένου βακτηρίου είναι 4.3 και η

μεγαλύτερη εντός του εύρους 9 με 10 (Mitscherlich and Marth,1984). Η ελάχιστη ενεργότητα

νερού (aw) που έχει καταγραφεί για την ανάπτυξη του E. coli είναι 0.95. Επιπρόσθετα, μερικά

παθογόνα στελέχη του εν λόγω μικροοργανισμού είναι ανθεκτικά σε όξινες συνθήκες. Θα πρέπει

να σημειωθεί ότι το συγκεκριμένο βακτήριο έχει χρησιμοποιηθεί ευρέως ως πρότυπος

οργανισμός για τη μελέτη άλλων βακτηρίων όσον αφορά στη φυσιολογία, στον μεταβολισμό,

στη μεταγωγή σήματος και στη δομή και λειτουργία του κυτταρικού τοιχώματός τους.

Η πλειοψηφία των στελεχών Ε. coli είναι μη παθογόνα και ακίνδυνα. Επιπλέον, παρόλο

που ο μικροοργανισμός E. coli θεωρείται μέρος της χλωρίδας του ανθρώπινου εντερικού

σωλήνα, κάποια στελέχη του (παθογόνα ή όχι) σχετίζονται με εντερικές ασθένειες, οι οποίες

ανάλογα με τον ορότυπο κατηγοριοποιούνται σε πέντε βασικές ομάδες ανάλογα με τον

μηχανισμό παθογένειας τους (Πίνακας 1.1.).

Πίνακας 1.1. Ονομασία, συντομογραφία και συμπτώματα κατά την νόσο των διαφορετικών
ομάδων του μικροοργανισμού Ε. coli (Lee et al., 2009; Lin et al., 2009).



10

Ονομασία Συντομογραφία Συμπτώματα

Εντεροδιεισδυτικό Ε. coli EIEC Αιματώδη διάρροια

Εντεροπαθογόνο Ε. coli EPEC Διάρροια

Εντεροτοξινογόνο Ε. coli ETEC Διάρροια σε παιδιά, ταξιδιώτες

Εντεροαιμορραγικό Ε. coli EHEC Διάρροια, αιμορραγική
κολίτιδα, HUS, TTP

Εντεροσυσσωματωμικό Ε. coli EAEC Διάρροια

Διάχυτα Προσκολλημένο Ε. coli - -

Ο κύριος αντιπρόσωπος της κατηγορίας των εντοαιμορραγικών (EHEC) είναι το

στέλεχος E. coli O157:H7, το οποίο προκαλεί συμπτώματα διάρροιας με ύπαρξη αιματικής ροής

χωρίς πυρετό (Michael et al., 1997).

1.1.2. Ιστορικό νόσου από το E. coli O157:H7

Οι πρώτες ενδείξεις για λοίμωξη από στέλεχος E. coli O157:H7 προέρχεται από μια

αναφορά του Κέντρου Ελέγχου και Πρόληψης Νοσημάτων (CDC) κατά την οποία το 1975

ανιχνεύθηκε ο συγκεκριμένος ορότυπος σε μία 50χρονη γυναίκα στην περιοχή της Καλιφόρνιας

(Riley et al., 1983). Μετά από την πρώτη ανίχνευσή του, ο E. coli O157:H7 έχει ανιχνευτεί σε

πολλά τρόφιμα προκαλώντας πολλές φορές και τον θάνατο ( Πίνακας 1.2.).

Πίνακας 1.2. Αριθμητικά παραδείγματα ανθρώπων που νόσησαν/ θανάτων από το παθογόνο
βακτήριο E. coli O157:H7 μετά από κατανάλωση μολυσμένων κρεάτων.

Έτος Περιοχή Μόλυνση

Τρόφιμου

Κρούσματα

/Θάνατοι

Βιβλιογραφία

1982 ΗΠΑ Βόειος Κιμάς 47 / 0 Riley et al., 1983

1988 HΠΑ Βόειος Κιμάς 30 / 0 Rodrigue et al., 1995
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1991 Καναδάς Βόειος Κιμάς, 521 / 2 Orr et al., 1994

1992-1993 ΗΠΑ Βόειος Κιμάς >500 / 4 Winn et al., 2006

1996 Καναδάς Χυμός Μήλου 71 / 1 CDC, 1996

1996 Ιαπωνία Βλαστοί από λευκά

ραπανάκια

>9000 / 12 Sato et al., 2003

1996 Σκωτία Κρέας από

κρεοπωλείο

501 / 20 Karch et al., 1999

1999 ΗΠA Βόειο Κρέας 329 / 0 IDH, 1999

2000 Καναδάς Μόλυνση νερού 2300 / 7 Ali, 2004

2000 ΗΠΑ Βόειο Κρέας 788 / 1 Doyle et al., 2006

2005 Σουηδία Μαρούλι 120 / 0 Cowden et al., 2001

2006 ΗΠΑ Σπανάκι, Μαρούλι 204 / 3 Doyle et al., 2006

Το βακτήριο E. coli O157:H7 αναγνωρίστηκε για πρώτη φορά ως ανθρώπινο παθογόνο

περίπου μία δεκαετία μετά από την απομόνωσή του από συμβάντα αιμορραγικής κολίτιδας το

1982 (Riley et al., 1983; Welinder-Olsson and Kaijser, 2005; Mainil and Daube, 2005). Το

πρώτο συμβάν, με 26 περιπτώσεις εκ των οποίων 19 εισήχθησαν στο νοσοκομείο, συνέβη στο

Όρεγκον, ενώ το δεύτερο περιστατικό 3 μήνες αργότερα στην περιοχή του Μίσιγκαν, με 21

περιπτώσεις εκ των οποίων, 14 εισήχθησαν στο νοσοκομείο. Και τα δύο κρούσματα

εντοπίστηκαν σε εστιατόρια γρήγορου φαγητού της ίδιας αλυσίδας όπου τα άτομα έφαγαν

μολυσμένα μπιφτέκια βοείου κρέατος. Η μετ' έπειτα έρευνα αποκάλυψε ότι τα κατεψυγμένα

μπιφτέκια δεν είχαν θερμανθεί επαρκώς ώστε να αδρανοποιήσουν τον παθογόνο. Σύμφωνα με

τον Kassenborg et al., (2004) αλλά και άλλους συγγραφείς τα στελέχη E. coli O157:H7 έχουν

αναγνωριστεί ως αιτία σοβαρών ασθενειών που προέρχονται συχνά από την κατανάλωση
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ανεπαρκώς μαγειρεμένου βοείου κρέατος, τύπου χάμπουργκερ (Donnenberg and Whitam, 2001;.

Todar, 2002).

Το φθινόπωρο του 1988 (Rodrigue et al., 1995), ένα περιστατικό που συνέβη σε

γυμνάσιο στη Μινεσότα οδήγησε στο νοσοκομείο 30 μαθητές. Κατεψυγμένος κιμάς βοείου

κρέατος είχε κατηγορηθεί για αυτό το περιστατικό. Ο κιμάς δεν είχε θερμανθεί επαρκώς με

αποτέλεσμα την επιβίωση του βακτηρίου E. coli O157:H7 στο κέντρο του. Το συγκεκριμένο

παθογόνο βακτήριο ευθύνεται και για ανθρώπινες δηλητηριάσεις καταναλώνοντας άλλου είδους

τρόφιμα πέραν του κρέατος. Για παραδειγμα, το 1991, στην Μασαχουσέτη 23 άτομα νόσησαν

ύστερα από κατανάλωση μηλόξυδου (Meng et al., 2001), ενώ το 1992 ανατολικά της

Ζουαζιλάνδης (Αφρική), χιλιάδες άτομα παρουσίασαν συμπτώματα της νόσου μιας και

κατανάλωσαν μολυσμένο νερό που είχε προσβληθεί από το συγκεκριμένο βακτήριο. Από τις 15

Νοεμβρίου 1992 μέχρι της 28 Φεβρουαρίου 1993 περισσότερα από 500 κρούσματα είχαν

επιβεβαιωθεί εργαστηριακά και τέσσερις θάνατοι σημειώθηκαν σε τέσσερις πολιτείες της

Αμερικής (Ουάσιγκτον, Αϊντάχο, Καλιφόρνια, και Νεβάδα) (Winn et al., 2006). Τα περισσότερα

άτομα που ασθένησαν ήταν παιδιά. Τα κρούσματα εντοπίστηκαν σε αλυσίδα εστιατορίων

γρήγορου φαγητού, από χάμπουργκερ των οποίων απομονώθηκε τo E. coli O157:H7.

Το 1996, 3 κρούσματα της E. coli O157:H7 σχετίστηκαν με τη κατανάλωση μη

παστεριωμένου χυμού μήλου. Το μεγαλύτερο κρούσμα από χυμό μήλου ο οποίος ήταν μη

παστεριωμένος συνέβη στον Καναδά με 71 επιβεβαιωμένα κρούσματα και 1 θάνατο (CDC,

1996). Εικάζεται ότι η μόλυνση από τον παθογόνο οφείλεται στα μήλα, τα οποία μαζεύτηκαν

από το έδαφος (π.χ. νερό ποτίσματος). Παρόλα αυτά το μεγαλύτερο κρούσμα στην ιστορία

συνέβη το 1996 επηρεάζοντας πάνω από 9.000 άτομα (κυρίως παιδιά σχολικής ηλικίας), με

αποτέλεσμα 12 θανάτους στην Ιαπωνία (πόλη Sakai) (Sato et al., 2003). Συνολικά 106 παιδιά

ανέπτυξαν αιμολυτικό ουραιμικό σύνδρομο, 12 εκ των οποίων έχασαν τη ζωή τους. Οι βλαστοί

από λευκά ραπανάκια, που σερβίρονταν ως μέρος ενός γεύματος του σχολείου,

προσδιορίστηκαν ως οι πλέον πιθανοί φορείς της μόλυνσης.

Όσον αφορά στην Ευρώπη, το μεγαλύτερο σε αριθμό νοσούντων κρούσμα από E. coli

O157:H7 καταγράφηκε στην Κεντρική Σκωτία το 1996, όπου 501 άτομα νόσησαν μετά από

κατανάλωση κρέατος που προμηθεύτηκαν από συνοικιακό κρεοπωλείο και 20 έχασαν τη ζωή

τους (Karch et al., 1999). Η Φινλανδία ανέφερε 5 υποθέσεις κρουσμάτων το 1998, αλλά η πηγή
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των λοιμώξεων δεν αποσαφηνίστηκε (Hatakka et al., 1998). Στη Σουηδία περίπου 120

κρούσματα εμφανίστηκαν το 1995 όταν μολύνθηκε ένα κοπάδι βοοειδών (National Vaterinary

Institute, 2001). Επίσης, η Σουηδία ανέφερε και το 1999 ότι 11 άτομα είχαν μολυνθεί με το εν

λόγω βακτήριο μετά από ένα κοινό γεύμα, αλλά η πηγή της μόλυνσης παραμένει άγνωστη

(National Vaterinary Institute, 2001). Στη Νορβηγία, το 1999 αναφέρθηκαν 4 κρούσματα με

πιθανή πηγή μόλυνσης την κατανάλωση μαρουλιού (Norwegian Zoonosis Centre, 2000).

Το 2000, περίπου 160 άτομα στη μικρή αγροτική κοινότητα Walkerton του Οντάριο,

νοσηλεύθηκαν, ενώ άλλοι 500 κάτοικοι επισκέφθηκαν νοσοκομεία με συμπτώματα, όπως

αιματώδη διάρροια, εμετό, σοβαρές κράμπες στο στομάχι και πυρετό. Μέσα από τις

επιδημιολογικές προσπάθειες της τοπικής μονάδας υγείας, η αιτία των ασθενειών καθορίστηκε

ότι ήταν η μόλυνση του πόσιμου νερού από τα περιττώματα βοοειδών που περιείχαν το

θανατηφόρο βακτηριακό στέλεχος E. coli O157:H7, ενώ σε χαμηλότερους πληθυσμούς

απομονώθηκε το βακτήριο Campbylobacter jejuni. Περισσότεροι από 2.300 νόσησαν και 7

άνθρωποι τελικά υπέκυψαν. Το συγκεκριμένο κρούσμα ήταν το πρώτο και μεγαλύτερο

τεκμηριωμένο κρούσμα μόλυνσης με E. coli O157:H7 που συσχετίστηκε με μία δημοτική

παροχή νερού στον Καναδά (Ali, 2004).

Το 2002, ένας νεαρός μαθητής είχε διαγνωστεί με E. coli O157:H7 μετά την επιστροφή

του στο Ηνωμένο Βασίλειο από ένα ταξίδι διακοπών στη Γαλλία. Η πιθανή πηγή μόλυνσης ήταν

τα hot-dogs με τα οποία τρέφονταν οι μαθητές κατά τη διάρκεια του ταξιδιού (Duffell et al.,

2003). Τον Αύγουστο του 2004, 7 υποθέσεις λοίμωξης με E. coli O157:H7 εντοπίστηκαν σε

παιδιά στην Κορνουάλη, στη Νοτιοδυτική Αγγλία. Η πηγή μόλυνσης ήταν ένα μολυσμένο ρεύμα

γλυκού νερού. Σύμφωνα με πληροφορίες οι έντονες βροχοπτώσεις κατά τις ημέρες πριν από την

έκρηξη των κρουσμάτων είχε ως αποτέλεσμα περιττώματα από βοοειδή τα οποία είχαν μολυνθεί

από E. coli O157:H7, να μολύνουν το ρεύμα (Ihekweazu et al., 2006).

Ένα σύνολο 38 περιπτώσεων από μόλυνση του E. coli O157:H7 αναφέρθηκαν στη

Οκλαχόμα το 2005, με αποτέλεσμα η συχνότητα να κυμαίνεται σε 1,10 περιπτώσεις ανά 100.000

άτομα πληθυσμού (Anonymous, 2007). Από αυτές τις περιπτώσεις που αναφέρθηκαν στην

Οκλαχόμα, 12 (32%) εισήχθησαν στο νοσοκομείο, χωρίς όμως να αναφερθεί θάνατος

(Anonymous, 2007). Στα τέλη του 2006, μια μεγάλη επιδημία στην οποία συμμετείχαν 26

πολιτείες της ΗΠΑ συνδέθηκε με το σπανάκι και το μαρούλι τα οποία είχαν μολυνθεί από E. coli



14

O157:H7. Τα πληγέντα άτομα- 204 κρούσματα, 3 θάνατοι - βρέθηκαν να έχουν καταναλώσει

σπανάκι και μαρούλι σε σαλάτες ή σε χάμπουργκερ (Doyle et al., 2006). Το 2007,

παρατηρήθηκαν στην ΗΠΑ 61 κρούσματα από τα οποία τα 21 οφείλονταν σε μολυσμένο

πεπερόνι το οποίο υπήρχε σε κατεψυγμένη πίτσα και τα 40 από μολυσμένο κατεψυγμένο βόειο

κιμά. Επίσης, το 2008, στην ΗΠΑ 49 άτομα μολύνθηκαν από μολυσμένο βόειο κιμά.

Εκτιμάται ότι κάθε χρόνο στις Ηνωμένες Πολιτείες, 73.480 περιστατικά οφείλονται στο

στέλεχος E. coli O157:H7, εκ των οποίων οι 2.168 οδηγούν σε νοσηλείες και σε 61 θανάτους

(Mead et al., 1999; Rangel et al., 2005).

1.1.3. Μορφολογία και φυσιολογία του E. coli O157:H7

Ο μικροοργανισμός E. coli O157:H7 είναι ένα αρνητικό κατά Gram (-), μη σπορογόνο,

προαιρετικά αναερόβιο, ραβδοειδές βακτήριο (Paradis et al.,, 2005), με διαστάσεις 2 μm σε

μήκος και 0.8 μm σε διάμετρο (Garrett and Grisham, 2009). Αναλύοντας την ονομασία του

ορότυπου, το γράμμα "O" αναφέρεται στον αριθμό των σωματικών αντιγόνων, ενώ το "H"

αναφέρεται στο αντιγόνο μαστίγιο (Nataro and Kaper, 1998). Ο ορότυπος E. coli O157:H7

προφανώς να προέκυψε λόγω της οριζόντιας μεταφορά γονιδίων από λοιμογόνους παράγοντες

(Whitam, 1988).

Συνήθως, η πιθανή αναγνώριση του E. coli O157:H7 σε κλινικό εργαστήριο γίνεται με

την εξέταση του βακτηρίου σε άγαρ σορβιτόλης/ Mac Conkey (SMAC), εμπλουτισμένο με

cefixime - rhamnose (CR- SMAC), cefixime- tellurite (CT- SMAC) ή 4- methylumbelliferyl- b-

D- glucuronide (MSA- MUG). Αυτά τα υποστρώματα περιέχουν σορβιτόλη αντί της λακτόζης

του πρότυπου μέσου SMAC. Σε αυτή τη δοκιμασία, το E. coli O157:H7 δε ζυμώνει

αποτελεσματικά τη D- σορβιτόλη σε 24 ώρες, εμφανίζει έλλειψη της δραστηριότητας της β-

γλυκουρονιδάσης, και εμφανίζει άχρωμες αποικίες (Manafi and Kremsmaier, 2001; Wu et al.,

2003).

1.1.4. Απομόνωση και ταυτοποίηση του E. coli O157 :H7

Για τον προσδιορισμό και την ταυτοποίηση του E. coli O157:H7 έχουν προταθεί

διάφοροι μέθοδοι. Ένας εξ αυτών είναι ο εμπλουτισμός (modified Τryptone Soy Broth- TSB)
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(11,5o C για 18 – 21 h) και η επίστρωση σε επιλεκτικό υλικό (SMAC). Η προσθήκη στο SMAC

εκλεκτικού συμπληρώματος cefixime and tellurite (CT– SMAC) αυξάνει την ευαισθησία.

