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ΠΕΡΙΛΗΧΗ 

Τψθλό ποςοςτό των κανατθωόρων κρουςμάτων παγκοςμίωσ, που ςχετίηονται με τθν 

κατανάλωςθ τροωίμων και ιδιαίτερα γαλακτοκομικϊν προϊόντων, οωείλονται ςτον πακογόνο 

μικροοργανιςμό Listeria monocytogenes. H γνϊςθ τθσ ικανότθτασ του πακογόνου να αυξάνεται ι να 

επιβιϊνει ςτα γαλακτοκομικά προϊόντα είναι ςθμαντικι για τθν αποτίμθςθ τθσ επικινδυνότθτασ των 

εν λόγω τροωίμων, κακϊσ ζτοιμα προσ κατανάλωςθ (δεν αναμζνεται κερμικι επεξεργαςία). 

Ανάμεςα ςτισ παραμζτρουσ που επιδροφν ςτθ ςυμπεριωορά τθσ L. monocytogenes ςτα τρόωιμα 

(όρια ανάπτυξθσ, επιβίωςθσ, κινθτικι ανάπτυξθσ/κανάτωςθσ), είναι θ κερμοκραςία του 

περιβάλλοντοσ επεξεργαςίασ και αποκικευςθσ, οι ωυςικοχθμικζσ παράμετροι των προϊόντων (pH, 

aw), θ τεχνολογία παραςκευισ τουσ και θ ωυςιολογία των κυττάρων του πακογόνου. τόχο τθσ 

διατριβισ αποτζλεςε θ μελζτθ τθσ ςυμπεριωοράσ απομονωμζνων από τυροκομεία ςτελεχϊν τθσ L. 

monocytogenes ςε γαλακτοκομικά προϊόντα και ςε ςυνκικεσ που απαντϊνται ςτο περιβάλλον μιασ 

γαλακτοβιομθχανίασ ι ενόσ τυροκομείου κατά τθν παραγωγικι διαδικαςία.  

Αρχικά, πραγματοποιικθκε ζρευνα για τθν εκτίμθςθ τθσ υγιεινολογικισ κατάςταςθσ των 

προϊόντων και των επιωανειϊν παραγωγισ Ελλθνικϊν τυροκομείων μεςαίασ κλίμακασ και του 

επιπολαςμοφ τθσ L. monocytogenes. Οι υψθλοί πλθκυςμοί των μικροοργανιςμϊν δεικτϊν που 

μετρικθκαν, ζδειξαν τθν ανάγκθ βελτίωςθσ των διαδικαςιϊν που ακολουκοφνται από τισ 

επιχειριςεισ κατά τθν παραγωγι προϊόντων και τθν εξυγίανςθ των επιωανειϊν. Ο  επιπολαςμόσ των 

πακογόνων μικροοργανιςμϊν (L. monocytogenes, Salmonella spp, S. aureus και E. coli 0157:H7) 

βρζκθκε χαμθλόσ ςε τρόωιμα, τα οποία όμωσ ιταν αυξθμζνθσ επικινδυνότθτασ (δθλ. μαλακά τυριά, 

γάλα, τυρόγαλα) και ςε επιωάνειεσ επεξεργαςίασ που ζρχονταν ςε άμεςθ επαωι με αυτά 

(παγολεκάνεσ, καλοφπι μυηικρασ). Σα αποτελζςματα τθσ ζρευνασ τόνιςαν τθν ανάγκθ για τακτικό 

ζλεγχο των επιχειριςεων παραγωγισ τροωίμων και των προμθκευτϊν τουσ.  

Με ςκοπό τθν προςομοίωςθ ςεναρίων μεταωοράσ του πακογόνου μικροοργανιςμοφ 

(επιμόλυνςθ) από τισ επιωάνειεσ επεξεργαςίασ ςτα τρόωιμα και το αντίκετο, ζλαβαν χϊρα 

πειράματα ςχθματιςμοφ, αποκόλλθςθσ (μθχανικισ ι ακοφςιασ *αυκόρμθτθσ+) βιοχμενίων τθσ L. 

monocytogenes και κινθτικισ τουσ ςε γάλα, κρζμα και γιαοφρτι ςτουσ 5 και 20oC. Ωσ βζλτιςτθ 

κερμοκραςία ςχθματιςμοφ βιοχμενίων αποδείχκθκαν οι 20oC και ωσ ευνοϊκότερα για μικροβιακι 

ανάπτυξθ υποςτρϊματα το γάλα και θ κρζμα. το γιαοφρτι δεν ςχθματίςτθκαν μετριςιμα 

βιοχμζνια, ωςτόςο όταν μεταωζρκθκαν κουπόνια από το γιαοφρτι ςε ωρζςκο γάλα και κρζμα 

παρατθρικθκε εκοφςια αποκόλλθςθ κυττάρων και ανάπτυξθ του πακογόνου. Θ κινθτικι ανάπτυξθσ 

των πλαγκτονικϊν κυττάρων (δθλ. αυτϊν που ουδζποτε προςκολλικθκαν ςε μεταλλικζσ 

επιωάνειεσ) ςτα νζα υποςτρϊματα υπερείχε αυτισ των αποκολλθμζνων. Ακολοφκθςαν πειράματα 
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κερμικισ επεξεργαςίασ και χθμικισ απολφμανςθσ βιοχμενικϊν και πλαγκτονικϊν κφτταρων τθσ L. 

monocytogenes με διαωορετικι ωυςιολογικι κατάςταςθ με βάςθ τθν προςαρμογι τουσ ςε όξινθ 

καταπόνθςθ, προςομοιάηοντασ ςυνκικεσ που δφναται να απαντθκοφν ςτθ βιομθχανία. 

Παρατθρικθκε διαωορετικι ικανότθτα επιβίωςθσ του πακογόνου, ανάλογα με το είδοσ και τον 

χρόνο εωαρμογισ του απολυμαντικοφ, τισ ςυνκικεσ ςχθματιςμοφ των βιοχμενίων (pH, aw, T, 

χρόνοσ) και το είδοσ των κυττάρων. Σα αποτελζςματα ςυνειςωζρουν ςτθν υπάρχουςα γνϊςθ για 

τθν ανκεκτικότθτα του πακογόνου ζναντι των μεκόδων απολφμανςθσ και των ευρζωσ 

χρθςιμοποιοφμενων απολυμαντικϊν ουςιϊν με τθν ςυγκριτικι κεϊρθςθ βιοχμενίων και 

πλαγκτονικϊν κφτταρων.  

τθ ςυνζχεια, μελετικθκαν οι ςυνκικεσ που επιτρζπουν τθν αφξθςθ προςκολλθμζνων, 

αποκολλθμζνων και πλαγκτονικϊν κυττάρων τθσ L. monocytogenes ςε περίπτωςθ που αυτόσ βρεκεί 

ςε υγρό κρεπτικό μζςο, γάλα και ωρζςκο τυρί. Οι παράγοντεσ που εξετάςτθκαν ιταν θ οξφτθτα και 

θ αλατότθτα του υποςτρϊματοσ και το επίπεδο επιμόλυνςθσ. Βρζκθκε ότι τα πλαγκτονικά κφτταρα 

πολλαπλαςιάηονται ταχφτερα και ζχουν υψθλότερθ πικανότθτα ανάπτυξθσ ςε δυςμενείσ ςυνκικεσ 

και χαμθλά επίπεδα επιμόλυνςθσ, ςε ςχζςθ με τα αποκολλθμζνα και τα προςκολλθμζνα κφτταρα. 

ε υψθλά επίπεδα επιμόλυνςθσ και ςε ςυνκικεσ που πλθςιάηουν τισ άριςτεσ αμβλφνκθκαν οι 

διαωορζσ μεταξφ των τριϊν ειδϊν κυττάρων. Επιπλζον, παρατθρικθκε ότι τα όρια ανάπτυξθσ ςε 

ωρζςκο τυρί και ςε γάλα ιταν μετατοπιςμζνα προσ τισ άριςτεσ ςυνκικεσ ςε ςχζςθ με αυτά ςε υγροφ 

μζςου (TSBYE). Θ χριςθ ενόσ υγροφ και ενόσ ςτερεοφ τροωίμου ςτθ μελζτθ, οδιγθςε ςε 

ακριβζςτερθ περιγραωι τθσ πικανότθτασ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes, κακϊσ ςυμπεριζλαβε 

τθν αυξθμζνθ παραλλακτικότθτα τθσ ςυμπεριωοράσ του πακογόνου ςτο περιβάλλον τροωίμων με 

διαωορετικά ρεολογικά χαρακτθριςτικά. 

Ακολοφκωσ, μελετικθκε θ κινθτικι ανάπτυξθσ του πλθκυςμοφ τθσ L. monocytogenes ςε 

ςυνκικεσ προςομοίωςθσ μιασ διαςταυροφμενθσ επιμόλυνςθσ ςτο περιβάλλον ενόσ τυροκομείου, 

μζςω τθσ μεταωοράσ του μικροοργανιςμοφ ςε υποςτρϊματα με διαωορετικζσ τιμζσ pH ι aw. 

Επιπλζον, πραγματοποιικθκε ποςοτικοποίθςθ τθσ ωυςιολογικισ κατάςταςθσ των κυττάρων (Q) τθσ 

L. monocytogenes ςτισ εξεταηόμενεσ ςυνκικεσ. Ο μζγιςτοσ ειδικόσ ρυκμόσ ανάπτυξθσ 

προςαρμόςτθκε άμεςα ςτο νζο περιβάλλον, ανεξάρτθτα από τθν προϊςτορία των κυττάρων. 

Αντίκετα, θ ωάςθ προςαρμογισ του πακογόνου επθρεάςτθκε τόςο από τθν διεφκυνςθ όςο και από 

το εφροσ των μεταβολϊν, ιδιαιτζρα ςτισ μεταβολζσ αλατότθτασ. Με τθν τροποποίθςθ του 

κλαςςικοφ μοντζλου Baranyi βάςθ των αποτελεςμάτων, ϊςτε να περιλαμβάνει τόςο τθν μεταβολι 

τθσ ωυςιολογικισ κατάςταςθσ των κυττάρων (Q) ςε καταςτάςεισ μθ ανάπτυξθσ, όςο και το ζργο 

προςαρμογισ τουσ ςε νζο περιβάλλον με ςυνκικεσ που υποςτθρίηουν τθν ανάπτυξθ του μικροβίου, 

προβλζωτθκε με ακρίβεια θ ςυμπεριωορά του πακογόνου κατά τθν διάρκεια δυναμικϊν ςυνκθκϊν 
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οξφτθτασ ι αλατότθτασ ςε γάλα. Από τα αποτελζςματα προζκυψε ότι κατά τθν επιβίωςθ του 

πακογόνου ςε ςυνκικεσ μθ ανάπτυξθσ, λαμβάνουν χϊρα διεργαςίεσ προςαρμογισ ι τραυματιςμοφ 

ςε επίπεδο κυττάρου, οι οποίεσ επθρεάηουν τθν ςυμπεριωορά του όταν βρεκεί εκ νζου ςε 

περιβάλλον ανάπτυξθσ, μζςω διαςταυροφμενθσ επιμόλυνςθσ των τροωίμων.  

Σζλοσ, με βάςθ τθ γνϊςθ που αποχτικθκε από τα προθγοφμενα πειράματα, μελετικθκε θ 

ςυμπεριωορά ςτελεχϊν τθσ L. monocytogenes με διαωορετικι ωυςιολογία, όταν αυτά βρεκοφν ςε 

παςτεριωμζνο γάλα, τυρόπθγμα και νωπό τυρί, κατά τθ διάρκεια τυροκόμθςθσ και ωρίμαςθσ Φζτασ 

και Γραβιζρασ. Πρωτίςτωσ το ςτάδιο επιμόλυνςθσ και δευτερευόντωσ θ τεχνολογία παραςκευισ 

επθρζαςαν ςθμαντικά τθν πικανότθτα ανάπτυξθσ και τθν κινθτικι του πακογόνου ςτα δφο τυριά. 

θμαντικό ρόλο ςτθν τεχνολογία τθσ Γραβιζρασ διαδραμάτιςε θ ανακζρμανςθ του πιγματοσ, 

αποτρζποντασ τθν ανάπτυξθ του μικροοργανιςμοφ κατά τα πρϊτα ςτάδια τθσ τυροκόμθςθσ. Θ 

ωυςιολογία των κυττάρων, όπωσ διαμορωϊκθκε από βραχεία ι μακροχρόνια ζκκεςι τουσ ςε 

υποκανάτιεσ ι κανατθωόρεσ ςυνκικεσ αλατότθτασ και οξφτθτασ, ανάλογα με το ςτάδιο τθσ 

τυροκόμθςθσ που ζλαβε χϊρα ο ενοωκαλμιςμόσ, κακόριςε τθν κινθτικι τουσ. υγκεκριμζνα 

διακρίκθκαν ςυνκικεσ που ευνοοφςαν τθν ανάπτυξθ (ενοωκαλμιςμόσ μετά τθν παςτερίωςθ) ι τθ 

κανάτωςθ (ενοωκαλμιςμόσ μετά τθν πρϊτθ ωρίμαςθ) του μικροοργανιςμοφ. Από τα αποτελζςματα 

προζκυψε ότι απαιτείται μεγαλφτερθ προςοχι ςτα πρϊτα ςτάδια τθσ τυροκόμθςθσ, κακϊσ θ 

επιμόλυνςθ των προϊόντων ακόμα και με χαμθλοφσ πλθκυςμοφσ τθσ L. monocytogenes, μπορεί να 

οδθγιςει ςτθν παραγωγι τυριϊν με υψθλοφσ πλθκυςμοφσ του πακογόνου. υμπεραςματικά, θ 

γνϊςθ τθσ ςυμπεριωοράσ τθσ L. monocytogenes κατά μικοσ τθσ γραμμισ παραγωγισ και διάκεςθσ 

των γαλακτοκομικϊν προϊόντων μπορεί να βοθκιςει ςτθν ορκότερθ αποτίμθςθ τθσ 

επικινδυνότθτάσ τουσ και τθν ευκολότερθ διερεφνθςθ των πθγϊν επιμόλυνςθσ κατά τισ 

επιδθμιολογικζσ μελζτεσ.  
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ABSTRACT 

Study of the physiological characteristics of Listeria monocytogenes strains 

isolated from dairy plants 

Listeria monocytogenes is a foodborne pathogen involved in numerous outbreaks with high 

fatality rates, many of them associated with dairy products. Dairy products are commonly ready-to-

eat (RTE) food and the evaluation of their ability to support growth of the pathogen is crucial for risk 

assessment. Important factors that affect the behavior of L. monocytogenes in food (kinetics, growth 

interface, etc) are their intrinsic physicochemical parameters (pH, aw), the environmental parameters 

(T, atmosphere), the production procedure and the physiology of pathogen’s cells. The aim of the 

study was to evaluate the behavior of L. monocytogenes cells isolated from the environment and 

products of cheese factories in situations that occur during cheesemaking in a typical dairy plant.  

A survey of the surfaces and products of 6 Greek dairy plants was conducted during 2007-2009 

for the occurrence of L. monocytogenes, as well as other foodborne pathogens and indicators. It 

resulted in 4 L. monocytogenes isolates (1%), 8 Listeria sp isolates (2%) and 4 Salmonella spp. isolates 

(4,5%). Additionally, 5,1% and 8,9% of tested samples were found above detection limit for S. aureus 

and E. coli respectively. The overall results suggest that there is a window of improvement, in order 

for them to meet the limits of European regulation 1441/2007. Furthermore, the results stress the 

need of constant audit of the producers and their suppliers.   

In the following experiments, the ability of the pathogen to form biofilms on soiled stainless 

steel surfaces (milk, custard and yogurt) and then detach (mechanically or voluntary) and grow in a 

new environment was evaluated, in correlation with the cells physiology and the environmental 

conditions. Better attachment of the cells was found in milk and cream at 20oC, even though their 

kinetics in milk at 5oC was slower of those formed at 5oC. In yogurt no countable attachment of cells 

was measured but when the coupons transferred in milk and cream, growth occurred after 7 days of 

incubation. The commonly used methods of cleaning and disinfection evaluated in this study, 

including chlorine solution, peracetic acid and QAC, on L. monocytogenes cells with different history 

(pH, aw, T) resulted in different survival levels of the pathogen depending on its physiology and the 

disinfection procedure. The results contribute to the knowledge on L. monocytogenes resistance 

against disinfection, with the comparative study of biofilms and planktonic cells. 

 Moreover, the probability of growth initiation of L. monocytogenes in TSBYE, milk and fresh 

cheese, depending on inoculum size, physiological state, pH and aw of substrate was evaluated by 

using logistic regression models. At low inoculation levels biofilms and detached cells interface was 

towards more favorable conditions than the interface of planktonic cells. At higher inoculums both 
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planktonic and detached cells had similar probabilities of growth. At the comparison between the 

three substrates, growth boundaries of fresh cheese were the highest (higher aw, pH), followed by 

the ones of milk and TSBYE, which stressed the importance of model validation on food substrates of 

different rheological properties.  

The effect of acid and osmotic shifts within the range of pH and aw levels that allow growth of 

L. monocytogenes after habituation at no-growth conditions and shift to growth-permitting 

conditions was evaluated on the growth of the pathogen at 10°C. Maximum specific growth rate of L. 

monocytogenes was adapted quickly to the new environment while the lag time of the organism 

increased with all osmotic downshifts, as well as by the reduction of pH to 5.1. Extended habituation 

at no-growth conditions results suggest that there is an adaptation or injury rate induced at 

conditions inhibiting the growth of the pathogen depending on the condition. The modified Baranyi 

model, to include the results of the present study, proved suitable to describe the effect of acid and 

osmotic shifts in the kinetics of L. monocytogenes in milk.   

Finally, the effect of the contamination stage and cell physiology on L. monocytogenes 

behavior during production and ripening of Graviera and Feta cheese was evaluated. L. 

monocytogenes cells inoculated in pasteurized milk managed to grow during the first days of 

production of both cheeses, at high level of (106-7 CFU/g). Conversely, inoculation during curd section 

at Graviera lead to prolonged survival of the pathogen at 103 CFU/g. In both cheeses TSBYE biofilms 

and milk planktonic cells survived longer than other inoculum preparations. The cells that originated 

from TSBYE and milk, reached higher concentration than those originated from the Graviera and Feta 

cheese. The results may address safety implications relevant to the adaptive responses of L. 

monocytogenes in a dairy processing environment and their ability to survive and proliferate in dairy 

products, which might pose risks to public health. In conclusion, knowledge of L. monocytogenes 

behavior during production and distribution of dairy products may assist in quantitative risk 

assessment and biotraceability, through association of an epidemic strain with its source (i.e., source 

attribution based on downstream information). Such knowledge may further be useful in systematic 

epidemiological investigations. 

 

Scientific Field: Food Microbiology, Food Hygiene, Predictive Microbiology  

   

Key words: Listeria monocytogenes, dairy plants, dairy products, physiology, survey, biofilms, 

formation, resistance, growth kinetics, probability of growth, predictive modeling, cheese 

manufacturing, Feta, Graviera 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 1: ΓΕΝΙΚΗ ΕΙΑΓΩΓΗ  
 

1.1. Γαλακτοκομικά προϊόντα 

 

1.1.1. Ιςτορικι αναδρομι 

Σο γάλα των κθλαςτικϊν αποτελεί μζροσ του διαιτολογίου του ανκρϊπου από τουσ 

προϊςτορικοφσ χρόνουσ. Τπάρχουν αρχαιολογικά ευριματα που χρονολογοφνται από το 6.000 π.Χ. 

τα οποία αποδεικνφουν ότι θ γαλακτοκομία ιταν αναπτυγμζνθ τθν εποχι εκείνθ. Σα γαλακτοκομικά 

προϊόντα χρθςιμοποιικθκαν δια μζςου των αιϊνων για τθ διατροωι του ανκρϊπου, για 

κρθςκευτικζσ τελετζσ, ωσ καλλυντικά και για διάωορεσ ωαρμακευτικζσ χριςεισ. Σο τυρί είναι από τα 

προϊόντα που αναωζρονται ςτα αρχαιότερα κείμενα του ανκρϊπινου γζνουσ. Σο πικανότερο είναι 

ότι παραςκευάςκθκε τυχαία κατά τθ μεταωορά γάλακτοσ ςε ςτομάχια ηϊων, τα ζνηυμα των οποίων 

το μετζτρεψαν ςε ςτερεά μάηα. Από πολφ νωρίσ διαπιςτϊκθκε ότι θ τυροκόμθςθ είναι μια 

πρόςωορθ μζκοδοσ μετατροπισ ςθμαντικοφ μζρουσ των ςυςτατικϊν  του γάλακτοσ ςε ζνα προϊόν 

λιγότερο ογκϊδεσ που διατθρείται καλφτερα, με υψθλι κρεπτικι αξία, εφγευςτο και εφπεπτο. 

Θ επονομαςία τυρί ι τυρόσ ςτα αρχαία ελλθνικά, ενδζχεται να προζρχεται από το ριμα ρζω, 

που ςθμαίνει διατρυπϊ, τρυπϊ, επομζνωσ να αναωζρεται ςτισ τρφπεσ του προϊόντοσ. ε μια άλλθ 

εκδοχι, προζρχεται από το ριμα τορεφω, που ςθμαίνει καλουπϊνω επειδι μερικά από τα τυριά 

απαιτοφν καλοφπια. Θ ιςτορία του τυριοφ ςχεδόν ταυτίηεται αλλά και εξελίςςεται με αυτιν τθσ 

Ευρϊπθσ και κυρίωσ τθσ νότιασ πλευράσ τθσ. 

Πρϊτθ μαρτυρία διατροωισ με γάλα μθρυκαςτικοφ είναι αυτι τθσ Ελλθνικισ μυκολογίασ. Ο 

Δίασ κυνθγθμζνοσ από τον πατζρα του Κρόνο, κρφβεται από τθν μάνα του Ρζα ςτα δφςβατα βουνά 

τθσ Κριτθσ και τρζωεται αποκλειςτικά με γάλα και μζλι. Και πάλι ο Δίασ για να κρζψει το γιό του 

Θρακλι με κεϊκό γάλα για να γίνει ακάνατοσ ζκανε τον ουρανό να κατακλειςκεί από γάλα. Ζκτοτε 

τον ουρανό γζμιςαν οι Γαλαξίεσ.  Ο Όμθροσ ςτθν Οδφςςεια περιγράωει λεπτομερϊσ τον βοςκό και 

τυροκόμο Πολφωθμο και δίνει περιγραωζσ των τυριϊν που ωρίμαηαν μζςα ςτθν ςπθλιά του 

(Litopoulou-Tzanetaki και Tzanetakis, 2011). Ο Αριςτοτζλθσ και ο Διοςκουρίδθσ ζδωςαν τισ πρϊτεσ 

ςυνταγζσ για τθν παραγωγι τυριοφ και από αυτοφσ γνωρίηουμε ότι οι αρχαίοι για να πιξουν το 

γάλα χρθςιμοποιοφςαν το άςπρο υγρό που βγάηουν οι ςυκιζσ ςτα κοτςάνια των ωφλλων και ςτα 

άγουρα ςφκα τουσ. Αναωζρεται ωσ 'τυρόσ' από τον Όμθρο ςτθν Ιλιάδα, από τον Ευρυπίδθ ςτον 

'Κφκλωπα' και από τον Αριςτοωάνθ ςτουσ 'Βάτραχουσ'. τθν αγορά των Ακθνϊν υπιρχε χϊροσ 

ειδικά αωιερωμζνοσ ςτα τυριά. τθν αρχαία πάρτθ υπιρχε τελετουργικι γιορτι με επίκεντρο τθν 

κλοπι τυριϊν για να δείξουν το ταλζντο τουσ ςτον κλεωτοπόλεμο οι νεαροί παρτιάτεσ.  
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Κατά τθν διάρκεια τθσ Βυηαντινισ αυτοκρατορίασ ςτον Ελλθνικό χϊρο θ τυροκομία ιταν πολφ 

εκτεταμζνθ. Οι λίγεσ μαρτυρίεσ που υπάρχουν αναωζρονται ςτο βλάχικο τυρί, τισ μυηικρεσ (απ' 

όπου πιρε το όνομά του και ο Μυηθκράσ - Μυςτράσ).  Κατά τθν διάρκεια τθσ Σουρκοκρατίασ ςτα 

βουνά τθσ Θπειρωτικισ Ελλάδασ και των νθςιϊν, θ παράδοςθ ςυνεχίςτθκε αμείωτα. το τζλοσ του 

19ου αιϊνα, το νεοςφςτατο Ελλθνικό κράτοσ με τουσ υπουργοφσ του και ιδιαίτερα του Εμμανουιλ 

Μπενάκθ, αντελιωκθ τθν οικονομικι ςθμαςία τθσ κτθνοτροωίασ και κάλεςε τον Ελλθνικισ 

καταγωγισ διαπρεπι τυροκόμο Ραχμόνδο Δθμθτριάδθ να εκπαιδεφςει τουσ νζουσ τυροκόμουσ τθσ 

χϊρασ. ' αυτόν οωείλεται θ καταςκευι τθσ γραβιζρασ ςτθν Ελλάδα. Oι επίςθσ μεγάλοι τυροκόμοι 

Ηυγοφρθσ και Πολυχρονιάδθσ ςυνζχιςαν το ζργο του, διαςχίηοντασ τθ χϊρα και εκπαιδεφοντασ 

νζουσ ςτθν τζχνθ. Αργότερα ςυγκροτικθκε θ Εκνικι Επιτροπι Γάλακτοσ, θ οποία και μζχρι πρότινοσ 

προωκοφςε με κάκε τρόπο τα ςυμωζροντα των τυροκόμων.  

 

1.1.2. Ελλθνικι Γαλακτοκομία 

Θ Ελλθνικι γαλακτοκομία αποτελεί ζνα κλάδο τροωίμων με ιδιαίτερθ ςθμαςία για τθ χϊρα 

μασ. Για πολλά χρόνια αντιπροςωπεφονταν από πολλζσ βιοτεχνικοφ τφπου επιχειριςεισ, μικρισ 

ςχετικά δυναμικότθτασ, που χρθςιμοποιοφν παραδοςιακζσ τεχνικζσ για τθν παραγωγι των 

προϊόντων τουσ. Εντοφτοισ, τουσ τελευταίουσ δφο αιϊνεσ υπιρξε εντυπωςιακι αφξθςθσ τθσ 

γαλακτοπαραγωγισ και τεχνολογικι εξζλιξθ των επιχειριςεων του κλάδου. Θ γενίκευςθ τθσ χριςθσ 

των ψυκτικϊν μθχανϊν και των πθγϊν ενζργειασ (ατμοφ, πετρελαίου κ.α.) ςυνζβαλε ςτθ 

διαμόρωωςθ μεγάλων βιομθχανικϊν μονάδων παραςκευισ τυριϊν. Θ ανάπτυξθ ςτθ ςυνζχεια τθσ 

επιςτιμθσ τθσ μικροβιολογίασ είχε ςοβαρό αντίκτυπο ςτθν εξζλιξθ τθσ τυροκομίασ. Θ βελτίωςθ των 

μζςων διακινιςεωσ του γάλακτοσ, θ βελτίωςθ και επζκταςθ των οδικϊν δικτφων, θ εξζλιξθ ςτον 

τομζα του μθχανολογικοφ εξοπλιςμοφ και θ ζρευνα ςτθ γαλακτοκομία γενικότερα αλλά και ςτθν 

τυροκομία ειδικότερα αποτελοφν ςθμαντικοφσ ςυντελεςτζσ προόδου. Θ δθμιουργία νζων ωυλϊν 

ηϊων, θ βελτίωςθ των παλαιϊν, θ καταπολζμθςθ των αςκενειϊν τουσ και θ ςωςτι διατροωι τουσ, 

αποτζλεςμα τθσ ζρευνασ πολλϊν χρόνων και χωρϊν, οδιγθςαν ςτθν αλματϊδθ αφξθςθ τθσ 

γαλακτοπαραγωγισ ςε παγκόςμια κλίμακα ςε βακμό που θ αξία τθσ να υπερβαίνει τθν αξία 

οποιουδιποτε άλλου αγροτικοφ προϊόντοσ. 

ε πολλζσ χϊρεσ του κόςμου και ιδιαίτερα τθσ Ευρϊπθσ θ παραγωγι και θ εξαγωγι διαωόρων 

τφπων τυριϊν αποτελεί μία από τισ  ςθμαντικότερεσ πθγζσ κζρδουσ. φμωωνα με ςτοιχεία του 

F.A.O. θ παγκόςμια παραγωγι γάλακτοσ και τυριϊν κατά το 1982 ανιλκε ςε 487.000.000 και 

11.979.009 τόνουσ αντίςτοιχα, που ςθμαίνει ότι το 25% περίπου τθσ παγκόςμιασ παραγωγισ 

γάλακτοσ μετατρζπεται ςε τυρί. Σον ίδιο χρόνο παράχκθκαν ςτθν χϊρα μασ 1.660.000 τόννοι 

γάλακτοσ από τουσ οποίουσ 684.000 ιταν αγελαδινό, 551.000 πρόβειο και 425.000 κατςικίςιο. Σο 
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70% περίπου του κατςικίςιου και πρόβειου γάλακτοσ και το 30% του αγελαδινοφ τυροκομικθκε. 

υνολικά παράχκθκαν 175.000 τόνοι τυριϊν - 130.000 τυριά άλμθσ, 35.000 ςκλθρά τυριά και 10.000 

τυριά τυρογάλακτοσ - παραγωγι που κεωρείται ςθμαντικι και δείχνει τθ ςθμαςία τθσ τυροκομίασ 

για τθν χϊρα μασ (Ανυωαντάκθσ, 1993). Από τα πολλά είδθ τυριϊν που παράγονται ςτθν Ελλάδα, τα 

21 ζχουν χαρακτθριςτεί ςαν Προϊόντα Προςτατευόμενθσ Ονομαςίασ Προζλευςθσ (ΠΟΠ-PDO), με 

ναυαρχίδα ίςωσ τθ Φζτα, ενϊ αρκετά βρίςκονται ςε διαδικαςία αναγνϊριςθσ ωσ ΠΟΠ (Litopoulou-

Tzanetaki και Tzanetakis, 2011, Panagou et al., 2013). 

 

1.1.3. Υγιεινι και αςφάλεια των γαλακτοκομικϊν προϊόντων 

Σα γαλακτοκομικά προϊόντα, όπωσ και κάκε τρόωιμο που διατίκεται με ςκοπό τθν 

κατανάλωςθ οωείλουν να ζχουν ςυγκεκριμζνεσ προδιαγραωζσ τόςο για τθν ποιότθτά τουσ, όςο 

κυρίωσ για τθν αςωάλεια και τθν υγιεινι τουσ αρτιότθτα. Για το ςκοπό αυτό υπάρχουν οργανιςμοί 

τόςο ςε παγκόςμιο επίπεδο (USDA, FDA, EFSA), όςο και ςτθν Ελλάδα (ΕΦΕΣ), ενϊ ζχουν κεςπιςτεί 

κανονιςμοί (ΕΚ 2073/2005, τροπ. ΕΚ 1441/2007), οι οποίοι βοθκάνε ςτον ζλεγχο των παραγωγϊν, 

προςδιορίηοντασ τθν διαδικαςία τθσ δειγματολθψίασ και οριοκετϊντασ τα αποδεκτά επίπεδα 

παρουςίασ μικροοργανιςμϊν ςτα τρόωιμα, ανάλογα με το ςτάδιο επεξεργαςίασ και τα 

ωυςικοχθμικά τουσ χαρακτθριςτικά, τουσ οποίουσ καλοφνται να ικανοποιοφν και οι Ζλλθνεσ 

παραγωγοί (ΕΚ 852/2004, Little et al., 2008, Kagli et al., 2009, Jacxsens et al., 2009). Βοθκθτικι είναι 

θ φπαρξθ αντίςτοιχων οργανιςμϊν (ISO, ΕΛΟΣ) που δραςτθριοποιοφνται ςτον τομζα τθσ ποιότθτασ 

και τθσ τυποποίθςθσ των παραγόμενων προϊόντων και διαδικαςιϊν, κυρίωσ με τθν ζκδοςθ ειδικϊν 

προτφπων ι οδθγϊν, τα οποία περιγράωουν τισ διαδικαςίεσ που πρζπει να ακολουκιςει ο 

παραγωγόσ ϊςτε να ανταποκρίνεται τόςο από άποψθ ποιότθτασ, όςο και αςωάλειασ ςτο επίπεδο 

που ζχει κεςπίςει, και που απαιτεί θ νομοκεςία.  

Για τον κλάδο των γαλακτοκομικϊν προϊόντων υπάρχουν εξειδικευμζνοι οργανιςμοί όπωσ ο 

IDF (International Dairy Federation) και αντίςτοιχα θ Εκνικι Επιτροπι Γάλακτοσ ςτθν Ελλάδα (μζχρι 

πρότινοσ), οι οποίοι ςυνδράμουν υποςτθρίηοντασ τισ επιχειριςεισ με τθν ζκδοςθ προτφπων και 

γενικότερα κατευκυντιριων γραμμϊν, με τθν οργάνωςθ ερευνϊν για τα προβλιματα και τα 

ςτατιςτικά ςτοιχεία του κλάδου, τα αποτελζςματα  των οποίων κοινοποιοφν ςε όλουσ τουσ 

ενδιαωερόμενουσ, και με τθν διατιρθςθ των ςχζςεων και των ςυνεργαςιϊν με κυβερνθτικοφσ και 

μθ οργανιςμοφσ (http://www.fil-idf.org/). Επιπλζον, ςτθν Ελλθνικι πραγματικότθτα, ο ΕΦΕΣ 

ςυνδράμει τισ μικρζσ γαλακτοκομικζσ επιχειριςεισ ςτθν τιρθςθ των υγειονομικϊν μζτρων για τθν 

παραγωγι αςωαλϊν τροωίμων, με τθν ζκδοςθ ενόσ οδθγοφ που περιγράωει τθν εωαρμογι 

ςυςτιματοσ διαχείριςθσ τθσ αςωάλειασ των γαλακτοκομικϊν προϊόντων βάςει των αρχϊν του 

HACCP και περιλαμβάνει οδθγίεσ για τθν εωαρμογι ορκισ υγιεινισ πρακτικισ, ςχζδια HACCP και 

http://www.fil-idf.org/
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ζντυπα τεκμθρίωςθσ τθσ εωαρμογισ του (ΕΦΕΣ, 2012). Θ ςθμαντικότθτα του οδθγοφ ζγκειται ςτο 

ότι μπορεί ο παραγωγόσ να τον τροποποιιςει, ανάλογα με τισ εκάςτοτε εωαρμοηόμενεσ μεκόδουσ 

επεξεργαςίασ, τισ λειτουργικζσ διεργαςίεσ, το είδοσ των παραγόμενων γαλακτοκομικϊν προϊόντων, 

με αποτζλεςμα να προςαρμόηεται ςτισ ανάγκεσ τθσ κάκε επιχείρθςθσ. Αντίςτοιχουσ οδθγοφσ ζχουν 

εκδϊςει και άλλεσ Ελλθνικζσ αρχζσ, όπωσ το Ινςτιτοφτο Κτθνιατρικϊν Ερευνϊν του ΕΘΙΑΓΕ, ςτον 

οδθγό του οποίου «Οδθγίεσ υγιεινισ ενόσ μικροφ τυροκομείου» περιγράωει αναλυτικά τισ βαςικζσ 

απαιτιςεισ υγιεινισ των εγκαταςτάςεων ενόσ τυροκομείου, κακϊσ και όλα τα κρίςιμα ςθμεία 

ελζγχου από τθν παραλαβι του γάλακτοσ μζχρι και τθν ωρίμαςθ και διάκεςθ των τυριϊν 

(αμοφρθσ, 2008). Με τον τρόπο αυτό, ο υπεφκυνοσ τθσ γαλακτοκομικισ επιχείρθςθσ είναι ςε κζςθ 

να γνωρίηει τουσ κινδφνουσ που μπορεί να επθρεάςουν τθν αςωάλεια των παραγόμενων προϊόντων 

και τα μζτρα πρόλθψισ τουσ, να αξιοποιεί επαρκϊσ τουσ οικονομικοφσ πόρουσ του και να 

ανταποκρίνεται τελικά ςτο αίτθμα του καταναλωτι για τθν παραγωγι αςωαλϊν, ποιοτικϊν και 

ανταγωνιςτικϊν προϊόντων. 

τουσ κανονιςμοφσ και τουσ αντίςτοιχουσ οδθγοφσ που αναωζρκθκαν γίνεται ςθμαντικι μνεία 

τόςο ςτουσ πακογόνουσ μικροοργανιςμοφσ που μπορεί να βρεκοφν ςτο γάλα και τα γαλακτοκομικά 

προϊόντα, όςο και ςτουσ μθ πακογόνουσ μικροοργανιςμοφσ, οι οποίοι ωςτόςο αποτελοφν 

ςθμαντικι ζνδειξθ τθσ γενικότερθσ υγιεινολογικισ κατάςταςθσ ενόσ τυροκομείου, κακϊσ θ φπαρξι 

τουσ υποδθλϊνει τθν αυξθμζνθ πικανότθτα φπαρξθσ πακογόνων και κατ’ επζκταςθ τθν αυξθμζνθ 

επικινδυνότθτα των παραγόμενων προϊόντων. Ιδιαίτερα ςτον ΕΚ 2073, ο οποίοσ εωαρμόηεται ςε 

Ευρωπαϊκό επίπεδο, ο πρϊτοσ μικροοργανιςμόσ που αναωζρεται ςτα μικροβιολογικά κριτιρια 

αςωάλειασ των τροωίμων είναι θ L. monocytogenes, του οποίου τα όρια δεν τροποποιοφνται 

ανάλογα με το είδοσ του τροωίμου (όπωσ ςε άλλουσ μικροοργανιςμοφσ), αλλά με τθν ικανότθτά του 

ι όχι να υποςτθρίξει ανάπτυξθ του πακογόνου (ΕΚ 2073/2005, τροπ. ΕΚ 1441/2007). Επιπλζον, λόγω 

τθσ υψθλισ κνθτότθτασ τθσ νόςου που προκαλεί (λιςτερίωςθ) και τθσ ωφςθσ των γαλακτοκομικϊν 

προϊόντων, με δεδομζνο ότι είναι ςτθν πλειονότθτά τουσ ζτοιμα προσ κατανάλωςθ προϊόντα, 

αποτελεί ζναν από τουσ ςθμαντικότερουσ παράγοντεσ ενδιαωζροντοσ τθσ γαλακτοβιομθχανίασ ςε 

παγκόςμιο επίπεδο. 



5 

 

1.2. Listeria monocytogenes 

Θ αναγνϊριςθ τθσ Listeria monocytogenes, ωσ ενόσ επικίνδυνου για τον άνκρωπο λοιμογόνου 

παράγοντα, ςτθν επιδθμιολογία του οποίου ςυμμετζχουν εκτόσ από τα ηϊα και τα τρόωιμα, ζγινε 

μόλισ το 1966 από τουσ Gray & Killinger (Farber and Peterkin, 1991). Ζκτοτε ο οργανιςμόσ ζχει 

ταυτοποιθκεί ςαν θ αιτία πολλϊν περιπτϊςεων τροωιμογενϊν λοιμϊξεων, ςε παγκόςμια κλίμακα, 

με αποτζλεςμα ςιμερα να αποτελεί ζναν από τουσ πλζον ςθμαντικοφσ και περιςςότερο 

μελετθμζνουσ πακογόνουσ μικροοργανιςμοφσ, που ςχετίηονται με τθ Μικροβιολογία Σροωίμων και 

ενδιαωζρουν άμεςα το χϊρο τθσ βιομθχανίασ (Farber and Peterkin, 1991). 

Ο πακογόνοσ μικροοργανιςμόσ L. monocytogenes περιγράωθκε αρχικά από τουσ Murray et al. 

(1926), οι οποίοι τον ονόμαςαν Bacterium monocytogenes, εξαιτίασ του χαρακτθριςτικοφ του να 

προκαλεί μονοκυττάρωςθ (Hof, 2003). Σο 1927 ο μικροοργανιςμόσ ονομάςτθκε από τον Pirie 

Listerella hepatolytica, για να καταλιξει ςτο ςθμερινό του όνομα το 1940 από τον ίδιο επιςτιμονα. 

Απομονϊκθκε και ταυτοποιικθκε πρϊτθ ωορά, από άτομο που ζωερε τθν νόςο, το 1929 από τον 

Nyfeldt (Farber and Peterkin, 1991, Hof, 2003). Σο ενδιαωζρον τθσ επιςτθμονικισ κοινότθτασ ςχετικά 

με τον μικροοργανιςμό αυξικθκε δραματικά κατά τθ διάρκεια τθσ δεκαετίασ του 1980, κακϊσ 

ςυνδζκθκε με λοιμϊξεισ τροωιμογενοφσ αιτιολογίασ και διαπιςτϊκθκε θ ικανότθτά του να 

μεταδίδεται ςτον άνκρωπο και τα ηϊα μζςω των τροωίμων (McLauchlin et al. 2004). 

Θ ςυχνότθτα εμωάνιςθσ τθσ νόςου ςε παγκόςμιο επίπεδο αυξικθκε ςθμαντικά ςτθ διάρκεια 

των τελευταίων δεκαετιϊν, ενϊ παρατθρείται αφξθςθ του αρικμοφ των καταγεγραμμζνων 

περιςτατικϊν ςτισ ΘΠΑ και τθν Ευρϊπθ (McLauchlin, 1987, EFSA, 2013). υγκεκριμζνα, ο αρικμόσ 

των περιςτατικϊν που αναωζρκθκαν ςτθν Ευρϊπθ, το ζτοσ 2011, ανιλκε ςτα 1470 με ποςοςτό 

κνθτότθτασ το 12,7%, ενϊ για το ίδιο ζτοσ ςτισ ΘΠΑ ανιλκε ςτισ 621 περιπτϊςεισ με 94% νοςθλεία 

και 22% κνθτότθτα (CDC, 2013, EFSA, 2013). Θ παρατθροφμενθ αφξθςθ τθσ ςυχνότθτασ τθσ νόςου 

μπορεί εν μζρει να αποδοκεί ςτθν αυξθμζνθ επαγρφπνθςθ απζναντι ςτθ νόςο και ςτθν 

βελτιςτοποίθςθ των μεκόδων διάγνωςθσ και απομόνωςθσ. Παράλλθλα, αυξικθκαν πλθκυςμιακά οι 

ευαίςκθτεσ ςτθ νόςο ομάδεσ. τουσ παράγοντεσ που οδιγθςαν ςτθ ραγδαία αφξθςθ των 

κρουςμάτων τθσ νόςου ςτον άνκρωπο, ςυμπεριλαμβάνονται αωενόσ μεν θ ραγδαία πρόοδοσ που 

χαρακτιριςε τθν πρωτογενι παραγωγι τροωίμων, με τθν ανάπτυξθ και εωαρμογι θπιότερων 

μεκόδων επεξεργαςίασ, τθν ειςαγωγι νζων τεχνολογιϊν και τθ μακροχρόνια ςυντιρθςθ υπό 

κερμοκραςίεσ ψφξθσ, αωετζρου δε θ αλλαγι του τρόπου ηωισ, θ οποία ςυνοδεφτθκε από νζεσ 

διατροωικζσ ςυνικειεσ και μία αυξανόμενθ απαίτθςθ των καταναλωτϊν για προϊόντα που, 

διατίκενται ςτο εμπόριο ςχεδόν ζτοιμα για να καταναλωκοφν, ζχουν παραςκευαςτεί με ελάχιςτθ ι 

κακόλου επεξεργαςία, ενϊ διατθροφν τισ οργανολθπτικζσ τουσ ιδιότθτεσ και τα ωυςικά 

χαρακτθριςτικά τουσ (Roccourt and Cossart, 1997, Lianou και Sofos, 2007). 
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1.2.1. Χαρακτθριςτικά τθσ L. monocytogenes 

 

1.2.1.1.  Μικροβιολογικά χαρακτθριςτικά 

Σο γζνοσ Listeria περιλαμβάνει τα είδθ L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L. 

welshimeri, L. ivanovii, L. grayi και L. murrayi, και δφο που ταυτοποιικθκαν πρόςωατα τα L.marthii 

και L. rocourtiae (Orsi et al., 2011), εκ των οποίων το είδοσ L. monocytogenes εμωανίηει πακογζνεια 

ςε ανκρϊπουσ και ηϊα, ενϊ το L. ivanovii μόνο ςε ηϊα (McLauchlin et al. 2004, Hain et al., 2006 

Orndorff et al., 2006). Σα υπόλοιπα είδθ, αν και κατά καιροφσ ζχουν εμπλακεί ςε μεμονωμζνα 

κροφςματα λιςτερίωςθσ κεωροφνται πρακτικά μθ πακογόνα (McLauchlin et al. 2004, Hof, 2003). 

 Θ L. monocytogenes είναι ζνα Gram-κετικό, προαιρετικά αναερόβιο, κετικό ςτο τζςτ 

καταλάςθσ, αρνθτικό ςτο τζςτ οξειδάςθσ, μθ ςποριογόνο βακτιριο. Ο μικροοργανιςμόσ ζχει ςχιμα 

από κόκκου ι βακίλλου (0,4-0.5μm x 0,5-2,0μm). Κατά τθν καλλιζργειά του ςε κερμοκραςίεσ 20-

25°C θ μορωολογία του χαρακτθρίηεται από τθν παρουςία μαςτιγίων ενϊ παράλλθλα ο 

μικροοργανιςμόσ εμωανίηει χαρακτθριςτικι μορωι κίνθςθσ. Κατά τθν καλλιζργειά του ςε κρεπτικό 

υπόςτρωμα με τρυπτόηθ οι αποικίεσ τθσ εμωανίηουν, όταν ωωτιςτοφν υπό ςυγκεκριμζνθ γωνία, 

χαρακτθριςτικό γαλαηοπράςινο χρωματιςμό (Adams and Moss, 2000).  

 

(α) (β)

 

 
χιμα 1.1. (α) Φυλογενετικό δζνδρο του γζνουσ Listeria βαςιςμζνο ςτα 16S και 23S rRNA, iap, prs, vlcB και ldh. 

Σα κόκκινα είδθ εμωανίηουν πακογζνεια, ενϊ τα μπλε ζχουν χαρακτθριςτεί ωσ μθ πακογόνα. (β) Εικόνα 

μικροςκοπικοφ ανοςοωκοριςμοφ ενόσ μολυςμζνου μικροωάγου με το άγριο ςτζλεχοσ EGD-e (μεγζκυνςθ x63, 

Hain et al., 2006). 

 

Παρά το γεγονόσ ότι θ νόςοσ μπορεί να προκλθκεί και από τουσ 13 ορότυπουσ τθσ L. 

monocytogenes (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7) που υπάρχουν ςτο 

περιβάλλον, οι πλειοψθωία των περιςτατικϊν αποδίδεται ςτουσ ορότυπουσ 1/2a, 1/2b και 4b 

(Kathariou, 2002). Παρατθροφνται διαωορζσ ςτθ γεωγραωικι κατανομι των διαωόρων οροτφπων, 



7 

 

με τον ορότυπο 4b να κυριαρχεί ςτα κροφςματα τθσ νόςου ςε παγκόςμιο επίπεδο (Farber and 

Peterkin, 1991, Kathariou, 2002). Πζρα από τουσ ορότυπουσ, τα ςτελζχθ τθσ L. monocytogenes 

χωρίηονται ςε τζςςερεισ ωυλογενετικζσ ομάδεσ (lineages I, II, III, IV), ζπειτα από τισ κατάλλθλεσ 

γενοτυπικζσ και ωαινοτυπικζσ αναλφςεισ (rybotyping, PFGE, MLST, Orsi et al., 2011). Σα lineages 

δφνανται να περιζχουν περιςςότερουσ του ενόσ οροτφπουσ, και αντίςτροωα ζνασ ορότυποσ 

ενδζχεται να βρίςκεται ςε περιςςότερα του ενόσ lineages, ενϊ μποροφν να ςυνδεκοφν με 

ςυγκεκριμζνεσ πθγζσ απομόνωςθσ (π.χ. lineage I από άνκρωπο, lineage II από περιβάλλον ι 

τρόωιμο), χωρίσ ωςτόςο να είναι απόλυτθ μια τζτοια κατθγοριοποίθςθ (Hain et al., 2007, Orsi et al., 

2011). 

 

1.2.1.2. Βιοχθμικά χαρακτθριςτικά 

Σα βιοχθμικά χαρακτθριςτικά του μεταβολιςμοφ των ειδϊν του γζνουσ Listeria spp. 

αναωζρονται από τουσ Pine et al. (1989). Τπό αναερόβιεσ ςυνκικεσ επϊαςθσ, ωσ μεταβολικά 

υποςτρϊματα μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν μόνο πεντόηεσ και εξόηεσ. Τπό αερόβιεσ ςυνκικεσ, 

χρθςιμοποιοφν για τισ μεταβολικζσ διεργαςίεσ, που ςτθρίηουν τθν ανάπτυξθ των μικροοργανιςμϊν, 

μαλτόηθ και λακτόηθ, αλλά, όχι ςακχαρόηθ. Οι L. monocytogenes και L. innocua χρθςιμοποιοφν 

γλυκόηθ, λακτόηθ και ραμνόηθ, κάτω από αερόβιεσ ςυνκικεσ, ενϊ οι L. grayi και L. murrayi 

χρθςιμοποιοφν επίςθσ γαλακτόηθ. Οι L. ivanovii και L. seeligeri αποτελοφν τα μόνα είδθ Listeria spp. 

που ζχουν τθν ικανότθτα να ηυμϊνουν τθ ξυλόηθ (Farber and Peterkin, 1991). Οι Fleming et al. 

(1996) προςδιόριςαν ποςοτικά τα τελικά προϊόντα του μεταβολιςμοφ τθσ γλυκόηθσ από τθν L. 

monocytogenes, κάτω από αερόβιεσ και αναερόβιεσ ςυνκικεσ. Και τα δζκα ςτελζχθ που 

μελετικθκαν παριγαγαν ακετοΐνθ κάτω από αερόβιεσ, αλλά όχι κάτω από αναερόβιεσ ςυνκικεσ. 

Παρουςία οξυγόνου τα τελικά μεταβολικά προϊόντα ιταν γαλακτικό οξφ, οξικό οξφ και ακετοΐνθ, 

ενϊ απουςία οξυγόνου γαλακτικό οξφ, οξικό οξφ, ωορμικό οξφ, αικανόλθ και διοξείδιο του άνκρακα 

(Fleming et al., 1996). 

 

1.2.2. Κατανομι του μικροοργανιςμοφ ςτθ φφςθ  

Θ ιδιαίτερα ευρεία διάδοςθ του μικροοργανιςμοφ ςτο περιβάλλον αποδίδεται ςε δφο 

χαρακτθριςτικά του, τθν ικανότθτά του να επιβιϊνει επί μακρόν ςε ποικίλεσ περιβαλλοντικζσ 

ςυνκικεσ και ςτο ψυχρότροωο χαρακτιρα του. Ζχει απομονωκεί από νερό, πόςιμο και καλαςςινό, 

χϊμα, αλλοιωμζνα λαχανικά και ηωοτροωζσ (Roccourt and Cossart, 1997). Θ L. monocytogenes 

απαντάται ςτο ζδαωοσ, των αποχετευτικϊν ςυςτθμάτων, των ποταμϊν και όπου υπάρχει ςυνεχισ 

αποςφνκεςθ οργανικισ φλθσ. Σο γεγονόσ τθσ επιβίωςθσ του πακογόνου κατά τθ διάρκεια 

επεξεργαςίασ λυμάτων ςε ποςοςτά μζχρι 60% είναι ιδιαίτερθσ ςθμαςίασ, όταν επεξεργαςμζνα ι μθ 
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λφματα και κόπρανα ανκρϊπων και ηϊων χρθςιμοποιοφνται ςε πολλά μζρθ του κόςμου ωσ λίπαςμα 

του εδάωουσ. Θ επιβίωςθ του Listeria ςτο ζδαωοσ και ςε υδάτινα περιβάλλοντα (ποταμοί, λίμνεσ, 

κανάλια) μπορεί να διαρκζςει πάνω από ζνα χρόνο, διάςτθμα κατά το οποίο μπορεί να μεταωερκεί 

από αυτζσ τισ πθγζσ ςτισ τροωζσ των ηϊων και του ανκρϊπου. Σζλοσ, ωορείσ του μικροοργανιςμοφ 

ενδζχεται να είναι οι άνκρωποι και τα ηϊα (Adams and Moss, 2000). Οι άνκρωποι-ωορείσ τθσ νόςου 

ςχετίηονται με ςυγκεκριμζνα επαγγζλματα (εκδοροςωαγείσ, κτθνιάτροι, χειριςτζσ πρϊτων υλϊν, 

κ.τ.λ.), οι οποίοι ζρχονται ςυνικωσ ςε άμεςθ επαωι με μολυςμζνα ηϊα ι λαχανικά.  

 

1.2.3. Η L. monocytogenes ςτα τρόφιμα (επιπολαςμόσ) 

Θ επικινδυνότθτα τθσ L. monocytogenes οωείλεται ςτθν ευρεία διάδοςι του ςτο περιβάλλον 

και ςτθν ικανότθτά του να επιβιϊνει και να πολλαπλαςιάηεται ςτα περιςςότερα μθ όξινα τρόωιμα. 

Σα τρόωιμα δφνανται να επιμολυνκοφν ςε κάκε βιμα τθσ διαδικαςίασ παραγωγισ τουσ, ενϊ ακόμα 

και χαμθλζσ κερμοκραςίεσ ςυντιρθςθσ επιτρζπουν τθν επιβίωςθ και τθν ανάπτυξθ του 

μικροοργανιςμοφ. Κατά καιροφσ, θ L. monocytogenes ζχει ςυνδεκεί με λοιμϊξεισ, που προκλικθκαν 

από διάωορα τρόωιμα, όπωσ λαχανικά, κρζασ και κρεατοςκευάςματα, ιχκυρά, κακϊσ και 

γαλακτοκομικά προϊόντα, όπωσ μθ παςτεριωμζνο γάλα, ςοκολατοφχο γάλα και μαλακά τυριά 

(Shank et al., 1996, Lianou και Sofos, 2007). φμωωνα με τουσ Roccourt και Cossart (1997), ανάμεςα 

ςτα διάωορα τρόωιμα που ζχουν κατά καιροφσ εμπλακεί ςε κροφςματα λιςτερίωςθσ, υψθλισ 

επικινδυνότθτασ είναι τα ζτοιμα προσ κατανάλωςθ τρόωιμα, που ςυντθροφνται ςε κερμοκραςίεσ 

ψφξθσ, κακϊσ και εκείνα που περιζχουν υψθλοφσ πλθκυςμοφσ του πακογόνου (>100 CFU/g ι ml). 

τθν μεγάλθ οικογζνεια των γαλακτοκομικϊν προϊόντων ανικουν πολλά και διαωορετικά ωσ 

προσ τισ ωυςικοχθμικζσ τουσ ιδιότθτεσ τρόωιμα. Σα γαλακτοκομικά προϊόντα, τα οποία ςχεδόν ςτο 

ςφνολό τουσ είναι ζτοιμα προσ κατανάλωςθ προϊόντα, διαωοροποιοφνται ςθμαντικά ωσ προσ τθν 

αςωάλεια και τθ ςτακερότθτά τουσ, ανάλογα με το είδοσ του νωποφ γάλακτοσ, τθν επεξεργαςία του 

(νωπό, κερμιςμζνο, παςτεριωμζνο), τθ χριςθ οξυγαλακτικισ καλλιζργειασ ι άλατοσ και γενικότερα 

τθν τεχνολογία παραςκευισ και ωρίμανςισ τουσ. Προϊόντα όπωσ τα μαλακά τυριά, οι κρζμεσ και τα 

γαλακτοκομικά προϊόντα υψθλϊν λιπαρϊν χαρακτθρίηονται από υψθλι επικινδυνότθτα, οι ζτοιμεσ 

ςαλάτεσ τυριϊν (αλοιωζσ) και τα θμίςκλθρα τυριά ωρίμαςθσ από μεςαία επικινδυνότθτα, ενϊ 

χαμθλισ επικινδυνότθτασ γαλακτοκομικά προϊόντα κεωροφνται το γιαοφρτι, το παγωτό και τα 

ςκλθρά ι επεξεργαςμζνα τυριά (FDA/CFSAN, 2003). 

Θ ςυχνότθτα με τθν οποία αναμζνεται θ L. monocytogenes ςτα τρόωιμα και ειδικότερα ςτα 

γαλακτοκομικά προϊόντα εξαρτάται από τα ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά του κάκε τροωίμου, το 

είδοσ και το μζγεκοσ τθσ επιχείρθςθσ που το παραςκευάηει, ενϊ ςε πολλζσ περιπτϊςεισ εμωανίηει 

περιοδικότθτα. θμαντικό ρόλο ςτθν εμωάνιςθ του μικροοργανιςμοφ ςτα τελικά προϊόντα 
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διαδραματίηει θ ποιότθτα του νωποφ γάλακτοσ, το οποίο μπορεί να ζχει επιμολυνκεί με τον 

πακογόνο μζςω του ηϊου, όταν αυτό πάςχει από μαςτίτιδα, από τθν διαδικαςία τθσ άλμεξθσ και 

τζλοσ από τισ παγολεκάνεσ που ωυλάςςεται. υγκεκριμζνα, ςε μελζτθ που πραγματοποιικθκε ςε 

ωάρμεσ τθσ Γαλικίασ (βόρειασ Ιςπανίασ) ο πακογόνοσ βρζκθκε ςτο 6.1% των δειγμάτων γάλακτοσ 

παγολεκάνθσ που εξετάςτθκαν, ςτο 9.3% των δειγμάτων κοπράνων των ηϊων και ςτο 6.0% των 

ηωωτροωϊν (16.3%, 41.2% και 33.7% αντίςτοιχα για τα Listeria spp. , Vilar et al., 2007). ε αντίςτοιχθ 

μελζτθ ςτθ Μαλαιςία βρζκθκε το 4% των δειγμάτων γάλακτοσ (αγελαδινό: 5.4%, πρόβειο: 2.4%, 

γίδινο: 2.4%) κετικό ςτθ L. monocytogenes και το 18.6% του ςυνόλου των δειγμάτων (αγελαδινό: 

22.5%, πρόβειο: 16.4%, γίδινο: 4.9%) κετικό ςε Listeria spp. (Jamali et al., 2013). Αντίκετα ςτθν 

ουθδία, τα ποςοςτά εμωανίςτθκαν μικρότερα με 1.0% κετικϊν δειγμάτων από γάλα παγολεκάνθσ 

ςε L. monocytogenes και 3.9% ςτα Listeria spp (Waak et al., 2002). τισ ΘΠΑ τα ποςοςτά 

επιπολαςμοφ του πακογόνου ςε δεξαμενζσ ωρζςκου γάλακτοσ βρζκθκαν 5.9% (948 δείγματα), ςτον 

Καναδά 2.73% (1720 δείγματα) και ςτθν Βόρεια Ιρλανδία 5.3% ςτθν ωάρμα και 33.3% ςτο 

τυροκομείο (113 δείγματα, Kousta et al., 2010). 

Όςον αωορά τα τελικά προϊόντα, τα τελευταία χρόνια ζχει καταγραωεί ο επιπολαςμόσ του 

πακογόνου ςε πλικοσ τυριϊν, μζςα από ειδικζσ δειγματολθπτικζσ ζρευνεσ (surveys) ανά τον κόςμο. 

Σο ποςοςτό κετικϊν δειγμάτων ςε L. monocytogenes ιταν 9.2% ςε δείγματα λευκοφ τυριοφ ςτθν 

Σουρκία (Listeria spp: 33.1%, Arslan και Ozdemir, 2008), 6% ςε δείγματα 2 Ιρλανδικϊν τυριϊν από 15 

διαωορετικζσ ωάρμεσ ςτθν Ιρλανδία (Ο’ Brien et al., 2009), 2% ςε 20 δείγματα του Βραηιλιάνικου 

τυριοφ ¨Minas frescal¨ (Destro et al., 1991), 0% ςε 1075 τοπικά παραςκευαςμζνα τυριά και 2.4% ςε 

1387 ειςαγόμενα τυριά ςτθν Ιαπωνία (Okutani et al., 2004), 5.2% ςε 19 μαλακά τυριά ςτθ Γαλλία, 

1.3% ςε 78 δείγματα ωρζςκου τυριοφ ςτθν Ιςπανία, 1.6% ςε 371 τυριά ςτθν Πορτογαλία (4% ςε 50 

δείγματα ωρζςκου τυριοφ), 40% ςε 10 μαλακά τυριά, 0% ςε 10 θμίςκλθρα τυριά (Φζτα) και 0% ςε 

10 ςκλθρά τυριά ςτθν Ελλάδα (Kousta et al., 2010) και 0. 47% ςε 3452 μαλακά και θμίςκλθρα τυριά 

τθσ Ευρωπαϊκισ Ζνωςθσ (EFSA, 2013). Από ζρευνα που πραγματοποιικθκε ςε τυριά του εμπορίου 

ςτθν Μεγάλθ Βρετανία βρζκθκε θ L. monocytogenes ςε 3.1% (1819) δειγμάτων τυριϊν από νωπό ι 

κερμιςμζνο γάλα (ςε 1 δείγμα >102 CFU/g) και ςε 2.5% (2618) δειγμάτων τυριϊν από παςτεριωμζνο 

γάλα (μζχρι και 20 CFU/g, Little et al., 2008). 

 

1.2.4. Λιςτερίωςθ ςτον άνκρωπο  

1.2.4.1. Συμπτωματολογία τθσ νόςου 

Θ λιςτερίωςθ ςτον άνκρωπο εμωανίηεται με τισ εξισ κλινικζσ μορωζσ: (i) Ωσ ιπια 

περιγεννθτικι λοίμωξθ, που δεν απαιτεί κεραπευτικι αγωγι και μοιάηει με τθν κλινικι εικόνα τθσ 

γρίπθσ. Όταν θ λοίμωξθ λαμβάνει χϊρα ενδομθτρικά, παρατθροφνται αποβολζσ και γζννθςθ 
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κνθςιγενϊν και ςθψαιμικϊν νεογνϊν, ενϊ όταν λαμβάνει χϊρα κατά τθν ϊρα του τοκετοφ, τα 

νεογνά παρουςιάηουν λοίμωξθ του νευρικοφ ςυςτιματοσ και ιδιαιτζρωσ των μθνίγγων. (ii) Ωσ 

λοίμωξθ του κεντρικοφ νευρικοφ ςυςτιματοσ, με ςυμπτωματολογία μθνιγγίτιδασ, εγκεωαλίτιδασ και 

παρουςία εγκεωαλικϊν αποςτθμάτων. Είναι ςυχνι θ βακτθριαιμία, ςυνικωσ ςτισ εγκφουσ, ενϊ 

λιγότερο ςυχνά παρατθρείται ενδοκαρδίτιδα. Σοπικοφ χαρακτιρα λοιμϊξεισ των οωκαλμϊν και του 

δζρματοσ ςχετίηονται με ςυγκεκριμζνα επαγγζλματα (όπωσ κτθνιάτρουσ, εκδοροςωαγείσ κ.α.). ε 

γενικζσ γραμμζσ, ο χρόνοσ επϊαςθσ τθσ λιςτερίωςθσ ςτουσ ενιλικεσ κυμαίνεται από λίγεσ θμζρεσ 

μζχρι κι εβδομάδεσ, θ διάρκεια τθσ νόςου είναι 2-3 εβδομάδεσ και παρουςιάηει κνθτότθτα 20-30% 

(ανοςοκατεςταλμζνα άτομα, Walls και Buchanan, 2005, Lianou και Sofos, 2007). 

 
1.2.4.2. Παράγοντεσ προδιάκεςθσ 

Θ ευρεία διάδοςθ τθσ L. monocytogenes ςτο περιβάλλον και τισ τροωζσ, οδθγεί ςτθν υπόκεςθ 

ότι οι υγιείσ καταναλωτζσ ενδζχεται να προςλαμβάνουν ακόμα και κακθμερινά κφτταρα του 

μικροοργανιςμοφ, χωρίσ όμωσ αυτά να προκαλοφν τθ νόςο. Παρά το γεγονόσ ότι θ πακογζνεια τθσ 

νόςου παραμζνει ςε κάποιο βακμό αςαωισ, ωαίνεται ότι θ εμωάνιςι τθσ ςχετίηεται με μερικι 

ανεπάρκεια των Σ-λεμωοκφτταρων του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ. Οριςμζνοι από τουσ 

παράγοντεσ που προδιακζτουν ςτθν εμωάνιςθ τθσ νόςου είναι θ θλικία (παιδιά μικρισ θλικίασ και 

θλικιωμζνοι), θ χριςθ ανοςοκαταςταλτικϊν ωαρμάκων, ανοςολογικισ ωφςθσ ανεπάρκειεσ 

(προςβεβλθμζνοι από HIV ι κακοικεισ νεοπλαςίεσ, αλκοολικοί, διαβθτικοί, θ εγκυμοςφνθ κ.α., 

Kathariou, 2002, Lianou και Sofos, 2007). 

  

1.2.4.3. Δόςθ 

Αν και ο ακριβισ αρικμόσ των κυττάρων που απαιτοφνται για να προκλθκεί τροωιμογενισ 

νόςοσ παραμζνει άγνωςτοσ κεωρείται ότι πρόςλθψθ λιγότερων από 1.000 κφτταρα επαρκεί για να 

επιτρζψει τθν κλινικι εκδιλωςθ τθσ νόςου ςε ανοςοκατεςταλμζνα άτομα. ε γενικζσ γραμμζσ, 

υψθλόσ αρικμόσ κυττάρων επιτρζπει ςτον πακογόνο να ξεπεράςει το εμπόδιο του όξινου 

περιβάλλοντοσ του ςτομάχου, να προςκολλθκεί ςτο ζντερο και να υπερνικιςει τουσ τοπικοφσ 

μθχανιςμοφσ άμυνασ του εντζρου. Επιδθμιολογικζσ μελζτεσ ζχουν δείξει ότι θ κλινικι εκδιλωςθ τθσ 

νόςου εξαρτάται από ζναν αρικμό παραγόντων, ανάμεςα ςτουσ οποίουσ οι δφο πλζον ςθμαντικοί 

είναι το βακτθριακό ςτζλεχοσ και θ ευαιςκθςία του ξενιςτι. υγκεκριμζνα, ενδζχεται υγιείσ 

άνκρωποι να καταναλϊνουν τρόωιμα που περιζχουν κφτταρα τθσ L. monocytogenes, χωρίσ να 

εκδθλϊνουν ςυμπτϊματα τθσ νόςου, ενδεχομζνωσ λόγω τθσ φπαρξθσ ευαιςκθτοποιθμζνων Σ-

λεμωοκυττάρων ςτα Listeria spp., ωσ αποτζλεςμα τθσ προθγοφμενθσ υποκλινικισ λοίμωξθσ από τον 

μικροοργανιςμό (Farber και Peterkin, 1991).  
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1.2.4.4. Ενδοκυτταρικόσ κφκλοσ ηωισ τθσ L. monocytogenes 

Θ ειςβολι τθσ L. monocytogenes ςτα κφτταρα των ξενιςτϊν του, θ λφςθ και ο 

πολλαπλαςιαςμόσ του ςε αυτά και τζλοσ θ εξάπλωςι του ςε γειτονικά κφτταρα, χωρίσ τθν εκ νζου 

επαωι του με ςτοιχεία του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ, βαςίηεται ςτθν δράςθ ςυγκεκριμζνων 

παραγόντων πακογζνειασ (χ. 1.2., Hain et al., 2006). Οι παράγοντεσ είναι ςυνικωσ πρωτεΐνεσ, οι 

οποίεσ κωδικοποιοφνται από τα αντίςτοιχα γονίδια ςτα διάωορα ςτάδια του ενδοκυτταρικοφ 

κφκλου. το πρϊτο ςτάδιο τθσ ειςβολισ, οι δφο πρωτεΐνεσ που λαμβάνουν μζροσ είναι θ 

ιντερναλίνθ Α (ΙnlA) και θ ιντερναλίνθ Β (InlB), οι οποίεσ βοθκοφν τον πακογόνο να ειςζλκει ςτα 

ευκαριωτικά κφτταρα των ξενιςτϊν (π.χ. θπατικά, επικθλιακά, Orndorff et al., 2006). τθ ςυνζχεια θ 

λιςτεριοςφνθ Ο (LLO), μία κυτολυςίνθ που κωδικοποιείται από το γονίδιο hly, ςε ςυνεργαςία 

ςυνικωσ με δφο ωωςωορολιπάςεσ C (τθσ ωωςωατιδυλο-ινοςιτόλθσ, PI-PLC και τθσ ωωςωατιδυλο-

χολίνθσ, PC-PLC, οι οποίεσ κωδικοποιοφνται από τα γονίδια plcΑ και plcB), ενεργοποιεί τθν 

απόδραςθ του βακτθρίου από το κενοτόπιο, που δθμιουργείται κατά τθν είςοδό του ςτο κφτταρο 

(Hains et al., 2006).  

 

(α) (β)hlyplcA mpl actA plcB ldhlmo0206-9prs prfA

 

χιμα 1.2. (α) χθματικι απεικόνιςθ του ενδοκυτταρικοφ κφκλου ηωισ τθσ L. monocytogenes, των 

παραγόντων πακογζνειασ που ςχετίηονται με διαδικαςία τθσ κυτταρικισ ειςβολισ και λοίμωξθσ και (β) του 

ςυμπλζγματοσ των πακογόνων γονιδίων τθσ L. monocytogenes EGD-e και των ομολόγων του ςτο γζνοσ 

Listeria. Σα γονίδια του ιδίου χρϊματοσ ζχουν >50% ομοιότθτα, με βάςθ τθν ανάλυςθ blastp και >75% κάλυψθ 

ςτο μζγεκοσ των πρωτεϊνϊν  (Hain et al., 2006) . 

 

Θ κίνθςθ του πακογόνου μζςα ςτο κφτταρο επιτυγχάνεται με τον πολυμεριςμό τθσ ακτίνθσ, 

από τθν επιωανειακι πρωτεΐνθ ActA, ενϊ θ λεκικινάςθ λφει τθν μεμβράνθ του κενοτοπίου. τον 

πολλαπλαςιαςμό του πακογόνου ςυμβάλει ο μεταβιβαςτισ τθσ ωωςωορικισ εξόηθσ (HpT, Orndorff 

et al., 2006). το τελευταίο ςτάδιο μεταωοράσ του πακογόνου ςτα γειτονικά κφτταρα ςυνειςωζρουν 

εκ νζου οι πρωτεϊνεσ του δεφτερου ςταδίου (LLO, PlcΑ, PlcΒ), βοθκϊντασ το βακτιριο να αποδράςει 
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από τθν διπλι πλζον μεμβράνθ που ςχθματίηεται γφρω του όταν ο πολυμεριςμόσ τθσ ακτίνθσ το 

μεταωζρει, μζςω των κυτταρικϊν μεμβρανϊν, από το ζνα κφτταρο ςτο άλλο (χ. 1.2.α, Liu, 2006,  

Orndorff et al., 2006).    

Από αναλφςεισ ςε ςτελζχθ τθσ L. monocytogenes για τθν φπαρξθ των γονιδίων πακογζνειασ, 

ζχει βρεκεί ότι υπάρχουν ςτο ςφνολο των ςτελεχϊν (Hains et al., 2007). Αντίκετα ςτθν ςφγκριςθ 

μεταξφ ενόσ από τα πλιρωσ αλλθλουχθμζνα ςτελζχθ L. monocytogenes (EGD-e) με το είδοσ L. 

innocua παρατθρικθκε ότι ςτο δεφτερο απουςίαηαν ςθμαντικά ςυμπλζγματα γονιδίων, κακϊσ και 

πρωτεϊνϊν (παραγόντων) πακογζνειασ (χ. 1.2.β, Hains et al., 2007). αν κφριοσ ρυκμιςτισ των 

γονίδιων πακογζνειασ, περιςςότερα από τα οποία βρίςκονται ςτο ίδιο ςφμπλεγμα (LIPI-1), ζχει 

ταυτοποιθκεί ο παράγοντασ PrfA (γονίδιο prfA, χ 1.2.β, Liu, 2006, Hains et al., 2006). Δευτερεφοντα 

ρόλο ςτθν ρφκμιςθ των πακογόνων γονιδίων διαδραματίηει ο παράγοντασ ςΒ με τον ζλεγχο τθσ 

μεταγραωισ των πρωτεϊνϊν ειςόδου (ΙnlA και InlB) και ο παράγοντασ ς54 με τθν ρφκμιςθ γονιδίων 

ςχετικϊν με τον μεταβολιςμό πθγϊν άνκρακα και αηϊτου, τθν ςφνκεςθ μαςτιγίων και τθν 

πακογζνεια (Hains et al., 2006). Οι εξωτερικοί και εςωτερικοί περιβαλλοντικοί παράγοντεσ που 

επθρεάηουν τθν ανάπτυξθ ι τθν επιβίωςθ του πακογόνου, όπωσ είναι θ κερμοκραςία (υψθλζσ, 

χαμθλζσ), το pH, θ ενεργότθτα φδατοσ, μικροβιακόσ ανταγωνιςμόσ, αντιμικροβιακοί παράγοντεσ, 

ωαίνεται ότι επθρεάηουν και τουσ παράγοντεσ πακογζνειάσ του και κατά ςυνζπεια τθν νοςογόνο 

ικανότθτά του (Hill et al., 2002, Kathariou, 2002, Sergelidis και Abrahim, 2009).  

 

1.2.4.5. Επιδθμιολογία 

Θ λιςτερίωςθ είναι μια ςχετικά ςπάνια τροωιμογενισ νόςοσ, με υψθλά ωςτόςο ποςοςτά 

κνθτότθτασ. Σο μεγαλφτερο ποςοςτό των καταγεγραμμζνων επιδθμιϊν λιςτερίωςθσ (outbreaks) 

εμωανίςτθκαν ςτθν Ευρϊπθ (Δυτικι και Κεντρικι) και τθν Βόρεια Αμερικι. Αυτό ενδεχομζνωσ να 

οωείλεται ςτθν υψθλι ςυγκζντρωςθ πλθκυςμοφ ςτισ προαναωερκείςεσ περιοχζσ, ιδιαίτερα ςε 

μεγαλουπόλεισ, ςτισ οποίεσ θ πρόςβαςθ ςτθν τροωι γίνεται κατά κφριο λόγο ςε καταςτιματα 

λιανικισ πϊλθςθσ, θ αυξθμζνθ επαγρφπνθςθ τθσ επιςτθμονικισ κοινότθτασ και τθσ βιομθχανίασ, 

κακϊσ και ςτθν περιςςότερο λεπτομερι (ςυγκριτικά με άλλεσ περιοχζσ) καταγραωι των νοςοφντων. 