Επιπλέον, εκτός από τις μεθόδους ταυτοποίησης που βασίζονται στα βιοχημικά

χαρακτηριστικά των βακτηρίων, έχουν αναπτυχθεί και άλλες μέθοδοι όπως οι ανοσολογικές

τεχνικές, οι οποίες χρησιμοποιούν ειδικά πολυκλωνικά και μονοκλωνικά αντισώματα για τα

αντιγόνα Ο και Η (De Boer and Heuvelink, 2000; Kimura et al., 2000), και οι μοριακές

προσεγγίσεις κατά τις οποίες γίνεται ανάλυση με PCR (αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης)

για την παρουσία ή απουσία ειδικών γονιδίων (Kimura et al., 2000; Pilpott and Ebel, 2003).

1.1.5. Παράγοντες που επηρεάζουν την ανάπτυξη του E. coli O157:H7

Όπως σε όλα τα βακτηρία, η ανάπτυξη και η επιβίωση του E. coli O157:H7 επηρεάζεται

δραστικά από τους ενδογενείς (intrinsic) και εξωγενείς (extrinsic) παράγοντες. Ανάμεσά τους

είναι η θερμοκρασία, το pH, την ενεργότητα νερού, την περιεκτικότητα σε αλάτι, τα θρεπτικά

συστατικά και την ενδογενή μικροχλωρίδα του εκάστοτε προϊόντος (Buchanan and Michael,

1997).

1.1.5.1. Θερμοκρασία

Η θερμοκρασία γενικά θεωρείται ως ο σημαντικότερος περιβαλλοντικός παράγοντας που

επηρεάζει το ρυθμό αλλοίωσης των τροφίμων και το ρυθμό με τον οποίο τα παθογόνα βακτήρια

αναπτύσσονται στα τρόφιμα. Ο παράγοντας αυτός συνεχώς αλλάζει κατά τη διάρκεια της

επεξεργασίας, της αποθήκευσης και της διανομής των τροφίμων (Ben Yaghlene et al., 2009;

Ding et al., 2010).

Συγκεκριμένα, το βακτήριο E. coli O157:H7 δεν πολλαπλασιάζεται κάτω από τους 7°C,

αποτέλεσμα που είναι γενικά αποδεκτό από την Ευρωπαϊκή Ένωση μιας και θεωρείται ως η

κατάλληλη θερμοκρασία για την πρόληψη της ανάπτυξης μεσόφιλων παθογόνων

μικροοργανισμών. Παρόλα αυτά οι Tamplin et al. (2005) αναφέρουν ότι παρατηρήθηκε

ανάπτυξη του E. coli O157:H7 σε αποστειρωμένο (ακτινοβόληση) μη θερμικά επεξεργασμένο

κιμά από βόειο κρέας κατά την συντήρησή του στους 6°C. Επίσης, ο E. coli O157:H7 δεν

αναπτύσσεται καλά, αν όχι καθόλου, σε θερμοκρασίες άνω των 51 °C (Szabo et al., 1986). Το E.
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coli O157: H7 αδρανοποιείται εύκολα όταν τα τρόφιμα θερμαίνονται επαρκώς σε αρκετά υψηλές

θερμοκρασίες (Cheville et al., 1996; Buchanan and Michael, 1997). Συγκεκριμένα, η εφαρμογή

υγρής θερμότητας στους 121οC για τουλάχιστον 15 λεπτά ή ξηρής στους 160 έως 170oC για

τουλάχιστον 1 ώρα είναι αρκετή για την αδρανοποίηση του παθογόνου. Το Center for Food

Security and Public Health (CFSPH) το 2004, αναφέρει ότι τα τρόφιμα είναι πάντα ασφαλή όταν

η ελάχιστη θερμοκρασία στο κέντρο του τροφίμου είναι 71oC.

Λόγω της σοβαρότητας που παρουσιάζει η πιθανότητα ανεπαρκούς αδρανοποίησης του

παθογόνου κατά την θέρμανση, αρκετές μελέτες έχουν ασχοληθεί με τον προσδιορισμό της

θερμοανθεκτικότητας του E. coli O157: H7 σε διαφορετικά προϊόντα κρέατος (Πίνακας 1.3.).

Πίνακας 1.3. Χαρακτηριστικά παραδείγματα ερευνών που μελέτησαν την θερμοανθεκτικότητα
του E. coli O157:H7 σε διάφορα προϊόντα κρέατος.

Προϊόν Θερμοκρασία θερμικής

επεξεργασίας (oC)

Αποτελέσματα Βιβλιογραφική

πηγή

Βόειο μπιφτέκι 54.5 39.8 min (D-value)* Doyle and Schoeni,

1984

Βόειο μπιφτέκι 64.3 0.16 min (D-value) Doyle and Schoeni,

1984

Βόειο μπιφτέκι 62.8 0.47 min (D-value) Line et al., 1991

Βόειο μπιφτέκι 60 0.47 min (D-value) Ahmed et al., 1995

Βόειο μπιφτέκι 57.2 2.8 min (D-value) Shipp et al., 1991

Βόειο μπιφτέκι 62

65

1.97 min (D-value)

1.58 min (D-value)

Singh et al., 2006

Βόειο μπιφτέκι 72 (υδατόλουτρο) 7.0 log μείωση Guo et al 2006

Βόειο μπιφτέκι

με 1%

καρβακρόλη

55

57.5

60

18.16 min (D-value)

7.75 min (D-value)

1.53 min (D-value)

Vijay and Friedman,

2008
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Βόειο μπιφτέκι

με 0.5%

καρβακρόλη

55

57.5

60

23.76 min (D-value)

15.79 min (D-value)

3.36 min (D-value)

Vijay and Friedman,

2008

Βόειο Κρέας 60

65

70

2.38 min (D-value)

0.24 min (D-value)

0.03 min (D-value)

Murphy et al., 2004

Κοτόπουλο 55 9.74 min (D-value) Ahmed et al., 1995

Γαλοπούλα 60 0.58 min (D-value) Ahmed et al., 1995

*D-value: Είναι ο χρόνος που απαιτείται για τη μείωση ενός συγκεκριμένου βακτηριακού
πληθυσμού κατά 90%.

Το εύρος των θερμοκρασιών για την επιβίωση και την ανάπτυξη του E. coli O157:H7

είναι 4- 45°C, με άριστη θερμοκρασία ανάπτυξης τους 37°C (Strawn and Danyluk, 2010).

1.1.5.2. pH

Το βακτήριο E. coli O157: H7 μπορεί να αναπτυχθεί σε εργαστηριακά υποστρώματα και

τρόφιμα με pH ≥ 4. Γενικά, αναγνωρίζεται ότι η ελάχιστη τιμή pH που επιτρέπει την ανάπτυξη

του εντεροαιμορραγικού E. coli είναι 4.4 (Gabriel and Nakano, 2010). Επιπρόσθετα, βρέθηκε ότι

το άριστο pH (6-7) για την επιβίωσή του εξαρτάται από τη θερμοκρασία και τη συγκέντρωση

NaCl (Charimba et al., 2010). Η ανάπτυξη του εν λόγω μικροοργανισμού δεν εξαρτάται μόνο

από το pH αλλά και από την οξύτητα (Ryu and Beuchat, 1998).

Το pH του νερού και των τροφίμων επηρεάζει την επιβίωση του E. coli O157:H7

(Abdul-Raouf, 1993; Presser et al., 1997). Η pka ενός οξέος και το pH του νερού ή των

τροφίμων καθορίζουν την ποσότητα που θα διαχωριστεί και το αδιάστατο οξύ που θα προκύψει

στο προϊόν νερού ή τροφίμου. O E. coli O157:H7 έχει αναφερθεί από διάφορους ερευνητές ότι

επιβιώνει σε χαμηλές τιμές pH (Yuk and Marshall, 2004; Samelis et al., 2005).

Η ανεκτικότητα των κυττάρων του E. coli O157:H7 στο οξύ επηρεάζεται και από την

φάση ανάπτυξης. Τα κύτταρα του E. coli O157:H7 της σταθερής φάση ανάπτυξης είναι
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ουσιαστικά περισσότερο ανεκτικά στο οξύ από ότι τα κύτταρα στην εκθετική φάση (Buchanan

and Michael, 1997).

1.1.5.3. Ενεργότητα νερού (aw)

Οι ενδογενείς παράγοντες ενός τροφίμου, όπως η ενεργότητα νερού είναι πολύ

σημαντικοί για τον καθορισμό της διάρκεια ζωής και της ασφάλεια του προϊόντος. Η μείωση της

aw επηρεάζει την ανάπτυξη των κυττάρων, μειώνοντας τον ρυθμό ανάπτυξής τους, με

αποτέλεσμα τη μείωση του τελικού βακτηριακού πληθυσμού (Barbut and Griffiths, 2003).

Σύμφωνα με μελέτες, η ελάχιστη aw για την ανάπτυξη των κυττάρων του E. coli O157:H7 είναι

κατά προσέγγιση 0.98 (Buchanan and Michael, 1997).

1.1.5.4. Ατμόσφαιρα

Η σύνθεση της ατμόσφαιρας σε αέρια (π.χ. οξυγόνο, διοξείδιο του άνθρακα) είναι ένας

κύριος περιβαλλοντικός παράγοντας που μπορεί να επηρεάσει την ανάπτυξη μικροοργανισμών

(Barrera et al., 2007). Τα αέρια που χρησιμοποιούνται συνήθως στη συσκευασία με

τροποποιημένη ατμόσφαιρα (modified atmosphere packaging- MAP) είναι το διοξείδιο του

άνθρακα (αναστολή της βακτηριακής ανάπτυξης), το οξυγόνο (παρεμπόδιση της αναερόβιας

βακτηριακής αύξησης και διατήρηση του χρώματος σε προϊόντων κρέατος) και το άζωτο

(παρεμπόδιση της κατάρρευσης της συσκευασίας και αποφυγή της οξείδωσης των λιπών)

(Smigic et al., 2009).

Σε αναερόβιες συνθήκες (υπό κενό), η αναστολή της ανάπτυξης του E. coli O157:H7

αποδίδεται στο συνδυασμό του αναερόβιου μεταβολισμού και της ανταγωνιστικής

δραστηριότητας των οξυγαλακτικών βακτηρίων (Lactic Acid Bacteria- LAB). Εν αντιθέσει κατά

την συντήρηση σε αερόβιες συνθήκες, η ανάπτυξή του παθογόνου επηρεάζεται από τη χλωρίδα

που κυριαρχεί, Pseudomonas spp. και Brochothrix thermosphacta (Barrera et al., 2007). Οι

Pseudomonas spp. είναι σημαντικοί ανταγωνιστές, υπό αερόβιες συνθήκες, λόγω της ταχείας

ανάπτυξής τους σε χαμηλές θερμοκρασίες (0-15°C) (Barrera et al., 2007). Είναι γνωστό ότι η

πρωτεολυτική δραστηριότητα των ψευδομονάδων μπορεί να οδηγήσει στη διείσδυσή τους στο

κρέας (Nychas et al., 2008) και επομένως ο ταχύς ρυθμός ανάπτυξης τους μπορεί να οδηγήσει σε

περιορισμό του οξυγόνου και των θρεπτικών συστατικών στην επιφάνεια του κρέατος και ταχεία

εξάντληση της γλυκόζης και των αμινοξέων. Έτσι, οι Samelis και Sofos (2002) απέδειξαν ότι η
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γλυκόζη διαδραματίζει ένα ρόλο στην αναστολή αυτού του παθογόνου λόγω της ανάπτυξης των

Pseudomonas spp. Σε συσκευασία με μειωμένο οξυγόνο, πρόβλημα για την επιβίωση και την

ανάπτυξη του E. coli O157:H7 είναι η επίδραση της ανταγωνιστικής αλλοιογόνου χλωρίδας και

η επιμήκυνση της διάρκειας αποθήκευσης (Barrera et al., 2007).

1.1.6. Παθογένεια του E. coli O157: H7

Η παθογένεια του E. coli O157:H7 είναι μια συνάρτηση από λοιμογόνους παράγοντες

(Nataro and Kaper, 1998). Μεταξύ αυτών των λοιμογόνων παραγόντων είναι οι shiga - τοξίνες.

Οι shiga - τοξίνες, είναι λειτουργικά ταυτόσημες με τις τοξίνες που παράγονται από τα

λοιμογόνα είδη της Shigella (Reisberg et al., 1981). Η ικανότητα παραγωγής shiga - τοξίνες από

στελέχη του E. coli O157:H7 οφείλετε στην λοίμωξη των στελεχών με προφάγο ο οποίος

περιέχει την δομική κωδικοποίηση για την τοξίνη.

Στελέχη τα οποία δεν παράγουν shiga - τοξίνες, μπορούν να μολυνθούν και να παράξουν

όταν επωαστούν με στελέχη ικανά να παράγουν shiga - τοξίνες (Strockbine et al., 1986).

1.1.7. Ελάχιστη μολυσματική δόση του E. coli O157: H7

Πολύ χαμηλός αριθμό κυττάρων του E. coli O157:H7 συνδέονται με την εμφάνιση της

νόσου (Mead and Griffin, 1998, Müller et al., 2003). Ο αριθμός των κυττάρων του παθογόνου

που εμπλέκονται σε κρούσματα της νόσου κυμαίνεται 10-100 cfu/ g τροφίμου (Feng, 2000).

Αυτοί οι χαμηλοί αριθμοί κυττάρων είναι στην πραγματικότητα επαρκείς για να προκαλέσουν

κλινικές εκδηλώσεις σε έναν ξενιστή (Mead and Griffin, 1998; Hawker et al., 2001).

1.1.8. Προέλευση του E. coli O157: H7

Πιθανές πηγές της ανθρώπινης λοίμωξης από E. coli O157: H7 δύναται να είναι

ανεπαρκώς θερμικά επεξεργασμένα κρέατα, μη παστεριωμένο γάλα και γαλακτοκομικά

προϊόντα, λαχανικά (ολόκληρα ή κομμένα), το νερό και επίσης μέσω της επαφής με ζώα - φορείς

(Sánchez et al., 2010). Τα βοοειδή, καθώς και άλλα μηρυκαστικά ζώα, έχουν ενοχοποιηθεί ως η

πρωταρχική πηγή του E. coli O157:H7, μιας και αυτό το βακτήριο αποικεί στη γαστροεντερική

οδό των ώριμων βοοειδών ως μέρος της φυσικής μικροχλωρίδας, χωρίς να είναι απαραίτητη η
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εμφάνιση συμπτωμάτων της νόσου (Varela - Hernández et al., 2007). Όσο αναφορά τα βοοειδή,

μέσω των περιττωμάτων και του δέρματός τους, μπορούν να οδηγήσουν σε μολυσμένα προϊόντα

από βοοειδή, νερό, φρούτα ή λαχανικά (λίπανση με κοπριά βοοειδών) και τελικά σε ανθρώπινη

λοίμωξη (Grauke et al., 2003). Επιπλέον, το βόειο κρέας μπορεί να μολυνθεί αν οι πρακτικές του

σφαγείου επιτρέπουν διασταυρούμενη μόλυνση από τα κρυμμένα ή σπλαχνικά περιεχόμενα του

σφάγιου (Yilmaz et al., 2006).

1.1.9. Αιμολυτικό ουραιμικό σύνδρομο (HUS) και αιμολυτική κολίτιδα (HC)

Η λοιμογόνος δράση του E. coli O157:H7 οφείλεται στην ικανότητά του παθογόνου να

παράγει shiga - τοξίνες ή βεροτοξίνες (Wells et al., 1991). Οι shiga - τοξίνες παρεμποδίζουν την

πρωτεϊνική σύνθεση στα ευκαρυωτικά κύτταρα και προκαλούν αιμορραγική κολίτιδα (HC) και

αιμολυτικό ουραιμικό σύνδρομο (HUS). Η τοξίνη, επίσης, προκαλεί βλάβη στα ενδοθηλιακά

κύτταρα στα νεφρά, το πάγκρεας, τον εγκέφαλο και σε άλλα όργανα, αναστέλλοντας την

λειτουργία αυτών των οργάνων (Donnenberg and Whittam, 2001).

Η πιο σοβαρή επιπλοκή της λοίμωξης από E. coli O157:H7 είναι η εμφάνιση

αιμολυτικού-ουραιμικού συνδρόμου (HUS). Αυτή η δυνητικά απειλητική κατάσταση για τη ζωή

των ασθενών χαρακτηρίζεται από αιμολυτική αναιμία, θρομβοτική θρομβοκυτταροπενική

πορφύρα και νεφρική ανεπάρκεια (Cray and Moon, 1995). H θρομβοτική θρομβοκυτταροπενική

πορφύρα και η νεφρική ανεπάρκεια, οι οποίες σχετίζονται με τo E. coli O157:H7, εμφανίζονται

πιο συχνά σε παιδιά και σε άτομα με ανοσολογική ανεπάρκεια. Τα νεφρά είναι τα όργανα που

προσβάλλονται περισσότερο, παρόλα αυτά δύναται να παρατηρηθεί ισχαιμική νέκρωση των

εντέρων και νέκρωση του κεντρικού νευρικού συστήματος (εγκεφαλικό επεισόδιο) (Nataro and

Kaper, 1998; Paton and Paton, 1998).

Συνήθως, η ασθένεια αρχίζει με κοιλιακές κράμπες και στη συνέχεια διάρροια, η οποία

έπειτα από 2 - 3 ημέρες είναι έντονα αιματηρή (Mead et al., 1999; CFSPH, 2004). Κατά

προσέγγιση, το 15% των ατόμων με HUS οδηγούνται στο θάνατο ή αναπτύσσουν χρόνια

νεφρική ανεπάρκεια (Donnenberg and Whittam, 2001). Η ασθένεια είναι συνήθως

αυτοπεριοριζόμενη και διαρκεί κατά μέσο όρο 8 ημέρες (CFSPH, 2004).

1.2. Βόειος κιμάς
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1.2.1. Απομόνωση του E. coli O157:H7 σε βόειο κιμά

Η πιθανότητα ένα σφάγιο βοοειδούς να μολυνθεί από το βακτήριο E. coli O157:H7 στη

διάρκεια της σφαγής είναι μικρή, αλλά το ποσοστό παρτίδων του κιμά από βόειο κρέας που

περιέχουν ένα ή περισσότερα κύτταρα από τον παθογόνο αναμένεται να είναι υψηλό, δεδομένου

ότι το βόειο κρέας που χρησιμοποιείται για να παραχθεί μία παρτίδα κιμά προέρχεται από πολλά

διαφορετικά σφάγια. Λόγω της φύσης του εν λόγω βακτηρίου να βρίσκεται στο βόειο κρέας,

πολλά κρούσματα τροφογενών λοιμώξεων που προκαλούνται από το E. coli O157:H7 έχουν

συνδεθεί με το μη καλά θερμικά επεξεργασμένο μολυσμένο κιμά από βόειο κρέας. Το μαγείρεμα

σε μία κατάλληλη θερμοκρασία γεωμετρικού κέντρου (71οC) εξαλείφει το βακτήριο E. coli

O157:H7 στον κιμά από βόειο κρέας. Ωστόσο, η σοβαρή ασθένεια που μπορεί να προκύψει από

την κατανάλωση ακόμη και ενός μικρού αριθμού κυττάρων E. coli O157:H7 (<10 cfu/g)

εξαιτίας της μη καλής θερμικής επεξεργασίας καθιστά απαραίτητη την εφαρμογή εναλλακτικών

τεχνολογιών ικανών να καταστήσουν τον ωμό κιμά από βόειο κρέας ασφαλή για την

κατανάλωση από τον άνθρωπο (Schilling et al., 2009).

Οι Vernozy et al. (2002) σε μια μελέτη στην Γαλλία κατέγραψαν 4 θετικά δείγματα E.

coli O157: H7 σε συνολικά μελετηθέντα 3450 (0.12%) δείγματα βιομηχανικού βόειου κιμά, ενώ

μελέτες σε κρεοπωλεία σε μία σειρά από χώρες έχουν αναφέρει υψηλότερες τιμές, δηλαδή 3.8%

(6/160) στην Αργεντινή (Chinen et al., 2001), 2.3% (5/211) στην Ελβετία (Fantelli and Stephan,

2001), και 1.1% (36/3216) στο Ηνωμένο Βασίλειο (Chapman et al., 2000). Στην Ολλανδία, οι

Heuvelink et al., (1999), αναφέρουν ένα συνολικό επιπολασμό (prevalence) της τάξης του 1.1%

(6/571) του E. coli O157:H7 σε βόειο κιμά. Άλλες μελέτες αναφέρουν ποσοστά που κυμαίνονται

από 16.8% (50/296) σε δείγματα βόειου κιμά στην πολιτεία της Ουάσιγκτον, ΗΠΑ (Samadpour

et al., 2002) καθώς και μία μελέτη από τους Tarr et al. (1999) κατά την οποία δεν απομονώθηκε

ο παθογόνος από 1400 δείγματα κιμά από βόειο κρέας του λιανικού εμπορίου από έξι

καταστήματα στο Σiάτλ, Η.Π.Α.

1.2.2. Κύριες πηγές μόλυνσης του βόειου κιμά με E. coli O157:H7

Οι περισσότερες περιπτώσεις μόλυνσης με το βακτήριο E. coli O157:H7 σχετίζονται με

την κατανάλωση ωμού ή ανεπαρκώς θερμικά επεξεργασμένου βόειου κιμά. To E. coli O157:H7

μπορεί ενδεχομένως να υπάρχει στην επιφάνεια των σφαγίων των βοοειδών κατά τη διάρκεια
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της διαδικασίας της σφαγής ως αποτέλεσμα διασταυρούμενης μόλυνσης από το δέρμα των

βοοειδών ή το περιεχόμενο του εντέρου (περιττώματα), καθώς φυσιολογικά αποικεί τη

γαστροεντερική οδό. Επιπλέον, μπορεί το κρέας να επιμολύνεται με τον οργανισμό και από το

περιβάλλον, αν δεν εφαρμόζονται οι σωστές συνθήκες υγιεινής κατά τη διαδικασία της σφαγής.

Η περιβαλλοντική μόλυνση περιλαμβάνει τη μόλυνση από το εξωτερικό περιβάλλον, το

εσωτερικό περιβάλλον (χέρια, μαχαίρια, ποδιές) που έχει να κάνει με τους χώρους μέσα στη

βιομηχανία, όπου οι επιφάνειες των προϊόντων ή επαφών προϊόντων δεν εκτίθενται στο

περιβάλλον σε καθημερινή βάση και το εσωτερικό περιβάλλον (δάπεδα) που περιλαμβάνει όλες

τις περιοχές όπου το προϊόν έρχεται σε επαφή με επιφάνειες που εκτίθενται στο περιβάλλον σε

συχνή βάση (Rhoades et al., 2009; Huang, 2010). Επιπλέον, το κρέας μπορεί να μολυνθεί με τον

οργανισμό και από άλλες πηγές μετά τη σφαγή του ζώου, κατά τη διάρκεια της προετοιμασίας

του για κατανάλωση (Avery et al., 2004).

1.3. Αλγινικά

Τα τελευταία χρόνια μελετάται η εφαρμογή νέων τεχνολογιών ως εναλλακτικές λύσεις

για την ενίσχυση της ποιότητας και της ασφάλειας των τροφίμων. Μεταξύ αυτών, είναι η

δημιουργία και η χρήση εδώδιμων μεμβρανών (edible films), επικαλύψεων (coatings) και

μικροσφαιριδίων (beads) από  άλατα του αλγινικού οξέος.

Τα αλγινικά είναι ανιονικοί πολυσακχαρίτες οι οποίοι λαμβάνονται από τα κυτταρικά

τοιχώματα καφέ φυκιών (Lu et al., 2009). Έχουν μοναδικές κολλοειδείς ιδιότητες και μπορούν

να σχηματίσουν ισχυρές πηκτές αντιδρώντας με δισθενή κατιόντα όπως του ασβεστίου ή του

νατρίου.

Οι εδώδιμες μεμβράνες και οι επικαλύψεις αλγινικών έχουν χρησιμοποιηθεί για να

μειώσουν τα επιβλαβή αποτελέσματα που προκαλούνται κατά την επεξεργασία των τροφίμων.

Το ημιπερατό φράγμα που παρέχεται από τις εδώδιμες μεμβράνες και επιστρώσεις δύναται να

επεκτείνει τη διάρκεια ζωής των τροφίμων μειώνοντας την υγρασίας, την ανταλλαγή αερίων, την

αναπνοή στην περίπτωση των λαχανικών, καθώς και αναστέλλοντας τις φυσιολογικές αλλαγές

που λαμβάνουν χώρα στα νωπά ή / και φρεσκοκομμένα τρόφιμα κατά την διάρκεια της

συντήρησης (Gennadios et al., 1997). Επιπλέον, η χρήση των εδώδιμων μεμβρανών και

επικαλύψεων έχει λάβει ένα αυξανόμενο ενδιαφέρον για ένα ευρύ φάσμα τροφίμων λόγω της



23

χρήσης τους ως φορείς αντιμικροβιακών ουσιών (π.χ. αιθέρια έλαια), προβιοτικών, βιταμινών

και μετάλλων (Martín-Belloso et al., 2009; Zhao , 2010; Tapia, 2007).

Το μικροσφαιρίδιο είναι ένα βιοπολυμερές το οποίο παγιδεύει τη δραστική ουσία και στη

συνέχεια ενθυλακώνεται στο εσωτερικό του τροφίμου (Zuidam and Shimoni, 2010; Parra-

Huerta, 2011).  Το αλγινικό νατρίο είναι το καλύτερο και το πιο γνωστό βιοπολυμερές που

χρησιμοποιείται για την παρασκευή των μικροσφαιριδίων και τον εγκλεισμό μιας ευρείας

ποικιλίας δραστικών ουσιών. Οι δραστικές αυτές ουσίες διαχέονται ευκολότερα στο τρόφιμο

μέσω των μικροσφαιριδίων. Η  παρασκεύη πηκτής αλγινικού υπό την παρουσία δισθενών

κατιόντων ασβεστίου ή νατρίου ελέγχετε εύκολα και δεν απαιτεί θέρμανση (60°C) (Krasaekoopt

et al., 2003; Gouin, 2004).

Μία κοινή μέθοδο δημιουργίας μικροσφαιριδίων είναι η μέθοδο εξώθησης ή ρίψης. Αυτή

η μέθοδος αποτελείται από τη ρίψη σταγονιδίων από ένα υδατικό διάλυμα αλγινικού νατρίου το

οποίο περιέχει δραστικές ουσίες σε διάλυμα χλωριούχου ασβεστίου. Τα εργαλεία που μπορούν

να χρησιμοποιηθούν για τη ρίψη είναι μια πιπέτα, μια συρίγγα, ένα ακροφύσιο ψεκασμού, ένας

δίσκος ψεκασμού ή ένα ακροφύσιο με δόνηση (Zhang et al., 2007). Σε γενικές γραμμές, η

δημιουργία μικροσφαιριδίων με διάμετρο μεταξύ 0,2 έως 5 mm εξαρτάται από το εργαλείο

ρίψης και από το ιξώδες του αλγινικού διαλύματος. Σε αλγινικά διαλύματα με 3% κ.β. αλγινικό

νάτριο δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί η τεχνολογία της δόνησης για την παραγωγή

μικροσφαιριδίων λόγω του υψηλού ιξώδες (Prusse et al., 2008).

1.4. Αιθέριο Έλαιο Ρίγανης

Η αναζήτηση φυσικών και ασφαλών μέσων για την υγιεινή και την συντήρηση των

τροφίμων, οδήγησε σε εκτεταμένες έρευνες για την αντιμικροβιακή τους δράση έναντι των

τροφιμογενών παθογόνων (Burt, 2004). Αρχικά, οι περισσότερες έρευνες επικεντρώθηκαν στην

αξιολόγηση της αντιμκροβιακής δράσης του αιθέριου ελαίου ρίγανης με σκοπό τον έλεγχο

παθογόνων μικροοργανισμών (Amrik and Bilkei, 2004; Mauch and Bilkei, 2004).

Η χημική σύνθεση και η αντιμικροβιακή δράση του φυτού επηρεάζεται από το γενότυπο

(Yesil Celiktas et al. 2007), ο οποίος καθορίζεται ανάλογα την εποχή συγκομιδής (McGimpsey

and Douglas, 1994) και τη γεωγραφική περιοχή (Juliano et al., 2000).
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Το αιθέριο έλαιο της ρίγανης έχει χρησιμοποιηθεί ως φυσικό αντιμικροβιακό εναντίον

πολλών παθογόνων μικροοργανισμών. Οι Dorman and Deans (2000) σε in vitro πειράματα,

βρήκαν ότι το αιθέριο έλαιο ρίγανης παρουσίασε σημαντική αντιμικροβιακή δράση κατά των

παθογόνων B. subtilis, C. sporogenes, B. thermosphacta και S. pullorum.

Οι Marino et al. (2001) μελέτησαν in vitro την επίδραση του αιθέριου ελαίου ρίγανης

κατά διάφορων παθογόνων μικροοργανισμών των τροφίμων, E. coli O157:H7, S. aureus, S.

typhimurium, Y. enterocolitica, Micrococcus spp., P. vulgaris. Το αιθέριο έλαιο όταν

προστέθηκε στα θρεπτικά υποστρώματα προκάλεσε αναστολή όλων των παραπάνω

μικροοργανισμών σε ποσοστό 100 % στα 800 ppm, αναστολή κυμαινόμενη μεταξύ 70 % - 100

% στα 400 ppm και αναστολή μόνο της E. coli O157 :H7 στα 200 ppm.

Σε μια άλλη μελέτη, οι Hammer et al., (1999) αναφέρουν ότι η ελάχιστη συγκέντρωση

του αιθέριου ελαίου ρίγανης για την ανάσχεση της ανάπτυξης των παθογόνων E. coli, S.

typhimurium, S. aureus, P. aeruginosa ήταν 0,25 %, 0,12 %, 0,12 % και 2 % αντίστοιχα.

Η αντιμικροβιακή δράση του αιθέριου ελαίου ρίγανης κατά του παθογόνου E. coli

O157:H7 μελετήθηκε από διάφορους ερευνητές. Σύμφωνα με Sagdic et el., (2002) αιθέριο έλαιο

ρίγανης σε συγκεντρώσεις 1 %, 1.5 %, 2 % είχε βακτηριοκτόνο δράση κατά του παθογόνου που

είχε ενοφθαλμιστεί σε πληθυσμό 108 cfu/ml σε θρεπτικό υπόστρωμα που επωάστηκε στους 37
οC. Άλλοι ερευνητές αναφέρουν αντιμικροβιακή δράση του αιθέριου ελαίου σε ακόμα πιο

χαμηλές συγκεντρώσεις κατά του E. coli O157:H7. Έτσι σύμφωνα με τους Caillet et al., (2005),

η ελάχιστη συγκέντρωση αιθέριου ελαίου ρίγανης για την ανάσχεση του παθογόνου ήταν 0.025

%. Σε μια άλλη μελέτη οι Skandamis et al., (2001) αναφέρουν ότι η συγκέντρωση 0.05 %

αιθέριου ελαίου ρίγανης είχε βακτηριοκτόνο δράση κατά του παθογόνου που είχε ενοφθαλμιστεί

σε πληθυσμούς 5 log cfu/ml σε ζωμό ΒΗΙ και επωάστηκε στους 37 οC. Στην ίδια μελέτη,

συγκέντρωση 0.03% του αιθέριου ελαίου παρουσίασε βακτηριοστατική δράση. Οι Burt and

Reinders (2003) ενοφθάλμισαν E. coli O157:H7 (106 cfu/ml) σε θρεπτικό ζωμό και

παρατήρησαν ότι το αιθέριο έλαιο ρίγανης σε συγκεντρώσεις 625 μl/l παρουσίασε

βακτηριοκτόνο δράση κατά του παθογόνου σε επώαση 10, 20 και 37 οC. Οι Skandamis and

Nychas (2000) βρήκαν ότι η προσθήκη ελαίου ρίγανης σε μελιτζάνοσαλάτα με χαμηλό pH σε

συγκεντρώσεις 0.1 - 0.7 %, αύξησε το ρυθμό θανάτωσης της E. coli O157:H7 και μείωσε το

χρόνο επιβίωσης. Είναι γνωστό ότι η E. coli O157:H7 επιβιώνει σε χαμηλό pH, για μεγάλο
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χρονικό διάστημα. Οι Juven et al., (1994) παρατήρησαν ότι σε τρόφιμα με χαμηλό pH το αιθέριο

έλαιο ρίγανης ήταν περισσότερο δραστικό κατά του παθογόνου, γεγονός που αποδόθηκε στο ότι

σε χαμηλό pH το έλαιο γίνεται περισσότερο υδρόφοβο, με αποτέλεσμα να επιδρά καλύτερα στην

λιπιδική φάση της κυτταροπλασματικής μεμβράνης.

Οι Skandamis et al., (2002) βρήκαν ότι η προσθήκη αιθέριου ελαίου ρίγανης σε

συγκέντρωση 0.8 % στην επιφάνεια βόειου κρέατος που επιμολύνθηκε τεχνητά με S.

typhimuriumin, οδήγησε σε σημαντική μείωση του παθογόνου στη διάρκεια της συντήρησης

στους 5 οC για 15 ημέρες.

1.5. Χρήση εδώδιμων μεμβρανών, επικαλύψεων και μικροσφαιριδίων από
αλγινικά ως φορείς πρόσθετων και βιοδραστικών ουσιών στα τρόφιμα

Αρκετές μελέτες έχουν δείξει ότι οι αντιμικροβιακές ουσίες, όπως οργανικά οξέα,

ένζυμα, αιθέρια έλαια, μπαχαρικά και βακτηριοσίνες, ενσωματωμένα σε εδώδιμες μεμβράνες,

επικαλύψεις και μικροσφαιρίδια ήταν αποτελεσματικές για τον έλεγχο παθογόνων και

αλλοιογόνων μικροοργανισμών σε διάφορα τρόφιμα (Πίνακας 1.4.).

Πίνακας 1.4. Σημαντικές αντιμικροβιακές ουσίες που εφαρμόζονται στα τρόφιμα μέσω
αλγινικών εδώδιμων μεμβρανών, επικαλύψεων και μικροσφαιριδίων.