τθν ακριβζςτερθ καταγραωι των επιδθμιϊν ςυμβάλει κακοριςτικά θ ανάπτυξθ κατάλλθλων 

μοριακϊν τεχνικϊν (PFGE) και δικτφων (PulseNet), με τισ οποίεσ μποροφν να ταυτοποιθκοφν τα 

εμπλεκόμενα ςτελζχθ του πακογόνου, απομονωμζνα από τουσ νοςοφντεσ ακόμα και από 

απομακρυςμζνεσ μεταξφ τουσ περιοχζσ (Kathariou, 2002). Με τισ ίδιεσ τεχνικζσ μπορεί επίςθσ να 

πραγματοποιθκεί ο εντοπιςμόσ τθσ πθγισ τθσ επιδθμίασ ςε μία βιομθχανία ι ωάρμα 

(βιοϊχνθλαςιμότθτα, Borucki et al., 2005, Gaulin et al., 2012). Επιπλζον, δίκτυα και οργανιςμοί 

άμεςθσ ειδοποίθςθσ, όπωσ το FoofNet ςτισ ΘΠΑ (http://www.cdc.gov/foodnet/), το Eurosurveillance 
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του ECDC ςτθν Ευρϊπθ (http://www.eurosurveillance.org/) και ο ΕΦΕΣ ςτθν Ελλάδα 

(http://www.efet.gr/portal/page/portal/efetnew/alarms/view_alarms) ςυμβάλουν ςτθν ταχεία 

κοινοποίθςθ φποπτων κρουςμάτων και των προϊόντων που εμπλζκονται ςτο ευρφ κοινό, 

ςυνδράμοντασ ςτον περιοριςμό τθσ ζκταςισ τουσ. 

Οι πιο πρόςωατεσ καταγεγραμμζνεσ επιδθμίεσ λιςτερίωςθσ αωοροφν ςτθν πλειοψθωία τουσ 

τυροκομικά προϊόντα και ιδιαίτερα ωρζςκα μαλακά τυριά. υγκεκριμζνα, το 2008 αναωζρκθκαν 38 

περιπτϊςεισ λιςτερίωςθσ ςτο Κεμπζκ, μια περιωζρεια του Καναδά, μεταξφ των οποίων 14 ζγκυεσ 

και 2 νεογνά, οι οποίεσ αποδόκθκαν ςε μαλακό τυρί παραςκευαςμζνο από παςτεριωμζνο γάλα 

(Gaulin et al., 2012). Αξίηει να ςθμειωκεί ότι μετά τθν επιδθμία παρατθρικθκε εκτεταμζνθ 

διαςταυροφμενθ επιμόλυνςθ ςτα καταςτιματα πϊλθςθσ των τυριϊν, ενϊ ζπειτα από τθν ανάκλθςι 

τουσ, κακϊσ και όλων των προϊόντων που ιρκαν ςε επαωι με αυτά, παρατθρικθκε απότομθ 

μείωςθ τθσ εμωάνιςθσ κρουςμάτων που ςυςχετίηονταν με το ςυγκεκριμζνο ςτζλεχοσ (LM P93, 

Gaulin et al., 2012). Αντίςτοιχα, μεταξφ 2009-2010 παρουςιάςτθκαν 34 κροφςματα λιςτερίωςθσ ςε 

Αυςτρία, Γερμανία και Σςεχία, τα οποία αποδόκθκαν ςτο τυρί  quargel, ζνα μαλακό τυρί από ξινό 

γάλα που παράγεται ςτθν Αυςτρία (ECDC, 2011, Schoder et al., 2013). Σο 2011, 147 άτομα νόςθςαν 

από το βακτιριο (33 κάνατοι, 1 αποβολι) ςε 28 πολιτείεσ των ΘΠΑ εξαιτίασ τθσ κατανάλωςθσ ενόσ 

είδουσ πεπονιοφ (whole cantaloupe) καλλιεργθμζνο ςε ωάρμεσ του Κολοράντο (CDC, 2012a). To 

2012 καταγράωθκε μια επιδθμία λιςτερίωςθσ ςτισ ΘΠΑ, θ οποία περιελάμβανε 22 κροφςματα (4 

κάνατοι) ςε 14 πολιτείεσ, ζπειτα από κατανάλωςθ μαλακοφ τυριοφ ρικόττα, παραςκευαςμζνο ςτθν 

Ιταλία (CDC, 2012b). Θ τελευταία επιδθμία παρουςιάςτθκε ςτισ ΘΠΑ μζςα ςτο 2013, κατά τθν οποία 

6 άτομα νόςθςαν (1 κάνατοσ, 1 αποβολι) ςε 5 πολιτείεσ ζπειτα από κατανάλωςθ θμίςκλθρων 

τυριϊν ωρίμαςθσ παραςκευαςμζνων από παςτεριωμζνο γάλα ςε τυροκομείο του Ουιςκόνςιν (CDC, 

2013). τθν Ελλάδα τα καταγεγραμμζνα κροφςματα λιςτερίωςθσ ανά ζτοσ κυμάνκθκαν από 1 (2008) 

μζχρι και 10 (2007 και 2010), ενϊ ςθμαντικό ποςοςτό των νοςοφντων ιταν άτομα >65 ι 0-4 χρονϊν 

(ΚΕΕΛΠΝΟ, 2012). 

 

1.2.5. Ανκεκτικότθτα του μικροοργανιςμοφ ςε περιβαλλοντικοφσ παράγοντεσ 

1.2.5.1.  Επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ 

Σο εφροσ των κερμοκραςιϊν που αναμζνεται να αυξθκεί ο πλθκυςμόσ τθσ L. monocytogenes 

είναι από 0°C ζωσ 42°C με άριςτεσ κερμοκραςίεσ ανάμεςα ςτουσ 30°C και 37°C. Όςο μειϊνεται θ 

κερμοκραςία περιβάλλοντοσ, μειϊνεται ςθμαντικά ο ρυκμόσ αφξθςισ του, ενϊ αντίκετα αυξάνεται 

θ διάρκεια τθσ ωάςθσ προςαρμογισ και ο χρόνοσ διπλαςιαςμοφ του (Adams and Moss, 2000). Ωσ 

κατϊτερο όριο κερμοκραςίασ, που επιτρζπει τθν ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes, ζχουν αναωερκεί 

τιμζσ κερμοκραςίασ από 0,5°C ζωσ 5,0°C, κατά τθν καλλιζργεια του πακογόνου μικροοργανιςμοφ ςε 

http://www.eurosurveillance.org/
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μικροβιολογικά κρεπτικά υποςτρϊματα (Duh και Schaffner, 1993, Gill et al., 1997) και από 3°C ζωσ 

>5°C ςε τρόωιμα (Membré et al., 1997, Ross et al, 2000). τθν βιβλιογραωία υπάρχουν αναωορζσ για 

ανάπτυξθ του πλθκυςμοφ τθσ L. monocytogenes ςε κερμοκραςίεσ μικρότερεσ από 0°C, τόςο ςε 

εργαςτθριακά υποςτρϊματα (Bajard et al., 1996), όςο και ςε τρόωιμα, που είχαν ςυντθρθκεί ςε 

ςυνκικεσ κενοφ (Hudson et al., 1994). Οι αποκλίςεισ αυτζσ, ενδεχομζνωσ να αποδίδονται ςε 

ςθμαντικζσ διαωορζσ ωυςιολογίασ ανάμεςα ςτα ςτελζχθ του μικροοργανιςμοφ, ςε ιδιαίτερεσ 

απαιτιςεισ ςε κρεπτικά ςυςτατικά, κατά τθν καλλιζργειά του ςε χαμθλζσ κερμοκραςίεσ ι τζλοσ 

ςτθν παραλλακτικότθτα τθσ ωυςιολογικισ κατάςταςθσ του αρχικοφ πλθκυςμοφ, που επθρεάηουν 

τθν ελάχιςτθ κερμοκραςία ανάπτυξθσ (Ross et al, 2000). Επιπλζον ζχει αναωερκεί, ότι θ διάρκεια 

τθσ λανκάνουςασ ωάςθσ για κφτταρα τθσ L. monocytogenes, που ζχουν προθγουμζνωσ καλλιεργθκεί 

ςε χαμθλζσ κερμοκραςίεσ, είναι μειωμζνθ ςε ςχζςθ με τα αντίςτοιχα που ζχουν αυξθκεί ςε 

κερμοκραςίεσ περιβάλλοντοσ (Whiting και Bagi, 2002). Κατά τθν ςυντιρθςθ των τροωίμων ςε 

κερμοκραςίεσ κατάψυξθσ δφναται να παρατθρθκεί επιβίωςθ του πλθκυςμοφ των κυττάρων του 

πακογόνου ι μείωςι του, ανάλογα με ςτζλεχοσ και το υπόςτρωμα (Papageorgiou et al., 1997, 

Gougouli et al., 2008). Θ ανκεκτικότθτα του μικροοργανιςμοφ ςτισ χαμθλζσ κερμοκραςίεσ 

επιτυγχάνεται μζςω τθσ ενδοκυτταρικισ ςυςςϊρευςθσ των ςυμβατϊν διαλυτϊν ενϊςεων γλυκίνθ-

βεταΐνθ και καρνιτίνθ (Angelidis et al., 2002).   

Θ ςυμπεριωορά τθσ L. monocytogenes ζναντι των υψθλϊν κερμοκραςιϊν είναι αντίςτοιχθ   με 

των υπολοίπων μθ ςποριογόνων Gram κετικϊν βακτθρίων, με τιμζσ κανάτωςθσ του 1/10 του 

πλθκυςμοφ (DT value) ςτουσ 60°C μερικά λεπτά και ςτουσ 70°C μερικά δευτερόλεπτα (Adams and 

Moss, 2000). τθν περίπτωςθ τισ εωαρμογισ υψθλϊν κερμοκραςιϊν παρατθρείται, όπωσ και ςτισ 

χαμθλζσ κερμοκραςίεσ, παραλλακτικότθτα τθσ ςυμπεριωοράσ του μικροοργανιςμοφ ανάλογα με τθν 

ωυςιολογία των κυττάρων, ιδιαίτερα ςτθν περίπτωςθ που ζχουν υποςτεί κερμοκραςιακι ι 

διαωορετικι καταπόνθςθ (Sergelidis και Abrahim, 2009). Αντίςτροωα, θ ζκκεςθ ςε υποκανάτιεσ 

υψθλζσ κερμοκραςίεσ (45-50°C) ενδζχεται να προκαλζςει ανκεκτικότθτα του βακτθρίου ςε 

κερμοκραςίεσ καταπόνθςθσ ι διαωορετικζσ καταπονιςεισ, όπωσ θ όξινθ και θ ωςμωτικι (Lin και 

Chou, 2004, Skandamis et al., 2008). Θ αφξθςθ τθσ ανκεκτικότθτασ οωείλεται ςε ειδικζσ πρωτεΐνεσ 

(HSPs), οι οποίεσ εκωράηονται εξαιτίασ ενδοκυτταρικϊν μθχανιςμϊν που πυροδοτοφνται μετά από 

μία κερμοκραςιακι καταπόνθςθ. Οι πρωτεΐνεσ κερμοκραςιακισ καταπόνθςθσ (GroES, GroEL, DnaK) 

δρουν προςτατευτικά ζναντι τθσ αποδόμθςθσ των πρωτεϊνϊν του κυττάρου λόγω τθσ κζρμανςθσ 

(Hill et al., 2002). ε γενικζσ γραμμζσ ωςτόςο, δεν κεωρείται ιδιαίτερα κερμοάντοχοσ 

μικροοργανιςμόσ και θ ςυνικθσ παςτερίωςθ που εωαρμόηεται ςτθν βιομθχανία γάλακτοσ 

κανατϊνει τα αναμενόμενα επίπεδάτου ςτο νωπό γάλα.  
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1.2.5.2. Επίδραςθ τθσ οξφτθτασ και του pH 

Σο pH είναι ο αρνθτικόσ δεκαδικόσ λογάρικμοσ τθσ ςυγκζντρωςθσ των υδρογονοκατιόντων ςε 

ζνα διάλυμα και αποτελεί μζτρο τθσ οξφτθτασ ι τθσ αλκαλικότθτασ του εν λόγω διαλφματοσ. Σο 

ελάχιςτο όριο τθσ τιμισ του pH, που επιτρζπει τθν αφξθςθ του πλθκυςμοφ τθσ L. monocytogenes, 

εξαρτάται από τον αρικμό των κυττάρων του αρχικοφ πλθκυςμοφ, το είδοσ του οξζοσ που 

χρθςιμοποιείται και τθ κερμοκραςία. Παρά το γεγονόσ ότι θ ανάπτυξθ των περιςςότερων ςτελεχϊν 

αναςτζλλεται ςε τιμζσ pH μικρότερεσ από 5,5, υπάρχουν μελζτεσ που αναωζρουν ωσ ελάχιςτο όριο 

τιμζσ pH από 4,4 ζωσ 5,6 (Adams and Moss, 2000), ενϊ ςαν όριο επιβίωςθσ τιμζσ <4. Θ επιβίωςθ του 

πακογόνου ςε ςυνκικεσ όξινθσ καταπόνθςθσ πραγματοποιείται είτε μζςω ςφνκεςθσ πρωτεϊνϊν 

(GroEL) ι μζςω του μθχανιςμοφ διατιρθςθσ τθσ ομοιόςταςισ του με μεταωορά πρωτονίων από το 

περιβάλλον με τθν υδρόλυςθσ του ATP με τθ βοικεια του ενηφμου (αντι-μεταωορζα,  H+-ATPάςθ 

(χ. 1.3, Hill et al., 2002, Gandhi και Chikindas, 2007). 

 

 

χιμα 1.3. χθματικι αναπαράςταςθ των μθχανιςμϊν που ενεργοποιοφνται, με ςκοπό τθν προςταςία του 

κυττάρου, παρουςία διαωορετικϊν καταπονιςεων (Hill et al., 2002). 

 

Ανάμεςα ςτα διάωορα οξζα, που ςυνικωσ χρθςιμοποιοφνται ςτθ βιβλιογραωία για τθν 

μείωςθ του pH (οξικό, γαλακτικό, κιτρικό και υδροχλωρικό οξφ), το οξικό οξφ αποδεικνφεται ωσ το 

περιςςότερο αποτελεςματικό απζναντι ςτθ L. monocytogenes (Farber and Peterkin, 1991). ε ςχζςθ 

με τθν επίδραςθ των οργανικϊν οξζων ςτθν ικανότθτα που πακογόνου μικροοργανιςμοφ να 

αυξάνεται, είναι γνωςτό ότι, το επίπεδο τθσ αναςτολισ, που τα οξζα αυτά προκαλοφν, εξαρτάται 

από τθ ςυγκζντρωςθ του αδιάςτατου τμιματοσ του οργανικοφ οξζοσ. Θ κερμοκραςία του 
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περιβάλλοντοσ επιδρά ςθμαντικά ςτισ χαμθλότερεσ τιμζσ pH ανάπτυξθσ του πακογόνου, οι oποίεσ 

αυξάνονται απότομα ςε κερμοκραςίεσ <10°C ι >35°C (Tienungoon et al., 2000, Koutsoumanis et al., 

2004). Ανάλογθ μεταβολι των ορίων ανάπτυξθσ αναμζνεται όταν ςτο περιβάλλον του 

μικροοργανιςμοφ υπάρχει κάποιο υγροςκοπικό μζςο (π.χ. αλάτι, ηάχαρθ) ι άλλα οργανικά οξζα 

(Tienungoon et al., 2000, Vermeulen et al., 2007).  

 

1.2.5.3. Επίδραςθ τθσ ενεργότθτασ φδατοσ (aw) 

Ωσ ενεργότθτα φδατοσ ορίηεται ο λόγοσ τθσ τάςθσ ατμϊν (ςε ιςορροπία) ενόσ υποςτρϊματοσ 

(p), προσ τθν τάςθ ατμϊν του κακαροφ φδατοσ (p0) ςτθν ίδια κερμοκραςία (aw= p/p0). αν ελάχιςτο 

όριο τθσ τιμισ τθσ ενεργότθτασ του φδατοσ, που επιτρζπει τθν ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes 

αναωζρεται θ 0.91, όταν ωσ υγροςκοπικό μζςο χρθςιμοποιείται το NaCl. Αντίςτοιχα, ςε διαλφματα 

ςακχαρόηθσ ζχει παρατθρθκεί ανάπτυξθ ςε τιμι ενεργότθτασ φδατοσ aw 0.92. Γενικά, θ L. 

monocytogenes παρουςιάηει ανκεκτικότθτα ςτθν αναςταλτικι επίδραςθ του NaCl, αωοφ ζχει τθν 

δυνατότθτα να αυξάνεται ςε ςυγκεντρϊςεισ χλωριοφχου νατρίου 10%, μζςω τθσ ςυγκζντρωςθσ ςτο 

εςωτερικό του κυττάρου διαλυτϊν ωςμωπροςτατευτικϊν ενϊςεων (γλυκίνθ-βεταΐνθ, καρνιτίνθ) 

από το περιβάλλον, διαδικαςία που κωδικοποιείται από τα γονίδια betL, opuC και gbu (χ. 1.3, 

Angelidis και Smith, 2003, Hill et al., 2002). Όπωσ αναωζρκθκε και ςτθν επίδραςθ του pH, θ 

ικανότθτα επιβίωςθσ του πλθκυςμοφ τθσ L. monocytogenes για μία ςυγκεκριμζνθ ςυγκζντρωςθ 

NaCl επθρεάηεται ςθμαντικά από τθ κερμοκραςία και τθν οξφτθτα του περιβάλλοντοσ (Tienungoon 

et al., 2000, Vermeulen et al., 2007). 

 

1.2.5.4. Ατμόςφαιρεσ 

ε γενικζσ γραμμζσ,  θ πικανότθτα ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes δεν επθρεάηεται 

ςθμαντικά ςε ςυνκικεσ επϊαςθσ αναερόβιεσ ι μειωμζνθσ αναλογίασ οξυγόνου (Buchanan and 

Phillips, 1990). Αντίκετα, ο ρυκμόσ ανάπτυξθσ του πλθκυςμοφ του πακογόνου μειϊνεται κατά τθ 

ςυντιρθςθ των τροωίμων ςε τροποποιθμζνεσ ατμόςωαιρεσ, κακϊσ επθρεάηεται από τθν παρουςία 

του CO2, ενϊ θ αναςταλτικι αυτι επίδραςθ αυξάνεται κατά τθν ςυντιρθςθ του τροωίμου ςε 

χαμθλζσ κερμοκραςίεσ (Ross et al., 2000, Mejlholm και Dalgaard, 2007).  

 

1.2.6. Φυςιολογία τθσ L. monocytogenes 

Θ L. monocytogenes βρίςκεται παντοφ ςτθν ωφςθ και μπορεί να απομονωκεί από 

διαωορετικζσ πθγζσ τόςο τροωίμων, όςο και επιωανειϊν. Ανάλογα με τισ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ 

που αντιμετωπίηει, οι οποίεσ τισ περιςςότερεσ ωορζσ ςυνιςτοφν ιπιεσ ι ιςχυρότερεσ καταπονιςεισ 

(ζλλειψθ κρεπτικϊν ςυςτατικϊν, οξζα, χαμθλζσ ι υψθλζσ κερμοκραςίεσ, υψθλι ςυγκζντρωςθ 
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άλατοσ, βαρζα μζταλλα κ.α.), ενεργοποιεί τουσ κατάλλθλουσ μθχανιςμοφσ ζκωραςθσ γονιδίων, 

πάντα με ςτόχο τθν αποκατάςταςθ τθσ κυτταρικισ του ομοιόςταςθσ (Aertsen and Michiels, 2002). 

Οι μεταγραωικζσ μεταβολζσ, εξαιτίασ μιασ καταπόνθςθσ, αλλάηουν τθν ωυςιολογία των κυττάρων. 

Ανάλογα με το είδοσ και τθν ιςχφ τθσ καταπόνθςθσ, επθρεάηεται θ ανκεκτικότθτα (ι θ ευαιςκθςία) 

του μικροοργανιςμοφ ςε επακόλουκεσ αντίςτοιχεσ ι διαωορετικζσ καταπονιςεισ. υγκεκριμζνα, 

μελζτεσ ζδειξαν ότι θ προψπαρξθ του πακογόνου ςε pH 5.5 (για 1 ϊρα) ευνοεί ςθμαντικά τθν 

μετζπειτα επιβίωςι του ςε pH καταπόνθςθσ 3.5 (Driscoll et al., 1996).  

 

 

χιμα 1.4. Αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ των ωυςιολογικϊν καταςτάςεων ενόσ μικροβιακοφ κυττάρου, όταν αυτό 

υποβάλλεται ςε διάωορεσ καταπονιςεισ (stresses, Yousef και Courtney, 2003) . 

 

Θ ωυςιολογία των κυττάρων ενόσ μικροοργανιςμοφ κακορίηεται από το είδοσ των εμποδίων 

που αναμζνεται να ςυναντιςει κατά τθν επεξεργαςία των τροωίμων, τθν ςυντιρθςθ και τθν 

εμπορία τουσ, τθν διαδικαςία κακαριςμοφ και απολφμανςθσ ι λόγω των ωυςικοχθμικϊν 

χαρακτθριςτικϊν των τροωίμων. Για τον λόγο αυτό, ενδεχομζνωσ να απαντθκεί διαωορετικι 

ςυμπεριωορά (κυρίωσ όςον αωορά τθν επιβίωςθ ςε υποκανάτιεσ καταπονιςεισ, αλλά και τθν 

κινθτικι του ςε ςυνκικεσ ανάπτυξθσ) ανάμεςα ςε ςτελζχθ τθσ L. monocytogenes που ζχουν 

απομονωκεί από κρζατα, τυριά, λαχανικά, επιωάνειεσ επεξεργαςίασ, εργαλεία ι νοςοφντεσ 

(Katrhariou, 2002). Επιπλζον, θ διαωοροποίθςθ ςτθν ωυςιολογία επζρχεται μετά από μακροχρόνια 

ζλλειψθ κρεπτικϊν ςυςτατικϊν των κυττάρων (κατά τθν παραμονι τουσ ςε επιωάνειεσ), όπου τα 

κφτταρα ειςζρχονται ςε μια κατάςταςθ που ονομάηεται ¨ηϊντα αλλά μθ καλλιεργιςιμα¨ (viable but 

non culturable, VBNC), ςτθν οποία δεν είναι γνωςτό το κατά πόςο τα κφτταρα βρίςκονται ςε μία 

μεταβατικι κατάςταςθ προσ τον κάνατό τουσ ι ςε μια ςτακερι κατάςταςθ που αποςκοπεί ςτθν 
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επιβίωςι τουσ (Aertsen and Michiels, 2002). Ακόμα όμωσ και ςτθν περίπτωςθ που τα κφτταρα κατά 

τθν φπαρξι τουσ ςτισ επιωάνειεσ επεξεργαςίασ τροωίμων δεν ζχουν υποςτεί λοιμό, διαωορετικζσ 

καταπονιςεισ όπωσ θ απολφμανςθ, τα οξζα και τα άλατα από τα τρόωιμα, αλλά και θ ςυμμετοχι 

τουσ ςτθν μορωολογία των βιοχμενίων (Κεω. 1.3), οδθγεί ςτθν ωυςιολογικι τουσ διαωοροποίθςθ 

από τα πλαγκτονικά κφτταρα και κατά περιπτϊςεισ ςτθν αυξθμζνθ ανκεκτικότθτά τουσ ςτουσ 

απολυμαντικοφσ παράγοντεσ (Chavant et al., 2004, Gandhi και Chikindas, 2007). Αντίςτοιχεσ 

διαωοροποιιςεισ ςτθν ωυςιολογία παρατθροφνται ανάμεςα ςτισ διάωορεσ ωάςεισ ανάπτυξθσ του 

μικροοργανιςμοφ (Driscoll et al., 1996, Sergelidis και Abrahim, 2009). Όταν τα κφτταρα βρίςκονται 

ξανά ςε ευνοϊκζσ ςυνκικεσ ςε αιϊρθςθ επανζρχονται, εν καιρϊ, ςτθν αρχικι τουσ ωυςιολογικι 

κατάςταςθ (χ. 1.4.).  

ε αντίκεςθ με τθν επικρατοφςα άποψθ, ο πλθκυςμόσ των κυττάρων ενόσ ςτελζχουσ δεν 

χαρακτθρίηεται από ομοιομορωία. Επομζνωσ, όταν το ςτζλεχοσ βρεκεί ςε περιβάλλον καταπόνθςθσ, 

ανάλογα με τθν ιςχφ τθσ, ζνα ποςοςτό των κυττάρων ενδζχεται να κανατωκεί, ζνα άλλο να 

τραυματιςτεί αλλά να επιβιϊςει, ενϊ οριςμζνα κφτταρα ενδεχομζνωσ να μθν επθρεαςτοφν. Προσ 

αυτι τθν κατεφκυνςθ, αυξανόμενο είναι το ενδιαωζρον για τον ζλεγχο τθσ ωυςιολογίασ (και τθσ 

ςυμπεριωοράσ) των μεμονωμζνων κυττάρων ενόσ ςτελζχουσ (Koutsoumanis, 2008). Εντοφτοισ, 

ςυχνό είναι και το ωαινόμενο ςυνεργαςίασ των κυττάρων, ζναντι των καταπονιςεων, μετά από 

μεταξφ τουσ επικοινωνία (μζςω κατάλλθλων χθμικϊν ενϊςεων), μια διαδικαςία γνωςτι ςαν 

αίςκθςθ απαρτίασ (quorum sensing, Gobbetti et al., 2007). Μζςω τθσ παραγωγισ κι εκπομπισ 

μικρϊν χθμικϊν μορίων, τα κφτταρα με μια ςειρά από μθχανιςμοφσ, όπωσ θ ζκωραςθ κατάλλθλων 

γονιδίων, θ δθμιουργία βιοχμενίων, θ βιοωωταφγεια, θ ζκωραςθ τοξικότθτασ, θ ςποριογόνιςθ κ.α., 

καταωζρνουν να αντιμετωπίςουν τουσ εξωτερικοφσ κινδφνουσ και να επιβιϊςουν, παρεκκλίνοντασ 

ωςτόςο από τθν αρχικι ωυςιολογικι τουσ κατάςταςθ (Morton et al., 1998, Bower και Daeschel, 

1999, Gandhi και Chikindas, 2007).  

Ζχοντασ ωσ δεδομζνο ότι θ ωυςιολογία ενόσ μικροοργανιςμοφ επθρεάηεται από πολλοφσ 

παράγοντεσ, όπωσ αυτοί αναωζρκθκαν ανωτζρω, ενϊ παράλλθλα αναμζνεται να επθρεάςει τθν 

ςυμπεριωορά του, ανάλογα και με το περιβάλλον ςτο οποίο βρίςκεται, ςθμαντικό μζροσ τθσ 

παροφςασ διατριβισ αωιερϊκθκε ςτθν διερεφνθςθ αυτοφ του ωαινομζνου: τθσ επίδραςθσ τθσ 

ωυςιολογίασ των κυττάρων τθσ L. monocytogenes ςτθν ικανότθτά του να επιβιϊνει ι να αυξάνεται 

ςε περιβάλλοντα και διεργαςίεσ που χαρακτθρίηουν τθν παραγωγι τυροκομικϊν προϊόντων. Σο 

ενδιαωζρον τθσ μελζτθσ ζγκειται ςτο ότι τα αποτελζςματά τθσ ςυνδζονται άμεςα με τθν 

βιοιχνθλαςιμότθτα. υγκεκριμζνα, θ γνϊςθ τθσ ωυςιολογίασ του πακογόνου και τθσ ςυμπεριωοράσ 

του ζναντι των εμποδίων που ςυναντά ςτθν βιομθχανία τροωίμων, μπορεί να βοθκιςει ςτθν 

ςφνδεςθ ενόσ επιδθμικοφ ςτελζχουσ με το τμιμα τθσ γραμμισ παραγωγισ από το οποίο προιλκε, 
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με αποτζλεςμα τθν ανάπτυξθ των κατάλλθλων διορκωτικϊν διαδικαςιϊν για τθν ζγκαιρθ 

αντιμετϊπιςθ ι τον ζλεγχο τθσ επιμόλυνςθσ (Kathariou, 2002, Reij και Aantrekker, 2004).   

 

1.2.7. Επίδραςθ τθσ βιοχθμείασ και μικροβιολογίασ των γαλακτοκομικϊν προϊόντων ςτθν L. 

monocytogenes 

θμαντικό ρόλο ςτα οργανολθπτικά και ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά γαλακτοκομικϊν 

προϊόντων, ιδιαίτερα των τυροκομικϊν, διαδραματίηουν οι μικροοργανιςμοί που είτε υπάρχουν ςτο 

νωπό γάλα ι χρθςιμοποιοφνται κατά τθν τεχνολογία παραγωγισ τουσ. Θ μικροβιακι ποικιλότθτα, 

ςτθν οποία δφνανται να ςυμπεριλαμβάνονται τόςο βακτιρια, όςο και ηφμεσ ι μφκθτεσ, είναι 

επικυμθτι, ιδιαίτερα ςτα παραδοςιακά τρόωιμα, επειδι τουσ προςδίδει τα μοναδικά τουσ 

οργανολθπτικά χαρακτθριςτικά (Samelis et al., 2009). Σα δφο πλζον χρθςιμοποιοφμενα βακτιρια 

είναι τα οξυγαλακτικά βακτιρια Lactobacillus bulgaricus και Streptococcus thermophilus, τα οποία 

αποτελοφν τθν εναρκτιρια καλλιζργεια κατά τθν παραςκευι των περιςςοτζρων τυριϊν ηφμωςθσ και 

τθσ γιαοφρτθσ (SLAB, Irlinger και Mounier, 2009). Σα οξυγαλακτικά βακτιρια μζςα από τθν 

μεταβολικι τουσ δραςτθριότθτα παράγουν οργανικά οξζα, τα οποία δρουν βακτθριοςτατικά μζςω 

τθσ μείωςθσ του pH του τροωίμου. Άλλα βακτιρια, που μποροφν να υπάρχουν ωυςικά ι μετά από 

επιμόλυνςθ ςτα γαλακτοκομικά προϊόντα, είναι τα οξυγαλακτικά βακτιρια εκτόσ τθσ αρχικισ 

καλλιζργειασ (NSLAB), που ανικουν ςυνικωσ ςτα γζνθ Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc κ.α., 

τα κολοβακτθριοειδι, τα εντεροβακτιρια, τα ςπορογόνα βακτιρια (Bacillus) και πακογόνα όπωσ τo 

E. coli 0157:H7, o L. monocytogenes, o S. aureus, τα Salmonela spp. κ.α (Manolopoulou et al., 2003, 

Angelidis et al., 2006, Ledenbach και Marshall, 2009). Οι αλλθλεπιδράςεισ των βακτθρίων τθσ 

ενδογενοφσ χλωρίδασ (μθ πακογόνου) των τροωίμων με τα πακογόνα, ζχει ςυνικωσ ςαν 

αποτζλεςμα τθν μείωςθ ι τθν εξάλειψθ των τελευταίων (Irlinger και Mounier, 2009). Ιδιαίτερα τα 

οξυγαλακτικά βακτιρια, εκτόσ από τθν παραγωγι οξζων και τθν μείωςθ του pH, παράγουν βιομόρια 

με αναςταλτικό για τθν ανάπτυξθ των πακογόνων χαρακτιρα, τισ βακτθριοςίνεσ (Giannou et al., 

2009). Οι ηφμεσ και οι μφκθτεσ μποροφν να εμωανιςτοφν είτε μζςα από τθν προςκικθ τουσ ςτθν 

παραςκευι οριςμζνων τφπων τυριϊν (π.χ. Roquefort, smear cheeses) ι μετά από επιμόλυνςι τουσ 

από το περιβάλλον (Irlinger και Mounier, 2009). Οι ηφμεσ και οι μφκθτεσ εξαιτίασ τθσ κατανάλωςθσ 

των οργανικϊν οξζων και τθν παραγωγι αμινομάδων, ευνοοφν τθν επιβίωςθ τθσ L. monocytogenes 

και κατά περιπτϊςεισ τθν αφξθςι του, μζςω τθσ αφξθςθσ του αρχικά απαγορευτικοφ pH (Belessi et 

al., 2008).    

ε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ, μπορεί να ειπωκεί ότι τα εμπόδια (hurdles) από τα ωυςικοχθμικά 

χαρακτθριςτικά των τυριϊν, όπωσ διαμορωϊνονται από τθν τεχνολογία παραςκευισ και τθν δράςθ 

των μικροοργανιςμϊν, είναι ικανά (ςε ςυνδυαςμό με τισ κερμοκραςίεσ ψφξθσ) να περιορίςουν τθν 
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ανάπτυξθ των πακογόνων μικροοργανιςμϊν ι ακόμα και να τουσ κανατϊςουν (Millet et al., 2006). 

Προσ αυτι τθν κατεφκυνςθ ερευνάται το κατά πόςο μπορεί να πραγματοποιθκεί επαρκισ ζλεγχοσ 

τθσ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes ςε τυριά που παραςκευάηονται από νωπό ι κερμιςμζνο γάλα 

και χαίρουν ιδιαίτερθσ αποδοχισ από τουσ καταναλωτζσ, λόγω τθσ υψθλισ ποιότθτασ των 

οργανολθπτικϊν τουσ χαρακτθριςτικϊν (Millet et al., 2006, Little et al., 2008, Samelis et al., 2009).  

 

1.2.8. Αντιμετϊπιςθ τθσ L. monocytogenes 

Παρά τθν ευρεία διάδοςθ του πακογόνου μικροοργανιςμοφ ςτθ ωφςθ, κεωρείται ότι θ πολφ 

ςυχνι παρουςία του ςτα τρόωιμα, ςχετίηεται με επιμολφνςεισ των προϊόντων κατά τθν διάρκεια τθσ 

παραγωγισ και μεταωοράσ τουσ, όπωσ και κατά τον χειριςμό τουσ από τουσ καταναλωτζσ. Ζνασ από 

τουσ ςθμαντικότερουσ παράγοντεσ που ςυνειςωζρουν ςτθν επιμόλυνςθ των τροωίμων είναι 

ικανότθτα του πακογόνου να ςχθματίηει βιοχμζνια ςε βιοτικζσ ι αβιοτικζσ επιωάνειεσ, ωσ 

μθχανιςμό απόκριςθσ ζναντι ςτισ καταπονιςεισ του περιβάλλοντοσ και των τροωίμων (Wilks, et al., 

2006).  Θ επικινδυνότθτα αυξάνεται όταν θ επιμόλυνςθ ςυμβεί ςε ςτάδια που ζπονται τθσ κερμικισ 

επεξεργαςίασ, λόγω τθσ ικανότθτάσ του να επιβιϊνει για μακρά χρονικά διαςτιματα ςε ζνα 

τρόωιμο, ακόμα και ςε κερμοκραςίεσ ψφξθσ ι κατάψυξθσ, εωόςον προςτατεφεται αποτελεςματικά 

από τα ςυςτατικά του τροωίμου (Gougouli et al., 2008, Sergelidis και Abrahim, 2009). Για τθν 

αντιμετϊπιςθ του προβλιματοσ, ςθμαντικι είναι θ υιοκζτθςθ κι θ εωαρμογι των κανόνων ορκισ 

υγιεινισ πρακτικισ και του κατάλλθλου ςυςτιματοσ HACCP (Hazard Analysis Critical Control Points), 

για κάκε ςτάδιο κατά μικοσ τθσ παραγωγικισ διεργαςίασ, από τθν παραλαβι των πρϊτων υλϊν 

μζχρι και τθν κατανάλωςι τουσ, με ςκοπό τον ζλεγχο του πακογόνου μικροοργανιςμοφ και τθ 

διαςωάλιςθ τθσ υγιεινισ των τροωίμων (Walls και Buchanan, 2005). τα πλαίςια των ςυςτθμάτων 

HACCP κακορίηονται ρθτά τα όρια αςωάλειασ των αρχικϊν προϊόντων, οι διαδικαςίεσ κακαριότθτασ 

και εξυγίανςθσ των επιωανειϊν που ζρχονται ςε επαωι με τα τρόωιμα, ενϊ προβλζπεται θ διαρκισ 

ενθμζρωςθ και εκπαίδευςθ του προςωπικοφ ςτον ορκό τρόπο χειριςμοφ των τροωίμων ςε κάκε 

ςτάδιο τθσ παραγωγισ τουσ (Lianou και Sofos, 2007). Λόγω τθσ ςτακερισ παρουςίασ κρουςμάτων 

λιςτερίωςθσ ςε παγκόςμιο επίπεδο, θ βιομθχανία τροωίμων είναι διαρκϊσ ςε επιωυλακι για τθν 

φπαρξθ τθσ L. monocytogenes ςτισ εγκαταςτάςεισ ι τθν πρϊτθ φλθ (ςωάγια, γάλα, λαχανικά κ.α.). 

Εντοφτοισ, θ δυνατότθτα τθσ πλιρουσ εξάλειψθσ του κινδφνου εμωάνιςθσ του πακογόνου ςε ζνα 

τρόωιμο ςυναντά περιοριςμοφσ (Walls και Buchanan, 2005). Για αυτό το λόγο, υιοκετείται κι 

εωαρμόηεται ζνα ςφνολο εμποδίων ενάντια ςτθν ανάπτυξθ του μικροοργανιςμοφ, τόςο κατά τθν 

παραγωγι (οξφτθτα, αλατότθτα, αντιμικροβιακά) όςο και κατά τθν μεταωορά του (ψφξθ, 

ςυςκευαςία), ϊςτε ακόμα και τρόωιμα που ζχουν επεξεργαςτεί με ιπιεσ κερμικζσ διεργαςίεσ να 

διατθροφν τθν αςωάλειά τουσ.  
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Μια νζα τάςθ αντιμετϊπιςθσ τθσ L. monocytogenes είναι θ θκελθμζνθ ςυνφπαρξι του με 

άλλουσ μικροοργανιςμοφσ, ςυνικωσ τθσ οικογζνειασ των οξυγαλακτικϊν βακτθρίων (Lactococcus 

lactis, Enterococcus faecalis κ.α.), οι οποίοι πλζον του ανταγωνιςμοφ τουσ με τον πακογόνο ςτα 

κρεπτικά ςτοιχεία του προϊόντοσ, παράγουν ζνα ςφνολο ενϊςεων (οξζα, βακτθριοςφνεσ) με 

ςθμαντικζσ αντιμικροβιακζσ ιδιότθτεσ (Garci et al., 2004, Poirazi et al., 2007, Siafaras et al., 2008). 

Άλλεσ νζεσ μζκοδοι, των οποίων θ ικανότθτα να ελζγξουν τθν ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes είναι 

προσ εξζταςθ, είναι θ ακτινοβόλθςθ, θ εωαρμογι υπερυψθλισ υδροςτατικισ πίεςθσ και θ ενεργι 

ςυςκευαςία παρουςία ωυςικϊν ςυνικωσ αντιμικροβιακϊν ουςιϊν (π.χ. αικζρια ζλαια, Lianou και 

Sofos, 2007). Επιπλζον, με τθν χριςθ των υπολογιςτικϊν μεκόδων, όπωσ είναι θ Μικροβιολογία 

Πρόβλεψθσ, επιτυγχάνεται καλφτερθ γνϊςθ τθσ ςυμπεριωοράσ του πακογόνου ανάλογα με τισ 

ςυνκικεσ που αναμζνεται να αντιμετωπίςει κατά τθν διάρκεια τθσ παραγωγισ και εμπορίασ του, με 

αποτζλεςμα τθν ακριβζςτερθ εκτίμθςθ του κινδφνου. Σο αυξθμζνο επιςτθμονικό ενδιαωζρον και θ 

πλθκϊρα των ερευνθτικϊν μελετϊν που ζχουν προκφψει τα τελευταία χρόνια, προςωζρουν το 

απαραίτθτο γνωςτικό υπόβακρο, που χρειάηεται για τον αποτελεςματικότερο ζλεγχο τθσ L. 

monocytogenes. 
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1.3. Βιοχμζνια  

 

1.3.1. Ειςαγωγι 

Ωσ βιοχμζνια χαρακτθρίηονται οι μικροβιακζσ κοινότθτεσ, ενόσ ι περιςςοτζρων 

μικροοργανιςμϊν, οι οποίεσ βρίςκονται προςκολλθμζνεσ ςε μία επιωάνεια, ςυνικωσ παρουςία 

οργανικισ φλθσ. Σα βιοχμζνια δφνανται να απαντθκοφν ςε οποιοδιποτε περιβάλλον υπάρχουν 

ηϊντεσ μικροοργανιςμοί, λόγω τθσ ικανότθτάσ τουσ να ςχθματίηονται ςχεδόν ςε όλα τα είδθ 

επιωανειϊν, τόςο ςε οργανικζσ (τρόωιμα, ηϊα, άνκρωποσ), όςο και ςε ανόργανεσ (μζταλλα, γυαλί, 

πλαςτικό κ.α.). τθν βιομθχανία τροωίμων ςυγκεκριμζνα, εμωανίηονται ςε επιωάνειεσ επεξεργαςίασ 

τροωίμων, ςτουσ χϊρουσ αποκικευςθσ, ςε εργαλεία, μθχανιματα και εξαρτιματα τθσ παραγωγικισ 

διαδικαςίασ, όπωσ και ςθμεία που δεν ζρχονται ςε άμεςθ επαωι με τα τρόωιμα (πάτωμα, τοίχοι, 

υδρορροζσ, Kells και Gilmour, 2004). Θ προςκόλλθςθ μικροοργανιςμϊν ςτισ επιωάνειεσ 

επεξεργαςίασ τροωίμων, ανάλογα με το είδοσ τουσ, οδθγεί ςτθν υποβάκμιςθ τόςο τθσ ποιότθτασ 

όςο και τθσ αςωάλειασ των παραγόμενων προϊόντων, μζςω τθσ διαρκοφσ επιμόλυνςθσ των 

τελευταίων κατά τθν επεξεργαςία, γεγονόσ που απαςχολεί άμεςα τθν βιομθχανία τροωίμων 

(Sharma και Anand, 2002).  

τθν δομι του βιοχμενίου τα ακινθτοποιθμζνα βακτθριακά κφτταρα βρίςκονται 

ενςωματωμζνα ςε ζνα ςφνκετο ςφςτθμα εξωκυτταρικϊν πολυμερϊν ουςιϊν (extracellular 

polymeric substances, EPS), παρουςία νεροφ (χ. 1.5.). Ο κφκλοσ ςχθματιςμοφ των βιοχμενίων 

ξεκινά με τθν εναπόκεςθ οργανικισ φλθσ ςε μία επιωάνεια, θ οποία μαηί με τθν φπαρξθ νεροφ δρα 

ςαν υπόςτρωμα ανάπτυξθσ των μικροοργανιςμϊν (conditioning film), ενϊ παράλλθλα τροποποιεί 

τισ ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ τθσ επιωάνειασ (θλεκτροςτατικό ωορτίο, υδροωοβικότθτα), ευνοϊντασ 

τθν μετζπειτα προςκόλλθςθ των κυττάρων (Hood και Zottola, 1997). τθ ςυνζχεια κφτταρα 

μικροοργανιςμϊν προςεγγίηουν τθν επιωάνεια και το υπόςτρωμα που ζχει δθμιουργθκεί, 

ενεργθτικά ι πακθτικά μζςω διάχυςθσ, βαρφτθτασ, δυναμικισ ροισ του μζςου ι τθσ ωυςικισ τουσ 

κινθτικότθτασ (μαςτίγια), και ςταδιακά προςκολλοφνται ςε αυτιν (Kumar και Anand, 1998). το 

πρϊτο ςτάδιο προςκόλλθςθσ οι ωυςικοχθμικζσ αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ των βακτθριακϊν 

κυττάρων με το ανϊτερο ςτρϊμα τθσ επιωάνειασ και τθν οργανικι φλθ είναι θλεκτροςτατικισ 

ωφςεωσ, δυνάμεισ οξζοσ-βάςεωσ κατά Lewis ι δυνάμεισ Van der Waals. το ςτάδιο αυτό τα κφτταρα 

εξακολουκοφν να ζχουν κινθτικότθτα (κίνθςθ Brown), ενϊ κεωρείται αναςτρζψιμο μιασ και 

μποροφν να αποκολλθκοφν με απλι ζκπλυςθ. το δεφτερο ςτάδιο τθσ προςκόλλθςθσ οι 

ιςχυρότερεσ δυνάμεισ που λαμβάνουν χϊρα, όπωσ δυνάμεισ υδρογόνου, ομοιοπολικοί και ιονικοί 

δεςμοί, αλλθλεπιδράςεισ διπόλου-διπόλου, κακϊσ και θ φπαρξθ βιοςυνκετικϊν πολυμερϊν 

εξαςωαλίηουν τθν μθ αντιςτρεπτι προςκόλλθςθ των κυττάρων ςτθν επιωάνεια. Σθν προςκόλλθςθ 
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ακολουκεί ο πολλαπλαςιαςμόσ των μικροοργανιςμϊν και ςχθματιςμόσ μικροαποικίασ, με 

παράλλθλθ ενίςχυςθ του ςτρϊματοσ των εξωκυτταρικϊν πολυμερϊν ουςιϊν. Ο ςχθματιςμόσ του 

βιοχμενίου λαμβάνει χϊρα ζπειτα από ςταδιακι απόκεςθ μικροαποικιϊν του ίδιου ι διαωορετικϊν 

βακτθρίων ςε ςτρϊματα, με ενδιάμεςθ φπαρξθ εξωπολυςακχαρίτθ. τθν τελικι του κατάςταςθ το 

βιοχμζνιο χαρακτθρίηεται από ετερογενι ςφςταςθ, ενϊ οι μικροοργανιςμοί ςε αυτό βρίςκονται 

προςτατευμζνοι ςε μικροαποικίεσ. Εκτόσ από τον εξωπολυςακχαρίτθ, ςτθν επιωάνεια του 

βιοχμενίου υπάρχει και ποςότθτα εξωκυτταρικοφ DNA (e-DNA, Kadam et al., 2013). Για τθν 

ολοκλιρωςθ του κφκλου, τθν ωρίμαςθ του βιοχμενίου ακολουκεί θ αποκόλλθςθ και θ διάχυςθ των 

κυττάρων εκ νζου ςε πλαγκτονικι μορωι. Θ αποκόλλθςθ των κυττάρων μπορεί να γίνει με πακθτικό 

τρόπο, π.χ. μζςω τθσ ροισ των τροωίμων ι με ενεργθτικό, με εςωτερικοφσ μθχανιςμοφσ 

αποδζςμευςθσ. Σα αποδεςμευμζνα κφτταρα μποροφν να δθμιουργιςουν καινοφρια βιοχμζνια. Θ 

μελζτθ τθσ δομισ των βιοχμενίων πραγματοποιείται με το ςυνεςτιακό μικροςκόπιο ςάρωςθσ με 

ακτίνεσ laser (C.L.S.M.), μία μθ καταςτρεπτικι in situ μζκοδο ι με τθν χριςθ γονιδίων αναωοράσ 

που κωδικοποιοφν ωκορίηουςα πρωτεΐνθ (G.F.P.). Οι παραπάνω μζκοδοι διευκολφνουν τόςο τθν 

ποιοτικι όςο και τθν ποςοτικι περιγραωι τθσ δομισ βιοχμενίων που αποτελοφνται από ζνα ι 

περιςςότερουσ μικροοργανιςμοφσ (Γκιαοφρθσ, 2008).  

   

 

χιμα 1.5. Σρόποσ ςχθματιςμοφ των βιοχμενίων ςτισ επιωάνειεσ που ζρχονται ςε επαωι με τρόωιμα. Αρχικά, 

οργανικά μόρια τροωίμων αποτίκενται ςτθν επιωάνεια του εξοπλιςμοφ ςχθματίηοντασ ζνα υπόςτρωμα, ςτο 

οποίο προςκολλοφνται οι μικροοργανιςμοί. Μετά από κφκλουσ κακαριςμοφ κι απολφμανςθσ, τα κφτταρα που 

παραμζνουν πολλαπλαςιάηονται και ςχθματίηουν αρχικά τθν μικροαποικία και ςτθ ςυνζχεια, μζςω ζκωραςθσ 

γονιδίων και κυτταρικισ επικοινωνίασ, το βιοχμζνιο (Shi και Zhu, 2009).   
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Σο είδοσ τθσ επιωάνειασ ςχθματιςμοφ του βιοχμενίου είναι ςθμαντικό κακϊσ οι επιωάνειεσ 

ανοξείδωτου χάλυβα λειτουργοφν καλφτερα ςαν υποςτρϊματα ςε ςχζςθ με επιωάνειεσ πολυμερϊν 

πλαςτικϊν (PVC) ι γυαλιοφ (χ. 1.6.). Λόγω τθσ ςτακερισ ωφςθσ του, ο ανοξείδωτοσ χάλυβασ 

χρθςιμοποιείται ευρζωσ τόςο ςτθν βιομθχανία τροωίμων όςο και ςε ςθμεία χειριςμοφ των 

τροωίμων από τουσ καταναλωτζσ (εμπορικά και οικιακά, Wilks et al., 2006). Εντοφτοισ, ωαίνεται να 

υπερτερεί ςτον ςχθματιςμό και τθν επιβίωςθ των βιοχμενίων μεταξφ άλλων μετάλλων (χαλκόσ, 

μπροφτηοσ, νικζλιο, και κράματά τουσ), θ χριςθ των οποίων ζχει προτακεί ςαν ζνα μζτρο 

αντιμικροβιακισ προςταςίασ (Wilks et al., 2006).  

 

1.3.1. Βιοχμζνια τθσ L. monocytogenes 

Θ L. monocytogenes ζχει τθν ικανότθτα να ςχθματίηει βιοχμζνια, κατά τθν επαωι του με τισ 

επιωάνειεσ επεξεργαςίασ τροωίμων, γεγονόσ που του παρζχει προςταςία ζναντι των καταπονιςεων 

(Bower και Daeschel, 1999, Pan et al., 2010). τελζχθ του πακογόνου ζχουν απομονωκεί από 

βιομθχανικζσ επιωάνειεσ, ςτισ οποίεσ επιβιϊνουν για χρόνια, επιμολφνοντασ τα παραγόμενα 

προϊόντα. Σα ςτελζχθ του πακογόνου διαωζρουν ωσ προσ τθν ικανότθτά τουσ να ςχθματίηουν 

βιοχμζνια (χ. 1.6.). Οι διαωοροποιιςεισ μεταξφ τθσ ικανότθτασ των ςτελεχϊν να ςχθματίηουν 

βιοχμζνια, ζχουν αποδοκεί ςτα διαωορετικά lineages (Pan et al., 2010), ςτουσ ορότυπουσ (Borucki 

et al., 2003), ςτθν ωυςιολογικι τουσ κατάςταςθ (Borucki et al., 2003) και ςτο ςθμείο απομόνωςισ 

τουσ (Kadam et al., 2013). τουσ παράγοντεσ που επθρεάηουν τθν ικανότθτα του βακτθρίου να 

ςχθματίηει βιοχμζνια ςυμπεριλαμβάνονται θ φπαρξθ ανταγωνιςτικισ χλωρίδασ (Carpentier και 

Chassaing, 2004), θ ςφςταςθ του μζςου ι των υπολειμμάτων τροωίμων (Gram et al., 2007, Kadam et 

al., 2013), θ κερμοκραςία του περιβάλλοντοσ (Mai και Conner, 2007, Kadam et al., 2013) και θ 

αφξθςθ τθσ παραγωγισ μαςτιγίων από τον πακογόνο (Poimenidou et al., 2009).  

 

α

8.6 μm

δγβ

 

χιμα 1.6. Εικόνεσ από τθν ανάλυςθ θλεκτρονικοφ μικροςκοπίου ςάρωςθσ (SEM) του ςτελζχουσ L. 

monocytogenes M39503A (υψθλι ικανότθτα ςχθματιςμοφ βιοχμενίου) ςε επιωάνεια ανοξείδωτου χάλυβα (α) 

και PVC (γ) και του ςτελζχουσ L. monocytogenes M35584A (χαμθλι ικανότθτα ςχθματιςμοφ βιοχμενίου) ςε 

επιωάνεια ανοξείδωτου χάλυβα (β) και PVC (δ, Borucki et al., 2003). 
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Θ ιςχυρι προςκόλλθςθ των βιοχμενίων τθσ L. monocytogenes ςτισ επιωάνειεσ και θ αυξθμζνθ 

ανκεκτικότθτά τουσ ζναντι των κακαριςτικϊν και απολυμαντϊν, κακιςτά δφςκολθ τθν επιτυχθμζνθ 

εξάλειψι τουσ, ιδιαίτερα ςε νεκρζσ περιοχζσ, κοιλότθτεσ, και γενικά ςε ςθμεία μθ προςβάςιμα ςτθν 

μθχανικι κακαριότθτα (Somers και Wong, 2004, Sofos και Geornaras, 2010). ε μια βιομθχανία θ 

οποία εωαρμόηει τισ αρχζσ του ςυςτιματοσ HACCP, θ εωαρμογι των προαπαιτοφμενων του είναι 

πρωταρχικισ ςθμαςίασ. Εντοφτοισ, διαμορωϊνοντασ τα βακτιρια τον ςχθματιςμό του βιοχμενίου, 

μποροφν να επιβιϊςουν ςε αυτόν προςτατευμζνα για χρόνια, διαγράωοντασ διαρκϊσ κφκλουσ 

προςκόλλθςθσ-ςχθματιςμοφ-αποκόλλθςθσ. θμαντικό ρόλο ςε αυτό διαδραματίηει θ αυξθμζνθ 

ανκεκτικότθτα του βιοχμενίου τθσ L. monocytogenes ζναντι των αντιμικροβιακϊν πρακτικϊν τθσ 

βιομθχανίασ τροωίμων (Kumar και Anad, 1998, Sofos και Geornaras, 2010). Θ μακρόχρονθ ζκκεςθ 

και καταπόνθςθ των κυττάρων ςε βακτθριοςτατικοφσ ι βακτθριοκτόνουσ παράγοντεσ, αρχικά 

επιωζρει διαωοροποιιςεισ ςτθν ωυςιολογικι τουσ κατάςταςθ, οι οποίεσ ωςτόςο είναι 

αναςτρζψιμεσ, ενϊ ςε οριακζσ περιπτϊςεισ μπορεί να οδθγιςουν και ςτθν μετάλλαξθ των 

κυττάρων (Langsrud et al., 2003, χ. 1.4.). ε μοριακό επίπεδο ζχει βρεκεί ότι θ μετάβαςθ των 

κυττάρων από τθν πλαγκτονικι κατάςταςθ ςτθν μορωολογία βιοχμενίου, ζχει ςυνδυαςτεί με τθν 

υπερζκωραςθ γονιδίων που ςχετίηονται με τθν ανκεκτικότθτα ςτισ καταπονιςεισ, τθν βιοςφνκεςθ, 

τθν παραγωγι ενζργειασ και τισ γενικότερεσ λειτουργίεσ του κυττάρου (Hains et al., 2006)  

Μια διαδικαςία απολφμανςθσ που χρθςιμοποιείται ευρζωσ από τθν βιομθχανία τροωίμων 

περιλαμβάνει ζνα αρχικό ςτάδιο εωαρμογισ του κακαριςτικοφ παράγοντα για τθν απομάκρυνςθ 

των υπολειμμάτων τροωίμων, ζκπλυςθ με νερό, κι εωαρμογι του απολυμαντικοφ παράγοντα για 

τθν κανάτωςθ των βακτθριακϊν κυττάρων (Somers και Wong, 2004). Οι απολυμαντικοί παράγοντεσ 

που χρθςιμοποιοφνται ςτθν βιομθχανία ανικουν κυρίωσ ςε τρεισ κατθγορίεσ: τα άλατα και τισ 

ενϊςεισ του χλωρίου, το υπεροξεικό οξφ (ι οξειδωτικοί παράγοντεσ) και τισ ενϊςεισ του 

τεταρτοταγοφσ αμμωνίου (Aarnisalo et al., 2007). Θ απολυμαντικι ικανότθτα των παραγόντων 

επθρεάηεται από τθν ςυγκζντρωςι τουσ, τον χρόνο εωαρμογισ, το pH τουσ, τθν φπαρξθ και ςφςταςθ 

υπολειμμάτων ςτισ επιωάνειεσ, κ.α. (Aarnisalo et al., 2000, 2007, Gram et al., 2007). Παράλλθλα με 

τα χθμικά απολυμαντικά ερευνάται θ πικανότθτα ζλεγχου των βιοχμενίων τθσ L. monocytogenes με 

τθν εωαρμογι ωυςικϊν αντιμικροβιακϊν όπωσ αικζρια ζλαια βοτάνων ι βιοχμζνια οξυγαλακτικϊν 

καλλιεργειϊν (Sandasi et al., 2008, Guerrieri et al., 2009). 
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1.4. Μικροβιολογία Πρόρρθςθσ 

 

1.4.1 Ειςαγωγι 

Θ Μικροβιολογία των Σροωίμων αποτελεί ζνα ιδιαίτερα ευρφ επιςτθμονικό πεδίο, ςτο οποίο 

εντάςςεται θ μελζτθ των μικροοργανιςμϊν, που ςχετίηονται με τθν υγιεινι και τθν ποιότθτα των 

τροωίμων. Θ κλαςςικι μεκοδολογία περιλαμβάνει τεχνικζσ απαρίκμθςθσ και ταυτοποίθςθσ των 

μικροβίων, οι οποίεσ κρίνονται ωσ χρονοβόρεσ και με υψθλό κόςτοσ, ενϊ ενδζχεται να μθν 

περιγράωουν πλιρωσ τθν ςυμπεριωορά των μικροοργανιςμϊν, ςε ςυνάρτθςθ με τισ διάωορεσ 

διεργαςίεσ που λαμβάνουν χϊρα κατά τθν παραγωγι κι εμπορία των προϊόντων. Θ Μικροβιολογία 

Πρόρρθςθσ, με τθ χριςθ μακθματικϊν μοντζλων, παρζχει τθ δυνατότθτα τθσ βελτιςτοποίθςθσ τθσ 

περιγραωισ των προαναωερκζντων ςυμπεριωορϊν, και κζτει μια βάςθ για τθν πρόβλεψι τουσ ςε 

μελλοντικζσ ςυνκικεσ ι ςε διαωορετικά προϊόντα.  

Ζνα μακθματικό μοντζλο, ςτθν πιο απλι μορωι του, αποτελεί τθν μακθματικι περιγραωι 

μιασ διαδικαςίασ. Για πρϊτθ ωορά χρθςιμοποιικθκαν μακθματικζσ εξιςϊςεισ ςτθ Μικροβιολογία 

Σροωίμων, ςτισ αρχζσ του 20ου αιϊνα, για τθν περιγραωι τθσ κινθτικισ τθσ καταςτροωισ 

πακογόνων μικροοργανιςμϊν, κατά τθ διάρκεια τθσ κερμικισ επεξεργαςίασ των τροωίμων. Θ 

δυναμικι ειςβολι ςτο χϊρο των τροωίμων τθσ Μικροβιολογίασ Πρόρρθςθσ εντοπίηεται ςτισ αρχζσ 

τθσ δεκαετίασ του 1970, με τθ χριςθ μακθματικϊν μοντζλων για τον προςδιοριςμό τθσ πικανότθτασ 

παραγωγισ τοξίνθσ από το C. botulinum, από τθν ομάδα Γενθγιϊργθ ςτισ Θνωμζνεσ Πολιτείεσ 

Αμερικισ και τθν ομάδα Roberts ςτο Θνωμζνο Βαςίλειο (McMeekin, 2000). Θ ειςαγωγι των 

θλεκτρονικϊν υπολογιςτϊν και των ςτατιςτικϊν λογιςμικϊν προγραμμάτων, ανζδειξε τθν 

εωαρμογι των μακθματικϊν μοντζλων ςε ζνα ιδιαίτερα χριςιμο εργαλείο, για τθ μελζτθ τθσ 

ςυμπεριωοράσ των μικροοργανιςμϊν κι εν ςυνεχεία τθ Μικροβιολογία Πρόρρθςθσ ςε ζνα 

ξεχωριςτό τομζα τθσ Μικροβιολογίασ Σροωίμων.  

 

1.4.2. Ανάπτυξθ των μοντζλων πρόβλεψθσ 

Θ ανάπτυξθ ενόσ μακθματικοφ μοντζλου πρόβλεψθσ ξεκινά από τον ςχεδιαςμό του 

πειράματοσ για τθν ςυλλογι δεδομζνων, κατά τον οποίον κα πρζπει να λαμβάνονται υπόψθ 

παράγοντεσ, όπωσ θ ςωςτι επιλογι των εξαρτθμζνων και ανεξάρτθτων μεταβλθτϊν, θ προζλευςθ, 

το είδοσ και θ προετοιμαςία του εμβολίου, το κρεπτικό υπόςτρωμα και οι ςυνκικεσ επϊαςθσ του 

μικροοργανιςμοφ. υγκεκριμζνα, ςαν εξαρτθμζνθ μεταβλθτι χρθςιμοποιείται ςυνικωσ ο χρόνοσ 

που απαιτείται για τθν μεταβολι τθσ ςυγκζντρωςθσ ενόσ μικροοργανιςμοφ ι παράμετροι που 

ςχετίηονται με αυτόν, όπωσ είναι ο ρυκμόσ ανάπτυξθσ και θ ωάςθ προςαρμογισ. Θ επιλογι των 

ανεξάρτθτων μεταβλθτϊν ςυνοδεφεται από τον ζλεγχο των μεταξφ τουσ αλλθλεπιδράςεων, ϊςτε ςε 
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περίπτωςθ που υπάρχουν, να ςυμπεριλθωκοφν ςτο μοντζλο, και τον κακοριςμό του εφρουσ των 

τιμϊν τουσ που κα μελετθκοφν, ϊςτε να ζχουν βιολογικό ενδιαωζρον.  

θμαντικι επίςθσ, κρίνεται θ επιλογι του μικροοργανιςμοφ που κα μελετθκεί, με όλεσ τισ 

παραμζτρουσ που τον ακολουκοφν, όπωσ το είδοσ και θ προϊςτορία (ωυςιολογία) του ςτελζχουσ, θ 

επιλογι ανάμεςα ςε ζνα ι μίγμα ςτελεχϊν, το επίπεδο των κυττάρων που κα ενοωκαλμιςτοφν για 

τθν βζλτιςτθ παρακολοφκθςθ τθσ ςυμπεριωοράσ του κ.α. Όςον αωορά τθν επιλογι του κρεπτικοφ 

υποςτρϊματοσ δεν μποροφν να παραβλεωκοφν τα οωζλθ τθσ χριςθσ υγρϊν ι ςτερεϊν 

εργαςτθριακϊν υποςτρωμάτων, μιασ και βοικθςαν ςτθν παραγωγι δεδομζνων και τθν ανάπτυξθ 

πολυάρικμων μακθματικϊν μοντζλων ςε ςφντομο χρονικό διάςτθμα, με ςχετικά μικρό κόςτοσ. 

Εντοφτοισ, τα τελευταία χρόνια αυξάνεται ςυνεχϊσ θ χριςθ τροωίμων ι ςυςτθμάτων που 

προςομοιάηουν τρόωιμα, με ςκοπό τθν ενςωμάτωςθ τθσ πολυπλοκότθτασ του περιβάλλοντοσ ενόσ 

τροωίμου ςτα μοντζλα πρόρρθςθσ και επομζνωσ τθν εξαγωγι ακριβζςτερων προβλζψεων. Θ 

ςυλλογι των πειραματικϊν δεδομζνων αποτελεί ζνα επιπλζον παράγοντα, για τον οποίον κα 

πρζπει να λαμβάνεται μνεία κατά τον πειραματικό ςχεδιαςμό. Θ επαρκισ ποςότθτα και ποιότθτά 

τουσ κακϊσ και θ ομοιόμορωθ κατανομι τουσ ςτο ςφνολο τθσ διάρκειασ του εξεταηόμενου 

ωαινομζνου είναι ςθμαντικζσ για τθν εγκυρότθτα του μοντζλου. Για τθν ςυλλογι τουσ μποροφν να 

χρθςιμοποιθκοφν κλαςςικζσ μζκοδοι μικροβιολογίασ, κακϊσ και ζμμεςεσ ενόργανεσ μζκοδοι 

καταγραωισ μικροβιακοφ ωορτίου (οπτικι πυκνότθτα, αγωγιμότθτα κ.α.). 

Σο πρϊτο ςτάδιο μετά τθν καταγραωι των δεδομζνων είναι θ προςαρμογι τουσ ςε μια 

ςιγμοειδι ςυνάρτθςθ για τον προςδιοριςμό των τιμϊν των κινθτικϊν παραμζτρων (ρυκμόσ 

ανάπτυξθσ, χρόνοσ προςαρμογισ, κ.ά.). Οι τιμζσ που λαμβάνονται χρθςιμοποιοφνται ςτθ ςυνζχεια 

για τθ δθμιουργία των δευτερογενϊν μακθματικϊν μοντζλων ενόσ μικροοργανιςμοφ ςε ςυνάρτθςθ 

με τουσ εξωτερικοφσ ι εςωτερικοφσ περιβαλλοντικοφσ παράγοντεσ. Σο τελευταίο ςτάδιο ςτθν 

ανάπτυξθ ενόσ μοντζλου είναι θ αξιολόγθςι του, θ οποία πρζπει γίνεται κάτω από πραγματικζσ 

ςυνκικεσ ςτο περιβάλλον ενόσ τροωίμου (McMeekin and Ross, 1996). Θ αξιοπιςτία ενόσ μοντζλου 

πρόρρθςθσ δεν άπτεται μόνο ςτο πόςο καλι προςαρμογι ζχει με τα πειραματικά δεδομζνα, αλλά 

κυρίωσ ςτο κατά πόςο είναι ικανό να προβλζψει τθν ανάπτυξθ ενόσ μικροοργανιςμοφ ςε όποιεσ 

ςυνκικεσ του ηθτθκοφν (Jones et al, 1994).  

 

1.4.3. Κατθγοριοποίθςθ των μοντζλων πρόβλεψθσ 

Ο πιο ςυνικθσ διαχωριςμόσ μακθματικϊν μοντζλων πρόρρθςθσ των τροωίμων είναι ςε 

κινθτικά μοντζλα και μοντζλα πικανοτιτων με κριτιριο το χαρακτιρα τθσ μακθματικισ τουσ 

εξίςωςθσ, δθλαδι αν θ εξίςωςθ αυτι περιγράωει τουσ χαρακτιρεσ τθσ κινθτικισ τθσ ανάπτυξθσ του 

μικροοργανιςμοφ ι αν μελετά τθν πικανότθτα, που ζχει αυτι θ ανάπτυξθ, να λάβει χϊρα. Κριτιρια 
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για τθν επιλογι του κατάλλθλου μοντζλου, είναι τα μικροβιακά είδθ που αποτελοφν το αντικείμενο 

τθσ μελζτθσ και ο αρικμόσ των μεταβλθτϊν. Ο τφποσ κατθγοριοποίθςθσ των Whiting & Buchanan, 

(1993), των κινθτικϊν μοντζλων ςε πρωτογενι, δευτερογενι και τριτογενι (Πίνακασ 1.1.), είναι 

περιςςότερο εφχρθςτοσ, κακϊσ επιτρζπει το χαρακτθριςμό και ομαδοποιεί τα περιςςότερα είδθ 

μοντζλων (McDonald and Sun, 1999). 

 

Πίνακασ 1.1. Κατθγορίεσ μοντζλων πρόρρθςθσ ςφμωωνα με τουσ McDonald & Sun (1999). 

Πρωτογενι Δευτερογενι Σριτογενι 

Gompertz function Belehradek model USDA Pathogen Modeling 

Program 

Modified Gompertz function Ratkowsky model Food MicroModel 

Logistic model Arrhenius model Pseudomonas Predictor 

Baranyi model Modified Arrhenius models 

(Davey or Schoolfield) 

Expert systems 

First order Monod model Probability models  

Modified Monod model   

D values of thermal 

inactivation 

Z values  

Whiting & Cygnarowicz Polynomial or Response 

Surface models 

 

Three phase linear model Williams–Landel Ferry model  

 

1.4.3.1. Πρωτογενι κινθτικά μοντζλα  

Σα πρωτογενι κινθτικά μοντζλα περιγράωουν τθ μεταβολι του μικροβιακοφ πλθκυςμοφ ςε 

ςχζςθ με το χρόνο, κάτω από ςυγκεκριμζνεσ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ επϊαςθσ του 

μικροοργανιςμοφ. Θ μεταβολι αυτι υπολογίηεται, είτε άμεςα με απαρίκμθςθ του μικροβιακοφ 

πλθκυςμοφ και ποςοτικό προςδιοριςμό των παραγόμενων τοξινϊν ι άλλων μεταβολικϊν 

προϊόντων του μικροοργανιςμοφ ι εμμζςωσ, με τον υπολογιςμό δεικτϊν τθσ μικροβιακισ 

ανάπτυξθσ, ανάμεςα ςτουσ οποίουσ περιςςότερο δθμοωιλείσ είναι θ οπτικι πυκνότθτα και οι 

μετριςεισ θλεκτρικισ αγωγιμότθτασ (Impedance). Θ καταγραωι τθσ μεταβολισ του μικροβιακοφ 

πλθκυςμοφ ςε ςχζςθ με το χρόνο και θ δθμιουργία τθσ καμπφλθσ αφξθςισ του, αποτελοφν τα 

πειραματικά δεδομζνα πάνω ςτα οποία βαςίηεται θ δθμιουργία ενόσ πρωτογενοφσ μοντζλου. Για τα 

περιςςότερα τρόωιμα θ κερμοκραςία αποτελεί τον κφριο περιβαλλοντικό παράγοντα, που ρυκμίηει 

κακοριςτικά τισ κινθτικζσ παραμζτρουσ τθσ ανάπτυξθσ των μικροοργανιςμϊν του τροωίμου, 

πακογόνων ι μθ. Σα πρωτογενι μοντζλα ζχουν κεμελιϊδθ ςθμαςία για τον τομζα τθσ 

μικροβιολογίασ πρόρρθςθσ. Ζχουν ωσ ςτόχο να περιγράψουν τθν κινθτικι ανάπτυξθσ των 
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μικροοργανιςμϊν, με όςο το δυνατόν λιγότερεσ παραμζτρουσ, αλλά διατθρϊντασ τθν ικανότθτα να 

περιγράωουν με ακρίβεια τισ διάωορεσ ωάςεισ τθσ μικροβιακισ ανάπτυξθσ.  

Θ κινθτικι ανάπτυξθσ των μικροοργανιςμϊν ακολουκεί ςυνικωσ μια ςιγμοειδι καμπφλθ με 

τζςςερεισ διακριτζσ ωάςεισ: προςαρμογισ, λογαρικμικισ ανάπτυξθσ, ςταςιμότθτασ και κανάτου 

(Zwietering et al., 1990). Οι τρεισ πρϊτεσ ωάςεισ, που ενδιαωζρουν περιςςότερο όταν μελετοφνται 

μοντζλα ανάπτυξθσ, μποροφν να περιγραωοφν από τρεισ παραμζτρουσ: τον μζγιςτο ειδικό ρυκμό 

ανάπτυξθσ (μmax), ο οποίοσ αποτελεί τθν μζγιςτθ κλίςθ τθσ καμπφλθσ ανάπτυξθσ, τον χρόνο 

προςαρμογισ (λ), το ςθμείο που θ μζγιςτθ κλίςθ τζμνει τον άξονα των Χ και τθν ανϊτερθ 

αςφμπτωτο (Ymax) τθσ καμπφλθσ. Ζχουν αναπτυχκεί αρκετζσ εξιςϊςεισ, που χρθςιμοποιοφνται για να 

περιγράψουν τθν ςιγμοειδι ανάπτυξθ. Οριςμζνεσ από αυτζσ αποτελοφν εμπειρικά μοντζλα (π.χ. το 

κλαςςικό και το τροποποιθμζνο μοντζλο Gompertz, το κλαςςικό και το τροποποιθμζνο λογιςτικό 

μοντζλο κ.α), τα οποία εωαρμόηονται εφκολα και εκωράηουν αξιόπιςτα μια διαδικαςία για ζνα 

ςυγκεκριμζνο εφροσ των μεταβλθτϊν. υχνά ςτεροφνται κεωρθτικισ βάςθσ, και αρκετζσ από τισ 

παραμζτρουσ τουσ δεν ζχουν βιολογικι ςθμαςία. Για όλουσ τουσ παραπάνω λόγουσ, πολλοί 

ερευνθτζσ κεωροφν ότι τα ςυγκεκριμζνα μοντζλα δε προςωζρουν γνϊςεισ πάνω ςτουσ 

μθχανιςμοφσ, που χαρακτθρίηουν μια βιολογικι διεργαςία. Αντίκετα, θ δθμιουργία μοντζλων 

μθχανιςτικισ βάςθσ απαιτεί τθν κατανόθςθ των βιολογικϊν μθχανιςμϊν και διεργαςιϊν, που 

αποτελοφν τθ βάςθ του κυτταρικοφ μεταβολιςμοφ. Σελευταία, ζχει δθμιουργθκεί μία νζα γενιά 

κινθτικϊν μοντζλων, τα οποία ςτθρίηονται επίςθσ, ςε μθχανιςτικι βάςθ, όπωσ είναι τα μοντζλα 

Baranyi, Hills, Buchanan και το μοντζλο του ετερογενοφσ πλθκυςμοφ (McKellar and Lu, 2004). 

Επιτρζπουν τθν εξαγωγι προβλζψεων από απλζσ υποκζςεισ και κεωροφνται από τουσ 

περιςςότερουσ ερευνθτζσ ανϊτερα των εμπειρικϊν μακθματικϊν μοντζλων (Van Impe et al., 1992, 

Zwietering et al., 1993).  

 

Μοντζλο Baranyi 

Οι Baranyi et al. (1994) ειςιγαγαν, για τθν περιγραωι τθσ καμπφλθσ τθσ βακτθριακισ 

ανάπτυξθσ, ζνα μθχανιςτικό μοντζλο. Θ λανκάνουςα ωάςθ προςαρμογισ αποδίδεται ςτθν 

αναγκαιότθτα να ςυντεκεί ζνα άγνωςτο υπόςτρωμα qo, το οποίο είναι απαραίτθτο για τθν 

ανάπτυξθ. Από τθ ςτιγμι που τα κφτταρα κα προςαρμοςτοφν ςτο νζο περιβάλλον, αυξάνονται 

εκκετικά. Θ ανάπτυξι τουσ περιορίηεται από παράγοντεσ που υπαγορεφονται από το μζςο 

ανάπτυξθσ. Θ καμπφλθ του μοντζλου Baranyi δίνεται από τθν Εξίςωςθ 1: 
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όπου y(t)=lnx(t), y0=lnx0 και ν: ρυκμόσ ανάπτυξθσ του περιοριςτικοφ υποςτρϊματοσ, ο οποίοσ 

γενικϊσ κεωρείται ότι είναι ίςοσ προσ μmax (McKellar και Lu, 2004). 