Τύπος Αλγινικού Τρόφιμο Αντιμικροβιακή ουσία Βιβλιογραφική πηγή

Μεμβράνη Βόειο Μπιφτέκι Νισίνη Cutter and Siragusa,
1997

Μεμβράνη Κοτόπουλο Νισίνη Natrajan and Sheldon,
2000

Μεμβράνη Βόειο Φιλέτο Νισίνη Milette et al., 2007

Μεμβράνη Καπνιστός Σολωμός Νισίνη/Λυσοζύμη Datta et al., 2008

Μεμβράνη Φέτες Ζαμπόν Εντεροξίνη Α και Β Marcos et al., 2008



26

Μεμβράνη Βόειο Φιλέτο Αιθέριο Έλαιο Ρίγανης,
Κανέλας

Oussalah et al., 2006

Μεμβράνη Φέτες Ζαμπόν και
λουκάνικο

Αιθέριο Έλαιο Ρίγανης,
Κανέλας

Oussalah et al., 2007

Επικάλυψη Καπνιστός Σολωμός Γαλακτικό νάτριο και
Διοξικό οξύ

Neetoo et al., 2010

Επικάλυψη Φέτες Μήλων Βανιλλίνη και Αιθέριο
Έλαιο ρίγανης,
λεμονόχορτο

Rojas-Grau et al., 2007

Επικάλυψη Φέτες Πεπονιού Μηλικό οξύ, Αιθέριο
Έλαιο

λεμονόχορτο,κανέλας
και ευγενόλη, κιτράλη,

γερανιόλη

Raybaudi-Massilia et al.,
2008a

Επικάλυψη Φέτες Μήλων Μηλικό οξύ, Αιθέριο
Έλαιο

λεμονόχορτο,κανέλας,
γαρύφαλλο και

ευγενόλη, κιτράλη,
κινναμαλδευδη

Raybaudi-Massilia et al.,
2008b

Επικάλυψη Φέτες Μήλων Σορβικό κάλιο Olivas et al., 2007

Επικάλυψη Γαλοπούλα Γαλακτικό νάτριο και
Διοξικό οξύ

Jiang et al., 2011

Μικροσφαιρίδια Βόειο Φιλέτο Νισίνη Milette et al., 2007
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Η χρήση των εδώδιμων μεμβρανών εμπλουτισμένα με φυσικά αντιμικροβιακά έχει

χρησιμοποιηθεί με ικανοποιητικά αποτελέσματα σε διάφορα είδη τροφίμων. Ως φυσικά

αντιμικροβιακά έχουν χρησιμοποιήθει αιθέρια έλαια και βακτηριοσίνες. Όσον αναφορά τον

εμπλουτισμό των μεμβρανών με βακτηριοσίνες διάφορες επιστημονικές μελέτες έφεραν

ικανοποιητικά αποτελέσμτα. Πιο συγκεκριμένα, οι Cutter and Siragusa (1997), οι Natrajan and

Sheldon (2000) και οι Milette et al. (2007) κατόρθωσαν να μειώσουν τους πληθυσμούς των B.

thermosphacta, S. enterica ser. Typhimurium και S. aureus σε βόειο κιμά, σε κοτόπουλο και σε

φιλέτο από βόειο κρέας, αντίστοιχα, με τη χρήση αλγινικών εδώδιμων μεμβρανών που είχε

ενσωματωθεί νισίνη. Ομοίως, οι Datta et al., (2008) ανέφεραν ότι η ανάπτυξη της L.

monocytogenes και S. enterica ser. Anatum αναστάλει σε καπνιστό σολομό στον οποίο είχαν

χρησιμοποιηθεί εδώδιμες μεμβράνες αλγινικού νατρίου οι οποίες περιείχαν λυσοζύμη και νισίνη.

Εκτός από την εφαρμογή των βακτηριοσίνων ως φυσικά αντιμικροβιακά, σε διάφορες μελέτες

έχουν χρησιμοποιηθεί και τα αιθέρια έλαια. Οι Oussalah et al. (2006) αξιολόγησαν την επίδραση

της εδώδιμών φιλμ που περιείχαν αιθέρια έλαια ρίγανης και κανέλας εναντίον πληθυσμών S.

enterica ser. Typhimurium και E. coli O157:H7 σε εμβολιάσμένες φέτες βοείου κρέατος.

Ανέφεραν ότι και τα δύο αιθέρια έλαια ήταν αποτελεσματικά ενάντια στους δύο παθογόνους. Σε

μία όμοια μελέτη, οι Oussalah et al. (2007) μελέτησαν την επίδραση των μεμβρανών που

περιείχαν αιθέρια έλαια ρίγανης και κανέλας κατά των S. enterica ser. Typhimurium και L.

monocytogenes σε εμβολιασμένες φέτες ζαμπόν και λουκάνικο. Με βάση τα αποτελέσματα οι

συγγραφείς κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι οι μεμβράνες που περιείχαν αιθέριο έλαιο κανέλας

ήταν η πιο αποτελεσματικές στη μείωση των πληθυσμών των δύο παθογόνων μικροοργανισμών.

Όσον αφορά στις μελέτες με επικάλυψη από αλγινικό διάλυμα, οι Neetoo et al. (2010)

ανέστηλαν την ανάπτυξη της L. monocytogenes σε φέτες καπνιστού σολομού, με τη χρήση

επικάλυψης αλγινικού νατρίου το οποίο περιείχε γαλακτικό νάτριο και διοξικό οξύ. Κατά τον

ίδιο τρόπο, οι Rojas-Grau et al. (2007) μελέτησαν την αντιμικροβιακή επίδραση της βανιλλίνης

και των αιθέριων ελαίων από λεμονόχορτο και ρίγανη, τα οποία είχαν ενσωματωθεί σε αλγινικό

διάλυμα και είχαν επικαλυφθεί σε φρέσκα μήλα, κατά της L. innocua και της φυσικής

μικροχλωρίδας. Οι συγγραφείς διαπίστωσαν ότι όλα τα αιθέρια έλαια που χρησιμοποιήθηκαν

ανέστειλαν σημαντικά την εγγενή χλωρίδα, ενώ το λεμονόχορτο και η ρίγανη ήταν πιο

αποτελεσματικά κατά της L. innocua από τη βανιλίνη. Ομοίως, οι Raybaudi-Massilia et al.

(2008a) ανέφεραν σημαντική μείωση του πληθυσμού της S. enterica var. Enteritidis σε φέτες
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πεπονιού όταν επιστρώθηκαν με αλγινικό διάλυμα το οποίο περιείχε μηλικό οξύ, μηλικό οξύ

συνδυασμένο με αιθέριο έλαιο κανέλας ή λεμονόχορτο και μηλικό οξύ συνδυασμένο με

ευγενόλη, κιτράλη και γερανιόλη. Σε όμοια μελέτη, οι Raybaudi-Massilia et al. (2008b)

αξιολόγησαν την αντιμικροβιακή επίδραση της επίστρωσης αλγινικού διαλύματος που περιείχε

μηλικό οξύ, μηλικό οξύ συνδυασμένο με αιθέριο έλαιο κανέλας ή γαρίφαλου ή λεμονόχορτου

και μηλικό οξύ συνδυασμένο με κινναμαλδευδη ή ευγενόλη ή κιτράλη σε νωπά κομμένα μήλα

εναντίον του E. coli O157:H7. Τα αποτελέσματα έδειξαν ικανοποιητική μείωση του πληθυσμού

του παθογόνου. Οι Olivas et al. (2007) ανέστειλαν την μικροβιακή ανάπτυξη των μεσόφιλων και

ψυχρότροπων βακτηρίων, των μυκήτων και των ζυμομυκήτων σε φέτες μήλου όταν

επικαλύφτηκαν με αλγινικό διάλυμα που περιείχε σορβικό κάλιο. Οι Jiang et al. (2011) έδειξαν

ότι το σορβικό κάλιο, το γαλακτικό νάτριο και το διοξικό νάτριο ενσωματωμένα σε αλγινικό

διάλυμα ήταν σε θέση να αδρανοποιήσουν τη L. monocytogenes σε έτοιμα προς κατανάλωση

προϊόντα ψητής γαλοπούλας.

Όσον αφορά σε μελέτες για τη χρήση μικροσφαιριδίων στα τρόφιμα, οι Milette et al.

(2007) κατόρθωσαν να μειώσουν το πληθυσμό του παθογόνου μικροοργανισμού S. aureus σε

βόειο κιμά με τη χρήση αλγινικών μικροσφαιριδίων στο εσωτερικό του τροφίμου στα οποία είχε

ενσωματωθεί νισίνη.
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Β. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
Η εφαρμογή του αλγινικού νατρίου στα τρόφιμα ως φορέα αντιμικροβιακών ουσιών έχει

χρησιμοποιηθεί ευρέως με τη μέθοδο των εδώδιμων μεμβρανών (edible film) και επιστρώσεων

(coating). Το χαρακτηριστικό των δύο μεθόδων είναι η επικάλυψη του τροφίμου εξωτερικά. Η

ανάγκη εύρεσης φορέα ο οποίος θα μετέφερε τις αντιμικροβιακές ουσίες στο εσωτερικό του

τροφίμου οδήγησε στην δημιουργία της μεθόδου των μικροσφαιριδίων (beads). Το θετικό της

χρήσης του αλγινικού νατρίου για την δημιουργία μικροσφαιριδίων είναι η υδρόφιλη φύση του

και η μη τοξικότητα του. Ο μικροεγκλεισμός λιπόφιλων αντιμικροβιακών ουσιών π.χ. αιθέρια

έλαια, σε υδρόφιλους φορείς ίσως να μπορέσει να ευνοήσει την πιο άμεση επαφή των

μικροοργανισμών με το αντιμικροβιακό σε σχέση με την απευθείας προσθήκη του

αντιμικροβιακού στα τρόφιμα.

2. Σκοπός της μελέτης

Το αντικείμενο της παρούσας μελέτης ήταν η εκτίμηση της επίδρασης εδώδιμων

μικροσφαιριδίων αλγινικού νατρίου με αιθέριο έλαιο ρίγανης στην ανάπτυξη του E. coli

O157:H7 κατά την συντήρηση βόειων μπιφτεκιών και η αξιολόγηση της δράσης των

μικροσφαιριδίων αυτών στην επιβίωση του παθογόνου κατά την θερμική επεξεργασία (ψήσιμο

σε τηγάνι) των μπιφτεκιών.

2.1. Υλικά και μέθοδοι

2.1.1. Στελέχη του παθογόνου

Τα στελέχη τα οποία χρησιμοποιήθηκαν για την διεξαγωγή της συγκεκριμένης μελέτης

παρατίθενται στον παρακάτω Πίνακα 2.1..

Πίνακας 2.1. Τα στελέχη Escherichia coli O157:H7 που χρησιμοποιήθηκαν στο παρόν πείραμα.
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Στέλεχος Προέλευση Παραγωγή εντεροτοξινών

Escherichia coli O157:H7

NCTC 12079

Πρότυπο στέλεχος VT1 και VT2

Escherichia coli O157:H7

NCTC 13125

Eργαστήριο Mικροβιολογίας

και Bιοτεχνολογίας Tροφίμων

------

Escherichia coli O157:H7

NCTC 13127

Eργαστήριο Mικροβιολογίας

και Bιοτεχνολογίας Tροφίμων

------

2.1.2. Αναζωογόνηση στελεχών- Προετοιμασία εμβολίου

Η διαδικασία αναζωογόνησης και προετοιμασίας των στελεχών ίσχυσε και για τα 3

στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν στο παρόν πείραμα και πραγματοποιήθηκε υπό ασηπτικές

συνθήκες. Τα στελέχη αποθηκεύονταν μακροχρόνια σε υγρό, μη- επιλεκτικό, θρεπτικό

υπόστρωμα Tryptone Soy Broth (TSB) (LAMB, United Kingdom) με 20% γλυκερόλη στους -

20°C και ανακαλλιεργούνταν ανά 6 μήνες. Στην περίπτωση βραχυχρόνιων πειραμάτων

συντηρούνταν σε δοκιμαστικούς σωλήνες με κεκλιμένο άγαρ στους 4oC και ανανεώνονταν κάθε

20 ημέρες στοχεύοντας στη διατήρηση της ζωτικότητάς τους. Πριν από κάθε πείραμα τα

στελέχη ελέγχθηκαν για την καθαρότητά τους με την τεχνική της γραμμικής εξάπλωσης

(streaking) σε θρεπτικό υπόστρωμα Tryptone Soy Agar (TSA) (37οC για 24 ώρες) (LAMB,

United Kingdom). Η αναζωογόνηση πραγματοποιήθηκε με τη λήψη μίας αποικίας από καθαρή

καλλιέργεια με μικροβιολογικό κρίκο και μεταφορά, υπό ασηπτικές συνθήκες, σε 10 mL υγρού

θρεπτικού υποστρώματος TSB. Ακολούθησε επώαση των μεμονωμένων στελεχών του

παθογόνου στους 37°C για 24 ώρες (1η ανανέωση). Μετά το πέρας του 24ώρου, 100 μl

μεταφέρθηκαν από την ανανεωμένη καλλιέργεια σε καθαρό σωληνάκι με 10 ml TSB και

ακολούθησε επώαση στους 37οC για 18 ώρες (early stationary phase) (2η ανανέωση). Σε αυτή

την φάση η συγκέντρωση των μικροβιακών κυττάρων ήταν περίπου 108 - 109 cfu/ ml. Τα

στελέχη στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν (3000g, 4oC, 15 λεπτά) (Megafure 1.0R, Germany). Το

υπερκείμενο κάθε στελέχους απορρίφθηκε και η προκύπτουσα βιομάζα (ίζημα) επαναιωρήθηκε

σε αποστειρωμένο ισοτονικό διάλυμα ¼ Ringer (LAMB, United Kingdom). Το στάδιο του

καθαρισμού επαναλήφθηκε εις διπλούν. Τέλος, αφού έγινε παραλαβή της ποσότητας εμβολίου
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από κάθε στέλεχος, τα στελέχη αναμίχθηκαν σε αποστειρωμένη φιάλη και το μίγμα αυτό

αποτέλεσε και το αρχικό εμβόλιο. Σε κάθε πείραμα, η εκτίμηση της συγκέντρωσης του αρχικού

εμβολίου γινόταν με την καταμέτρηση των αποικιών σε τρυβλία επιλεκτικών θρεπτικών

υποστρωμάτων μετά από δεκαδικές αραιώσεις.

2.1.3. Προετοιμασία εδώδιμων μικροσφαιριδίων αλγινικού νατρίου

Τα διαλύματα αλγινικού νατρίου παρασκευάστηκαν σύμφωνα με τροποποιημένη μέθοδο

των Mitrakas et al. (2008). Συγκεκριμένα, σκόνη αλγινικού νατρίου (1.5 g) προστέθηκε σε 100

mL αποστειρωμένου νερού σε μικρές δόσεις γραμμαρίων υπό σταθερή ανάδευση και θέρμανση

στους 60οC, ώστε να διασφαλιστεί επαρκώς η διάλυσή της επιτυγχάνοντας ταυτόχρονα την

ομοιογένεια του διαλύματος. Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε προσθήκη 1 mL γλυκερόλης

(πλαστικοποιητής). Η χρήση πλαστικοποιητή επηρεάζει τη δυνατότητα των μικροσφαιριδίων να

προσροφά υγρασία και συνήθως αυξάνει τη διαπερατότητά της σε οξυγόνο (Han and Gennadios

2005). Όλα τα διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν προετοιμάστηκαν και χρησιμοποιήθηκαν υπό

ασηπτικές συνθήκες.

Το αιθέριο έλαιο ρίγανης ενσωματώθηκε στο διάλυμα αλγινικού νατρίου (1.5% κ.ό.) σε

συγκέντρωση 8 και 12 % κ.ό. με τη χρήση ομογενοποιητή υψηλής ταχύτητας (Heidolph,

Germany) για 3 λεπτά στην υψηλότερη ταχύτητα (26*103 rpm). Τα μικροσφαιρίδια αλγινικού

νατρίου με ή χωρίς αιθέριου έλαιο παρασκευάστηκαν με την βοήθεια αποστειρωμένης σύριγγας

(5 ml χωρητικότητας, ONCE®). Συγκεκριμένα, συλλέχθηκαν 5 ml από το εκάστοτε διάλυμα

αλγινικού νατρίου και ρίχνονταν χειροκίνητα σε διάλυμα 2% κ.ό. CaCl2. Παρασκευάστηκαν

δύο μεγέθη μικροσφαιριδίων 1 και 2 mm. Στη συνέχεια, τα μικροσφαιρίδια αναδεύονταν για 30

λεπτά στο διάλυμα CaCl2. Τέλος, συλλέχθηκαν με την διαδικασία της διήθησης με την χρήση

αποστειρωμένης γάζας. Επιπλέον, στα μικροσφαιρίδια μεγέθους 1.2 mm χρησιμοποιήθηκε η

μέθοδος της λυοφιλίωσης για την παρασκευή ακόμη μικρότερων σφαιριδίων (σκόνη). Η

δημιουργία των λυοφυλιωμένων μικροσφαιριδίων έγινε με σκοπό να μη είναι εμφανή τα

μικροσφαιρίδια στον καταναλωτή. Συγκεκριμένα, για να παρασκευαστούν τα λυοφυλιωμένα

μικροσφαιρίδα, αρχικά καταψύχθηκαν στους -80°C για 12 ώρες και στην συνέχεια

τοποθετήθηκαν σε κατάλληλους περιέκτες στο μηχάνημα της λυοφυλίωσης (Virtis freezemobile

1252) για 24 ώρες. Τα μικροσφαιρίδια αλγινικού νατρίου (1.2 και 2.2 mm) συντηρήθηκαν στους
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4οC, ενώ τα λυοφιλιωμένα 0.9 mm συλλέγονταν σε γυάλινους περιέκτες και τοποθετούνταν σε

σακούλες με silica gel για την διατήρηση της χαμηλής υγρασίας τους (Εικόνα 1.).

Εικόνα 1. Εδώδιμα μικροσφαιρίδια με αιθέριο έλαιο ρίγανης διαμέτρου Α) 2.2 mm, B)
1.1 mm και Γ) λυοφυλιωμένα 0.9 mm.

2.1.4 .Εμβολιασμός και σχηματισμός βοείων μπιφτεκιών

Φρέσκο βόειο κρέας (12 κιλά) από την περιοχή του «λαιμού» του ζώου παραλαμβανόταν

από βιομηχανία κρέατος την μηδενική ημέρα και συντηρούνταν σε θερμοκρασία 1οC.

Ακολουθούσε παρασκευή του κιμά με την χρήση ειδικής μηχανής επεξεργασίας κρέατος

(Kenwood, China). Οι παραχθείσες ποσότητες κιμά χωρίζονταν ανά 400 g σε σακούλες και

συσκευάζονταν υπό κενό (Inauen Maschinen AG VC999, Switzerland). Σε κάθε σακούλα των

400 g βόειου κιμά προστέθηκε κατάλληλη ποσότητα από το μίγμα των τριών στελεχών E. coli

O157:H7, ώστε να επιτευχθεί αρχικό εμβόλιο 106 cfu/ g μπιφτεκιού. Ακολούθησε μάλαξη με τα

Α

Β

Γ
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χέρια για 1 λεπτό με σκοπό την διασπορά του εμβολίου σε όλη τη μάζα του κιμά. Τέλος,

αποθηκεύτηκε στους 4οC για 15 λεπτά ώστε να επιτευχθεί επαρκής προσκόλληση του εμβολίου.

Κατά την 15λεπτη παραμονή για την προσκόλληση του εμβολίου, γινόταν συγχρόνως η

ζύγιση των μικροσφαιριδίων, τα οποία θα τοποθετούνταν σε κάθε μπιφτέκι (80 g), με τη βοήθεια

αναλυτικού ζυγού. Συγκεκριμένα, κατάλληλες ποσότητες μικροσφαιριδίων (1 και 2 mm και

λυοφιλιωμένα (σκόνη)) αναμίχθηκαν με 80 g κιμά ώστε να επιτευχθεί συγκέντρωση αιθερίου

ελαίου 0.2 και 0.3% ανά μπιφτέκι. Στη συνέχεια, ακολούθησε ελαφριά ανάμιξη και μάλαξη των

μπιφτεκιών με σκοπό την καλύτερη κατανομή των μικροσφαιριδίων (τυχαία) σε όλη την μάζα

του μπιφτεκιού. Με τη βοήθεια φόρμας δόθηκε σταθερό σχήμα (διάμετρος 6.9 cm και πάχος 2.4

cm) σε όλα τα μπιφτέκια. Μπιφτέκια με μικροσφαιρίδια αλλά χωρίς αιθέριο έλαιο και μπιφτέκια

χωρίς μικροσφαιρίδια αποτέλεσαν τους κύριους μάρτυρες του πειραματικού σχεδιασμού.

Επιπλέον, μελετήθηκαν μπιφτέκια στα οποία προστέθηκε η κατάλληλη ποσότητα καθαρού

αιθερίου ελαίου ρίγανης ώστε να επιτευχθεί συγκέντρωση 0.2 και 0.3% ανά μπιφτέκι όπως και

στην περίπτωση των μικροσφαιριδίων. Τα δείγματα συσκευάστηκαν σε πλαστική σακούλα

(Flexopack S.A., Athens) σε τροποποιημένη ατμόσφαιρα 80% Ο2: 20% CO2 και συντηρήθηκαν

στους 4οC. Η συνολική διάρκεια του πειράματος ήταν 12 ημέρες. Εντός των ημερών αυτών

έγιναν 4 δειγματοληψίες: την 0η, 5η, 9η και 12η ημέρα.

2.1.5. Μικροβιολογικές αναλύσεις

2.1.5.1. Συντήρηση βοείων μπιφτεκιών

Η επίδραση της εφαρμογής εδώδιμων μικροσφαιριδίων αλγινικού νατρίου στην

ανάπτυξη του Ε. coli O157:H7 κατά την συντήρηση βόειων μπιφτεκιών στους 4οC εκτιμήθηκε

σε δύο δείγματα ανά πειραματική περίπτωση. Τα δείγματα μεταφέρθηκαν στο πάγκο

δειγματοληψίας και τοποθετήθηκαν ξεχωριστά σε σακούλα stomacher. Στην συνέχεια

προστέθηκε σε κάθε σακούλα 320 ml Ringer και ακολούθησε ομογενοποίηση για 60 sec σε

συσκευή stomacher (BagMixer400, France). Ακολουθούσε επίστρωση όγκου 0.1 ml από την

κατάλληλη διαδοχική αραίωση από τον ομογενοποιημένο δείγμα στο επιλεκτικό θρεπτικό

υπόστρωμα CT- SMAC (cefixime - tellurite - Sorbitol MackConey Agar) (LAMB, United

Kingdom) και το μη επιλεκτιικό θρεπτικό υπόστρωμα TSA για την καταμέτρηση του E. coli
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O157:H7 (στους 37°C για 24 ώρες) και της ολικής μεσόφιλης μικροχλωρίδας (ΟΜΧ) ( στους

30οC για 72 ώρες), αντίστοιχα.

2.1.5.2. Θερμική επεξεργασία βοείων μπιφτεκιών

Η επίδραση της εφαρμογής εδώδιμων μικροσφαιριδίων αλγινικού νατρίου στην επιβίωση

του Ε. coli O157:H7 κατά το ψήσιμο βόειων μπιφτεκιών σε τηγάνι εκτιμήθηκε σε τρία δείγματα

ανά πειραματική περίπτωση. Αρχικά, 200 ml Ringer προστέθηκαν σε σακούλες stomacher και

τοποθετήθηκαν στους 4οC για τουλάχιστον 30 λεπτά πριν αρχίσει η δειγματοληψία. Η

διαδικασία του ψησίματος άρχιζε όταν η θερμοκρασία στο κέντρο του τηγανιού ήταν 250οC

(θερμόμετρο υπερύθρων) (Hanna Instruments). Στην συνέχεια, τοποθετήθηκε στο γεωμετρικό

κέντρο του εκάστοτε μπιφτεκιού (με ή χωρίς μικροσφαιρίδια) καλώδιο καταγραφής

θερμοκρασίας (Pico Technology, United Kingdom) και το δείγμα τοποθετούνταν στο κέντρο του

τηγανιού, οπότε και ξεκινούσε η καταγραφή της θερμοκρασίας. Ανά 2 λεπτά πραγματοποιούταν

γύρισμα του δείγματος με τη βοήθεια σπάτουλας για την επίτευξη ομαλότερου ψησίματος. Η

επιθυμητή θερμοκρασία ψησίματος στο κέντρο του μπιφτεκιού ήταν 68οC, οπότε και το

μπιφτέκι απομακρυνόταν από το τηγάνι και  ριχνόταν στην σακούλα stomacher με το παγωμένο

Ringer ώστε να σταματήσει η θερμική επεξεργασία. Στη συνέχεια, η σακούλα ζυγιζόταν και

συμπληρωνόταν με Ringer ώστε η αραίωση δείγματος προς αραιωτικό να είναι 1:5.

Ακολουθούσε ομογενοποίηση σε συσκευή stomacher. Ακολουθούσε επίστρωση όγκου 0.1 ml

από την κατάλληλη διαδοχική αραίωση από τον ομογενοποιημένο δείγμα στο επιλεκτικό

θρεπτικό υπόστρωμα CT- SMAC και το μη επιλεκτιικό θρεπτικό υπόστρωμα TSA για την

καταμέτρηση του E. O157:H7 (στους 37°C για 24 ώρες) και της ολικής μεσόφιλης

μικροχλωρίδας (ΟΜΧ) ( στους 30οC για 72 ώρες), αντίστοιχα.

2.1.5.3. Υπολογισμός χρόνου θερμικής θνησιμότητας

Η εξάρτηση του χρόνου και της θερμοκρασίας σχετικά με την βακτηριακή θερμική

καταστροφή μπορεί να περιγραφεί γνωρίζοντας τον χρόνο θερμικής μείωσης, D, και τη διαφορά

θερμοκρασίας που απαιτείται για τη θερμική αδρανοποίηση ενός λογαριθμικού κύκλου, z. Ως εκ

τούτου, ο χρόνος θερμικής θνησιμότητας, F, υπολογίστηκε από τον τύπο:



35

F = 0∫t 10(T(t) – T(ref))/z dt,

όπου T(t) η θερμοκρασία του προϊόντος στο γεωμετρικό του κέντρο σε χρόνο t και Τ(ref) η

θερμοκρασία αναφοράς (Toledo, 1991).

2.1.6. Μέτρηση pH

Το pH κάθε δείγματος μετρήθηκε με pHμετρο. Η μέτρηση γινόταν με εμβάπτιση του

ηλεκτροδίου στο ομογενοποιημένο δείγμα μετά το τέλος κάθε δειγματοληψίας.

2.1.7. Στατιστική Ανάλυση

Τα δεδομένα της συντήρησης επεξεργάστηκαν σε μονόδρομη ανάλυση διακύμανσης

(ANOVA) μέσω του Tukey- test με διάστημα εμπιστοσύνης 5%, ενώ τα δεδομένα από τη

θερμική επεξεργασία επεξεργάστηκαν σε μονόδρομη ανάλυση διακύμανσης (ANOVA) μέσω

του LCD- test με διάστημα εμπιστοσύνης 5%. Tο λογισμικό που χρησιμοποιήθηκε για την

επεξεργασία των δεδομένων ήταν το STATISTICA 7 (StatSoft International Company).
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Γ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ – ΣΥΖΗΤΗΣΗ

3.1. Αναστολή του E. coli O157:H7 και της ΟΜΧ κατά την εφαρμογή
αιθέριου ελαίου ρίγανης ελεύθερου ή έγκλειστου σε εδώδιμα μικροσφαιρίδια
διαμέτρου 2.2 mm, 1.2 mm και λυοφυλιωμένων 0.9 mm κατά την συντήρηση
βόειων μπιφτεκιών στους 4οC

Στo διαγράμματα 3.1 παρατίθενται  τα αποτελέσματα της επίδρασης των εδώδιμων

αντιμικροβιακών μικροσφαιριδίων στην αναστολή του E. coli O157:H7 και της ολικής

μικροχλωρίδας (ΟΜΧ) κατά την συντήρηση βοείων μπιφτεκιών. Το μέγεθος των εδώδιμων

αντιμικροβιακών μικροσφαιριδίων που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 2.2 mm, 1.2 mm και

λυοφιλιωμένα 0.9. Η συγκέντρωση του αιθέριου ελαίου ρίγανης ήταν 0,2% και 0,3% ανά

μπιφτέκι.
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Διάγραμμα 3.1. Επίδραση του αιθέριου ελαίου ρίγανης (0.2 και 0.3% ανά μπιφτέκι), ελεύθερου ή κατά την ενθυλάκωσή του σε
εδώδιμα μικροσφαιριδία διαμέτρου (A) 2.2 mm, (B) 1.2 mm (Γ) και λυοφυλιωμένα 0.9 mm στην ανάπτυξη του 1) E. coli O157:H7
και της 2) ΟΜΧ κατά την συντήρηση βόειων μπιφτεκιών στους 4οC.

(A)

(B)

(Γ)

1. E. coli O157:H7 2. OMX

(A)

(B)

(Γ)
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Τα αποτελέσματα από την εφαρμογή αιθέριου ελαίου ρίγανης 0.2% έγκλειστου σε

εδώδιμα μικροσφαιριδία διαμέτρου 2.2 mm δεν απέδειξαν σημαντική μείωση του πληθυσμού

του παθογόνου E. coli O157:H7 (Διάγραμμα 3.1.Α.). Συγκεκριμένα, μετά από 12 ημέρες

συντήρησης στους 4°C, η βακτηριακή μείωση στα δείγματα που περιείχαν 0.2% αιθέριο έλαιο

ανά μπιφτέκι με ή χωρίς μικροσφαιρίδια, ήταν 0.5 log cfu/ g. Παράλληλα στην ΟΜΧ μετά από 9

ημέρες, παρατηρήθηκε ότι τα δείγματα που περιείχαν 0.2% αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι με

μικροσφαιρίδια είχαν την μικρότερη ανάπτυξη (0.9 log cfu / g) σε σύγκριση με τις περιπτώσεις

των δειγμάτων που περιείχαν μικροσφαιρίδια χωρίς αιθέριο έλαιο και ελεύθερο αιθέριο έλαιο

0.2% ανά μπιφτέκι όπου η ανάπτυξη του πληθυσμού ήταν 1.4 και 1.2 log cfu / g αντίστοιχα

(Διάγραμμα 3.2.Α.). Την 12η ημέρα οι πληθυσμοί της ΟΜΧ στα δείγματα που περιείχαν

μικροσφαιρίδια χωρίς αιθέριο έλαιο, 0.2% αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια και

ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.2% ανά μπιφτέκι δεν είχαν καμία διαφορά (8 log cfu / g). Όσο αφορά

την αξιολόγηση της συγκέντρωσης 0.3% αιθέριου ελαίου στον παθογόνο (Διάγραμμα 3.1.Α.),

μετά από 9 ημέρες αποθήκευσης παρατηρήθηκε μείωση 0.6 και 1.1 log cfu / g στα δείγματα που

περιείχαν τα μικροσφαιρίδια χωρίς αιθέριο έλαιο και τα μικροσφαιρίδια με 0.3% αιθέριο έλαιο

ανά μπιφτέκι αντίστοιχα. Ύστερα από 12 ημέρες η μείωση του πληθυσμού ήταν 1.3 και 0.5 log

cfu / g αντίστοιχα για τις περιπτώσεις των δειγμάτων που περιείχαν 0.3% αιθέριο έλαιο ανά

μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια και ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.3% ανά μπιφτέκι. Παράλληλα στην

ΟΜΧ (Διάγραμμα 3.2.Α.) παρατηρήθηκε ότι από την 0η έως  την 9η ημέρα τα δείγματα με 0.3%

αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια είχαν την μικρότερη ανάπτυξη (0.5 log cfu / g) σε

σύγκριση με τα δείγματα που περιείχαν μικροσφαιρίδια χωρίς αιθέριο έλαιο και ελεύθερο

αιθέριο έλαιο 0.3% ανά μπιφτέκι όπου η ανάπτυξη του πληθυσμού ήταν 1.4 και 1.6 log cfu / g

αντίστοιχα. Μικρότερη ανάπτυξη της τάξεως 1.3 log cfu / g παρατηρήθηκε και το χρονικό

διάστημα των 12 ημερών από τα δείγματα που περιείχαν 0.3% αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι με

μικροσφαιρίδια σε σχέση με τα δείγματα που περιείχαν μικροσφαιρίδια χώρις αιθέριο έλαιο και

ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.3% ανά μπιφτέκι όπου η ανάπτυξη του πληθυσμού ήταν 2.0 log cfu / g

στο καθένα.

Επιπλέον, παρατηρήθηκε αναστολή του E. coli O157: H7 κατά την εφαρμογή αιθέριου

ελαίου ρίγανης 0.2% και 0.3% ελεύθερου ή μικροεγλεισμένου σε εδώδιμα μικροσφαιριδία

διαμέτρου 1.2 mm (Διάγραμμα 3.1.Β.). Πιο συγκεκριμένα, όσο αναφορά την αξιολόγηση της

συγκέντρωσης αιθέριου ελαίου ρίγανης 0.2% στον παθογόνο, παρατηρήθηκε ότι μετά από 5
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ημέρες αποθήκευσης τα δείγματα που περιείχαν μικροσφαιρίδια χωρίς αιθέριο έλαιο και 0.2%

αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια μείωσαν το πληθυσμό του παθογόνου 0.5, 0.8 log

cfu / g αντίστοιχα. Ύστερα από 12 ημέρες παρατηρήθηκε βακτηριακή μείωση 0.9, 0.6 και 1.0

log cfu / g σε δείγματα που περιείχαν μικροσφαιρίδια χωρίς αιθέριο έλαιο, 0.2% αιθέριο έλαιο

ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια και ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.2% ανά μπιφτέκι, αντίστοιχα.

Παρατηρώντας την ΟΜΧ (Διάγραμμα 3.2.Β.) παρατηρήθηκε ότι από την 0η ημέρα έως και την

12η ημέρα, τα δείγματα με 0.2% αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια διατήρησαν

σταθερό τον πληθυσμό (6.2 log cfu / g) σε αντίθεση με την περίπτωση των δειγματών που

περιείχαν μικροσφαιρίδια χωρίς αιθέριο έλαιο όπου ο πληθυσμός της ΟΜΧ αυξήθηκε 1.1 log

cfu / g. Όσο αναφορά την επίδραση του αιθερίου ελαίου 0.3% συγκέντρωσης ενάντια στο

παθογόνο E. coli O157:H7 (Διάγραμμα 3.2.Β.), παρατηρήθηκε ότι μετά από 9 ημέρες υπήρχε

μείωση του πληθυσμού 0.7, 0.9 και 0.6 log cfu / g στις περιπτώσεις όπου τα δείγματα περιείχαν

μικροσφαιρίδια χωρίς αιθέριο έλαιο, 0.3% αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια και

ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.3% ανά μπιφτέκι αντίστοιχα. Την 12η ημέρα η μείωση του πληθυσμού

αυξήθηκε σε σχέση με την 9η ημέρα 0.6 log cfu / g για τα δείγματα που περιείχαν 0.3% αιθέριο

έλαιο ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια, ενώ σταθερός παρέμεινε ο πληθυσμός του E. coli

O157:H7 για τα δείγματα με ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.3% (5.6 log cfu / g). Όσο αναφορά την

αξιολόγηση του 0.3% αιθέριου ελαίου ως προς την ΟΜΧ (Διάγραμμα 3.2.Β.), παρατηρήθηκε ότι

ύστερα από 12 ημέρες ο πληθυσμός της στα δείγματα που περιείχαν 0.3% αιθέριο έλαιο ανά

μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια δεν παρατηρήθηκε αύξηση σε σύγκριση με τα δείγματα που

περιείχαν μικροσφαιρίδια χωρίς αιθέριο έλαιο και ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.3% ανά μπιφτέκι

όπου η αύξηση ήταν 1.1 και 0.5 log cfu / g αντίστοιχα.