Θ εξίςωςθ που προςδιορίηει το A(t) ςε ςυνδυαςμό με τισ ςυνκικεσ που επικρατοφν μετά τον 

ενοωκαλμιςμό, επιτρζπουν τθν πρόβλεψθ τθσ διάρκειασ τθσ λανκάνουςασ ωάςθσ. Αν ο ειδικόσ 

ρυκμόσ ανάπτυξθσ ακολουκεί τισ περιβαλλοντικζσ αλλαγζσ άμεςα κακϊσ ςυμβαίνουν, αυτό το 

μοντζλο μπορεί να περιγράψει τθν κινθτικι τθσ μικροβιακισ ανάπτυξθσ ςε περιπτϊςεισ που 

παράγοντεσ όπωσ το pH, θ ενεργότθτα του φδατοσ και θ κερμοκραςία μεταβάλλονται με το χρόνο. Θ 

δθμιουργία μοντζλων για ςυςτιματα, τα οποία βρίςκονται ςε ζνα δυναμικό περιβάλλον, αποτελεί 

ζνα από τα πλεονεκτιματα του ςυγκεκριμζνου μοντζλου. Σο μοντζλο Baranyi ζχει χρθςιμοποιθκεί, 

αξιολογθκεί και ςυγκρικεί ςε διάωορεσ εωαρμογζσ. ε πολλζσ περιπτϊςεισ θ ςφγκριςι του με άλλα 

πρωτογενι μοντζλα, όπωσ θ εξίςωςθ Gompertz, ζδωςε ικανοποιθτικά αποτελζςματα (McDonald 

and Sun,1999).  

 

 

χιμα 1.7. Καμπφλθ μικροβιακισ ανάπτυξθσ βαςιςμζνθ ςτο μοντζλο Baranyi και Roberts (1994), όπου 

μmax είναι ο μζγιςτοσ ειδικόσ ρυκμόσ ανάπτυξθσ (1/χρόνοσ), λ είναι θ διάρκεια τθσ ωάςθσ προςαρμογισ 

(χρόνοσ) και h0 είναι θ μεταςχθματιςμζνθ παράμετροσ τθσ ωυςιολογικισ κατάςταςθσ (McKellar και Lu, 

2004). 

 

Σο μοντζλο Baranyi ζχει βρει πολλζσ εωαρμογζσ ςτθν περιγραωι τθσ κινθτικισ των 

μικροοργανιςμϊν, που αωοροφν τα τρόωιμα και ιδιαίτερα τα προϊόντα με βάςθ το κρζασ. Θ χριςθ 

των λογιςμικϊν προγραμμάτων DMFit και MicroFit κακιςτοφν τθν εωαρμογι του ςυγκεκριμζνου 
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μοντζλου εφκολθ. Πρόςωατεσ εωαρμογζσ του προγράμματοσ ςχετίηονται με τθν κινθτικι διαωόρων 

πακογόνων μικροοργανιςμϊν, μεταξφ των οποίων και τθσ L. monocytogenes (McClure et al.,1997,  

Fernandez et al., 1997). Εκτόσ από τθν ευκολία ςτθν χριςθ του, ζχει βρεκεί ότι το μοντζλο των 

Baranyi και Roberts, προςαρμόηεται καλφτερα ςτα πειραματικά δεδομζνα ςε ςχζςθ με άλλα 

πρωτογενι μοντζλα (McClure et al., 1993, Dalgaard, 1995, Sutherland et al., 1995, 1997). 

τα πρωτογενι κινθτικά μοντζλα, εκτόσ από τα μοντζλα ανάπτυξθσ, ανικουν και τα μοντζλα 

επιβίωςθσ ι κανάτωςθσ. Θ απόκριςθ των μικροοργανιςμϊν κατά τθν εωαρμογι εξωτερικϊν ι 

εςωτερικϊν καταπονιςεων, ςαν μζροσ τθσ τεχνολογίασ παραγωγισ ενόσ τροωίμου δεν είναι πάντα 

γραμμικι, όπωσ ςυμβαίνει ςτθν περίπτωςθ τθσ αφξθςισ τουσ. Για τον λόγο αυτό ζχουν προτακεί 

διαωορετικά είδθ μοντζλων κανάτωςθσ τόςο γραμμικά όςο και μθ γραμμικά (Geeraerd et al., 2005). 

Σα γραμμικά μοντζλα βρίςκουν για πολλά χρόνια εωαρμογι ςε περιπτϊςεισ κερμοκραςιακισ 

κανάτωςθσ μικροοργανιςμϊν (παςτερίωςθ, αποςτείρωςθ), αν και λόγω τισ ανομοιογζνειασ του 

βακτθριακοφ πλθκυςμοφ ςε ζνα τρόωιμο, κεωρείται αδφνατθ θ μείωςι του ςε όλθ τθν διάρκεια τθσ 

διαδικαςίασ με ςτακερι ταχφτθτα, k. Σα μθ γραμμικά μοντζλα, τα οποία ενδζχεται να 

περιλαμβάνουν μία αρχικι (¨ϊμο¨, shoulder) ι μια τελικι (¨ουρά¨, tail) ωάςθ επιβίωςθσ ι και τισ 

δφο, περιγράωουν τόςο μθ κερμοκραςιακζσ επεξεργαςίεσ, όςο και κερμοκραςιακζσ με κατανομι 

κερμοκραςίασ. Σο πρόγραμμα GinaFiT που διατίκεται τα τελευταία χρόνια ςαν πρόςκετο του Excel 

Office® δίνει τθν δυνατότθτα χριςθσ διαωορετικϊν μοντζλων κανάτωςθσ, με εφκολο και γριγορο 

τρόπο, χωρίσ τθν ανάγκθ παλινδρόμθςθσ, ακόμα και από άτομα που δεν είναι γνϊςτεσ τθσ 

ανάπτυξθσ μακθματικϊν μοντζλων (Geeraerd et al., 2005). Θ περιγραωι τθσ ςυμπεριωοράσ των 

μικροοργανιςμϊν κατά τθν διάρκεια των διεργαςιϊν κανάτωςισ τουσ, που χρθςιμοποιοφνται 

ςυνικωσ ςτθν βιομθχανία τροωίμων  (παςτερίωςθ, αποςτείρωςθ, οξίνιςθ κ.α.), είναι ςθμαντικι για 

τον προςδιοριςμό τθσ αςωάλειασ των προϊόντων.  

1
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χιμα 1.8. Συπικζσ καμπφλεσ κανάτωςθσ των μικροοργανιςμϊν. 1. Γραμμικι, 2. Γραμμικι με ουρά, 3. 

Γραμμικι με ϊμο και ουρά, 4. Γραμμικι με ϊμο. 5. Διωαςικι, 6. Κυρτι, 7. Διωαςικι με ϊμο, 8. Κοίλθ 

(Geeraerd et al., 2005). 
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1.4.3.2. Δευτερογενι κινθτικά μοντζλα 

Σα δευτερογενι μοντζλα περιγράωουν μακθματικά τθν επίδραςθ των διαωόρων 

περιβαλλοντικϊν παραγόντων, όπωσ είναι θ κερμοκραςία, το pH, θ ενεργότθτα του φδατοσ ι το 

οξειδοαναγωγικό δυναμικό ςτισ κινθτικζσ παραμζτρουσ που χαρακτθρίηουν τθν ανάπτυξθ ενόσ 

μικροοργανιςμοφ. Για παράδειγμα, αν μελετθκεί θ επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςε ζνα μικροβιακό 

πλθκυςμό, για ζνα ςυγκεκριμζνο εφροσ κερμοκραςιϊν, και με βάςθ τα πειραματικά δεδομζνα 

δθμιουργθκεί ζνα πρωτογενζσ μοντζλο, με το μοντζλο αυτό μπορεί να υπολογιςτεί ο αντίςτοιχοσ 

χρόνοσ γενεάσ. Με ζνα δευτερογενζσ μοντζλο κα περιγραωεί θ επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτθν 

κινθτικι αυτι παράμετρο, ϊςτε να δίνεται θ δυνατότθτα να υπολογίηεται ο χρόνοσ γενεάσ του 

ςυγκεκριμζνου μικροοργανιςμοφ για κάκε κερμοκραςία Σ, εντόσ του εφρουσ των κερμοκραςιϊν του 

ςυγκεκριμζνου πειράματοσ (Whiting and Buchanan, 1993). 

Ωσ δευτερογενι μοντζλα ορίηονται, όπωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, τα μοντζλα που περιγράωουν 

τθν επίδραςθ των περιβαλλοντικϊν ςυνκθκϊν (ωυςικοφ, χθμικοφ ι βιολογικοφ χαρακτιρα) ςτισ 

τιμζσ των παραμζτρων των πρωτογενϊν μοντζλων. Ανάμεςα ςτουσ διάωορουσ περιβαλλοντικοφσ 

παράγοντεσ, που ζχουν μελετθκεί, όπωσ θ κερμοκραςία, θ τιμι τθσ ενεργότθτα φδατοσ, το pH, θ 

ςφςταςθ του μικροβιακοφ πλθκυςμοφ, αναμωιςβιτθτα ο περιβαλλοντικόσ παράγοντασ που 

επθρεάηει κακοριςτικά τθν κινθτικι τθσ μικροβιακισ ανάπτυξθσ, κατά τθ διαδικαςία τθσ παραγωγισ 

και διάκεςθσ ενόσ τροωίμου είναι θ κερμοκραςία. Κατά τουσ διάωορουσ χειριςμοφσ που υωίςταται 

ζνα τρόωιμο πριν από τθν διάκεςθ του ςτον τελικό αποδζκτθ (καταναλωτι), ςυντθρείται εντόσ ενόσ 

εφρουσ κερμοκραςιϊν (0-35οC), που επθρεάηουν ςθμαντικά τισ κινθτικζσ παραμζτρουσ ανάπτυξθσ 

του μικροβιακοφ πλθκυςμοφ, δθλαδι το ρυκμό ανάπτυξθσ, τθ διάρκεια τθσ ωάςθσ προςαρμογισ, το 

χρόνο διπλαςιαςμοφ και το μζγιςτο πλθκυςμό των μικροβιακϊν κυττάρων. Ανάλογα με το είδοσ 

τουσ, οι διάωοροι πακογόνοι μικροοργανιςμοί των τροωίμων ζχουν τθν ικανότθτα να 

πολλαπλαςιάηονται ςε κερμοκραςίεσ από 0 ζωσ 50οC. Κατά τθ ςυντιρθςθ των τροωίμων ςε 

κερμοκραςίεσ ψφξθσ ευνοείται θ επικράτθςθ των ψυχρότροωων, αλλοιογόνων και πακογόνων 

μικροοργανιςμϊν, ενϊ ςε υψθλότερεσ κερμοκραςίεσ ςυντιρθςθσ ευνοείται θ ανάπτυξθ και 

επικράτθςθ των μεςόωιλων πακογόνων μικροβίων. Ενδιαωζρον επίςθσ ζχει εκδθλωκεί ςχετικά με 

τθν επίδραςθ, που ζχει θ κερμοκραςία ςυντιρθςθσ, ςτο ρυκμό ανάπτυξθσ των πακογόνων 

μικροοργανιςμϊν, όταν ο πλθκυςμόσ των τελευταίων βρίςκεται ςε επίπεδα κάτω από το όριο 

ανίχνευςθσ (Shimoni and Labuza, 2000). Σισ περιςςότερεσ εωαρμογζσ ζχουν τα δευτερογενι 

κινθτικά μοντζλα Arrhenius, το τροποποιθμζνο μοντζλο Arrhenius, τα μοντζλα τθσ τετραγωνικισ 

ρίηασ και τα πολυωνυμικά μοντζλα, το μοντζλο gamma-concept, και το μοντζλο κεμελιωδϊν 

παραμζτρων (Cardinal Parameter Model, CPM).  
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Σα πολυωνυμικά μοντζλα, χαρακτθρίηονται από τθν απλότθτα και τθν ευκολία τουσ κι ζχουν 

χρθςιμοποιθκεί ςε πλικοσ μελετϊν (McClure et al., 1993, Pin et al., 2000), εντοφτοισ, δεν ζχουν 

βιολογικι ερμθνεία (Delignette-Muller et al., 1995). Σα μοντζλα Arrehenius είναι εμπειρικά μοντζλα 

που περιγράωουν τθν επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ, τα οποία βαςίηονται ςτθν κινθτικι των 

αντιδράςεων, ενϊ περικλείουν μθχανιςτικζσ κι εμπειρικζσ τροποποιιςεισ, ζτςι ϊςτε να 

ςυμπεριλαμβάνονται οι παρατθροφμενεσ παρεκκλίςεισ (McMeekinet al., 1993, Ross and McMeekin, 

1994, Davey, 1994; Daughtry et al., 1997). Οι Ratkowsky et al. (1982) ςτθν προςπάκειά τουσ να 

αντιμετωπίςουν προβλιματα των εξιςϊςεων Arrhenius, ειςιγαγαν το μοντζλο τετραγωνικισ ρίηασ, 

το οποίο χρθςιμοποιεί μια κεωρθτικι ελάχιςτθ τιμι κερμοκραςίασ ανάπτυξθσ (Tmin). Ζκτοτε ζχουν 

αναπτυχκεί πολυάρικμα μοντζλα τετραγωνικισ ρίηασ που περιγράωουν τθν επίδραςθ και άλλων 

παραγόντων πλθν τθσ κερμοκραςίασ (McMeekinet al., 1987, Adams et al. 1991), ι ςυνδυαςμό 

παραγόντων (Wijtzes et al., 2001). 

 

 

χιμα 1.9. Επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτον ρυκμό ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes, όπωσ ζχει εξαχκεί από 

το μοντζλο των κεμελιωδϊν παραμζτρων (Cardinal Parameters Model, CPM, Le Marc et al., 2002).  

 

Οι Zwietering et al. (1992) ειςιγαγαν το gamma concept, το οποίο βαςίηεται ςτθν ιδζα ότι οι 

περιβαλλοντικοί παράγοντεσ που επιδροφν ςτον ρυκμό ανάπτυξθσ δροφν ανεξάρτθτα και θ 

επίδραςθ του κακενόσ μπορεί να εκωραςτεί ςαν μζροσ του μζγιςτου ειδικοφ ρυκμοφ ανάπτυξθσ. Ο 

παράγοντασ γάμμα (γ) είναι το πθλίκο του πραγματικοφ ρυκμοφ ανάπτυξθσ ςε κάκε περιβαλλοντικι 

ςυνκικθ δια του ίδιου ρυκμοφ ςε άριςτεσ ςυνκικεσ. υνολικά, ο ρυκμόσ ανάπτυξθσ ενόσ 

μικροοργανιςμοφ δίνεται από των πολλαπλαςιαςμό όλων των γάμμα παραγόντων των ςυνκθκϊν 

που επθρεάηουν τθν αφξθςι του. Σο μοντζλο κεμελιωδϊν παραμζτρων είναι ζνα ακόμα 

δευτερογενζσ εμπειρικό μοντζλο που βαςίηεται ςτθν υπόκεςθ ότι ο ςυνολικόσ ρυκμόσ ανάπτυξθσ 
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είναι το γινόμενο των επιμζρουσ ςχετικϊν παραγόντων ανάπτυξθσ. Ζκτοτε, χρθςιμοποιείται ευρζωσ 

ςτθν βιβλιογραωία (Augustin και Carlier 2000, Le Marc et al., 2002), ενϊ μπορεί να προβλζψει με 

ακρίβεια τόςο τθν κινθτικι, όςο και τα όρια ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes ςε γαλακτοκομικά, 

κρζατα και ιχκυρά (Augustin et al., 2005). θμαντικό πλεονζκτθμά του κεωρείται θ ενςωμάτωςθ των 

περιςςοτζρων (ι όλων) των παραμζτρων που επθρεάηουν, ςε μικρότερο ι μεγαλφτερο βακμό τθν 

ςυμπεριωορά του μικροοργανιςμοφ, κακϊσ και οι αλλθλοεπιδράςεισ μεταξφ αυτϊν. υγκεκριμζνα, 

οι Augustin και Carlier (2000) ςυγκζντρωςαν ςε ζνα μοντζλο τθν επίδραςθ 15 περιβαλλοντικϊν 

παραμζτρων ςτον ρυκμό ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes. 

 

1.4.4. Μοντζλα πικανοτιτων - Πολυωνυμικό μοντζλο λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ  

Οι πλθροωορίεσ που παρζχονται από τα κινθτικά μοντζλα πρόρρθςθσ ζχουν ευρεία χριςθ 

όταν μελετοφνται αλλοιογόνοι μικροοργανιςμοί ι πακογόνοι, για τουσ οποίουσ ζχουν κεςπιςτεί 

ςυγκεκριμζνα όρια ανεκτικότθτασ. Αντίκετα, ςτθν περίπτωςθ των πακογόνων μικροοργανιςμϊν, 

των οποίων θ λοιμογόνοσ δόςθ είναι ιδιαίτερα χαμθλι και τα όρια τθσ νομοκεςίασ ενίοτε μθδενικά, 

το ενδιαωζρον μετατοπίηεται ςτθν εφρεςθ των ςυνκθκϊν που επιτρζπουν ι δεν επιτρζπουν τθν 

ανάπτυξθ τουσ, κακϊσ και των ενδιάμεςων ορίων των περιοχϊν αυτϊν (McMeekin et al., 2000). 

Προσ αυτι τθν κατεφκυνςθ τα μοντζλα πικανοτιτων αποςκοποφν ςτον ακριβι προςδιοριςμό των 

ςυνκθκϊν, των οποίων θ εωαρμογι εξαςωαλίηει τον ζλεγχο μίασ διαδικαςίασ ι απομακρφνει τον 

κίνδυνο ενόσ επικίνδυνου πακογόνου παράγοντα, μζςω του προςδιοριςμοφ τθσ πικανότθτασ, που 

ζχει ο ςυγκεκριμζνοσ πακογόνοσ, να αυξθκεί ι όχι.  

ε όλουσ του μικροοργανιςμοφσ που ενδιαωζρουν τθν μικροβιολογία τροωίμων, υπάρχει ζνασ 

ελάχιςτοσ ρυκμόσ ανάπτυξθσ, πζρα από τον οποίο θ ανάπτυξθ του μικροβιακοφ πλθκυςμοφ δεν 

πραγματοποιείται ακόμα και μετά από εκτεταμζνεσ περιόδουσ επϊαςθσ. Αυτό το όριο ενδζχεται να 

κακορίηεται αποκλειςτικά από ζναν εξωτερικό ι εςωτερικό περιβαλλοντικό παράγοντα ι ζνα 

ςυνδυαςμό παραγόντων, όπωσ κερμοκραςία, αλατοπεριεκτικότθτα, pH, οξζα κ.α. τθν τελευταία 

περίπτωςθ, ςφμωωνα με τθν κεωρία των εμποδίων, όταν περιςςότεροι από ζναν παράγοντεσ 

περιορίηουν τθν ανάπτυξθ ενόσ πλθκυςμοφ, το απόλυτο επίπεδο δριμφτθτασ από κάκε παράγοντα 

που απαιτείται για να περιοριςτεί θ ανάπτυξθ μειϊνεται (Leistner, 2000). Θ ςθμαςία τθσ κεωρίασ 

των εμποδίων ζγκειται ςτθν διαςωάλιςθ τθσ ποιότθτασ και τθσ αςωάλειασ των τροωίμων, με τθν 

χριςθ λιγότερο παρεμβατικϊν ςυνκθκϊν επεξεργαςίασ. Θ υιοκζτθςθ ιπιων ςυνκθκϊν 

επεξεργαςίασ των τροωίμων, πθγάηει από τθν αυξανόμενθ προτίμθςθ των καταναλωτϊν, για 

τρόωιμα ςτα οποία ζχει εξαςωαλιςτεί μεν θ αςωάλειά τουσ, διατθρϊντασ παράλλθλα τα ποιοτικά 

χαρακτθριςτικά τουσ ςε κατάςταςθ κοντά ςε αυτιν των μθ επεξεργαςμζνων τροωίμων. Θα 

μποροφςε επομζνωσ να ειπωκεί, ότι τα μοντζλα πικανοτιτων εκωράηουν ποςοτικά τθ κεωρία των 
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εμποδίων (McMeekin et al., 2000). Αυτι θ προςζγγιςθ ζχει χρθςιμοποιθκεί για τον προςδιοριςμό 

τθσ ενδιάμεςθσ περιοχισ, ανάμεςα ςτισ ςυνκικεσ που επιτρζπουν ανάπτυξθ και ςε αυτζσ που δεν 

τθν επιτρζπουν, για διάωορουσ μικροοργανιςμοφσ, ανάμεςα ςτουσ οποίουσ και για τθν L. 

monocytogenes, ςε ςχζςθ με τουσ παράγοντεσ κερμοκραςία, pH, τθ ςυγκζντρωςθ γαλακτικοφ οξζοσ 

και NaCl (McMeekin et al., 2002). 

Θ λογιςτικι παλινδρόμθςθ αποτελεί ζνα χριςιμο μοντζλο πρόβλεψθσ τθσ ανάπτυξθσ ςε 

ςυγκεκριμζνεσ ςυνκικεσ και ςε ζνα οριςμζνο χρονικό διάςτθμα. Θ χριςθ τθσ λογιςτικισ 

παλινδρόμθςθσ ςαν ζνα εργαλείο μοντελοποίθςθσ των ορίων ανάπτυξθσ και μθ ανάπτυξθσ 

βακτθριακϊν ςτελεχϊν προτάκθκε αρχικά από τουσ Ratkowsky και Ross (1995), οι οποίοι 

μετζτρεψαν ζνα κινθτικό μοντζλο ςε ζνα μοντζλο πικανοτιτων. Οι McMeekin et al. (2000) 

χρθςιμοποίθςαν αυτι τθν προςζγγιςθ για να μοντελοποιιςουν τθν επίδραςθ (προςκετικι ι 

ςυνεργιςτικι) ποικίλων εμποδίων, ςτθν πικανότθτα ανάπτυξθσ μικροοργανιςμϊν. Σα λογιςτικά 

μοντζλα ζχουν χρθςιμοποιθκεί για τθν πρόβλεψθ των ορίων ανάπτυξθσ των E. coli (Presser et al., 

1998, Skandamis et al., 2007), Shigella flexneri (Ratkowsky και Ross, 1995) κ.α. Οι περιςςότερεσ 

μελζτεσ ςτθν μοντελοποίθςθ τθσ ςυμπεριωοράσ τθσ L. monocytogenes βαςίηονται ςε δεδομζνα από 

εργαςτθριακά κρεπτικά υποςτρϊματα λόγω των πολλϊν πλεονεκτθμάτων, ςυμπεριλαμβανομζνθσ 

τθσ ομογζνειασ του μζςου, τουσ ςτακεροφσ εςωτερικοφσ παράγοντεσ, ςτοιχεία που αυξάνουν 

ςθμαντικά τθν απόδοςθ ενόσ μοντζλου, κακϊσ και τθν πιο εφκολθ και γριγορθ ανάλυςι τουσ (πχ με 

οπτικι πυκνότθτα) ςε ςχζςθ με τα πειράματα ςε τρόωιμα.  

α β

 

χιμα 1.10. Δυςδιάςτατθ (α) και τριςδιάςτατθ (β) απεικόνιςθ των ορίων ανάπτυξθσ τθσ  L. monocytogenes, 

μετά από προςαρμογι ενόσ πολυωνυμικοφ μοντζλου λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ (OLRM) ςτα πειραματικά 

δεδομζνα ανάπτυξθσ/μθ ανάπτυξθσ του πακογόνου, ςυναρτιςει των pH, ενεργότθτασ φδατοσ και 

ςυγκζντρωςθσ οξικοφ οξζοσ. Οι γραμμζσ (2D) και οι επιωάνειεσ (3D) που εμωανίηονται ςτα ςχιματα, 

αντιςτοιχοφν ςε πικανότθτεσ p=0.9 (- ι χαμθλότερθ επιωάνεια), ςε p=0.5 ( - - ι μεςαία επιωάνεια), και p=0.1 

(⋯ ι ανϊτερθ επιωάνεια), ενϊ τα δεδομζνα αντιςτοιχοφν ςε πικανότθτεσ: p=0 (○), p=1 (+), p∈[0, 1] (▵), ςτισ 

οποίεσ αναγράωεται και το ποςοςτό (Gysemans et al., 2007). 
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τα μοντζλα πικανοτιτων τα πειραματικά δεδομζνα κωδικοποιοφνται είτε ωσ 0 (δεν 

παρατθρικθκε ανταπόκριςθ) είτε ωσ 1 (παρατθρικθκε ανταπόκριςθ). τθν περίπτωςθ που 

πραγματοποιικθκαν περιςςότερεσ από μία επαναλιψεισ, θ ανταπόκριςθ εκωράηεται ωσ 

πικανότθτα, παίρνει δθλαδι τιμζσ ανάμεςα ςε 0 και 1. Θ προςαρμογι των δεδομζνων και ο 

προςδιοριςμόσ των παραμζτρων προςαρμογισ των μεταβλθτϊν, γίνεται με τθ χριςθ τεχνικϊν 

παλινδρόμθςθσ. Θ εξίςωςθ παλινδρόμθςθσ ςυνδζεται ςυνικωσ με το μακθματικό όρο logitP:  

logit P = log(P/(1 – P)), 

όπου P: θ πικανότθτα να ςυμβεί μια ςυγκεκριμζνθ ανταπόκριςθ. 

Θ ςχζςθ logit P περιγράωεται ωσ εξίςωςθ Τ : 

logit P = Y 

Θ παραπάνω εξίςωςθ παίρνει επίςθσ τθ μορωι: 

1/(1 + e–Y ) = P   ι   eY/(1 +eY ) = P 

όπου Τ είναι θ εξίςωςθ (πολυωνυμικισ ςυνικωσ ωφςεωσ) που περιγράωει τθ ςχζςθ των 

ανεξάρτθτων μεταβλθτϊν (Ross και Dalgaard, 2004). 

Θ οριοκζτθςθ τθσ ενδιάμεςθσ περιοχισ, ανάμεςα ςτισ ςυνκικεσ που αποτελοφν τα όρια για 

τθν ανάπτυξθ ι μθ ενόσ μικροοργανιςμοφ, παρουςιάηει ιδιαίτερο επιςτθμονικό ενδιαωζρον. Θα 

μποροφςε να χαρακτθριςτεί ωσ το όριο, για το οποίο οι βιοςυνκετικζσ λειτουργίεσ ςτο μικροβιακό 

κφτταρο τερματίηονται προοδευτικά και αυξάνουν οι διεργαςίεσ που χαρακτθρίηουν τθν επιβίωςθ 

του μικροβιακοφ κυττάρου (McMeekin et al., 2002). Θ ενδιάμεςθ περιοχι, χαρακτθρίηεται ςυνικωσ 

από ςτενά όρια, ςε ςχζςθ με τουσ παράγοντεσ που δρουν παρεμποδιςτικά πάνω ςτθν ανάπτυξθ του 

μικροβιακοφ πλθκυςμοφ. Για παράδειγμα, για τθν τιμι τθσ ενεργότθτασ του φδατοσ, τα όρια που 

προςδιορίηουν τθν ανάπτυξθ ι μθ, βρίςκονται ανάμεςα ςε 0,01-0,03 μονάδεσ, ενϊ για τθν τιμι του 

pH προςδιορίηονται ςτισ 0,1-0,2 μονάδεσ. Θ παρατιρθςθ αυτι οδθγεί ςτθν υπόκεςθ ότι τα όρια τθσ 

ανάπτυξθσ ςυνδζονται με μία κρίςιμθ τιμι ενζργειασ ενεργοποίθςθσ, θ οποία προςδιορίηει ζνα 

ςυγκεκριμζνο ςυνδυαςμό ςυνκθκϊν. Επιπλζον, ζχει ωανεί ότι θ μικροβιακι ανκεκτικότθτα απζναντι 

ςε χαμθλζσ τιμζσ ενεργότθτασ φδατοσ ι pH δεν είναι μζγιςτθ κοντά ςτισ άριςτεσ κερμοκραςίεσ 

ανάπτυξθσ. Σο αποτζλεςμα τθσ ςυνδυαςμζνθσ επίδραςθσ τθσ κερμοκραςίασ και τθσ ενεργότθτασ 

φδατοσ ι/και του pH μπορεί να εκωραςτεί ποςοτικά και οι ςυνκικεσ που παρεμποδίηουν τθ 

μικροβιακι ανάπτυξθ να προςδιοριςτοφν (McMeekin et al., 2000). 

Μια εναλλακτικι προςζγγιςθ τθσ χριςθσ των μοντζλων λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ για τον 

προςδιοριςμό τθσ πικανότθτασ ανάπτυξθσ ενόσ μικροοργανιςμοφ ςε ζνα ςυγκεκριμζνο περιβάλλον 

είναι θ χριςθ ενόσ δευτερογενοφσ μοντζλου κεμελιωδϊν παραμζτρων (Mejlholm και Dalgaard, 

2007). ε αυτι τθν προςζγγιςθ ο μζγιςτοσ ειδικόσ ρυκμόσ ανάπτυξθσ ιςοφται με το γινόμενο τθσ 
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επίδραςθσ κάκε εξωτερικοφ ι εςωτερικοφ παράγοντα ςτον μικροοργανιςμό, κακϊσ και των μεταξφ 

αυτϊν αλλθλεπιδράςεων (όροσ ξ, Le Marc et al., 2002). Επομζνωσ, αν ζςτω και μία από τθσ 

παραμζτρουσ επιδρά αναςταλτικά ςτον μικροοργανιςμό, μζςω τθσ ωφςθσ τθσ εξίςωςθσ μθδενίηεται 

ο δεφτεροσ όροσ τθσ, το οποίο πρακτικά ςθμαίνει ότι ο μικροοργανιςμόσ δεν αυξάνεται ςτθν 

ςυγκεκριμζνθ περιοχι. Ζνα ςθμαντικό πλεονζκτθμα τθσ χριςθσ του μοντζλου κεμελιωδϊν 

παραμζτρων είναι ότι μποροφν να ςυμπεριλθωκοφν όλοι οι παράγοντεσ που ενδζχεται να 

επθρεάςουν τον μικροοργανιςμό, ςε αντίκεςθ με τα πολυωνυμικά μοντζλα που εξετάηουν ςυνικωσ 

μόνο οριςμζνεσ από τισ παραμζτρουσ (Mejlholm et al., 2010). Ζνα επιπλζον πλεονζκτθμα είναι ότι 

με τθν χριςθ ενόσ μόνο μοντζλου μποροφν αρχικά να περιγραωοφν τα όρια ανάπτυξθσ ενόσ 

μικροοργανιςμοφ, και ςτθ ςυνζχεια να προςδιοριςτεί ο ρυκμόσ αφξθςισ του, όπου αυτι είναι 

εωικτι (χ. 1.11., Augustin και Carlier, 2000).  

 

 

χιμα 1.11. χθματικι απεικόνιςθ του μζγιςτου ειδικοφ ρυκμοφ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes 

υπολογιςμζνο από μοντζλο που ςυνυπολογίηει τθν αλλθλεπίδραςθ μεταξφ των ελαχίςτων κεμελιωδϊν τιμϊν, 

ςυναρτιςει τθσ κερμοκραςίασ και του pH (Augustin και Carlier, 2000). 

 

1.4.5. Τριτογενι μοντζλα 

Σα τριτογενι μοντζλα ενςωματϊνουν πρωτογενι και δευτερογενι μοντζλα ςε λογιςμικά 

προγράμματα. Οριςμζνα από τα γνωςτά προγράμματα είναι το Pathogen Modelling Program (USDA, 

2003), το Growth Predictor και θ ComBase (2009), τα οποία προςεγγίηονται εφκολα από 

οποιονδιποτε χριςτθ του διαδικτφου. Άλλα προγράμματα που μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν είναι 

το GroPIN tertiary model: (Psomas και Skandamis, 2013), το Sea food Spoilage Predictor (SSSP, 2009), 

το Microbial Response Viewer (Koseki, 2009), το MicroHibro software (Rodriguez, 2011), κακϊσ και 

τα PURAC (2007) και DRMI (2007) που εξειδικεφονται ςτθν L. monocytogenes. Σα ςυγκεκριμζνα 
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προγράμματα, δίνουν τθ δυνατότθτα εωαρμογισ τθσ μικροβιολογίασ πρόρρθςθσ από τελικοφσ 

χριςτεσ, που δε διακζτουν απαραίτθτα ειδικζσ γνϊςεισ, κακιςτϊντασ τθ με αυτό τον τρόπο 

περιςςότερο προςιτι από τθ βιομθχανία τροωίμων (Whiting και Buchanan, 1993). 

 

1.4.6. Χριςθ τθσ Μικροβιολογίασ Πρόρρθςθσ ςτθν βιομθχανία τροφίμων 

Για τθν παραγωγι αςωαλϊν προϊόντων υψθλισ οργανολθπτικισ αξίασ, απαιτείται προςοχι 

ςε όλα τα ςτάδια τθσ παραγωγικισ διαδικαςίασ, μζχρι και τθν κατανάλωςθ. Σα μακθματικά μοντζλα 

τθσ μικροβιολογίασ πρόβλεψθσ παρζχουν πολφτιμεσ πλθροωορίεσ για τθν ςυμπεριωορά των 

πακογόνων ςτα τρόωιμα και μποροφν, ςε ζνα μεγάλο βακμό να αντικαταςτιςουν τισ μακρόχρονεσ 

και κοπιαςτικζσ μεκόδουσ καταμζτρθςθσ τθσ κλαςςικισ μικροβιολογίασ. Εντοφτοισ, θ χριςθ των 

μοντζλων πρόρρθςθσ ςτον ςχεδιαςμό και τθν επεξεργαςία τροωίμων ςυναντά οριςμζνουσ 

περιοριςμοφσ. Αναωορικά, οριςμζνοι από αυτοφσ είναι θ χριςθ υγρϊν εργαςτθριακϊν 

υποςτρωμάτων για τθν ανάπτυξθ μοντζλων, τα οποία ςτθν ςυνζχεια εωαρμόηονται ςε τρόωιμα, θ 

ζλλειψθ ςτακερϊν πρακτικϊν και μεκοδολογιϊν (διαωορετικοί τρόποι ςυλλογισ δεδομζνων κι 

επεξεργαςίασ) μεταξφ των εργαςτθρίων και ο περιοριςμζνοσ όγκοσ μοντζλων που δεν μποροφν να 

καλφψουν ςωαιρικά τθν αςωάλεια των τροωίμων (Marks, 2008). Θ ςχετικι μεταβλθτότθτα και 

αβεβαιότθτα που ζχουν τα μοντζλα πρόβλεψθσ μποροφν να ςυμπεριλθωκοφν ςτουσ περιοριςτικοφσ 

παράγοντεσ, ενϊ ςθμαντικισ δυςκολίασ μπορεί να αποδειχκεί θ ενςωμάτωςθ ενόσ μικροβιακοφ 

μοντζλου ςε ζνα ςφςτθμα διεργαςιϊν κατά τθν παραγωγικι διαδικαςία (Marks, 2008). Θ δυςκολία 

ςτθν ενςωμάτωςθ εξαρτάται και από τθν πολυπλοκότθτα ενόσ μοντζλου, το οποίο μπορεί να είναι 

από πολφ απλό ςτθν χριςθ του (π.χ. εμπειρικά μοντζλα) ζωσ υψθλισ πολυπλοκότθτασ (π.χ. 

δυναμικι υγρϊν ςε ςυνδυαςμό με μεταωορά κερμότθτασ και αντιδράςεισ, Trystram, 2012). 

θμαντικό ρόλο ςτθν εξομάλυνςθ/άρςθ των παραπάνω περιοριςμϊν διαδραματίηει ςωςτι 

επικφρωςθ του μοντζλου, ιδιαίτερα όταν αναμζνεται να χρθςιμοποιθκεί από τθν βιομθχανία 

τροωίμων (Manios et al., 2009).  

Παρά τουσ περιοριςμοφσ ςτθν χριςθ τουσ τα μοντζλα πρόβλεψθσ χρθςιμοποιοφνται όλο και 

περιςςότερο από τθν βιομθχανία τροωίμων, ςυνειςωζροντασ ςτθν ποςοτικι μικροβιολογία 

εκτίμθςθσ κινδφνου (QMRA) και τα ςυςτιματα ανάλυςθσ επικινδυνότθτασ και κρίςιμων ςθμείων 

ελζγχου (HACCP) (McMeekin et al., 2002, 2006). Σο ςφςτθμα HACCP είναι ζνα προλθπτικό ςφςτθμα 

ελζγχου ποιότθτασ, το οποίο μζςα από τον προςδιοριςμό και τθν εκτίμθςθ των παραγόντων 

κινδφνου και με τθν εωαρμογι μίασ ςειράσ ενεργειϊν, οριοκετεί μία ςυςτθμικι προςζγγιςθ τθσ 

βιομθχανίασ προσ το επικυμθτό επίπεδο τθσ υγιεινισ και αςωάλειασ των τροωίμων. Με τθ βοικεια 

των μακθματικϊν μοντζλων τθσ μικροβιολογίασ πρόρρθςθσ δίνεται θ δυνατότθτα να 

προςδιοριςτοφν οι ςυνδυαςμοί των παραγόντων, (π.χ. κερμοκραςία, pH, aw, χρόνοσ) οι οποίοι 
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ςυμμορωϊνονται με τα κακοριςμζνα από τθ νομοκεςία όρια. Κατά τθν ανάπτυξθ ενόσ ςχεδίου 

HACCP, τα μακθματικά μοντζλα κα μποροφςαν να βρουν εωαρμογι ςτθν ανάλυςθ των επικίνδυνων 

παραγόντων, παρζχοντασ πλθροωορίεσ ςχετικά τουσ μικροοργανιςμοφσ που είναι ικανοί να 

επιβιϊςουν ι να αυξθκοφν ςτο περιβάλλον ενόσ τροωίμου. Επιπλζον μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν 

για τον κακοριςμό των κρίςιμων ςθμείων ελζγχου, τα οποία ευνοοφν τθ μικροβιακι ανάπτυξθ ι 

κανάτωςθ, με αποτζλεςμα τον αςωαλζςτερο κακοριςμό των κρίςιμων ορίων, πζρα από τα οποία 

δεν εξαςωαλίηεται αποτελεςματικόσ ζλεγχοσ των επικίνδυνων παραγόντων και τζλοσ ςτον 

κακοριςμό διορκωτικϊν ενεργειϊν, επιτρζποντασ τον ποςοτικό προςδιοριςμό των μεταβολϊν τθσ 

μικροβιακισ πυκνότθτασ, ςε ςχζςθ με ενδεχόμενεσ μεταβολζσ τθσ παραγωγικισ διαδικαςίασ, ϊςτε 

να προςδιοριςτοφν οι απαραίτθτεσ διορκωτικζσ ενζργειεσ (McDonald και Sun, 1999). Κοινό ςτόχο 

του ςυςτιματοσ HACCP και τθσ εκτίμθςθσ κινδφνου αποτελεί θ παραγωγι αςωαλϊν τροωίμων, με 

τθν εωαρμογι ςτρατθγικϊν εκτίμθςθσ και με τθν κατανόθςθ πικανϊν πθγϊν παραγόντων 

επικινδυνότθτασ, κακϊσ και τθν ζκταςι τουσ. Θ υιοκζτθςθ και θ εωαρμογι τθσ Μικροβιολογίασ 

Πρόρρθςθσ μπορεί να βοθκιςει ςτθ διαςωάλιςθ τθσ υγιεινισ των τροωίμων, μζςω τθσ δυνατότθτασ 

ακριβζςτερθσ εκτίμθςθσ του κινδφνου για τθ δθμόςια υγεία, που ςχετίηεται με ζνα τρόωιμο ι μία 

διεργαςία, κακϊσ και ςτθν βελτίωςθ τθσ ποιότθτασ των τροωίμων.  
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1.5. κοπόσ 

Θ παροφςα διατριβι είχε ςαν ςτόχο να μελετιςει το πϊσ δφνανται να ςυμπεριωερκοφν τα 

ςτελζχθ του πακογόνου μικροοργανιςμοφ L. monocytogenes, προερχόμενα από διαωορετικά 

περιβάλλοντα και με διαωορετικι προϊςτορία, ςε καταςτάςεισ που προκφπτουν κατά τθν 

διαδικαςία παραγωγισ γαλακτοκομικϊν προϊόντων, κακϊσ και ςτο περιβάλλον ενόσ τυροκομείου. 

Για τον ζλεγχο τθσ μικροβιολογικισ αςωάλειασ των τροωίμων θ βιομθχανία τροωίμων 

καλείται να τθρεί οριςμζνα κριτιρια και όρια που κεςπίηονται από τον ΕΚ 1441/2007. Μζςα από τθν 

μελζτθ του κανονιςμοφ και τθσ βαρφτθτασ που κατζχει ςε αυτόν θ L. monocytogenes εγείρονται 

οριςμζνα ερωτιματα τα οποία αποτζλεςαν τθν βάςθ τθσ παροφςασ διατριβισ. ε πρϊτο επίπεδο 

κρίκθκε ςθμαντικι θ εισ βάκοσ γνϊςθ τόςο του πακογόνου, τθσ επικινδυνότθτασ του, του 

μθχανιςμοφ δράςθσ του και του επιπολαςμοφ του ςτα τρόωιμα, όςο και των ςυνκθκϊν που 

ευνοοφν τθν μεταωορά του ςε αυτά, κακϊσ και των διακζςιμων εργαλείων και διαδικαςιϊν για τθν 

καταγραωι και τθν αποτίμθςθ τθσ επικινδυνότθτάσ του και τζλοσ τον ζλεγχό του. Σα παραπάνω 

ερωτιματα απαντικθκαν ωσ ζνα ςθμείο ςτο πρϊτο κεωάλαιο τθσ διατριβισ ζπειτα από λεπτομερι 

βιβλιογραωικι αναςκόπθςθ, θ οποία ωςτόςο με τθ  ςειρά τθσ γζννθςε καινοφρια ερωτιματα.  

Με ιςχυροποιθμζνθ πλζον τθν εικόνα τθσ φπαρξθσ του προβλιματοσ ςε παγκόςμιο επίπεδο, 

μζςα από επιδθμιολογικά ςτοιχεία και καταγεγραμμζνα κροφςματα λιςτερίωςθσ, ακόμα και ςτο 

πολφ πρόςωατο παρελκόν, διαωάνθκε θ ανάγκθ τθσ εκτίμθςθσ του προβλιματοσ ςτθν ελλθνικι 

πραγματικότθτα. Για τον λόγο αυτό πραγματοποιικθκε δειγματολθπτικι ζρευνα (survey) ςε 6 

γαλακτοκομικζσ επιχειριςεισ τθσ Ελλθνικισ περιωζρειασ, με ςκοπό τθν μελζτθ τθσ υγιεινολογικισ 

τουσ κατάςταςθσ, τον προςδιοριςμό του επιπολαςμοφ του  L. monocytogenes ςτισ επιωάνειεσ 

παραγωγισ και τα προϊόντα (αρχικά, ενδιάμεςα, τελικά, παραπροϊόντα) τουσ και τζλοσ, τθν 

απομόνωςθ των ςτελεχϊν του πακογόνου που τυχόν προζκυπταν.   

ε δεφτερο επίπεδο, το ερϊτθμα που τζκθκε ιταν γιατί υπάρχει το πρόβλθμα και ποιουσ 

μθχανιςμοφσ διακζτει θ L. monocytogenes που του επιτρζπουν να επιβιϊνει ςε επιωάνειεσ και να 

επιμολφνει ςτθ ςυνζχεια τα προϊόντα.  Ο κφριοσ μθχανιςμόσ που χρθςιμοποιεί το πακογόνο για να 

επιβιϊςει ςτισ ςυνκικεσ καταπόνθςθσ που επικρατοφν ςτισ επιωάνειεσ παραγωγισ τροωίμων είναι 

ο ςχθματιςμόσ βιοχμενίων, ο οποίοσ επθρεάηεται μεταξφ άλλων και από τθν ωυςιολογία των 

κυττάρων του. Επομζνωσ, ςχεδιάςτθκαν πειράματα αρχικά για τθν αξιολόγθςθ τθσ επίδραςθσ τθσ 

ωυςιολογίασ τθσ L. monocytogenes (κφτταρα αποκολλθμζνα από επιωάνειεσ ανοξείδωτου χάλυβα ι 

πλαγκτονικά κφτταρα ςε γαλακτοκομικά προϊόντα) και τθσ κερμοκραςίασ περιβάλλοντοσ ςτθν 

ικανότθτα ςχθματιςμοφ βιοχμενίων ςε ανοξείδωτο χάλυβα και τθν μετζπειτα (ακολουκοφμενθ τθσ 

αποκόλλθςθσ) κινθτικι αφξθςισ του ςε γάλα. Παράλλθλα, μελετικθκε θ εκοφςια (αβίαςτθ) 

αποκόλλθςθ κυττάρων L. monocytogenes, μετά από προςκόλλθςι τουσ ςτο δυςμενζσ περιβάλλον 
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του γιαουρτιοφ, και θ αφξθςι τουσ ςε γάλα και κρζμα εμπορίου. Επιπλζον, πραγματοποιικθκε 

εκτίμθςθ τθσ αποτελεςματικότθτασ διαωόρων διαδικαςιϊν απολφμανςθσ -χθμικϊν και κερμικϊν- 

ςτθν επιβίωςθ των βιοχμενίων του πακογόνου, κάτω από όξινεσ ι οςμωτικζσ περιβαλλοντικζσ 

ςυνκικεσ, ςχετικζσ με αυτζσ ενόσ τυροκομείου.  

 

Κεφάλαιο  2
Τγιεινολογικι κατάςταςθ επιωανειϊν και προϊόντων τυροκομείων μεςαίασ κλίμακασ 

Απομόνωςθ ςτελεχϊν L. monocytogenes

Κεφάλαιο  3
χθματιςμόσ και αποκόλλθςθ 

βιοχμενίων του L.monocytogenes από 
επιωάνειεσ ανοξείδωτου χάλυβα 

Προςδιοριςμόσ τθσ ανκεκτικότθτασ 
των πλαγκτονικϊν και αποκολλθμζνων  

κυττάρων ςε κοινζσ πρακτικζσ 
απολφμανςθσ

Κεφάλαιο  4
Εκτίμθςθ των ορίων αφξθςθσ 
του L.monocytogenes ςε TSB, 
ςε ςχζςθ με τθν ωυςιολογία 

και τον πλθκυςμό των 
κυττάρων και ςε γάλα κατά 

τα πρϊτα ςταδία τθσ 
τυροκόμθςθσ

Κεφάλαιο  5 
Επίδραςθ τθσ όξινθσ και ωςμωτικισ 

καταπόνθςθσ εκατζρωκεν τθσ 
διεπιωάνειασ αφξθςθσ του 

L.monocytogenes ςτθν μετζπειτα 
κινθτικι αφξθςισ του

Ανάπτυξθ μακθματικοφ μοντζλου 
από τα αποτελζςματα 

Κεφάλαιο  6
υμπεριωορά του L. monocytogenes κατά τθν παραγωγι και ωρίμαςθ Φζτασ και 

Γραβιζρασ, ςε ςχζςθ με τθ ωυςιολογία των κυττάρων του και του ςταδίου επιμόλυνςθσ 
Μακθματικι περιγραωι των αποτελεςμάτων

Μελζτθ φυςιολογικϊν χαρακτθριςτικϊν ςτελεχϊν του μικροοργανιςμοφ Listeria 
monocytogenes απομονωκζντων από γαλακτοκομικζσ επιχειριςεισ

Γιατί;

Εκτίμθςθ

Πότε; Πωσ;

Εφαρμογι

 

 

χιμα 1.12. χθματικι αναπαράςταςθ τθσ κεωρθτικισ βάςθσ των πειραμάτων τθσ διατριβισ 

 

τθ ςυνζχεια, διερευνικθκε το πότε και υπό ποιζσ ςυνκικεσ θ L. monocytogenes δφναται να 

αυξθκεί ςε ζνα τρόωιμο αωοφ το επιμολφνει. Με δεδομζνα τα διαωορετικά όρια του κανονιςμοφ 

ανάλογα με το κατά πόςο οι ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ του προϊόντοσ επιτρζπουν ι όχι τθν ανάπτυξθ 

του πακογόνου, κακϊσ και τθν διαωορετικι ωυςιολογία των κυττάρων του ςτθ μορωι των 

βιοχμενίων, εξετάςτθκε θ πικανότθτα ανάπτυξθσ πλαγκτονικϊν, αποκολλθμζνων κυττάρων και 

βιοχμενίων, ςε ςυνάρτθςθ τθσ οξφτθτασ και τθσ αλατοπεριεκτικότθτασ του περιβάλλοντοσ, κακϊσ 

και τθσ αρχικισ τουσ ςυγκζντρωςθσ. Παράλλθλα, μελετικθκε θ πικανότθτα ανάπτυξθσ του 

μικροοργανιςμοφ ςε κρεπτικό υπόςτρωμα, γάλα και κατά τα πρϊτα ςτάδια μίασ τυροκόμθςθσ. 

Μζροσ του ςκοποφ και των δφο πειραμάτων ιταν θ εξαγωγι μακθματικϊν μοντζλων πρόβλεψθσ 

του ωαινομζνου (πικανότθτα ανάπτυξθσ) ςε διαωορετικά υποςτρϊματα και τρόωιμα.  
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Σθν διερεφνθςθ του πότε μπορεί να αυξθκεί θ L. monocytogenes εωόςον βρεκεί ςε ζνα 

τρόωιμο ακολοφκθςε το πϊσ αυξάνεται ςε αυτό ανάλογα με τισ ωυςικοχθμικζσ του ιδιότθτεσ. 

Πραγματοποιικθκε επομζνωσ μελζτθ τθσ κινθτικισ ανάπτυξθσ του πακογόνου ςε ςυνκικεσ 

προςαρμοςμζνθσ οξφτθτασ (pH) ι ενεργότθτασ φδατοσ (aw). Παράλλθλα διερευνικθκε θ 

ςυμπεριωορά του βακτθρίου ςε ςυνκικεσ προςομοίωςθσ μιασ διαςταυροφμενθσ επιμόλυνςθσ ςτο 

περιβάλλον ενόσ τυροκομείου, πρακτικά με τθν μεταωορά ςε υποςτρϊματα με διαωορετικζσ τιμζσ 

pH ι aw. Και ςτθν παροφςα πειραματικι διαδικαςία μζροσ του ςκοποφ ιταν τα αποτελζςματα να 

αποτελζςουν βάςθ για τθν εξαγωγι μοντζλου περιγραωισ τθσ κινθτικισ ανάπτυξθσ του πακογόνου 

ανάλογα με τισ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ.  

Για τθν ολοκλιρωςθ τθσ διατριβισ κρίκθκε απαραίτθτθ θ εφαρμογι τθσ γνϊςθσ που 

προζκυψε από τα προθγοφμενα πειράματα ςτισ πραγματικζσ ςυνκικεσ τυροκόμθςθσ και ωρίμαςθσ 

των Ελλθνικϊν τυριϊν. Για το ςκοπό αυτό ενςωματϊκθκαν ςτον πειραματικό ςκοπό θ επίδραςθ τθσ 

ωυςιολογίασ των κυττάρων, τα οποία προχπιρχαν ςε μορωι βιοχμενίου ι ςε αιϊρθςθ, θ 

πικανότθτα ανάπτυξθσ ανάλογα με τισ ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ των τυριϊν και θ κινθτικι 

ανάπτυξθσ ανάλογα με το ςτάδιο επιμόλυνςθσ και τθ ωυςιολογία των κυττάρων. υγκεκριμζνα, 

πραγματοποιικθκε τυροκόμθςθ και ωρίμαςθ Φζτασ και Γραβιζρασ, κατά τθν διάρκεια των οποίων, 

ςφμωωνα με τα παραπάνω, μελετικθκε θ ςυμπεριωορά τθσ L. monocytogenes ςε ςχζςθ με τθν 

τεχνολογία παραγωγισ του κάκε τυριοφ, το ςτάδιο επιμόλυνςθσ του προϊόντοσ ςτισ δφο τεχνολογίεσ 

και τζλοσ τθ ωυςιολογία του πακογόνου ςε κάκε ςτάδιο ενοωκαλμιςμοφ.  
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 2: ΜΕΛΕΣΗ ΣΗ ΤΓΙΕΙΝΟΛΟΓΙΚΗ ΚΑΣΑΣΑΗ ΣΤΡΟΚΟΜΕΙΩΝ 

ΜΕΑΙΑ ΚΛΙΜΑΚΑ ΚΑΙ ΣΩΝ ΠΡΟΪΟΝΣΩΝ ΣΟΤ 

 

2.1 Ειςαγωγή 

Σα τυροκομικά προϊόντα ευρείασ κατανάλωςθσ ανικουν ςτα λεγόμενα ¨ζτοιμα προσ 

κατανάλωςθ¨ τρόωιμα, ςτα οποία δθλαδι δεν αναμζνεται κάποια περαιτζρω επεξεργαςία (π.χ. 

κερμικι) από τον καταναλωτι. Σο γεγονόσ αυτό, ςε ςυνδυαςμό με τα ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά 

και τθν ςυςκευαςία τουσ, τα κατατάςςει ςτα πλζον ευπακι προϊόντα όπου τόςο θ υγιεινολογικι 

τουσ κατάςταςθ κατά τθν ζξοδο από τθ μονάδα παραγωγισ, όςο και θ μεταχείριςθ που δζχονται 

κατά τθ ςυντιρθςθ και διακίνθςι τουσ πρζπει να υπόκεινται ςε ςυνεχείσ ελζγχουσ. Θ υγιεινολογικι 

κατάςταςθ των τυροκομείων διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτο επίπεδο τθσ αςωάλειασ και τθσ 

ποιότθτασ των παραγόμενων προϊόντων (Bagge-Ravn et al., 2003). Οι παραγωγοί εωαρμόηοντασ 

κατάλλθλεσ πρακτικζσ εξυγίανςθσ των επιωανειϊν και κατάλλθλεσ διαδικαςίεσ χειριςμοφ των 

προϊόντων, είτε μζςω των Προαπαιτοφμενων Προγραμμάτων (GMP,GHP, GSP) ι μζςω τθσ 

εωαρμογισ των διεκνϊν προτφπων (HACCP, ISO 22000:2005, BRC) μποροφν να μειϊςουν τθν 

φπαρξθ των μικροοργανιςμϊν ςτο περιβάλλον τθσ επιχείρθςθσ και τθν εξάπλωςι τουσ ςτα τρόωιμα, 

ζτςι ϊςτε να ικανοποιοφν τα όρια που κζτουν οι εκνικοί και οι Ευρωπαϊκοί κανονιςμοί (ΕΚ 

1441/2007).  

Σα γαλακτοκομικά προϊόντα, αν και οριςμζνα εξ αυτϊν (ιδιαίτερα τα ηυμωμζνα τυριά) 

κεωροφνται ςχετικά ςτακερά και αςωαλι τρόωιμα, ζχουν κατά καιροφσ εμπλακεί ςε πολυάρικμα 

κροφςματα λιςτερίωςθσ παγκόςμια (Waak και Tham, 2002, Latorre et al., 2009, Kousta et al., 2010). 

Οι περιςςότερεσ περιπτϊςεισ αωοροφςαν μαλακά τυριά που είχαν παραςκευαςτεί από μθ 

παςτεριωμζνο γάλα (Kousta et al., 2010). Τπιρξαν όμωσ και περιπτϊςεισ που αωοροφςαν προϊόντα 

παραςκευαςμζνα από παςτεριωμζνο γάλα, γεγονόσ που υποδθλϊνει τθν επιμόλυνςι τουσ ςε 

κάποιο από τα επόμενα ςτάδια τθσ παραγωγισ, αποκικευςθσ ι εμπορίασ τουσ (Lianou και Sofos, 

2007). Θ πλθμμελισ κακαριότθτα και εξυγίανςθ των τυροκομικϊν μονάδων λόγω αμζλειασ ι 

ελλιποφσ γνϊςθσ των κινδφνων, ενδζχεται να οδθγιςει ςτθν προςκόλλθςθ μικροοργανιςμϊν ςτισ 

επιωάνειεσ παραγωγισ και ςτο ςχθματιςμό βιοχμενίων, ευνοοφμενων και από τθν παρουςία 

οργανικισ φλθσ (Shi και Zhu, 2009). το ευνοϊκό περιβάλλον των βιοχμενίων ο πακογόνοσ 

παρουςιάηει αυξθμζνθ ανκεκτικότθτα ςτισ περιβαλλοντικζσ καταπονιςεισ (π.χ. απολυμαντικά, 

ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά τροωίμων κι επιωανειϊν) και αναμζνεται να επιβιϊςει για μακρά 

χρονικι περίοδο, επιμολφνοντασ τα διερχόμενα τθσ επιωάνειασ τρόωιμα (Pan et al., 2006, Wilks, et 

al., 2006, Latorre et al., 2009, Harakeh et al., 2009, Ratani et al., 2012). Οι αλλθλεπιδράςεισ τθσ 

ενδογενοφσ χλωρίδασ των τροωίμων με τα πακογόνα, οδθγεί ςυνικωσ ςτθν μείωςθ ι τθν εξάλειψθ 
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των τελευταίων (Irlinger και Mounier, 2009). Εντοφτοισ, όταν θ οικολογία των επιωανειϊν είναι 

επιβαρυμζνθ από μικροοργανιςμοφσ τθσ ενδογενοφσ χλωρίδασ ι αλλοιογόνουσ, εξακολουκεί να 

υωίςταται ο κίνδυνοσ, λόγω τθσ ςυνειςωοράσ τουσ ςτθν μείωςθ τθσ ποιότθτασ των τελικϊν 

προϊόντων και του ενδεχομζνου να δθμιουργιςουν κατάλλθλο περιβάλλον (μζςω τθσ μεταβολικισ 

τουσ δραςτθριότθτασ ι τθσ δθμιουργίασ εξωπολυςακχαριτϊν) για τθν επιβίωςθ των πακογόνων 

βακτθρίων (Bagge-Ravn et al., 2003).   

Σο πρϊτο βιμα για τον ζλεγχο του ωαινομζνου, εμωάνθςθσ κρουςμάτων λιςτερίωςθσ, 

αποτελεί ο προςδιοριςμόσ και ο χαρακτθριςμόσ του. Για τον προςδιοριςμό τθσ εμωάνιςθσ και του 

επιπολαςμοφ (prevalence) τθσ L. monocytogenes ςε επιωάνειεσ τυροκομείων και γαλακτοκομικά 

προϊόντα ζχουν πραγματοποιθκεί πολυάρικμεσ ζρευνεσ ςε πολλζσ χϊρεσ (Farber et al., 1987, 

Pritchard et al., 1995, Kozak et al., 1996, Pak et al., 2002, Waak και Tham, 2002, Borucki et al., 2005, 

Colak et al., 2007, Arslan, 2008, Brien et al., 2009, Kousta et al., 2010, Angelidis et al., 2011). ε 

γενικζσ γραμμζσ ο επιπολαςμόσ τθσ L. monocytogenes ςτα γαλακτοκομικά προϊόντα αναμζνεται 

χαμθλότεροσ ςυγκριτικά με άλλα ζτοιμα προσ κατανάλωςθ προϊόντα (κρεατοςκεβάςματα, ιχκυρά, 

κ.α., Lianou και Sofos, 2007, EFSA, 2013). ε πολλζσ περιπτϊςεισ τα ςτελζχθ του πακογόνου 

εμωανίηουν περιοδικότθτα, ενϊ ο επιπολαςμόσ του δφναται να ποικίλει ανάλογα με τον μινα τθσ 

δειγματολθψίασ (Carlos et al., 2001, Kells και Gilmour,2004, O’ Brien et al., 2009). Σθν απομόνωςθ 

ακολουκεί θ κατθγοριοποίθςθ (subtyping) του πακογόνου, με τθν χριςθ τθσ ανάλυςθσ PFGE, θ 

οποία ςυνειςωζρει με τθν αντιςτοίχιςθ ςτελεχϊν ςε ςυγκεκριμζνα ςθμεία τθσ παραγωγικισ 

διαδικαςίασ, με ςκοπό τθν εφρεςθ τθσ πθγισ μιασ επιμόλυνςθσ και τθν αντιμετϊπιςι τθσ (Leite et 

al., 2006, Latorre et al., 2009, Lomonaco et al., 2009). Πζρα από τισ παραδοςιακζσ μεκόδουσ 

απομόνωςθσ και ταυτοποίθςθσ τθσ L. monocytogenes από τα γαλακτοκομικά προϊόντα και τισ 

επιωάνειεσ των τυροκομείων, ζχουν αναπτυχκεί και χρθςιμοποιοφνται μοριακζσ μζκοδοι, όπωσ θ 

αντίδραςθ πολυμεράςθσ (PCR) και θ αντίδραςθ πολυμεράςθσ πραγματικοφ χρόνου (Real Time- 

qPCR), οι οποίεσ όταν προτυποποιθκοφν χαρακτθρίηονται από τθν ταχφτθτα, τθν οικονομία και τθν 

ευκολία τουσ (Cocolin et al., 2002, Marco και Wells-Bennik, 2008, Harakeh et al., 2009).  

κοπό τθσ παροφςασ μελζτθσ αποτζλεςε θ αποτφπωςθ τθσ υγιεινολογικισ κατάςταςθσ των 

Ελλθνικϊν τυροκομείων μεςαίασ κλίμακασ και των παραγόμενων προϊόντων τουσ, από τθν οποία 

μπορεί να εντοπιςτοφν οι πικανζσ εςτίεσ μίανςθσ και με βάςθ αυτζσ να μελετθκεί θ ςυμπεριωορά 

των πακογόνων ςε ςυνκικεσ που προςομοιάηουν το περιβάλλον ενόσ τυροκομείου.  
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2.2 Τλικά και μζκοδοι 

 

2.2.1. Πειραματικόσ ςχεδιαςμόσ  

Για τθν ςυλλογι υγιεινολογικϊν δεδομζνων τθσ κατάςταςθσ τθσ τυροκομίασ ςτθν Ελλάδα 

επιλζχτθκαν ζξι τυροκομεία τθσ περιωζρειασ, από τα οποία ελιωκθςαν δείγματα επιωανειϊν και 

προϊόντων περιοδικά, ανά περίπτωςθ από μία εβδομάδα μζχρι και ζξι μινεσ. υγκεκριμζνα, το 

πρϊτο τυροκομείο (Σ1) βρίςκεται ςτον νομό Χανίων και εξετάςτθκε τζςςερεισ ωορζσ τθν περίοδο 

5/07 με 4/09. Από το δεφτερο τυροκομείο (Σ2) ςτο νομό Θρακλείου ελιωκθςαν τρείσ ωορζσ 

δείγματα, από τον 10/07 μζχρι τον 10/08. Μια τυροκομικι βιομθχανία μεςαίασ κλίμακασ ςτθν Θλεία 

αποτζλεςε τθν τρίτθ μονάδα (Σ3), με υψθλι ςυχνότθτα δειγματολθψίασ (οκτϊ δειγ/ψίεσ από 1/09 

ζωσ 3/09). Σο τζταρτο τυροκομείο (Σ4) ςτο Μεςολόγγι εξετάςτθκε δφο ωορζσ (7/07 και 1/08), ενϊ 

τα δφο τελευταία τυροκομεία ςε Αμωιλοχία (Σ5) και Κόρινκο (Σ6) εξετάςτθκαν από μία ωορά (2/09). 

χεδόν το ςφνολο των μονάδων δραςτθριοποιείται ςτθν παραςκευι και εμπορεία γάλακτοσ, 

γαλακτοκομικϊν προϊόντων (κρζμα, βοφτυρο, ανκόγαλα, κ.α.), γιαοφρτθσ, Φζτασ, ςκλθρϊν τυριϊν 

(Γραβιζρα, Κεωαλογραβιζρα, Κεωαλοτφρι, κ.α.), και τυριϊν οροφ (μυηικρα, ανκότυρο, κ.α.), κυρίωσ 

ςε τοπικό αλλά και ςε πανελλαδικό δίκτυο, ενϊ οριςμζνεσ εξάγουν ςτο εξωτερικό. ε κάκε μία από 

τισ δειγματολθψίεσ επιλζγονταν ςυγκεκριμζνα ςτάδια τθσ εκάςτοτε τεχνολογίασ από τθν παραλαβι 

του νωποφ γάλακτοσ μζχρι και τθν ςυντιρθςθ των τελικϊν προϊόντων, από τα οποία λαμβάνονταν 

δείγματα επιωανειϊν, ςκευϊν και εργαλείων, νεροφ και αποβλιτων, κακϊσ και αρχικϊν, 

ενδιάμεςων και τελικϊν προϊόντων.    

 

2.2.2. Δειγματολθψία επιφανειϊν και προϊόντων 

Θ δειγματολθψία των επιωανειϊν πραγματοποιικθκε ςε κάκε περίπτωςθ μετά τθ διαδικαςία 

απολφμανςθσ, ακολουκϊντασ τθ μζκοδο EN ISO 18593 (2004) με τθ χριςθ ςτείρων βυςμάτων από 

γάηα, εμπλουτιςμζνων (4 ml) με προςτατευτικό για τα κφτταρα διάλυμα πεπτόνθσ, χλωριοφχου 

νατρίου, λεκικίνθσ και πολυςορβιτόλθσ (Tween 80). τον χϊρο τθσ δειγματολθψίασ, τα βφςματα 

απομακρφνονταν από τθν ςυςκευαςία τουσ με τθν χριςθ αποςτειρωμζνθσ λαβίδασ ι ειδικϊν 

πλαςτικϊν γαντιϊν, που αλλάηονταν ανά δείγμα, και ςφρονταν μθχανικά και από τισ δφο πλευρζσ ςε 

επιωάνειεσ 10*10 cm. Από κάκε επιωάνεια δοκιμισ ελιωκθςαν ςυνολικά τρία δείγματα για τθν 

απαρίκμθςθ των αλλοιογόνων και πακογόνων μικροοργανιςμϊν (3x 100cm2, n=3) και δυο 

(2x100cm2, n=2) για τον προςδιοριςμό των πακογόνων L. monocytogenes (n=1) και Salmonella spp 

(n=1). Σα βφςματα μεταωζρονταν ςτισ ςακοφλεσ δειγματολθψίασ (Stomacher), οι οποίεσ 

τοποκετοφνταν ςε ψυγεία χειρόσ (cool box) με παγοκυψζλεσ και καταγραωείσ κερμοκραςίασ μζςα 
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ςτα οποία μεταωζρονταν ςτουσ 1-4oC ςτο εργαςτιριο και αναλφονταν ςε διάςτθμα μικρότερο των 

24 ωρϊν (Gounadaki et al., 2008).  

Για τθ δειγματολθψία των προϊόντων, τουλάχιςτον τρία δείγματα των 100-250g ι ml ι ςτθν 

περίπτωςθ ςυςκευαςμζνων προϊόντων (κρζμα, γιαοφρτι, μαλακό τυρί) τρείσ ςυςκευαςίεσ, 

ςυλλζγονταν από διάωορα ςτάδια τθσ παραγωγικισ διαδικαςίασ. Σα δείγματα των τροωίμων 

μεταωζρονταν ταυτόχρονα και ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ με τα βφςματα από τισ επιωάνειεσ (1-4oC) ςτο 

εργαςτιριο και αναλφονταν εντόσ τθσ θμζρασ. 

 

2.2.3 Απαρίκμθςθ αλλοιογόνων και πακογόνων μικροοργανιςμϊν από επιφάνειεσ και προϊόντα  

Για τθν ανάλυςθ των δειγμάτων επιωανειϊν, προςκζτονταν 40 ml από το προςτατευτικό 

πεπτονοφχο διάλυμα ςε κάκε ςακοφλα ομογενοποίθςθσ που περιείχε τα βφςματα με τα κφτταρα 

από τισ επιωάνειεσ (EN ISO 18593, 2004). Για τθν ανάλυςθ δειγμάτων προϊόντων 25 g τροωίμου 

μεταωζρονταν αςθπτικά ςε ςακοφλα ομογενοποίθςθσ και ςτθ ςυνζχεια προςκζτονταν 225 ml MRD 

(Maximum Recovery Diluent, Biolife, Italy). Ακολουκοφςε ομογενοποίθςθ ενόσ λεπτοφ των 

δειγμάτων από τισ επιωάνειεσ και δφο λεπτϊν των δειγμάτων τροωίμων ςε ομογενοποιθτι 

(Stomacher). Σο ομογενοποιθμζνο δείγμα των επιωανειϊν αποτελοφςε τθ μθδενικι αραίωςθ 100, 

ενϊ το αντίςτοιχο των προϊόντων τθν πρϊτθ αραίωςθ 10-1. Σα δείγματα νωποφ ι παςτεριωμζνου 

γάλακτοσ, κακϊσ και τα δείγματα αποβλιτων εξετάηονταν όπωσ παραλαμβάνονταν (μθδενικι 

αραίωςθ). Ζπειτα από τισ κατάλλθλεσ διαδοχικζσ δεκαδικζσ αραιϊςεισ, οι οποίεσ 

πραγματοποιικθκαν ςε δοκιμαςτικοφσ ςωλινεσ με αποςτειρωμζνο διάλυμα MRD, ακολουκοφςε 

επιωανειακι εξάπλωςθ ι ενςωμάτωςθ ςε διπλά τρυβλία petri με το κατάλλθλο εργαςτθριακό 

υπόςτρωμα ανά εξεταηόμενθ ομάδα μικροοργανιςμϊν, όπωσ αναγράωεται αναλυτικά παρακάτω: 

Oλικι Mεςόφιλθ Xλωρίδα (ΟΜΧ): Για τθν καταμζτρθςθ τθσ ΟΜΧ, ποςότθτα 0,1 ml από τισ 

επιλεγμζνεσ δεκαδικζσ αραιϊςεισ μεταωζρονταν με επιωανειακι επίςτρωςθ ςτο μθ επιλεκτικό 

υπόςτρωμα Tryptic Soy Agar κι επωάηονταν ςτουσ 30oC για 48 ϊρεσ. τθν καταμζτρθςθ 

ςυμπεριλαμβάνονταν το ςφνολο των αποικιϊν (EN ISO 4833:2003).  

Εντεροβακτιρια: Για τθν ανάλυςθ των εντεροβακτθριδίων, ποςότθτα 1 ml από τισ 

κατάλλθλεσ δεκαδικζσ αραιϊςεισ μεταωζρονταν με τθν τεχνικι τθσ ενςωμάτωςθσ ςτο επιλεκτικό 

υπόςτρωμα Violet Red Bile Glucose Agar κι επωάηονταν ςτουσ 37oC για 24 ϊρεσ. Μετά το πζρασ τθσ 

επϊαςθσ καταμετροφνταν οι χαρακτθριςτικζσ ωακοειδείσ ιϊδεισ αποικίεσ κακϊσ και οι λευκζσ ςτθν 

επιωάνεια ι τα τοιχϊματα του τρυβλίου (EN ISO 21528-2:2004).  

Ολικά Κολοβακτθρίδια και E. coli: Για τθν απαρίκμθςθ των κολοβακτθριδίων, ποςότθτα 1 ml 

από τισ επιλεγμζνεσ δεκαδικζσ αραιϊςεισ μεταωζρονταν με ενςωμάτωςθ ςτο επιλεκτικό 

υπόςτρωμα Chromocult Coliform Agar κι επωάηονταν ςτουσ 37oC για 24 ϊρεσ. Θ απαρίκμθςθ 
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ςυμπεριελάμβανε τισ χαρακτθριςτικζσ αποικίεσ των μικροοργανιςμϊν (ιϊδεσ, ςομόν και πράςινο). 

Οι φποπτεσ αποικίεσ για E.coli (ςκοφρο ιϊδεσ χρϊμα) μεταωζρονταν από το Chromocult Coliform 

Agar, ςε ζνα δεφτερο επιλεκτικό το Chromocult TBX (Tryptone Bile X-glucoronide) Agar (Merck) κι 

επωάηονταν αρχικά ςτουσ 37οC για 3-4 ϊρεσ και ςτθ ςυνζχεια ςτουσ 44οC για 18-20 ϊρεσ. φμωωνα 

με το εγχειρίδιο τθσ εταιρίασ, οι χαρακτθριςτικζσ αποικίεσ μπλε-πράςινου χρϊματοσ ανικουν ςτο 

είδοσ E. coli. Για τθν επιπλζον, ταυτοποίθςθ του πακογόνου ςτελζχουσ E. coli 0157:Θ7 

πραγματοποιικθκε μεταωορά άχρωμων αποικιϊν από το Chromocult TBX Agar ςτο επιλεκτικό 

υπόςτρωμα Fluorocult E. coli 0157:Θ7 Agar (Merck) κι επϊαςθ ςτουσ (EN ISO 4832:2006).  

Mικρόκοκκοι και S. aureus: Θ καταμζτρθςθ των μικρόκοκκων και του πακογόνου 

μικροοργανιςμοφ S. aureus ζλαβε χϊρα με μεταωορά ποςότθτασ 0,1 ml από τισ επιλεγμζνεσ 

δεκαδικζσ αραιϊςεισ με επιωανειακι επίςτρωςθ ςτο επιλεκτικό υπόςτρωμα Baird Parker Agar με 

προςκικθ Egg Yolk Tellurite κι επϊαςθ ςτουσ 37oC,  για 48 ϊρεσ. Για τθν απαρίκμθςθ του S. aureus 

λαμβάνονταν υπϋόψιν οι χαρακτθριςτικζσ μαφρεσ πολυγωνικζσ αποικίεσ με υποκίτρινο και διαωανζσ 

άλω. Μζροσ των αποικιϊν μεταωζρονταν ςε υγρό μθ επιλεκτικό υπόςτρωμα Brain Heart Infusion 

Broth (Biolife), το οποίο επωάηονταν ςτουσ 37οC για 20-24 ϊρεσ και ςτθ ςυνζχεια 

πραγματοποιοφταν το τεςτ κοαγκουλάςθσ (Bactident Coagulase, Merck, 37οC για 24 ϊρεσ), για τθν 

επιβεβαίωςθ των κετικϊν ςε S. aureus δειγμάτων. Παράλλθλα λάμβανε χϊρα μικροςκοπικι εξζταςθ 

μετά από χρϊςθ Gram (χαρακτθριςτικοί ιϊδεισ κόκκοι ενωμζνοι ςε μορωολογία τςαμπιοφ). Σο 

ςφνολο των μαφρων αποικιϊν μικρισ διαμζτρου (≈1 mm) απαρικμοφνταν ωσ μικρόκοκκοι (EN ISO 

6888-1: 1999/Amd.1:2003). 

Ηφμεσ και Μφκθτεσ: Θ μικροβιολογικι ανάλυςθ των ηυμϊν και μυκιτων ζγινε με μεταωορά 

ποςότθτασ 0,1 ml από τισ κατάλλθλεσ δεκαδικζσ αραιϊςεισ, με τθν τεχνικι τθσ επιωανειακισ 

επίςτρωςθσ ςτο επιλεκτικό υπόςτρωμα Chloramphenicol Glucose Yeast Extract Agar (YGC), κι 

επϊαςθ των τρυβλίων ςτουσ 25oC για 3-5 θμζρεσ. Μετά το πζρασ τθσ επϊαςθσ μετρικθκε το 

ςφνολο των αποικιϊν ι/και των υωϊν ανεξαρτιτωσ μορωολογίασ και χρϊματοσ (EN ISO 21527-

1:2008).  

Θ προετοιμαςία των υποςτρωμάτων, κακϊσ και όλθ θ διαδικαςία αραίωςθσ του πλθκυςμοφ 

των κυττάρων και τθσ επίςτρωςθσ ι ενςωμάτωςθσ ςτα ςτερεά εργαςτθριακά υποςτρϊματα γινόταν 

πάντα υπό αςθπτικζσ ςυνκικεσ. Εντοφτοισ, πραγματοποιοφνταν τακτικά κλαςςικζσ μικροβιολογικζσ 

αναλφςεισ ταυτοποίθςθσ ςε ποςοςτό των αποικιϊν από κάκε υπόςτρωμα, όπωσ θ μικροςκοπικι 

ανάλυςθ, θ δοκιμι τθσ χρϊςθσ Gram, κακϊσ και οι δοκιμζσ οξειδάςθσ και καταλάςθσ, με ςκοπό τθν 

επικφρωςθ ότι οι καταμετροφμενεσ αποικίεσ ανικουν ςτον εκάςτοτε υπό εξζταςθ μικροοργανιςμό.   

 

2.2.4. Ανίχνευςθ των L. monocytogenes και Salmonella spp. από επιφάνειεσ και προϊόντα  



48 

 

Για τθν ανίχνευςθ των πακογόνων L. monocytogenes και Salmonella spp, πραγματοποιικθκε 

εμπλουτιςμόσ των κυττάρων που περιζχονταν ςε οριςμζνθ ποςότθτα των δειγμάτων προϊόντων ι 

ςε κάκε βφςμα από τισ επιωάνειεσ ςτα κατάλλθλα υποςτρϊματα και ςτθ ςυνζχεια θ απομόνωςθ και 

ο κακαριςμόσ και θ βιοχθμικι ταυτοποίθςι τουσ, ςφμωωνα με τα πρωτόκολλα των διεκνϊν 

προτφπων  ISO 11290:1 (1996; Amd 1:2004) και ISO 6579 (2002), αντίςτοιχα. Πιο αναλυτικά, ςτισ 

ςακοφλεσ με τα βφςματα που προορίηονταν για τθν ανίχνευςθ των πακογόνων, προςτζκθκαν 100 

ml Listeria Fraser broth base half concentration (Biolife, Italiana, 1οσ εμπλουτιςμόσ) ι 100 ml Buffered 

Peptone Water (BPW), ομογενοποιικθκαν ςε ειδικό όργανο (Stomacher, Laboratory Blender, 

Stomacher 400) για 1 λεπτό κι επωάςτθκαν ςτουσ 30oC και 37oC αντίςτοιχα για 24 ϊρεσ. Θ ίδια 

διαδικαςία πραγματοποιικθκε ςτα δείγματα τροωίμων, όπου 25g τροωίμου μεταωζρκθκε ςε 225ml 

εμπλουτιςτικοφ κι ομογενοποιικθκε για 2 λεπτά ςτο Stomacher. Σο ςφνολο αωζκθκε για επϊαςθ 

ςτουσ 30oC για το ½ Fraser broth και τουσ 37oC για το BPW, αντίςτοιχα.  

τθ διαδικαςία τθσ απομόνωςθσ τθσ L. monocytogenes επακολουκοφςε δεφτεροσ 

εμπλουτιςμόσ με μεταωορά 0,1ml από το ½ Fraser broth ςε 10ml Full Listeria Fraser broth (Biolife), 

και επϊαςθ ςτουσ 37οC για 24 ϊρεσ. Από τα δείγματα που ςθμείωςαν αλλαγι χρϊματοσ από το 

αρχικό ςε μαφρο ζγινε επιωανειακι εξάπλωςθ ςε Listeria Agar acc to Ottaviani and Agosti (ALOA, 

Biolife) με τθν βοικεια ςτείρου κρίκου και τα τρυβλία επωάςτθκαν ςτουσ 37οC για 24 ϊρεσ. τθν 

περίπτωςθ που εμωανίηονταν οι χαρακτθριςτικζσ αποικίεσ (πράςινεσ-μπλζ με άλω) ακολουκοφςε 

απομόνωςι τουσ με μεταωορά κάκε μίασ ςε ξεχωριςτό τρυβλίο με Tryptic Soy Agar Yeast Extract 

(TSAYE, Tryptic Soy Agar + 0,6% Yeast Extract, Biolife) κι επϊαςι τουσ ςτουσ 37οC για 24 ϊρεσ. τθ 

ςυνζχεια λαμβάνονταν αποικίεσ από το TSAYE (χαρακτθριςτικοφ ανοιχτοφ γαλάηιου χρϊματοσ), για 

τισ βιοχθμικζσ δοκιμζσ ταυτοποίθςθσ, όπωσ τισ ορίηει το πρότυπο: χρϊςθ Gram, τεςτ οξειδάςθσ 

(Bactident Oxidase, Merck) και καταλάςθσ (3% H2O2, Mallinckrodt), τεςτ κινθτικότθτασ (Tryptic Soy 

Yeast Extra Broth, TSBYE και επϊαςθ ςτουσ 25 οC για 24 ϊρεσ), αιμολυτικά τεςτ (Blood Agar και 

επϊαςθ ςτουσ 37 οC για 24 ϊρεσ) και αντίδραςθ ςτα ςάκχαρα ραμνόςθ και ξυλόηθ (L(+)- Rhamnose 

monohydrate, D(+)- Xylose, Merck κι επϊαςθ ςτουσ 37 οC για 24 ϊρεσ). 

τθν διαδικαςία απομόνωςθσ των Salmonella spp. (ISO 6579, 2002), μετά τον πρϊτο 

εμπλουτιςμό των δειγμάτων ςε BPW πραγματοποιικθκε δεφτεροσ εμπλουτιςμόσ με τθν μεταωορά 

ποςότθτασ 0,1 ml ςε 10 ml επιλεκτικοφ υποςτρϊματοσ Salmonella enrichment broth acc to 

Rappaport and Vassiliadis (RVS broth, Merck) κι επϊαςθ ςτουσ 42οC για 24 ϊρεσ. φμωωνα με το 

εγχειρίδιο τθσ εταιρίασ, θ αλλαγι του χρϊματοσ του υποςτρϊματοσ από ςκοφρο πράςινο ςε ανοικτό 

πράςινο, υποδιλωνε κετικό ςτα Salmonella spp δείγμα. Για τον λόγο αυτό, ακολουκοφςε 

επιωανειακι εξάπλωςθ με τθν βοικεια ςτείρου κρίκου αρχικά ςτο επιλεκτικό υπόςτρωμα Xylose 

Lysine Desoxycholate Agar (XLD, Biolife, 37οC για 24 ϊρεσ) και ςτθν ςυνζχεια μαφρεσ αποικίεσ 
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μεταωζρονταν ςτο μθ επιλεκτικό υπόςτρωμα Tryptic Soy Agar (επϊαςθ ςτουσ 37οC για 24 ϊρεσ), για 

τον κακαριςμό τουσ και  τισ περεταίρω βιοχθμικζσ δοκιμζσ ταυτοποίθςθσ. 

 

2.2.5. Φυςικοχθμικζσ αναλφςεισ 

Παράλλθλα με τισ μικροβιολογικζσ αναλφςεισ των προϊόντων πραγματοποιικθκε μζτρθςθ τθσ 

ενεργότθτασ φδατοσ (aw) (WTW MultiCal, rotronic/HygroLab) και του pH (pH 526, Bel Engineering) 

κάκε εξεταηόμενου δείγματοσ. τα δείγματα ςτερεϊν τροωίμων θ μζτρθςθ το pH γίνονταν ςτθν 

πρϊτθ αραίωςθ. 

 

2.2.6. Μοριακζσ μζκοδοι ταυτοποίθςθσ των απομονωκζντων ςτελεχϊν L. monocytogenes 

Μετά από τθν απομόνωςθ των ςτελεχϊν τθσ L. monocytogenes από τα τρόωιμα και τισ 

επιωάνειεσ, κακϊσ και τθν ολοκλιρωςθ των βιοχθμικϊν δοκιμϊν, όπωσ τισ ορίηει το πρότυπο, 

χαρακτθριςτικζσ αποικίεσ του μικροοργανιςμοφ διατθροφνταν ςε υγρό κρεπτικό υπόςτρωμα TSBYE 

με τθν προςκικθ 20% γλυκερόλθσ, ςτουσ -22oC. Οι αποικίεσ προετοιμάςτθκαν ςφμωωνα με το 

πρωτόκολλο που περιγράωεται από τουσ D’Agostino et al. (2004), με τθν χριςθ των εκκινθτϊν LIP1 

και LIP2 και δοκιμάςτθκαν με τθν αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (PCR) για τθν επιβεβαίωςθ 

ότι ανικουν ςτο είδοσ L. monocytogenes. τθν ςυνζχεια πραγματοποιικθκε θλεκτροωόρθςθ 

εναλλαςςόμενου θλεκτρικοφ πεδίου (Pulsed field gel electrophoresis, PFGE) με το πρωτόκολλο που 

περιγράωεται από τουσ Kagkli et al. (2009), με τθν χριςθ των περιοριςτικϊν ενηφμων AscI και ApaI.   

 

2.2.7. Ανάλυςθ αποτελεςμάτων 

Οι αποικίεσ που μετρικθκαν ςτα υποςτρϊματα μεταωράςτθκαν ςε CFU/ml ι g προϊόντοσ, 

ςφμωωνα με το πρότυπο ISO 15214:1998, ενϊ για τα δείγματα των επιωανειϊν μεταωράςτθκαν ςε 

CFU/cm2, ςφμωωνα με το πρότυπο ISO 18593:2004. τθ ςυνζχεια τα αποτελζςματα μετατράπθκαν 

ςε δεκαδικοφσ λογαρίκμουσ, log CFU/ml ι g και log CFU/cm2, αντίςτοιχα και υποβλικθκαν ςε 

ανάλυςθ διακφμανςθσ πολλαπλϊν παραγόντων με τθ χριςθ του γενικευμζνου γραμμικοφ μοντζλου 

του ςτατιςτικοφ προγράμματοσ SPSS (16.0). Εωαρμόςτθκε θ δοκιμι πολλαπλϊν ςυγκρίςεων Tukey’s 

για τον εντοπιςμό των ςτατιςτικά ςθμαντικϊν διαωορϊν των επιμζρουσ επιπζδων των παραγόντων, 

ενϊ ωσ επίπεδο ςθμαντικότθτασ ορίςτθκε το α=0,05. 
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2.3. Αποτελζςματα και ςυηιτθςθ 

τθν προςπάκεια αποτφπωςθσ τθσ υγιεινολογικισ κατάςταςθσ των Ελλθνικϊν τυροκομείων 

μεςαίασ κλίμακασ, πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ ςε ζξι τυροκομεία τθσ Ελλθνικισ επικράτειασ, από τα 

οποία ελιωκθςαν ςυνολικά 390 δείγματα επιωανειϊν και προϊόντων κατά το χρονικό διάςτθμα 

2007-2009, ςε περιόδουσ παραγωγισ των προϊόντων. Σο ςφνολο των τυροκομικϊν μονάδων 

πραγματοποιοφςε τακτικοφσ ελζγχουσ τθσ μικροβιολογικισ κατάςταςθσ των επιωανειϊν και των 

προϊόντων τουσ ςε εξωτερικά εργαςτιρια κι απαςχολοφςε εξειδικευμζνο προςωπικό με γνϊςεισ 

υγιεινισ, κατάλλθλο για τθν ανάλυςθ των αποτελεςμάτων, ενϊ τζςςερα από αυτά εωάρμοηαν τισ 

αρχζσ του ςυςτιματοσ HACCP ι βρίςκονταν υπό διαδικαςία πιςτοποίθςθσ (Σ3, Σ4, Σ5, και Σ6). Οι 

ομάδεσ μικροοργανιςμϊν που επιλζχκθκαν να εξεταςτοφν αωοροφςαν κυρίωσ ςε πακογόνουσ 

μικροοργανιςμοφσ, κακϊσ και ςε μικροοργανιςμοφσ δείκτεσ υγιεινισ που αωοροφν το γάλα και τα 

γαλακτοκομικά προϊόντα, όπωσ είναι οι ηφμεσ και οι μφκθτεσ, τα εντεροβακτιρια και τα 

κολοβακτθρίδια, οι μικρόκοκκοι και S. aureus, το E. coli, τα Salmonella spp. και θ L. monocytogenes. 

Παράλλθλα ελζγχκθκε θ ολικι μεςόωιλθ χλωρίδα των τροωίμων και των επιωανειϊν, θ οποία ςτα 

περιςςότερα από τα τρόωιμα, λόγω τθσ ωφςθσ τουσ (ηυμϊμενα) αποτελοφνταν κατά κφριο λόγο από 

οξυγαλακτικά βακτιρια. ε μια πρϊτθ γενικευμζνθ αποτίμθςθ τθσ εικόνασ των υπό εξζταςθ 

τυροκομείων μπορεί να ειπωκεί ότι κατά τθν περίοδο τθσ ζρευνασ υπιρχε ςθμαντικό περικϊριο 

βελτίωςθσ με βάςθ τα όρια του κανονιςμοφ ΕΚ 1441/2007, εντοφτοισ παρατθρικθκαν χαμθλά 

ποςοςτά ανίχνευςθσ ι/και καταμζτρθςθσ πακογόνων μικροοργανιςμϊν.  

Ιδιαίτερα επιβαρυμζνο από μικροβιολογικισ άποψθσ βρζκθκε το αρχικό προϊόν (νωπό γάλα, 

χ. 2.1 και 2.3), κακϊσ και οι ςυςκευζσ ωφλαξθσ και μεταωοράσ του (παγολεκάνεσ, χ. 2.2 και 2.4). 

Χαρακτθριςτικι είναι θ εικόνα του νωποφ γάλακτοσ ςτο χ. 2.3, όπου διαωαίνεται ςχεδόν το ςφνολο 

των εξεταηόμενων μικροοργανιςμϊν ςε επίπεδα άνω των 4 log CFU/ml, ςε ςυνδυαςμό με τθν 

ανίχνευςθ πακογόνων ςε παγολεκάνθ ι γάλα παγολεκάνθσ (Πιν. 2.1). Οι υψθλοί πλθκυςμοί 

πακογόνων και αλλοιογόνων μικροοργανιςμϊν ςτθν χλωρίδα του νωποφ γάλακτοσ μποροφν να 

δθμιουργιςουν ποικίλα προβλιματα ςτθν ποιότθτα και τθν αςωάλεια των τελικϊν προϊόντων 

(Kousta et al., 2010). Προβλιματα ςχετικά με τθν τεχνολογία των τυριϊν (αδυναμία πιξθσ), τθν 

επιμόλυνςθ των επιωανειϊν και τθν μετζπειτα δυςκολία ςτον κακαριςμό τουσ (λόγω δθμιουργίασ 

βιοχμενίων), τθν επιβίωςθ πακογόνων μικροοργανιςμϊν (ιδιαίτερα ςε τυριά νωποφ ι κερμιςμζνου 

γάλακτοσ) κ.α. Σο νωπό γάλα αποτελεί μια εξαιρετικά ευαίςκθτθ πρϊτθ φλθ, θ οποία απαιτεί ςωςτό 

χειριςμό από όλουσ τουσ εμπλεκόμενουσ, ωςτόςο θ ζλλειψθ γνϊςθσ των ορκϊν πρακτικϊν τόςο 

από τουσ κτθνοτρόωουσ, όςο και από τουσ παραγωγοφσ οδθγεί ςτθν ςθμαντικι και ταχεία 

υποβάκμιςι του. τισ μζρεσ μασ, οι μεγάλθσ κλίμακασ γαλακτοβιομθχανίεσ ςυνεργάηονται άμεςα με 

τουσ προμθκευτζσ τουσ ςε επίπεδα που ωτάνουν μζχρι και τθν ποιότθτα τθσ τροωισ των ηϊων. 
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Πίνακασ 2.1. Μικροβιολογικι κατάςταςθ (log CFU/g ι ml) των δειγμάτων προϊόντων ι επιωανειϊν ςτα οποία ανιχνεφτθκαν οι μικροοργανιςμοί L. monocytogenes, Listeria 

spp. και Salmonella spp.και καταμετρικθκαν οι Staphylococcus aureus (>2 log CFU/g ι ml)
1
 και Escherichia coli (>3 log CFU/g ι ml)

2
. 

ΕΙΔΟ ΔΕΙΓΜ. ΠΕΡΙΓΡΑΦΘ ΔΕΙΓΜΑΣΟ ΣΤΡΟΚΟΜΕΙΟ OMX

ENTPΟBA 

KTHΡΙΔΙΑ ΚΟΛ/ΔΙΑ E. COLI

MICRO 

COCCI S. AUREUS

ΗΤΜΕ 

ΜΤΚHTE

SALMONELLA 

SPP. LISTERIA SPP.
Listeria ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ Δάπεδο (πλακάκια υγιεινισ - ςτεγνά) 1 6,40 6,78 6,40 <OA 3,84 <OA 3,64 ΔΑ +

monocytogenes ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ Μεταλλικι επιωάνεια πιεςτθρίου 1 6,16 5,26 5,59 <OA 5,32 <OA 5,41 ΔΑ +

ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ Απόβλθτα ξεπλφματοσ - 'Ανευ χοφμασ 1 7,96 7,19 >7,00 <OA 5,11 <OA 4,68 ΔΑ +

ΠΡΟΪΟΝ Ανκότυροσ 1 8,79 4,95 >7,00 <OA 5,75 <OA 0,00 ΔΑ +

Listeria spp. ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ Πάγκοσ εργαςίασ 3 2,79 - 2,76 <OA - <OA 4,76 - +

ΠΡΟΪΟΝ Γάλα από βυτίο (πριν επεξεργαςτεί) 3 8,09 - 7,59 7,26 - <OA 5,59 - +

ΑΠΟΒΛΘΣΑ Νερό-απόβλθτα 3 7,78 - 7,55 <OA - <OA 4,86 - +

ΑΠΟΒΛΘΣΑ Απόβλθτα 3 7,46 - 1,47 <OA - <OA 5,63 - +

Salmonella spp. ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ Βάςθ μεταλλικι ςτιβαγμζνων καλουπιϊν 4 5,19 4,47 4,58 <OA 4,75 <OA 2,74 + ΔΑ

ΠΡΟΪΟΝ Συρόγαλα από ςιλό 4 7,49 6,08 8,03 4,30 4,50 <OA <OA + ΔΑ

ΠΡΟΪΟΝ Συρόπθγμα προσ θμιάπαχο 4 8,05 5,16 5,05 4,92 3,16 <OA 2,60 + ΔΑ

ΠΡΟΪΟΝ Λευκό τυρί τελικό πριν διακ. ςυςκευαςία 4 8,23 2,59 <OA <OA 3,06 <OA <OA + ΔΑ

S. aureus ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ Παγολεκάνθ (ςε χριςθ) με γάλα (0-4οC) 1 6,07 4,47 5,87 <OA 4,65 3,30 3,97 ΔΑ ΔΑ

ΠΡΟΙΟΝ Ανάχυμα πάνω 1 8,51 4,48 >7,00 <OA 5,32 3,70 4,30 ΔΑ ΔΑ

ΠΡΟΙΟΝ Γάλα από παγολεκάνθ 4oC 1 8,31 4,91 5,48 <OA 5,55 5,55 5,03 ΔΑ ΔΑ

ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ Πλαςτικό καλοφπι μυηικρασ (ανκότυροσ μαλακόσ) 2 3,32 3,47 3,45 <OA 2,99 2,63 3,32 ΔΑ ΔΑ

ΠΡΟΙΟΝ Γάλα παςτεριωμζνο 70,9οC- 30 sec 2 3,60 <OA <OA <OA <OA 3,85 1,00 ΔΑ ΔΑ

ΠΡΟΙΟΝ Νωπό γάλα- Παγολεκάνθ 4 5,99 5,80 5,62 <OA 3,20 3,11 3,36 ΔΑ ΔΑ

ΠΡΟΙΟΝ Νωπό γάλα ςιλό 25/1 4 8, 94 6,34 8,50 <OA 5,00 3,85 6,23 ΔΑ ΔΑ

ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ Εςωτερικά τοιχϊματα παγολεκάνθσ 4 3,64 3,53 3,33 <OA 2,70 2,70 3,76 ΔΑ ΔΑ
E. coli ΠΡΟΪΟΝ Γάλα μυηικρα 45οC 1 8,87 5,89 6,59 6,59 5,95 <OA 3,54 ΔΑ ΔΑ

ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ Ποδιά εργαηόμενθσ (μετά τθν πρϊτθ ωρίμανςθ) 4 4,44 <OA 4,49 4,49 4,29 <OA 3,00 ΔΑ ΔΑ

ΠΡΟΪΟΝ Λευκό τυρί, τφπου Φζτα πρίν τθν ωρίμανςθ 4 8,49 7,58 7,70 7,55 4,23 <OA 4,38 ΔΑ ΔΑ

ΠΡΟΪΟΝ Λευκό τυρί, τφπου Φζτα πρίν τθν 1θ ωρίμανςθ 4 8,60 6,04 6,27 6,26 5,88 <OA 4,20 ΔΑ ΔΑ

ΠΡΟΪΟΝ Κεωαλοτφρι παραγωγισ 11/09/07 2 7,64 7,25 7,25 7,23 6,98 <OA 3,78 ΔΑ ΔΑ

ΠΡΟΪΟΝ Συρί ωζτα 1θμζρασ 3 8,36 - 4,51 3,40 - - 3,54 - ΔΑ

ΠΡΟΪΟΝ Συρί από πιχτρα (πριν τοποκετθκεί ςτο καλοφπι) 3 7,53 - 4,68 4,04 - - 2,93 - ΔΑ

ΠΡΟΪΟΝ Γάλα παραλαβισ 1 8,30 - 7,01 6,66 - - 5,10 - ΔΑ

ΠΡΟΪΟΝ Άλμθ 1 7,00 - 3,99 3,68 - 3,68 - ΔΑ

ΠΡΟΪΟΝ Πεκορίνο 23/01 (ωριμαντιριο) 1 8,39 - 5,50 5,00 - 6,93 - ΔΑ

ΠΡΟΪΟΝ Μυηικρα 13/01/09 6 6,35 - 4,48 3,48 4,89 - - - ΔΑ

ΠΡΟΪΟΝ Φζτα ςε ωρίμανςθ 6 8,96 - 4,65 3,00 4,33 - - - ΔΑ

ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ Παγολεκάνθ κτθνοτρόωου 3 5,80 - 4,98 4,98 - - 2,64 - ΔΑ  
ΟΑ: Όριο αρίκμθςθσ τθσ μεκόδου, ΔΑ: Δεν ανιχνεφτθκε, -: Δεν εξετάςτθκε 
1
: ΕΚ 1441/2007, παρ. 2.2.3.-5. και 1.21 (για ταωυλοκοκκικζσ εντεροτοξίνεσ) 

2
: ΕΚ 1441/2007, παρ. 2.2.2. (δείκτθσ επιπζδου υγιεινισ) 
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χιμα 2.1. Πλθκυςμοί τθσ μικροβιακισ χλωρίδασ (μζςοσ όροσ log CFU/ml ι g) των υπό εξζταςθ αρχικϊν, ενδιάμεςων και τελικϊν προϊόντων, ςτα διαωορετικά ςτάδια τθσ 

παραγωγικισ διαδικαςίασ. το ςχιμα απεικονίηονται οι μζςεσ τιμζσ και οι τυπικζσ αποκλφςεισ για τθν ολικι μεςόωιλθ χλωρίδα (, TSA), τα ολικά κολοβακτθρίδια 

(,CCA), το E. coli (, TBX), τισ ηφμεσ και τουσ μφκθτεσ (, YGCA) και το pH (–).  
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χιμα 2. 2. Πλθκυςμοί τθσ μικροβιακισ χλωρίδασ (μζςοσ όροσ log CFU/cm
2
) των υπό εξζταςθ επιωανειϊν, ςτα διαωορετικά ςτάδια τθσ παραγωγικισ διαδικαςίασ. 

το ςχιμα απεικονίηονται οι μζςεσ τιμζσ και οι τυπικζσ αποκλφςεισ για τθν ολικι μεςόωιλθ χλωρίδα (, TSA), τα ολικά κολοβακτθρίδια (,CCA), το E. coli (, TBX), τισ 

ηφμεσ και τουσ μφκθτεσ (, YGCA).  



54 

 

Εντοφτοισ, ςε επιχειριςεισ μικρότερθσ κλίμακασ εξακολουκεί να υωίςταται θ αγορά γάλακτοσ 

υποβακμιςμζνθσ ποιότθτασ λόγω τθσ χαμθλότερθσ τιμισ του. Σζλοσ, θ φπαρξθ των 

εντεροβακτθρίων ςτο παςτεριωμζνο γάλα ςτο 20% των δειγμάτων που εξετάςτθκαν (3/15, Σ1, Σ4) 

ςε τιμζσ μεγαλφτερεσ του κανονιςμοφ (5 CFU/ml, ΕΚ 1441/2007) κακϊσ και των κολοβακτθριδίων 

επιβεβαιϊνει τθν βεβαρθμζνθ κατάςταςθ του αρχικοφ προϊόντοσ κακϊσ και τισ αςτοχίεσ κατά τθν 

κερμικι επεξεργαςία και τον μετζπειτα χειριςμό του γάλακτοσ. 

Αναωορικά με τουσ πακογόνουσ μικροοργανιςμοφσ, 4 δείγματα βρζκθκαν κετικά ςε 

Salmonella spp. ςε ςφνολο 90 δειγμάτων (4,5%), ενϊ από ςφνολο 390 δειγμάτων βρζκθκαν 4 κετικά 

ςε L. monocytogenes (1%) και 8 ςε Listeria spp. (2%). Παρατθρϊντασ τθ ςυνολικι εικόνα των εν 

λόγω δειγμάτων ωαίνεται ότι θ φπαρξθ των πακογόνων μπορεί να ςυςχετιςτεί με τθν υψθλι ολικι 

μικροβιολογικι χλωρίδα και με τθν φπαρξθ υψθλϊν πλθκυςμϊν των δεικτϊν υγιεινισ (Πιν. 2.1). 

Ενδιαωζρον επίςθσ, αποτελεί το γεγονόσ ότι το ςφνολο των απομονϊςεων κακενόσ εκ των 

πακογόνων, προζρχονταν από ζνα ςυγκεκριμζνο τυροκομείο κατά τθν ίδια δειγματολθψία. τθν 

περίπτωςθ του Σ1, μετά τθν ανίχνευςθ τθσ L. monocytogenes και τθν εν γζνει επιβαρυμζνθ 

κατάςταςθ των επιωανειϊν και των δειγμάτων του, ζγιναν ςυςτάςεισ με αποτζλεςμα τθν ςαωι 

βελτίωςθ τθσ εικόνασ του ςτισ επόμενεσ δειγματολθψίεσ. το Σ4 θ φπαρξθ Salmonella spp. πικανόν 

να οωείλονταν ςε επιμόλυνςθ που αντιμετωπίςτθκε ζγκαιρα, κακϊσ ςε καμία άλλθ δειγματολθψία 

δεν ανιχνεφτθκε το πακογόνο (Πιν. 2.1.). Σο εν λόγω εφρθμα τονίηει τθν ςθμαςία του τακτικοφ 

ελζγχου τθσ υγιεινολογικισ εικόνασ μιασ επιχείρθςθσ παραγωγισ τροωίμων, με ςκοπό τον άμεςο 

εντοπιςμό μιασ αςτοχίασ ι επιμόλυνςθσ και τθν γριγορθ αντιμετϊπιςθ τουσ.  

Σα ςτελζχθ τθσ L. monocytogenes εντοπίςτθκαν ςε επιωάνειεσ που βρίςκονταν ςε επαωι με 

απόβλθτα, ςτα πλακάκια του πατϊματοσ του χϊρου παραγωγισ, ςε μεταλλικι επιωάνεια πίεςθσ 

των τυριϊν, κακϊσ και ςε δείγμα ανκότυρου (Πιν 2.1). Θ φπαρξθ του πακογόνου ςε ςθμεία του 

χϊρου παραγωγισ, τα οποία δεν ζρχονται ςε άμεςθ επαωι με τα προϊόντα, ζχει αναωερκεί και ςε 

άλλεσ μελζτεσ (Scoder et al., 2011). Αντίκετα, ςε δείγματα με ιδιαίτερα βεβαρυμμζνθ χλωρίδα 

(υψθλοί πλθκυςμοί κολοβακτθριδίων, εντεροβακτθρίων, ΟΜΧ) όπωσ αυτά του ανκότυρου και του 

καλουπιοφ ανκότυρου ςτθν ίδια δειγματολθψία (Σ1), δεν ανιχνεφτθκε ο πακογόνοσ. ε γενικζσ 

γραμμζσ, θ L. monocytogenes δεν αναμζνεται να υπεριςχφςει ζναντι του ζντονου ανταγωνιςμοφ 

από τθν ενδογενι ι τθν αλλοιογόνο χλωρίδα των τροωίμων, ιδιαίτερα όταν αυτι βρίςκεται ςε 

υψθλά επίπεδα (Mellefont et al., 2008).  

Για τθν επιβεβαίωςθ τθσ ταυτότθτασ των τεςςάρων ςτελεχϊν που ανιχνεφτθκαν κατά τθν 

διάρκεια τθσ ζρευνασ χρθςιμοποιικθκαν μοριακζσ μζκοδοι. Αρχικά πραγματοποιικθκε αλυςιδωτι 

αντίδραςθ πολυμεράςθσ (PCR), ςφμωωνα με το πρωτόκολλο που περιγράωεται από τουσ 

D’Agostino et al. (2004), με κετικά και αρνθτικά δείγματα και εξειδικευμζνουσ εκκινθτζσ για το 
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είδοσ L. monocytogenes ςτθν οποία όλα τα ςτελζχθ βρζκθκαν κετικά (χ. 2.5.α). τθ ςυνζχεια, 

πραγματοποιικθκε θλεκτροωόρθςθ εναλλαςςόμενου θλεκτρικοφ πεδίου (PFGE) για τον 

ςυςχετιςμό των ςτελεχϊν μεταξφ τουσ. Θ διαδικαςία τθσ PFGE πραγματοποιικθκε παράλλθλα με 

τα ζνηυμα ApaI και AscI. Από τα αποτελζςματα διακρίνεται θ ςυγγζνεια μεταξφ των ςτελεχϊν, τα 

οποία παρά τα διαωορετικά ςθμεία απομόνωςισ τουσ εμωάνιςαν κοινι ςυμπεριωορά κατά τισ δφο 

θλεκτροωοριςεισ (διαωορετικι ωςτόςο ςτθν κάκε μία, χ. 2.5.β). Θ ομοιότθτα των παλςότυπων 

(pulsotypes) μεταξφ των ςτελεχϊν ενόσ τυροκομείου δεν είναι δεδομζνθ, κακϊσ μποροφν να 

απομονωκοφν ςτελζχθ με 10 ι περιςςότερουσ διαωορετικοφσ παλςότυπουσ από τθν ίδια 

επιχείρθςθ (Lomonaco et al., 2009, Fox et al., 2011). Αντίςτροωα, μπορεί ο ίδιοσ παλςότυποσ να 

ανιχνεφεται περιοδικά ςε μία επιχείρθςθ για μεγάλα χρονικά διάςτθμα ι ςε διαωορετικζσ 

επιχειριςεισ (Lomonaco et al., 2009, Fox et al., 2011). ε κάκε περίπτωςθ θ PFGE αποτελεί μια από 

τισ καλφτερεσ μεκόδουσ ςυςχετιςμοφ των ςτελεχϊν, που ζχουν απομονωκεί από τρόωιμα ι 

αςκενείσ, μεταξφ τουσ κακϊσ και με τισ φποπτεσ πθγζσ (Kathariou et al., 2002, Gilbreth et al., 2005, 

Fox et al., 2011).  

Ο επιπολαςμόσ τθσ L. monocytogenes ςτισ επιωάνειεσ και το περιβάλλον των τυροκομείων 

βρζκθκε χαμθλότεροσ ςε ςχζςθ με τον αναμενόμενο (Chambel et al., 2007, Fox et al., 2009, Kousta 

et al., 2010). Σο γεγονόσ αυτό ενδεχομζνωσ να οωείλεται ςτθν περιοριςμζνθ επιωάνεια 

δειγματολθψίασ (10*10 cm), θ οποία επιλζχκθκε με βάςθ τισ απαιτιςεισ του προτφπου (EN ISO 

18593, 2004). Μια διαδικαςία που κα περιελάμβανε δειγματολθψία από ολόκλθρεσ τθσ επιωάνειεσ 

παραγωγισ ι τα εργαλεία, ενδεχομζνωσ να οδθγοφςε ςε διαωορετικά αποτελζςματα. Επιπλζον, θ 

παρατεταμζνθ ζκκεςθ του μικροοργανιςμοφ ςε ςυνκικεσ λοιμοφ και ςε πολλζσ περιπτϊςεισ 

ψφχουσ, μπορεί να προκαλζςει τθν μεταβολι τθσ ωυςιολογίασ των κυττάρων του ςε ηϊντα αλλά μθ 

καλλιεργιςιμα (VBNC), τα οποία δυςκολεφονται (ι αδυνατοφν) να πολλαπλαςιαςτοφν ςτα ςυνικθ 

επιλεκτικά εμπλουτιςτικά υποςτρϊματα (Aertsen και Michiels, 2002). Θ χριςθ νζων μεκόδων 

μοριακισ ανίχνευςθσ των πακογόνων, όπωσ αυτι τθσ ποςοτικισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ (qPCR) ι 

τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ πραγματικοφ χρόνου (RT-PCR), μπορεί να οδθγοφςε ςε 

περιςςότερο ρεαλιςτικά ποςοςτά επιπολαςμοφ, ανάλογα με τθν φπαρξθ του πακογόνου ςτα 

προϊόντα και τισ επιωάνειεσ (Fox et al., 2009, Alessandria et al., 2010).  

τισ αναλφςεισ για τον S. aureus βρζκθκαν 8 (5,1%) δείγματα με πλθκυςμό άνω του ορίου 

αρίκμθςθσ τθσ μεκόδου από τα 155 που αναλφκθκαν. ε ζνα από τα δείγματα ο πλθκυςμόσ του 

μικροοργανιςμοφ ξεπζραςε τα 105 κφτταρα (5.6 log CFU/ml, Πιν 2.1), πλθκυςμόσ που κεωρείται ότι 

απαιτείται για τθν παραγωγι αρκετισ ποςότθτασ τθσ εντεροτοξίνθσ που προκαλεί τθν αςκζνεια (O’ 

Brien et al., 2009). Tο μεγαλφτερο ποςοςτό (75%) δειγμάτων με μετριςιμουσ πλθκυςμοφσ του 
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χιμα 2.3. Ποςοςτιαία (%) κατανομι των πλθκυςμϊν των μικροοργανιςμϊν επί του ςυνόλου των δειγμάτων προϊόντων που εξετάςτθκαν. το ςχιμα απεικονίηονται τα 

αποτελζςματα για τθν ολικι μεςόωιλθ χλωρίδα (, PCA), τα ολικά κολοβακτθρίδια (, CCA), το E. coli (, TBX), τισ ηφμεσ και τουσ μφκθτεσ (, YGCA) και τα 

εντεροβακτιρια (, VRBGA).  
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χιμα 2 4. Ποςοςτιαία (%) κατανομι των πλθκυςμϊν των μικροοργανιςμϊν επί του ςυνόλου των δειγμάτων επιωανειϊν που εξετάςτθκαν. το ςχιμα  απεικονίηονται τα 

αποτελζςματα για τθν ολικι μεςόωιλθ χλωρίδα (, PCA), τα ολικά κολοβακτθρίδια (, CCA), το E. coli (, TBX), τισ ηφμεσ και τουσ μφκθτεσ (, YGCA) και τα 

εντεροβακτιρια (, VRBGA).  
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πακογόνου αντιςτοιχοφςε ςε δείγματα νωποφ γάλακτοσ ι επιωανειϊν τθσ παγολεκάνθσ των 

παραγωγϊν. Ανθςυχθτικι ωςτόςο ιταν θ παρουςία του ςε παςτεριωμζνο γάλα, πικανϊσ ωσ 

αποτζλεςμα διαςταυροφμενθσ επιμόλυνςθσ. Με δεδομζνο ότι ο S. aureus προζρχεται κυρίωσ από 

το δζρμα των γαλακτοπαραγωγικϊν ηϊων (αγελάδεσ, αίγεσ κ.α.) και των ανκρϊπων, κεωρείται 

αναμενόμενθ θ παρουςία του ςτο νωπό γάλα, με ιδιαίτερα υψθλό επιπολαςμό (Gounadaki et al., 

2008, Irlinger, 2008, Kousta et al., 2010, Jakobsen et al., 2011). Εντοφτοισ, λόγω τθσ χαμθλισ 

κερμοανκεκτικότθτάσ του, δφςκολα ξεπερνά το εμπόδιο τθσ παςτερίωςθσ, ενϊ με τθν εωαρμογι 

των ορκϊν κανόνων υγιεινισ ςε ςυνδυαςμό με τθν υψθλι ελάχιςτθ κερμοκραςία αφξθςισ του, 

κακϊσ και τθν περιοριςμζνθ δυνατότθτά του να ανταγωνίηεται τθν ενδογενι χλωρίδα του γάλακτοσ 

και των προϊόντων του, δεν αναμζνεται να επιβιϊςει ςε τυριά ωρίμαςθσ (O’ Brien et al., 2009, 

Jakobsen et al., 2011).  

Θ ολικι μικροβιακι χλωρίδα των προϊόντων κυμάνκθκε από 107 CFU/ml ςτο νωπό γάλα ςε 

103 CFU/ml ζπειτα από τθν παςτερίωςθ, ενϊ μετά τθν προςκικθ τθσ εκκινθτιριασ καλλιζργειασ 

αυξικθκε ςταδιακά μζχρι τουσ 9 log CFU/g (χ. 2.1). Ανάλογθ διακφμανςθ κατά τθν πορεία τθσ 

παραγωγικισ διαδικαςίασ παρατθρικθκε και ςτισ επιωάνειεσ (χ. 2.2), με χαμθλότερουσ ωςτόςο 

τελικοφσ πλθκυςμοφσ (2 ζωσ 5 log CFU/g). τα γαλακτοκομικά προϊόντα που ζχουν υποςτεί ηφμωςθ 

(τυριά, γιαοφρτι κ.α.) αναμζνονται πλθκυςμοί τθσ τάξεωσ των 8-9 log CFU/g, κυρίωσ λόγω τθσ 

προςκικθσ οξυγαλακτικϊν βακτθρίων ςτα αρχικά ςτάδια τθσ τεχνολογίασ. Εντοφτοισ, οι πλθκυςμοί 

106-109 CFU/g που βρζκθκαν ςε μαλακά τυριά ζτοιμα προσ διάκεςθ και κατανάλωςθ, όπωσ ο 

Ανκότυροσ και θ Μυηικρα, ςε ςυνδυαςμό με τθν ανίχνευςθ πακογόνων (Πίν. 2.1, χ. 2.1 και 2.3), 

εγείρουν ανθςυχία τόςο για τθ διάρκεια ηωισ των προϊόντων, όςο κυρίωσ για τθν επικινδυνότθτά 

τουσ. Σα μαλακά τυριά οροφ χαρακτθρίηονται από τθν ιδιαίτερα ευαίςκθτθ μικροβιολογικι τουσ 

ωφςθ επειδι κατά τθν διάρκεια τθσ τεχνολογίασ τουσ δεν υπόκεινται ςε οξφνιςθ, αλάτιςθ ι κάποια 

άλλθ διαδικαςία, που βοθκάει ςτον ζλεγχο των πακογόνων. Επιπλζον, θ ιςχυρι κζρμανςθ ςτθν 

αρχι τθσ παραςκευισ τουσ δθμιουργεί ζνα ςτείρο προϊόν επιρρεπζσ ςτθν οποιαδιποτε 

διαςταυροφμενθ επιμόλυνςθ, όπου ελλείψει ανταγωνιςμοφ ο πλθκυςμόσ του πακογόνου μπορεί 

να αυξθκεί ςε υψθλά επίπεδα, αυξάνοντασ παράλλθλα και τθν επικινδυνότθτα του τροωίμου. Δεν 

είναι τυχαίο ότι οι περιςςότερεσ επιδθμίεσ λιςτερίωςθσ παγκοςμίωσ αωοροφν ωρζςκα μαλακά 

τυριά (Kousta et al., 2010).   

Από τθν ζρευνα προζκυψε ότι ςθμαντικό ποςοςτό τθσ ολικισ χλωρίδασ των επιωανειϊν και 

των προϊόντων αποτζλεςαν οι ηφμεσ και οι μφκθτεσ (χ. 2.1-2.4). τα τρόωιμα μετρικθκαν μεταξφ 

των 2 και 5 λογαρίκμων, με εξαίρεςθ το παςτεριωμζνο γάλα και το γιαοφρτι ςτα οποία μετρικθκαν 

κάτω του ορίου αρίκμθςθσ, με αντίςτοιχα μεγαλφτερα ποςοςτά κατανομισ του πλθκυςμοφ ςτουσ 

0-2 log CFU/g ι ml (χ. 2.1 και 2.3). τισ επιωάνειεσ επεξεργαςίασ το μεγαλφτερο ποςοςτό του 
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πλθκυςμοφ των εξεταηόμενων δειγμάτων ςυγκεντρϊκθκε ςτουσ 0-4 λογαρίκμουσ με εξαίρεςθ τουσ 

πάγκουσ εργαςίασ, όπου μετρικθκε κοντά ςτουσ 5 λογαρίκμουσ, αντίςτοιχο με αυτόν τθσ ολικισ 

μεςόωιλθσ χλωρίδασ (χ. 2.2 και 2.4). Θ φπαρξι τουσ ςτισ επιωάνειεσ και τα τρόωιμα είναι ζνδειξθ 

τθσ μθ αποτελεςματικισ εωαρμογισ των διαδικαςιϊν κακαριότθτασ και απολφμανςθσ, κακϊσ και 

των προαπαιτοφμενων προγραμμάτων των ςυςτθμάτων υγιεινισ ςτισ βιομθχανίεσ τροωίμων. ε 

γενικζσ γραμμζσ θ επικινδυνότθτα φπαρξθσ των ηυμϊν και των μυκιτων ςτα τρόωιμα είναι μικρι 

και περιορίηεται ςε ςυγκεκριμζνα ςτελζχθ που ζχουν τθν ικανότθτα παραγωγισ τοξινϊν. Ωςτόςο θ 

παρουςία τουσ δεν κα πρζπει να παραβλζπεται γιατί ενδζχεται να επθρεάςουν ζμμεςα τθν 

αςωάλειά των προϊόντων κακϊσ, μζςω τθσ μεταβολικισ τουσ δραςτθριότθτασ και τθσ ανάπτυξθσ 

του pH που αυτι επιωζρει, ενδζχεται να αυξιςουν τθν επικινδυνότθτα τροωίμων με αρχικζσ τιμζσ 

pH χαμθλότερεσ από το όριο ανάπτυξθσ των πακογόνων μικροοργανιςμϊν (ωζτα, γιαοφρτι), 

παρατείνοντασ τθν επιβίωςι τουσ ι ακόμα και κατά περιπτϊςεισ, ευνοϊντασ τθν αφξθςι τουσ 

(Belessi et al., 2008). Ωςτόςο, κυρίωσ επειδι ςυμβάλουν ςθμαντικά ςτθν ποιοτικι υποβάκμιςθ των 

προϊόντων και αποτελοφν ζνδειξθ για το γενικότερο επίπεδο υγιεινισ των εγκαταςτάςεων, 

ςυςτινεται θ λιψθ μζτρων για τθν εξάλειψι τουσ.  

ε όλα τα προϊόντα μετά τθν παςτερίωςθ, τα κολοβακτθρίδια μετρικθκαν ςε τιμζσ 

μεγαλφτερεσ των 100 CFU/g, ενϊ κυμάνκθκαν μεταξφ των 2 και 4 λογαρίκμων CFU/g (χ. 2.1. και 

2.3.). Εξαίρεςθ αποτζλεςε το Σ3 ςτο οποίο το μεγαλφτερο ποςοςτό (74%) βρζκθκε με τιμζσ <2 log 

CFU/ml-g (δεδομζνα μθ εμωανι). τισ επιωάνειεσ αντίκετα, ενδιαωζρον προκαλοφν οι χαμθλοί 

πλθκυςμοί των κολοβακτθριδίων που βρζκθκαν ςε μαχαίρια, ςιωϊνια, καλοφπια και εργαηόμενουσ 

(1-2 log CFU/cm2), ςε αντίκεςθ με τουσ πάγκουσ και τα δάπεδα τθσ τυροκόμθςθσ και του 

ωριμαντθρίου (>2 log CFU/cm2, χ. 2.2). Σα παραπάνω αποτελζςματα εωιςτοφν τθν προςοχι ςτθ 

διαδικαςία κακαριςμοφ και απολφμανςθσ των εγκαταςτάςεων, μιασ και θ φπαρξθ 

κολοβακτθριδίων και εντεροβακτθρίων ςτα ενδιάμεςα και τελικά προϊόντα, κακϊσ και ςτισ 

επιωάνειεσ, είναι ζνδειξθ επιμόλυνςθσ (Salo et al., 2006, Christison et al., 2008). 

Σο E. coli χρθςιμοποιείται ςαν δείκτθσ υγιεινισ των προϊόντων και των επιωανειϊν, για τθν  

φπαρξθ και άλλων βακτθρίων εντερικισ προζλευςθσ, ενϊ ςυνδζεται άμεςα με τθν γενικότερθ 

υγιεινολογικι κατάςταςθ τθσ επιχείρθςθσ, κακϊσ θ εμωάνιςι του αποδίδεται ςε διαςταυροφμενθ 

επιμόλυνςθ (O’ Brien et al., 2009). τισ επιωάνειεσ παραγωγισ τo E. coli εντοπίςτθκε ςε χαμθλοφσ 

πλθκυςμοφσ (χ. 2.2). τθν παραγωγι τθσ ωζτασ εμωανίςτθκε ςτο αρχικό ςτάδιο τθσ ωρίμαςθσ με 

ωκίνουςα ωςτόςο πορεία, ενϊ ανθςυχθτικι κρίκθκε και θ εμωάνιςι του ςτθ Μυηικρα (Πιν. 2.1, χ. 

2.1), τρόωιμο με ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά που ευνοοφν τθν ανάπτυξθ των μικροοργανιςμϊν. 

υνολικά 30 (8,9%) δείγματα βρζκθκαν με πλθκυςμό E. coli άνω του ορίου αρίκμθςθσ από τα 337 

που εξετάςτθκαν, ενϊ ο ανϊτεροσ αυτϊν βρζκθκε ςε νωπι ωζτα πριν τθν ωρίμαςθ (7,6 log CFU/g),
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χιμα 2.5. υμπεριωορά κατά τθν αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (PCR, α) και τθν θλεκτροωόρθςθ 

εναλλαςςόμενου θλεκτρικοφ πεδίου (PFGE, β) των απομονϊςεων τθσ L. monocytogenes από τισ επιωάνειεσ 

και το προϊόν του Σ1 (Πιν. 2.1.). Για τθν PCR, τα ςτελζχθ προετοιμάηονταν ςφμωωνα με το πρωτόκολλο που 

περιγράωεται από τουσ D’Agostino et al. (2004), με τθν χριςθ των εκκινθτϊν LIP1 και LIP2. τθν PFGE τα 

ςτελζχθ που εμωανίηονται επεξεργάςτθκαν με τα ζνηυμα ApaI και AscI (Kagkli et al., 2009). Οι ςυνκικεσ τθσ 

θλεκτροωόρθςθσ ιταν 6 V, με παλμοφσ που κυμαίνονταν από 4 μζχρι 40¨ για 18 ϊρεσ. Οι αρικμοί ςτα 

αριςτερά υποδεικνφουν τα κατά προςζγγιςθ μεγζκθ DNA όπωσ ζχουν προςδιοριςτεί από τον δείκτθ 

μοριακοφ βάρουσ (lambda DNA sizing ladder, Low range PFG, New England Biolab, Ipswich, MA, ΘΠΑ). τιλεσ 

PCR: λ: δείκτθσ μοριακοφ βάρουσ (1 & 15), αρνθτικό πρότυπο (φδωρ, 2), 1: Δάπεδο (πλακάκια υγιεινισ), 2: 

Μεταλλικι επιωάνεια πιεςτθρίου, 3: Απόβλθτα ξεπλφματοσ, 4: Ανκότυρο, Lm: Πρότυπο ςτζλεχοσ Listeria 

monocytogenes Scott A. τιλεσ PFGE: λ: δείκτθσ μοριακοφ βάρουσ, S: ςτζλεχοσ Salmonella (XbaI), 1: Δάπεδο 

(πλακάκια υγιεινισ), 2: Μεταλλικι επιωάνεια πιεςτθρίου, 3: Απόβλθτα ξεπλφματοσ, 4: Ανκότυρο 
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με τθν ποδιά εργαηομζνθσ ςτθν ίδια δειγματολθψία να ζχει 4,5 log CFU/cm2 E. coli. φμωωνα με το 

χ. 2.1 θ παςτερίωςθ επιτυγχάνει να κανατϊςει τον αρχικό πλθκυςμό E. coli του νωποφ γάλακτοσ. 

Θ μετζπειτα εμωάνιςι του ςτο τυρόγαλα και το ωρζςκο τυρί μπορεί να αποδοκεί ςε 

διαςταυροφμενθ επιμόλυνςθ από τισ επιωάνειεσ επεξεργαςίασ, το προςωπικό ι μολυςμζνα 

προϊόντα (Christison et al., 2008). 

τθν Ελλθνικι πραγματικότθτα, ο χειριςμόσ των τροωίμων κατά τθν διαδρομι από το ςθμείο 

παραγωγισ μζχρι και τθν κατανάλωςι τουσ, ιδιαίτερα οι κερμοκραςιακζσ μεταβολζσ που 

υωίςτανται, ζχουν ςθμαντικι επίδραςθ ςτθν ςυμπεριωορά τόςο των πακογόνων, όςο και των 

αλλοιογόνων μικροοργανιςμϊν (Manios et al., 2009, Koutsoumanis et al., 2010). υγκεκριμζνα, 

τυχόν προβλιματα ςτθν ψυκτικι αλυςίδα κατά τθν μεταωορά των προϊόντων από τθν βιομθχανία 

ςτθν αγορά, αςτοχίεσ που μπορεί να πραγματοποιθκοφν ςτα ψυγεία των καταςτθμάτων πϊλθςθσ 

και θ ελλιπισ γνϊςθ των καταναλωτϊν για τθν ανάγκθ τιρθςθσ των προτεινόμενων κερμοκραςιϊν 

ψφξθσ (ςυνικωσ 2-4oC), κακϊσ και των ορκϊν κανόνων χειριςμοφ των τροωίμων, μπορεί να 

αυξιςουν ςθμαντικά τουσ πλθκυςμοφσ των πακογόνων ςτα τρόωιμα και κατά ςυνζπεια τθν 

επικινδυνότθτά τουσ. Θ ςυνειςωορά των καταναλωτϊν ςτθν κακι μεταχείριςθ των τροωίμων είναι 

ςθμαντικι, κακϊσ ζρευνεσ ζχουν δείξει ότι θ κερμοκραςία του ψυγείου ςτο 64 % των καταναλωτϊν 

ξεπερνοφςε τουσ 5oC, ενϊ ςαν μζςθ κερμοκραςία μετρικθκαν οι 6,4oC (Koutsoumanis et al., 2010). 

Εν κατακλείδι, οι ςυνκικεσ που αντιμετωπίηει ζνα τρόωιμο από τθν ζξοδό του από τθν βιομθχανία 

μζχρι και τθν κατανάλωςι του είναι ςε ελάχιςτεσ περιπτϊςεισ διαχειρίςιμεσ. Επομζνωσ, οι 

επιχειριςεισ που εμπλζκονται ςτθν παραγωγι τροωίμων, επιβάλλεται να λαμβάνουν ςοβαρά τθν 

ευκφνθ παραγωγισ προϊόντων με ελάχιςτο ι μθδενικό επιβλαβζσ μικροβιακό ωορτίο.  
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2.4 υμπεράςματα 

Θ βελτίωςθ τθσ ποιότθτασ και τθσ αςωάλειασ των τροωίμων και ιδιαίτερα των ζτοιμων προσ 

κατανάλωςθ προϊόντων αποτελεί ζναν ςυνεχι ςτόχο, ο οποίοσ προχποκζτει τθν υπεφκυνθ 

ςυμπεριωορά και τθν ςυνεργαςία μεταξφ των παραγωγϊν τροωίμων, των ελεγκτικϊν αρχϊν, των 

εμπλεκομζνων με τθν διανομι και διάκεςθ των προϊόντων και των καταναλωτϊν. Σα πρότυπα και οι 

κανονιςμοί που υωίςτανται τόςο ςε παγκόςμιο όςο και ςε εκνικό επίπεδο βοθκάνε τουσ 

παραγωγοφσ, ςε περίπτωςθ που εωαρμόηονται ςωςτά, να μειϊςουν ςτο ελάχιςτο τισ αςτοχίεσ και 

τισ απϊλειεσ τουσ και να παράγουν τρόωιμα χαμθλισ επικινδυνότθτασ και υψθλισ διατροωικισ 

αξίασ. Ο χαμθλόσ επιπολαςμόσ των πακογόνων που ανιχνεφτθκαν ι καταμετρικθκαν ςτθν ζρευνα 

ςυνδζεται μεταξφ άλλων και με τθν ωφςθ των περιςςότερων γαλακτοκομικϊν προϊόντων, τα οποία 

κεωροφνται ςχετικά ςτακερά και αςωαλι τρόωιμα. Εντοφτοισ, θ φπαρξθ πακογόνων ςε προϊόντα 

αυξθμζνθσ επικινδυνότθτασ και ςτισ επιωάνειεσ ωφλαξθσ ι επεξεργαςίασ τουσ, τονίηει τθν ανάγκθ 

λιψθσ πρόςκετων μζτρων με ςκοπό τθν εξάλειψι τουσ, κακϊσ μελλοντικζσ λανκαςμζνεσ ενζργειεσ 

ςτθν ςυντιρθςθ και διάκεςθ των προϊόντων μπορεί να κζςουν ςε κίνδυνο τθν υγεία των 

καταναλωτϊν. Οι υψθλοί πλθκυςμοί, που μετρικθκαν ςε μικροοργανιςμοφσ δείκτεσ τθσ υγιεινισ 

και τθσ κακαριότθτασ των τυροκομείων ωανερϊνουν τθν ανάγκθ υιοκζτθςθσ αυςτθρότερων 

κανόνων υγιεινισ, αρτιότερθσ εκπαίδευςθσ του προςωπικοφ τουσ και τακτικοφ ελζγχου των 

εγκαταςτάςεϊν τουσ. Επιπλζον, θ βεβαρυμμζνθ μικροβιολογικά κατάςταςθ του νωποφ γάλακτοσ 

ωανερϊνει τθν ανάγκθ καλφτερθσ ςυνεργαςίασ των παραγωγϊν με τουσ προμθκευτζσ τουσ, με τθν 

κζςπιςθ ορίων ποιότθτασ και τον ςυνεχι ζλεγχο των εγκαταςτάςεων και των πρακτικϊν τουσ. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 3: ΜΕΛΕΣΗ ΣΟΤ ΦΗΜΑΣΙΜΟΤ ΒΙΟΫΜΕΝΙΩΝ ΣΟΤ ΠΑΘΟΓΟΝΟΤ 

ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΜΟΤ Listeria monocytogenes Ε ΕΠΙΥΑΝΕΙΕ ΑΝΟΞΕΙΔΩΣΟΤ 

ΦΑΛΤΒΑ ΚΑΙ ΠΡΟΔΙΟΡΙΜΟ ΣΗ ΑΝΘΕΚΣΙΚΟΣΗΣΑ ΣΟΤ Ε 

ΑΠΟΛΤΜΑΝΣΕ 

 

Θ εμωάνιςθ τθσ L. monocytogenes ςτισ επιωάνειεσ επεξεργαςίασ τροωίμων κακϊσ και θ 

εμωάνιςι του ςτα παραγόμενα προϊόντα, ιδιαιτζρα ςε όςα ζχουν υποςτεί κερμικι επεξεργαςία, 

οωείλεται κυρίωσ ςτθν φπαρξθ προςκολλθμζνων ςτισ επιωάνειεσ κυττάρων του μικροοργανιςμοφ 

ςτθν μορωι των βιοχμενίων. Θ ωυςιολογία των κυττάρων του πακογόνου επθρεάηει, μεταξφ άλλων, 

τον ςχθματιςμό και τθν ανκεκτικότθτα των βιοχμενίων. Ωςτόςο ταυτόχρονα επθρεάηεται και από 

αυτιν, κακϊσ με βάςθ τθ βιβλιογραωία, προςκολλθμζνα κφτταρα του μικροοργανιςμοφ ζχουν 

διαωορετικι ςυμπεριωορά ζναντι των καταπονιςεων ςε ςχζςθ με τα αντίςτοιχα πλαγκτονικά. τθν 

προςπάκεια να μελετθκοφν οι αλλθλεπιδράςεισ τθσ ωυςιολογίασ των κυττάρων τθσ L. 

monocytogenes με τον ςχθματιςμό και τθν ανκεκτικότθτα των βιοχμενίων ζναντι τθσ απολφμανςθσ, 

ςχεδιάςτθκαν και πραγματοποιικθκαν δφο ανεξάρτθτα πειράματα.  

 

3.1. χηματιςμόσ βιοχμενίων τησ Listeria monocytogenes ςε επιφάνειεσ 

ανοξείδωτου χάλυβα ςε δφο θερμοκραςίεσ παρουςία γαλακτοκομικών προϊόντων 

και προςδιοριςμόσ τησ κινητικήσ των αποκολλημζνων κυττάρων ςε γάλα και κρζμα.   

 

Applied and Environmental Microbiology 75 (22), 7182-7188 

 

3.1.1. Ειςαγωγι 

Ο πακογόνοσ μικροοργανιςμόσ L. monocytogenes, ζχει τθν ικανότθτα να επιβιϊνει για μεγάλο 

χρονικό διάςτθμα ςε επιωάνειεσ επεξεργαςίασ τροωίμων, από όπου δφναται να επιμολφνει τα 

τρόωιμα κατά τθν επεξεργαςία τουσ (Wilks et al., 2006, Shi και Zhu, 2009.). Αποτελεί ςτακερό 

ςθμείο ενδιαωζροντοσ τθσ βιομθχανίασ τροωίμων, κακϊσ προκαλεί λιςτερίωςθ μια ςοβαρι νόςο, 

με υψθλό ποςοςτό νοςθλείασ και κνθτότθτασ (Kathariou, 2002). Θ λιςτερίωςθ, ςφμωωνα με το 

Ευρωπαϊκό Κζντρο Ελζγχου και Πρόλθψθσ Νόςων (ECDCP), υπιρξε θ πζμπτθ πιο κοινι ηωονόςοσ 

ςτθν Ευρϊπθ κατά τθ διάρκεια του 2006 (EFSA-ECDC, 2007), ενϊ τθσ ζχει αποδωκεί το 28% των 

κανάτων προερχόμενων από τροωιμογενείσ λοιμϊξεισ ςτισ ΘΠΑ (Mead et al., 1999).  

Οριςμζνα από τα ςτελζχθ τθσ L. monocytogenes ζχουν τθν ικανότθτα να παραμζνουν ςτο 

δυςμενζσ περιβάλλον τθσ επεξεργαςίασ τροωίμων για πολλά ζτθ, ενϊ ςθμαντικόσ παράγοντασ τθσ 
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ικανότθτασ αυτισ κεωρείται θ προςκόλλθςι τουσ ςτισ επιωάνειεσ (Lundén et al., 2000, Møretrø και 

Langsrud, 2004). Μζςα από αναωορζσ ωαίνεται ότι θ L. monocytogenes προςκολλάται ςε διάωορα 

υλικά που χρθςιμοποιοφνται από τθ βιομθχανία ςτισ επιωάνειεσ επεξεργαςίασ τροωίμων και 

δθμιουργεί βιοχμζνια (Beresford et al., 2001, Silva et al., 2008, Somers και Wong, 2004). Σα 

βιοχμζνια, τα οποία είναι προςκολλθμζνεσ μικροβιακζσ κοινότθτεσ ςυνικωσ με τθν κάλυψθ ενόσ 

εξωπολυςακχαριτθ, εωόςον ςχθματιςτοφν, υπόκεινται ςε ωαινοτυπικζσ μεταβολζσ, μζςω 

διακυτταρικισ επικοινωνίασ, γεγονόσ που τα κακιςτά πιο ανκεκτικά ζναντι αντιμικροβιακϊν 

παραγόντων, απολυμαντικϊν και τθσ καταπόνθςθσ από το περιβάλλον (Frank και Koffi, 1990, 

Ganesh Kumar και Anand, 1998, Pan et al., 2006, Garrett et al., 2008). Μία αυςτθρι διαδικαςία 

απολφμανςθσ του εξοπλιςμοφ κα ελαχιςτοποιοφςε τον κίνδυνο φπαρξθσ κυττάρων ςτισ επιωάνειεσ. 

Εντοφτοισ, ο κίνδυνοσ εξακολουκεί να υπάρχει ςε ςθμεία επεξεργαςίασ των τροωίμων, που δεν 

είναι εφκολα προςβάςιμα ςτον κακαριςμό και τθν απολφμανςθ (όπωσ κυρτζσ και κεκλιμζνεσ 

επιωάνειεσ, ακμζσ, κόγχεσ, εγκοπζσ, κ.α., Taormina και Dorsa, 2007, Skandamis et al., 2009).  

τισ καταγεγραμμζνεσ επιδθμίεσ λιςτερίωςθσ ζχουν εμπλακεί μεταξφ άλλων και τα 

γαλακτοκομικά προϊόντα (De Buyser et al., 2001, Lundén et al., 2004). τισ περιςςότερεσ από τισ in 

vitro μελζτεσ τθσ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes ςτα γαλακτοκομικά προϊόντα ζχουν 

χρθςιμοποιθκεί ςτελζχθ του πακογόνου ςε αιϊρθςθ ςε υγρό κρεπτικό υπόςτρωμα (Panagou και 

Nychas, 2008). Κατά τθν επεξεργαςία, αποκικευςθ και διάκεςι του, ζνα προϊόν ενδζχεται να 

επιμολυνκεί από πλαγκτονικά και από προςκολλθμζνα ςε επιωάνειεσ εργαλεία κ.α. κφτταρα του 

πακογόνου. Οι ςυνκικεσ επϊαςθσ επθρεάηουν τθν μετζπειτα ανάπτυξθ ι επιβίωςθ τθσ L. 

monocytogenes ςτα τρόωιμα (Buchanan και Klawitter, 1991, Dufrenne et al., 1997, Geornaras et al., 

2006a, Geornaras et al., 2006b), όπωσ και ότι υπάρχουν ςθμαντικζσ διαωορζσ από άποψθ 

ωυςιολογίασ μεταξφ των πλαγκτονικϊν και προςκολλθμζνων κυττάρων (Frank και Koffi, 1990, 

Kuchma και O’Toole, 2000, Tremoulet et al., 2002). Εντοφτοισ, οι πλθροωορίεσ που υπάρχουν ςτθ 

βιβλιογραωία για τθν ςυμπεριωορά τθσ L. monocytogenes ςτα γαλακτοκομικά προϊόντα μετά από 

ενοωκαλμιςμό αποκολλθμζνων κυττάρων είναι περιοριςμζνεσ.  

τόχοσ τθσ μελζτθσ ιταν θ αξιολόγθςθ του ςχθματιςμοφ βιοχμενίων τθσ L. monocytogenes ςε 

ανοξείδωτο χάλυβα και θ επίδραςθ των προθγοφμενων ςυνκθκϊν επϊαςισ του (προςκολλθμζνα ςε 

επιωάνειεσ ανοξ. χάλυβα ι πλαγκτονικά κφτταρα ςε γαλακτοκομικά προϊόντα) ςτθν μετζπειτα 

κινθτικι ανάπτυξθσ του μικροοργανιςμοφ ςε γάλα ςτουσ 5oC για 20 θμζρεσ. Θ προετοιμαςία των 

δφο εμβολίων πραγματοποιικθκε ςε δφο προϊόντα (γάλα και κρζμα εμπορίου) και δφο 

κερμοκραςίεσ (5 και 20oC). Επιπλζον, μελετικθκε θ εκοφςια (αβίαςτθ) αποκόλλθςθ κυττάρων, μετά 

από προςκόλλθςι τουσ ςτο δυςμενζσ περιβάλλον του γιαουρτιοφ (5oC για 7 θμζρεσ), και θ αφξθςι 

τουσ ςε γάλα και κρζμα εμπορίου ςτουσ 5oC για 20 θμζρεσ. 
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3.1.2 Τλικά και μζκοδοι 

 

3.1.2.1. Πειραματικόσ ςχεδιαςμόσ 

Επιωάνειεσ ανοξείδωτου χάλυβα εκτεκειμζνεσ ςε διαωορετικά είδθ γαλακτοκομικϊν 

προϊόντων (γάλα, κρζμα βανίλιασ και γιαοφρτι) χρθςιμοποιικθκαν με ςκοπό να προςομοιάςουν 

ςθμεία ςτισ εγκαταςτάςεισ παραγωγισ οι οποίεσ δεν μποροφν εφκολα να κακαριςτοφν και να 

απολυμανκοφν και για τον λόγο αυτό λειτουργοφν ςαν καταωφγια των μικροοργανιςμϊν. Θ 

βακτθριακι προςκόλλθςθ αξιολογικθκε ςτουσ 5 και τουσ 20oC, ϊςτε να προςομοιάςει 

περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ που ςυναντοφνται κατά τθν παραγωγι και αποκικευςθ γαλακτοκομικϊν 

προϊόντων. Για τθν διερεφνθςθ τθσ παραπάνω υπόκεςθσ πραγματοποιικθκαν τρείσ κφριεσ μελζτεσ. 

Αρχικά, πραγματοποιικθκε προςκόλλθςθ τθσ L. monocytogenes ςε επιωάνειεσ ανοξείδωτου χάλυβα 

(ΑΧ) βυκιςμζνεσ ςε γάλα, κρζμα και γιαοφρτι για 7 θμζρεσ ςτουσ 5 και 20oC. Θ επιλογι των 7 

θμερϊν ζκκεςθσ ςτα τρόωιμα  ζγινε για να υπάρχει επαρκισ χρόνοσ ϊςτε να λάβουν χϊρα αρκετοί 

κφκλοι αποκόλλθςθσ-προςκόλλθςθσ-ανάπτυξθσ του βιοχμενίου (Todhanakasem και Young, 2008). 

Σο πείραμα αυτό ςτόχευε ςτον προςδιοριςμό τθσ επίδραςθσ του περιβάλλοντοσ (π.χ. υπόςτρωμα 

ανάπτυξθσ και κερμοκραςία) ςτθν ικανότθτα τθσ L. monocytogenes να προςκολλάται και να 

ςχθματίηει βιοχμζνια ςε επιωάνειεσ ΑΧ με υπολείμματα τροωίμων. ε επόμενο ςτάδιο, δφο είδθ 

κυττάρων τθσ L. monocytogenes, τα αποκολλθμζνα από επιωάνειεσ ι ςε αιϊρθςθ ςτο τρόωιμο 

(πλαγκτονικά) χρθςιμοποιικθκαν για τον ενοωκαλμιςμό γάλακτοσ με ςκοπό τθν αξιολόγθςθ τθσ 

επίδραςθσ του προθγοφμενου περιβάλλοντοσ ςτθν μετζπειτα κινθτικι ανάπτυξθσ του πακογόνου 

ςτουσ 5oC. Σο πείραμα ςτόχευςε απευκείασ ςτθν ςυγκριτικι ανάπτυξθ δφο ειδϊν κυττάρων που 

αντιπροςωπεφουν διαωορετικά ςενάρια διαςταυροφμενθσ επιμόλυνςθσ. υγκεκριμζνα, τα κφτταρα 

που αυξάνονταν ςε αιϊρθςθ προςομοίαςαν επιμόλυνςθ από γάλα, υγρά ενδιάμεςα προϊόντα και 

υπολείμματα ι απόβλθτα, ενϊ τα προςκολλθμζνα κφτταρα προςομοίαηαν επιμόλυνςθ από 

επιωάνειεσ με υπολείμματα τροωίμων. Σζλοσ, εξετάςτθκε θ ικανότθτα των κυττάρων τθσ L. 

monocytogenes να αποκολλοφνται εκουςίωσ από επιωάνειεσ ΑΧ, με υπολείμματα γιαουρτιοφ, και 

να διαςκορπίηονται ςε μθ ενοωκαλμιςμζνα γαλακτοκομικά προϊόντα, όπωσ είναι το γάλα και θ 

κρζμα βανίλια, ςτουσ 5oC. Όλα τα πειράματα πραγματοποιικθκαν με τουλάχιςτον 4 επαναλιψεισ 

(n=4).  

 

3.1.2.2. Βακτθριακό ςτζλεχοσ και προετοιμαςία του εμβολίου  

τθν παροφςα μελζτθ χρθςιμοποιικθκε το πακογόνο βακτιριο L. monocytogenes Scott A 

(ορότυποσ 4b, επιδθμικό ςτζλεχοσ, απομονωμζνο από νοςοφντα). Θ ικανότθτα του ςτελζχουσ να 

προςκολλείται ςε επιωάνειεσ ζχει καταταχτεί ςτθν μζςθ μιασ λίςτασ με πολυάρικμεσ απομονϊςεισ 
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από τρόωιμα και κλινικζσ περιπτϊςεισ (Djordjevic et al., 2003, Tresse et al., 2007). Σο ςτζλεχοσ 

επιλζχκθκε λόγω τθσ κλινικισ του προζλευςθσ και του ιςχυροφ επιδθμιολογικοφ ςυςχετιςμοφ του 

ορότυπου 4b με τθν λιςτερίωςθ ςτουσ ανκρϊπουσ (Kathariou, 2002, Lianou et al., 2006). Επιπλζον, θ 

μονοκαλλιζργεια επιλζχκθκε ζτςι ϊςτε τα ευριματα ςτθν ςυγκριτικι ανάπτυξθ των πλαγκτονικϊν 

και βιοχμενικϊν κυττάρων και τθν αποκόλλθςθ των τελευταίων να μθν επθρεάηονται από τθν 

κυριαρχία διαωορετικϊν ςτελεχϊν ανά εξεταηόμενθ περίπτωςθ με τθν χριςθ πολυκαλλιζργειασ. Σο 

ςτζλεχοσ παρζμεινε υπό κατάψυξθ (-22oC) ςε Tryptic Soy Broth (Biolife Italiana Srl, Μιλάνο, Ιταλία) 

με προςκικθ 0,6% Yeast extract (LABM) (TSBYE) και 20% γλυκερόλθσ. Σο ςτζλεχοσ ενεργοποιικθκε, 

με τθν μεταωορά 0.1 ml τθσ κατεψυγμζνθσ καλλιζργειασ ςε δοκιμαςτικό ςωλινα με 10 ml υγροφ 

κρεπτικοφ υποςτρϊματοσ TSBYE και επϊαςθ των τελευταίων ςτουσ 30oC για 24 ϊρεσ. Θ διαδικαςία 

επαναλιωκθκε με τθν εκ νζου μεταωορά 0.1 ml από τθν καλλιζργεια μιασ θμζρασ ςε 10 ml TSBYE 

και εκ νζου επϊαςθ ςτουσ 30oC για 18 ϊρεσ, ςτθν διάρκεια των οποίων, όπωσ είχε υπολογιςτεί από 

προκαταρτικά πειράματα, ο μικροοργανιςμόσ βρίςκεται ςτθν ςτατικι ωάςθ. Ακολοφκθςε θ 

διαδικαςία τθσ ζκπλυςθσ των κυττάρων αρχικά με ωυγοκζντρθςθ τθσ καλλιζργειασ (3600 x g for 15 

min at 4C; Heraeus Instruments Megafuge 1.0 R, Buckinghamshire, Αγγλία), απόρριψθ του TSBYE 

και διπλι επαναιϊρθςθ τουσ ςε 10 ml αλατοφχου διαλφματοσ (maximum recovery diluent, MRD; 

Biolife Italiana Srl, Μιλάνο, Ιταλία) με ενδιάμεςθ ωυγοκζντρθςθ ϊςτε θ τελικι ςυγκζντρωςθ των 

κυττάρων να είναι 108-9 CFU/ml. 

 

3.1.2.3. Προετοιμαςία κρεπτικϊν υποςτρωμάτων 

αν υποςτρϊματα χρθςιμοποιικθκαν πλιρεσ παςτεριωμζνο αγελαδινό γάλα (υπερυψθλισ 

παςτερίωςθσ, HTST), παραδοςιακι κρζμα βανίλιασ (εμπορικι ςυςκευαςία των 170 γ) και γιαοφρτι 

(εμπορικι ςυςκευαςία των 200 γ) αγοραςμζνα από υπεραγορά και μεταωζρκθκαν ςτο εργαςτιριο 

υπό ψφξθ (4oC). Θ ςφςταςθ του γάλακτοσ ιταν 88% νερό, 3.5% λίποσ, 3.2% πρωτεΐνθ και 4.6% 

υδατάνκρακεσ, με τιμι pH από 6.6 μζχρι 6.7. Θ κρζμα βανίλιασ είναι ζνα παραδοςιακό γλυκό 

γάλακτοσ, το οποίο είναι δθμοωιλζσ ςτισ χϊρεσ τθσ Μεςογείου (Panagou και Nychas, 2008). 