Όσον αφορά τα αποτελέσματα από την αναστολή του E. coli O157: H7 κατά την

εφαρμογή αιθέριου ελαίου ρίγανης 0.2% και 0.3% ελεύθερου ή μικροεγλεισμένου σε εδώδιμα

λυοφυλιωμένα μικροσφαιριδία 0.9 mm (Διάγραμμα 3.1.Γ.) δεν παρατηρήθηκε διαφορά στην

μείωση του πληθυσμού ανάμεσα στις περιπτώσεις αλλά και στις διαφορετικές ημέρες

δειγματοληψίας. Πιο συγκεκριμένα, αξιολογώντας το αιθέριο έλαιο ρίγανης 0.2% παρατηρούμε

να μην υπάρχει διαφορά στη μείωση των πληθυσμών στις περιπτωσεις των δειγμάτων που

περιείχαν 0.2% αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια και ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.2%

ανά μπιφτέκι. Το ίδιο παρατηρήθηκε και κατά την αξιολόγηση του 0.3% αιθέριου ελαίου στις

αντίστοιχες περιπτώσεις δειγμάτων σύγκρισης όσο αναφορά τη μείωση του πληθυσμού του
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παθογόνου. Παρατηρώντας την ΟΜΧ (Διάγραμμα 3.2.Γ.) κατά την αξιολόγηση του αιθέριου

ελαίου ρίγανης 0.2%, η βακτηριακή ανάπτυξη από την 0η έως και την 12η ημέρα ήταν στα ίδια

επίπεδα μεταξύ των περιπτώσεων των δειγμάτων που περιείχαν 0.2% αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι

με μικροσφαιρίδια και των δειγμάτων με ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.2% ανά μπιφτέκι. Ο ίδιος

ρυθμός ανάπτυξης παρατηρήθηκε και κατά την αξιολόγηση του 0.3% αιθέριου ελαίου στην

παρεμπόδιση της ΟΜΧ στις περιπτώσεις των δειγμάτων που περιείχαν 0.3% αιθέριο έλαιο ανά

μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια και ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.3% ανά μπιφτέκι.

Τα αριθμητικά αποτελέσματα της στατιστικής ανάλυσης παρετίθενται στο Κεφάλιαο Ε

(Παράρτημα) στη σελίδα 51 για κάθε περίπτωση διαφορετικής διαμέτρου μικροσφαιριδίων.

Τα αποτελέσματα της παραπάνω μελέτης απέδειξαν ότι η ενσωμάτωση του αιθέριου

ελαίου ρίγανης 0.3% από τα εδώδιμα μικροσφαιρίδια αλγινικού νατρίου 2.2 mm και 1.2 mm είχε

θετική επίδραση στην μείωση του πληθυσμού του παθογόνου E. coli O157:H7 ύστερα από 12

ημέρες αποθήκευσης στην συντήρηση, 1.5 και 1.3 log cfu / g αντίστοιχα. Η αποτελεσματικότητα

των εδώδιμων μικροσφαιριδίων ως φορείς αντιμικροβιακών έχει μελετηθεί και σε προηγούμενη

μελέτη. Πιο συγκεκριμένα, οι Milette et al. (2007) κατόρθωσαν να μειώσουν το πληθυσμό του

παθογόνου μικροοργανισμού Staphylococcus aureus 1.93 και 1.77 log cfu / g σε βόειο κιμά με

τη χρήση αλγινικών μικροσφαιριδίων στο εσωτερικό του τροφίμου στα οποία είχε ενσωματωθεί

1000 και 500 IU / g νισίνη αντίστοιχα. O συνδυασμός αλγινικού νατρίου και αιθέριου ελαίου σε

κρέας έχει χρησιμοποιηθεί με θετικά αποτελέσματα και με τη μορφή εδώδιμων επιστρώσεων.

Συγκεκριμένα, οι Oussalah et al. (2006) ανέφεραν ότι η ενσωμάτωση αιθέριου ελαίου ρίγανης

1% σε εδώδιμες επιστρώσεις εναντίον του E. coli O157: H7 σε εμβολιάσμένες φέτες βοείου

κρέατος ήταν αποτελεσματική καθώς μείωσαν το πληθυσμό του παθογόνου >2 log cfu / g. Σε

μία όμοια μελέτη, οι Oussalah et al. (2007) αξιολόγησαν την επίδραση των εδώδιμων

επιστρώσεων που περιείχαν αιθέρια έλαια ρίγανης 1% κατά της Salmonella enterica ser.

Typhimurium σε εμβολιασμένες φέτες ζαμπόν και λουκάνικο. Ανέφεραν ότι η επήλθε μείωση

1.85 log cfu / cm2 ύστερα από 5 ημέρες αποθήκευσης. Όσον αφορά στο μέγεθος των

αντιμικροβιακών μικροσφαιριδίων, συγκριτικά την αποτελεσματικότερη αντιμικροβιακή δράση

κατά την συντήρηση έδωσε η διάμετρος 1.2 mm. Πιο συγκεκριμένα, κατά την συντήρηση, η

μείωση των πληθυσμών του παθογόνου ήταν της τάξης του 1,5 log cfu/g στα 1.2 mm με 0,3%

αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι, στα 2.2 mm με 0,3% αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι ήταν περίπου 1 log
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cfu/g, ενώ κατά την εφαρμογή των λυοφιλιωμένων 0.9 mm δεν παρατηρήθηκε αντικροβιακή

δράση συγκριτικά με τους μάρτυρες. Αυτή η συμπεριφορά της μείωσης του πληθυσμού του

παθογόνου με βάση τη διάμετρο του εδώδιμου αντιμικροβιακού μικροσφαιριδίου οφείλεται

άμεσα στο αιθέριο έλαιο και έμμεσα στην υδρόφιλη φύση του αλγινικού νατρίου. Τα

αντιμικροβιακά μικροσφαιρίδια από αλγινικό νάτριο αποτελούνται από μεγάλο ποσοστό νερού

και την αντίστοιχη συγκέντρωση αιθέριου ελαίου ρίγανης. Όπως είναι γνωστό τα μικρόβια

αναπτύσσονται στο τρόφιμο σε εστίες νερού. Το αλγινικό νάτριο επειδή είναι υδρόφιλο, κατά

την εισχώρησή των αντιμικροβιακών μικροσφαιριδίων στο εσωτερικό του τροφίμου

εναποτίθενται στις εστίες νερού που υπάρχουν στο τρόφιμο με αποτέλεσμα να επηρεάζει την

ανάπτυξη του παθογόνου. Η μείωση της διαμέτρου από 2.2 mm σε 1.2 mm είχε ως αποτέλεσμα

να αυξηθεί ο αριθμός των αντιμικροβιακών μικροσφαιριδίων, άρα να καλυφθούν περισσότερες

εστίες νερού εντός του τροφίμου και να αυξηθεί περισσότερο η αδρανοποίηση του παθογόνου.

Με βάση το σκεπτικό αυτό, δημιουργήθηκαν λυοφυλιωμένα αντιμικροβιακά μικροσφαιρίδια

(σκόνη) από αλγινικό νάτριο. Παρόλο του μικρότερου μεγέθους, τα λυοφιλιωμένα

αντιμικροβιακά μικροσφαιρίδια (0.9 mm) δεν είχαν καθόλου υγρασία και αποτελούνταν μόνο

από αλγινικό νάτριο και αιθέριο έλαιο ρίγανης. Αυτό είχε ως αποτέλεσμα η λιπόφιλη φύση του

αιθέριου ελαίου να μην εναποτίθεται στις εστίες νερού εντός του τροφίμου και να μην είναι

αποτελεσματικά ενάντια στο παθογόνο E. coli O157:H7.

3.2. Επιβίωση του E. coli O157: H7 και της ΟΜΧ κατά την εφαρμογή
αιθέριου ελαίου ρίγανης ελεύθερου ή μικροεγλεισμένου σε εδώδιμα
μικροσφαιριδία διαμέτρου 2.2 mm, 1.2 mm και λυοφυλιωμένων 0.9 mm, κατά
τη θερμική επεξεργασία των βόειων μπιφτεκιών (68°C στο γεωμετρικό
κέντρο).

Στα διαγράμματα 3.3 και 3.4 παρατίθενται τα αποτελέσματα της επίδρασης των

εδώδιμων αντιμικροβιακών μικροσφαιριδίων στην επιβίωση του E. coli O157:H7 και της ολικής

μικροχλωρίδας (ΟΜΧ) κατά την θερμική επεξεργασία βοείων μπιφτεκιών. Το μέγεθος των

εδώδιμων αντιμικροβιακών μικροσφαιριδίων που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 2.2 mm, 1.2 mm και

λυοφιλιωμένα διαμέτρου 0.9 mm. Η συγκέντρωση του αιθέριου ελαίου ρίγανης ήταν 0,2% και

0,3% ανά μπιφτέκι.
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Διάγραμμα 3.3. Επίδραση του αιθέριου ελαίου ρίγανης, ελεύθερου ή κατά την ενθυλάκωσή του
σε εδώδιμα μικροσφαιριδία διαμέτρου (A) 2.2 mm, (B) 1.2 mm (Γ) και λυοφυλιωμένα 0.9 mm
στην επιβίωση του E. coli O157:H7 κατά την θερμική επεξεργασία βόειων μπιφτεκιών (68 οC
γεωμετρικό κέντρο). *b.l.d.: Κατώτερο όριο ανίχνευσης (0.7 log cfu / g), Κεφαλαία γράμματα
(εντός της μπάρας): Στατιστική σημαντική διαφορά ανά περίπτωση την ίδια ημέρα
δειγματοληψίας, Μικρά γράμματα: Στατιστική σημαντική διαφορά ανά ημέρα δειγματοληψίας
στην ίδια περίπτωση.

b.l.d.
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Διάγραμμα 3.4. Επίδραση του αιθέριου ελαίου ρίγανης, ελεύθερου ή κατά την ενθυλάκωσή του
σε εδώδιμα μικροσφαιριδία διαμέτρου (A) 2 mm, (B) 1 mm (Γ) και λυοφυλιωμένα 0.9 mm στην
επιβίωση της ΟΜΧ κατά την θερμική επεξεργασία βόειων μπιφτεκιών (68 οC γεωμετρικό
κέντρο). *b.l.d.: Κατώτερο όριο ανίχνευσης (0.7 log cfu / g), Κεφαλαία γράμματα (εντός της
μπάρας): Στατιστική σημαντική διαφορά ανά περίπτωση την ίδια ημέρα δειγματοληψίας, Μικρά
γράμματα: Στατιστική σημαντική διαφορά ανά ημέρα δειγματοληψίας στην ίδια περίπτωση.
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Παρατηρώντας τα αποτελέσματα από την εφαρμογή του αιθέριου ελαίου ρίγανης 0.2%

ελεύθερου ή μικροεγλεισμένου σε εδώδιμα μικροσφαιριδία διαμέτρου 2.2 mm και 1.2 mm

(Διάγραμμα 3.3.Α και 3.3.Β.) απέδειξαν ότι η επιβίωση του παθογόνου μετά από τη θερμική

επεξεργασία ήταν μικρότερη στα δείγματα που περιείχαν 0.2% αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι με

μικροσφαιρίδια σε σχέση με τα δείγματα που περιείχαν μικροσφαιρίδια χωρίς αιθέριο έλαιο και

ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.2% ανά μπιφτέκι. Πιο συγκεκριμένα, την 0η ημέρα στα δείγματα με

0.2% αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια η επιβίωση του παθογόνου ήταν 1.6 log cfu

/ g (διάμετρος 2.2 mm) και κάτω από το όριο ανίχνευσης (> 0.7 log cfu / g) (διάμετρος 1.2 mm),

ενώ στην περίπτωση των δειγμάτων με μικροσφαιρίδια χωρίς αιθέριο έλαιο και ελεύθερο

αιθέριο έλαιο 0.2% ανά μπιφτέκι ήταν 2.3 log cfu / g (2.2 mm και 1.2 mm). Στις υπόλοιπες

ημέρες δειγματοληψίας, 5η, 9η και 12η, η επιβίωση του παθογόνου στα δείγματα με 0.2% αιθέριο

έλαιο ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια ήταν κάτω από τα όρια ανίχνευσης (> 0.7 log cfu / g) (2.2

mm και 1.2 mm) σε αντίθεση με τις περιπτώσεις των δειγμάτων με μικροσφαιρίδια χωρίς

αιθέριο έλαιο που ήταν 1.8, 1.3 και 2 log cfu / g αντίστοιχα ανά ημέρα δειγματοληψίας, και των

δειγμάτων με ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.2% ανά μπιφτέκι που ήταν 1.2, 1.3 1.4 log cfu / g

αντίστοιχα. Όσον αφορά την την επίδραση της συγκέντρωσης 0.3% αιθέριο έλαιο στην επιβίωση

του E. coli O157:H7 κατά τη θερμική επεξεργασία, παρατηρήθηκε ότι στα δείγματα που

περιείχαν 0.3% αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια (2.2 mm και 1.2 mm) η επιβίωση

του παθογόνου κυμάνθηκε στα όρια ανίχνευσης (> 0.7 log cfu / g) (2.2 mm και 1.2 mm) σε όλες

τις ημέρες δειγματοληψίας. Αντίθετα η επιβίωση του παθογόνου στις περιπτώσεις των

δειγμάτων που περιείχαν ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.3% ανά μπιφτέκι ήταν 1.3, 0.9, 1.0 και 1.2

log cfu / g την 0η, 5η, 9η και 12η ημέρα αντίστοιχα.

Όσον αφορά την επιβίωση της ΟΜΧ παρατηρώντας τα αποτελέσματα από την επίδραση

του αιθέριου ελαίου 0.2% ανά μπιφτέκι σε μικροσφαιρίδια 2.2 mm (Διάγραμμα 3.4.Α) μετά από

5 ημέρες αποθήκευσης καταγράφηκε μικρότερος αριθμός επιβίωσης σε σχέση με τα δείγματα

που περιείχαν ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.2% ανά μπιφτέκι, 1.0 και 1.9 log cfu / g αντίστοιχα. Την

9η και 12η ημέρα δειγματοληψίας στα δείγματα που περιείχαν 0.3% αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι

με μικροσφαρίδια (2.2 mm) παρατηρήθηκε μικρότερος πληθυσμός επιβίωσης (0.8 και 1.8 log

cfu / g αντίστοιχα) σε σχέση με τα δείγματα που περιείχαν ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.3% ανά

μπιφτέκι (2.9 και 2.6 log cfu / g αντίστοιχα). Στα δείγματα που περιείχαν αιθέριο έλαιο 0.2% και

0.3% ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια (1.2 mm) , παρατηρήθηκε ότι ο αριθμός επιβίωσης του
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πληθυσμού της ΟΜΧ (Διάγραμμα 3.4.Α. και 3.4.Β.) ήταν μικρότερος συγκριτικά με τις

περιπτώσεις των δειγμάτων που περιείχαν ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.2% και 0.3% ανά μπιφτέκι

σε όλες τις ημέρες δειγματοληψίας. Πιο συγκεκριμένα, την 0η και 5η ημέρα οι πληθυσμός

επιβίωσης της ΟΜΧ στα δείγματα με 0.2% και 0.3% ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια ήταν στα

όρια ανίχνευσης (0.7 log cfu / g) ενώ στα δείγματα που περιείχαν ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.2%

ανά μπιφτέκι ήταν 2.4 και 1.9 log cfu / g αντίστοιχα και στα δείγματα που περιείχαν ελεύθερο

αιθέριο έλαιο 0.3% ανά μπιφτέκι ήταν 1.7 και 1.4 log cfu / g. Μετά από 12 ημέρες ο πληθυσμός

επιβίωσης ήταν 1.7 και 1.6 log cfu / g για τα δείγματα που περιείχαν 0.2% και 0.3% αιθέριο

έλαιο ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια (1.2 mm) αντίστοιχα, ενώ στις περιπτώσεις των

δειγμάτων που περιείχαν ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.2% και 0.3% ανά μπιφτέκι ήταν 3.0 και 2.6

log cfu / g αντίστοιχα.

Όσον αφορά τα αποτελέσματα από την επιβίωση του πληθυσμού του E. coli O157:H7

από την επίδραση του αιθέριου ελαίου ρίγανης μικροεγκλεισμένου ή όχι σε λυοφυλιωμένα

μικροσφαιρίδια 0.9 mm (Διάγραμμα 3.3.Γ.) κατά τη θερμική επεξεργασία, παρατηρήθηκε ότι

μετά από 9 ημέρες ο πληθυσμός του παθογόνου ήταν στα όρια ανίχνευσης (0.7 log cfu / g) για

τα δείγματα που περιείχαν 0.2% αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια, ενώ για τα

δείγματα με ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.2% ανά μπιφτέκι ήταν 1.3 log cfu / g. Την 5η, 9η και 12η

ημέρα δειγματοληψίας τα δείγματα που περιείχαν 0.3% αιθέριο έλαιο ανά μπιφτέκι με

μικροσφαιρίδια είχαν πληθυσμό επιβίωσης του E. coli O157:H7 κάτω από τα όρια ανίχνευσης (>

0.7 log cfu / g), ενώ στην περίπτωση των δειγμάτων με ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.3% ανά

μπιφτέκι η επιβίωση ήταν 0.9, 1.0 και 1.2 log cfu / g αντίστοιχα. Όσο αναφορά την ΟΜΧ

(Διάγραμμα 3.4.Γ.), μετά από 12 ημέρες τα δείγματα με 0.2% αιθέριο έλαιο ρίγανης ανά

μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια παρουσίασαν επιβίωση πληθυσμού 1,.9 log cfu / g ενώ τα δείγματα

με ελεύθερο αιθέριο έλαιο 0.2% ανά μπιφτέκι είχαν επιβίωση 3.0 log cfu / g.

Με βάση τα αποτελέσματα διακρίνεται ότι η εφαρμογή κατά την θερμική επεξεργασία

αιθέριου ελαίου ρίγανης 0.2% και 0.3% ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια και ελεύθερου αιθέριου

ελαίου ρίγανης 0.2% και 0.3% ανά μπιφτέκι ήταν αποτελεσματικότερη στην μείωση της

επιβίωσης του παθογόνου συγκριτικά με τα δείγματα που περιείχαν μικροσφαιρίδια χωρίς

αιθέριο έλαιο και τον μάρτυρα. Αυτό οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η θερμοκρασία κατά τη

θερμική επεξεργασία δεν επηρέασε την αντιμικροβιακή δραστικότητα του αιθέριου ελαίου

ρίγανης. Σε παρόμοια μελέτη, οι Hoque et al., 2007 παρατήρησαν ότι η θερμοκρασία 100 οC δεν
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ανέστειλε την δραστικότητα του αιθέριου ελαίου γαρύφαλλου και κανέλας εναντίον του E. coli

O157:H7 κατά την θερμική επεξεργασία κιμά από κοτόπουλο. Συγκριτικά μεταξύ των

δειγμάτων που περιείχαν αιθέριο έλαιο 0.2% και 0.3% ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια

παρατηρήθηκε ότι έδωσαν μικρότερο αριθμό επιβίωσης του E. coli O157:H7 κατά τη θερμική

επεξεργασία σε σχέση με τα δείγματα που περιείχαν ελεύθερο αιθέριο έλαιο ρίγανης 0.2% και

0.3% ανά μπιφτέκι. Το ίδιο παρατηρήθηκε σε μελέτη από τον Friedman et al., 2009, κατά την

οποία η επίστρωση σάλτσας με 1% καρβακρόλη σε βόεια μπιφτέκια αδρανοποίησαν τον E. coli

O157:H7 σε σχέση με τo control κατά 2.5 log cfu / g και ανέστειλαν τον σχηματισμό

καρκινογόνων ετεροκυκλικών αμίνων κατά τη θερμική επεξεργασία.