Παραςκευάηεται από γάλα αγελάδασ, ηάχαρθ, τροποποιθμζνο άμυλο ςάγου, αλεφρι και 

καλαμποκάλευρο, κρόκο αυγοφ και βανιλίνθ (Panagou και Nychas, 2008). Για τθν διαςωάλιςθ τθσ 

μικροβιολογικισ τθσ αςωάλειασ θ κρζμα υποβάλλεται ςε κερμικι επεξεργαςία (82oC για 30 λεπτά) 

πριν τθν ςυςκευαςία τθσ. φμωωνα με τον παραγωγό θ ςφςταςθ του τελικοφ προϊόντοσ είναι 4.6% 

λίποσ, 2.9% πρωτεΐνθ, 17.8% υδατάνκρακεσ και θ τιμι pH κυμαίνεται από 6.3 μζχρι 6.7. Σο γιαοφρτι 

καταςκευάςτθκε από γάλα αγελάδασ και περιείχε 4% λίποσ, 4.5% πρωτεΐνθ και 6.5% υδατάνκρακεσ, 

ςφμωωνα με τον παραγωγό και θ τιμι pH ιταν από 4 ζωσ 4.4. 
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3.1.2.4. Προετοιμαςία κουπονιϊν 

Για τον ςχθματιςμό των βιοχμενίων τθσ L. monocytogenes χρθςιμοποιικθκαν ςτείρεσ 

επιωάνειεσ ανοξείδωτου χάλυβα, διαςτάςεων (μ*π*υ) 2*5*0.1 cm, αγοραςμζνεσ από τοπικι 

επιχείρθςθ (type AISI-304, No. 2b, Χαλυβουργικι Α.Ε., Ακινα, Ελλάδα), ζπειτα από ειδικι 

παραγγελία ςτα πλαίςια του πειράματοσ. Σο υλικό επιλζχκθκε λόγω τθσ εκτεταμζνθσ χριςθσ του 

ςτον εξοπλιςμό τθσ βιομθχανίασ τροωίμων (Boulange-Petermann, 1996). Οι επιωάνειεσ 

ανοξείδωτου χάλυβα μικρϊν διαςτάςεων ςτθν μεταλλουργία ονομάηονται κουπόνια (coupon: a 

sample of metal or metalwork submitted to a customer or testing agency for approval, 

Dictionary.com) και ζτςι κα καλοφνται ςτθν παροφςα μελζτθ. Μετά τθν αγορά τουσ τα κουπόνια 

εμβαπτίςτθκαν ςε ακετόνθ μζχρι τθν πλιρθ απομάκρυνςθ οποιουδιποτε λιπαντικοφ ι άλλου 

υλικοφ που χρθςιμοποιικθκε κατά τθν παραςκευι τουσ. Εν ςυνεχεία ωυλάςςονταν ςε διάλυμα 

αλκοόλθσ (100%). Πριν τθν χριςθ τουσ ςτα πειράματα τα κουπόνια κακαρίηονταν προςεκτικά (για 

τθν αποωυγι τριβϊν και χαραγϊν ςτον χάλυβα) με διάλυμα εμπορικοφ απολυμαντικοφ, 

ξεπλζνονταν με αποςταγμζνο φδωρ, ςτζγνωναν ςτον αζρα και ςυςκευάηονταν το κακζνα ξεχωριςτά 

ςε ωφλλο αλουμινίου για να μεταωερκοφν ςε κλίβανο, όπου και αποςτειρϊνονταν για 15 λεπτά 

ςτουσ 121oC.   

 

3.1.2.5. Ενοφκαλμιςμόσ γαλακτοκομικϊν προϊόντων και πειράματα προςκόλλθςθσ  

Πριν τον ενοωκαλμιςμό πραγματοποιοφταν μεταωορά ποςότθτασ (40 ml) ωρζςκου 

παςτεριωμζνου γάλακτοσ αςθπτικά ςε ςτείρουσ πλαςτικοφσ ςωλινεσ ωυγοκζντρου χωρθτικότθτασ  

(50 ml). Ο ενοωκαλμιςμόσ τθσ κρζμασ και του γιαουρτιοφ γινόταν ςτισ εμπορικζσ τουσ ςυςκευαςίεσ 

(170 γ για τθν κρζμα βανίλιασ και 200 γ για το γιαοφρτι). υγκεκριμζνα, ποςότθτα 0,5ml τθσ 

κατάλλθλθσ αραίωςθσ κυττάρων τθσ L. monocytogenes προςτζκθκε ςε κάκε πλαςτικό ςωλινα ι 

ςυςκευαςία κρεπτικοφ υποςτρϊματοσ ζτςι ϊςτε ο αρχικόσ πλθκυςμόσ του πακογόνου ςε κάκε 

ςυςκευαςία να είναι περί τα 107 CFU/γ ι /ml, όπωσ προςδιορίςτθκε από προκαταρτικά πειράματα.  

Για τθν εξαςωάλιςθ τθσ ομοιόμορωθσ διαςποράσ του εμβολίου, τα δείγματα γάλακτοσ αναμίχκθκαν 

με vortex για 30¨, ενϊ τα δείγματα κρζμασ και γιαουρτιοφ ανακατεφτθκαν επιμελϊσ με μία 

αποςτειρωμζνθ ςπάτουλα. Μετά τον ενοωκαλμιςμό, οι μεταλλικζσ επιωάνειεσ τοποκετικθκαν μία 

ςτο κζντρο του κάκε ςωλινα ι ςυςκευαςίασ, ςε κάκετθ κζςθ, ϊςτε ολόκλθρθ θ επιωάνεια να είναι 

εκτεκειμζνθ ςτθν καλλιζργεια και το κρεπτικό μζςο, κι επωάςτθκαν ςε υψθλισ ακρίβειασ (± 0.5oC) 

επωαςτικοφσ καλάμουσ (MIR-153, Sanyo Electric Co., Osaka, Ιαπωνία) για 7 θμζρεσ ςτουσ 5oC ι τουσ 

20oC. Μθ ενοωκαλμιςμζνα δείγματα ελζγχου ςυντθρικθκαν ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ κι εξετάςτθκαν 

περιοδικά για τθν απουςία τθσ L. monocytogenes με το πρωτόκολλο εμπλουτιςμοφ του ISO 11290 

(Διεκνισ Οργανιςμόσ Συποποίθςθσ, ISO 11290-1:1998/FDAM 1:2004).  
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3.1.2.6. Αποκόλλθςθ των προςκολλθμζνων κυττάρων τθσ L. monocytogenes από κουπόνια ΑΧ και 

προςδιοριςμόσ του πλθκυςμοφ των βιοχμενίων ι των πλαγκτονικϊν κυττάρων  

Θ αποκόλλθςθ των προςκολλθμζνων κυττάρων από τα κουπόνια ΑΧ πραγματοποιικθκε με 

τθν μζκοδο μθχανικισ απόξεςθσ με γυάλινα ςωαιρίδια (bead vortexing method, Giaouris et al., 

2005), θ οποία ζχει κακιερωκεί ςαν θ πλζον κατάλλθλθ μζκοδοσ για τθν απομάκρυνςθ των 

προςκολλθμζνων βακτθρίων (Lindsay και von Holy, 1997), χωρίσ ωςτόςο να μπορεί να διαςωαλιςτεί 

100% απόξεςθ (Chorianopoulos et al., 2008). υνοπτικά, μετά τθν πάροδο των 7 θμερϊν επϊαςθσ, 

κάκε κουπόνι ΑΧ απομακρφνονταν με προςοχι από τα δείγματα με μία αποςτειρωμζνθ λαβίδα, 

εκπλζνονταν επιμελϊσ με 25 ml MRD, για απομάκρυνςθ των χαλαρά προςδεμζνων κυττάρων και 

των υπολειμμάτων τροωίμου, και τοποκετοφνταν ςε αποςτειρωμζνουσ ςωλινεσ ωυγοκζντρου των 

50 ml, οι οποίοι περιείχαν με 40 ml MRD και από 12 γυάλινα ςωαιρίδια (διαμζτρου 5 mm), ϊςτε να 

ακολουκιςει αποκόλλθςθ των κυττάρων με ανάδευςθ ςε vortex ςτθν μζγιςτθ ταχφτθτα για 2 λεπτά. 

Σα αποκολλθμζνα κφτταρα, ςε αιϊρθςθ πλζον ςτο διάλυμα MRD, χρθςιμοποιοφνταν είτε ωσ 

εμβόλιο ςτα επόμενα πειράματα ι για τθν καταμζτρθςθ των βιοχμενικϊν πλθκυςμϊν με 

επιωανειακι επίςτρωςθ ποςότθτασ 0.1 ml από τθν κατάλλθλθ δεκαδικι αραίωςθ ςε διπλά τρυβλία 

TSAYE (ΟΜΧ, Biolife, 72h, 30oC) και PALCAM (Biolife, 48h, 37oC). Ο πλθκυςμόσ των πλαγκτονικϊν 

κυττάρων τθσ L. monocytogenes και τθσ ΟΜΧ ςτα γαλακτοκομικά προϊόντα από τα οποία 

αωαιρζκθκαν τα κουπόνια ΑΧ προςδιορίςτθκε με ομογενοποίθςθ ποςότθτασ (1 ml από το γάλα και 

25 γ από τθν κρζμα ι το γιαοφρτι) με κατάλλθλθ ποςότθτα (1:10 αραίωςθ) MRD. τθ ςυνζχεια, 

ποςότθτα 0.1 ml από τθν κατάλλθλθ δεκαδικι αραίωςθ μεταωζρκθκε επιωανειακά ςε διπλά 

τρυβλία, όπωσ αναωζρεται παραπάνω. Επιπλζον, τυπικζσ αποικίεσ τθσ L. monocytogenes από τα 

υποςτρϊματα PALCAM και TSAYE εξετάηονταν με βιοχθμικζσ αναλφςεισ ςφμωωνα με το πρότυπο 

ISO 11290 (Διεκνισ Οργανιςμόσ Συποποίθςθσ, ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004). Οι τιμζσ pH και aw 

των υποςτρωμάτων μετρικθκαν ςτο τζλοσ κάκε μικροβιολογικισ ανάλυςθσ, με ψθωιακό pHμετρο 

(WTW, pH 526, Γερμανία), και ενεργόμετρο (Rotronic, HYGROLAB), αντίςτοιχα. 

 

3.1.2.7. Αξιολόγθςθ τθσ κινθτικισ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes ςε γάλα ενοφκαλμιςμζνο με 

διαφορετικά είδθ κυττάρων 

Γάλα και κρζμα ενοωκαλμιςμζνα ςτουσ 5oC και 20oC για 7 θμζρεσ αποτζλεςαν τισ 

περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ που χρθςιμοποιικθκαν με ςκοπό τθν δθμιουργία και τθν παραλαβι 

προςκολλθμζνων και πλαγκτονικϊν κυττάρων L. monocytogenes, όπωσ περιγράωτθκε ςτθν 

παράγραωο 3.1.2.6. Ποςότθτα (1 ml) τθσ κατάλλθλθσ αραίωςθσ κάκε ενόσ από τα βακτθριακά 

αιωριματα (αποκολλθμζνα ι πλαγκτονικά) χρθςιμοποιικθκε για τον ενοωκαλμιςμό ωρζςκου 
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παςτεριωμζνου γάλακτοσ (100 ml), όπωσ περιγράωτθκε προθγουμζνωσ, ζτςι ϊςτε κάκε δείγμα να 

ζχει αρχικό πλθκυςμό κυττάρων περί τα 102 CFU/ml. Όλα ενοωκαλμιςμζνα δείγματα γάλατοσ 

επωάςτθκαν ςτουσ 5oC για διάςτθμα 20 θμερϊν, ενϊ θ κινθτικι τθσ L. monocytogenes εξετάηονταν 

κάκε 24 ϊρεσ ςφμωωνα με τισ διαδικαςίεσ που ζχουν περιγραωεί.  

 

3.1.2.8. Εκοφςια αποκόλλθςθ των κυττάρων τθσ L. monocytogenes από κουπόνια ΑΧ και αφξθςι τουσ 

ςε γαλακτοκομικά προϊόντα 

Κουπόνια ΑΧ που ζωεραν τα προςκολλθμζνα κφτταρα τθσ L. monocytogenes παρζμειναν για 7 

θμζρεσ ςτουσ 5oC (Κεφ. 3.1.2.5) και ςτθ ςυνζχεια μεταωζρκθκαν ςε ωρζςκο γάλα και κρζμα. 

Αναλυτικά, με το πζρασ τθσ παραμονισ, τα κουπόνια απομακρφνονταν αςθπτικά από το γιαοφρτι, 

εκπλζνονταν πλιρωσ με 25 ml MRD και τζλοσ τοποκετοφνταν είτε ςε κρζμα (170 γ ςτθν εμπορικι 

τθσ ςυςκευαςία) ι ςε ωρζςκο παςτεριωμζνο γάλα (50 ml ςε πλαςτικοφσ ςωλινεσ ωυγοκζντρου). 

Όλα τα ενοωκαλμιςμζνα δείγματα γάλακτοσ και κρζμασ επωάςτθκαν ςτουσ 5oC για διάςτθμα 20 

θμερϊν, ενϊ θ κινθτικι τθσ L. monocytogenes ςτα δφο προϊόντα εξετάηονταν κάκε 48 ϊρεσ 

ςφμωωνα με τισ διαδικαςίεσ που ζχουν περιγραωεί. Επιπλζον προςδιορίςτθκε (βλ. 3.1.2.6) ο 

πλθκυςμόσ των προςκολλθμζνων κυττάρων ςτα κουπόνια, πριν τθν μεταωορά τουσ. 

 

3.1.2.9. Μικροςκοπικι παρατιρθςθ των προςκολλθμζνων κυττάρων ςτα κουπόνια ΑΧ 

Σα προςκολλθμζνα ςε επιωάνειεσ ΑΧ κφτταρα τθσ L. monocytogenes εξετάςτθκαν και με τθν 

βοικεια μικροςκοπίασ ωκοριςμοφ (N-400F, Optika μικροςκόπια, Ιταλία), ςφμωωνα με το 

πρωτόκολλο που περιγράωτθκε από τουσ Pan et al. (2006). υνοπτικά, κουπόνια ΑΧ που ζωεραν 

κφτταρα του πακογόνου από τισ διαωορετικζσ εξεταηόμενεσ περιπτϊςεισ απομακρφνονταν 

αςθπτικά από τα προϊόντα, εκπλζνονταν πλιρωσ με 25 ml MRD και μεταωζρονταν ςε ζνα μικρό 

τρυβλίο petri (διάμετροσ 5 cm). Σα κουπόνια βάωονταν με διάλυμα πορτοκαλί τθσ ακριδίνθσ 0.01% 

(Sigma-Aldrich Ltd., Ελλάδα) για 5 λεπτά ςε κερμοκραςία περιβάλλοντοσ. τθ ςυνζχεια εκπλζνονταν 

τρείσ ωορζσ με διάλυμα Ringer για τθν απομάκρυνςθ τθσ περίςςειασ τθσ βαωισ. Οι εικόνεσ των 

προςκολλθμζνων κυττάρων ελιωκθςαν με ψθωιακι κάμερα (Olympus, E-330, Ελλάδα) κι 

επεξεργάςτθκαν με το λογιςμικό ανάλυςθσ εικόνασ Image-Pro Plus (version 4.5; Media Cybernetics, 

Silver Spring, MD). 

 

3.1.2.10. Προςαρμογι δεδομζνων και ςτατιςτικι ανάλυςθ 

Σα δεδομζνα από τισ μετριςεισ των αποικιϊν (CFU ανά γραμμάριο) αποκολλθμζνων και ςε 

αιϊρθςθ κυττάρων τθσ L. monocytogenes, όλων των επαναλιψεων (n = 4) κάκε πειραματικισ 

ςυνκικθσ μεταςχθματίςτθκαν ςε δεκαδικοφσ λογαρίκμουσ (log10). Οι δεκαδικοί λογάρικμοι ςτθ 
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ςυνζχεια προςαρμόςτθκαν ςτο μοντζλο Baranyi με τθν βοικεια του προγράμματοσ DMFit ver 2.1 

(διακζςιμο ςτο http://www.ifr.ac.uk/Safety/DMfit/default.html), με ςκοπό τθν εκτίμθςθ τθσ 

κινθτικισ των παραπάνω πλθκυςμϊν. Για κάκε καμπφλθ ανάπτυξθσ, προςδιορίςτθκε ο μζγιςτοσ 

ειδικόσ ρυκμόσ ανάπτυξθσ (μmax; θμζρεσ-1), ο χρόνοσ προςαρμογισ (tlag; θμζρεσ), θ κατϊτερθ 

αςφμπτωτθ (yo: log CFU/ml) και θ ανϊτερθ αςφμπτωτθ (yend: log CFU/ml). Σα δεδομζνα ανάπτυξθσ 

κακϊσ και οι παράμετροι που υπολογίςτθκαν από τθν προςαρμογι αναλφκθκαν με τθν βοικεια τθσ 

ανάλυςθσ παραμζτρων (ANOVA) με το γενικό γραμμικό μοντζλο του ςτατιςτικοφ προγράμματοσ 

SPSS (SPSS 10.0.1 for Windows; SPSS, Inc.,Chicago, Ill., ΘΠΑ). Οι μζςεσ τιμζσ ςυγκρίκθκαν με τον 

ζλεγχο πολλαπλοφ πεδίου Tukey’s και οι διαωορζσ αναωζρκθκαν με επίπεδο ςθμαντικότθτασ άλωα 

0.05.  

 

http://www.ifr.ac.uk/Safety/DMfit/default.html
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3.1.3.  Αποτελζςματα και ςυηιτθςθ 

  Θ ικανότθτα των βακτθρίων, ςυμπεριλαμβανομζνου τθσ L. monocytogenes, να 

προςκολλοφνται και να εποικοφν ςε επιωάνειεσ επθρεάηεται από πολλοφσ περιβαλλοντικοφσ 

παράγοντεσ (Katsikogianni και Missirlis, 2004) που επιδροφν ςτα ωυςιολογικά χαρακτθριςτικά των 

βακτθρίων (Briandet et al., 1999, Di Bonaventura et al., 2008, Mai και Conner, 2007) και/ι αλλάηουν 

τα ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά τθσ επιωάνειασ (Katsikogianni και Missirlis, 2004). Σο είδοσ και θ 

ςφνκεςθ του υπολείμματοσ τροωίμου ςτον βιομθχανικό εξοπλιςμό επεξεργαςίασ τροωίμων ζχει 

αναωερκεί ότι επθρεάηει τον πλθκυςμό των προςκολλθμζνων κυττάρων, κακϊσ και τθν 

ανκεκτικότθτά τουσ ενάντια ςτθν απολφμανςθ (Briandet et al., 1999, Somers και Wong, 2004, Gram 

et al., 2007, Mai και Conner, 2007, Jullien et al., 2008).  

Θ προςκόλλθςθ των βακτθρίων ςτα κουπόνια ΑΧ και ο πολλαπλαςιαςμόσ ςτουσ ςε 

διαωορετικά υποςτρϊματα τροωίμων ιταν περιςςότερο εμωανισ (P<0.05) ςτουσ 20oC από ότι τουσ  

5oC (χ. 3.1.1). τουσ 20°C, ςθμαντικά (P<0.05) υψθλότεροι πλθκυςμοί προςκολλθμζνων κυττάρων 

ανακτικθκαν από κουπόνια που είχαν τοποκετθκεί ςε κρζμα (5.30 και 5.42 Log10 CFU/cm2 για τθν L. 

monocytogenes και τθν ΟΜΧ, αντίςτοιχα) ςε ςχζςθ με αυτά που είχαν τοποκετθκεί ςε γάλα (4.49 

και 4.55 Log10 CFU/cm2 για τθν L. monocytogenes και τθν ΟΜΧ, αντίςτοιχα). Επιπλζον, και ςτα δφο 

τρόωιμα ςτουσ 20oC βρζκθκαν παρόμοιοι πλθκυςμοί τθσ L. monocytogenes και τθσ ΟΜΧ, γεγονόσ 

που υποδθλϊνει τθν κυριαρχία του πακογόνου ζναντι τθσ ενδογενοφσ χλωρίδασ. τουσ 5oC, οι 

χαμθλότεροι πλθκυςμοί παρατθρικθκαν ςτο γιαοφρτι, ενϊ ςτο γάλα και τθν κρζμα θ L. 

monocytogenes και θ ΟΜΧ είχαν παρόμοια επίπεδα προςκόλλθςθσ (3.7 Log10 CFU/cm2 και 3.9 Log10 

CFU/cm2, αντίςτοιχα). Σζλοσ, θ επϊαςθ ςε γάλα και γιαοφρτι ςτουσ 5oC είχε ςαν αποτζλεςμα 

ςθμαντικά υψθλότερουσ πλθκυςμοφσ (P<0.05) προςκολλθμζνων κυττάρων τθσ ΟΜΧ ςε ςχζςθ με τα 

βιοχμζνια τθσ L. monocytogenes, υποδθλϊνοντασ τθν φπαρξθ μικτοφ πλθκυςμοφ προςκολλθμζνων 

κυττάρων ςτα κουπόνια ΑΧ. Ανεξάρτθτα από τθν κερμοκραςία ςυντιρθςθσ, οι βακτθριακοί 

πλθκυςμοί που αυξικθκαν ςε αιϊρθςθ ιταν ςθμαντικά υψθλότεροι (P<0.05) από τουσ 

προςκολλθμζνουσ (χ. 3.1.1). Με εξαίρεςθ το γιαοφρτι, δεν παρατθρικθκαν ςθμαντικζσ διαωορζσ 

μεταξφ των πλαγκτονικϊν πλθκυςμϊν τθσ L. monocytogenes και τθσ ΟΜΧ (χ. 3.1.1). ε ςυμωωνία 

με προθγοφμενεσ μελζτεσ, θ προςκόλλθςθ L. monocytogenes βρζκθκε ότι αυξάνεται με τθν 

ανάπτυξθ τθσ κερμοκραςίασ (Briandet et al., 1999, Giaouris et al., 2005, Mai και Conner, 2007, 

Norwood και Gilmour, 2001). Οι διαωορζσ αυτζσ ςτθν προςκόλλθςθ κεωροφνται ανεξάρτθτεσ από 

τθν κυτταρικι πυκνότθτα (Mai και Conner, 2007). Γενικά, θ αυξθμζνθ προςκόλλθςθ ζχει αποδοκεί 

ςε αυξθμζνθ παραγωγι μαςτίγιων, τα οποία ςυςχετίηονται με τθν προςκόλλθςθ των κυττάρων ςε 

επιωάνειεσ κάτω από ςτατικζσ ςυνκικεσ (Chavant et al., 2002, Vatanyoopaisarn et al., 2000).  

Αντίκετα, οι Lemon et al. (2007) ζδειξαν ότι θ κινθτικότθτα που προζρχεται από τα μαςτίγια και όχι 
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τα μαςτίγια τα ίδια είναι κακοριςτικόσ παράγοντασ για τθν προςκόλλθςθ και τον ςχθματιςμό 

βιοχμενίου τθσ L. monocytogenes ςε αβιοτικζσ επιωάνειεσ. Πικανϊσ, οι διαωορζσ μεταξφ των 

μελετϊν υπάρχουν κυρίωσ λόγω των διαωορετικϊν πειραματικϊν προςεγγίςεων (διαωορετικό pH, 

δυναμικό οξειδοαναγωγισ και διακεςιμότθτασ των κρεπτικϊν ςυςτατικϊν), οι οποίεσ ζχουν ςαν 

αποτζλεςμα διαωορετικι ςυμπεριωορά του πακογόνου (Todhanakasem και Young, 2008).  
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χιμα 3.1.1. Πλθκυςμόσ των προςκολλθμζνων κυττάρων Listeria monocytogenes ( ) και ολικισ μεςόωιλθσ 

χλωρίδασ ( ) ςε επιωάνειεσ ανοξείδωτου χάλυβα (log CFU/cm
2
) ι των ςε αιϊρθςθ κυττάρων Listeria  

monocytogenes ( ) και ολικισ μεςόωιλθσ χλωρίδασ ( ) (log CFU/ml ι log CFU/γ) ςε γάλα, κρζμα βανίλιασ και 

γιαοφρτι, μετά από επϊαςθ ςτουσ 5
 
και τουσ 20

o
C για 7 θμζρεσ. Οι μζςεσ τιμζσ που μοιράηονται τουλάχιςτον 

ζνα γράμμα δεν είναι ςτατιςτικϊσ διαωορετικζσ (P≥0.05). 
*
:Κάτω από το όριο αρίκμθςθσ τθσ μεκόδου (1.3 Log 

CFU/cm
2
). 

 

ε αντίκεςθ με τθν κερμοκραςία, χαμθλζσ τιμζσ pH ζχουν δείξει ότι ενιςχφουν τθν αρχικι 

προςκόλλθςθ τθσ L. monocytogenes ςε ανοξείδωτο χάλυβα, κακϊσ ομάδεσ αρνθτικά ωορτιςμζνεσ 

ςτθν επιωάνεια του κυττάρου λαμβάνουν πρωτόνια από το περιβάλλον (Briandet et al., 1999). Για 

τον λόγο αυτό, θ μειωμζνθ προςκόλλθςθ του πακογόνου ςε επιωάνειεσ παρουςία γιαουρτιοφ (χ. 

3.1.1.) μπορεί να αποδοκεί ςτθν αναςταλτικι επίδραςθ του χαμθλοφ pH ςτα επόμενα βιματα 

ςχθματιςμοφ του βιοχμενίου (ςχθματιςμόσ μικροαποικίασ, ωρίμαςθ και ανάπτυξθ του βιοχμενίου). 

Επομζνωσ, περεταίρω ζρευνα χρειάηεται για τθν διευκρίνιςθ τθσ επίδραςθσ που δφναται να ζχει το 

όξινο περιβάλλον ςτα διαωορετικά βιματα ανάπτυξθσ των βιοχμενίων. Επιπλζον, θ επιβίωςθ του 
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πακογόνου ςτο περιβάλλον υπόςτρωμα (χ. 3.1.1.) μπορεί να αποδοκεί ςτουσ μθχανιςμοφσ 

οξεοανκεκτικότθτασ που επάγονται από τθν παρατεταμζνθ ζκκεςθ ςτο γιαοφρτι για 7 θμζρεσ 

(Belessi et al., 2008).  

Θ ενδογενισ χλωρίδα του γάλακτοσ και τθσ κρζμασ δεν ωάνθκε να αναςτζλλει τθν 

προςκόλλθςθ τθσ L. monocytogenes, αωοφ θ καταμζτρθςθ των πλθκυςμϊν ςτισ επιωάνειεσ που 

είχαν εμβαπτιςτεί ςτα προϊόντα αυτά κυμάνκθκε από 3.5 μζχρι 5.5 log CFU/cm2 (χ. 3.1.1.). τισ 

επιωάνειεσ επεξεργαςίασ τροωίμων τα είδθ Listeria spp. ςυνυπάρχουν με άλλα βακτιρια ςε 

βιοχμζνια, ενϊ θ ανταγωνιςτικι μικροχλωρίδα δεν ωαίνεται οφτε να ευνοεί οφτε όμωσ και να 

αναςτζλλει τθν προςκόλλθςθ τθσ L. monocytogenes ςτισ επιωάνειεσ (Bremer et al., 2001, Carpentier 

και Chassaing, 2004, Zhao et al., 2004). Θ παρουςία άλλων βακτθρίων μπορεί να κακιςτά το 

πακογόνο περιςςότερο ανκεκτικό ςε ςυνκικεσ καταπόνθςθσ (Bremer et al., 2001). Από τθν άλλθ, οι 

Zhao et al. (2004) ζδειξαν ότι οριςμζνα είδθ βακτθρίων ενδζχεται να περιορίηουν τθν προςκόλλθςθ 

τθσ L. monocytogenes παράγοντασ αναςταλτικοφσ μεταβολίτεσ. Χρειάηεται επομζνωσ περεταίρω 

ζρευνα ςχετικά με τθν επίδραςθ τθσ ενδογενοφσ μικροχλωρίδασ ενόσ τροωίμου ςτον ςχθματιςμό 

βιοχμενίων τθσ L. monocytogenes ςε επιωάνειεσ ΑΧ παρουςία των υπολειμμάτων του.  

Θ ςτατιςτικι ανάλυςθ πολλαπλϊν παραμζτρων (multivariate statistical analysis) αποκάλυψε 

ότι οι ςυνκικεσ πριν τθν επϊαςθ (κερμοκραςία ςυντιρθςθσ, μζςο επϊαςθσ και είδοσ κυττάρων) 

επθρζαςαν ςθμαντικά (P<0.05) τθν μετζπειτα κινθτικι ανάπτυξθσ του L.  monocytogenes ςε γάλα 

ςτουσ 5oC. Θ παρατεταμζνθ ζκκεςθ ςτουσ 20oC κακυςτζρθςε (P < 0.05) τθν μετζπειτα ανάπτυξθ των 

προςκολλθμζνων και των πλαγκτονικϊν κυττάρων τθσ L. monocytogenes ςτο γάλα, όπωσ προκφπτει 

από τθν αυξθμζνθ ωάςθ προςαρμογισ, ςε ςχζςθ με τθν παραμονι ςτουσ 5oC (Πίν. 3.1.1., χ. 3.1.2).  

τουσ 5oC, δεν παρατθρικθκαν ςθμαντικζσ διαωορζσ μεταξφ των δφο ειδϊν κυττάρων ςτθν 

μετζπειτα κινθτικι ανάπτυξθσ (ωάςθ προςαρμογισ και ρυκμόσ ανάπτυξθσ) τθσ L. monocytogenes ςε 

γάλα (Πίν. 3.1.1.). Ανεξαρτιτωσ κερμοκραςίασ, θ ζκκεςθ τθσ L. monocytogenes ςε γάλα μείωςε τθν 

ωάςθ προςαρμογισ των κυττάρων που ιταν προςκολλθμζνα ςε ςχζςθ με αυτά που ιταν ςε 

αιϊρθςθ (Πίν. 2.1.1., χ. 3.1.2).  Αντίκετα, ο ρυκμόσ ανάπτυξθσ των πλαγκτονικϊν κυττάρων που 

επωάςτθκαν ςε γάλα ιταν υψθλότεροσ από τον αντίςτοιχο των βιοχμενίων (Πίν. 3.1.1). Θ ζκκεςθ 

των κυττάρων ςε κρζμα οδιγθςε ςε αυξθμζνθ ωάςθ προςαρμογισ των προςκολλθμζνων ςε ςχζςθ 

με τα πλαγκτονικά κφτταρα (Πίν. 3.1.1., χ. 3.1.2). ε γενικζσ γραμμζσ, ο υψθλότεροσ μζγιςτοσ 

ειδικόσ ρυκμόσ ανάπτυξθσ παρατθρικθκε όταν οι ςυνκικεσ ζκκεςθσ ιταν ίδιεσ με τισ μετζπειτα 

ςυνκικεσ ανάπτυξθσ (Πίν. 3.1.1). Επιπλζον, ο πλθκυςμόσ των ςυνολικϊν βακτθρίων μετρικθκε 

ςτουσ 6-7 Log10 CFU/ml, ανεξαρτιτωσ των ςυνκθκϊν που προχπιρχαν.  
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Πίνακασ 3.1.1. Κινθτικζσ παράμετροι (μζςεσ τιμζσ ± τυπικι απόκλιςθ
α
, n=4) τθσ ανάπτυξθσ του L.  monocytogenes ςε γάλα ςτουσ 5

o
C, μετά από επϊαςθ ςε διαωορετικζσ 

ςυνκικεσ 
β
.  

Προθγοφμενεσ ςυνκικεσ επϊαςθσ Χρόνοσ 

προςαρμογισ 

(θμζρεσ) 

Ρυκμόσ ανάπτυξθσ 

(θμζρεσ-1) 

Yo  

(log CFU/ml)γ 

Yend 

 (log CFU/ml)δ 
R2 

Μζςο ανάπτυξθσ Θερμοκραςία Είδοσ κυττάρων 

Γάλα 

 

5°C Προςκολλθμζνα 0.00 α ± 0.00 0.51 γ ± 0.02 1.66 αβ ± 0.02 5.98 β ± 0.10 0.982-0.987 

Πλαγκτονικά 1.85 αβ ± 0.19 0.57 γ ± 0.02 1.54 αβ ± 0.09 5.26 α ± 0.06 0.977-0.991 

20°C Προςκολλθμζνα 3.04 β ± 0.95 0.23 α ± 0.03 1.61 αβ ± 0.43 -ε 0.938-0.981 

Πλαγκτονικά 6.23 γ± 1.31 0.26 α ± 0.00 2.07 β ± 0.16 -ε 0.963-0.975 

Κρζμα βανίλιασ 5°C Προςκολλθμζνα 1.41 αβ ± 0.30 0.25 α ± 0.01 2.12 β ± 0.16 6.42 γ ± 0.18 0.983-0.991 

Πλαγκτονικά 0.00 α ± 0.00 0.24 α ± 0.01 2.09 β ± 0.32 6.62 δ ± 0.00 0.986-0.965 

20°C Προςκολλθμζνα 9.07 δ ± 1.87 0.41 β ± 0.08 1.15 α ± 0.21 -ε  0.975-0.976 

Πλαγκτονικά 5.71 γ ± 0.65 0.27 α ± 0.03 1.89 β ± 0.46 -ε 0.975-0.979 

α 
: Μζςεσ τιμζσ ςε μία ςτιλθ που μοιράηονται τουλάχιςτον ζνα γράμμα δεν είναι ςθμαντικά διαωορετικζσ (P<0.05)

 

β
: Επιωάνειεσ με υπολείμματα τροωίμων από τισ οποίεσ αποκολλικθκαν κφτταρα ι τρόωιμα ςτα οποία αυξικθκε ο πλαγκτονικόσ πλθκυςμόσ πριν τθν μεταωορά του ςτο γάλα   

γ
: Ανϊτερθ αςφμπτωτθ γραμμι  

δ
: Κατϊτερθ αςφμπτωτθ γραμμι 

ε
: Δεν προζκυψε ανϊτερθ αςφμπτωτθ γραμμι
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Σα αποκολλθμζνα κφτταρα τθσ L. monocytogenes από επιωάνειεσ που ζρχονται ςε επαωι με 

τρόωιμα ενδζχεται να επιμολφνουν διαωορετικά προϊόντα και να πολλαπλαςιαςτοφν ςε ςυνκικεσ 

ψφξθσ. Σα αποτελζςματα τθσ παροφςασ μελζτθσ υποδθλϊνουν ότι θ παρατεταμζνθ ζκκεςθ τθσ L. 

monocytogenes ςτισ επιωάνειεσ ΑΧ ςτουσ 20°C κακυςτζρθςε τθν μετζπειτα ανάπτυξθ των 

αποκολλθμζνων κυττάρων ςε γάλα ςτουσ 5°C, ςε ςχζςθ με τθν προθγοφμενθ παραμονι ςτουσ 5°C. 

Σα αποτελζςματα αυτά ζρχονται ςε ςυμωωνία με προθγοφμενεσ μελζτεσ, οι οποίεσ ζδειξαν ότι θ 

μεταωορά του μικροοργανιςμοφ ςε χαμθλότερεσ κερμοκραςίεσ αφξθςε τον χρόνο προςαρμογισ 

των πλαγκτονικϊν κυττάρων L. monocytogenes (Buchanan και Klawitter, 1991, Dufrenne et al., 

1997). Εκτόσ τθσ κερμοκραςίασ, θ διαωορετικότθτα των υποςτρωμάτων που χρθςιμοποιικθκαν για 

τθν παρατεταμζνθ ζκκεςθ και τθν προςκόλλθςθ επθρζαςε ςθμαντικά τθν κινθτικι ανάπτυξθσ, τόςο 

των αποκολλθμζνων, όςο και των πλαγκτονικϊν κυττάρων. Οι Geornaras et al. (2006a, b) ερεφνθςαν 

τθν επίδραςθ τθσ προζλευςθσ του εμβολίου ςτθν επιβίωςθ και τθν κινθτικι ανάπτυξθσ τθσ L. 

monocytogenes, κατά τθν διάρκεια του ελζγχου μετά τθν επεξεργαςία εμπορικϊν λουκάνικων 

καπνιςτϊν και τφπου Φρανκωοφρτθσ. Κατζλθξαν ότι θ οικολογικι προϊςτορία των κυττάρων (π.χ. 

προςκολλθμζνα ςε ανοξείδωτο χάλυβα ι ςε αιϊρθςθ) επθρζαςαν τθν ςυμπεριωορά ανάπτυξθσ του 

πακογόνου, ςυμπεριλαμβανομζνθσ και τθσ ωάςθσ προςαρμογισ, και τθν γενικότερθ απόκριςι του 

ςε διαωορετικά αντιμικροβιακά διαλφματα (Geornaras et al., 2006a, b).  

τθν παροφςα μελζτθ, οι παρατθροφμενεσ παραλλαγζσ ςτθν ανάπτυξθ των αποκολλθμζνων 

κυττάρων τθσ L. monocytogenes από επιωάνειεσ με υπολείμματα διαωορετικϊν προϊόντων ωάνθκε 

ότι εξαρτικθκε από τθν κερμοκραςία, τθν κατάςταςθ (π.χ. υγρό ι ςτερεό) και τθν ςφνκεςθ του 

τροωίμου. υγκεκριμζνα, αποκολλθμζνα κφτταρα από επιωάνειεσ ςε επαωι με γάλα είχαν καλφτερθ 

μετζπειτα ανάπτυξθ ςε γάλα από τα κφτταρα ςε επαωι με κρζμα ςε υψθλι και χαμθλι 

κερμοκραςία. Πικανϊσ, θ αποκόλλθςθ και ο διαςκορπιςμόσ των κυττάρων ςε διαωορετικά 

οικοςυςτιματα τροωίμων ςε ςχζςθ με αυτά που ζγινε θ προςκόλλθςθ, αφξθςαν τθν  προςαρμογι 

του μικροοργανιςμοφ. Μελζτεσ ςε υγρά εργαςτθριακά υποςτρϊματα ζχουν δείξει ότι θ 

προςαρμογι των πλαγκτονικϊν κυττάρων L. monocytogenes αυξάνεται ςε απότομεσ 

περιβαλλοντικζσ μεταβολζσ (π.χ. pH και aw, Mellfont et al., 2003, Tiganitas et al., 2009).  Θ κυτταρικι 

προςαρμογι είναι ζνα ςθμαντικό ηιτθμα ςτισ μελζτεσ πρόκλθςθσ (challenge studies) αωοφ θ 

προετοιμαςία του εμβολίου κάτω από διαωορετικζσ ςυνκικεσ από αυτζσ που ςυνάντθςαν ςτο προσ 

εξζταςθ τρόωιμο μποροφν να οδθγιςουν ςτθν υποεκτίμθςθ τθσ βακτθριακισ ανάπτυξθσ κι 

επιβίωςθσ.  Επιπλζον, θ παρατιρθςθ ότι αποκολλθμζνα κφτταρα από γάλα παρουςίαςαν ταχφτερθ 

ανάπτυξθ από τα ςε αιϊρθςθ ομόλογά τουσ, υπερτονίηει τθν ςθμαςία τθσ ωυςιολογικισ ι 

μεταβολικισ ιςτορίασ των κυττάρων ςτθν μετζπειτα αφξθςι τουσ (Mellfont et al., 2003, Tiganitas et 

al., 2009). ε γενικζσ γραμμζσ, ςε περίπτωςθ επιμόλυνςθσ των τροωίμων από τθν L. monocytogenes, 
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χιμα 3.1.2. υγκριτικι ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes ςε γάλα ςτουσ 5°C, κατόπιν μεταωοράσ 

αποκολλθμζνων από κουπόνια ΑΧ (α) ι πλαγκτονικϊν (β) κυττάρων του, ςχθματιςμζνων ςε κρζμα (τριγωνικά 

ςφμβολα) και γάλα (τετράγωνα ςφμβολα) ςτουσ 5°C (ανοιχτά ςφμβολα) και 20
o
C (κλειςτά ςφμβολα). Tα 

ςφμβολα του ςχιματοσ αντιπροςωπεφουν ςχθματιςμό βιοχμενίου ι παρατεταμζνθ ζκκεςθ πλαγκτονικϊν 

κυττάρων ςτισ εξισ ςυνκικεσ: Γάλα 5
o
C (□), γάλα 20

o
C (■), κρζμα 5

o
C (Δ) και κρζμα 20

o
C (▲). Οι γραμμζσ 

τυπικοφ ςωάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικζσ αποκλίςεισ τεςςάρων επαναλιψεων  (n=4). 
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κφτταρα προζρχονται από βιοχμζνια μποροφν να επιδείξουν καλφτερθ κινθτικι από αντίςτοιχα 

κφτταρα που προζρχονται από υγρά τρόωιμα ι υπολείμματα. Για τον λόγο αυτό, μελζτεσ που 

αξιολογοφν τθν επίδραςθ των διαδικαςιϊν ςυντιρθςθσ ι περιγράωουν μακθματικά τισ αποκρίςεισ 

των μικροβίων κα πρζπει να λαμβάνουν υπόψθ τουσ τθν διαωορετικι ςυμπεριωορά των κυττάρων 

που αποκολλοφνται από βιοχμζνια.    
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χιμα 3.1.3. Πλθκυςμόσ τθσ L. monocytogenes ςε γάλα () και κρζμα βανίλιασ () ςτουσ 5
o
C, μετά από 

εκοφςια αποκόλλθςθ κυττάρων του, από επιωάνειεσ ανοξείδωτου χάλυβα, εξοικειωμζνων ςε γιαοφρτι για 7 

θμζρεσ ςτουσ 5
o
C. Οι διακεκομμζνεσ γραμμζσ υποδθλϊνουν ςθμεία δειγματολθψίασ ςτα οποία ο πλθκυςμόσ 

βρζκθκε κάτω από το όριο αρίκμθςθσ τθσ μεκόδου (1 log CFU/ml και 2 log CFU/γ, για το γάλα και τθν κρζμα 

αντίςτοιχα) με τθν κλαςςικι μζκοδο τθσ επιωανειακισ εξάπλωςθσ. Οι γραμμζσ τυπικϊν ςωαλμάτων 

αντιπροςωπεφουν τυπικζσ αποκλίςεισ από τζςςερεισ επαναλιψεισ (n=4). 

 

Σα προςκολλθμζνα κφτταρα τθσ L. monocytogenes που εξοικειϊκθκαν ςτο γιαοφρτι, όταν 

μεταωζρκθκαν ςε καινοφρια υποςτρϊματα αποκολλικθκαν εκοφςια από τα κουπόνια ΑΧ και 

μετανάςτευςαν ςτα ευνοϊκότερα για τθν αφξθςι τουσ γάλα και κρζμα ςτουσ 5°C (χ. 3.1.3.).  Κατά 

τον προςδιοριςμό τθσ προςκόλλθςθσ και του ςχθματιςμοφ βιοχμενίων, ο πλθκυςμόσ τθσ L. 

monocytogenes ιταν μθ ανιχνεφςιμοσ ςτα κουπόνια που είχαν επωαςτεί για 7 θμζρεσ ςε γιαοφρτι 

(χ. 3.1.1.). Εντοφτοισ, θ μεταωορά ολόκλθρων των κουπονιϊν ςε ωρζςκο παςτεριωμζνο γάλα και 

κρζμα βανίλιασ είχε ςαν αποτζλεςμα τθν αποκόλλθςθ και τον πολλαπλαςιαςμό του πακογόνου ςτα 
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προϊόντα (χ. 3.1.3.). υγκεκριμζνα, μετριςιμθ ανάπτυξθ των κυττάρων τθσ L. monocytogenes 

παρουςιάςτθκε ζπειτα από 9 και 10 θμζρεσ ςτθν κρζμα και το γάλα αντίςτοιχα (χ. 3.1.3.). το τζλοσ 

τθσ περιόδου επϊαςθσ (21 θμζρεσ) μετρικθκαν υψθλότεροι πλθκυςμοί του πακογόνου ςτθν κρζμα 

(4.4 Log10 CFU/g) ςε ςχζςθ με το γάλα (3.7 Log10 CFU/ml) (χ. 3.1.3). υνολικά, θ κρζμα βρζκθκε 

περιςςότερο ευνοϊκό υπόςτρωμα από το γάλα για τθν αποκόλλθςθ και τον πολλαπλαςιαςμό τθσ L. 

monocytogenes (χ. 3.1.3). Σο γεγονόσ αυτό μπορεί να ςχετίηεται με τθν δομικι ανομοιογζνεια και 

τθν διαωορετικι ςφνκεςθ ςε κρεπτικά ςυςτατικά που ενδεχομζνωσ ευνοοφν τθν ταχφτερθ 

ανάπτυξθ του βακτθρίου. Επιπλζον, θ πυκνότθτα, θ δομι και θ ςτερεότθτα των προςκολλθμζνων 

μικροβιακϊν πλθκυςμϊν είναι οριςμζνοι από τουσ παράγοντεσ που μεταξφ άλλων, επθρεάηουν τθν 

βακτθριακι αποκόλλθςθ (Midelet και Carpentier, 2002, Hunt et al., 2004, Herrera et al., 2007).  

 

 

χιμα 3.1.4. Μικροςκοπικι απεικόνιςθ (ωωτογραωίεσ) των βιοχμενίων τθσ L. monocytogenes ςχθματιςμζνων 

ςε μεταλλικζσ επιωάνειεσ ανοξείδωτου χάλυβα ςε γιαοφρτι ςτουσ 5
o
C για 7 θμζρεσ, μετά από μεταωορά τουσ 

ςε γάλα (α) και κρζμα (β) ι ωσ είχαν (γ, δ). Οι ωωτογραωίεσ ελιωκθςαν με ψθωιακι ωωτογραωικι μθχανι, 

ζπειτα από χρϊςθ των επιωανειϊν με πορτοκαλί τθσ ακριδίνθσ (1%) και παρατιρθςθ ςε μικροςκόπιο 

ωκοριςμοφ (Μεγζκυνςθ 40 ωορζσ). 
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Σο ωαινόμενο καταγράωθκε και με μικροςκοπικι απεικόνιςθ των κουπονιϊν που 

εμβολιάςτθκαν ςτα τρόωιμα (χ. 3.1.4.). Ιδιαίτερα ςτθν περίπτωςθ του γιαουρτιοφ, ενϊ ο 

πλθκυςμόσ του βιοχμενίου του πακογόνου μετρικθκε κάτω από το όριο αρίκμθςθσ (χ. 3.1.1.), ςτο 

χιμα 3.1.4. ωαίνεται κακαρά θ φπαρξθ κυττάρων ςτα κουπόνια. Θ παρατιρθςθ αυτι αρχικά 

υποδθλϊνει ότι θ μζκοδοσ απόξεςθσ και/ι επιωανειακισ επίςτρωςθσ που χρθςιμοποιικθκε ςτθν 

παροφςα μελζτθ ενδεχομζνωσ υποεκτιμά (ψευδϊσ αρνθτικά αποτελζςματα) τον προςκολλθμζνο 

πλθκυςμό κυττάρων ςτα κουπόνια ΑΧ, δίνοντασ ζτςι ανακριβι ςτοιχεία για τον πραγματικό κίνδυνο 

των μολυςμζνων επιωανειϊν (Asséré et al., 2008). Μία άλλθ πικανι εξιγθςθ είναι ότι τα κφτταρα 

πολλϊν πακογόνων μικροοργανιςμϊν ειςζρχονται ςε μια κατάςταςθ αδρανοποίθςθσ, ςτθν οποία 

κεωροφνται βιϊςιμα αλλά μθ ικανά να καλλιεργθκοφν (viable but nonculturable, VBNC), με ςκοπό 

να μπορζςουν να επιβιϊςουν κάτω από αντίξοεσ για αυτά ςυνκικεσ (Wong και Wang, 2004). τθν 

λανκάνουςα αυτι κατάςταςθ διατθροφν μεν τθν μεταβολικι τουσ δραςτθριότθτα και τθν 

πακογζνεια, αλλά δεν μποροφν να καλλιεργθκοφν και να αυξθκοφν με τισ κλαςςικζσ εργαςτθριακζσ 

μεκόδουσ (Nystrom, 2003). Μια τζτοια κεωρία ζρχεται να υποςτθριχτεί από τουσ Giaouris et al. 

(2005), οι οποίοι ζδειξαν ότι μεταβολικϊσ ενεργά αλλά μθ καλλιεργιςιμα κφτταρα από τθν 

ςυμβατικι μζκοδο επιωανειακισ επίςτρωςθσ (όριο ανίχνευςθσ 1.3 log10 CFU/cm2), παρζμεναν 

προςκολλθμζνα ςε κουπόνια ανοξείδωτου χάλυβα μετά από τθν μζκοδο απόξεςθσ. 

 

3.1.4 υμπεράςματα 

Σα αποτελζςματα τθσ παροφςασ μελζτθσ υποδεικνφουν ότι τα κφτταρα τθσ L. monocytogenes 

που βρίςκονται προςκολλθμζνα ςε βιομθχανικζσ επιωάνειεσ ενδζχεται να αποτελοφν ζνα ςθμαντικό 

κίνδυνο, λόγω τθσ  πικανισ αποκόλλθςισ τουσ και του πολλαπλαςιαςμοφ τουσ ςτα διερχόμενα από 

αυτζσ τρόωιμα. Επιπλζον, τα αποκολλθμζνα κφτταρα ενδζχεται να παρουςιάςουν αυξθμζνθ 

ανκεκτικότθτα ςε καταπονιςεισ ςε ςχζςθ με τα κφτταρα ςε αιϊρθςθ, ανάλογα με το περιβάλλον 

ανάπτυξθσ πριν και μετά από τθν μεταωορά τουσ. Σα αποκολλθμζνα κφτταρα ανεξάρτθτα αν είναι 

γεραςμζνα ι τραυματιςμζνα, εξακολουκοφν να αποτελοφν ζνα μείηον κίνδυνο για τθν δθμόςια 

υγεία που ςχετίηεται με τθν βιομθχανία τροωίμων. Σα υπολείμματα τροωίμων, ςαν μζροσ τθσ 

οικολογικισ προϊςτορίασ, επθρεάηουν τθν ανάπτυξθ και τθν ςυμπεριωορά τθσ L. monocytogenes, 

επίδραςθ που διαωζρει μεταξφ τθσ πλαγκτονικισ και βιοχμενικισ ανάπτυξθσ. αν μελλοντικόσ 

ςτόχοσ κα μποροφςε να τεκεί θ εκτίμθςθ παρόμοιων ςεναρίων επιμόλυνςθσ με πολλαπλά ςτελζχθ 

τθσ L. monocytogenes, όπωσ και θ αξιολόγθςθ των γονοτυπικϊν μεταβολϊν λόγω τθσ προςκόλλθςθσ 

και τθσ αποκόλλθςθσ του βακτθρίου. Κάτι τζτοιο κα βελτίωνε τθν κατανόθςθ των μθχανιςμϊν που 

επιτρζπουν ςτθ L. monocytogenes να επιβιϊνει για μεγάλα χρονικά διαςτιματα ςτισ επιωάνειεσ των 

τυροκομικϊν επιχειριςεων. 
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3.2. Ανθεκτικότητα των βιοχμενίων τησ Listeria monocytogenes ςε πρακτικζσ 

εξυγίανςησ  

 

International Journal of Food Microbiology 145 (2011), S46-S52 

 

3.2.1 Ειςαγωγι 

Ο πακογόνοσ μικροοργανιςμόσ L. monocytogenes είναι ευρζωσ διαδεδομζνοσ ςτθν ωφςθ, 

ιδιαίτερα ςε περιβάλλοντα επεξεργαςίασ τροωίμων, και κεωρείται υπεφκυνοσ για πολυάρικμεσ 

εκδθλϊςεισ λιςτερίωςθσ που ςχετίηονται με τα ζτοιμα προσ κατανάλωςθ προϊόντα (Schlech, 1991; 

Waak et al., 2002, FDA, 2003). Ζχει απομονωκεί από το ζδαωοσ, ηωοτροωζσ, επιωανειακά φδατα και 

ζχει βρεκεί ότι επιβιϊνει ςε επιωάνειεσ επεξεργαςίασ για 10-12 χρόνια (Wilks et al., 2006). Θ 

ικανότθτα του βακτθρίου να εποικίηει ςε επιωάνειεσ, να ςχθματίηει δομζσ βιοχμενίων και να 

αντιςτζκεται ςε διάωορεσ καταπονιςεισ ςχετικζσ με τα τρόωιμα είναι ςθμαντικι για τθν 

παρατεταμζνθ παραμονι του ςτα περιβάλλοντα επεξεργαςίασ (Rieu et al, 2008). Ο  L. 

monocytogenes αναμζνεται να ςχθματίςει βιοχμζνια ςτισ επιωάνειεσ επεξεργαςίασ, όπου υπάρχει 

ςυγκζντρωςθ υπολειμμάτων τροωίμων (Gandhi και Chikindas, 2007; Poimenidou et al. 2009), ςαν 

μθχανιςμόσ ανκεκτικότθτασ ζναντι αντιμικροβιακϊν παραγόντων, βακτθριοκτόνων ουςιϊν και τθσ 

κερμότθτασ (Bower και Daeschel, 1999; Cloete, 2003). Θ ανκεκτικότθτα των προςκολλθμζνων 

βακτθρίων ςτισ βακτθριοκτόνεσ ουςίεσ ζχει ςυςχετιςτεί αρχικά με εξωτερικοφσ παράγωντεσ 

(μθχανικι προςταςία) λόγω τθσ ςφνκεςθσ εξωπολυςακχαριτων (EPS), κρεπτικϊν και του κελφωουσ 

του βιοχμενίου ι με εςωτερικοφσ (ωυςιολογία) παράγοντεσ, όπωσ είναι θ προςαρμογι ςε 

καταπονιςεισ (π.χ., όξινθ, οξειδωτικι, ζλλειψθ κρεπτικϊν, κ.α.) μζςα ςτθν βιοχμενικι κοινότθτα 

(Morton et al., 1998; Pan et al., 2006, Chaitiemwong et al., 2010).  

θμαντικοί παράγοντεσ για τθν ωαινοτυπικι μετάβαςθ από τθν πλαγκτονικι ςτθν βιοχμενικι 

κατάςταςθ μεταξφ άλλων είναι το pH, θ ενεργότθτα φδατοσ, θ κερμοκραςία και θ ςφςταςθ των 

κρεπτικϊν ςυςτατικϊν των υπολειμμάτων τροωίμων (Shi και Zhu, 2009), οι οποίοι μπορεί να 

επθρεάςουν και τθν ευαιςκθςία των προςκολλθμζνων κυττάρων τθσ L. monocytogenes ςτουσ 

απολυμαντζσ (Aarnisalo et al., 2007; Gram et al., 2007). Όταν εκτίκενται ςε ςυνκικεσ ιπιασ όξινθσ ι 

οςμωτικισ καταπόνθςθσ, όπωσ είναι οι τιμζσ pH 5 ι οι ςυγκεντρϊςεισ 3-5% NaCl, ζχει βρεκεί ότι τα 

βακτιρια αναπτφςςουν μθχανιςμοφσ ανκεκτικότθτασ ςε δριμφτερεσ ςυνκικεσ καταπόνθςθσ (Lou 

και Yousef, 1997, Stopfoth et al., 2005). Οι Naitali et al. (2009) μελζτθςαν τθν επίδραςθ τιμισ  pH  

του περιβάλλοντοσ ςτθν ανεκτικότθτα των πλαγκτονικϊν κυττάρων L. monocytogenes κατά τθν  

απολφμανςθ και ςυμπζραναν ότι κφτταρα που αυξικθκαν ςε pH 5.2 χρειάςτθκαν τζςςερεισ ωορζσ 

υψθλότερθ ελάχιςτθ βακτθριοκτόνο ςυγκζντρωςθ (ΕΒ, MBC) των τεταρτοταγϊν ενϊςεων του 
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αμμωνίου (QAC) και δφο ωορζσ υψθλότερθ ΕΒ χλωρίνθσ (Cl-), από τα αντίςτοιχα που αυξικθκαν ςε 

pH 7.2. Οι Pan et al., (2006) ζλεγξαν ζναν εμπορικό απολυμαντικό παράγοντα με βάςθ το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου και ςυμπζραναν ότι ιταν μθ αποτελεςματικόσ ςτθν εξάλειψθ των 

βιοχμενίων τθσ L. monocytogenes. Εντοφτοισ, θ ζκκεςθ ςτον παράγοντα αυτό αφξθςε τθν 

ανκεκτικότθτα του βιοχμενίου ςε άλλουσ απολυμαντζσ (QAC, Shi και Zhu, 2009). Επιπλζον, οι 

Stopforth et al. (2002) παρατιρθςαν παρόμοια ςυμπεριωορά ζναντι των απολυμαντϊν μεταξφ των 

οξυάντοχων ι μθ οξυάντοχων προςκολλθμζνων κυττάρων τθσ L. monocytogenes, τα οποία είχαν 

επωαςτεί ςε υγρά απορρίμματα όξινθσ απολφμανςθσ κρεάτων. Θ λεπτομερισ γνϊςθ τθσ 

προςαρμοςτικισ ικανότθτασ των βιοχμενίων ςτουσ απολυμαντζσ είναι ςθμαντικι για τθν 

βιοιχνθλαςιμότθτα και ςυγκεκριμζνα για τον εντοπιςμό τθσ αιτίασ του προβλιματοσ, κακϊσ  μπορεί 

να βοθκιςει ςτον ςυςχετιςμό τθσ παρουςίασ τθσ L. monocytogenes ςε ςυγκεκριμζνο ςτάδιο τθν 

παραγωγικισ διαδικαςίασ με τθν προϊςτορία των κυττάρων και τθν ωυςιολογικι τουσ κατάςταςθ. 

Επιπλζον, θ γνϊςθ τθσ αποτελεςματικότθτασ των διεργαςιϊν απολφμανςθσ ενάντια των βιοχμενίων 

που ςχθματίςτθκαν κάτω από  διαωορετικζσ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ μπορεί να ςυνειςωζρει ςτθν 

αξιόπιςτθ εκτίμθςθ του κινδφνου που τίκεται από τισ ακατάλλθλεσ διαδικαςίεσ εξυγίανςθσ. Θ 

πλθροωορία αυτι είναι επιπλζον χριςιμθ για τθν λεγόμενθ “λειτουργικι” βιοϊχνθλαςιμότθτα, π.χ, 

ςε περίπτωςθ επιδθμίασ, όπου επιχειρείται ο προςδιοριςμόσ των πικανϊν πθγϊν τθσ επιμόλυνςθσ 

από τθν L. monocytogenes (Barker et al. 2009).   

Λαμβάνοντασ υπόψθ τα παραπάνω, ςκοπόσ τθσ παροφςασ μελζτθσ ιταν θ εκτίμθςθ τθσ 

αποτελεςματικότθτασ διαωόρων διαδικαςιϊν απολφμανςθσ -χθμικϊν και κερμικϊν- ςτθν επιβίωςθ 

των βιοχμενίων τθσ L. monocytogenes, ςχθματιςμζνων ςε επιωάνειεσ ανοξείδωτου χάλυβα 

(προςομοιάηοντασ τισ επιωάνειεσ επεξεργαςίασ τροωίμων) κάτω από όξινεσ ι οςμωτικζσ 

περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ, ςχετικζσ με αυτζσ ενόσ τυροκομείου.  
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3.2.2.Τλικά και Μζκοδοι 

 

3.2.2.1. Πειραματικόσ ςχεδιαςμόσ  

 Για τθν διερεφνθςθ τθσ επίδραςθσ του χρόνου ζκκεςθσ, τθσ κερμοκραςίασ, τθσ 

ωυςιολογικισ κατάςταςθσ των κυττάρων και των περιβαλλοντικϊν ςυνκθκϊν (pH και aw) 

ςχεδιάςτθκαν δφο διαωορετικά πειράματα (χ. 3.2.1).  

το πρϊτο πείραμα, τα κφτταρα τθσ L. monocytogenes αωζκθκαν να ςχθματίςουν βιοχμζνιο 

ςε ςτείρεσ επιωάνειεσ ανοξείδωτου χάλυβα (κουπόνια ΑΧ) ςε υγρό κρεπτικό υπόςτρωμα TSBYE με 

διαωορετικζσ τιμζσ ενεργότθτασ φδατοσ (ρυκμιςμζνο με NaCl) ςτουσ 5 και τουσ 20oC. Ανά τακτά 

διαςτιματα τα κουπόνια, που ζωεραν τα προςκολλθμζνα κφτταρα υποβάλλονταν ςε είτε κερμικι 

επεξεργαςία (20 λεπτά ςε νερό ςτουσ 60oC) ι χθμικι απολφμανςθ με υπεροξικό οξφ (PAA 2%). 

υγκεκριμζνα, αποςτειρωμζνα κουπόνια ΑΧ τοποκετοφνταν ςε ςτείρουσ πλαςτικοφσ ςωλινεσ 

ωυγοκζντρου (50 ml), οι οποίοι περιείχαν 40 ml TSBYE με aw 0.995, 0.970 και 0.960, ζπειτα από 

προςκικθ 0.5%, 7.5% και 9.5% NaCl αντίςτοιχα. τθ ςυνζχεια τα δείγματα ενοωκαλμίςτθκαν με 0.1 

ml τθσ L. monocytogenes (108 CFU/ml) και επωάςτθκαν για 12 και 19 θμζρεσ ςτουσ 20 και 5oC, 

αντίςτοιχα.  Προτοφ υποβλθκοφν ςτθν κερμικι ι χθμικι επεξεργαςία τα κουπόνια αωαιροφνταν με 

προςοχι από τουσ ςωλινεσ με τθν βοικεια λαβίδασ κι εκπλζνονταν επιμελϊσ με 25 ml MRD, ϊςτε 

να απομακρυνκεί το υπόςτρωμα και τα χαλαρά προςκολλθμζνα κφτταρα (Giaouris et al., 2005). Οι 

πλαςτικοί ςωλινεσ επιλζχτθκαν λόγω τθσ ικανότθτάσ τουσ να διατθροφν το κουπόνι ςε κάκετθ 

ςτάςθ, ϊςτε να μπορεί να ςχθματιςτεί το βιοχμζνιο και ςτισ δφο πλευρζσ του κουπονιοφ. Οι 

ςωλινεσ ιταν πάντα ςυμπλθρωμζνοι με 40 ml κρεπτικοφ μζςου, νεροφ, απολυμαντι ι υγροφ 

εξουδετζρωςθσ των απολυμαντϊν (neutralizer),  ϊςτε τα κουπόνια να καλφπτονται πλιρωσ. 

Για τθν κερμικι επεξεργαςία, τα κουπόνια τοποκετοφνταν ςε ςτείρουσ πλαςτικοφσ ςωλινεσ 

ωυγοκζντρου (Falcon) που περιείχαν 40 ml αποςταγμζνου νεροφ. τθ ςυνζχεια οι ςωλινεσ 

τοποκετικθκαν ςε υδατόλουτρο, προκερμαςμζνο ςτουσ 60oC (SBS40, Stuart, Bibby Scientific 

Limited, Staffordshire, ΘΒ). Για τθν καταγραωι τθσ κερμοκραςίασ ςτθν επιωάνεια των κουπονιϊν 

ΑΧ, χρθςιμοποιικθκε ειδικό κερμοηεφγοσ (θλεκτρικό κερμόμετρο), το οποίο εωαρμόςτθκε με ειδικό 

λάςτιχο ςε ζνα επιπλζον κουπόνι τοποκετθμζνο ςε πλαςτικό ςωλινα με 40 ml αποςταγμζνου νεροφ 

που ειςιλκε ςτο υδατόλουτρο ταυτόχρονα με τα δείγματα. Θ κερμοκραςία αποτυπωνόταν γραωικά 

ανά 10¨, για 22 λεπτά, ςε καταγραωζα (PicoLog PP222, Pico Technology, Cambridgeshire, ΘΒ). ε 

όλεσ τισ περιπτϊςεισ, θ κερμοκραςία ςτθν επιωάνεια των κουπονιϊν ΑΧ αυξικθκε ςτουσ 57°C τα 

πρϊτα 2 λεπτά και ςτουσ 58.5-60°C τα πρϊτα 3 λεπτά. Με τθν ολοκλιρωςθ των 20 λεπτϊν, τα 

δείγματα μεταωζρκθκαν αμζςωσ ςε νερό με πάγο και αωζκθκαν να κρυϊςουν (25°C) μζχρι τθν 

αποκόλλθςθ και καταμζτρθςθ των κυττάρων. Για τθν χθμικι επεξεργαςία, τα κουπόνια (που ζωεραν 
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τα κφτταρα) τοποκετοφνταν ςε πλαςτικοφσ ςωλινεσ που περιείχαν 40 ml διαλφματοσ 2% PAA, ςτουσ 

οποίουσ παρζμειναν για 1, 2, 3 και 6 λεπτά. Μετά το πζρασ τθσ παραμονισ τουσ ςτο διάλυμα 

υπεροξικοφ οξζοσ, τα κουπόνια αωαιροφνταν, εκπλζνονταν και τοποκετοφνταν εκ νζου ςε 

πλαςτικοφσ ςωλινεσ οι οποίοι περιείχαν διάλυμα εξουδετζρωςθσ (DE neutralizer) και 10-12 

αποςτειρωμζνα γυάλινα ςωαιρίδια (διαμζτρου 5 mm) για τθν αποκόλλθςθ και τθν καταμζτρθςθ 

των προςκολλθμζνων κυττάρων. Παράλλθλα, ςαν μάρτυρεσ εξετάςτθκαν κουπόνια χωρίσ καμία 

επεξεργαςία, τα οποία αωαιρζκθκαν από πλαςτικοφσ ςωλινεσ με TSBYE με διαωορετικζσ 

ενεργότθτεσ, εκπλφκθκαν και επεξεργάςτθκαν με τθν μζκοδο ¨bead vortex¨ για τθν καταμζτρθςθ 

των κυττάρων.  

το δεφτερο πείραμα, ςτόχοσ ιταν θ επίδραςθ τθσ αποτελεςματικότθτασ τριϊν απολυμαντϊν 

που χρθςιμοποιοφνται ευρζωσ από τθ βιομθχανία τροωίμων (Cl-, PAA και QAC) ςτθν επιβίωςθ 

οξυάντοχων (ΟΑ) και μθ (ΜΑ) βιοχμενικϊν κυττάρων τθσ L. monocytogenes ςχθματιςμζνων ςε 

επιωάνειεσ ΑΧ ςε ουδζτερο ι όξινο pH, ςτουσ 4°C (χ. 3.2.1). Για τον ςκοπό αυτό, ποςότθτα (0.1 ml) 

οξυάντοχων και μθ κυττάρων (Κεφ. 3.2.2.2) τθσ L. monocytogenes ενοωκαλμίςτθκε ςε υγρό 

κρεπτικό υπόςτρωμα TSBYE με τιμζσ pH 5.0 και 7.0 (ρυκμιςμζνο με γαλακτικό οξφ, DL-Lactic acid, 

85% w/w, Sigma), παρουςία ςτείρων επιωανειϊν ΑΧ και αωζκθκαν να ςχθματίςουν βιοχμζνια ςτουσ 

4oC. Μετά τθν πάροδο 4, 8 ι 12 θμερϊν ςυντιρθςθσ, οι μεταλλικζσ επιωάνειεσ αωαιροφνταν κι 

εκπλζνονταν με 25 ml MRD. τθ ςυνζχεια τα κουπόνια ζρχονταν ςε επαωι με 40 ml χλωρίνθσ (Cl-, 

0.465%), υπεροξικοφ οξζοσ (PAA, 2%) κι ενϊςεων του τεταρτοταγοφσ αμμωνίου (QAC, 1%) για 

διάςτθμα 6 λεπτϊν. Θ διαδικαςία κακαριςμοφ των κουπονιϊν παρακάμωτθκε, ζτςι ϊςτε να 

εκτιμθκεί αποκλειςτικά και μόνο θ απολυμαντικι ικανότθτα των τριϊν διαλυμάτων. Μετά από τθν 

επαωι με τουσ απολυμαντζσ τα κουπόνια εκπλζνονταν επιμελϊσ και μεταωζρονταν ςε 40 ml 

διαλφματοσ εξιςορρόπθςθσ μαηί με 10-12 γυάλινα ςωαιρίδια και ακολουκοφςε ο προςδιοριςμόσ 

των κυττάρων που επιβίωςαν (Giaouris et al., 2005). Όλα τα πειράματα απολφμανςθσ 

πραγματοποιικθκαν ςε κερμοκραςία περιβάλλοντοσ με τουλάχιςτον τζςςερεισ επαναλιψεισ. 

 

3.2.2.2. Βακτθριακό ςτζλεχοσ και προετοιμαςία του εμβολίου 

τθν παροφςα μελζτθ χρθςιμοποιικθκε το πακογόνο ςτζλεχοσ L. monocytogenes Scott A 

(ορότυποσ 4b, επιδθμικό ςτζλεχοσ, απομονωμζνο από νοςοφντα). Οι ςυνκικεσ διατιρθςισ του 

ςτελζχουσ, κακϊσ και θ διαδικαςία ενεργοποίθςισ του, περιγράωονται λεπτομερϊσ ςτθν 

παράγραωο 3.1.2.2. Για τθν προετοιμαςία των μθ οξεοανκεκτικϊν (ΜO) κυττάρων, ποςότθτα (0.1 

ml) τθσ ενεργοποιθμζνθσ καλλιζργειασ μεταωζρκθκαν ςε 10 ml TSB χωρίσ γλυκόηθ (καηεΐνθ  17g/l, 

πεπτόνθ ςόγιασ 3g/l, NaCl 5g/l, K2HPO4 2,5g/l) με τθν προςκικθ 0.6% yeast extract (TSBYE-G) και 

επωάςτθκαν ςτουσ 37°C για 18 ϊρεσ. Ομοίωσ προετοιμάςτθκαν και τα οξεοανκεκτικά κφτταρα (ΟΑ) 
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με μεταωορά (0.1 ml) ςε 10 ml διαλφματοσ TSBYE-G με τθν προςκικθ 1% γλυκόηθ (TSBYE+G) κι 

επϊαςθ ςτουσ 37°C για 18 ϊρεσ (Buchanan and Edelson, 1996). Σα τελικά εμβόλια προζκυψαν μετά 

από ωυγοκζντρθςθ, ζκπλυςθ κι επαναδιάλυςθ ςε MRD (109 CFU/ml, Κεω. 3.1.2.2).  

 

3.2.2.3. Προετοιμαςία επιφανειϊν ανοξείδωτου χάλυβα. 

Μεταλλικζσ επιωάνειεσ ανοξείδωτου χάλυβα χρθςιμοποιικθκαν ςαν αβιοτικά υποςτρϊματα 

για τον ςχθματιςμό των βιοχμενίων τθσ L. monocytogenes. Θ διαδικαςία ςυντιρθςθσ και 

προετοιμαςίασ των επιωανειϊν περιγράωεται λεπτομερϊσ ςτθν παράγραωο 3.1.2.4.  

 

3.2.2.4. Προετοιμαςία των απολυμαντϊν  

Οι τρεισ απολυμαντζσ που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα μελζτθ, επιλζχτθκαν με βάςθ τισ 

διαωορζσ τουσ ςτθν υδροωοβικότθτα, το θλεκτρικό ωορτίο, κακϊσ και του μθχανιςμοφ δράςθσ τουσ  

(Naitali et al., 2009). Εμπορικό διάλυμα χλωρίνθσ (4,3% υποχλωριϊδεσ νάτριο, Χλωρίνθ Klinex, 

Unilever Hellas, Ελλάδα) χρθςιμοποιικθκε ςαν παράγοντασ απελευκζρωςθσ χλωρίου, το οποίο 

αραιϊκθκε ςε τελικι ςυγκζντρωςθ Cl- τα 0.465% (pH 10.35±0.25). Εμπορικό διάλυμα ενϊςεων του 

τεταρτοταγοφσ αμμωνίου (QAC, Septanol 10, Ecochemical S.A., Ελλάδα, pH 7.8±0.12) κι εμπορικό 

διάλυμα υπεροξικοφ οξζοσ (PAA, P3-topactive®DES, Ecolab, Ελλάδα, pH 3.61 ±0.20) διαλφκθκαν ςε 

τελικζσ ςυγκεντρϊςεισ 1% και 2% αντίςτοιχα. Επιπλζον, παραςκευάςτθκε ςτείρο διάλυμα 

εξουδετζρωςθσ (Dey-Engley Neutralizing Broth, Difco, pH 7.20±0.30) ςφμωωνα με τισ οδθγίεσ του 

καταςκευαςτι. Όλα τα χθμικά διαλφματα παραςκευάηονταν τισ θμζρεσ που λάμβαναν χϊρα οι 

επεξεργαςίεσ.  

 

3.2.2.5. Προςδιοριςμόσ των πλαγκτονικϊν και αποκολλθμζνων από τισ επιφάνειεσ ΑΧ κυττάρων L. 

monocytogenes 

Θ αποκόλλθςθ των προςκολλθμζνων ςτισ επιωάνειεσ ΑΧ κυττάρων τθσ L. monocytogenes 

πραγματοποιικθκε ςφμωωνα με τθν μζκοδο “bead vortex” (Κεφ. 3.1.2.6.). Ο προςδιοριςμόσ των 

κυττάρων πραγματοποιικθκε με επιωανειακι επίςτρωςθ ποςότθτασ (0.1 ml) από τθν κατάλλθλθ 

δεκαδικι αραίωςθ ςε διπλά τρυβλία TSAYE (Tryptic Soy Agar με 0.6% yeast extract, Biolife, Ιταλία) 

και επϊαςθ ςτουσ 37oC για 48 ϊρεσ. Για τον προςδιοριςμό των πλαγκτονικϊν κυττάρων, ποςότθτα 

(1 ml) από το υπερκείμενο κάκε εξεταηόμενου δείγματοσ αωαιροφνταν πριν από οποιαδιποτε 

επεξεργαςία και ακολουκοφςε επιωανειακι επίςτρωςθ ςε διπλά τρυβλία TSAYE. Οι τιμζσ pH και aw 

των υποςτρωμάτων μετρικθκαν μετά τθν αποςτείρωςθ ςτα αρχικά διαλφματα ι ςτο τζλοσ κάκε 

μικροβιολογικισ ανάλυςθσ, με ψθωιακό pHμετρο (WTW, pH 526, Γερμανία), και ενεργόμετρο 

(Rotronic, HYGROLAB), αντίςτοιχα. 
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3.2.2.6. Στατιςτικι ανάλυςθ 

Σα δεδομζνα από τισ μετριςεισ των αποικιϊν (CFU/ml) αποκολλθμζνων και ςε αιϊρθςθ 

κυττάρων τθσ L. monocytogenes, όλων των επαναλιψεων (n = 4) κάκε περίπτωςθσ 

μεταςχθματίςτθκαν ςε δεκαδικοφσ λογαρίκμουσ (log10). Σα λογαρικμικά δεδομζνα αναλφκθκαν με 

τθν βοικεια τθσ ανάλυςθσ παραμζτρων (ANOVA) με το γενικό γραμμικό μοντζλο του ςτατιςτικοφ 

προγράμματοσ SPSS (SPSS 10.0.1 for Windows, SPSS, Inc., Chicago, Ill., ΘΠΑ). Οι μζςεσ τιμζσ 

ςυγκρίκθκαν με τον ζλεγχο πολλαπλοφ πεδίου Tukey. Όλεσ οι διαωορζσ αναωζρκθκαν με επίπεδο 

ςθμαντικότθτασ 95%.  