Τα αριθμητικά αποτελέσματα της στατιστικής ανάλυσης παρετίθενται στο Κεφάλιαο Ε

(Παράρτημα) στη σελίδα 51 για κάθε περίπτωση διαφορετικής διαμέτρου μικροσφαιριδίων.

Στους παρακάτω πίνακες παρατίθενται ο χρόνος θερμικής επεξεργασίας και ο χρόνος

θερμικής θνησιμότητας (F-value) ανά περίπτωση διαμέτρου. Ακολούθησε στατιστική ανάλυση

των αποτελεσμάτων.

Πίνακας 3.1. Χρόνος θερμικής θνησιμότητας του μικροοργανισμού E. coli O157:H7 κατά τη
θερμική επεξεργασία (τηγάνι) βόειων μπιφτεκιών (68°C στο γεωμετρικό κέντρο) με αιθέριο
έλαιο ρίγανης μικροεγκλεισμένου ή όχι σε εδώδιμα μικροσφαιρίδια διαμέτρου 2.2 mm κατά την
συντήρηση τους στους 4°C.

F- value (min)
0η Ημέρα 5η Ημέρα 9η Ημέρα 12η Ημέρα

Μάρτυρας 5,71 ± 1,6Aa 6,23 ± 0,7Aa 6,14 ± 0,1Aa 6,68 ± 1,3Aa

Μικροσφαιρίδια 5,65 ± 1,5Aa 6,18 ± 1,7Aa 5,52 ± 0,6Aa 4,30 ± 1,7Aa

Μικροσφαιρίδια (0.2% Ε.Ο.) 6,56 ±0,4Aa 6,46 ± 0,4Aa 6,00 ± 0,5Aa 6,17 ± 1,2Aa

Μικροσφαιρίδια (0.3% Ε.Ο.) 6,15 ± 0,7Aa 6,08 ± 0,5Aa 6,17 ± 0,6Aa 6,14 ± 0,7Aa

Ε.Ο. 0.2% 7,20 ± 0,9Aa 4,38 ± 0,9Ab 6,01 ± 1,2Aab 5,19 ± 1,1Aab

Ε.Ο. 0.3% 6,62 ± 0,2Aa 5,97 ± 0,4Aa 5,89 ± 0,1Aa 5,90 ± 1,00Aa

Ε.Ο.: Αιθέριο έλαιο ρίγανης.

Κεφαλαία Γράμματα: Στατιστική ανάλυση ανά περίπτωση την ίδια ημέρα δειγματοληψίας.

Μικρά Γράμματα: Στατιστική ανάλυση της ίδιας περίπτωσης ανά ημέρα δειγματοληψίας.
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Πίνακας 3.2. Χρόνος θερμικής επεξεργασίας (τηγάνι) βόειων μπιφτεκιών (68°C στο γεωμετρικό
κέντρο) εμβολιασμένων με E. coli O157:H7 κατά την εφαρμογή αιθερίου ελαίου ρίγανης
μικροεγκλεισμένου ή όχι σε εδώδιμα μικροσφαιρίδια διαμέτρου 2.2 mm κατά την συντήρηση
τους στους 4°C.

Χρόνος Θερμικής Επεξεργασίας (min)
0η Ημέρα 5η Ημέρα 9η Ημέρα 12η Ημέρα

Μάρτυρας 11,0 ± 0,8Aa 11,6 ± 0,1Aa 11,7 ± 0,4Aa 11,6 ± 0,5Aa

Μικροσφαιρίδια 11,0 ± 2,2Aa 12,5 ± 1,1Aa 11,8 ± 0,8Aa 10,2 ± 2,4Aa

Μικροσφαιρίδια (0.2% Ε.Ο.) 11,7 ± 0,7Aa 11,2 ± 0,8Aa 12,0 ± 1,1Aa 9,7 ± 2,0Aa

Μικροσφαιρίδια (0.3% Ε.Ο.) 11,8 ± 0,3Aa 11,4 ± 1,4Aa 12,2 ± 0,9Aa 12,1 ± 0,6Aa

Ε.Ο. 0.2% 12,7 ± 0,8Aa 10,8 ± 2,3Aa 11,7 ± 1,2Aa 10,7 ± 2,7Aa

Ε.Ο. 0.3% 12,5 ± 1,3Aa 12,1 ± 0,2Aa 12,5 ± 0,7Aa 12,4 ± 1,1Aa

Ε.Ο.: Αιθέριο έλαιο ρίγανης.

Κεφαλαία Γράμματα: Στατιστική ανάλυση ανά περίπτωση την ίδια ημέρα δειγματοληψίας.

Μικρά Γράμματα: Στατιστική ανάλυση της ίδιας περίπτωσης ανά ημέρα δειγματοληψίας.

Πίνακας 3.3. Χρόνος θερμικής θνησιμότητας του μικροοργανισμού E. coli O157:H7 κατά τη
θερμική επεξεργασία (τηγάνι) βόειων μπιφτεκιών (68°C στο γεωμετρικό κέντρο) με αιθέριο
έλαιο ρίγανης μικροεγκλεισμένου ή όχι σε εδώδιμα μικροσφαιρίδια διαμέτρου 1.2 mm κατά την
συντήρηση τους στους 4°C.

F- value (min)
0η Ημέρα 5η Ημέρα 9η Ημέρα 12η Ημέρα

Μάρτυρας 3,40 ± 2,0Aa 5,44 ± 0,9Aa 5,56 ± 1,2Aa 5,40 ± 0,9Aa

Μικροσφαιρίδια 4,17 ± 0,9Ab 5,44 ± 0,9Aab 5,81 ± 0,4Aa 4,72 ± 0,2Aab

Μικροσφαιρίδια (0.2% Ε.Ο.) 4,64 ± 0,9Aa 4,86 ± 0,8Aa 4,56 ± 1,5Aa 5,16 ± 0,4Aa

Μικροσφαιρίδια (0.3% Ε.Ο.) 5,93 ± 1,1Aa 5,61 ± 0,5Aa 4,61 ± 0,3Aa 7,02 ± 3,9Aa

Ε.Ο. 0.2% 4,21 ± 1,4Aa 4,11 ± 0,6Aa 4,73 ± 0,8Aa 4,64 ± 1,3Aa

Ε.Ο. 0.3% 5,38 ± 1,0Aa 4,20 ± 0,3Aa 5,27 ± 1,0Aa 4,57 ± 0,3Aa

Ε.Ο.: Αιθέριο έλαιο ρίγανης.

Κεφαλαία Γράμματα: Στατιστική ανάλυση ανά περίπτωση την ίδια ημέρα δειγματοληψίας.

Μικρά Γράμματα: Στατιστική ανάλυση της ίδιας περίπτωσης ανά ημέρα δειγματοληψίας.
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Πίνακας 3.4. Χρόνος θερμικής επεξεργασίας (τηγάνι) βόειων μπιφτεκιών (68°C στο γεωμετρικό
κέντρο) εμβολιασμένων με E. coli O157:H7 κατά την εφαρμογή αιθερίου ελαίου ρίγανης
μικροεγκλεισμένου ή όχι σε εδώδιμα μικροσφαιρίδια διαμέτρου 1.2 mm κατά την συντήρηση
τους στους 4°C.

Χρόνος Θερμικής Επεξεργασίας (min)
0η Ημέρα 5η Ημέρα 9η Ημέρα 12η Ημέρα

Μάρτυρας 8,7 ± 2,8Aa 11,4 ± 1,5Aa 11,0 ± 0,8Aa 10,2 ± 1,0Aa

Μικροσφαιρίδια 10,0 ± 1,6Aa 11,5 ± 0,2Aa 11,2 ± 0,6Aa 10,2 ± 0,4Aa

Μικροσφαιρίδια (0.2% Ε.Ο.) 10,9 ± 0,7Aa 11,7 ± 1,3Aa 10,9 ± 2,5Aa 10,7 ± 0,6Aa

Μικροσφαιρίδια (0.3% Ε.Ο.) 11,9 ± 1,2Aa 11,8 ± 1,1Aa 10,8 ± 0,5Aa 10,7 ± 1,2Aa

Ε.Ο. 0.2% 10,3 ± 1,5Aa 10,6 ± 0,6Aa 11,1 ± 1,1Aa 10,3 ± 0,9Aa

Ε.Ο. 0.3% 10,4 ± 1,1Aa 10,9 ± 0,2Aa 10,7 ± 1,1Aa 10,1 ± 0,8Aa

Ε.Ο.: Αιθέριο έλαιο ρίγανης.

Κεφαλαία Γράμματα: Στατιστική ανάλυση ανά περίπτωση την ίδια ημέρα δειγματοληψίας.

Μικρά Γράμματα: Στατιστική ανάλυση της ίδιας περίπτωσης ανά ημέρα δειγματοληψίας.

Πίνακας 3.5. Χρόνος θερμικής θνησιμότητας του μικροοργανισμού E. coli O157:H7 κατά τη
θερμική επεξεργασία (τηγάνι) βόειων μπιφτεκιών (68°C στο γεωμετρικό κέντρο) με αιθέριο
έλαιο ρίγανης μικροεγκλεισμένου ή όχι σε εδώδιμα μικροσφαιρίδια λυοφυλιωμένα 0.9 mm κατά
την συντήρηση τους στους 4°C.

F – value (min)
0η Ημέρα 5η Ημέρα 9η Ημέρα 12η Ημέρα

Μάρτυρας 4,85 ± 1,3Aab 4,09 ± 0,5Aab 6,12 ± 1,1Aa 3,25 ± 1,1Ab

Μικροσφαιρίδια - - - -
Μικροσφαιρίδια (0.2% Ε.Ο.) 6,10 ± 1,1Aa 5,38 ± 0,7Aa 5,32 ± 1,4Aa 5,73 ± 0,4Aa

Μικροσφαιρίδια (0.3% Ε.Ο.) 5,03 ± 1,9Aa 4,49 ± 0,4Aa 4,86 ± 1,2Aa 5,09 ± 1,1Aa

Ε.Ο. 0.2% 5,18 ± 1,5Aa 4,47 ± 0,7Aa 2,94 ± 0,3Aa 3,87 ± 1,4Aa

Ε.Ο. 0.3% 5,03 ± 1,9Aa 4,49 ± 0,4Aa 4,86 ± 1,2Aa 5,09 ± 1,1Aa

Ε.Ο.: Αιθέριο έλαιο ρίγανης.

Κεφαλαία Γράμματα: Στατιστική ανάλυση ανά περίπτωση την ίδια ημέρα δειγματοληψίας.

Μικρά Γράμματα: Στατιστική ανάλυση της ίδιας περίπτωσης ανά ημέρα δειγματοληψίας.
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Πίνακας 3.6. Χρόνος θερμικής επεξεργασίας (τηγάνι) βόειων μπιφτεκιών (68°C στο γεωμετρικό
κέντρο) εμβολιασμένων με E. coli O157:H7 κατά την εφαρμογή αιθερίου ελαίου ρίγανης
μικροεγκλεισμένου ή όχι σε εδώδιμα μικροσφαιρίδια λυοφυλιωμένα 0.9 mm κατά την
συντήρηση τους στους 4°C.

Χρόνος Θερμικής Επεξεργασίας (min)
0η Ημέρα 5η Ημέρα 9η Ημέρα 12η Ημέρα

Μάρτυρας 10,7 ± 0,6Aa 9,9 ± 0,7Aa 11,2 ± 0,2Aa 9,0 ± 1,6Aa

Μικροσφαιρίδια - - - -
Μικροσφαιρίδια (0.2% Ε.Ο.) 11,6 ± 0,2Aa 11,2 ± 0,2Aa 10,8 ± 1,1Aa 11,2 ± 0,8Aa

Μικροσφαιρίδια (0.3% Ε.Ο.) 10,8 ± 0,1Aa 10,1 ± 0,8Aa 9,1 ± 1,8Aa 9,1 ± 1,4Aa

Ε.Ο. 0.2% 10,0 ± 2,0Aa 10,3 ± 0,7Aa 10,0 ± 2,2Aa 9,7 ± 0,6Aa

Ε.Ο. 0.3% 10,0 ± 1,8Aa 11,0 ± 0,6Aa 8,1 ± 0,5Aa 9,2 ± 1,3Aa

Ε.Ο.: Αιθέριο έλαιο ρίγανης.

Κεφαλαία Γράμματα: Στατιστική ανάλυση ανά περίπτωση την ίδια ημέρα δειγματοληψίας.

Μικρά Γράμματα: Στατιστική ανάλυση της ίδιας περίπτωσης ανά ημέρα δειγματοληψίας.

Παρατηρώντας τους παραπάνω Πίνακες δεν φαίνεται να υπάρχει στατιστικά σημαντική

διαφορά (p< 0.05 ) τόσο στο χρόνο θερμικής επεξεργασίας όσο και στο χρόνο θερμικής

θνησιμότητας. Αυτό οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η συμπεριφορά των δειγμάτων με αιθέριο έλαιο

ρίγανης με ή χωρίς μικροσφαιρίδια είχαν την ίδια συμπεριφορά στο χρόνο θερμικής

επεξεργασίας με τα δείγματα του μάρτυρα και των μικροσφαιριδίων χωρίς αιθέριο έλαιο,

επισημαίνοντας ότι οι διαφορές στην επιβίωση του E. coli O157:H7 επηρεάστηκε περισσότερο

από το αιθέριο έλαιο.
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Δ. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ
Κατά την συντήρηση η χρήση των εδώδιμων μικροσφαιρίδιων (1.2 mm και 2.2 mm) με

αιθέριο έλαιο ρίγανης σε συγκέντρωση 0.3% ανά μπιφτέκι επέδρασε θετικά στην αδρανοποίηση

του πληθυσμού του παθογόνου E. coli O157:H7. Όσον αφορά τα λυοφυλιωμένα μικροσφαιρίδια

0.9 mm δεν υπήρχε αντιμικροβιακή δράση ενάντια στον παθογόνο κατά την συντήρηση στους 4
oC.

Όσον αφορά την θερμική επεξεργασία, τα δείγματα που περιείχαν 0.2% και 0.3% αιθέριο

έλαιο ανά μπιφτέκι με μικροσφαιρίδια, ανεξαρτήτου διαμέτρου, παρατηρήθηκε ότι έπαιξαν

σημαντικό ρόλο στην μείωση επιβίωσης του E. coli O157:H7 συγκριτικά με τις άλλες μεθόδους.

Ως εκ τούτου, ο συνδυασμός θερμικής επεξεργασίας, με ελάχιστη θερμοκρασία τους 71ο C στο

γεωμετρικό κέντρο του τροφίμου (CFSPH, 2004), με αιθέριο έλαιο ρίγανης ενσωματωμένο σε

μικροσφαιρίδια μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την βελτιστοποίηση της ασφάλειας κατά την

κατανάλωση βοείου μπιφτεκιού.

Ως μελλοντικός στόχος προτείνετε η συνεργιστική δράση του αιθέριου ελαίου ρίγανης με

άλλες φυσικές αντιμικροβιακές ουσίες (νισίνη, λυσίνη, λυσοζύμη) και μικροεγκλεισμός τους σε

εδώδιμα σφαιρίδια από αλγινικό νάτριο με σκοπό να βελτιώσει τις οργανοληπτικές ιδιότητες

των μπιφτεκιών κατά την κατανάλωση.
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Ε. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ
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Πίνακας 5.1. Πληθυσμοί του E. coli O157:H7 (log CFU/g) πριν και μετά τη θερμική επεξεργασία (τηγάνι) βόειων μπιφτεκιών (68°C

στο γεωμετρικό κέντρο) με αιθέριο έλαιο ρίγανης μικροεγκλεισμένου ή όχι σε εδώδιμα μικροσφαιρίδια διαμέτρου 2.2 mm κατά την

συντήρηση στους 4°C.

0η Ημέρα 5η Ημέρα 9η Ημέρα 12η Ημέρα
Πριν Μετά Πριν Μετά Πριν Μετά Πριν Μετά

Μάρτυρας
6.0 ± 0.0

Aa* 2.1 ± 1.6
Aa

5.8 ± 0.1
ABa*

1.4 ± 1.0
Aa

5.7 ± 0.2
Aa*

1.2 ± 0.6
Aa

5.8 ± 0.6
Aa*

1.7 ± 0.9
Aa

Μικροσφαιρίδια 5.9 ± 0.1
Aa*

2.3 ± 1.3
Aa

5.8 ± 0.1
ABa*

1.8 ± 1.0
Aa

5.3 ± 0.3
Aa*

1.3 ± 0.9
Aa

5.7 ± 0.3
Aa*

2.0 ± 1.6
Aa

Μικροσφαιρίδια
(0.2% Ε.Ο.) 5.8 ± 0.6

Aa*
1.6 ± 1.6

Aa
5.3 ± 0.2

Aa*
0.7 ± 0.0

Aa
5.6 ± 0.2

Aa*
0.7 ± 0.0

Aa
5.3 ± 0.1

Aa*
0.7 ± 0.0

Aa

Μικροσφαιρίδια
(0.3% Ε.Ο.) 6.0 ± 0.1

Aa*
0.7 ± 0.0

Aa
5.4 ± 0.1

Aab*
0.7 ± 0.0

Aa
4.9 ± 0.6

Aab*
0.7 ± 0.0

Aa
4,7 ± 0.0

Ab*
0.7 ± 0.0

Aa

0.2% Ε.Ο. 6.2 ± 0.0
Aa*

2.1 ± 1.6
Aa

6.0 ± 0.1
Bab*

1.2 ± 1.3
Aa

6.0 ± 0.1
Aa*

1.3 ± 1.2
Aa

5.5 ± 0.3
Aa*

1.4 ± 1.2
Aa

0.3% Ε.Ο. 5.9 ± 0.4
Aa*

1.3 ± 1.1
Aa

5.7 ± 0.2
ABa*

0.9 ± 0.6
Aa

6.2 ± 0.3
Aa*

1.0 ± 0.4
Aa

5.4 ± 0.1
Aa*

1.2 ± 1.1
Aa

Ε.Ο.: Αιθέριο έλαιο ρίγανης.

Κεφαλαία Γράμματα: Στατιστική ανάλυση ανά περίπτωση την ίδια ημέρα δειγματοληψίας.

Μικρά Γράμματα: Στατιστική ανάλυση της ίδιας περίπτωσης ανά ημέρα δειγματοληψίας.

*: Στατιστική ανάλυση των ίδιων περιπτώσεων την ίδια ημέρα δειγματοληψίας πριν και μετά το ψήσιμο.

0.7 log cfu /g: Κατώτερο όριο ανίχνευσης.
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Πίνακας 5.2. Πληθυσμοί της ΟΜΧ (log CFU / g) πριν και μετά τη θερμική επεξεργασία (τηγάνι) βόειων μπιφτεκιών (68°C στο

γεωμετρικό κέντρο) με αιθέριο έλαιο ρίγανης μικροεγκλεισμένου ή όχι σε εδώδιμα μικροσφαιρίδια διαμέτρου 2.2 mm κατά την

συντήρηση στους 4°C.

0η Ημέρα 5η Ημέρα 9η Ημέρα 12η Ημέρα
Πριν Μετά Πριν Μετά Πριν Μετά Πριν Μετά

Μάρτυρας 6.4 ± 0.1
Ab*

2.4 ± 1.6
Aa 6.6 ± 0.2

Ab*
2.7 ± 1.1

Aa 7.8 ± 0.2
Aa*

2.4 ± 2.0
ABa 8.0 ± 0.2

Aa*
2.5 ± 0.4

Aa

Μικροσφαιρίδια 6.1 ± 0.4
Ab*

2.9 ± 2.3
Aa 6.3 ± 0.2

ABb*
2.1 ± 1.2

ABa 7.5 ± 0.2
Aa*

1.3 ± 0.7
Ba 8.1 ± 0.0

Aa*
2.9 ± 1.9

Aa

Μικροσφαιρίδια
(0.2% Ε.Ο.)

6.3 ± 0.4
Abc*

2.3 ± 1.9
Abc

5.5 ± 0.3
Bc*

1.0 ± 0.2
Bc

7.2 ± 0.1
ABab*

2.7 ± 0.7
ABab

8.0 ± 0.1
Aa*

3.3 ± 0.5
Aa

Μικροσφαιρίδια
(0.3% Ε.Ο.)

6.3 ± 0.2
Ab*

1.7 ± 0.7
Aa

6.3 ± 0.2
ABb*

1.9 ± 0.2
ABa

6.8 ± 0.1
Bb*

0.8 ± 0.2
Ba

7.6 ± 0.0
Aa*

1.8 ± 1.1
Aa

0.2% Ε.Ο. 6.3 ± 0.0
Ab*

2.4 ± 1.8
Aa 6.4 ± 0.0

Ab*
1.9 ± 1.5

ABa 7.5 ± 0.0
ABa*

2.3 ± 1.5
ABa 7.9 ± 0.2

Aa*
3.0 ± 1.8

Aa

0.3% Ε.Ο. 6.1 ± 0.4
Ab*

1.7 ± 1.2
Abc 6.4 ± 0.0

Ab*
1.4 ± 0.9

Bc 7.7 ± 0.1
Aa*

2.9 ± 1.6
Aa 8.1 ± 0.2

Aa*
2.6 ± 1.4

Aab

Ε.Ο.: Αιθέριο έλαιο ρίγανης.

Κεφαλαία Γράμματα: Στατιστική ανάλυση ανά περίπτωση την ίδια ημέρα δειγματοληψίας.

Μικρά Γράμματα: Στατιστική ανάλυση της ίδιας περίπτωσης ανά ημέρα δειγματοληψίας.

*: Στατιστική ανάλυση των ίδιων περιπτώσεων την ίδια ημέρα δειγματοληψίας πριν και μετά το ψήσιμο.

0.7 log cfu /g: Κατώτερο όριο ανίχνευσης.
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Πίνακας 5.3. Πληθυσμοί του E. coli O157:H7 (log CFU/g) πριν και μετά τη θερμική επεξεργασία (τηγάνι) βόειων μπιφτεκιών (68°C

στο γεωμετρικό κέντρο) με αιθέριο έλαιο ρίγανης μικροεγκλεισμένου ή όχι σε εδώδιμα μικροσφαιρίδια διαμέτρου 1.2 mm κατά την

συντήρηση στους 4°C.

0η Ημέρα 5η Ημέρα 9η Ημέρα 12η Ημέρα
Πριν Μετά Πριν Μετά Πριν Μετά Πριν Μετά

Μάρτυρας 6.0 ± 0.5
Aa* 2.1 ± 1.6

Aa
5.8 ± 0.3

Aa*
1.4 ± 1.0

ABa
5.6 ± 0.1

Aa*
1.2 ± 0.6

Aa
5.6 ± 0.2

Aa*
1.7 ± 0.9

Aa

Μικροσφαιρίδια 6.3 ± 0.2
Aa*

2.3 ± 1.3
Aa

5.8 ± 0.0
Aab*

1.8 ± 1.0
Aa

5.6 ± 0.2
Ab*

1.3 ± 0.9
Aa

5.4 ± 0.1
ABb*

2.0 ± 1.6
Aa

Μικροσφαιρίδια
(0.2% Ε.Ο.) 5.9 ± 0.2

Aa*
0.7 ± 0.0

Aa
5.1 ± 0.8

Aa*
0.7 ± 0.0

AΒa
5.4 ± 0.2

Aa*
0.7 ± 0.0

Aa
5.3 ± 0.1

ABa*
0.7 ± 0.0

Aa

Μικροσφαιρίδια
(0.3% Ε.Ο.) 5.8 ± 0.2

Aa*
0.7 ± 0.0

Aa
5.2 ± 0.2

Ab*
0.7 ± 0.0

AΒa
4.9 ± 0.0

Abc*
0.7 ± 0.0

Aa
4.3 ± 0.1

Bc*
0.9 ± 0.3

Aa

0.2% Ε.Ο. 6.0 ± 0.3
Aa*

2.1 ± 1.6
Aa

5.7 ± 0.3
Aa*

1.2 ± 1.3
AΒa

5.4 ± 0.4
Aa*

1.3 ± 1.2
Aa

5.0 ± 0.6
ABa*

1.4 ± 1.2
Aa

0.3% Ε.Ο. 6.2 ± 0.2
Aa*

1.3 ± 1.1
Aa

5.6 ± 0.0
Ab*

0.9 ± 0.6
Ba

5.6 ± 0.0
Ab*

1.0 ± 0.4
Aa

5.6 ± 0.2
Ab*

1.2 ± 1.1
Aa

Ε.Ο.: Αιθέριο έλαιο ρίγανης.

Κεφαλαία Γράμματα: Στατιστική ανάλυση ανά περίπτωση την ίδια ημέρα δειγματοληψίας.

Μικρά Γράμματα: Στατιστική ανάλυση της ίδιας περίπτωσης ανά ημέρα δειγματοληψίας.

*: Στατιστική ανάλυση των ίδιων περιπτώσεων την ίδια ημέρα δειγματοληψίας πριν και μετά το ψήσιμο.

0.7 log cfu /g: Κατώτερο όριο ανίχνευσης.
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Πίνακας 5.4. Πληθυσμοί της ΟΜΧ (log CFU / g) πριν και μετά τη θερμική επεξεργασία (τηγάνι) βόειων μπιφτεκιών (68°C στο

γεωμετρικό κέντρο) με αιθέριο έλαιο ρίγανης μικροεγκλεισμένου ή όχι σε εδώδιμα μικροσφαιρίδια διαμέτρου 1.2 mm κατά την

συντήρηση στους 4°C.

0η Ημέρα 5η Ημέρα 9η Ημέρα 12η Ημέρα
Πριν Μετά Πριν Μετά Πριν Μετά Πριν Μετά

Μάρτυρας 6.3 ±0.2
Ab*

2.4 ± 1.6
ABa 6.2 ± 0.0

Ab*
2.7 ± 1.1

Aa 6.6 ± 0.3
Ab*

2.4 ± 2.0
ABa 7.5 ± 0.1

Aa*
2.5 ± 0.4

Aa

Μικροσφαιρίδια 6.4 ± 0.0
Aab*

2.9 ± 2.3
Aa 6.3 ± 0.1

Ab*
2.1 ± 1.2

ABa 6.5 ± 0.3
Aab*

1.3 ± 0.7
Ba 7.5 ± 0.3

Aa*
2.9 ± 1.9

Aa

Μικροσφαιρίδια
(0.2% Ε.Ο.)

6.2 ± 0.2
Aa*

0.7 ± 0.0
Ba

6.2 ± 0.2
Aa*

0.7 ± 0.0
Ba

6.0 ± 0.2
ABa*

0.9 ± 0.4
Ba

6.3 ± 1.0
Aa*

2.1 ± 1.1
Aa

Μικροσφαιρίδια
(0.3% Ε.Ο.)

5.8 ± 0.2
Aa*

0.7 ± 0.0
Ba

6.0 ± 0.3
Aa*

0.8 ± 0.2
Ba

5.8 ± 0.0
Ba*

1.8 ± 1.1
ABa

6.1 ± 0.6
Aa*

1.6 ± 1.3
Aa

0.2% Ε.Ο. 6.2 ± 0.0
Aa*

2.4 ± 1.8
ABa 6.2 ± 0.0

Aa*
1.9 ± 1.5

ABa 6.2 ± 0.0
ABa*

2.3 ± 1.5
ABa 6.6 ± 0.4

Aa*
3.0 ± 1.8

Aa

0.3% Ε.Ο. 6.1 ± 0.2
Aa*

1.7 ± 1.2
ABbc 6.2 ± 0.0

Aa*
1.4 ± 0.9

Bc 6.5 ± 0.1
ABa*

2.9 ± 1.6
Aa 6.6 ± 0.2

Aa*
2.6 ± 1.4

Aab

Ε.Ο.: Αιθέριο έλαιο ρίγανης.

Κεφαλαία Γράμματα: Στατιστική ανάλυση ανά περίπτωση την ίδια ημέρα δειγματοληψίας.

Μικρά Γράμματα: Στατιστική ανάλυση της ίδιας περίπτωσης ανά ημέρα δειγματοληψίας.

*: Στατιστική ανάλυση των ίδιων περιπτώσεων την ίδια ημέρα δειγματοληψίας πριν και μετά το ψήσιμο.

0.7 log cfu /g: Κατώτερο όριο ανίχνευσης.
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Πίνακας 5.5. Πληθυσμοί του E. coli O157:H7 (log CFU/g) πριν και μετά τη θερμική επεξεργασία (τηγάνι) βόειων μπιφτεκιών (68°C

στο γεωμετρικό κέντρο) με αιθέριο έλαιο ρίγανης μικροεγκλεισμένου ή όχι σε εδώδιμα μικροσφαιρίδια λυοφυλιωμένα 0.9 mm κατά

την συντήρηση στους 4°C.

0η Ημέρα 5η Ημέρα 9η Ημέρα 12η Ημέρα
Πριν Μετά Πριν Μετά Πριν Μετά Πριν Μετά

Μάρτυρας 5.7 ± 0.1
Aa*

2.1 ± 1.6
Aa

5.3 ± 0.1
Aa*

1.4 ± 1.0
ABa 5.6 ± 0.2

Aa*
1.2 ± 0.6

Aa 5.6 ± 0.1
Aa*

1.7 ± 0.9
Aa

Μικροσφαιρίδια 5.7 ± 0.1
Aa*

2.3 ± 1.3
Aa 5.5 ± 0.0

ABa*
1.8 ± 1.0

Aa 5.6 ± 0.2
Aa*

1.3 ± 0.9
Aa 5.2 ± 0.1

Aa*
2.0 ± 1.6

Aa

Μικροσφαιρίδια
(0.2% Ε.Ο.) 5.9 ± 0.0

Aa*
1.4 ± 1.2

Aa
6.2 ± 0.3

Ba*
1.9 ± 1.0

ABa
5.9 ± 0.5

Aa*
0.7 ± 0.0

Aa
5.8 ± 0.2

Aa*
1.4 ± 0.0

Aa

Μικροσφαιρίδια
(0.3% Ε.Ο.) 5.8 ± 0.1

Aa*
1.5 ± 0.8

Aa
5.8 ± 0.2

ABa*
0.7 ± 0.0

Bb
5.4 ± 0.2

Aa*
0.7 ± 0.0

Ab
5.3 ± 0.2

Aa*
0.7 ± 0.0

Ab

0.2% Ε.Ο. 5.8 ± 0.0
Aa*

2.1 ± 1.6
Aa 6.0 ± 0.3

ABa*
1.2 ± 1.3

ABa 5.7 ± 0.0
Aa*

1.3 ± 1.2
Aa 5.5 ± 0.2

Aa*
1.4 ± 1.2

Aa

0.3% Ε.Ο. 5.8 ± 0.0
Aa*

1.3 ± 1.1
Aa 5.8 ± 0.0

ABa*
0.9 ± 0.6

Ba 5.4 ± 0.3
Aa*

1.0 ± 0.4
Aa 5.3 ± 0.1

Aa*
1.2 ± 1.1

Aa

Ε.Ο.: Αιθέριο έλαιο ρίγανης.

Κεφαλαία Γράμματα: Στατιστική ανάλυση ανά περίπτωση την ίδια ημέρα δειγματοληψίας.

Μικρά Γράμματα: Στατιστική ανάλυση της ίδιας περίπτωσης ανά ημέρα δειγματοληψίας.

*: Στατιστική ανάλυση των ίδιων περιπτώσεων την ίδια ημέρα δειγματοληψίας πριν και μετά το ψήσιμο.

0.7 log cfu /g: Κατώτερο όριο ανίχνευσης.
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Πίνακας 5.6. Πληθυσμοί της ΟΜΧ (log CFU / g) πριν και μετά τη θερμική επεξεργασία (τηγάνι) βόειων μπιφτεκιών (68°C στο

γεωμετρικό κέντρο) με αιθέριο έλαιο ρίγανης μικροεγκλεισμένου ή όχι σε εδώδιμα μικροσφαιρίδια λυοφυλιωμένα 0.9 mm κατά την

συντήρηση στους 4°C.

0η Ημέρα 5η Ημέρα 9η Ημέρα 12η Ημέρα
Πριν Μετά Πριν Μετά Πριν Μετά Πριν Μετά

Μάρτυρας 5.9 ± 0.1
Ba*

2.4 ± 1.6
Aa 7.1 ± 0.3

ABb*
2.7 ± 1.1

Aa 7.6 ± 0.0
Ab*

2.4 ± 2.0
ABa 8.6 ± 0.2

Aa*
2.5 ± 0.4

Aa

Μικροσφαιρίδια 5.9 ± 0.1
Bd*

2.9 ± 2.3
Aa 7.1 ± 0.0

ABc*
2.1 ± 1.2

ABa 7.6 ± 0.0
Ab*

1.3 ± 0.7
Ba 8.4 ± 0.0

Aa*
2.9 ± 1.9

Aa

Μικροσφαιρίδια
(0.2% Ε.Ο.) 6.3 ± 0.0

Ac*
2.1 ± 0.9

Aa
7.0 ± 0.7

ABbc*
1.0 ± 0.3

ABa
8.2 ± 0.0

Aab*
4.2 ± 1.0

Ab
8.5 ± 0.2

Aa*
1.9 ± 0.9

Aa

Μικροσφαιρίδια
(0.3% Ε.Ο.) 5.5 ± 0.0

Cb*
2.6 ± 1.6

Aa
6.0 ± 0.1

Bb*
2.8 ± 1.5

ABa
7.6 ± 0.5

Aa*
2.8 ± 1.8

ABa
8.3 ± 0.1

Aa*
3.4 ± 2.0

Aa

0.2% Ε.Ο. 5.9 ± 0.1
Bb*

2.4 ± 1.8
Aa 7.4 ± 0.0

Aa*
1.9 ± 1.5

ABa 7.6 ± 0.0
Aa*

2.3 ± 1.5
ABa 8.2 ± 0.0

Aa*
3.0 ± 1.8

Aa

0.3% Ε.Ο. 5.7 ± 0.1
BCb*

1.7 ± 1.2
Abc 6.8 ± 0.3

ABb*
1.4 ± 0.9

Bc 7.6 ± 0.1
Aa*

2.9 ± 1.6
Aa 8.3 ± 0.1

Aa*
2.6 ± 1.4

Aab

Ε.Ο.: Αιθέριο έλαιο ρίγανης.

Κεφαλαία Γράμματα: Στατιστική ανάλυση ανά περίπτωση την ίδια ημέρα δειγματοληψίας.

Μικρά Γράμματα: Στατιστική ανάλυση της ίδιας περίπτωσης ανά ημέρα δειγματοληψίας.

*: Στατιστική ανάλυση των ίδιων περιπτώσεων την ίδια ημέρα δειγματοληψίας πριν και μετά το ψήσιμο.

0.7 log cfu /g: Κατώτερο όριο ανίχνευσης.
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