 

40 ml 
Νερό
60oC
20ϋ

40 ml 
TSBYE
0.5%

NaCl

40 ml 
TSBYE
7.5%

NaCl

40 ml 
TSBYE
9.5%

NaCl

Listeria monocytogenes Scott A
επϊαςθ 5oC, 19 θμ. ι 20oC, 12 θμ.

40 ml 
PAA
2%
3ϋ

40 ml 
PAA
2%
2ϋ

40 ml 
PAA
2%
1ϋ

40 ml 
PAA
2%
6ϋ

ι
40 ml 
Νερό
25oC

6ϋ

40 ml 
TSBYE

pH 
7.0

40 ml 
TSBYE

pH 
5.0 

Οξεοανκεκτικά ι Μθ οξεοανκεκτικά
Listeria monocytogenes Scott A
επϊαςθ 4oC για 4, 8 και 12 θμ.

40 ml 
QAC
1%
6ϋ

40 ml 
PAA
2%
6ϋ

40 ml 
Cl-

.465%
6ϋ

Κουπόνια ΑΧ Κουπόνια ΑΧ

1ο Πείραμα 2ο Πείραμα

 

χιμα 3.2.1. χθματικι αναπαράςταςθ του πειραματικοφ ςχεδιαςμοφ. Προςκολλθμζνα κφτταρα (βιοχμζνια) 

του L.monocytogenes, ςχθματιςμζνα ςε επιωάνειεσ ανοξείδωτου χάλυβα, ςε TSBYE διαωορετικϊν 

ςυγκεντρϊςεων NaCl (0.5, 7.5 και 9.5%), ι τιμϊν pH 7.0 και 5.0, υποβλικθκαν ςε κερμικι επεξεργαςία ι 

χθμικι απολφμανςθ. Cl
-
: Χλωρίνθ, PAA: διάλυμα υπεροξικοφ οξζωσ, QAC: διάλυμα τεταρτοταγϊν ενϊςεων 

του αμμωνίου. 
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3.2.3. Αποτελζςματα και ςυηιτθςθ 

Ο ςχθματιςμόσ βιοχμενίων από τα βακτιρια, κακϊσ και θ ανκεκτικότθτα αυτϊν ςε 

απολυμαντζσ μπορεί να επθρεαςτεί από το υλικό τθσ επιωάνειασ, ςτθν οποία ςχθματίηονται (π.χ. το 

ανοξείδωτο ατςάλι ενιςχφει τθν μικροβιακι προςκόλλθςθ ςε ςχζςθ με το πολυαικυλζνιο και το 

γυαλί, κακϊσ και από το γεγονόσ ότι μθ λείεσ επιωάνειεσ ζχουν κοιλότθτεσ, οι οποίεσ βοθκάνε ςτθν 

καλφτερθ προςκόλλθςθ των μικροβίων (Moltz και Martin 2005, Pan et al. 2006, Chaitiemwong et al., 

2010). Θ προϊςτορία των προςκολλθμζνων κυττάρων τθσ L. monocytogenes, θ οποία κακορίηεται 

κυρίωσ από εςωτερικοφσ (ςφςταςθ, ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ) και εξωτερικοφσ (κερμοκραςία, 

υγραςία) περιβαλλοντικοφσ παράγοντεσ που ζχει βρεκεί διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθν  

ευαιςκθςία των βιοχμενίων ςτθν απολφμανςθ (Stopforth et al., 2002, 2005, Somers και Wong, 

2004, Gram et al., 2007, Naïtali et al., 2009). Επομζνωσ, θ εωαρμογι κατάλλθλθσ διαδικαςίασ 

εξυγίανςθσ λαμβάνοντασ υπόψθ το είδοσ, τθν ςυγκζντρωςθ και τον χρόνο εωαρμογισ των 

απολυμαντικϊν είναι απαραίτθτθ για τθν πλιρθ εξάλειψθ των κυττάρων του  L. monocytogenes από 

τον βιομθχανικό εξοπλιςμό.  

Θ πρϊτθ πειραματικι προςζγγιςθ ςτόχευςε ςτθν μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ ενεργότθτασ 

φδατοσ, τθσ χριςθσ ηεςτοφ νεροφ και τθσ διάρκειασ τθσ απολφμανςθσ ςτθν μείωςθ των 

προςκολλθμζνων κυττάρων L. monocytogenes. Αρχικά, κατά τθν προςκόλλθςθ ο πλθκυςμόσ των 

κυττάρων L. monocytogenes ςτα κουπόνια ανοξείδωτου ατςαλιοφ κυμάνκθκε από 104 μζχρι 105 

CFU/cm2 (χ. 3.2.2.α, β), ςε όλεσ τισ ενεργότθτεσ φδατοσ και κερμοκραςίεσ που εξετάςτθκαν, ενϊ ο 

αντίςτοιχοσ πλθκυςμόσ των πλαγκτονικϊν κυττάρων παρζμεινε ςτα 109 CFU/ml. ε ςυμωωνία με 

προθγοφμενεσ μελζτεσ, θ προςκόλλθςθ των κυττάρων L. monocytogenes ςτα κουπόνια ΑΑ ςτουσ 

20oC ιταν περιςςότερθ από ότι ςτουσ 5oC, κυρίωσ ςε υψθλζσ αλατοπεριεκτικότθτεσ (χ. 3.2.2, Mai 

και Conner 2007, Poimenidou et al., 2009), πικανϊσ λόγω τθσ αυξθμζνθσ παραγωγισ των μαςτιγίων 

ςτουσ 20oC. Σα μαςτίγια ςυςχετίηονται ευρζωσ με τθν κυτταρικι προςκόλλθςθ κάτω από ςτατικζσ 

ςυνκικεσ (Vatanyoopaisarn et al., 2000, Chavant et al., 2002). Επιπλζον, ςτουσ 20oC, ςθμαντικά 

μεγαλφτεροσ πλθκυςμόσ αναλιωκθκε από τα κουπόνια Α που είχαν επωαςτεί ςε υπόςτρωμα με 

9.5% NaCl από τα αντίςτοιχα που ελιωκθςαν από 0,5% NaCl (χ. 3.2.2.). Είναι γνωςτό ότι θ ταχφτθτα 

προςκόλλθςθσ των κυττάρων αυξάνεται με τθν ανάπτυξθ του ιοντικοφ δυναμικοφ (ionic strength) 

του μζςου π.χ. με τθν προςκικθ NaCl (Uyen et al., 1988, Morisaki και Tabuchi, 2009). Σα 

αποτελζςματά μασ υποδθλϊνουν ότι αυτι θ επίδραςθ γίνεται περιςςότερο εμωανείσ ςε υψθλζσ 

κερμοκραςίεσ (χ. 3.2.2.).    

Ανεξάρτθτα από τουσ περιβαλλοντικοφσ παράγοντεσ που χρθςιμοποιικθκαν για τθν 

βακτθριακι προςκόλλθςθ και τον ςχθματιςμό βιοχμενίων, θ απολφμανςθ των κουπονιϊν ΑΑ με 

ηεςτό νερό (60oC, 20 λεπτά) είχε ςαν αποτζλεςμα τθν μείωςθ του πλθκυςμοφ του πακογόνου ςτισ 
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επιωάνειεσ, λιγότερο από 1 log CFU/cm2 (P>0.05; χ. 3.2.2.α, β, Taormina και Dorsa, 2007). Σο 

αποτζλεςμα αυτό υποδεικνφει ότι διαδικαςίεσ που χρθςιμοποιοφν ηεςτό νερό για τθν απολφμανςθ 

μικρϊν επιωανειϊν ΑΑ, όπωσ είναι τα μαχαίρια, δεν μπορεί να κεωρθκεί ςαν ικανοποιθτικι 

μζκοδοσ απολφμανςθσ, αν δεν ακολουκείται από περαιτζρω χθμικι απολφμανςθ. Αν και οι 

υπάρχουςεσ διαδικαςίεσ που ςυνίςταται για τθν εξυγίανςθ μικρϊν εργαλείων ΑΑ περιλαμβάνουν 

τθν εμβάπτιςθ ςε τρεχοφμενο νερό ≥82oC για απροςδιόριςτο χρονικό διάςτθμα (SCVMPH 2001), 

οριςμζνεσ μελζτεσ ζδειξαν ότι θ χριςθ χαμθλότερων κερμοκραςιϊν (60-72 oC) για περιςςότερο 

χρόνο μπορεί να ζχουν αντίςτοιχα αποτελζςματα ςτθν κανάτωςθ των προςκολλθμζνων βακτθρίων 

(π.χ. >3 log μείωςθ, Eustace et al., 2007, Goulter et al., 2008). Θ αςυμωωνία μεταξφ των 

διαωορετικϊν μελετϊν πικανϊσ να αντανακλά τισ διαωορζσ κερμοανκεκτικότθτασ των 

μικροοργανιςμϊν και των ςτελεχϊν που χρθςιμοποιοφνται, κακϊσ και του είδουσ των κυττάρων 

(προςκολλθμζνα ι πλαγκτονικά). υγκεκριμζνα, τα προςκολλθμζνα κφτταρα είναι πιο ανκεκτικά 

ςτθν κερμότθτα από τα πλαγκτονικά, ενϊ άλλεσ ςυνκικεσ που μποροφν να αυξιςουν τθν 

κερμοανκεκτικότθτα ενόσ βακτθρίου περιλαμβάνουν τισ προθγοφμενεσ ςυνκικεσ ανάπτυξθσ ι 

ζκκεςθσ ςε υποκανάτιεσ καταπονιςεισ, όπωσ θ κερμοκραςία και τα οξζα και τζλοσ θ ςτελεχιακι 

παραλλακτικότθτα (Doyle et al., 2001, Sergelidis και Abrahim, 2009).  

ε αντίκεςθ με τθν χριςθ ηεςτοφ νεροφ, θ επεξεργαςία των κουπονιϊν με διάλυμα 

υπεροξικοφ οξζωσ (2%), μείωςε ςθμαντικά τον αρικμό των προςκολλθμζνων κυττάρων, θ οποία 

μείωςθ αυξάνονταν με τθν αντίςτοιχθ αφξθςθ του χρόνου εωαρμογισ του απολυμαντικοφ. 

υγκεκριμζνα, θ ζκκεςθ των κουπονιϊν ΟΑ ςτο PAA (2%) για 1 λεπτό μείωςε τον αρικμό των 

βιοχμενιϊν περί τουσ 2 με 2.9 log CFU/ml (χ. 3.2.2.). Θ μείωςθ αυτι ιταν πιο εμωανείσ ςτα 

βιοχμζνια που ςχθματίςτθκαν ςτουσ 5oC από αυτά των 20oC (χ. 3.2.2.α, β). Θ επεξεργαςία των 

κουπονιϊν με PAA (2%) για 2 λεπτά μείωςε το πλθκυςμό του πακογόνου ςτισ επιωάνειεσ κάτω από 

το όριο αρίκμθςθσ (0.3 log CFU/cm2) ςτα κουπόνια που επωάςτθκαν ςτουσ 5oC, ενϊ μθ ςθμαντικζσ 

μεταβολζσ παρατθρικθκαν για τα κουπόνια που επωάςτθκαν ςτουσ  20oC. Όταν όμωσ ο χρόνοσ 

ζκκεςθσ των κουπονιϊν ςτο PAA (2%) αυξικθκε ςτα 6 λεπτά, ο πλθκυςμόσ βιοχμενίου τθσ L. 

monocytogenes ςτα κουπόνια μετρικθκε κάτω από το όριο αρίκμθςθσ, ανεξάρτθτα από τισ 

ςυνκικεσ ςχθματιςμοφ του (χ. 3.2.2.). Σα αποτελζςματα αυτά απεικονίηουν τθν ιςχυρι 

βακτθριοκτόνο δράςθ του PAA ςτθ L. monocytogenes. Παρόμοια αποτελζςματα ζχουν αναωερκεί 

για τθν μικτι καλλιζργεια L. monocytogenes/Pseudomonas sp. όταν εκτζκθκε ςε διάωορουσ 

απολυμαντζσ, ςυμπεριλαμβανομζνου του PAA (20, 80 mg/l, Fatemi και Frank,1999) και για 

βιοχμζνια τθσ L. monocytogenes που ςχθματίςτθκαν παρουςία υπολειμμάτων κρζατοσ και 

εκτζκθκαν ςε 2.600 ppm διάλυμα υπεροξικοφ και υπεροξεοκτανικοφ οξζωσ (Somers και Lee Wong, 

2004). Θ αντιμικροβιακι ιδιότθτα του υπεροξικοφ οξζωσ ζχει ςυνδεκεί με τθν παραγωγι των 
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χιμα 3.2.2. Πλθκυςμόσ των προςκολλθμζνων κυττάρων (βιοχμζνια) τθσ L. monocytogenes ςε κουπόνια ανοξείδωτου χάλυβα, ςχθματιςμζνων ςε TSBYE με τρείσ 

ςυγκεντρϊςεισ NaCl; 0.5% (■), 7.5% (■) και 9.5% (■), μετά από παραμονι ςτουσ (α) 5
o
C για 19 θμζρεσ και (β) ςτουσ 20

o
C για 12 θμζρεσ, ωσ είχαν (Μάρτυρεσ), μετά από 

κερμικι επεξεργαςία (60
o
C, 20 λεπτά) και μετά από απολφμανςθ με υπεροξικό οξφ (PAA 2%) για 1, 2, 3 και 6 λεπτά. Οι μζςεσ τιμζσ μεταξφ κάκε επεξεργαςίασ που 

μοιράηονται τουλάχιςτον ζνα γράμμα δεν είναι ςτατιςτικϊσ διαωορετικζσ (P≥0.05). ΔΑ: Δεν Ανιχνεφτθκαν (<0.30 log CFU/cm
2
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υπεροξικϊν ανιόντων και τθν απότομθ απελευκζρωςθ ελευκζρων ριηϊν υδροξυλίου (OH-), οι 

οποίεσ μποροφν να τραυματίςουν το βακτθριακό DNA και να προκαλζςουν τον κάνατο του 

κυττάρου (Clapp et al., 1994). Προθγοφμενεσ μελζτεσ ζδειξαν ότι θ κερμοκραςία, τα υπολείμματα 

τροωίμων και θ θλικία του βιοχμενίου μποροφν να επθρεάςουν τθν ανκεκτικότθτά του ζναντι των 

απολυμαντϊν (Stopforth et al., 2002, Gram et al., 2007, Mai και Corner, 2007). Θ παροφςα μελζτθ 

ζδειξε ότι βιοχμζνια τθσ L. monocytogenes που ςχθματίςτθκαν ςτουσ 20oC είναι πιο ανκεκτικά ςτο 

PAA από αυτά που ςχθματίςτθκαν ςτουσ 5oC, ενϊ θ ςυγκζντρωςθ άλατοσ ςτο υπόςτρωμα 

ανάπτυξθσ και προςκόλλθςθσ δεν είχε ςθμαντικό αποτελζςματα ςτθν επιβίωςθ ζναντι του PAA. Σα 

αποτελζςματα ςτθν επιβίωςθ τθσ L. monocytogenes ςτισ επιωάνειεσ ΑΑ μετά από επεξεργαςία με 

ηεςτό νερό ι με χθμικοφσ απολυμαντζσ αποκαλφπτουν το μζγεκοσ του κινδφνου μιασ ελλιποφσ 

διαδικαςίασ εξυγίανςθσ. Μποροφν εν μζρει να εξθγιςουν τθ μακρόχρονθ επιβίωςθ του πακογόνου 

ςτο περιβάλλον επεξεργαςίασ τροωίμων. Μθ ικανοποιθτικόσ κακαριςμόσ και απολφμανςθ του 

βιομθχανικοφ εξοπλιςμοφ, λόγω μειωμζνθσ επαωισ των απολυμαντικϊν με τισ επιωάνειεσ ι 

μικρότερθσ διάρκειασ επαωισ από αυτι που απαιτείται (Pan et al., 2006, Skandamis et al., 2009), 

μπορεί να οδθγιςει ςτθν ςυςςϊρευςθ κυττάρων τθσ L. monocytogenes ςτισ επιωάνειεσ, με 

ςυνζπεια να αυξθκεί θ δυςκολία τθσ ολοκλθρωτικισ απομάκρυνςισ τουσ (Shi and Zhu, 2009).  

Θ δεφτερθ πειραματικι διαδικαςία τθσ παροφςασ εργαςίασ ςτόχευςε ςτθν μελζτθ τθσ 

επίδραςθσ του pH και τθσ οξεοανκεκτικότθτασ των βιοχμενίων L. monocytogenes ςτθν 

ανκεκτικότθτά τουσ ζναντι εξυγίανςθσ με νερό, χλωρίνθ (Cl-), υπεροξικό οξφ (PAA) και ενϊςεισ του 

τεταρτοταγοφσ αμμωνίου (QACs). Ο πλθκυςμόσ των προςκολλθμζνων ΜO (μθ οξεοανκεκτικϊν) 

κυττάρων L. monocytogenes ςτισ επιωάνειεσ ΑX κυμάνκθκε μεταξφ 4.2 και 4.6 log CFU/cm2 ςε όλθ 

τθν διάρκεια επϊαςθσ ςτουσ 4oC, ανεξαρτιτωσ από το pH του υποςτρϊματοσ (χ. 3.2.3.α και γ). 

Ομοίωσ, ο αρικμόσ των προςκολλθμζνων ΟΑ (οξεοανκεκτικϊν) κυττάρων L. monocytogenes ιταν 

μεταξφ των 3.6 και 4.6 log CFU/cm2 ςτα κουπόνια ΑX που είχαν επωαςτεί για 12 θμζρεσ ςε pH 5.0 ι 

7.0 (χ. 3.2.3.β και δ). Σα πλαγκτονικά ΜO κφτταρα ζωταςαν τουσ 8.4 και 9 log CFU/ml ςε pH 5.0 και 

7.0 αντίςτοιχα, ενϊ τα πλαγκτονικά ΟΑ κφτταρα τθν 12θ θμζρα μετρικθκαν ςτουσ 9.2 log CFU/ml 

ςτο TSBYE με pH 7.0 και ςτακερά ςτουσ 8 log CFU/ml ςτο TSBYE με pH 5.0 (χ. 3.2.3.). ε γενικζσ 

γραμμζσ δεν παρατθρικθκε ςθμαντικι επίδραςθ τθσ οξεοανκεκτικότθτασ ςτθν προςκόλλθςθ και 

τον ςχθματιςμό βιοχμενίων L. monocytogenes ςτα κουπόνια ΑX (Stopforth et al., 2002, 

Chorianopoulos et al., 2011). Εντοφτοισ, ςε αντίκεςθ με προθγοφμενεσ μελζτεσ (Chorianopoulos et 

al., 2011), το όξινο περιβάλλον (pH 5) επθρζαςε αναςταλτικά τον ςχθματιςμό των οξεοανκεκτικϊν 

προςκολλθμζνων κυττάρων (χ. 3.2.3.δ), με δεδομζνο τθν μείωςθ του πλθκυςμοφ τουσ, πικανϊσ 

λόγω τθν επίδραςθσ του pH ςε διαωορετικά ςτάδια ςχθματιςμοφ (ςχθματιςμόσ μικροαποικίασ, 

ωρίμαςθ κ.α.) ενόσ βιοχμενίου (Poimenidou et al., 2009). 
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Όςον αωορά τθν ανκεκτικότθτα των προςκολλθμζνων κυττάρων ςτουσ απολυμαντζσ, δεν 

παρατθρικθκε ςθμαντικι μείωςθ (<1 log CFU/cm2) του πλθκυςμοφ των βιοχμενίων  L. 

monocytogenes ζπειτα από πλφςθ με νερό (25oC για 6 λεπτά) των κουπονιϊν, ςε ςχζςθ με τουσ 

μάρτυρεσ ςτισ περιςςότερεσ από τισ εξεταηόμενεσ περιπτϊςεισ (χ. 3.2.3.). Αντικζτωσ, θ 

επεξεργαςία των κουπονιϊν ΑΧ  με χλωρίνθ (0.465%) ςυντζλεςε ςτθν μείωςθ των βιοχμενίων του 

πακογόνου κατά 1-3 log CFU/cm2, ανεξαρτιτωσ του υποςτρϊματοσ ςχθματιςμοφ τουσ (χ. 3.2.3.). 

τθν περίπτωςθ αυτι, το ενδιαωζρον ζγκειται ςτθν αφξθςθ τθσ ανκεκτικότθτασ των βιοχμενίων 

ζναντι τθσ χλωρίνθ με τθν αφξθςθ του χρόνου ςχθματιςμοφ τουσ (Frank και Koffi, 1990). φμωωνα 

με το χ. 3.2.3., τα προςκολλθμζνα κφτταρα που επιβιϊνουν ζπειτα από τθν εωαρμογι τθσ χλωρίνθσ 

είναι αρκετά υψθλότερα ςτισ θμζρεσ 8 και 12, από τθν θμζρα 4 (κατά τθν οποία ςτισ περιςςότερεσ 

περιπτϊςεισ ιταν μθ ανιχνεφςιμα) ι δεν επθρεάηονταν κακόλου από τθν εωαρμογι. Αυτό μπορεί 

να αποδοκεί ςτθν αφξθςθσ τθσ ανκεκτικότθτασ των βιοχμενίων ζναντι των καταπονιςεων από το 

υπόςτρωμα (όξινθ καταπόνθςθ, χαμθλό pH) και τθν καλφτερθ προςκόλλθςι τουσ ςτισ επιωάνειεσ 

ΑΧ μετά τθν 4θ θμζρα επϊαςθσ (Mai και Conner, 2007). Ζχει επίςθσ αναωερκεί ότι τα 

προςκολλθμζνα κφτταρα διακζτουν αυξθμζνθ ανκεκτικότθτα ςτθν χλωρίνθ ςε ςχζςθ με τα 

πλαγκτονικά, θ οποία εξαρτάται από τθν ςυγκζντρωςθ του διαλφματοσ, τον χρόνο ζκκεςθσ και τθν 

διάρκεια ςχθματιςμοφ του βιοχμενίου (Frank και Koffi, 1900, Fatemi και Frank, 1999). Ακόμα ζνασ 

παράγοντασ που επθρεάηει τθν ανκεκτικότθτα των βιοχμενίων ςτθν χλωρίνθ είναι το pH του 

διαλφματοσ (Bremer et al., 2002, Naitali et al., 2009), με μεγαλφτερθ αποτελεςματικότθτα ςε τιμζσ 

pH<8.0 (Bremer et al., 2002). Μπορεί επομζνωσ, θ μειωμζνθ αποτελεςματικότθτα τθσ χλωρίνθσ, που 

προζκυψε από τα αποτελζςματα του πειράματοσ να εξθγθκεί από τθν υψθλι αλκαλικότθτα του 

διαλφματοσ που χρθςιμοποιικθκε (pH 10.3). Παρά τθν γνϊςθ των προθγοφμενων ςυμπεραςμάτων, 

θ επιλογι των διαλυμάτων ζγινε με βάςθ τον ςτόχο τθσ παροφςασ μελζτθσ, ο οποίοσ ιταν θ 

προςομοίωςθ κλαςςικϊν μεκόδων που χρθςιμοποιοφνται ςτθν βιομθχανία τροωίμων, όπωσ 

διατίκενται και θ απευκείασ διάλυςθ εμπορικισ χλωρίνθσ ςτο νερό χωρίσ κάποια ρφκμιςθ του pH 

του διαλφματοσ. 

Οι παράγοντεσ που επθρζαςαν τθν μείωςθ του πλθκυςμοφ των βιοχμενικϊν κυττάρων ζπειτα 

από τθν επεξεργαςία των κουπονιϊν ΑΧ με τα διαλφματα PAA (2%) και QAC (1%) για 6 λεπτά, ιταν 

το είδοσ του απολυμαντικοφ κακϊσ και οι ςυνκικεσ ςχθματιςμοφ των βιοχμενίων (o χρόνοσ,  το pH 

του μζςου και θ αρχικι καλλιζργεια). ε γενικζσ γραμμζσ, ο πλθκυςμόσ των προςκολλθμζνων 

κυττάρων τθσ L. monocytogenes μειϊκθκε κατά 1.5-4.8 log CFU/cm2, ενϊ το QAC ωάνθκε να ζχει 

μεγαλφτερθ αποτελεςματικότθτα ζναντι των βιοχμενίων του πακογόνου ςε ςχζςθ με το διάλυμα 

του υπεροξικοφ οξζοσ (PAA) (χ. 3.2.3.). τισ περιςςότερεσ από τισ εξεταηόμενεσ περιπτϊςεισ, ο 

αρικμόσ των βιοχμενίων που επιβίωναν τθσ απολφμανςθσ αυξικθκε με τθν αφξθςθ τθσ περιόδου 



 

 

91 

επϊαςθσ ςτουσ 4oC (χ. 3.2.3.). υγκεκριμζνα, τθν τζταρτθ μζρα επϊαςθσ όλα τα είδθ 

προςκολλθμζνων κυττάρων, εκτόσ των ΜO κυττάρων ςε pH 7.0 βρζκθκαν, μετά από τθν εωαρμογι 

PAA και QAC κάτω από το όριο αρίκμθςθσ τθσ μεκόδου (0.3 log CFU/cm2). Για τθν όγδοθ θμζρα 

επϊαςθσ, παρατθρικθκαν περιςςότερεσ περιπτϊςεισ επιβίωςθσ των βιοχμενίων, ενϊ μετά από 12 

θμζρεσ παραμονισ ςτουσ 4oC, ςχεδόν όλεσ οι εξεταηόμενεσ περιπτϊςεισ (εκτόσ των ΜO κυττάρων ςε 

pH 5.0) παρζμειναν ςε μετριςιμεσ τιμζσ (1-2.5 log CFU/cm2) μετά τθν εωαρμογι των διαλυμάτων 

(χ. 3.2.3.). 

Μελετϊντασ τθν επίδραςθ του pH του μζςου ςχθματιςμοφ των βιοχμενίων, ςτθν μετζπειτα 

ανκεκτικότθτά τουσ ζναντι του PAA, τα ΜΟ βιοχμζνια που ςχθματίςτθκαν ςε pH 7.0 βρζκθκαν πιο 

ανκεκτικά από τα αντίςτοιχα που ςχθματίςτθκαν ςε pH 5.0, ενϊ το αντίκετο ςυνζβθ με τα ΟΑ 

βιοχμζνια (χ. 3.2.3.α-δ). Ομοίωσ, μελετϊντασ τθν επίδραςθ τθσ προϊςτορίασ των κυττάρων που 

χρθςιμοποιικθκαν για τον ςχθματιςμό των βιοχμενίων, ςτθν μετζπειτα ανκεκτικότθτα των 

τελευταίων ζναντι τθσ επεξεργαςίασ τουσ με PAA, τα ΜΟ βιοχμζνια βρζκθκαν περιςςότερο 

ανκεκτικά από τα αντίςτοιχα ΟΑ βιοχμζνια (μείωςθ >4.4 log CFU/cm2, και τα δφο ςχθματιςμζνα ςε 

pH 7.0) (χ. 3.2.3.γ, δ). Αντίκετα, ςε μζςο ςχθματιςμοφ με pH 5.0 τα οξεοανκεκτικά βιοχμζνια 

εμωάνιςαν καλφτερθ ανκεκτικότθτα από τα αντίςτοιχα μθ οξεοανκεκτικά, θ οποία αυξικθκε με τον 

χρόνο επϊαςθσ (1.5 log CFU/cm2 τθν 8θ θμζρα και >2.5 log CFU/cm2 τθν 12θ) (χ. 3γ, δ). ε αντίκεςθ 

με τα αποτελζςματα των Stopforth et al. (2002), θ οξεοανκεκτικότθτα των κυττάρων που 

χρθςιμοποιικθκαν για τον ςχθματιςμό των βιοχμενίων ςε όξινο μζςο (pH 5) επθρζαςε ςθμαντικά 

τθν ανκεκτικότθτα των βιοχμενίων ζναντι τθσ απολφμανςθσ με PAA (2%). Μια πικανι εξιγθςθ είναι 

ότι ςτισ δυςμενείσ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ που ζλαβε χϊρα ο ςχθματιςμόσ και θ παρατεταμζνθ 

ζκκεςθ των ΟΑ βιοχμενίων (pH 5, 4oC), θ οξεοανκεκτικότθτα τθσ L. monocytogenes διατθρικθκε 

πικανϊσ λόγω τθσ δράςθσ των αντλιϊν πρωτονίων (Booth, 1985, Shabala et al., 2002, Samelis et al., 

2004), θ οποία εν ςυνεχεία ειςιγαγε διαςταυροφμενθ προςταςία ςτα βιοχμζνια, κατά τθν 

μετζπειτα απολφμανςι τουσ με το όξινο διάλυμα του υπεροξικοφ οξζοσ (pH 3.6, Lou και Yousef, 

1997, Greenacre και Brocklhurst, 2006, Tiganitas et al., 2009, Chorianopoulos et al., 2011).   

χετικά με τθν ανκεκτικότθτα τθσ L. monocytogenes μετά τθν εωαρμογι 1% QAC, και τα ΜΑ 

και τα ΟΑ κφτταρα τθσ L. monocytogenes που προςκολλικθκαν ςε pH 7.0 παρουςίαςαν επιβίωςθ 

ςτουσ 2-3 log CFU/cm2, θ οποία αυξικθκε με τον χρόνο, ειδικά ςτα ΜΟ κφτταρα (χ. 3.2.3.α και β). 

Αντίκετα, ο πλθκυςμόσ του πακογόνου και από τα δφο είδθ κυττάρων που ςχθμάτιςαν βιοχμζνιο ςε 

pH 5.0 εμωανίςτθκαν κάτω από όριο αρίκμθςθσ τθσ μεκόδου, μετά από τθν εωαρμογι του QAC (χ. 

3.2.3.γ και δ). Οι παρατθριςεισ αυτζσ μπορεί να ςχετίηονται με τθν ζκκεςθ των κυττάρων ςτθν 

ςταδιακι μείωςθ του pH από τθν τιμι 7.0 ςτο 4.8, κατά τθν διάρκεια τθσ αφξθςισ τουσ ςτο κρεπτικό  
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Πλαγκτονικά Μάρτυρεσ Πλφςθ με νερό Χλωρίνθ (Cl-) 0.465% Τπεροξεικό οξφ (PAA) 2% Ενϊςεισ τεταρτοταγοφσ αμμωνίου (QAC) 1%

Lo
g

C
FU

/c
m

2

Θμζρεσ

ΔΑ ΔΑ

Γ
B

A A

α

βγ

δε

ε
εη

α α

γ

αβ
αβ

γδ

δε
δε

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

0 4 8 12

(α)

ΔΑΔΑ ΔΑ

Γ

B

A A

α βγ

δε

α α

γδ
δε

α

α

β

εη

εη

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

0 4 8 12

(β)

Lo
g

C
FU

/c
m

2

Θμζρεσ

βγ
γδ

αβ
α

ε ε

η

β
δ

A A

B

Γ

ΔΑ ΔΑ ΔΑ

(γ)

Lo
g

C
FU

/c
m

2

Θμζρεσ

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

0 4 8 12

ΔΑ ΔΑ ΔΑ

Ημέρες

ΔΑ ΔΑ

B A B A

α
βγ

α
α

βγ

γ

α α

βγ
β

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

0 4 8 12

(δ)

Lo
g

C
FU

/c
m

2

ΔΑ ΔΑΔΑ

 

χιμα 3.2.3. Πλθκυςμόσ των πλαγκτονικϊν και βιοχμενικϊν οξεοανκεκτικϊν (ΟΑ, β, δ) και μθ (ΜΟ, α, γ) κυττάρων τθσ L. monocytogenes ςε κουπόνια ανοξείδωτου 

χάλυβα ςχθματιςμζνων ςε TSBYE με pH 7.0 (α, β) ι pH 5.0 (γ, δ) ςτουσ 4
o
C, ωσ είχαν (Μάρτυρεσ), ι μετά από επεξεργαςία με νερό (25

o
C), χλωρίνθ (Cl

-
, 0.465%), υπεροξικό 

οξφ (PAA, 2%) και ενϊςεισ του τεταρτοταγοφσ αμμωνίου (QAC, 1%), για 6 λεπτά. Οι μζςεσ τιμζσ των πλαγκτονικϊν κυττάρων που μοιράηονται τουλάχιςτον ζνα κοινό 

κεωαλαίο ι των βιοχμενίων που μοιράηονται τουλάχιςτον ζνα πεηό γράμμα δεν είναι ςτατιςτικϊσ διαωορετικζσ (P≥0.05). ΔΑ: Δεν Αρικμικθκαν (<0.30 log CFU/cm
2
). 
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υπόςτρωμα TSBYE+G (προςαρμογι ςτο οξφ), ακολουκοφμενθ από τθν μεταωορά τουσ ςε ουδζτερο 

(7.0) ι όξινο pH (5.0). Οι διαδοχικζσ μεταωορζσ ςε υποςτρϊματα διαωορετικϊν pH ενδεχομζνωσ να 

ζκεςε υψθλό ενεργειακό εμπόδιο ςτα κφτταρα, κατά τθν προςπάκειά τουσ να διατθριςουν τθν 

ομοιόςταςθ τουσ, και ςυνεπϊσ να αφξθςε τθν ευαιςκθςία τουσ ςτθν απολφμανςθ (Lou και Yousef, 

1997, Stopforth et al., 2002, Tiganitas et al., 2009). 

Ομοίωσ, ζχει παρατθρθκεί ότι οξεοανκεκτικά κφτταρα που εμβολιάςτθκαν πάνω ςε ωζτεσ 

κρζατοσ, οι οποίεσ ςτθν ςυνζχεια εκτζκθκαν ςε όξινεσ μαρινάδεσ και ξιρανςθ, ιταν πιο ευαίςκθτα 

από τα μθ οξεοανκεκτικά κφτταρα (Calicioglu et al., 2002, 2003). Επομζνωσ, τα αποτελζςματα 

υποδεικνφουν ότι θ ανκεκτικότθτα των βιοχμενίων ςτουσ απολυμαντζσ είναι αυξθμζνθ όταν το pH 

του απολυμαντι είναι παρόμοιο με το pH του μζςου ςχθματιςμοφ του βιοχμενίου και το αντίκετο. 

ε ανάλογα ςυμπεράςματα κατζλθξαν και μελζτεσ οξεοανκεκτικότθτασ βιοχμενίων που 

ςχθματίςτθκαν ςε νερό (pH 6.8-7.0) και διάλυμα όξινων υπολειμμάτων κακαριςμοφ κρζατοσ (pH 

3.1-4.7). τθ μελζτθ αυτι, οι Samelis et al. (2004) ςυμπζραναν ότι θ ζκωραςθ τθσ αυξθμζνθσ 

οξεοανκεκτικότθτασ από ΟΑ κφτταρα του Escherichia coli O157:H7 μπορεί να διατθρθκεί ι να 

αυξθκεί ςε όξινα διαλφματα ςε τιμζσ pH (>4.5) και να επιτρζψει παρατεταμζνθ επιβίωςθ ςτουσ 

10oC. Επομζνωσ, θ επιλογι κατάλλθλου απολυμαντι κα μποροφςε να εξαρτθκεί από τισ εςωτερικζσ 

ιδιότθτεσ των προϊόντων που αωινουν υπολείμματα ςτισ επιωάνειεσ, ενϊ θ εναλλαγι των όξινων 

και των αλκαλικϊν απολυμαντικϊν κα μείωνε τον κίνδυνο αφξθςθσ τθσ ανκεκτικότθτασ των 

βιοχμενίων.  
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3.2.4. υμπεράςματα  

Από τθν ςτιγμι που τα βιοχμζνια ςχθματίηονται ςε επιωάνειεσ επεξεργαςίασ τροωίμων, 

μποροφν να επιβιϊςουν για μεγάλα χρονικά διαςτιματα, και ςαν ςυνζπεια, θ ανκεκτικότθτά τουσ 

ςτθν απολφμανςθ μπορεί να αυξάνεται με τον χρόνο (Pan et al., 2006, Aarnisalo et al., 2007). Βάςθ 

των αποτελεςμάτων τθσ παροφςασ μελζτθσ, τα βιοχμζνια τθσ L. monocytogenes ζχουν τθν 

δυνατότθτα να επιβιϊνουν για μακροχρόνια περίοδο ενάντια ςτθν κερμικι επεξεργαςία και τθν 

χθμικι απολφμανςθ, ανάλογα με τθν κερμοκραςία περιβάλλοντοσ, το είδοσ, τθ ςυγκζντρωςθ και 

τον χρόνο εωαρμογισ του απολυμαντι και τθν ωυςιολογικι κατάςταςθ των κυττάρων (Naitali et al., 

2009). Θ παρακολοφκθςθ και καταγραωι των αποτελεςμάτων του κακαριςμοφ και τθσ 

απολφμανςθσ ςε τακτά διαςτιματα, είναι ςθμαντικι λόγω τθσ δυνατότθτασ τροποποίθςθσ τθσ 

διαδικαςίασ προσ τα βζλτιςτα αποτελζςματα. Επιπλζον, επειδι θ φπαρξθ βιοχμενίων μπορεί, εν 

μζρει, να εξθγιςει τθν παρουςία τθσ L. monocytogenes ςτο περιβάλλον επεξεργαςίασ τροωίμων 

(Møretrø and Langsrud, 2004), ο ςυνδυαςμόσ των αποτελεςμάτων μασ με άλλεσ πλθροωορίεσ  (π.χ. 

από μεκόδουσ ταχείασ ανίχνευςθσ, μοριακζσ μεκόδουσ και μακθματικά μοντζλα) μπορεί να 

βοθκιςει ςτθν βιοιχνθλαςιμότθτα (Barker et al., 2009). Αυτό είναι εωικτό ςυνδζοντασ τθν παρουςία 

τθσ L. monocytogenes ςτα τρόωιμα ι ςτο περιβάλλον επεξεργαςίασ και κάποιο ςυγκεκριμζνο 

ςθμείο, με τθν ¨προϊςτορία ¨ των κυττάρων. Ο όροσ ¨ προϊςτορία ¨  μεταξφ άλλων, μπορεί να 

ςυμπεριλαμβάνει τθν επιβίωςθ λόγω ανεπαρκοφσ απολφμανςθσ, ι τθν δθμιουργία ιςχυροφ 

βιοχμενίου. Περαιτζρω ζρευνα ςτουσ παράγοντεσ που μποροφν να τροποποιιςουν τθν 

ανκεκτικότθτα του βιοχμενίου τθσ L. monocytogenes ζναντι τθσ απολφμανςθσ, μπορεί να οδθγιςει 

ςε καλφτερθ κατανόθςθ του ωαινομζνου και να διευκολφνει τον ςχθματιςμό καινοφριων 

ςτρατθγικϊν κακαριςμοφ και απολφμανςθσ, αυξάνοντασ ζτςι τθν αςωάλεια των τροωίμων. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 4: ΕΚΣΙΜΗΗ ΣΩΝ ΟΡΙΩΝ ΑΤΞΗΗ ΣΟΤ ΠΑΘΟΓΟΝΟΤ Listeria 

monocytogenes Ε ΤΓΡΟ ΘΡΕΠΣΙΚΟ ΤΠΟΣΡΩΜΑ ΚΑΙ Ε ΓΑΛΑ ΚΑΣΑ ΣΑ 

ΠΡΩΣΑ ΣΑΔΙΑ ΣΗ ΣΤΡΟΚΟΜΗΗ 

 

Θ πικανότθτα ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes όταν βρεκεί ςε ζνα τρόωιμο εξαρτάται άμεςα 

από τισ ιδιότθτεσ του τροωίμου και του περιβάλλοντόσ του, κακϊσ και από τθν ωυςιολογικι 

κατάςταςθ των κυττάρων του πακογόνου. Οι ςθμαντικότερεσ και ςυνθκζςτερεσ παράμετροι που 

εξετάηονται είναι θ κερμοκραςία του περιβάλλοντοσ, θ οξφτθτα και θ αλατότθτα του τροωίμου, ενϊ 

ςε δεφτερο επίπεδο επίδραςθ ςτθν πικανότθτα ανάπτυξθσ του μικροοργανιςμοφ ζχουν θ ενδογενισ 

χλωρίδα, θ υγραςία και θ ςφςταςθ τθσ ατμόςωαιρασ του περιβάλλοντοσ. Επιπλζον, θ προϊςτορία 

τθσ L. monocytogenes και οι τυχόν διαωοροποιιςεισ που ζχει ειςάγει ςτθν ωυςιολογία των 

κυττάρων του ενδζχεται να μετακινιςουν τα όρια αφξθςισ του προσ περιςςότερο ευνοϊκζσ ι 

δυςμενείσ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ. Προσ μια πιο ολοκλθρωμζνθ κεϊρθςθ τθσ ςυμπεριωοράσ του 

πακογόνου ςυναρτιςει των ποικίλων παραμζτρων που τθν επθρεάηουν πραγματοποιικθκαν τα δφο 

πειράματα που ακολουκοφν.   

 

4.1 Εκτίμηςη τησ μεςεπιφάνειασ ανάπτυξησ/μη ανάπτυξησ κυττάρων τησ Listeria 

monocytogenes ςε αιώρηςη, αποκολλημζνων από βιοχμζνια ή προςκολλημζνων ςε 

επιφάνειεσ ανοξείδωτου χάλυβα, ςε ςχζςη με το pH και το NaCl 

 

International Journal of Food Microbiology 145 (2011), S53–S60  

 

4.1.1 Ειςαγωγι 

Θ επιμόλυνςθ των τροωίμων μετά τθν επεξεργαςία τουσ με τον πακογόνο μικροοργανιςμό L. 

monocytogenes ζχει αναγνωριςτεί παγκοςμίωσ ςαν ο κφριοσ παράγοντασ που ευκφνεται για τα 

κροφςματα λιςτερίωςθσ (Wilks et al., 2006, Gandhi and Chikindas, 2007). Σα κφτταρα τθσ L. 

monocytogenes ζχουν τθν ικανότθτα να προςκολλοφνται ςτισ επιωάνειεσ που απαντϊνται ςτθν 

γραμμι παραγωγισ και αποκικευςθσ των τροωίμων, ιδιαίτερα ςε ςθμεία  δυςπρόςιτα κατά τον 

κακαριςμό και τθν απολφμανςθ (Pan et al., 2006, Ribeiro et al., 2006). Επιπλζον, τα προςκολλθμζνα 

κφτταρα ενδζχεται να επιδείξουν μεγαλφτερθ ανκεκτικότθτα ςε αντιμικροβιακοφσ παράγοντεσ ςε 

ςχζςθ με τα κφτταρα ςε αιϊρθςθ, να παραμζνουν ςτισ επιωάνειεσ για χρόνια (Pan et al., 2006, 

Gandhi and Chikindas, 2007), και να αποτελοφν ςτακερι πθγι επιμόλυνςθσ των προϊόντων (Den 

Aantrekker et al., 2003, Leite et al., 2006, Wilks, et al., 2006). Ο προςδιοριςμόσ των ορίων ανάπτυξθσ 
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και θ διερεφνθςθ τθσ ωυςιολογίασ των βιοχμενίων τθσ L. monocytogenes, κακϊσ και των 

αποκολλθμζνων κυττάρων από τα βιοχμζνια αυτά, μπορεί να βοθκιςει ςτθν αποτελεςματικι 

εωαρμογι του ςυςτιματοσ HACCP (Sharma και Anand, 2002) ςτθ βιομθχανία τροωίμων. 

Μια ςτρατθγικι που χρθςιμοποιείται τα τελευταία χρόνια για τον ζλεγχο τθσ ανάπτυξθσ των 

πακογόνων ςτα τρόωιμα είναι θ τεχνολογία των εμποδίων, ςτθν οποία εωαρμόηονται δφο ι 

περιςςότεροι παράγοντεσ ιπιασ καταπόνθςθσ ςτθ κζςθ μια δριμφτερθσ καταπόνθςθσ (McMeekin et 

al., 2000). Σο αποτζλεςμα των ιπιων καταπονιςεων ςτο ενδεχόμενο ζναρξθσ τθσ ανάπτυξθσ του 

πακογόνου, ςτισ εκάςτοτε ςυνκικεσ, περιγράωεται από τα μοντζλα πικανοτιτων (probability 

models, Tienungoon et al., 2000, Gysemans et al., 2007). τθ βιβλιογραωία υπάρχουν πολυάρικμα 

μοντζλα πικανοτιτων που περιγράωουν τθν μεςεπιωάνεια ανάπτυξθσ/μθ ανάπτυξθσ των 

πακογόνων βακτθρίων, ςυμπεριλαμβανομζνου τθσ L. monocytogenes, ςε ςχζςθ με ποικίλεσ 

ςυνκικεσ (Presser et al., 1998, Masana και Baranyi, 2000, Tienungoon et al., 2000, Le Marc et al., 

2002, Koutsoumanis et al., 2004, Skandamis et al., 2007, Vermeulen et al., 2007b). Σα περιςςότερα 

από αυτά επικεντρϊνονται ςτθν επίδραςθ των ςυνικωσ χρθςιμοποιοφμενων εμποδίων (π.χ. pH, aw, 

κερμοκραςία και ςυντθρθτικά) ςτα πλαγκτονικά (ςε αιϊρθςθ) κφτταρα τθσ L. monocytogenes ι ςε 

κφτταρα που αυξάνονται ςε ςτερεό κρεπτικό υπόςτρωμα ι ςε επιωάνειεσ τροωίμων (Koutsoumanis 

et al., 2004, Mataragas et al., 2006). Αντίκετα, υπάρχουν περιοριςμζνα ποςοτικά δεδομζνα ςτθν 

πικανότθτα ανάπτυξθσ κυττάρων τθσ L. monocytogenes, ιδιαίτερα ςε χαμθλοφσ αρικμοφσ (1-10 

κφτταρα), προςκολλθμζνων ι αποκολλθμζνων από ανοξείδωτεσ επιωάνειεσ. Σζτοιου είδουσ 

πλθροωορία είναι μεγάλθσ ςθμαςίασ για τθν βιομθχανία τροωίμων, κακϊσ θ προςκόλλθςθ των 

κυττάρων ςτισ επιωάνειεσ ενδζχεται να επθρεάςει τθν μετζπειτα ςυμπεριωορά τουσ ςτα τρόωιμα 

(Tremoulet et al., 2002, Gandhi και Chikindas, 2007). Πιο ςυγκεκριμζνα, ενδζχεται οι μθχανιςμοί που 

ευκφνονται για τθν προςκόλλθςθ των κυττάρων ςτισ επιωάνειεσ (Garrett et al., 2008, Keskinen et al, 

2008) και τθν αυξθμζνθ τουσ ανκεκτικότθτα ςτουσ αντιμικροβιακοφσ παράγοντεσ, να επιδροφν και 

ςτο εφροσ των περιβαλλοντικϊν ςυνκθκϊν που υποςτθρίηουν τθν ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes ι 

ακόμα να μετατοπίηουν τθν μεςεπιωάνεια ανάπτυξθσ/μθ ανάπτυξθσ ςε πιο δυςμενείσ ςυνκικεσ, ςε 

ςχζςθ με τθν αντίςτοιχθ των κυττάρων ςε αιϊρθςθ.  

Μεταβολζσ ςτθ ωυςιολογία τθσ L. monocytogenes μπορεί να επθρεάςουν τθν ικανότθτα του 

να αυξάνεται ανάμεςα ςε διαδοχικά ςτάδια τθσ αλυςίδασ τροωίμων. Θ κατανόθςθ των παραγόντων 

που επθρεάηουν τισ αλλαγζσ μπορεί να οδθγιςει ςε βελτιωμζνθ και ακριβζςτερθ  

βιοιχνθλαςιμότθτα, προςδιορίηοντασ τθν πθγι τθσ επιμόλυνςθσ. Ο κφριοσ ςτόχοσ τθσ παροφςασ 

μελζτθσ ιταν θ εκτίμθςθ τθσ επίδραςθσ τθσ προςκόλλθςθσ και αποκόλλθςθσ από επιωάνειεσ 

ανοξείδωτου χάλυβα, ςτθ μεςεπιωάνεια ανάπτυξθσ/μθ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes και θ 

ςφγκριςι τθσ με τθν αντίςτοιχθ των πλαγκτονικϊν κυττάρων ςτισ ίδιεσ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ.  
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4.1.2. Τλικά και μζκοδοι 

 

4.1.2.1. Πειραματικόσ ςχεδιαςμόσ 

τθ παροφςα μελζτθ ερευνικθκε θ μεςεπιωάνεια ανάπτυξθσ/μθ ανάπτυξθσ (Α/ΜΑ) των 

τριϊν ωυςιολογικϊν καταςτάςεων των κυττάρων τθσ L. monocytogenes: προςκολλθμζνα κφτταρα ι 

βιοχμζνια (ΒΚ), αποκολλθμζνα κφτταρα (ΑΚ) και πλαγκτονικά κφτταρα (ΠΚ) ςτουσ 10oC, ςε ςχζςθ με 

το pH και τθν aw του περιβάλλοντοσ. Για το λόγο αυτό αναπτφχκθκε ζνασ πολυπαραγοντικόσ 

ςχεδιαςμόσ ζξι τιμϊν pH (6.6, 6.3, 5.9, 5.6, 5.2 και 4.8), πζντε τιμϊν aw (0.996, 0.982, 0.977, 0.966 

και 0.955), και δεκατριϊν εμβολίων από τρία είδθ κυττάρων τθσ L. monocytogenes (ΒΚ × 1 εμβόλιο, 

ΑΚ × 4 εμβόλια και ΠΚ × 8 εμβόλια). Θ επιλογι των τιμϊν pH και aw ςε ζνα ςχετικά μεγάλο εφροσ και 

όχι κοντά ςτα όρια ανάπτυξθσ του πακογόνου (aw<0.97 και pH<5.6), ζγινε με ςκοπό να 

ςυμπεριλθωκοφν τα προςκολλθμζνα κφτταρα (βιοχμζνια) ςτον ςχεδιαςμό και με τθν παραδοχι ότι 

ςτουσ 10oC θ μεςεπιωάνεια Α/ΜΑ του μικροοργανιςμοφ ενδζχεται να κινθκεί προσ υψθλότερεσ 

τιμζσ pH και aw από τθν αντίςτοιχθ των 30oC. αν μζςο ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes 

χρθςιμοποιικθκε το μθ εκλεκτικό υγρό κρεπτικό υπόςτρωμα TSBYE (εμπορικό pH 7.2 και 0.5% 

NaCl), τροποποιθμζνο ανάλογα ςτισ επικυμθτζσ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ. ΟΙ τιμζσ pH των 

υποςτρωμάτων τροποποιικθκαν με προςκικθ 0.1-0.6 ml γαλακτικοφ οξζωσ (85% w/w, DL-Lactic 

acid, Sigma-Aldrich Ltd., Life Science Chemilab S.A., Ακινα, Ελλάδα) και ελάχιςτθσ ποςότθτασ 10N 

NaOH (όταν κρίνονταν απαραίτθτο, Sodium Hydroxide pellets, Panreac, Ιςπανία), ενϊ οι τιμζσ aw με 

τθν προςκικθ 0, 3, 4.5, 6 και 8 g NaCl ςε 100 ml υποςτρϊματοσ (τελικόσ όγκοσ). Θ επιλογι του 

γαλακτικοφ οξζωσ και του χλωριοφχου νατρίου για τθν ρφκμιςθ του pH και τθσ αλατότθτασ, 

αντίςτοιχα, βαςίςτθκε ςτο γεγονόσ ότι το γαλακτικό οξφ είναι το κατεξοχιν αςκενζσ οξφ που 

απαντάται ςτα γαλακτοκομικά προϊόντα, ενϊ ζνα από τα κφρια ςτάδια τθσ τεχνολογίασ τουσ είναι θ 

προςκικθ άλμθσ ι θ ξθρι αλάτιςθ. Επομζνωσ, θ εμβάπτιςθ των επιωανειϊν ανοξείδωτου χάλυβα 

ςτα υποςτρϊματα αποςκοποφςε ςτθν προςομοίωςθ τθσ επιμόλυνςθσ βιομθχανικϊν επιωανειϊν 

ςτισ οποίεσ παραςκευάηονται προϊόντα, που διακζτουν ςτθν ςφςταςι τουσ γαλακτικό οξφ και NaCl. 

Όλεσ οι τιμζσ pH και aw, που αναωζρονται ανωτζρω, μετρικθκαν με θλεκτρόδιο pH (pH 691, 

Metrohm, Zofingen, Ελβετία) και ενεργόμετρο (HygroLab, Rotronic, Bassersdorf, Ελβετία) αντίςτοιχα, 

μετά τθν αποςτείρωςι τουσ (121oC, 15 min). Σα δεκατρία εμβόλια τθσ L. monocytogenes που 

μελετικθκαν είχαν ωσ εξισ: Πλαγκτονικά κφτταρα ςε οκτϊ αρχικζσ ςυγκεντρϊςεισ (101, 102, 103, 104, 

105, 106, 107 και 108 CFU/ml), αποκολλθμζνα κφτταρα ςε τζςςερεισ αρχικζσ ςυγκεντρϊςεισ (101, 102, 

103 και 104 CFU/ml), και προςκολλθμζνα ςε επιωάνειεσ ανοξείδωτου χάλυβα κφτταρα ςε 

ςυγκζντρωςθ 104 με 105 CFU/cm2. Θ κερμοκραςία (10oC) επιλζχτθκε ςαν μια μζςθ κερμοκραςία των 

χϊρων παραςκευισ και αποκικευςθσ των τροωίμων. 
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4.1.2.2. Βακτθριακά ςτελζχθ και προετοιμαςία καλλιζργειασ 

Μίγμα από τρία ςτελζχθ τθσ L. monocytogenes χρθςιμοποιικθκε ςε όλα τα πειράματα τθσ 

παροφςασ μελζτθσ. Σο μίγμα αποτελοφταν από το ςτζλεχοσ 6179 (ορότυποσ 1/2a) απομονωμζνο 

από τυρί, το ςτζλεχοσ C5 (ορότυποσ 4b) απομονωμζνο από περιβάλλον τυροκομείου και το ςτζλεχοσ 

ScottA (ορότυποσ 4b, επιδθμικό ςτζλεχοσ) απομονωμζνο από νοςοφντα. Σα ςτελζχθ επιλζχκθκαν 

ςφμωωνα με τθν προϊςτορία τουσ, ζτςι ϊςτε να καλφπτουν όςο το δυνατόν μεγαλφτερο εφροσ 

αποκρίςεων ςτισ καταπονιςεισ του πειράματοσ (χαμθλό pH, aw, Lianou et al., 2006, Kagkli et al., 

2009). Οι αποκθκευμζνεσ καλλιζργειεσ του κάκε ςτελζχουσ διατθροφνταν ςε υγρό κρεπτικό 

υπόςτρωμα TSBYE ςτουσ -22C. Κάκε ςτζλεχοσ ενεργοποιικθκε, ανεξάρτθτα από τα υπόλοιπα, με 

τθν μεταωορά 0.1 ml τθσ κατεψυγμζνθσ καλλιζργειασ ςε δοκιμαςτικό ςωλινα με 10 ml υγροφ 

κρεπτικοφ υποςτρϊματοσ TSBYE και επϊαςθ των τελευταίων ςτουσ 37oC για 24 ϊρεσ. Θ διαδικαςία 

επαναλιωκθκε με τθν εκ νζου μεταωορά 0.1 ml από τθν καλλιζργεια μιασ θμζρασ ςε 10 ml TSBYE 

και εκ νζου επϊαςθ ςτουσ 37oC για 18 ϊρεσ, ςτθν διάρκεια των οποίων, όπωσ είχε υπολογιςτεί από 

προκαταρτικά πειράματα, ο μικροοργανιςμόσ βρίςκεται ςτθν ςτατικι ωάςθ. Ακολοφκθςε θ 

διαδικαςία τθσ ζκπλυςθσ των κυττάρων αρχικά με ωυγοκζντρθςθ τθσ καλλιζργειασ (3600 x g for 15 

min at 4C; Heraeus Instruments Megafuge 1.0 R, Buckinghamshire, Αγγλία), απόρριψθ του TSBYE 

και διπλι επαναιϊρθςθ τουσ ςε 10 ml αλατοφχου διαλφματοσ MRD με ενδιάμεςθ ωυγοκζντρθςθ. 

τθ ςυνζχεια 2 ml από κάκε μία από τισ καλλιζργειεσ (109 CFU/ml) ενϊκθκαν ςε ςτείρο δοκιμαςτικό 

ςωλινα δθμιουργϊντασ το τυποποιθμζνο μίγμα που χρθςιμοποιικθκε ςτα πειράματα.   

Σο υγρό κρεπτικό υπόςτρωμα που χρθςιμοποιικθκε περιζχει ςτθν ςφνκεςθ του 0.25% 

γλυκόηθ, θ οποία αναμενόταν να ειςάγει μερικι οξεοανκεκτικότθτα ςτα κφτταρα τθσ L. 

monocytogenes λόγο του καταβολιςμοφ τθσ από αυτά (Buchanan et al., 1994, Simpson et al., 2008). 

Σο γεγονόσ αυτό, ςε ςυνδυαςμό με τουσ μθχανιςμοφσ που ενεργοποιοφνται ςτθ ςτατικι ωάςθ 

ανάπτυξθσ του μικροοργανιςμοφ, ενδζχεται να δθμιουργιςει πλθκυςμοφσ με αυξθμζνθ 

ανκεκτικότθτα ςτισ καταπονιςεισ. Επομζνωσ, αν και οι καλλιζργειεσ που χρθςιμοποιικθκαν δεν 

μποροφν να κεωρθκοφν πλιρωσ προςαρμοςμζνεσ ςτα οξζα, ςε ςχζςθ με αντίςτοιχεσ που τα 

κφτταρα προζρχονταν από ανάπτυξθ ςε 1% γλυκόηθ (Buchanan και Edelson, 1996), εντοφτοισ 

μποροφν να προςεγγίςουν ζνα ςενάριο επιμόλυνςθσ των τροωίμων ι των επιωανειϊν με 

καταπονθμζνα κφτταρα.  

 

4.1.2.3. Προετοιμαςία κουπονιϊν και ςχθματιςμόσ βιοχμενίων 

Για τον ςχθματιςμό των βιοχμενίων τθσ L. monocytogenes χρθςιμοποιικθκαν ςτείρεσ 

επιωάνειεσ ανοξείδωτου χάλυβα (ΑΧ), διαςτάςεων (μ*π*υ) 2*5*0.1 cm, αγοραςμζνεσ από τοπικι 
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επιχείρθςθ. Θ διαδικαςία ςυντιρθςθσ και προετοιμαςίασ των επιωανειϊν περιγράωεται 

λεπτομερϊσ ςτο Κεφ. 3.1.2.4.  

Οι τρείσ ωυςιολογικζσ καταςτάςεισ τθσ L. monocytogenes που μελετικθκαν (ΑΠ, ΠΚ και ΒΚ) 

ελιωκθςαν μετά από ςχθματιςμό βιοχμενίου από το μίγμα των ςτελεχϊν του πακογόνου ςτουσ 

20oC για 72 ϊρεσ, ςε δοκιμαςτικοφσ ςωλινεσ που περιείχαν υγρό κρεπτικό υπόςτρωμα και 

κουπόνια. υγκεκριμζνα, ποςότθτα TSBYE (40 ml) ςτθν εμπορικι του ςφνκεςθ (pH 7.2 και 0.5% 

NaCl) διαμοιράςτθκαν ςε πλαςτικοφσ δοκιμαςτικοφσ ςωλινεσ (Falcon) χωρθτικότθτασ 50 ml, ςτουσ 

οποίουσ προςτζκθκε από ζνα κουπόνι ΑΧ ςε κάκετθ κζςθ, ϊςτε να καλφπτεται πλιρωσ από το 

υπόςτρωμα και να διαβρζχεται και από τισ δφο πλευρζσ. Ακολοφκθςε ενοωκαλμιςμόσ του 

υποςτρϊματοσ με 109 CFU/ml του μίγματοσ των ςτελεχϊν τθσ L. monocytogenes και επϊαςθ ςτουσ 

20oC ςε υψθλισ ακρίβειασ (±0.5oC) επωαςτικό κάλαμο (MIR-153; Sanyo Electric Co., Osaka, Japan) 

για 72 ϊρεσ. Θεωρικθκε ότι το χρονικό διάςτθμα των τριϊν θμερϊν ιταν αρκετό για τθν 

ιςοκατανομι των βιοχμενίων των τριϊν ςτελεχϊν ςτα κουπόνια (ΒΚ) και ςτο περιβάλλον 

υπόςτρωμα (ΠΚ), ςτο οποίο λόγω τθσ υψθλισ ςυγκζντρωςθσ του αρχικοφ εμβολίου δεν 

αναμζνονταν ανάπτυξθ. Θ επιλογι τθσ κερμοκραςίασ των 20oC για τον ςχθματιςμό βιοχμενίων 

βαςίςτθκε ςε προθγοφμενα πειράματα (Κεω. 3.1), που ζδειξαν ότι θ ςυγκεκριμζνθ κερμοκραςία 

υπερτερεί ζναντι άλλων (5-20oC) ςτο ςχθματιςμό βιοχμενίων. Επιπλζον είναι μία κερμοκραςία που 

απαντάται ςυχνά ςτο περιβάλλον τθσ βιομθχανίασ τροωίμων. Θ ποςοτικοποίθςθ των βιοχμενίων 

πραγματοποιικθκε μετά τθν αποκόλλθςθ των βιοχμενίων με τθν μζκοδο ¨beat vortex¨ (Κεφ. 

3.1.2.6, Stopforth et al., 2002, Poimenidou et al. 2009), τθν ςπειροειδι επιωανειακι εξάπλωςθ με τθ 

χριςθ Spiral plater (Autoplate® 4000; Spiral Biotech, Inc, MA, USA) ςε ςτερεό κρεπτικό υπόςτρωμα 

TSAYE και τθν επϊαςθ ςτουσ 37oC για 48 ϊρεσ.  

 

4.1.2.4. Ανανζωςθ του υποςτρϊματοσ ανάπτυξθσ των βιοχμενικϊν κυττάρων (ΒΚ) L. monocytogenes 

ςε κουπόνια ΑΧ 

Θ ικανότθτα των προςκολλθμζνων κυττάρων να ενεργοποιοφν μθχανιςμοφσ ανάπτυξθσ, αωοφ 

αποκολλθκοφν ςε νζο κρεπτικό υπόςτρωμα εξετάςτθκε με τθν ςυνεχι ανανζωςθ του 

υποςτρϊματοσ για διάςτθμα 30 θμερϊν. υγκεκριμζνα, μετά τον ςχθματιςμό των βιοχμενίων (20oC, 

72 h), τα κουπόνια απομακρφνονταν από τουσ πλαςτικοφσ δοκιμαςτικοφσ ςωλινεσ (Falcon) με τθ 

βοικεια αποςτειρωμζνθσ λαβίδασ, εκπλζνονταν πλιρωσ με 25 ml MRD από κάκε πλευρά, με τζτοιο 

τρόπο ϊςτε να απομακρυνκοφν κατάλοιπα του υποςτρϊματοσ και χαλαρά προςκολλθμζνα κφτταρα 

και μεταωζρονταν εκ νζου ςε κρεπτικό μζςο, τθσ ίδιασ ςφςταςθσ με το προθγοφμενο (30 

ςυνδυαςμοί pH/aw). Σα κουπόνια επωάςτθκαν ςτουσ 10C ςε υψθλισ ακρίβειασ επωαςτικοφσ 

καλάμουσ, ενϊ το υπόςτρωμα ςτο οποίο ιταν εμβαπτιςμζνα ανανεϊνονταν κάκε 2 μζρεσ μετά από 
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ζκπλυςθ του κουπονιοφ με 25 ml MRD. Θ ανανζωςθ του υποςτρϊματοσ ανά 2 μζρεσ ςτόχευε ςτθν 

προςομοίωςθ τθσ ςυνεχοφσ εναλλαγισ των τροωίμων ι άλλων υγρϊν υπολειμμάτων ςτισ 

επιωάνειεσ (πάγκουσ, ςωλινεσ, εξαρτιματα) των βιομθχανικϊν επιωανειϊν. Θ ποςοτικοποίθςθ των 

προςκολλθμζνων κυττάρων πραγματοποιικθκε τθν μθδενικι ¨0¨ και τθν 30θ θμζρα επϊαςθσ των 

κουπονιϊν, με τον τρόπο που περιγράωτθκε ςτο Κεφ. 3.1.2.6. Σθν 30θ θμζρα, παράλλθλα με τθν 

επιωανειακι επίςτρωςθ των ΒΚ, εωαρμόςτθκε και το πρωτόκολλο εμπλουτιςμοφ (ISO 11290-1, 

1998) για να καλυωτοφν οι περιπτϊςεισ ςτισ οποίεσ ο πλθκυςμόσ του πακογόνου βρζκθκε κάτω από 

το επίπεδο αρίκμθςθσ τθσ μεκόδου (Spiral plate, 1.3 log CFU/cm2). Όλεσ οι περιπτϊςεισ εξετάςτθκαν 

ςε τουλάχιςτον 3 επαναλιψεισ.  

 

4.1.2.5. Μεςεπιφάνεια ανάπτυξθσ/μθ ανάπτυξθσ των πλαγκτονικϊν (ΠΚ) και των αποκολλθμζνων 

(ΑΚ) κυττάρων L. monocytogenes από τα κουπόνια 

Μετά τον ςχθματιςμό των βιοχμενίων (72 ϊρεσ ςτουσ 20°C) ςτθν επιωάνεια κουπονιϊν ΑΧ 

εμβαπτιςμζνων ςε υπόςτρωμα (pH 7.2, aw 0.996) μζςα ςε πλαςτικοφσ ςωλινεσ, ποςότθτα του 

υποςτρϊματοσ (10 ml) που περιείχε αιωροφμενα κφτταρα (ΠΚ) τθσ L. monocytogenes (περίπου 109 

CFU/ml) αωαιρζκθκαν με τθ βοικεια πιπζτασ πριν από οποιαδιποτε μεταχείριςθ ι ανάδευςθ και 

μεταωζρκθκαν ςε πλαςτικό ςωλινα ωυγοκζντρου χωρθτικότθτασ 15 ml. Ακολοφκθςε 

ωυγοκζντρθςθ, διπλι ζκπλυςθ των ΠΚ και επαναιϊρθςθ ςε MRD με τελικι ςυγκζντρωςθ τα 109 

CFU/ml. Σα ΑΚ ελιωκθςαν από τα κουπόνια ΑΧ (μετά τθν απομάκρυνςθ των χαλαρά 

προςκολλθμζνων κυττάρων) με τθν μζκοδο ¨bead vortex¨ (Κεφ. 3.1.2.6.) ςε MRD ςε τελικι 

ςυγκζντρωςθ τα 105 CFU/ml. Ακολοφκθςαν διαδοχικζσ δεκαδικζσ αραιϊςεισ, και για τουσ δφο 

τφπουσ κυττάρων, μζχρι τα 1-10 κφτταρα ανά βοκρίο (well). Αμζςωσ μετά τθν αραίωςθ ποςότθτα 

(25 μl) των ΠΚ ι των ΑΚ από τθν κάκε ςυγκζντρωςθ κυττάρων, που περιγράωεται ςτον πειραματικό 

ςχεδιαςμό, χρθςιμοποιικθκε για τον ενοωκαλμιςμό  225 μl TSBYE τροποποιθμζνο ςε 30 

ςυνδυαςμοφσ pH και aw και ζξι επαναλιψεισ (n=6) για το κακζνα, μζςα ςε βοκρία ειδικά 

διαμορωωμζνθσ μικροπλάκασ (96-wells microplate). Δεδομζνου ότι τα υποςτρϊματα 

παραςκευάςτθκαν με χλωριοφχο νάτριο και για τθν αποωυγι τθσ εξάτμιςισ τουσ, κατά τθν διάρκεια 

τθσ ςυντιρθςισ τουσ ςτουσ 10oC, κάκε μικροπλάκα (microplate) περιείχε αποκλειςτικά και μόνο 

περιπτϊςεισ τθσ ίδιασ ενεργότθτασ, ενϊ αμζςωσ μετά τον ενοωκαλμιςμό οι πλάκεσ ςωραγίςτθκαν 

αεροςτεγϊσ με parafilm (Panfix cellulose tape, Nichiban co., LTD., Σόκυο, Ιαπωνία). Θ ανάπτυξθ των 

ΠΚ και των ΑΚ καταγράωονταν κακθμερινά, για διάςτθμα 30 θμερϊν, με οπτικι παρατιρθςθ (για 

ανίχνευςθ ορατοφ κολϊματοσ) και με ειδικό όργανο μζτρθςθσ τθσ ορατισ πυκνότθτασ ςτα 620 

νανόμετρα (OD at 620 nm; Tecan Sunrise Absorbance Reader, Tecan GroupLtd, Männedorf, Ελβετία). 

τθν περίπτωςθ που ςτα βοκρία εμωανίηονταν μεταβολζσ άνω των 0.1 μονάδων, το ςφνολο του 
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υποςτρϊματοσ (250 μl) μεταωζρονταν ςε τρυβλίο (με Spiral plater) ι ςε εμπλουτιςτικό υλικό (ISO 

11290-1, 1998) για περεταίρω ανάλυςθ, ανάλογα με το επίπεδο του αρχικοφ του εμβολίου.  

 

4.1.2.6. Ηλεκτροφόρθςθ εναλλαςςόμενου θλεκτρικοφ πεδίου 

Θ θλεκτροωόρθςθ εναλλαςςόμενου θλεκτρικοφ πεδίου (Pulsed field gel electrophoresis, 

PFGE) εωαρμόςτθκε με ςκοπό τον διαχωριςμό των απομονωκζντων αποικιϊν, οι οποίεσ 

ςυλλζχτθκαν με τθν ολοκλιρωςθ του πειράματοσ και τθν ςφγκριςι τουσ με το προωίλ των τριϊν 

αρχικϊν ςτελεχϊν, ϊςτε να προκφψει το αν και κατά πόςο ζνα από αυτά επικράτθςε ςτον 

αποικιςμό των κουπονιϊν. Μετά τθν αποκόλλθςθ και τθν καταμζτρθςθ των ΒΚ, όπωσ αναωζρεται 

ςτο κεωάλαιο 4.1.2.4, θ πλειοψθωία των αποικιϊν (ςφνολο 250) που εμωανίςτθκαν ςτα τρυβλία 

ςτισ κατάλλθλεσ ςυγκεντρϊςεισ απομονϊκθκε και αποκθκεφτθκε (κάκε αποικία ξεχωριςτά) ςε 5 ml 

TSBYE με προςκικθ 20% γλυκερόλθσ ςτουσ-20oC. Ζνα ποςοςτό (10%) από τισ απομονϊςεισ του κάκε 

ςυνδυαςμοφ pH-aw προετοιμάςτθκε κατάλλθλα με το πρωτόκολλο που περιγράωεται από τουσ  

Kagkli et al. (2009), με τθν χριςθ των περιοριςτικϊν ενηφμων AscI και ApaI (New England Biolabs, 

Ipswich, MA, ΘΠΑ). Ο διαχωριςμόσ των τμθμάτων του DNA που προζκυψαν ζγινε με τθν χριςθ 

ςυςκευισ θλεκτροωόρθςθσ εναλλαςςόμενου θλεκτρικοφ πεδίου (CHEF-DRII; Bio-Rad, Hercules, CA, 

ΘΠΑ), με τθ βοικεια του τυποποιθμζνου πρωτοκόλλου PulseNet για τθν κατθγοριοποίθςθ των 

ςτελεχϊν τθσ L. monocytogenes μετά από πζψθ με περιοριςτικά ζνηυμα (Graves και Swaminathan, 

2001). το ςτζλεχοσ του αλμονζλα (Salmonella ser. Braenderup, H9812), το οποίο χρθςιμοποιικθκε 

ςαν πρότυπο αναωοράσ (Graves και Swaminathan, 2001), θ προετοιμαςία ζγινε με το περιοριςτικό 

ζνηυμο XbaI (XbaI; New England Biolabs). Θ βαωι των πθκτωμάτων ζγινε με διάλυμα βρωμιοφχου 

αικίδιου (0.5 mg/ml) ςε νερό για 2 ϊρεσ, ενϊ ακολοφκθςε 1 ϊρα αποχρωματιςμόσ πριν τθ 

ωωτογράωθςι τουw με ζνα ςφςτθμα GelDoc Bio-Rad. 

 

4.1.2.7. Ανάπτυξθ πολυωνυμικοφ μοντζλου λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ 

Σα αποτελζςματα του πειράματοσ προςαρμόςτθκαν ςε ζνα πολυωνυμικό μοντζλο λογιςτικισ 

παλινδρόμθςθσ (ordinary logistic regression model) με τθν ζκωραςθ του logit (P) ςαν μια 

πολυωνυμικι αναλογία των pH και bw (√(1-aw), Skandamis et al., 2007) με τθ χριςθ του 

προγράμματοσ SYSTAT 11.0. Λόγω των μικρϊν ποςοτιτων γαλακτικοφ οξζωσ που χρθςιμοποιικθκαν 

ςτθν παροφςα μελζτθ για τθν ρφκμιςθ του pH, κεωρικθκε ότι θ επίδραςθ του γαλακτικοφ οξζωσ 

περιγράωεται ζμμεςα μζςω τθσ παραμζτρου του pH (Skandamis et al., 2007). υγκεκριμζνα ςτο 

εφροσ pH από 5.2 ωσ 6.3. το ποςό του αδιάςτατου γαλακτικοφ οξζωσ είναι αμελθτζο εξαιτίασ τθσ 

ςθμαντικά χαμθλότερθσ pKa του (3.89) ςε ςχζςθ με τισ προαναωερκείςεσ τιμζσ. (Lindblad και 

Lindqvist, 2009). Εξίςου αμελθτζα κεωρικθκε θ ςυνειςωορά του διιςταμζνου ανιόντοσ ςε ςχζςθ με 
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αυτι του αδιάςτατου μορίου και του pH του υποςτρϊματοσ, ακλουκϊντασ προθγοφμενεσ 

αντίςτοιχεσ μελζτεσ ςτθ L. monocytogenes και τα οξυγαλακτικά βακτιρια (Tienungoon et al., 2000; 

Vermeulen et al., 2007a, b). Θ μεςεπειωάνεια ανάπτυξθσ/μθ ανάπτυξθσ που προζκυψε, 

υπολογίςτθκε με τθ βοικεια του Microsoft Excel Solver. Επιπλζον, χρθςιμοποιικθκαν οριςμζνεσ 

παράμετροι για τθν εκτίμθςθ τθσ διαωορετικότθτασ ςτθν ςυμπεριωορά των απομονωμζνων ΠΚ και 

ΑΚ κυττάρων ςτισ ςυνκικεσ που εξετάςτθκαν. Οι παράμετροι αυτζσ ιταν: θ Pin, θ πικανότθτα ενόσ 

κυττάρου να ξεκινιςει να αυξάνεται κάτω από κάκε μία από τισ πειραματικζσ ςυνκικεσ, θ CN, ο 

αρικμόσ των κυττάρων που χρειάηονται για ξεκινιςει θ ανάπτυξθ κάτω από τισ ίδιεσ ςυνκικεσ, θ 

Pmax,θ υψθλότερθ πικανότθτα τθσ εκκίνθςθσ ανάπτυξθσ ενόσ κυττάρου ςε μία ςυγκεκριμζνθ 

ςυνκικθ ςε διάςτθμα 30 θμερϊν, και θ tau, ο χρόνοσ που χρειάηεται ζνα κφτταρο για να αποχτιςει 

πικανότθτα εκκίνθςθσ ανάπτυξθσ ίςθ με  Pmax/2.  

Θ επί τοισ εκατό (%) πικανότθτα ενόσ κυττάρου να ξεκινιςει να αυξάνεται (Pin), όπωσ επίςθσ τα 

κφτταρα που απαιτοφνται για να ξεκινιςει θ ανάπτυξθ (CN) υπολογίςτθκαν από το ποςοςτό των 

επαναλιψεων που εμωάνιςαν ανάπτυξθ ςε κάκε μία από τισ εξεταηόμενεσ ςυνκικεσ και τουσ 

πίνακεσ των πιο πικανϊν αρικμϊν (Most Probable Number (MPN) Tables, Razavilar και Genigeorgis, 

1998): 

Pin = 100/antilog(log10 I/G)     (1) 

όπου I είναι ο αρικμόσ των κυττάρων που εμβολιάςτθκαν ςτο βοκρίο με τθν υψθλότερθ 

ςυγκζντρωςθ κυττάρων και G είναι ο πλζον πικανόσ αρικμόσ των κυττάρων ςτο ίδιο βοκρίο, τα 

οποία κατάωεραν να αυξθκοφν. Οι παράμετροι Pmax και tau υπολογίςτθκαν από τθν λογιςτικι 

εξίςωςθ τριϊν παραμζτρων που ακολουκεί (Whiting και Oriente, 1997):  

                                    
t))-k(

max
in

e1

P
P

aut


     (2) 

ςτθν οποία το k είναι θ ταχφτθτα ανάπτυξθσ του Pin. 

 

4.1.2.8. Στατιςτικι ανάλυςθ 

Σα αποτελζςματα από τθν επιωανειακι εξάπλωςθ των πλθκυςμϊν εκωραςμζνα ςε CFU/cm2 

για τα ΒΚ ι CFU/ml για τα ΠΚ και ΑΚ των τριπλϊν δειγμάτων δφο επαναλιψεων (n≥6) μετατράπθκαν 

ςε δεκαδικοφσ λογαρίκμουσ log10. Σα δεδομζνα ανάπτυξθσ αναλφκθκαν με τθν ανάλυςθ 

διακφμανςθσ χρθςιμοποιϊντασ το γενικό γραμμικό μοντζλο του ςτατιςτικοφ προγράμματοσ SPSS. 

Για τθ ςφγκριςθ των μζςων τιμϊν χρθςιμοποιικθκε ο ζλεγχοσ Tukey πολλαπλισ εμβζλειασ. Όλεσ οι 

διαωορζσ που αναωζρονται αωοροφν ςε επίπεδο ςθμαντικότθτασ (alpha) 0.05. 
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4.1.3 Αποτελζςματα και ςυηιτθςθ 

 

4.1.3.1. Ζλεγχοσ των αλλαγϊν των βιοχμενίων (ΒΚ) τθσ L. monocytogenes ςε κουπόνια ΑΧ  

Ο πλθκυςμόσ του βιοχμενίου τθσ L. monocytogenes που ςχθματίςτθκε ςτα κουπόνια ςε 

άριςτεσ ςυνκικεσ (pH 7.2 και aw 0.996) μετά από τρείσ θμζρεσ ςτουσ 20C ιταν 4.5 ± 0.5 log 

CFU/cm2. Σα ςυγκεκριμζνα κουπόνια χρθςιμοποιικθκαν είτε αυτοφςια (ΒΚ) ι μετά από απόξεςθ 

(ΑΚ), ενϊ το υπερκείμενό τουσ (9 log CFU/ml) χρθςιμοποιικθκε για τα πλαγκτονικά κφτταρα (ΠΚ). 

Ζπειτα από τθ μεταωορά των παραπάνω κουπονιϊν ςτισ 30 διαωορετικζσ περιπτϊςεισ pH-aw του 

πειραματικοφ ςχεδιαςμοφ και τθν παραμονι τουσ για 30 θμζρεσ ςτουσ 10 oC με ςυνεχι (ανά 2 

θμζρεσ) ανανζωςθ του κρεπτικοφ υποςτρϊματοσ, παρατθρικθκε επιβίωςθ του πακογόνου ςτθν 

αρχικι ι ςε οριακά υψθλότερθ (0.2-0.6 log CFU/cm2) ςυγκζντρωςθ ςτισ ευνοϊκζσ ι άριςτεσ 

περιπτϊςεισ (aw 0.996 και pH 5.9-6.6, aw 0.982 και pH 6.6; Πίν. 4.1.1.). τισ υπόλοιπεσ 16 

περιπτϊςεισ που μετρικθκε το πακογόνο παρατθρικθκε ςθμαντικι (P<0.05) μείωςθ του 

πλθκυςμοφ, θ οποία αυξανόταν ςταδιακά όςο οι ςυνκικεσ του μζςου γίνονταν πιο δυςμενείσ. Οι 

πλζον δυςμενείσ περιπτϊςεισ, με aw 0.955 ι pH 4.8 (ςφνολο 10), οδιγθςαν ςε κανάτωςθ του 

πακογόνου αωοφ δεν μετρικθκαν κφτταρα με τθ μζκοδο τθσ επιωανειακισ επίςτρωςθσ (όριο 1.3 

log CFU/cm2) και δεν ανιχνεφτθκε το πακογόνο με τθ μζκοδο του εμπλουτιςμοφ.  

 

Πίνακασ 4.1.1. Πλθκυςμοί των προςκολλθμζνων κυττάρων (ΒΚ) τθσ L. monocytogenes (μζςοι log CFU/cm
2
 ± 

Συπικι Απόκλιςθ) ςε κουπόνια ανοξείδωτου χάλυβα (ΑΧ) ςε διαωορετικζσ ςυνκικεσ pH και aw, 

μετά από 30 θμζρεσ ςυντιρθςθσ ςτουσ 10C. Οι περιπτϊςεισ που παρουςίαςαν επιβίωςθ ι 

οριακι ανάπτυξθ ςκιαγραωοφνται με γκρι χρϊμα, μείωςθ με ανοιχτό γκρι, ενϊ τα λευκά κελιά 

αντιπροςωπεφουν τισ περιπτϊςεισ που δεν ανιχνεφτθκαν κφτταρα τθσ L. monocytogenes 

(αρχικόσ πλθκυςμόσ 4.5 ± 0.5 log CFU/cm
2
). 

 

pH/aw 0.996 0.982 0.977 0.966 0.955 

6.6 4.8
 Cc

 ±0.3 5.2
 Cd

 ±0.2
*
 3.0

 Bb
 ±0.3 2.6

 Ba
 ±0.3 ΜΜ 

6.3 4.6
 Cc

 ±0.1 3.5
 Bb

 ±1.4 1.6
 Aa

 ±1.4 1.3
 Aa

 ±1.5 ΜΜ 

5.9 4.9
 Cc

 ±0.3
*
 3.2

 ABb
 ±1.2 2.5

 Ba
 ±0.8 2.8

 Bab
 ±0.4 ΜΜ 

5.6 3.3
 Bb

 ±0.6 3.1
 ABb

 ±0.5 2.9
 Bb

 ±0.7 2.2
 Ba

 ±1.1 ΜΜ 

5.2 2.6
 Ab

 ±1.2 2.5
 Ab

 ±1.3 1.3
 Aa

 ±1.4 1.3
  Aa

 ±1.2 ΜΜ 

4.8 ΜΜ ΜΜ ΜΜ ΜΜ ΜΜ 
ABC

: οι μζςεσ τιμζσ ανά ςτιλθ που μοιράηονται τουλάχιςτον ζνα κοινό γράμμα δεν διαωζρουν ςθμαντικά (P0.05). 
abc

: οι μζςεσ τιμζσ ανά ςειρά που μοιράηονται τουλάχιςτον ζνα κοινό γράμμα δεν διαωζρουν ςθμαντικά (P0.05). 
*
: θμαντικι διαωορά (P<0.05) ςε ςφγκριςθ με το αρχικό επίπεδο προςκόλλθςθσ.  

ΜΜ: Τπό του ορίου ανίχνευςθσ (1.3 log CFU/cm
2
, Μθ Μετριςιμα) με τθν μζκοδο επιωανειακισ επίςτρωςθσ και μθ 

παρουςία L. monocytogenes με τθ μζκοδο του εμπλουτιςμοφ. 
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υςχετίηοντασ τα ΠΚ (χ. 4.1.2.α, γ), με τα ΒΚ (Πίν. 4.1.1) ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ pH και aw, 

ςυμπεραίνεται ότι τα τελευταία εμωάνιςαν μειωμζνθ ικανότθτα ανάπτυξθσ. υγκεκριμζνα, ςε 

ςυνκικεσ που αναμζνεται ανάπτυξθ των κυττάρων τθσ L. monocytogenes (π.χ. pH>5.5 και aw >0.960 

ςτουσ 10oC, ςε ςτερεό κρεπτικό υπόςτρωμα: Koutsoumanis et al., 2004, pH>5.6 και aw>0.960 ςτουσ 

7oC: Vermeulen et al., 2007b), οι πλθκυςμοί των προςκολλθμζνων κυττάρων μειϊκθκαν ι απλά 

επιβίωςαν ςτα αρχικά τουσ επίπεδα. Μια πικανι εξιγθςθ του μπορεί να ςχετίηεται με τθν εγγφτθτα 

των κυττάρων ςτον ςχθματιςμό του βιοχμενίου, θ οποία ενδεχομζνωσ να επάγει επικοινωνία 

μεταξφ των κυττάρων (αντίλθψθ απαρτίασ, quorum sensing) μζςω ενϊςεων ςθματοδότθςθσ. Θ 

αντίλθψθ απαρτίασ βοθκάει τα κφτταρα να διαιςκάνονται τθν πλθκυςμιακι τουσ πυκνότθτα και 

πικανά αναςτζλλει τθν αφξθςι τουσ (Kjelleberg και Molin, 2002). Επιπλζον, όπωσ ζχει αναωερκεί, το 

κρεπτικό μζςο τθσ κάκε περίπτωςθσ ανανεϊνονταν κάκε 2 θμζρεσ με ενδιάμεςθ ζκπλυςθ των 

κουπονιϊν. Απομακρφνοντασ ςυνεχϊσ τα χαλαρά προςκολλθμζνα κφτταρα πριν τθν εκ νζου 

μεταωορά τουσ ςτουσ δοκιμαςτικοφσ ςωλινεσ με το καινοφριο κρεπτικό υπόςτρωμα ενδεχομζνωσ 

να ςυνειςζωερε ςτθ μείωςθ των ΒΚ ςτισ περιπτϊςεισ που αναμζνονταν ανάπτυξθ και αποκόλλθςθ 

των κυγατρικϊν κυττάρων (Stopforth et al., 2002, Poimenidou et al., 2009). Θα μποροφςε επίςθσ να 

ειπωκεί ότι θ ςυνεχόμενθ εναλλαγι των κρεπτικϊν μζςων ενδεχομζνωσ να είχε ςαν αποτζλεςμα 

μια παρατεταμζνθ ι ςυνεχι ωάςθ προςαρμογισ των κυττάρων.  Εντοφτοισ, ςτθν περίπτωςθ που τα 

ςε αιϊρθςθ κφτταρα γφρω από το κουπόνι είχαν ωτάςει τθν ςτατικι ωάςθ ανάμεςα ςτισ δφο 

ανανεϊςεισ, ο πλθκυςμόσ τουσ κα ιταν ςε ικανό επίπεδο ϊςτε αυξιςει και τον πλθκυςμό των ΒΚ 

ςτα κουπόνια (Poimenidou et al., 2009). Επομζνωσ, θ πικανι ωάςθ προςαρμογισ λόγω τθσ 

μεταωοράσ των κουπονιϊν δεν αναμζνεται να επθρεάςει τθν προςκόλλθςθ των κυττάρων, εκτόσ αν 

αυτά ξεπλυκοφν. Επιπλζον, δεδομζνου ότι θ μεταωορά γινόταν ςε κρεπτικό μζςο τθσ ίδιασ 

ςφςταςθσ με το προθγοφμενο, ςε περίπτωςθ που είχε ξεκινιςει θ ανάπτυξθ του πακογόνου δεν κα 

διαταράςςονταν από τισ ανανεϊςεισ (Tiganitas et al., 2009, Le Marc et al., 2010). Σα αποτελζςματα 

υποδεικνφουν ότι ο ςχθματιςμόσ και θ ανάπτυξθ των βιοχμενίων τθσ L. monocytogenes ςτισ 

επιωάνειεσ ΑΧ, ςε ςυνκικεσ ςυνεχοφσ ανανζωςθσ των υπολειμμάτων, είναι εωικτόσ ςε λιγότερο 

δυςμενείσ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ ςε ςχζςθ με τισ αντίςτοιχεσ που αυξάνονται τα ΠΚ. Παρόλα 

αυτά, θ παρατεταμζνθ επιβίωςθ των ΒΚ ςτισ επιωάνειεσ για το διάςτθμα των 30 θμερϊν παρά τισ 

ςχετικά δυςμενείσ ςυνκικεσ (π.χ. pH 5.2  και aw 0.966) ςε  ςχζςθ με τα ΠΚ (Pan et al, 2006, Wilks et 

al., 2006), μπορεί να οωείλεται ςτθν ωυςιολογία τουσ και τθν χρόνια παραμονι τουσ ςε αντίςτοιχεσ 

ςυνκικεσ. Σο γεγονόσ αυτό τα κακιςτά επικίνδυνα για τθ βιομθχανία τροωίμων. 

Θ χριςθ του μίγματοσ ςτελεχϊν τθσ L. monocytogenes αποςκοποφςε ςτθν παραγωγι 

αντιπροςωπευτικϊν αποτελεςμάτων, δεδομζνθσ και τθσ παραλλακτικότθτασ των ςτελεχϊν που 

αναμζνεται να υπάρχουν ςτθν ωφςθ ι ςτο περιβάλλον επεξεργαςίασ τροωίμων (Kathariou, 2002, 
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Faleiro et al., 2003; Van der Veen et al., 2008). Ζνα κακιερωμζνο εργαλείο διαχωριςμοφ των 

βακτθριακϊν απομονϊςεων και ςφγκριςισ τουσ με ζνα αρχικά μικτό πλθκυςμό για τον 

προςδιοριςμό του ςτελζχουσ που υπεριςχφει είναι θ θλεκτροωόρθςθ εναλλαςςόμενου θλεκτρικοφ 

πεδίου (PFGE, Kagkli et al., 2009). Από τισ ςυνολικζσ απομονϊςεισ τθσ 30θσ  θμζρασ επϊαςθσ (10°C) 

ελζγχκθκε ζνα ποςοςτό (10%) ςε κάκε ςυνδυαςμό (pH/aw) και τα αποτελζςματα κατζδειξαν ότι θ 

πλειονότθτα των απομονϊςεων (91%) είχε παρόμοια ςυμπεριωορά με το ςτζλεχοσ C5, το οποίο είχε 

απομονωκεί από περιβάλλον τυροκομείου (ορότυποσ 4b, Πίν. 4.1.2., χ. 4.1.2.). Τπολείμματα όξινων 

και αλατοφχων τροωίμων ςτισ επιωάνειεσ παραγωγισ ενδζχεται να ςυνειςωζρουν ςτθν 

ενδυνάμωςθ των βακτθρίων λόγω καταπόνθςθσ και ςτθν παρατεταμζνθ παραμονι τουσ ςε αυτζσ. 

Επιπλζον, τζτοια ςτελζχθ ενδζχεται να εμωανίςουν ανκεκτικότθτα ςτα απολυμαντικά και να 

εποικίςουν τισ επιωάνειεσ μιασ εγκατάςταςθσ και να επιμολφνουν ςυνεχϊσ τα παραγόμενα 

προϊόντα (Lunden et al., 2003, Ribero et al., 2006, Aarnisalo et al., 2007). Οι ανωτζρω παρατθριςεισ 

ζχουν ςθμαςία ςτθν βιοιχνθλαςιμότθτα και ςτον προςδιοριςμό τθσ προζλευςθσ των πακογόνων, 

λόγω τθσ ικανότθτασ οριςμζνων ςτελεχϊν να υπεριςχφουν ςε ςυγκεκριμζνα ςθμεία κι επιωάνειεσ 

τθσ γραμμισ παραγωγισ ενόσ προϊόντοσ.   

 

Πίνακασ 4.1.2. υνολικόσ αρικμόσ απομονϊςεων τθσ L. monocytogenes (Σφνολο), που ςυλλζχκθκαν μετά από 

30 θμζρεσ ςυντιρθςθσ των κουπονιϊν ΑΧ που ζωεραν τα προςκολλθμζνα κφτταρα (ΒΚ) τθσ L. 

monocytogenes ςε υγρό κρεπτικό μζςο (TSBYE) προςαρμοςμζνο ςε 30 ςυνδυαςμοφσ pH και 

aw. τθ τζταρτθ ςτιλθ αναγράωεται ο αρικμόσ των απομονϊςεων που εξετάςτθκαν με τθν 

μζκοδο τθσ θλεκτροωόρθςθσ εναλλαςςόμενου θλεκτρικοφ πεδίου (PFGE) και ςτθν πζμπτθ ο 

αρικμόσ εξ αυτϊν που εμωάνιςε παρόμοια ςυμπεριωορά με το ςτζλεχοσ C5. 

 

Πειραματικι περίπτωςθ Απομονϊςεισ L. monocytogenes 

pH aw φνολο PFGE C5 

6.8 0.996 40 4 3 

6.8 0.982 35 2 2 

6.8 0.977 20 2 2 

6.8 0.966 21 2 2 

6.0 0.996 30 2 2 

6.0 0.977 17 2 2 

6.0 0.966 19 2 1 

5.2 0.996 23 2 2 

5.2 0.982 29 2 2 

5.2 0.977 15 2 2 

5.2 0.966 1 1 1 

φνολο  250 23 21 
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χιμα 4.1.1.  υμπεριωορά κατά τθν θλεκτροωόρθςθ εναλλαςςόμενου θλεκτρικοφ πεδίου (PFGE) των 

απομονϊςεων τθσ 30
θσ

 θμζρασ τθσ μελζτθσ και των τριϊν αρχικϊν ςτελεχϊν τθσ L. monocytogenes 

επεξεργαςμζνα με το ζνηυμο ApaI. Οι ςυνκικεσ τθσ θλεκτροωόρθςθσ ιταν 6 V, με παλμοφσ που κυμαίνονταν 

από 4 μζχρι 40¨ για 18 ϊρεσ. Οι αρικμοί ςτα αριςτερά υποδεικνφουν τα κατά προςζγγιςθ μεγζκθ DNA όπωσ 

ζχουν προςδιοριςτεί από τον δείκτθ μοριακοφ βάρουσ (lambda DNA sizing ladder, Low range PFG, New 

England Biolab, Ipswich, MA, USA). τιλεσ: 1 & 30, δείκτθσ μοριακοφ βάρουσ, 2 & 15, ςτζλεχοσ Salmonella 

(XbaI), 3, απομόνωςθ τυριοφ 6179, 4, απομόνωςθ επιωανειϊν C5, 5, Scott A, 6-14 & 16-29: ςτελζχθ 

απομονωμζνα από τισ αντίςτοιχουσ ςυνδυαςμοφσ pH-aw που αναγράωονται ςτο ςχιμα.  
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4.1.3.2. Μεςεπιφάνεια ανάπτυξθσ/μθ ανάπτυξθσ των πλαγκτονικϊν (ΠΚ) και αποκολλθμζνων (ΑΚ) 

από τα κουπόνια ΑΧ κφτταρων τθσ L. monocytogenes 

Ζνασ από τουσ ςτόχουσ τθσ παροφςασ μελζτθσ ιταν ο προςδιοριςμόσ των ςυνκθκϊν που 

επιτρζπουν τθν ανάπτυξθ διαωορετικϊν τφπων και αρχικισ ςυγκζντρωςθσ κυττάρων τθσ L. 

monocytogenes. Για το ςκοπό αυτό ζγινε προςδιοριςμόσ των μεςεπιωανειϊν ανάπτυξθσ/μθ 

ανάπτυξθσ (Α/ΜΑ) των πλαγκτονικϊν (ΠΚ) και των αποκολλθμζνων (ΑΚ) κυττάρων ςε όλεσ τισ 

περιπτϊςεισ που περιγράωονται ςτον πειραματικό ςχεδιαςμό. Και τα δφο είδθ κυττάρων 

παρουςίαςαν ανάπτυξθ ςτισ 30 θμζρεσ ςε τουλάχιςτον μία από τισ ζξι επαναλιψεισ ςε τιμζσ pH 5.2 

και άνω (χ. 4.1.2.), ςε αντίκεςθ με τθν τιμι 4.8, ςτθν οποία παρατθρικθκε μείωςθ του πακογόνου 

κατά 1.0 log CFU/ml, ςε όλεσ τισ εξεταηόμενεσ περιπτϊςεισ. Αξίηει να αναωερκεί ότι ςτθν 

βιβλιογραωία ζχει ςθμειωκεί ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes ςτουσ 10oC ςε TSBYE ςε pH 4.8 ακόμα 

και ςε χαμθλά επίπεδα ενοωκαλμιςμοφ (Koutsoumanis και Sofos, 2005).  

 

(α)

(γ)

(β)

(δ)

 

χιμα 4.1.2. Συπικό μοντζλο λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ (ordinary logistic regression model) προςαρμοςμζνο 

ςτα αποτελζςματα ανάπτυξθσ/ μθ ανάπτυξθσ των πλαγκτονικϊν (ΠΚ, α και γ) και αποκολλθμζνων (ΑΚ, β και δ) 

κυττάρων τθσ L. monocytogenes ςτισ περιπτϊςεισ με αρχικι ςυγκζντρωςθ 10
3
 CFU/ml (α και β) και 10

1
 CFU/ml 

(γ και δ), ςε ςυνδυαςμό με τισ τιμζσ pH και aw ςτουσ 10
o
C. Οι γραμμζσ που εμωανίηονται χωρίηουν τα ςχιματα 

ςτα εξισ επιμζρουσ τμιματα ςε ςχζςθ με τθν πικανότθτα ανάπτυξθσ:  ανϊτερθ διακεκομμζνθ p=0.9, μεςαία 

ςυνεχισ p=0.5 και κατϊτερθ διακεκομμζνθ p=0.1. φμβολα δεδομζνων: p=0 (○), p=0.33 (∆), p=0.66 (▲) και 

p=1 (●), υπολογιςμζνα από το ποςοςτό των επαναλιψεων που εμωάνιςε ανάπτυξθ.  
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Οι διαωορζσ μεταξφ των προθγοφμενων μελετϊν και των αποτελεςμάτων τθσ παροφςασ 

μελζτθσ μποροφν να αποδοκοφν ςτθν παραλλακτικότθτα των ορίων ανάπτυξθσ των διαωορετικϊν 

ςτελεχϊν τθσ L. monocytogenes. Επιπλζον, ςτθ μελζτθ τουσ οι Koutsoumanis και Sofos (2005),  

χρθςιμοποίθςαν HCl για τθν ρφκμιςθ του pH, το οποίο διίςταται πλιρωσ. τθν παροφςα μελζτθ θ 

ρφκμιςθ του pH πραγματοποιικθκε με γαλακτικό οξφ και οποιαδιποτε ανάπτυξθ τθσ L. 

monocytogenes ςε pH ≥ 5.2 κεωρικθκε ότι επθρεάςτθκε μόνο από τθν ςυγκζντρωςθ πρωτονίων. 

Εντοφτοισ, ςτο χαμθλό pH 4.8, θ παρεμπόδιςθ τθσ L. monocytogenes μπορεί να αποδοκεί ςτθν 

ςυνφπαρξθ πρωτονίων με αδιάςτατο γαλακτικό οξφ. Μελλοντικζσ ζρευνεσ, που κα εξετάςουν 

λεπτομερζςτερα και με περιςςότερεσ περιπτϊςεισ τθν περιοχι pH (5.2-4.8) και aw (0.966-0.955), κα 

παρζχουν περιςςότερεσ πλθροωορίεσ ςτθν επίδραςθ τθσ ωυςιολογίασ και του είδουσ (πλαγκτονικά, 

βιοχμζνια) του κάκε ςτελζχουσ L. monocytogenes ςτο όριο ανάπτυξθσ/μθ ανάπτυξισ του. 

 

Πίνακασ 4.1.3. Οι χαμθλότερεσ τιμζσ (κετικζσ επαναλιψεισ από ςφνολο 3) ςτισ οποίεσ παρατθρικθκε 

ανάπτυξθ των διαωορετικϊν ειδϊν κυττάρων τθσ L. monocytogenes ςτισ ςυνκικεσ που 

αναγράωονται ςτουσ 10
o
C ςε περίοδο 30 θμερϊν.  

 

 

 

 

 

 

 

 

θμαντικι επίδραςθ ςτθν ζναρξθ ανάπτυξθσ των ΠΚ και ΑΚ είχε θ αρχικι ςυγκζντρωςθ του 

εμβολίου ανά περίπτωςθ, γεγονόσ που ζρχεται ςε ςυμωωνία με προθγοφμενεσ μελζτεσ 

(Koutsoumanis και Sofos, 2005, Skandamis et al., 2007). υγκεκριμζνα, όςο πιο χαμθλόσ ιταν ο 

αρχικόσ πλθκυςμόσ, τόςο πιο υψθλά βρζκθκαν τα όρια pH και aw που επζτρεψαν τθν αφξθςι του 

(χ. 4.1.2., Πίνακασ 4.1.3.). Θ παραλλακτικότθτα ςτθν πικανότθτα ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes 

που παρατθρικθκε (Πίνακασ 4.1.3.) κοντά ςτα όρια ανάπτυξθσ, μπορεί να ςυςχετιςτεί με τισ 

παραλλαγζσ ςτο πλάτοσ τθσ μεςεπιωάνειασ (απότομθ αλλαγι ι μθ) ανάμεςα ςτα ςτελζχθ, ςτα 

διαωορετικά επίπεδα ενοωκαλμιςμοφ (Skandamis et al., 2007, Van der Veen et al., 2008). Θ 

μεςεπιωάνεια Α/ΜΑ των ΠΚ και των ΑΚ ςτουσ ςυνδυαςμοφσ των pH και aw που εξετάςτθκαν, ζωερε 

ομοιότθτεσ για πλθκυςμοφσ μεγαλφτερουσ των 100 κυττάρων ανά βοκρίο. Εντοφτοισ, θ ανάπτυξθ 

των ΑΚ, ενοωκαλμιςμζνων ςε 1-10 κφτταρα, εμποδίςτθκε ςε υψθλότερεσ τιμζσ ςε ςχζςθ με τα ΠΚ 

Είδοσ 
κυττάρου 

Αρχικόσ 
πλθκυςμόσ 

aw 

 (CFU/βοκρίο) 0.996 0.982 0.977 0.966 0.955 

Πλαγκτονικά 
 
 
Αποκολλθμζνα 
 

1.1 x 10
2
 5.2 (3) 5.2 (3) 5.6 (3) 5.2 (3) 5.6 (3) 

2.3 x 10
1
 5.2 (2) 5.2 (2) 5.6 (3) 5.2 (2) 5.6 (1) 

1.0 x 10
0
 6.3 (1) - 6.3 (1) 5.6 (1) 5.6 (1) 

1.4 x 10
2
 5.2 (3) 5.2 (3) 5.6 (3) 5.2 (3) 5.2 (3) 

1.8 x 10
1
 5.2 (3) 5.2 (2) 5.6 (1) 5.2 (3) 5.6 (3) 

1.9 x 10
0
 5.2 (1) 5.2 (1) - 5.9 (1) 5.9 (1) 
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(χ. 4.1.2., Πίνακασ 4.1.3.). Σο πολυωνυμικό μοντζλο λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ που 

χρθςιμοποιικθκε για να απεικονίςει τισ παραπάνω παρατθριςεισ παρουςίαςε καλι προςαρμογι 

με τα πειραματικά δεδομζνα (χ. 4.1.2.). ε χαμθλά αρχικά επίπεδα ενοωκαλμιςμοφ (10 CFU/ml) οι 

καμπφλεσ μεςεπιωάνειασ και τον δφο ειδϊν κυττάρων (ΠΚ και ΑΚ) εμωανίςτθκαν διωαςικζσ και 

ςχετικά πλατιζσ, γεγονόσ που υποδεικνφει αβεβαιότθτα ςτθν πρόβλεψθ τθσ απόκριςθσ του 

βακτθρίου (χ. 4.1.2. γ και δ). Σο γεγονόσ αυτό μπορεί να αποδοκεί ςτο μίγμα ςτελεχϊν που 

χρθςιμοποιικθκε ςτο πείραμα. φμωωνα με τουσ Gysemans et al. (2007) όταν μια καλλιζργεια 

μίγματοσ ςτελεχϊν χρθςιμοποιείται αντί μιασ μονοκαλλιζργειασ, θ καμπφλθ τθσ μεςεπιωάνειασ που 

προκφπτει είναι πικανόν μια ςφνκετθ γραμμι που αποτελείται από τα όρια ανάπτυξθσ των 

μεμονωμζνων ςτελεχϊν ςτισ πιο περιοριςτικζσ ςυνκικεσ.  Αντικζτωσ, θ μεςεπιωάνεια των 

περιπτϊςεων που εμβολιάςτθκαν με 100 κφτταρα και άνω, εμωανίςτθκε ςτενι (χ. 4.1.2. α και β). Θ 

απότομθ μεταωορά από ςυνκικεσ ανάπτυξθσ ςε ςυνκικεσ μθ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes ςε 

επίπεδα ενοωκαλμιςμοφ άνω των 102 CFU/ml ζχει αναωερκεί και ςτο παρελκόν (Tienungoon et al., 

2000, Koutsoumanis et al., 2004) και αντανακλά τθν μικρι παραλλακτικότθτα των ορίων ανάπτυξθσ 

ςτουσ υψθλοφσ πλθκυςμοφσ. Όςο οι ςυνκικεσ γίνονται περιςςότερο περιοριςτικζσ για τθν 

ανάπτυξθ ενόσ βακτθρίου (χαμθλό pH, υψθλι αλατότθτα), μειϊνεται θ πικανότθτα ενόσ 

μεμονωμζνου κυττάρου ςε ζνα μικρό βακτθριακό πλθκυςμό να ξεκινιςει τθν αφξθςι του και 

επαγωγικά αυξάνεται θ διακφμανςθ τθσ δυναμικισ όλου του πλθκυςμοφ να εμωανίςει ανάπτυξθ, 

ιδιαίτερα ςτθν περίπτωςθ που αποτελείται από μίγμα ςτελεχϊν (Koutsoumanis και Sofos, 2005). ε 

υψθλότερουσ όμωσ πλθκυςμοφσ αυτι θ διακφμανςθ μειϊνεται αιςκθτά ακόμα και ςτισ δυςμενείσ 

ςυνκικεσ (Koutsoumanis, 2008), γεγονόσ που μπορεί να εξθγιςει γιατί τα αποκολλθμζνα κφτταρα 

ςε πλθκυςμοφσ άνω των 100 CFU/ml ςυμπεριωζρονται παρόμοια με τα πλαγκτονικά, όςον αωορά 

τθν πικανότθτα αφξθςισ τουσ (Stopforth et al., 2002). Επιπλζον, τα προςκολλθμζνα κφτταρα μπορεί 

να υπόκεινται ςε μεταβολικι καταςτολι και να ςυμπεριωζρονται περιςςότερο ςαν τα κφτταρα τθσ 

ςτατικισ ωάςθσ, όταν απομακρφνονται από τισ επιωάνειεσ, ςε ςχζςθ με εκείνα που δεν ζχουν 

προςκολλθκεί ποτζ. Μζςα ςε ζνα βακτθριακό πλθκυςμό αυτό το ωαινόμενο ενδζχεται να ποικίλει 

λόγω διαωορϊν είτε ςτθν ωυςιολογικι κατάςταςθ των μεμονωμζνων κυττάρων ι ςτα όρια 

ανάπτυξθσ των διαωορετικϊν ςτελεχϊν (Van der Veen et al., 2008). Σζτοιου είδουσ ηθτιματα 

ενδζχεται να απαντθκοφν με μελλοντικζσ εργαςίεσ, οι οποίεσ κα μελετιςουν τισ διαωορζσ των 

ορίων ανάπτυξθσ μεταξφ των ΠΚ και των ΑΚ από καλλιζργειεσ ενόσ ςτελζχουσ τθσ L. monocytogenes.  

Οι παραπάνω παρατθριςεισ αξιολογικθκαν περεταίρω και ςτο επίπεδο του ενόσ κυττάρου. 

ε γενικζσ γραμμζσ τα ΠΚ είχαν υψθλότερθ πικανότθτα ζναρξθσ ανάπτυξθσ (%) (χ. 4.1.3.) και 

ζωταςαν ςε ςθμαντικά υψθλότερα επίπεδα μζγιςτθσ πικανότθτασ ανάπτυξθσ (Pmax) ςε ςφγκριςθ με 

τα ΑΚ (χ. 4.1.4.). Επιπλζον, ο χρόνοσ ςε θμζρεσ (tau) που χρειάηεται ζνα μεμονωμζνο αποκολλθμζνο 
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(χ. 4.1.5 β) κφτταρο τθσ L. monocytogenes να ωτάςει το μιςό του μζγιςτου επίπεδου πικανότθτασ 

ανάπτυξθσ  Pmax/2  ιταν κατά 3-10 θμζρεσ περιςςότεροσ από τον αντίςτοιχο των ΠΚ, γεγονόσ που 

υποδθλϊνει μειωμζνθ ζναρξθ ανάπτυξθσ, ιδιαίτερα ςτθν περιοχι pH<5.6 και/ι aw<0.997 (χ. 4.1.5.).  

 

Θμζρεσ Θμζρεσ

(α) (β)

(δ)(γ)

 

χιμα 4.1.3. Αντιπροςωπευτικζσ καμπφλεσ τθσ πικανότθτασ οποιουδιποτε κυττάρου τθσ L. monocytogenes να 

ξεκινιςει να αυξάνεται ςε όλουσ τουσ ςυνδυαςμοφσ ενεργότθτασ φδατοσ με pH 5.9 (α, β) και 5.2 (γ, δ) για τα 

πλαγκτονικά (ΠΚ, α και γ) και τα αποκολλθμζνα (ΑΚ, β και δ) κφτταρα ςτουσ 10
o
C ςε 30 θμζρεσ. 

 

Πίνακασ 4.1 4. Πλαγκτονικά (ΠΚ) και αποκολλθμζνα (ΑΚ) κφτταρα τθσ L. monocytogenes που απαιτοφνται (CN) 

για να εκκινιςει θ αφξθςι του ςε διάωορεσ τιμζσ pH, aw και χρόνου επϊαςθσ ςτουσ 10°C. 

pH aw 
Χρόνοσ 
(ϊρεσ) 

ΠΚ ΑΚ 

6.6  0. 996 4 226 >10
4*

 
  10 1 2 
6.6 0.977 6 2264 >10

4
 

  9 1 25 
6.6 0.955 6 226446 >10

4
 

  11 2 476 
5.6 0.996 5 226 >10

4
 

  9 1 7 
5.6 0.977 5 22644 >10

4
 

  12 1 25 
5.6 0.955 13 226 >10

4
 

  19 2 4 
*: Ο ςυνολικόσ αρικμόσ κυττάρων που απαιτοφνταν ϊςτε ζνα να εκκινιςει τθν ανάπτυξθ του πακογόνου υπερείχε το 

υψθλότερο αρχικό επίπεδο ενοωκαλμιςμοφ των αποκολλθμζνων κυττάρων (10
4
 CFU/ml) 

 

 



 

 

111 

(α) (β)

 

χιμα 4.1.4. Επίπεδα μζγιςτθσ πικανότθτασ ανάπτυξθσ (Pmax; %) που ζωταςε ζνα μεμονωμζνο πλαγκτονικό 

(α, ΠΚ) ι αποκολλθμζνο (β, ΑΚ) κφτταρο τθσ L. monocytogenes ςτουσ 10
o
C ςε κάκε μία από τισ εξεταηόμενεσ 

ςυνκικεσ pH και aw. 

(α) (β)

 

 

χιμα 4.1.5. Χρόνοσ ςε θμζρεσ (tau) που χρειάηεται ζνα μεμονωμζνο πλαγκτονικό (α, ΠΚ) ι αποκολλθμζνο (β, 

ΑΚ) κφτταρο τθσ L. monocytogenes να ωτάςει το μιςό του μζγιςτου επίπεδου πικανότθτασ ανάπτυξθσ (Pmax/2) 

ςτουσ 10
o
C ςε κάκε μία από τισ εξεταηόμενεσ ςυνκικεσ pH και aw. 

 

ε ςυμωωνία με τισ ενδείξεισ του μοντζλου που αναωζρκθκαν ανωτζρω οι διαωορζσ αυτζσ 

ελαχιςτοποιικθκαν ςε λιγότερο περιοριςτικζσ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ. Επιπλζον, οι μειωμζνεσ 

τιμζσ του Pin των ΑΚ ςε απόκριςθ του pH υποδεικνφουν ότι χρειάηονται περιςςότερα ΑΚ από ότι ΠΚ, 

ζτςι ϊςτε ζνα από αυτά να εκκινιςει ανάπτυξθ του πλθκυςμοφ (Πίνακασ 4.1.4.). Σα αποτελζςματα 

υποδθλϊνουν ότι τα αποκολλθμζνα κφτταρα από τα κουπόνια ΑΧ μπορεί να ζχουν υποςτεί 

μεγαλφτερθ μεταβολικι καταςτολι από τα ςε αιϊρθςθ (ΠΚ), λόγω τθσ προθγοφμενθσ 
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προςκόλλθςισ τουσ και εν ςυνεχεία να αντιμετωπίςανε με περιςςότερθ δυςκολία τθν καταπόνθςθ 

τθσ μεταωοράσ τουσ ςε χαμθλζσ τιμζσ pH και ενεργότθτασ φδατοσ. 

 

4.1.4. υμπεράςματα 

υγκεντρωτικά, τα αποτελζςματα πάνω ςτθν πικανότθτα ανάπτυξθσ των διαωορετικϊν ειδϊν 

κυττάρων τθσ L. monocytogenes, που μελετικθκαν, υποδθλϊνουν ότι εωόςον υψθλοί πλθκυςμοφ 

βιοχμενικϊν κυττάρων αποκολλθκοφν από επιωάνειεσ επεξεργαςίασ τροωίμων και επιμολφνουν 

ζνα προϊόν, ςυμπεριωζρονται παρόμοια με τα αντίςτοιχα κφτταρα που προζρχονται είτε από υγρά 

τρόωιμα είτε από ςθμεία τθσ γραμμισ παραγωγισ που υπάρχουν υπολείμματα ςε υγρι μορωι. ε 

περίπτωςθ όμωσ επιμόλυνςθσ με μικροφσ πλθκυςμοφ του πακογόνου θ επικινδυνότθτα των 

κυττάρων που προζρχονται από τισ επιωάνειεσ είναι ςθμαντικά μικρότερθ από αυτι των κυττάρων 

που προζρχονται από υγρά τρόωιμα. Θ γνϊςθ αυτι βοθκά ςτον ςυςχετιςμό τθσ φπαρξθσ του 

πακογόνου, ανάλογα με τον πλθκυςμό και τθν ςυμπεριωορά του, με ζνα ςυγκεκριμζνο ςθμείο 

επεξεργαςίασ ςτο οποίο ενδζχεται να διαμζνει και να επιμολφνει τα διερχόμενα προϊόντα (π.χ., 

λερωμζνεσ κοιλότθτεσ ζναντι υπολείμματα υγρϊν τροωίμων). Επιπλζον, διαωαίνεται ότι με τον 

ςχθματιςμό βιοχμενίου ςε διαωορετικά περιβάλλοντα τείνει να εξαςκενεί θ παραλλακτικότθτα των 

κυττάρων, και να επικρατοφν οριςμζνα ςτελζχθ, τα οποία ζχουν τθ δυνατότθτα να κυριαρχοφν 

ζναντι άλλων ςτον αποικιςμό των επιωανειϊν. Σα πλαγκτονικά κφτταρα τείνουν να 

πολλαπλαςιάηονται ταχφτερα τόςο από τα αποκολλθμζνα, όςο και πολφ περιςςότερο από τα 

προςκολλθμζνα, ειδικότερα ςε δυςμενείσ ςυνκικεσ και χαμθλά επίπεδα επιμόλυνςθσ. Οι διαωορζσ 

μεταξφ των τφπων κυττάρων αμβλφνονται ςε υψθλά επίπεδα επιμόλυνςθσ και ςε ςυνκικεσ που 

πλθςιάηουν τισ άριςτεσ. Σα αποτελζςματα και τα μοντζλα που προζκυψαν από τθν μελζτθ ζρχονται 

να προςκζςουν ςε γνϊςθ όςον αωορά τθν ςυμπεριωορά των πλαγκτονικϊν, αποκολλθμζνων και 

προςκολλθμζνων κυττάρων L. monocytogenes ςε ςυνάρτθςθ με τισ μεταβολζσ των ςυνκθκϊν του 

περιβάλλοντοσ ςτο οποίο βρίςκεται. Άμεςθ εωαρμογι αυτισ τθσ γνϊςθσ μπορεί να εντοπιςτεί ςτθ 

βιομθχανία τροωίμων ςτα ςενάρια διαςταυροφμενθσ επιμόλυνςθσ των προϊόντων από τισ 

επιωάνειεσ και το αντίςτροωο, ι μεταξφ προϊόντων με διαωορετικζσ ωυςικοχθμικζσ παραμζτρουσ, 

και με αυτό τον τρόπο να ςυνειςωζρει ςτθν ανάπτυξθ ρεαλιςτικϊν μοντζλων βιοϊχνθλαςθμότθτασ. 

Περεταίρω γνϊςθ ςε αντίςτοιχεσ ωυςικοχθμικζσ μεταβολζσ μπορεί να βοθκιςει ςε 

αποτελεςματικότερθ εκτίμθςθ του κινδφνου τθσ L. monocytogenes και τθν ανάπτυξθ ενόσ 

αποτελεςματικοφ ςυςτιματοσ HACCP. 
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4.2. Επίδραςη του pH, τησ ενεργότητασ φδατοσ και του επιπζδου επιμόλυνςησ ςτα 

όρια ανάπτυξησ τησ Listeria monocytogenes ςε πρότυπο τυρί, γάλα και υγρό 

θρεπτικό μζςο 

 

Journal of Food Protection, 74 (11), 1805–1813 

Journal of Applied Microbiology, 109, 1790–1799 

 

4.2.1. Ειςαγωγι  

Ο πακογόνοσ μικροοργανιςμόσ Listeria monocytogenes ζχει εμπλακεί ςε πολλζσ περιπτϊςεισ 

λιςτερίωςθσ ανά τον κόςμο, ενϊ ζχει απομονωκεί από τρόωιμα όπωσ το γάλα και τα παράγωγά του 

(Harvey και Gilmour, 1992, Gaya et al., 1996), το κοτόπουλο (Soultos et al., 2003), το κρζασ και τα 

παράγωγά του (Samelis και Metaxopoulos, 1999, Thévenot et al., 2005), τα ψάρια και τα καλαςςινά 

(Dillon et al., 1994, Medrala et al., 2003, Miettinen και Wirtanen, 2005), τα ζτοιμα προσ κατανάλωςθ 

προϊόντα (Lianou και Sofos, 2007) και τα ωροφτα (Guerra et al., 2001, Little et al., 2007). Ιδιαίτερα τα 

τυροκομικά προϊόντα, ςτα οποία ςυνικωσ δεν αναμζνεται κάποια περεταίρω επεξεργαςία από τον 

καταναλωτι, κεωροφνται υψθλισ επικινδυνότθτασ προϊόντα, κυρίωσ αν θ τεχνολογία τουσ 

περιλαμβάνει τθν χριςθ μθ παςτεριωμζνου γάλακτοσ (Loncarevic et al., 1995, Millet et al., 2006, 

Little et al., 2008, De Buyser et al., 2011). Θ απομόνωςθ ςτελεχϊν του μικροοργανιςμοφ από τυριά 

παςτεριωμζνου γάλακτοσ υποδεικνφει τθν επιμόλυνςθ του προϊόντοσ κατά τθν παραγωγι ι τθν 

ωρίμανςι του. Πικανζσ ελλείψεισ ςτθν διαδικαςία εξυγίανςθσ των μονάδων παραγωγισ, 

διευκολφνει τθν διάχυςθ μικροοργανιςμϊν, οι οποίοι μζςω μθχανιςμϊν όπωσ ο ςχθματιςμόσ 

βιοχμενίων (Holah et al., 2002) αυξάνουν τθν ανκεκτικότθτά τουσ ζναντι των απολυμάνςεων και 

κατά ςυνζπεια τθν επιβίωςι τουσ ςτισ επιωάνειεσ επεξεργαςίασ.  

Ο Ευρωπαϊκόσ Κανονιςμόσ 2073/2005 (European Commission, 2005) με τθν τροποποίθςι του 

1441/2007 (European Commission, 2007), που αναωζρεται ςτα μικροβιολογικά κριτιρια των 

τροωίμων, ζχει κζςει αυςτθρά κριτιρια για τα ζτοιμα προσ κατανάλωςθ προϊόντα που 

υποςτθρίηουν τθν ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes, όπωσ πολλά από τα τυροκομικά προϊόντα. 

Απαιτεί τθν απουςία του πακογόνου ςε 25 γ (n=5, c=0) τροωίμου πριν αυτό ωφγει από τον ζλεγχο 

του παραγωγοφ και <100 CFU/g ςε προϊόντα κατά τθν διάκεςι τουσ ςτθν αγορά. τα τρόωιμα που 

αποδεδειγμζνα δεν υποςτθρίηουν τθν ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes ο κανονιςμόσ είναι λιγότερο 

αυςτθρόσ. Επομζνωσ, είναι ςθμαντικόσ ο προςδιοριςμόσ και θ ποςοτικοποίθςθ των ςυνκθκϊν που 

ζχουν τθν δυνατότθτα να περιορίηουν τθν ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes ςτα τυριά κατά τθν 

διάρκεια τθσ τυροκόμθςθσ.  
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Σα μοντζλα πικανοτιτων ςτθν μικροβιολογία πρόβλεψθσ εξετάηουν κατά πόςο μια 

αναμενόμενθ ςυμπεριωορά (ςτθν περίπτωςθ αυτι θ ζναρξθ τθσ ανάπτυξθσ) παρατθρείται ι όχι ςτισ 

ςυνκικεσ του πειράματοσ ςτθν διάρκεια ενόσ οριςμζνου χρονικοφ διαςτιματοσ, το οποίο μπορεί να 

ποικίλει από μερικζσ ϊρεσ μζχρι 60 θμζρεσ, ανάλογα με τισ ιδιότθτεσ και τθν τεχνολογία του 

τροωίμου ςτο οποίο (το μοντζλο) αναωζρεται (Ross και Dalgaard, 2004). Για τθν L. monocytogenes 

τα περιςςότερα μοντζλα πικανοτιτων ζχουν αναπτυχκεί ςε εργαςτθριακά υποςτρϊματα  

(Koutsoumanis και Sofos, 2005, Tienungoon et al., 2005, Vermeulen et al., 2007), ενϊ λίγα ζχουν 

γίνει απευκείασ ςε τρόωιμα (Bolton και Frank, 1999, Hwang, 2009, Zuliani et al., 2007). Οι Augustin 

et al. (2005) ςυνόψιςαν τα διακζςιμα δεδομζνα ςτθν ανάπτυξθ/μθ ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes, 

με ςκοπό τθν αξιολόγθςθ τθσ επίδοςθσ των μοντζλων. Ανάμεςα ςε μερικζσ χιλιάδεσ δεδομζνα από 

εργαςτθριακά υποςτρϊματα, υπάρχουν μόνο περί τα 140 ςετ δεδομζνων ςτα τυριά. Εντοφτοισ, οι 

προβλζψεισ από μοντζλα βαςιςμζνα ςε υγρά κρεπτικά υποςτρϊματα ενδζχεται να παρεκκλίνουν 

ςθμαντικά, από τισ προβλζψεισ μοντζλων που αναπτφςςονται από δεδομζνα τροωίμων (Hwang, 

2009). Ακόμα και μακθματικά μοντζλα από υγρά τρόωιμα ενδζχεται να παρζχουν ανακριβείσ 

πλθροωορίεσ όταν εωαρμοςτοφν ςε ςτερεά τρόωιμα (Pin και Baranyi, 1998, Meldrum et al., 2003).  

τθν τεχνολογία που χρθςιμοποιικθκε για τθν παραγωγι του πρότυπου τυριοφ υιοκετικθκαν 

διαωορετικά ςενάρια περιβαλλοντικϊν ςυνκθκϊν (pH και aw).  Θ πικανότθτα ζναρξθσ ανάπτυξθσ τθσ 

L. monocytogenes ςτα πρϊτα ςτάδια τθσ τυροκόμθςθσ δεν ζχει μελετθκεί ςτο παρελκόν και οι 

περιοριςτικζσ ςυνκικεσ που ενδεχομζνωσ να επιτρζψουν ι όχι τθν ανάπτυξθ του πλθκυςμοφ του 

είναι άγνωςτεσ μζχρι ςτιγμισ. Ο ςκοπόσ τθσ παροφςασ μελζτθσ ιταν ο προςδιοριςμόσ των 

ςυνδυαςμϊν pH, ενεργότθτασ φδατοσ και επιπζδου επιμόλυνςθσ που εμποδίηουν τθν L. 

monocytogenes να αυξθκεί κατά τθν διάρκεια των πρϊτων βθμάτων μιασ τυροκόμθςθσ (δεδομζνου 

ότι κάτι τζτοιο κα μποροφςε να κζςει τα όρια αςωαλείασ ολόκλθρθσ τθσ τυροκόμθςθσ). Σα 

δεδομζνα χρθςιμοποιικθκαν για τθν μοντελοποίθςθ τθσ πικανότθτασ ζναρξθσ τθσ ανάπτυξθσ τθσ L. 

monocytogenes ςε ςυνκικεσ προςομοιωμζνθσ τυροκόμθςθσ και ωσ εκ τοφτου ςτον προςδιοριςμό 

των ορίων ανάπτυξθσ του πακογόνου ςτισ ςυνκικεσ αυτζσ και τθ ςφγκριςι τουσ με τα όρια ζναρξθσ 

ανάπτυξθσ ςε υγρά κρεπτικά υποςτρωμάτα.  
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4.2.2. Τλικά και μζκοδοι  

 

4.2.2.1. Πειραματικόσ ςχεδιαςμόσ.   

Σα πειράματα τυροκόμθςθσ πραγματοποιικθκαν με ζνα πολυπαραγοντικό ςχεδιαςμό, ο 

οποίοσ βαςίςτθκε ςτισ εξισ παραδοχζσ: αν παρατθροφνταν ζναρξθ τθσ ανάπτυξθσ ςε οποιεςδιποτε 

από τισ εξεταηόμενεσ ςυνκικεσ με το χαμθλό εμβόλιο, τότε κα αναμζνονταν ανάπτυξθ και με το 

υψθλό εμβόλιο, ενϊ αν δεν παρατθροφνταν ζναρξθ τθσ ανάπτυξθσ ςε οποιαδιποτε ςυνδυαςμό με 

το υψθλό εμβόλιο, τότε δεν κα αναμζνονταν ανάπτυξθ οφτε και με το χαμθλό εμβόλιο. Σο 

πολφπαραγοντικό ςχζδιο του πειράματοσ περιελάμβανε τζςςερεισ τιμζσ pH (6.5, 6.1, 5.9 και 5.6), 

πζντε τιμζσ αλατότθτασ (0, 3, 4.5, 6 και 8% NaCl) και δφο επίπεδα ενοωκαλμιςμοφ (χαμθλό: 101 

CFU/ml και υψθλό: 102-3 CFU/ml) και ωαίνεται ςτον Πίν. 4.2.1. Παράλλθλα και ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ 

μελετικθκε θ πικανότθτα ανάπτυξθσ του πακογόνου ςε παςτεριωμζνο γάλα και υγρό κρεπτικό 

υπόςτρωμα. Κάκε ςυνδυαςμόσ του πειράματοσ εξετάςτθκε με 6 ανεξάρτθτεσ τυροκομιςεισ (6 

επαναλιψεισ).  

 

4.2.2.2. Προετοιμαςία εμβολίου.  

Σα ςτελζχθ  6179 (ορότυποσ 1/2a) και C5 (ορότυποσ 4b) που χρθςιμοποιικθκαν αποτελοφν, 

όπωσ ζχει αναωερκεί, απομονϊςεισ από τυρί και επιωάνεια επεξεργαςίασ, αντίςτοιχα.  Για κάκε 

πείραμα, οι καλλιζργειεσ προετοιμάςτθκαν όπωσ περιγράωεται ςτθν παράγραωο 4.1.2.2. Μετά τθν 

ανάμιξθ των ςτελεχϊν ακολοφκθςαν οι κατάλλθλεσ δεκαδικζσ αραιϊςεισ για να προκφψουν τα δφο 

επίπεδα ενοωκαλμιςμοφ των 1-10 CFU/ml (χαμθλό εμβόλιο) και των 500-1000 CFU/ml (υψθλό 

εμβόλιο).  

 

4.2.2.3. Τυροκόμθςθ.  

Σο πρότυπο τυρί παραςκευάςτθκε από παςτεριωμζνο γάλα (pH 6.8, πρωτεΐνθ 3.4%, 

λιποπεριεκτικότθτα 3.7%, και λακτόηθ 4.7%) με τθν προςκικθ γαλακτικοφ οξζωσ για τθν ρφκμιςθ 

του pH, αντί τθσ εναρκτιριασ καλλιζργειασ. Αναλυτικά, ποςότθτα (800 ml)  παςτεριωμζνου γάλατοσ 

με προςκικθ 8% ςκόνθσ γάλακτοσ χαμθλισ επεξεργαςίασ (milk powder low heat, Tipperary Co-

Operative, Tipperary, Ιρλανδία) ρυκμίηονταν ςτθν επικυμθτι τιμι pH (6.5, 6.1, 5.9 και 5.6) με τθν 

προςκικθ ςτείρου γαλακτικοφ οξζωσ 10% (Sigma Aldrich Ireland Ltd, Wicklow, Ιρλανδία) ι 

καυςτικοφ νατρίου 10% (BDH Chemicals, Poole, ΘΒ). Θ προςκικθ καυςτικοφ καλίου γινόταν όταν θ 

προςκικθ αλατιοφ μείωνε τθν τιμι του pH κάτω από 6.5. Οι επικυμθτζσ τιμζσ ενεργότθτασ φδατοσ 

0.99, 0.98, 0.97, 0.96 και 0.95, επετεφχκθςαν με τθν προςκικθ 0, 3, 4.5, 6 και 8% αλατιοφ 

αντίςτοιχα, ςτο γάλα. Θ προςκικθ ςτο γάλα τθσ ςκόνθσ γάλακτοσ ιταν απαραίτθτθ για τθν 
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ανάπτυξθ του πρωτεϊνικοφ περιεχομζνου του γάλακτοσ και τθ βελτίωςθ τθσ πιξθσ ςε χαμθλζσ τιμζσ 

pH ι/και aw και για λόγουσ τυποποίθςθσ τθσ διαδικαςίασ προςτζκθκε ςε όλεσ τισ εξεταηόμενεσ 

περιπτϊςεισ. Προκαταρτικά πειράματα ζδειξαν ότι δεν υπιρξε ςθμαντικι διαωορά (p>0.05) ςτθν 

ανάπτυξθ του  L. monocytogenes με ι χωρίσ τθν προςκικθ ςκόνθσ γάλακτοσ. τθ ςυνζχεια το γάλα 

κερμαίνονταν ςτουσ 30C. Ακολουκοφςε ο ενοωκαλμιςμόσ του με κφτταρα τθσ L. monocytogenes 

(ςυγκεντρϊςεισ ςτα 800ml γάλα: 1-10 CFU/ml ι 500-1000 CFU/ml) και θ προςκικθ πυτιάσ, περίπου 

3.18 ml/l διαλυμζνθσ ςε 10πλάςια ποςότθτα ςτείρου αποςταγμζνου φδατοσ. Μετά τον ζλεγχο τθσ 

πρόπυξθσ τα δείγματα αωινονταν ςε θρεμία για τθν ολοκλιρωςθ τθσ πιξθσ. Ακολουκοφςε ο 

τεμαχιςμόσ του πιγματοσ ςε κφβουσ 1-2 εκατοςτϊν με ςτείρο μαχαίρι, αωινονταν για 30 λεπτά ςε 

θρεμία για να γίνει ο πρϊτοσ διαχωριςμόσ και ςτθ ςυνζχεια λάμβανε χϊρα θ ανακζρμανςθ του 

πιγματοσ μζχρι τουσ 36oC με ταχφτθτα 1oC κάκε 10 min., με ανάδευςθ. Με το τζλοσ τθσ 

ανακζρμανςθσ το πιγμα μεταωζρονταν ςε πλαςτικά καλοφπια (διαμζτρου 89-82 mm και φψουσ 

83mm, Moorlands Cheeemakers Limited, ΘΒ) και αναςτρζωονταν κάκε 30 λεπτά μζχρι τθν 

δειγματολθψία. Ο χρόνοσ των 8 ωρϊν από τον ενοωκαλμιςμό του γάλακτοσ μζχρι τθν 

δειγματολθψία ςτο τυρί επιλζχτθκε ςαν μια μζςθ τυπικι διάρκεια μιασ τυροκόμθςθσ.  

 

4.2.2.4. Γάλα και εργαςτθριακό υπόςτρωμα (TSB).  

Για τθν ςφγκριςθ τθσ ςυμπεριωοράσ του πακογόνου ςτα τρία υποςτρϊματα 

χρθςιμοποιικθκαν γάλα και εργαςτθριακό κρεπτικό υπόςτρωμα, ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ με αυτζσ τθσ 

τυροκόμθςθσ. υγκεκριμζνα, παςτεριωμζνο και ομογενοποιθμζνο γάλα ι TSB ρυκμίςτθκαν ςε 

τζςςερεισ τιμζσ pH (6.5, 6.1, 5.9 or 5.6) και πζντε αλατότθτεσ (0, 3, 4.5, 6 or 8% NaCl), όπωσ και ςτα 

πειράματα τυροκόμθςθσ, μεταωζρκθκαν ςε βοκρία ειδικά διαμορωωμζνθσ μικροπλάκασ  (96 multi-

well microplates), ενοωκαλμίςτθκαν με δφο επίπεδα πλθκυςμοφ τθσ L. monocytogenes (χαμθλό: 101 

CFU/ml και υψθλό: 102 CFU/ml) και επωάςτθκαν για 8 ϊρεσ ςτουσ 30οC. Ακολουκοφςε επιωανειακι 

εξάπλωςθ 30 μl από κάκε βοκρίο ςε ALOA (Agosti & Ottaviani Listeria Agar, LAB M Lancashire, ΘΒ). 

Όλεσ οι περιπτϊςεισ εξετάςτθκαν ςε τουλάχιςτον ζξι επαναλιψεισ (n=6). 

 

4.2.2.5. Μικροβιολογικζσ και φυςικοχθμικζσ αναλφςεισ.  

Πραγματοποιικθκαν αναλφςεισ για τον  L. monocytogenes, τθν ενεργότθτα φδατοσ (aw), το 

pH, το γαλακτικό οξφ και τθν υγραςία, κατά τθν ϊρα του ενοωκαλμιςμοφ (0 ϊρεσ, t0) και ςτο τζλοσ 

τθσ τυροκόμθςθσ, ςτα ωρζςκα τυριά (8 ϊρεσ, t8). Θ L. monocytogenes μετρικθκε ςτο γάλα με 

επιωανειακι επίςτρωςθ 1ml ςε ALOA ενςωματωμζνο ςε τρυβλίο Petri διαμζτρου 20 εκ. και επϊαςθ 

ςτουσ 37oC για 48 ϊρεσ. Θ δειγματολθψία ςτα τυριά πραγματοποιικθκε ςφμωωνα με τα πρότυπα 

50B (IDF, 1985) και 122B (IDF, 1992) του IDF, για τθν δειγματολθψία και τισ μικροβιολογικζσ 
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αναλφςεισ, αντίςτοιχα. Θ L. monocytogenes μετρικθκε με τθν τεχνικι τθσ επιωανειακισ επίςτρωςθσ 

ςε τρυβλία ALOA. Για να γίνει εωικτι θ ςφγκριςθ του πλθκυςμοφ τθσ L. monocytogenes ςτο γάλα 

(log CFU/ml) και το τυρί (log CFU/g), όλεσ οι μετριςεισ εκωράςτθκαν ςαν γραμμάρια επί ξθρό (gram 

of dry weight, gdw). Οι αποικίεσ ανά gdw υπολογίςτθκαν μετά από τον προςδιοριςμό του 

περιεχομζνου ςτερεϊν κάκε δείγματοσ. Σο ςυνολικό περιεχόμενο ςτερεϊν προςδιορίςτθκε 

ςφμωωνα με το πρότυπο 4A (IDF, 1982) για το τυρί και 21B (IDF, 1987) για το γάλα. Ο αρικμόσ των 

αποικιϊν που μετρικθκε ςε ‘x’ γ ξθροφ δείγματοσ (γάλατοσ ι τυριοφ) μετατράπθκε ςε αποικίεσ ανά 

γραμμάρια επί ξθρό με τθν απλι μζκοδο των τριϊν. Θ μζτρθςθ τθσ ενεργότθτασ φδατοσ 

πραγματοποιικθκε ςε ενεργόμετρο (AquaLab Monitor Series 3T equipment, Labcell, Hampshire, ΘΒ) 

με δοχεία ςτα οποία τοποκετοφνταν κατά τθ δειγματολθψία 5 ml γάλακτοσ ι κατάλλθλθ ποςότθτα 

τυριοφ για τθν πλιρωςι τουσ. Για τθν μζτρθςθ του pH του γάλακτοσ χρθςιμοποιικθκε pHμετρο 

(Orion pH meter μοντζλο 420A), ενϊ τα δείγματα τυριοφ προετοιμάςτθκαν ςφμωωνα με το πρότυπο 

BS770:5:1976 (Standard, BS 770 (Part 2), 1976) και μετρικθκαν με το ίδιο pHμετρο. Σο L-Γαλακτικό 

οξφ μετρικθκε με ειδικό kit (L-Lactic acid kit, Boehringer Mannheim, Darmstadt, Γερμανία).   

 

4.2.2.6. Προςδιοριςμόσ κυρίαρχου ςτελζχουσ.  

Για τον ενοωκαλμιςμό του γάλακτοσ χρθςιμοποιικθκαν δφο ςτελζχθ τθσ L. monocytogenes. 

Για να προςδιοριςτεί αν κάποιο από τα ςτελζχθ επικράτθςε κατά τθν τυροκόμθςθ, από τα 

αποτελζςματα τθσ δειγματολθψίασ ςτο τυρί 8 ωρϊν επιλζχτθκαν τυχαία αποικίεσ από κάκε 

επανάλθψθ όλων των εξεταηόμενων πειραματικϊν ςυνδυαςμϊν, οι οποίεσ αποκθκεφτθκαν  ςε TSB 

με γλυκερόλθ ςτουσ -20oC. Ακολοφκθςε ανάλυςθ μζρουσ αυτϊν (191 απομονϊςεισ) με τθν βοικεια 

τθσ θλεκτροωόρθςθσ εναλλαςςόμενου θλεκτρικοφ πεδίου (Pulsed-Field Gel Electrophoresis, Graves 

και Swaminathan, 2001, Κεφ. 4.1.2.6.). 

 

4.2.2.7. Εκτίμθςθ των δεδομζνων ςτθν πικανότθτα ζναρξθσ τθσ ανάπτυξθσ κατά τθν διάρκεια τθσ 

τυροκόμθςθσ.  

Από τισ μικροβιολογικζσ αναλφςεισ που πραγματοποιικθκαν ςτο γάλα (0 ϊρεσ) και το τυρί (8 

ϊρεσ) προςδιορίςτθκε το αρχικό επίπεδο ενοωκαλμιςμοφ κάκε επανάλθψθσ και ο πλθκυςμόσ τθσ L. 

monocytogenes ςτο τζλοσ τθσ διαδικαςίασ και από τθν διαωορά τουσ υπολογίςτθκε θ ανάπτυξθ ι 

μείωςθ του πακογόνου ςε log CFU/gdw. Για τθν μετατροπι των αποτελεςμάτων ςε δυαδικά 

ςφςτθμα π.χ. ζναρξθ τθσ ανάπτυξθσ (1) ι μθ ζναρξθ τθσ ανάπτυξθσ (0) ςαν ανάπτυξθ κεωρικθκε θ 

ςτατιςτικϊσ ςθμαντικι διαωορά (υπολογιςμζνθ με το t-test, p-value<0.05) των 0.5 log CFU/gdw. Οι 

υπόλοιπεσ περιπτϊςεισ κεωρικθκαν ςαν ¨μθ ανάπτυξθ¨. Σο κριτιριο που χρθςιμοποιικθκε των 0.5 
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log βαςίςτθκε ςτισ μελζτεσ των Skandamis et al (2007), Koustoumanis και Sofos (2005) και Bolton και 

Frank (1999). 

 

4.2.2.8. Μοντελοποίθςθ τθσ πικανότθτασ ζναρξθσ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes 

Θ λογιςτικι παλινδρόμθςθ είναι μια διαδικαςία μακθματικισ μοντελοποίθςθσ που 

χρθςιμοποιείται ςτθν ανάλυςθ δυαδικϊν δεδομζνων (για παράδειγμα, ζναρξθ ανάπτυξθσ ι μθ). Θ 

διαδικαςία που χρθςιμοποιείται από το πρόγραμμα SAS υπολογίηει τισ άγνωςτεσ παραμζτρουσ με 

τθν μζκοδο τθσ μζγιςτθσ πικανότθτασ. Σα δεδομζνα ανάπτυξθσ και μθ ανάπτυξθσ μετατράπθκαν ςε 

1 ι 0 ςφμωωνα με τα παραπάνω, και προςαρμόςτθκαν ςε δφο μοντζλα λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ: 

το πολυωνυμικό μοντζλο λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ  (ordinary logistic regression model) και το μθ 

γραμμικό μοντζλο λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ  (nonlinear logistic regression model), με τθν χριςθ 

τθσ διαδικαςίασ PROC LOGISTIC του προγράμματοσ SAS 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, ΘΠΑ). το 

πρϊτο μοντζλο, το οποίο χρθςιμοποιικθκε για τθν μελζτθ τθσ ςυμπεριωοράσ του πακογόνου κατά 

τθν τυροκόμθςθ, δεδομζνου ότι ο πλθκυςμόσ τθσ L. monocytogenes μετρικθκε ςε κάκε 

επανάλθψθ, όλα τα δεδομζνα για το χαμθλό και υψθλό εμβόλιο αναλφκθκαν ςυνολικά, 

ςυμπεριλαμβανόμενου και του επιπζδου ενοωκαλμιςμοφ ςαν μεταβλθτι ςτο μοντζλο.  Επομζνωσ, 

θ πικανότθτα ανάπτυξθσ τθσ κάκε επανάλθψθσ μοντελοποιικθκε ςαν ςυνάρτθςθ των aw, pH, και 

του επιπζδου ενοωκαλμιςμοφ, ςφμωωνα με τθν παρακάτω εξίςωςθ (Εξίςωςθ 1):  
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όπου το P είναι θ πικανότθτα ανάπτυξθσ τθσ κάκε επανάλθψθσ, που λαμβάνει τισ τιμζσ 1 ι 0 για 

ζναρξθ ανάπτυξθσ ι μθ ζναρξθ ανάπτυξθσ αντίςτοιχα, το bw είναι θ μετατροπι του aw, όπωσ 

προτάκθκε από τουσ Gibson et al. (1994), για τθν μείωςθ τθσ μεταβλθτισ του aw και τθν καλφτερθ 

προςαρμογι του μοντζλου (bw=√(1-aw)), το cont είναι ο αρχικόσ πλθκυςμόσ τθσ L. monocytogenes 

ςτο γάλα (CFU/gdw), και οι ai είναι οι μεταβλθτζσ που αναμζνονται να υπολογιςτοφν από το 

μοντζλο.  

το δεφτερο μοντζλο, το οποίο χρθςιμοποιικθκε για τθν παρατιρθςθ του ωαινομζνου 

ςυγκριτικά ςτα τρία υποςτρϊματα, μοντελοποιικθκε θ πικανότθτα ανάπτυξθσ του πακογόνου ςαν 

ςυνάρτθςθ των aw, pH ςε δφο ςτακερά επίπεδα ενοωκαλμιςμοφ, ςφμωωνα με τθν παρακάτω 

εξίςωςθ (Εξίςωςθ 2): 
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όπου το P είναι θ πικανότθτα ανάπτυξθσ, που λαμβάνει τισ τιμζσ 1 ι 0 για ζναρξθ ανάπτυξθσ ι μθ 

ζναρξθσ ανάπτυξθσ αντίςτοιχα, τα aw min και pHmin είναι οι ελάχιςτεσ κεωρθτικζσ τιμζσ των  aw και 

pHmin, με τιμζσ 0.913 και 4.7 (Augustin et al., 2005), αντίςτοιχα και οι βi είναι μεταβλθτζσ που 

αναμζνονται να υπολογιςτοφν από το μοντζλο. Θ μεςεπιωάνεια ανάπτυξθσ/μθ ανάπτυξθσ 

υπολογίςτθκε για P = 0.5 με τθ χριςθ του Excel (Microsoft® Office 2003 Excel). Ο ςτατιςτικόσ δείκτθσ 

που χρθςιμοποιικθκε για να μετριςει τθν προςαρμογι του μοντζλου ςτα πειραματικά δεδομζνα 

ιταν το ποςοςτό ςυμωωνίασ (PC, Bolton και Frank, 1999, Tienungoon et al., 2000, Hwang, 2009). 

 

4.2.2.9. Επικφρωςθ του πολυωνυμικοφ μοντζλου λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ.  

Για τθν επικφρωςθ του μοντζλου επαναλιωκθκε θ διαδικαςία τθσ τυροκόμθςθσ με 

διαωορετικζσ ςυνκικεσ από αυτζσ που ςυμπεριλιωκθκαν ςτθν εξαγωγι του μοντζλου και 

ςυγκεκριμζνα ςυνδυαςμοφσ aw-pH  (0.959-6.38, 0.963-6.43, 0.967-5.84, 0.969-6.44 και 0.982-6.34) 

με υψθλό ι χαμθλό εμβόλιο. Ποςότθτα παςτεριωμζνου γάλακτοσ προετοιμάηονταν και 

ενοωκαλμίηονταν με τθν κατάλλθλθ ςυγκζντρωςθ τθσ L. monocytogenes για κάκε ςυνδυαςμό και 

γινόταν θ δειγματολθψία τθσ μθδενικισ ϊρασ. Σο γάλα ςτθν ςυνζχεια διανζμονταν ςε 10 δοχεία 

(200 ml/δοχείο), ακολουκοφςε θ διαδικαςία τυροκόμθςθσ που περιγράωθκε ανωτζρω και ςτο τζλοσ 

αυτισ (8 ϊρεσ) θ δειγματολθψία από το ωρζςκο τυρί. Σα αποτελζςματα με ανάπτυξθ  0.5 

λογαρίκμων κεωρικθκαν ωσ ζναρξθ ανάπτυξθσ (1), ενϊ κάτω από 0.5 log ανάπτυξθσ τθσ L. 

monocytogenes κεωρικθκε ςαν μθν ζναρξθ ανάπτυξθσ (0). Ακολουκϊντασ αυτό το κριτιριο 

υπολογίςτθκαν τα ποςοςτά ανάπτυξθσ και τα δεδομζνα χρθςιμοποιικθκαν για τθν επικφρωςθ των 

προβλζψεων του μοντζλου. Θ ικανότθτα του μοντζλου να προβλζπει ικανοποιθτικά μελλοντικά 

δεδομζνα μετρικθκε με τον ςυντελεςτι R2 (coefficient of determination).  
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4.2.3. Αποτελζςματα και ςυηιτθςθ 

Θ ευρεία ποικιλία των τυριϊν που καταναλϊνονται παγκοςμίωσ είναι αποτζλεςμα τθσ  

διαδικαςίασ τυροκόμθςθσ και του είδουσ του γάλακτοσ που χρθςιμοποιείται ςε κάκε περίπτωςθ. Σο 

είδοσ τθσ εναρκτιριασ καλλιζργειασ ι θ διαδικαςία οξφνιςθσ, οι χρόνοι και οι κερμοκραςίεσ που 

χρθςιμοποιοφνται κατά τθν τυροκόμθςθ και τθν ωρίμαςθ, θ προςκικθ άλατοσ, ηυμϊν ι μυκιτων, θ 

εωαρμογι πίεςθσ επθρεάηουν ςθμαντικά τα χαρακτθριςτικά του τελικοφ προϊόντοσ (Adda et al., 

1982, Samelis  et al., 2008, Irlinger και Mounier, 2009). Εντοφτοισ, υπάρχουν ςυγκεκριμζνα κοινά 

βιματα που ακολουκοφνται από τθν πλειοψθωία των τυροκόμων, όπωσ θ οξφνιςθ του γάλακτοσ, ο 

ςχθματιςμόσ πιγματοσ, το κόψιμο ι το ςπάςιμο του πιγματοσ, θ ανακζρμανςθ, θ μεταωορά ςε 

καλοφπια για τθν εξαγωγι του οροφ (ενίοτε με πίεςθ) και θ ωρίμαςθ. τθν παροφςα μελζτθ 

χρθςιμοποιικθκε μια γενικευμζνθ τεχνολογία τυροκόμθςθσ, ςτθν οποία ςυμπεριλιωκθκαν τα πζντε 

κοινά βιματα που αναωζρκθκαν ανωτζρω. αν ςκοπόσ είχε τεκεί θ μοντελοποίθςθ τθσ πικανότθτασ 

ζναρξθσ τθσ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes κατά τθ διάρκεια τθσ πρϊτθσ μζρασ τυροκόμθςθσ. Θ 

επιλογι αυτι βαςίςτθκε ςτο γεγονόσ ότι κατά τα πρϊτα ςτάδια τθσ τεχνολογίασ οι αναςταλτικοί 

παράγοντεσ που επθρεάηουν τθν ανάπτυξθ ι τθν επιβίωςθ τθσ L. monocytogenes (χαμθλό pH, 

ςυγκζντρωςθ γαλακτικοφ οξζωσ, αυξθμζνθ αλατότθτα) δεν βρίςκονται ςτθν πλιρθ ιςχφ τουσ και ςε 

ςυνδυαςμό με τθν ευνοϊκι κερμοκραςία ενδζχεται, ςε περίπτωςθ επιμόλυνςθσ του προϊόντοσ, να 

ακολουκιςει ανάπτυξθ του πακογόνου.   

Σο πολυωνυμικό (τυπικό) μοντζλο λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ (Ordinary Logistic Regression 

model) ζχει χρθςιμοποιθκεί ςτθν μοντελοποίθςθ τθσ πικανότθτασ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes 

ςε τρόωιμα όπωσ ο ψθμζνοσ ςολομόσ (Hwang, 2009) και το Μεξικάνικου τφπου τυρί, κατά τθν 

διάρκεια τθσ ωρίμαςθσ (Bolton και Frank, 1999). Ζχει παρατθρθκεί ότι το ποςοςτό αντιςτοιχίασ 

(concordance rate) του μοντζλου μειϊνεται με τθν χριςθ τροωίμων ςαν υποςτρϊματα, ζναντι των 

κρεπτικϊν μζςων. υγκεκριμζνα, οι περιςςότερεσ μελζτεσ των ορίων ανάπτυξθσ τθσ L. 

monocytogenes που πραγματοποιικθκαν ςε κρεπτικό ηωμό είχαν ποςοςτά αντιςτοιχίασ μεγαλφτερα 

από 0.97 (Valero et al., 2006, Boziaris et al., 2007, Koutsoumanis και Sofos, 2005, Skandamis et al., 

2007), ενϊ τα αντίςτοιχα ςτα τρόωιμα ιταν 0.7 και 0.91 (Bolton και Frank, 1999, Hwang, 2009). 

Παρά τθν αυξθμζνθ παραλλακτικότθτα που ςχετίηεται με τισ δυναμικζσ ςυνκικεσ που ιςχφουν ςε 

ζνα τρόωιμο, θ χριςθ του πολυωνυμικοφ μοντζλου λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ ςτα τρόωιμα 

κεωρείται επαρκισ.  

Μζροσ των ςυνδυαςμϊν που εξετάςτθκαν για το χαμθλό και υψθλό εμβόλιο ειςιγαγαν 

ωάςεισ που κα μποροφςαν να κεωρθκοφν ςαν παρατεταμζνθ ωάςθ προςαρμογισ, θ οποία ςτισ 

ςυνκικεσ τυροκόμθςθσ τθσ παροφςασ μελζτθσ κεωρικθκε ςαν ςενάριο μθ ανάπτυξθσ. το χαμθλό 

εμβόλιο, παρατθρικθκε κανάτωςθ του πλθκυςμοφ του Listeria ςε τιμζσ aw μικρότερεσ του 0.975. 
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τισ ςυγκεκριμζνεσ περιπτϊςεισ ο όροσ ¨παρατεταμζνθ ωάςθ προςαρμογισ¨ κα ιταν ανακριβισ. Ο 

όροσ ¨ζναρξθ ανάπτυξθσ¨ είναι κατάλλθλοσ ακόμα και όταν θ ανάπτυξθ ανιχνεφεται ςε μικρό 

ποςοςτό, δεδομζνου ότι αν ςυνεχιηόταν θ τυροκόμθςθ ο πακογόνοσ κα είχε τθν δυνατότθτα να 

ολοκλθρϊςει τθν αυξθτικι του πορεία.  Οι περιπτϊςεισ που τα κφτταρα δεν μποροφςαν να 

ανακτθκοφν μετά από 8 ϊρεσ τυροκόμθςθσ, κεωρικθκαν περιπτϊςεισ μθ ανάπτυξθσ. τισ 

περιπτϊςεισ που ευνοοφν τθν ζναρξθ τθσ ανάπτυξθσ του πακογόνου, θ μετζπειτα ςυμπεριωορά του 

εξαρτάται από τισ περιβαλλοντολογικζσ ςυνκικεσ (κερμοκραςία, pH, aw κ.α.) κατά τθ διάρκεια τθσ 

ωρίμαςθσ. Συπικζσ τιμζσ aw ςτα τυριά είναι: 0.98 για τα μαλακά τυριά, 0.95-0.97 για τα θμίςκλθρα 

και 0.86-0.97 για τα ςκλθρά τυριά (Lund et al., 2000). Επομζνωσ, μαλακά και θμίςκλθρα τυριά που 

δεν υποβάλλονται ςε μεγάλεσ περιόδουσ ωρίμαςθσ ζχουν μεγαλφτερθ πικανότθτα να υποςτθρίξουν 

τθν επιβίωςθ ι ακόμα και τθν ανάπτυξθ του πακογόνου, αυξάνοντασ ζτςι και τθν επικινδυνότθτα 

του τελικοφ προϊόντοσ. 

Οι τρείσ μεταβλθτζσ που μελετικθκαν, δθλ. το pH, θ aw και επίπεδο ενοωκαλμιςμοφ 

επθρζαςαν, ςε διαωορετικό βακμό, τθν πικανότθτα ζναρξθσ τθσ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes 

κατά τα πρϊτα ςτάδια τυροκόμθςθσ. υγκεκριμζνα, με τθν ανάπτυξθ τθσ ενεργότθτασ φδατοσ και 

του επιπζδου ενοωκαλμιςμοφ αυξικθκε αντίςτοιχα και θ πικανότθτα ζναρξθσ τθσ ανάπτυξθσ του 

πακογόνου. Οι υποκζςεισ που ζγιναν ςτον πειραματικό ςχεδιαςμό δικαιολογικθκαν από τα 

παρακάτω αποτελζςματα: 1) το χαμθλό εμβόλιο παρατθρικθκε ανάπτυξθ 1.57 με 3.96 log 

CFU/gdw, ςε aw 0.976 – 0.996 (0 - 3% NaCl). Για τισ ςυγκεκριμζνεσ περιπτϊςεισ κεωρικθκε ότι και το 

υψθλό εμβόλιο κα οδθγοφςε ςε ανάπτυξθ του πακογόνου. 2) Αντίςτροωα για τισ περιπτϊςεισ του 

υψθλοφ εμβολίου που δεν παρατθρικθκε ανάπτυξθ (τιμζσ aw μεταξφ 0.938 και 0.957), κεωρικθκε 

ότι αντίςτοιχα αποτελζςματα κα υπιρχαν και με το χαμθλό εμβόλιο. 

 

Πίνακασ 4.2.1. Αναπαράςταςθ του πολυπαραγοντικοφ ςχεδιαςμοφ του πειράματοσ και περιπτϊςεισ από το 

ςφνολο ςτισ οποίεσ παρατθρικθκε ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes.  

1 
Χ: Παρατθρικθκε ανάπτυξθ και ςτισ 6 επαναλιψεισ με το χαμθλό επίπεδο επιμόλυνςθσ, για τον λόγο αυτό  κεωρικθκε 

100% ανάπτυξθ ςτο υψθλό επίπεδο 
2
 Χ/Τ: Πραγματοποιικθκαν πειράματα και με τα δφο εμβόλια  

3 
Τ: Δεν παρατθρικθκε ανάπτυξθ και ςτισ 6 επαναλιψεισ με το υψθλό επίπεδο επιμόλυνςθσ, για τον λόγο αυτό  

κεωρικθκε 100% μθ ανάπτυξθ ςτο χαμθλό επίπεδο 

 
4
Μ: Μθ ολοκλιρωςθ τθσ τυροκόμθςθσ λόγω αδυναμία πιξθσ του γάλακτοσ  

 

pH 

NaCl (%) 

0 3 4.5 6 8 

6.5 Χ (6/6)
1
 Χ  (6/6) Χ (2/6)/Τ (6/6)

2
 Χ(0/6)/ Τ (2/6) Τ (0/6)

3
 

6.1 Χ (6/6) Χ  (6/6) Χ (1/6)/Τ  (6/6) Χ(1/6)/ Τ (3/6) Τ (0/6) 

5.9 Χ  (6/6) Χ  (6/6) Χ (0/6)/Τ  (5/6) Χ(2/6)/ Τ (5/6) Τ (0/6) 

5.6 Χ  (6/6) Χ (6/6) Μ
4
 Χ(1/6)/ Τ (3/6) Μ 
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χιμα 4.2.1. Επίδραςθ τθσ ενεργότθτασ φδατοσ ςτθν λογαρικμικι μεταβολι του πλθκυςμοφ τθσ L. 

monocytogenes ςτο (α) χαμθλό και (β) υψθλό επίπεδο επιμόλυνςθσ, όπου Δ log CFU/gdw είναι θ διαωορά των 

λογαρίκμων του πλθκυςμοφ τθσ L. monocytogenes ςτθν αρχι και το τζλοσ τθσ τυροκόμθςθσ (log t0-log t8) και 

aw οι τιμζσ που αντιςτοιχοφν ςτθν τελικι μζτρθςθ τθσ ενεργότθτασ φδατοσ των δειγμάτων (t8).  
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Σο επίπεδο επιμόλυνςθσ, μζςω του μεγζκουσ του εμβολίου που χρθςιμοποιικθκε ςτα 

πειράματα, ωάνθκε ότι επθρεάηει τθν κζςθ τθσ μεςεπιωάνειασ ανάπτυξθσ/μθ ανάπτυξθσ τθσ L. 

monocytogenes ςτισ ςυνκικεσ που μελετικθκε. Θ ανάπτυξθ του πακογόνου που παρατθρικθκε 

ιταν ςε ςυνάρτθςθ τθσ aw και του αρχικοφ επιπζδου ενοωκαλμιςμοφ ςτο γάλα. το χαμθλό εμβόλιο 

ανάπτυξθ παρατθρικθκε ςε τιμζσ ενεργότθτασ φδατοσ μεγαλφτερεσ ι ίςεσ του 0.975. ε τιμζσ 

μικρότερεσ από το 0.975 θ ςυμπεριωορά τθσ L. monocytogenes εμωάνιςε παραλλακτικότθτα (χ. 

4.2.1.α). το υψθλό εμβόλιο, το όριο ανάπτυξθσ του πακογόνου εμωανίςτθκε ςτθν τιμι ενεργότθτασ 

0.946 (χ. 4.2.1.β). Θανάτωςθ τθσ L. monocytogenes παρατθρικθκε ςτο χαμθλό εμβόλιο ςε τιμζσ 

ενεργότθτασ φδατοσ που ςτο υψθλό εμβόλιο παρατθρικθκε ανάπτυξθ (χ. 4.2.1.α). Ο ςυςχετιςμόσ 

μεταξφ των τιμϊν aw και τθσ λογαρικμικισ ανάπτυξθσ του βακτθρίου ιταν 0.74 και 0.63 για το 

χαμθλό και το υψθλό εμβόλιο αντίςτοιχα. Καμία ςυςχζτιςθ δε βρζκθκε μεταξφ του pH και τθσ 

λογαρικμικισ ανάπτυξθσ (-0.03 και -0.08 για το χαμθλό και το υψθλό εμβόλιο αντίςτοιχα). Θ 

ςυςχζτιςθ  του  μεγζκουσ του εμβολίου με τα όρια ανάπτυξθσ του πακογόνου ζχει γίνει και ςε 

προθγοφμενεσ μελζτεσ (McKellar και Lu, 2004,  Koutsoumanis και Sofos, 2005). τθν τελευταία 

μελζτθ ςυγκεκριμζνα, απεικονίςτθκε θ μετατόπιςθ τθσ μεςεπιωάνειασ Α/ΜΑ του πακογόνου 

(ςυναρτιςει pH/aw, pH/κ, aw/κ) προσ δυςμενζςτερεσ ανά περίπτωςθ ςυνκικεσ, παράλλθλα με τθν 

ανάπτυξθ του  μεγζκουσ του εμβολίου (Koutsoumanis και Sofos, 2005).  

Οι ςυνδυαςμοί pH και aw ςτουσ οποίουσ αναμζνεται ζναρξθ τθσ ανάπτυξθσ με πικανότθτα 

μικρότερθ του 0.1, εξαρτϊνται από το επίπεδο επιμόλυνςθσ του γάλακτοσ. Για παράδειγμα, για 

τιμζσ aw <0.97 και pH 5.6 θ πικανότθτα ζναρξθσ τθσ ανάπτυξθσ ιταν 0.1 για εμβόλιο 0.6 log 

CFU/gdw, 0.3 για εμβόλιο 2 log CFU/gdw και 0.8 για εμβόλιο 3 log CFU/gdw, αντίςτοιχα. Για 

διαωορετικζσ τιμζσ aw ςε ςυγκεκριμζνο pH, για παράδειγμα 6.5, θ πικανότθτα ζναρξθσ ποικίλει 

ανάλογα με το επίπεδο τθσ επιμόλυνςθσ (χ. 4.2.2.α), ενϊ για ςυγκεκριμζνο επίπεδο επιμόλυνςθσ, 

για παράδειγμα 1 log CFU/gdw, θ πικανότθτα εξαρτάται από τθν τιμι του pH (χ. 4.2.2.β).Σα όρια 

ανάπτυξθσ του πακογόνου ιταν διαωορετικά ςτα δφο εμβόλια, με το υψθλό εμβόλιο να ζχει 

μεγαλφτερθ πικανότθτα ζναρξθσ τθσ ανάπτυξθσ. Όταν το γάλα επιμολφνκθκε με τουλάχιςτον 120 

CFU/ml του πακογόνου είχε πικανότθτα 0.46 να εκκινιςει ανάπτυξθ ςτισ πλζον αυςτθρζσ ςυνκικεσ 

που εξετάςτθκαν (aw 0.94) και 1 ςτισ πιο ευνοϊκζσ (aw 0.99). Οι ελάχιςτεσ τιμζσ aw που μελετικθκαν 

(8% NaCl, aw 0.94) είναι υψθλότερεσ από τισ ελάχιςτεσ τιμζσ που ζχει καταγραωεί ανάπτυξθ τθσ L. 

monocytogenes (aw 0.92, Nolan et al., 1991), ενϊ θ μθ ανάπτυξθ ςτισ εν λόγω ςυνκικεσ μπορεί να 

αποδοκεί είτε ςτθν ζλλειψθ τθσ περιόδου προςαρμογισ που πικανϊσ χρειάηονταν τα κφτταρα είτε 

ςτο ότι λόγω του ςυνδυαςμοφ των παραγόντων τα κφτταρα αδρανοποιικθκαν. Θ διάρκεια του 

πειράματοσ, θ οποία από τον ςχεδιαςμό ορίςτθκε ςτισ 8 ϊρεσ, ενδεχομζνωσ να περιόριςε τθν 

αποδοχι οριςμζνων περιπτϊςεων ςτθν ενδιάμεςθ περιοχι ςαν περιπτϊςεισ ¨ανάπτυξθσ¨. τθν 



124 

 

παροφςα εργαςία με τθ μείωςθ τθσ aw ςε τιμζσ μικρότερεσ ι ίςεσ του 0.97 και του 0.94 για το 

χαμθλό και το υψθλό εμβόλιο αντίςτοιχα, μειϊκθκε και θ πικανότθτα ανάπτυξθσ του βακτθρίου 

ςτθν τιμι 0.1. Θ προςκικθ άλατοσ ςτο τυρί ι ςτο γάλα είναι μια κοινι τακτικι, ενϊ υπάρχουν 

ελλθνικά και ξζνα τυριά. Εντοφτοισ, θ προςκικθ άλατοσ λαμβάνει χϊρα ςυνικωσ από τον τεμαχιςμό 

του πιγματοσ και μετά, επομζνωσ θ πικανότθτα ανάπτυξθσ του  L. monocytogenes, ςτα 

προθγοφμενα βιματα που το aw είναι υψθλό (0.99), και ςε περίπτωςθ που δεν υπάρχει άλλοσ 

περιοριςτικόσ παράγοντασ (π.χ. το pH) είναι εξίςου υψθλι (>0.9).   
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χιμα 4.2.2. Πρόβλεψθ πικανότθτασ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes ςε ςυνάρτθςθ με τθν ενεργότθτα 

φδατοσ, ςε (α) pH 6.5 και πλθκυςμό 0.6 (———), 2 (--------) και 3 (– – – – )  log CFU/gdw ι ςε (β) πλθκυςμό 1 

log CFU/gdw και pH 6.5 (———), 6.1 (--------), 5.9 (– – – –) και 5.6 (– -- – --). 

 

Θ ςτενι περιοχι των τιμϊν pH που εξετάςτθκαν ςτα πειράματα (5.6 – 6.5) μπορεί να εξθγιςει 

τθν μειωμζνθ επίδραςθ του  pH ςτθν ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes κατά τθ διάρκεια τθσ 

τυροκόμθςθσ.  τθν  παροφςα μελζτθ χρθςιμοποιικθκε παςτεριωμζνο γάλα ςε ςτακερζσ τιμζσ pH κι 

ενεργότθτασ φδατοσ, κακϊσ οι μικροβιακζσ αλλθλοεπιδράςεισ (ςε ωρζςκο γάλα) και θ δυναμικι 

κατάςταςθ που κα είχε ςαν αποτζλεςμα θ χριςθ εκκινθτϊν κα δυςχζραιναν τθν ερμθνεία  και τθν 

παραγωγι του μοντζλου. Για τον λόγο αυτό, οι προβλζψεισ του μοντζλου αναωζρονται ςτισ αρχικζσ 

ςυνκικεσ pH κι ενεργότθτασ φδατοσ. Λόγω περιοριςμϊν ςτθν δράςθ τθσ πυτιάσ, κρίκθκε αδφνατο 

ερευνθκεί μεγαλφτερο εφροσ τιμϊν pH. ε προκαταρτικά πειράματα παρατθρικθκε ότι ςε 

περίπτωςθ που το γάλα περιείχε 8% χλωριοφχο νάτριο δεν μποροφςε να επιτευχκεί θ πιξθ του ςε 

τιμζσ pH μικρότερεσ από 5.5. Επομζνωσ, ςαν όριο ςτον ςχεδιαςμό pH ορίςτθκε το 5.6. Θ 

δραςτικότθτα του ενηφμου χυμοςίνθ (πυτιά), το οποίο δρα ςτισ καηεΐνεσ του γάλακτοσ αρχικά 

αποδομϊντασ τα μικκφλια τουσ και ςτθ ςυνζχεια δθμιουργϊντασ ςυςςωματϊματα, εξαρτάται από 

το pH, τθ κερμοκραςία και τθ ωωτεινότθτα. ε όξινεσ ςυνκικεσ (pH 3-4) χάνει τθν δραςτικότθτα του 

πικανϊσ λόγω αυτό-αποδόμθςθσ. Θ χυμοςίνθ είναι περιςςότερο ςτακερι ςτουσ 2oC από ότι ςε 
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κερμοκραςία δωματίου, ενϊ και θ διαλυτότθτά τθσ εξαρτάται άμεςα από τισ ςυνκικεσ του 

περιβάλλοντοσ. Ζχει βρεκεί ότι είναι αδιάλυτθ ςε διάλυμα με >2mol/L NaCl ςε pH 5.5 (Fox et al., 

2004, Swaminathan και Gerner-Smidt, 2007). Κατά τθν πειραματικι διαδικαςία ιταν αδφνατθ θ 

πιξθ του γάλακτοσ ςτουσ ςυνδυαςμοφσ pH 5.6 και NaCl 4.5% ι 8%, οι οποίοι και δεν 

ςυμπεριλιωκθκαν ςτα δεδομζνα για τθν ανάπτυξθ του μοντζλου. Σα πειράματα επαναλιωκθκαν 3 

ωορζσ (*6 επαναλιψεισ) για να αποκλειςτεί πικανι ςυςχζτιςθ του ωαινομζνου με τθν ςφςταςθ και 

τθν κατάςταςθ του γάλακτοσ. Θ αναπάντεχθ αυτι ζλλειψθ τθσ ικανότθτασ πιξθσ του γάλακτοσ 

ςτουσ δφο πειραματικοφσ ςυνδυαςμοφσ ωςτόςο, δεν μπορεί να αποδοκεί ςτθν διαλυτότθτα τθσ 

χυμοςίνθσ, κακϊσ αυτι διαλφονταν πριν τθν χριςθ τθσ ςε όλεσ τισ περιπτϊςεισ. Θα μποροφςε να 

αποδοκεί ςε μειωμζνθ δράςθ του ενηφμου, αν και αυτό δεν εξθγεί πωσ ζδραςε ςε pH 5.6 και 6% 

αλατότθτα και όχι ςε αλατότθτεσ 4.5% και 8%.   

Όλοι οι ςυνδυαςμοί pH και ενεργότθτασ φδατοσ που μελετικθκαν κεωροφνται ότι 

υποςτθρίηουν τθν ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes ςε εργαςτθριακά υποςτρϊματα ςε μεγαλφτερεσ 

περιόδουσ επϊαςθσ (Tienungoon et al., 2000, Koutsoumanis et al., 2004, Koutsoumanis και Sofos, 

2005, Boziaris et al., 2007). Εντοφτοισ, μόνο το 63% των ςυνολικϊν περιπτϊςεων οδιγθςαν ςε 

ζναρξθ ανάπτυξθσ του πακογόνου κατά τθν διάρκεια τθσ τυροκόμθςθσ. υγκεκριμζνα, από τισ 224 

περιπτϊςεισ που μελετικθκαν (ςυμπεριλαμβανομζνων των τιμϊν που κεωρικθκαν ςαν 

δεδομζνεσ), ςτισ 138 παρατθρικθκε ανάπτυξθ του πακογόνου και ςτισ 86 μθ ανάπτυξθ. Οι 

μεταβλθτζσ για το pH (a2), το επίπεδο ενοωκαλμιςμοφ (a3), το bw*pH (a4) και το bw
2 (a7) ιταν 

ςθμαντικζσ. Οι εκτιμιςεισ του πολυωνυμικοφ μοντζλου λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ και τα τυπικά 

ςωάλματά τουσ ωαίνονται ςτον Πίνακα 4.2.2. Θ ςυςχζτιςθ μεταξφ των πικανοτιτων που 

προβλζωτθκαν με τα πειραματικά δεδομζνα, παρουςίαςε ποςοςτό ςυμωωνίασ 94.3%. Από τισ 

ανεξάρτθτεσ με το αρχικό πείραμα περιπτϊςεισ που εξετάςτθκαν με ςκοπό τθν επικφρωςθ του 

πολυωνυμικοφ μοντζλου λογιςτικισ παλινδόμθςθσ (ΠΜΛΠ) παρατθρικθκε ότι οι προβλζψεισ του 

είχαν καλι προςαρμογι ςτα δεδομζνα που προζκυψαν (R2=0.94, Πίνακασ 4.2.4).  

Θ παραλλακτικότθτα ςτθν ςυμπεριωορά ενόσ μικροοργανιςμοφ δεν περιορίηεται ςτο γζνοσ 

και το είδοσ αλλά απαντάται ακόμα και μεταξφ των ςτελεχϊν του (γενότυποσ και ωαινότυποσ). Για 

τον διαχωριςμό των βακτθριακϊν απομονϊςεων και τθ ςφγκριςι τουσ με τα δφο ςτελζχθ που 

χρθςιμοποιικθκαν (6179 και C5), με ςκοπό τον προςδιοριςμό του ςτελζχουσ που υπερίςχυςε, 

πραγματοποιικθκε PFGE (Kagkli et al., 2009). Από τισ 191 αποικίεσ που απομονϊκθκαν από τα 

τρυβλία τθσ δειγματολθψίασ ςτισ 8 ϊρεσ, οι 157 (82%) είχαν το ίδιο μοτίβο PFGE με το ςτζλεχοσ C5. 

Σο γεγονόσ ότι το ςτζλεχοσ C5 κυριάρχθςε ζναντι του 6179 μπορεί να αποδοκεί ςε αυξθμζνθ 

ικανότθτα του βακτθρίου να ανταπεξζρχεται ςτισ δυςμενείσ ςυνκικεσ μιασ τυροκόμθςθσ, λόγω τθσ 

προϊςτορίασ του ςε επιωάνειεσ τυροκομείου (Ribeiro et al., 2006, Gandhi and Chikindas, 2007). 
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Πίνακασ 4.2.2. Σιμζσ των μεταβλθτϊν όπωσ προζκυψαν από το Πολυωνυμικό Μοντζλο Λογιςτικισ 

Παλινδρόμθςθσ (Εξ. 1).  

Παράμετροσ  Εκτίμθςθ  Συπικό ςωάλμα Wald Chi-Sq Pr>Chi-Sq 

a0 -53.2942 ±17.7002 9.0658 0.0026 

a1 ns* ns 0.0092 0.9235 

a2 17.4885 ±5.6939 9.4339 0.0021 

a3 1.2425 ±0.2736 20.6275 <0.001 

a4 -81.7109 ±28.4933 8.2238 0.0041 

a5 ns ns 2.6346 0.1046 

a6 ns ns 0.4261 0.5139 

a7 1061.3 ±431 6.0643 0.0138 

a8 ns ns 0.0083 0.9722 

a9 ns ns 2.2209 0.1362 

* μθ ςθμαντικό 

 

Πίνακασ 4.2.3. Σιμζσ των παραμζτρων και δείκτεσ ςτατιςτικισ επίδοςθσ του Μθ Γραμμικοφ Mοντζλου 

Λογιςτικισ Παλινδρόμθςθσ (Εξ. 2) προςαρμοςμζνου ςτα πειραματικά δεδομζνα ανάπτυξθσ/ 

μθ ανάπτυξθσ χαμθλϊν και υψθλϊν πλθκυςμϊν τθσ L. monocytogenes ςε TSB, γάλα και κατά 

τα πρϊτα ςτάδια τυροκόμθςθσ.   

υντελεςτισ 

Χαμθλό επίπεδο επιμόλυνςθσ  Υψθλό επίπεδο επιμόλυνςθσ 

εκτίμθςθ P-value εκτίμθςθ P-value 
α
Int TSB (β0

β
) 24.6864 <0.0001 32.8726 <0.0001 

Int γάλα(β0) 29.2418 <0.0001 36.093 <0.0001 

Int τυροκ.(β0) 27.1176 <0.0001 35.0751 0.029 

β1 8.4081 <0.0001 14.6666 <0.0001 

β2 7.8409 0.05 15.9338 0.135 

Loglikelihood 204 280 
γ
AIC 214 282 

δ
PC 92 91.3 

α
Int: Σζμνουςα; 

β
υντελεςτισ του ΠΜΛΠ Εξ. 1; 

γ
AIC: Κριτιριο Πλθροωορίασ Akaike; 

δ
PC: Ποςοςτό ςυμωωνίασ. 

 

Πίνακασ 4.2.4. Επικφρωςθ του Πολυωνυμικοφ μοντζλου λογιςτικισ Παλινδρόμθςθσ  

aw pH Cont_ lev 
α
 Observed 

β
 OLRM 

γ
 

0.982 6.43 3.41 100% 0.99 

0.969 6.44 3.71 100% 0.98 

0.959 

0.963 

0.967 

6.38 

6.34 

5.84 

3.38 

2.29 

2.29 

60% 

40% 

44% 

0.63 

0.51 

0.5 

υνολικι προςαρμογι του μοντζλου R
2
=0.94 

α 
Επίπεδο επιμόλυνςθσ εκωραςμζνο ςε log10 CFU/gdw 

β 
Ποςοςτό των περιπτϊςεων που παρατθρικθκε ζναρξθ ανάπτυξθσ  

γ 
Πικανότθτα ζναρξθσ ανάπτυξθσ όπωσ προζκυψε από το ΠΜΛΠ (Εξ.1) 
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χιμα 4.2.3. Μθ γραμμικό μοντζλο λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ (non linear logistic regression model) 

προςαρμοςμζνο ςτα αποτελζςματα ανάπτυξθσ/ μθ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes ςε ωρζςκο τυρί (α και β), 

γάλα (γ και δ) και TSB (ε και ςτ) με αρχικοφσ πλθκυςμοφσ 10
1
 CFU/gdw (α, γ, ε) και 10

2
 CFU/gdw (β, δ, ςτ), ςε 

ςυνδυαςμό με τισ τιμζσ pH και aw ςτουσ 30
o
C. Οι γραμμζσ που εμωανίηονται χωρίηουν τα επιμζρουσ ςχιματα 

ςτα εξισ τμιματα ςε ςχζςθ με τθν πικανότθτα ανάπτυξθσ: ανϊτερθ διακεκομμζνθ p=0.9, μεςαία ςυνεχισ 

p=0.5 και κατϊτερθ διακεκομμζνθ p=0.1. φμβολα δεδομζνων: p=0 (○), p=0.33 (∆), p=0.5 (+) p=0.66 (×), 

p=0,83 () και p=1 (●), υπολογιςμζνα από το ποςοςτό των επαναλιψεων που εμωάνιςε ανάπτυξθ.  



128 

 

Για μια πιο ενδελεχι διερεφνθςθ του κατά πόςο μακθματικά μοντζλα που βαςίηονται ςε 

δεδομζνα από υγρά κρεπτικά υποςτρϊματα μποροφν να γενικευτοφν και ςε ςτερεά ι υγρά 

τρόωιμα, παςτεριωμζνο γάλα και TSB επιμολφνκθκαν με τουσ ίδιουσ πλθκυςμοφσ, με αυτοφσ τθσ 

τυροκόμθςθσ και επωάςτθκαν ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ για 8 ϊρεσ. Όπωσ ζχει αναωερκεί (Κεφ. 4.2.2.7.) 

ςαν όριο ανάπτυξθσ κεωρικθκαν οι 0.5 λογάρικμοι, ενϊ τα δεδομζνα και από τα τρία υπόςτρωμα 

χρθςιμοποιικθκαν ςτθν ανάπτυξθ ενόσ Μθ γραμμικοφ μοντζλου λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ 

(ΜΜΛΠ, Εξ 2, Πιν. 4.2.3, χ. 4.2.3). Σο ΜΜΛΠ, εκτόσ του ότι περιλαμβάνει περιςςότερο κεμελιϊδεισ, 

βιολογικοφσ όρουσ (awmin, pHmin),  επιλζχτθκε λόγω τθσ καλφτερθσ προςαρμογισ του ςτα δεδομζνα 

των τριϊν υποςτρωμάτων (υγρό εργαςτθριακό, υγρό τρόωιμο, υγρό προσ ςτερεό τρόωιμο, 

Schvartzman et al., 2010). φμωωνα με το χιμα 4.2.3 ανάπτυξθ του πλθκυςμοφ τθσ L. 

monocytogenes ςτο 100% των περιπτϊςεων παρατθρικθκε ςτο χαμθλό εμβόλιο (α, γ, ε) ςε aw>0.98, 

0.95 και 0.97, για το ωρζςκο τυρί, το γάλα και το TSB, αντίςτοιχα, ενϊ ςτο υψθλό εμβόλιο (β, δ, ςτ) 

ςε aw>0.97, 0.95 και 0.95, για το ωρζςκο τυρί, το γάλα και το TSB, αντίςτοιχα. Επιπλζον, όπωσ ζχει 

ιδθ αναωερκεί, κατά τθν τυροκόμθςθ παρατθρικθκαν περιπτϊςεισ μείωςθσ του πλθκυςμοφ τθσ L. 

monocytogenes, κάτι που δεν παρατθρικθκε ςτισ εξεταηόμενεσ περιπτϊςεισ ςτο γάλα και το TSB. Θ 

διαωορζσ αυτζσ μποροφν να αποδοκοφν ςτο ότι τα υγρά κρεπτικά μζςα λειτουργοφν καλφτερα ςαν 

υποςτρϊματα για τθν ανάπτυξθ των βακτθρίων, λόγω τθσ αυξθμζνθσ διάχυςθσ των πθγϊν 

ενζργειασ και των κυττάρων εξίςου ςε όλθ τθν μάηα τουσ (Koutsoumanis et al., 2004, Hwang, 2009). 

Επιπλζον, ςτα ςτερεά υποςτρϊματα υπάρχει θ πικανότθτα ςυνφπαρξθσ ςε περιοριςμζνο χϊρο 

(κοιλότθτεσ) μικροοργανιςμϊν και αντιμικροβιακϊν παραγόντων (οξζα, αλάτι κ.α.) γεγονόσ που 

επθρεάηει όχι μόνο τθν πικανότθτα ζναρξθσ τθσ ανάπτυξθσ των μικροοργανιςμϊν, αλλά και τθν 

μετζπειτα κινθτικι τουσ (Antwi et al., 2007, Noriega et al., 2008). Επιπλζον, πζρα από τισ 

ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ των  τυριϊν, ςθμαντικι ςυνειςωορά ςτθν μείωςθ του πλθκυςμοφ τθσ L. 

monocytogenes ςε ςυνκικεσ που προβλζπεται ανάπτυξθ, ζχει ο ανταγωνιςμόσ του με 

μικροοργανιςμοφσ τθσ ενδογενοφσ χλωρίδασ, οι οποίοι χωρίσ να  παράγουν αντιμικροβιακζσ ουςίεσ, 

αυξάνονται ταχφτερα, καταναλϊνοντασ τα κρεπτικά ςυςτατικά του περιβάλλοντοσ του πακογόνου 

(Guillier et al., 2008).   

Εκτόσ από τθν μετακίνθςθ των ορίων ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes προσ υψθλότερεσ τιμζσ 

aw, παρατθρικθκε επίςθσ ότι το εφροσ τθσ μεςεπιωάνειασ Α/ΜΑ ςτισ τυροκομιςεισ ιταν ςθμαντικά 

μεγαλφτερο από τα υγρά μζςα, ιδιαίτερα ςτο χαμθλό εμβόλιο (χ. 4.2.3.). Αντίκετα, το γάλα 

επζδειξε τθν χαμθλότερθ και ςτενότερθ μεςεπιωάνεια Α/ΜΑ από όλα τα υποςτρϊματα πικανϊσ 

λόγω τθσ υγρισ του κατάςταςθσ, αλλά και τθσ ρυκμιςτικισ του ικανότθτασ (Salaün et al., 2005). Σο 

αρχικό εμβόλιο, αν και δεν ςυμπεριλιωκθκε ςαν μεταβλθτι ςτο μοντζλο (Εξ. 2), επθρζαςε τισ 

ελάχιςτεσ τιμζσ pH και aw, που παρατθρικθκε ανάπτυξθ του πακογόνου (Koutsoumanis και Sofos, 
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2005, Skandamis et al., 2007). Θ ςυνειςωορά του pH ςτο μοντζλο κρίκθκε ωσ μθ ςθμαντικι (Πιν. 

4.2.3), εντοφτοισ ςυμπεριλιωκθκε ςτον υπολογιςμό των πικανοτιτων 0.9, 0.5 και 0.1 των ορίων 

ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes. Σα αποτελζςματα υποδεικνφουν ότι αν δεν λθωκεί υπόψθ θ 

ςφνκεςθ, θ πολυπλοκότθτα και θ μεταβλθτότθτα ενόσ ςτερεοφ τροωίμου ςε ζνα μακθματικό 

μοντζλο βαςιςμζνο ςε υγρά υποςτρϊματα, τότε ενδζχεται να υπερεκτιμθκεί θ ικανότθτα ανάπτυξθσ 

του πακογόνου, γεγονόσ που μπορεί να οδθγιςει ςτον ποιοτικό υποβιβαςμό του προϊόντοσ μζςω 

τθσ υπερβολικισ προςκικθσ αντιμικροβιακϊν παραγόντων (Mejlholm et al., 2010). Θ ραγδαία 

εξζλιξθ τθσ μικροβιολογίασ πρόβλεψθσ ςε ςφντομο χρονικό διάςτθμα, με όλα τα οωζλθ τθσ ςτθν 

υγιεινι και τθν αςωάλεια των τροωίμων, οωείλεται κατά ζνα μεγάλο βακμό ςτθν χριςθ υγρϊν 

εργαςτθριακϊν μζςων για τθν ανάπτυξθ μακθματικϊν μοντζλων πικανοτιτων ι κινθτικισ των 

πακογόνων. Εντοφτοισ, μελλοντικζσ μελζτεσ κα πρζπει να εςτιάςουν ςτθν ανάπτυξθ μοντζλων με 

τθν χριςθ τροωίμων, ζτςι ϊςτε να οδθγοφνται ςε περιςςότερο αςωαλείσ προβλζψεισ τθσ 

ςυμπεριωοράσ των μικροοργανιςμϊν κατά τθν παραγωγι και διάκεςθ των προϊόντων.     
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4.2.4. υμπεράςματα 

Οι περιπτϊςεισ λιςτερίωςθσ που κοινοποιοφνται είναι ςχετικά λίγεσ, θ ςοβαρότθτα, όμωσ τθσ 

νόςου και θ υψθλι κνθςιμότθτά τθσ είχε ςαν αποτζλεςμα τθν κζςπιςθ πιο αυςτθρϊν κριτθρίων για 

τθν παρουςία τθσ L. monocytogenes, ιδιαίτερα ςε τρόωιμα ζτοιμα προσ κατανάλωςθ. Σα όρια 

ανάπτυξθσ του βακτθρίου ςτα τρόωιμα είναι μια ςθμαντικι πλθροωορία για τθν βιομθχανία 

τροωίμων κακϊσ οι Ευρωπαϊκοί κανονιςμοί που ιςχφουν διαωοροποιοφνται ανάλογα με το αν το 

τελικό προϊόν είναι ικανό ι όχι να υποςτθρίξει τθν ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes. Σα δεδομζνα 

τθσ μελζτθσ καταδεικνφουν ότι για να καλυωκοφν τα μικροβιολογικά κριτιρια, οι ςυνκικεσ που 

εξαςωαλίηουν μθ ανάπτυξθ του μικροοργανιςμοφ, περιλαμβάνουν τθν προςκικθ υψθλϊν 

ςυγκεντρϊςεων άλατοσ, γεγονόσ που αντιτίκεται με τισ νζεσ τάςεισ για χαμθλά ςε αλάτι τρόωιμα. 

Σρόωιμα με χαμθλι αλατότθτα, χωρίσ άλλουσ περιοριςτικοφσ παράγοντεσ, κα ζχουν πάντα υψθλι 

πικανότθτα ζναρξθσ τθσ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes, επομζνωσ, ακόμα και αν επιμολυνκοφν 

με μερικά κφτταρα του πακογόνου ενδζχεται να παρουςιάςουν αφξθςθ ακόμα και τεςςάρων 

λογαρίκμων, πλθκυςμόσ που ξεπερνάει κατά πολφ τα 100 CFU/g του τελικοφ προϊόντοσ που ορίηει ο 

Κανονιςμόσ. Θ καινοτομία τθσ μελζτθσ ζγκειται ςτο γεγονόσ ότι τα πειράματα πραγματοποιικθκαν 

ςε τρόωιμο και ςτισ πραγματικζσ ςυνκικεσ των πρϊτων ςταδίων μιασ τυροκόμθςθσ. Επιπλζον, θ 

παραγωγι πολφτιμων ποςοτικϊν δεδομζνων διακζςιμων για τα τισ μελζτεσ HACCP και QMRA, με τα 

οποία μπορεί να εκτιμθκεί και να προαχκεί θ αςωάλεια των τροωίμων. υμπεραςματικά, οι 

προβλζψεισ μακθματικϊν μοντζλων βαςιςμζνων ςε δεδομζνα από εργαςτθριακά υποςτρϊματα, κα 

πρζπει να λαμβάνονται με προςοχι όταν χρθςιμοποιοφνται ςε ςυςτιματα τροωίμων, κακϊσ δεν 

αντικατοπτρίηουν πλιρωσ τισ εςωτερικζσ ςυνκικεσ ενόσ τροωίμου, οι οποίεσ αυξάνουν τθν 

μεταβλθτότθτα τθσ ςυμπεριωοράσ ενόσ μικροοργανιςμοφ. Σο γεγονόσ αυτό αντανακλά τθν ανάγκθ 

παραγωγισ περιςςότερων δεδομζνων ςε τρόωιμα ι ςυςτιματα τροωίμων και τθν επικφρωςθ των 

υπαρχόντων μοντζλων με τα αποτελζςματα που κα προκφψουν.   
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 5: ΜΑΘΗΜΑΣΙΚΗ ΠΕΡΙΓΡΑΥΗ ΣΗ ΕΠΙΔΡΑΗ ΟΞΙΝΗ ΚΑΙ 

ΩΜΩΣΙΚΗ ΚΑΣΑΠΟΝΗΗ ΕΚΑΣΕΡΩΘΕΝ ΣΗ ΔΙΕΠΙΥΑΝΕΙΑ 

ΑΤΞΗΗ ΣΗ Listeria monocytogenes ΣΗΝ ΜΕΣΕΠΕΙΣΑ ΚΙΝΗΣΙΚΗ 

ΑΤΞΗΗ ΣΟΤ 

 

Journal of Food Protection, 74 (1), 78–85 

Applied and Environmental Microbiology 76, 6555-6563 

 

5.1. Ειςαγωγι 

Θ ωάςθ προςαρμογισ ενόσ μικροοργανιςμοφ ςε ζνα νζο περιβάλλον επθρεάηεται τόςο από 

τισ εςωτερικζσ (π.χ. pH και ενεργότθτα φδατοσ), όςο και από τισ εξωτερικζσ (π.χ. κερμοκραςία) του 

ιδιότθτεσ, κακϊσ και από τθ ωυςιολογικι κατάςταςθ των κυττάρων, όπωσ αυτι διαμορωϊνεται από 

τθν προϊςτορία του (τα περιβάλλοντα ςτα οποία ζχει υπάρξει). Απότομεσ αλλαγζσ των 

περιβαλλοντικϊν παραμζτρων ενδζχεται να επάγουν τθ λεγόμενθ ενδιάμεςθ ωάςθ προςαρμογισ 

(Swinnen et al., 2005), θ διάρκεια τθσ οποίασ εξαρτάται από το μζγεκοσ και τθν κατεφκυνςθ των 

μεταβολϊν. Κατά τθ μοντελοποίθςθ τθσ ανάπτυξθσ υπό δυναμικζσ ςυνκικεσ, γίνεται ςυνικωσ θ 

υπόκεςθ ότι θ ταχφτθτα ανάπτυξθσ των κυττάρων προςαρμόηεται ςτιγμιαία ςτισ απότομεσ αλλαγζσ 

κερμοκραςίασ, τθ ςτιγμι που υπάρχουν ενδείξεισ για τθν επαγωγι μιασ ςφντομθσ ωάςθσ 

προςαρμογισ πριν τθν ςυνζχιςθ τθσ ανάπτυξθσ (Alavi et al., 1999, Baranyi και Roberts, 1994, 

Mitchell et al., 1994, Mitchell et al., 1995). Θ ποςοτικοποίθςθ τθσ επίδραςθσ των κερμοκραςιακϊν 

μεταβολϊν ςτθν ωάςθ προςαρμογισ των βακτθρίων ζχει μελετθκεί εκτενζςτερα (Zwietering et al., 

1994, Augustin et al., 2002, Whiting και Bagi, 2002, Mellefont και Ross, 2003, Swinnen et al., 2005, 

2006), ςε ςχζςθ με τθν αντίςτοιχθ επίδραςθ των οςμωτικϊν μεταβολϊν (Mellefont et al., 2003, 

2004, 2005), ενϊ υπάρχει ζλλειψθ πλθροωοριϊν ςχετικά με τισ μεταβολζσ του pH. Μελζτεσ 

υποδεικνφουν ότι προθγοφμενθ επϊαςθ τθσ L. monocytogenes ςτουσ 4oC ζχει ςαν αποτζλεςμα 

ταχφτερο ρυκμό ανάπτυξθσ ςτουσ 7oC, από αυτό που κα είχε με προθγοφμενθ επϊαςθ ςτουσ 7oC 

(Membré et al., 1998). Επομζνωσ, παρατθρείται αβεβαιότθτα ςχετικά με τον ρόλο των 

προθγοφμενων περιβαλλοντικϊν ςυνκθκϊν, δθλαδι τθσ επίδραςθσ τθσ προϊςτορίασ ενόσ εμβολίου 

ςτθν μετζπειτα ανάπτυξθ του μικροοργανιςμοφ. 

Θ πλζον χρθςιμοποιοφμενθ προςζγγιςθ για τθν ποςοτικοποίθςθ τθσ επίδραςθσ των ξαωνικϊν 

μεταβολϊν του περιβάλλοντοσ ςτθ ωάςθ προςαρμογισ των βακτθρίων βαςίηεται ςτο ποςό τθσ 

προςπάκειασ ι ¨δουλειάσ¨, τθν οποία πρζπει να καταβάλουν τα κφτταρα για να ειςζλκουν ςε ωάςθ 

πολλαπλαςιαςμοφ (Qo) και τον ρυκμό που αυτι θ ¨δουλειά¨ πραγματοποιείται (work to be done, ho, 



132 

 

Robinson et al., 1998, Mellefont et al., 2003). φμωωνα με τθν ςυγκεκριμζνθ προςζγγιςθ, αν οι 

μεταβολζσ ςτο περιβάλλον δεν κζτουν επιπλζον προςπάκεια για προςαρμογι, τότε το αντίςτροωο 

του χρόνου προςαρμογισ (ο λεγόμενοσ ρυκμόσ προςαρμογισ ν, Mellefont και Ross, 2003) και ο 

ρυκμόσ ανάπτυξθσ κα πρζπει να ακολουκοφν τθν ίδια κλίςθ, ςε ςυνάρτθςθ με τθ μεταβολι και ωσ 

εκ τοφτου να ςχετίηονται γραμμικά. Αυτό μπορεί αλθκεφει για οριςμζνεσ κερμοκραςιακζσ 

μεταβολζσ μικροφ μεγζκουσ (τθσ τάξθσ των 3-5°C), οι οποίεσ πραγματοποιοφνται μακριά από τα 

όρια ανάπτυξθσ των μικροοργανιςμϊν. Εντοφτοισ, θ γραμμικότθτα χάνεται όταν θ καταπόνθςθ που 

επιβάλλεται από τθν μεταβολι είναι τόςο μεγάλθ που τα βακτιρια αδυνατοφν να προςαρμοςτοφν 

ςτισ νζεσ ςυνκικεσ μόνο με τουσ μθχανιςμοφσ ομοιόςταςθσ και επομζνωσ απαιτείται πρόςκετθ 

προςπάκεια. Ανάγκθ για επιπλζον ζργο εκ μζρουσ των κυττάρων ςυναντάται ςυνικωσ ςτισ όξινεσ 

και ωςμωτικζσ μεταβολζσ, οι οποίεσ κεωροφνται δριμφτερεσ καταπονιςεισ από τισ κερμοκραςιακζσ 

(Robinson et al., 1998, Shabala et al., 2008), ι ςε μεταβολζσ που λαμβάνουν χϊρα κοντά ςτα όρια 

ανάπτυξθσ των μικροοργανιςμϊν. Όςον αωορά το τελευταίο, ςε πειράματα με τον Lactobacillus 

plantarum, ο χρόνοσ προςαρμογισ (lag ι λ) υπολογίςτθκε με ακρίβεια μετά από κερμοκραςιακζσ 

αυξιςεισ (upshifts), ενϊ ςε αντίςτοιχεσ μειϊςεισ (downshifts) τθσ κερμοκραςίασ που 

πραγματοποιοφνταν κοντά ςτα όρια ανάπτυξθσ παρουςιάςτθκαν ςθμαντικζσ παρεκκλίςεισ, γεγονόσ 

που δυςκόλευςε τθν πρόβλεψθ τθσ ανάπτυξθσ του μικροοργανιςμοφ (Zwietering et al., 1994). 

Θ ςυμπεριωορά των βακτθρίων ςτισ δυναμικζσ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ ποικίλει ανάλογα 

με το γζνοσ, τθν κυτταρικι δομι κ.α. Για παράδειγμα, ο χρόνοσ προςαρμογισ των αρνθτικϊν κατά 

Gram Escherichia coli και Salmonella αυξάνονταν μθ-γραμμικά, κακϊσ οι ωςμωτικζσ ςυνκικεσ 

γινόντουςαν λιγότερο ευνοϊκζσ για τθν ανάπτυξθ των βακτθρίων, γεγονόσ που υποδθλϊνει τθν 

ανάγκθ για επιπλζον προςπάκεια προςαρμογισ τουσ μετά τισ μεταβολζσ. Αντικζτωσ, τα κετικά κατά 

Gram βακτιρια κεωροφνται περιςςότερο ανκεκτικά ςτθν ωςμωτικι καταπόνθςθ, ςε ςχζςθ με τα 

Gram αρνθτικά, εξαιτίασ των ζμωυτων μθχανιςμϊν τθσ ενδοκυτταρικισ πίεςθσ (Mellefont et al., 

2003). ε κάκε περίπτωςθ, τα αποτελζςματα των προαναωερκζντων ερευνϊν περιορίηονται ςε 

παρατθριςεισ περιβαλλοντικϊν μεταβολϊν εντόσ των ορίων ανάπτυξθσ των μικροοργανιςμϊν.  

Άλλθ μία ςθμαντικι υπόκεςθ ςτθν μοντελοποίθςθ τθσ ανάπτυξθσ των μικροοργανιςμϊν είναι 

το κατά πόςο περιβαλλοντικζσ μεταβολζσ εκατζρωκεν των ορίων αφξθςισ τουσ, επάγουν επιπλζον 

προςπάκεια προςαρμογισ των κυττάρων, ςε ςφγκριςθ με μεταβολζσ εντόσ των ορίων ανάπτυξθσ, ι 

αντικζτωσ δρουν βοθκθτικά ςτα κφτταρα επιτρζποντάσ τουσ να προςαρμοςτοφν ςτισ δυςμενείσ 

ςυνκικεσ, διευκολφνοντασ ζτςι τθν μετζπειτα αφξθςι τουσ. Οι Mitchell et al. (1995) υποςτιριξαν ότι 

παρατεταμζνθ ζκκεςθ ςε κερμοκραςίεσ μθ ευνοϊκζσ για τθν ανάπτυξθ του Salmonella, μπορεί να 

επθρεάςει τθν επακόλουκθ ανάπτυξθ του βακτθρίου ςτισ κερμοκραςίεσ. Εντοφτοισ, αν και είναι 

γνωςτό ότι μεταβολζσ τθσ ενεργότθτασ φδατοσ προσ πιο δυςμενείσ ςυνκικεσ επάγουν επιπλζον 



 

 

133 

ζργο προςαρμογισ (Mellefont et al., 2003, 2004, 2005, Mellefont και Ross, 2003) ςτα κφτταρα, δεν 

υπάρχουν πλθροωορίεσ για τθν ανάπτυξθ υπό δυναμικζσ ςυνκικεσ pH ι για ωςμωτικζσ και όξινεσ 

μεταβολζσ διαμζςου των ορίων ανάπτυξθσ. Σζτοιου είδουσ γνϊςθ είναι ςθμαντικι για τθν ανάπτυξθ 

και τθν βελτιςτοποίθςθ των μακθματικϊν μοντζλων ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes, λόγω τθσ 

ευρείασ παρουςίασ του ςτθ ωφςθ, και τθσ πικανισ ζκκεςισ του ςε ςυνκικεσ που είτε ευνοοφν ι 

περιορίηουν τθν αφξθςι του, όπωσ ςε προϊόντα με χαμθλό pH ι/και χαμθλι ενεργότθτα φδατοσ 

(aw), ι κατά τθ διάρκεια τθσ ηφμωςθσ και τθσ ωρίμαςθσ αλλαντικϊν ι τυροκομικϊν προϊόντων. 

φμωωνα με τα παραπάνω, οι ςτόχοι τθσ παροφςασ μελζτθσ ιταν θ εκτίμθςθ τθσ ανάπτυξθσ 

τθσ L. monocytogenes κάτω από: (i) περιβαλλοντικζσ μεταβολζσ μζςα ςτο εφροσ του pH και τθσ aw 

που επιτρζπουν τθν ανάπτυξθ του βακτθρίου, (ii) μεταβολζσ από βζλτιςτεσ ςυνκικεσ aw (0.995) ι 

pH (7.2) ςε ςυνκικεσ μθ ανάπτυξθσ (12.5% NaCl ι pH 4.9), παρατεταμζνθ ζκκεςθ ςε αυτζσ για 1, 5 ι 

10 θμζρεσ και ςτθ ςυνζχεια μεταωορά ςε ςυνκικεσ ανάπτυξθσ και τζλοσ, θ ανάπτυξθ ενόσ 

μακθματικοφ μοντζλου, το οποίο να περιλαμβάνει τθν επίδραςθ των παραπάνω μεταβολϊν.  



134 

 

5.2. Τλικά και μζκοδοι 

 

5.2.1. Πειραματικόσ ςχεδιαςμόσ 

Για τουσ ςκοποφσ τθσ μελζτθσ πραγματοποιικθκε ζνα ςφνολο πειραμάτων από 82 

περιπτϊςεισ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes ςε TSBYE με διαωορετικζσ ςυςτάςεισ οξφτθτασ και 

αλατότθτασ. Εξετάςτθκαν 6 τιμζσ pH: 7.2, 6.0, 5.8, 5.5, 5.3 και 5.1 (ςε aw: 0,995), και 4 τιμζσ aw: 

0.995, 0.97, 0.95 και 0.93 (ςε pH: 7,2). υγκεκριμζνα, πραγματοποιικθκαν μεταωορζσ από 

περιβάλλοντα με τισ 6 αρχικζσ τιμζσ pH ςε όλεσ τισ 6 ίδιεσ τιμζσ (ςφνολο 36 αλλαγζσ pH), όπωσ 

επίςθσ μεταωορζσ από τισ 4 αρχικζσ τιμζσ aw ςε όλεσ ςτισ 4 ίδιεσ τιμζσ (ςφνολο 16 αλλαγζσ aw). Με 

αυτόν τον τρόπο μελετικθκε θ ςυμπεριωορά του πακογόνου κατά τθν μεταωορά του ςε 

περιςςότερο δυςμενείσ ςυνκικεσ (χαμθλότερα pH ι aw, downshifts), ςε πιο ευνοϊκζσ ςυνκικεσ  (pH 

και aw, upshifts), και τζλοσ ςε ςυνκικεσ ίδιεσ με αυτζσ που προχπιρχαν (χ. 5.1.α). Οι μεταωορζσ 

πραγματοποιικθκαν όταν τα κφτταρα βριςκόντουςαν ςε μία κατάςταςθ μεταξφ του τζλουσ τθσ 

εκκετικισ ωάςθ και τθσ αρχισ τθσ ςτατικισ ωάςθσ (ζπειτα από προκαταρτικι τυποποίθςθσ τθσ 

διαδικαςίασ ανάπτυξθσ του πακογόνου ςτισ ςυνκικεσ που μελετικθκαν), με δεδομζνθ τθν 

επίδραςθ που ζχουν οι δφο διαωορετικζσ ωάςεισ ςτθν μετζπειτα ωάςθ προςαρμογισ του 

πακογόνου ςε νζο περιβάλλον (Whiting και Bagi, 2002). ε πολλζσ περιπτϊςεισ ςτθν ωφςθ, ςε ζνα 

τρόωιμο ι ςτο περιβάλλον μιασ βιομθχανίασ θ L. monocytogenes καλείται να επιβιϊςει ςε ςυνκικεσ 

υποκανάτιασ καταπόνθςθσ επί μακρόν, προτοφ βρεκεί ξανά ςε ζνα ευνοϊκό για τθν αφξθςι του 

περιβάλλον. ε μία προςπάκεια μελζτθσ τθσ ςυμπεριωοράσ του μικροοργανιςμοφ μετά από μια 

τζτοια πορεία, πραγματοποιικθκαν πειράματα εξοικείωςισ (habituation) του ςε ςυνκικεσ μθ 

ανάπτυξθσ, για διαωορετικά χρονικά διαςτιματα και ςτθ ςυνζχεια μεταωορά των κυττάρων ςε όλεσ 

τισ εξεταηόμενεσ ςυνκικεσ ανάπτυξθσ. υγκεκριμζνα, ζγινε μεταωορά κυττάρων από τισ άριςτεσ 

ςυνκικεσ του μζςου καλλιζργειασ aw (0.995) και pH (7.2) ςε ςυνκικεσ μθ ανάπτυξθσ (παρατεταμζνθ 

επιβίωςθ, pH 4.9 ι aw 0.90), ςτισ οποίεσ παρζμειναν για περίοδο 1, 5 ι 10 θμερϊν ςτουσ 10°C και 

μεταωζρκθκαν οι μεν περιπτϊςεισ pH ςτισ 6 εξεταηόμενεσ τιμζσ pH ανάπτυξθσ, οι δε περιπτϊςεισ aw 

ςτισ 4 εξεταηόμενεσ τιμζσ aw ανάπτυξθσ (χ. 5.1.α). Οι διαωορετικζσ θμζρεσ τθσ παραμονισ ςε 

ςυνκικεσ μθ ανάπτυξθσ επιλζχκθκαν με ςκοπό τθν μελζτθ τθσ επίδραςθσ το χρόνου παραμονισ τθσ 

L. monocytogenes ςε δυςμενείσ ςυνκικεσ ςτθν προςαρμοςτικότθτά του και τθν κινθτικι του ςε 

επόμενα περιβάλλοντα. Όπωσ αναωζρκθκε ανωτζρω, θ επιλογι των μεταβολϊν ζγινε με ςκοπό τθν 

προςομοίωςθ μιασ πικανισ διαςταυροφμενθσ επιμόλυνςθσ μεταξφ προϊόντων με ωυςικοχθμικζσ 

ιδιότθτεσ που δεν επιτρζπουν τον πολλαπλαςιαςμό του πακογόνου (π.χ. τυριά) ςε προϊόντα με 

άριςτεσ ι ευνοϊκζσ ςυνκικεσ (π.χ γάλα, ενδιάμεςα προϊόντα). Θ ςυντιρθςθ των κρεπτικϊν 

υποςτρωμάτων πραγματοποιικθκε ςε κάκε περίπτωςθ ςτουσ 10°C, ςε υψθλισ ακρίβειασ (±0.5oC) 
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επωαςτικοφσ καλάμουσ. Θ επιλογι των 10°C ςαν κερμοκραςία επϊαςθσ ζγινε για να διαςωαλιςτεί 

θ ανάπτυξθ του πακογόνου ςε μεγαλφτερο εφροσ ςυνκθκϊν pH και aw (ςε ςχζςθ με τουσ 4°C) και με 

αυτόν τον τρόπο να εξαχκοφν περιςςότερο λεπτομερι ςτοιχεία για τθν επίδραςθ των μεταβολϊν 

οξφτθτασ και αλατότθτασ ςτθν ανάπτυξθ του βακτθρίου. Επιπλζον, οι 10°C αποτελοφν μια μζςθ 

κερμοκραςία ςτουσ χϊρουσ παραγωγισ και ωρίμαςθσ των τυροκομικϊν προϊόντων.  
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χιμα 5.1. χθματικι απεικόνιςθ του πειραματικοφ ςχεδιαςμοφ (α) και τθσ πειραματικισ διαδικαςίασ (β). Σα 

βζλθ ςτο ςχιμα α δείχνουν τισ μεταβολζσ ςε όλεσ τισ 6 τιμζσ pH ι τισ 4 τιμζσ aw, που αναωζρονται κάκετα, θ 

διαδικαςία των οποίων περιγράωεται ςτο ςχιμα β και ακολουκεί επϊαςθ ςτουσ 10°C. Οι περιπτϊςεισ 

αριςτερά των τιμϊν ςτο κάκετο παραλλθλόγραμμο αντιπροςωπεφουν μεταβολζσ μεταξφ των ςυνκθκϊν 

ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes, ενϊ οι περιπτϊςεισ ςτα δεξιά αντιπροςωπεφουν τθν παρατεταμζνθ ζκκεςθ 

του πακογόνου ςε ςυνκικεσ μθ ανάπτυξθσ (pH 4.9 ι aw 0.90) για 1, 5 και 10 θμζρεσ και τθν μεταωορά του ςε 

ςυνκικεσ ανάπτυξθσ, όπωσ απεικονίηεται ςτο γράωθμα.  
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Σα αποτελζςματα τθσ μελζτθσ αποτζλεςαν τθν βάςθ για τθν ανάπτυξθ ενόσ τροποποιθμζνου 

πρωτογενοφσ μοντζλου Baranyi κι ενόσ δευτερογενοφσ μοντζλου κεμελιωδϊν παραμζτρων, τα 

οποία ςυμπεριελάμβαναν τθν επίδραςθ τθσ μεταωοράσ του πακογόνου μεταξφ τιμϊν pH και aw 

ανάπτυξθσ ι από τιμζσ μθ ανάπτυξθσ ςε τιμζσ ανάπτυξθσ, ςτθν ωυςιολογικι κατάςταςθ των 

κυττάρων του (Q). H επικφρωςθ του δευτερογενοφσ μοντζλου πραγματοποιικθκε ςε ωρζςκο 

παςτεριωμζνο γάλα ςτουσ 10oC κάτω από δυναμικζσ ςυνκικεσ οξφτθτασ και αλατότθτασ.  

 

5.2.2. Επιλογι ςτελεχϊν και προετοιμαςία του εμβολίου  

Σο ςφνολο τθσ παροφςασ μελζτθσ πραγματοποιικθκε με τθ χριςθ του ςτελζχουσ L. 

monocytogenes C5 (ορότυποσ 4b) απομονωμζνο από περιβάλλον τυροκομείου, μετά από χρόνια 

επιβίωςθ (10 ετϊν). Σο ςτζλεχοσ επιλζχκθκε μετά από προκαταρτικά πειράματα ανάμεςα ςε 

διάωορα ςτελζχθ (απομονωμζνα από τυροκομικά προϊόντα, εξοπλιςμό τυροκομείου και επιδθμικό), 

ςτισ ςυνκικεσ pH και αλατότθτασ τθσ κφριασ μελζτθσ και αωοφ επζδειξε ςυγκεκριμζνα 

χαρακτθριςτικά (υψθλότερο ρυκμό ανάπτυξθσ και μικρότερθ ωάςθ προςαρμογισ). Σο ςτζλεχοσ 

παρζμενε αποκθκευμζνο ςτουσ -22oC ςε υγρό κρεπτικό υπόςτρωμα TSBYE παρουςία 20% 

γλυκερόλθσ (Glycerine 4810, Βζλγιο). Για τθν ενεργοποίθςι τθσ καλλιζργειασ 0.1 ml από τθν 

αποκθκευμζνθ καλλιζργεια μεταωζρκθκαν ςε 10 ml TSBYE και επωάςτθκαν ςτουσ  37oC για 24 

ϊρεσ. Σο εμβόλιο εργαςίασ προετοιμάςτθκε με επϊαςθ  0.1 ml τθσ προθγοφμενθσ καλλιζργειασ ςε 

10 ml TSBYE ςτουσ 37oC για 16 ϊρεσ, διάρκεια ςτθν οποία ολοκλθρϊνεται θ εκκετικι ωάςθ (108-9 

CFU/ml). Ακολοφκθςε διπλι ζκλυςθ του εμβολίου με ωυγοκζντρθςθ (3600 x g for 15 min at 4C; 

Heraeus Instruments Megafuge 1.0 R) και επανεϊρθςθ ςε 10 ml MRD. Ο βακτθριακόσ πλθκυςμόσ 

του τελευταίου αιωριματοσ, ο οποίοσ είχε προςδιοριςτεί μετά από πολλαπλζσ ανεξάρτθτεσ 

μετριςεισ ςτα  109 CFU/ml, αραιϊκθκε διαδοχικά μζχρι τα 104 CFU/ml, ϊςτε να χρθςιμοποιθκεί ςαν 

το αρχικό εμβόλιο.  

 

5.2.3. Προετοιμαςία υποςτρωμάτων 

το ςφνολο των πειραμάτων χρθςιμοποιικθκε TSBYE ςτθν εμπορικι του ςφςταςθ (με 

γλυκόηθ), με τθν παραδοχι ότι ενδεχόμενθ οξεοανκεκτικότθτα εξαιτίασ τθσ μικρισ ποςότθτασ 

γλυκόηθσ που περιείχε 0.25%, δεν κα επιδροφςε ςθμαντικά ςτθν ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes. 

Για τθν επίτευξθ των ηθτοφμενων τιμϊν pH του υποςτρϊματοσ χρθςιμοποιικθκε ο μικρότεροσ 

δυνατόσ όγκοσ ςυμπυκνωμζνου γαλακτικοφ οξζοσ 85% w/w (Sigma-Aldrich Ltd., Greece), και εωόςον 

κρίνονταν απαραίτθτο κλάςματα του ml από 10N NaOH (Sodium Hydroxide pellets, Panreac, 

Ιςπανία). Ο μζγιςτοσ όγκοσ ςυμπυκνωμζνου γαλακτικοφ οξζοσ που χρειάςτθκε για τθν επίτευξθ τθσ 

χαμθλότερθσ τιμισ pH (4.9) ςε 100 ml εμπορικοφ TSBYE (αρχικό pH 7.2) ςφμωωνα με τισ υποδείξεισ 
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του καταςκευαςτι, ςε ωιάλεσ Duran (Duran Group GmbH, Γερμανία) των 250 ml, ιταν 0.6 ml. Για τα 

υποςτρϊματα με τροποποιθμζνο aw, πραγματοποιικθκε προςκικθ 0, 4.5, 7.5, 10 και 12 g NaCl ςε 

100 ml TSBYE (περιεκτικότθτα ςε NaCl 0.5%), ςε ωιάλεσ Duran των 250 ml. Επομζνωσ, θ τελικι 

ςυγκζντρωςθ του άλατοσ ςτα υποςτρϊματα ιταν 0.5, 5, 8, 10.5 και 12.5%. Οι τιμζσ pH και 

ενεργότθτασ φδατοσ όλων των υποςτρωμάτων μετρικθκαν μετά τθν αποςτείρωςθ με θλεκτρόδιο 

pH (pH 691, Metrohm, Zofingen, Ελβετία) και ενεργόμετρο (HygroLab, Rotronic, Bassersdorf, 

Ελβετία), αντίςτοιχα. Δφο ηεφγθ από τθν κάκε περίπτωςθ παραςκευάςτθκαν για τθ διεξαγωγι δφο 

ανεξάρτθτων πειραμάτων. 

 

5.2.4. Ενοφκαλμιςμόσ υποςτρωμάτων  

Όλα τα παραςκευαςμζνα υποςτρϊματα (TSBYE, Κεω. 5.2.3.) ενοωκαλμίςτθκαν με 102-3 

κφτταρα/ml τθσ L. monocytogenes C5 από το τζλοσ τθσ εκκετικισ τθσ ωάςθσ και επωάςτθκαν ςτουσ 

10oC. Ο προςδιοριςμόσ του πλθκυςμοφ των κυττάρων τθσ L. monocytogenes πραγματοποιικθκε ςε 

τρυβλία TSAYE, με τθ βοικεια του οργάνου επιωανειακισ ςπειροειδοφσ εξάπλωςθσ Spiral plater 

(Bio) και μετζπειτα επϊαςθ ςτουσ 37oC για 24 ϊρεσ. Όταν το πακογόνο βριςκόταν ανάμεςα ςτο 

τζλοσ τθσ εκκετικισ και τθν αρχι τθσ ςτατικισ ωάςθσ (περίπου 8-9 log CFU/ml) ςε κάκε μία από τισ 

εξεταηόμενεσ περιπτϊςεισ, ποςότθτα 1 ml, ζπειτα από δεκαδικι αραίωςθ ςε MRD, μεταωερόταν ςε 

όλεσ τισ υπόλοιπεσ ςυνκικεσ ανάπτυξθσ pH (5.1-7.0, 36 περιπτϊςεισ) και aw (0.93-0.995, 16 

περιπτϊςεισ), ζτςι ϊςτε το αρχικό επίπεδο τθσ L. monocytogenes ςτα νζα υποςτρϊματα να είναι 

περί τα 102 CFU/ml (χιμα 5.1.β). Οι δφο παράγοντεσ μελετικθκαν ανεξάρτθτα ο ζνασ από τον 

άλλο. Επιπλζον, κφτταρα τθσ L. monocytogenes που είχαν παραμείνει για 1, 5 ι 10 θμζρεσ ςτουσ 

10oC ςε περιοριςτικζσ ςυνκικεσ ανάπτυξθσ- pH 4.9 (aw 0.995) ι αλατότθτα 12.5% (pH 7.2) ςε 

επίπεδο 104 CFU/ml (ςτο ςφνολο των θμερϊν), μεταωζρκθκαν ςε όλεσ τισ εξεταηόμενεσ ςυνκικεσ 

ανάπτυξθσ. Οι αναλφςεισ για τον προςδιοριςμό του πλθκυςμοφ του πακογόνου 

πραγματοποιοφνταν ανά ςυγκεκριμζνα χρονικά διαςτιματα (από 6 ϊρεσ ζωσ και 3 θμζρεσ), τα 

οποία εξαρτιόνταν από τθν αναμενόμενθ ταχφτθτα ανάπτυξθσ και διάρκεια προςαρμογισ του 

βακτθρίου ςε κάκε ςυνκικθ.   

 

5.2.5. Προςαρμογι των καμπυλϊν ανάπτυξθσ  

Σα πειραματικά δεδομζνα από τισ μετριςεισ των αποικιϊν του μικροοργανιςμοφ 

μετατράπθκαν ςε τιμζσ log10. Σα λογαρικμικά δεδομζνα προςαρμόςτθκαν ςτο μοντζλο Baranyi με τθ 

βοικεια του προγράμματοσ DMFit 2.1 (Baranyi και Roberts, 1994), για τον υπολογιςμό του μζγιςτου 

ειδικοφ ρυκμοφ ανάπτυξθσ max (ϊρεσ-1), και τθσ αδιάςτατθσ παραμζτρου ho που αντιπροςωπεφει το 

ζργο προςαρμογισ “work-to-be-done” των κυττάρων πριν ειςζλκουν ςτθν εκκετικι ωάςθ 



138 

 

ανάπτυξθσ (Robinson et al., 1998), το οποίο είναι επίςθσ ανάλογο του ςχετικοφ χρόνου 

προςαρμογισ (RLT: Mellefont et al., 2003, Mellefont και Ross, 2003). Οι τιμζσ του μmax, του χρόνου 

προςαρμογισ και του ho υποβλικθκαν ςτθ ςυνζχεια ςε ανάλυςθ διακφμανςθσ (one-way analysis of 

variance) και οι διαωορζσ των ελαχίςτων τετραγϊνων εκτιμικθκαν με το τεςτ Tukey ςε επίπεδο 

ςθμαντικότθτασ a = 0.05.  

 

5.2.6. Ανάπτυξθ του τροποποιθμζνου πρωτογενοφσ μοντζλου Baranyi 

Σα αποτελζςματα τθσ παροφςασ μελζτθσ αποτζλεςαν τθν κεωρθτικι βάςθ για τθν ανάπτυξθ 

ενόσ τροποποιθμζνου πρωτογενοφσ μοντζλου Baranyi, ςτο οποίο ςυμπεριλαμβάνεται θ επίδραςθ 

τθσ μεταωοράσ του πακογόνου μεταξφ τιμϊν pH και aw ανάπτυξθσ ι από τιμζσ μθ ανάπτυξθσ ςε 

τιμζσ ανάπτυξθσ, ςτθν ωυςιολογικι κατάςταςθ των κυττάρων του (Q). Σο μοντζλο βαςίςτθκε ςτο 

κλαςςικό πρωτογενζσ μοντζλο των Baranyi και Roberts (1994), ςτο οποίο τροποποιικθκε θ 

ποςοτικοποίθςθ τθσ ωυςιολογικισ κατάςταςθσ των κυττάρων (Qο) ςε Qs (s: shifts, μεταβολζσ), ϊςτε 

να περιλαμβάνει το επιπλζον ζργο, το οποίο ενδζχεται να επάγεται ςτα κφτταρα από τισ 

περιβαλλοντικζσ μεταβολζσ, ςφμωωνα με τθν εξίςωςθ (1): 

                                                                                  (1) 

ςτθν οποία, το Qs εκωράηεται ςαν ςυνάρτθςθ του hs. τθν κλαςςικι εξίςωςθ το Qo εξαρτάται από το 

ho (ho=ν *lag), με τθν παραδοχι ότι θ ταχφτθτα προςαρμογισ (ν) ζχει γραμμικι ςχζςθ με τον μζγιςτο 

ειδικό ρυκμό ανάπτυξθσ (ν=μmax). τθν Εξίςωςθ 1 το hs είναι το ποςό του ζργου που απαιτείται πριν 

τθν ανάπτυξθ ςτο νζο περιβάλλον, για τισ μεταωορζσ που πραγματοποιικθκαν μεταξφ των ορίων 

ανάπτυξθσ, ενϊ για τισ αντίςτοιχεσ μεταωορζσ εκατζρωκεν των ορίων ανάπτυξθσ αντιπροςωπεφει 

το ποςό που ςυνεχίηει να απαιτείται από τα κφτταρα μετά τθν μεταωορά τουσ από ζνα περιβάλλον 

ιπιασ καταπόνθςθσ ςε ςυνκικεσ ανάπτυξθσ.   

Θ ποςοτικοποίθςθ του hs ζγινε ανά περίπτωςθ, με βάςθ τα αποτελζςματα τθσ μελζτθσ. 

υγκεκριμζνα, παρατθρικθκε ότι όξινεσ και οςμωτικζσ μεταβολζσ προσ περιςςότερο ευνοϊκζσ 

ςυνκικεσ (Δaw>0 ι ΔpH>0) δεν ειςιγαγαν ενδιάμεςθ ωάςθ προςαρμογισ. Επομζνωσ, πρόςκετο 

ζργο προςαρμογισ για τισ μεταβολζσ εντόσ των ορίων ανάπτυξθσ κεωρικθκε ότι εμωανίηεται μόνο 

ςε μεταβολζσ προσ δριμφτερεσ ςυνκικεσ (Δaw, ΔpH<0). Ιδιαίτερα ςτισ όξινεσ μεταβολζσ το hs ωάνθκε 

ότι αυξάνεται ςθμαντικά ςε μεταωορζσ κοντά ςτθν διεπιωάνεια ανάπτυξθσ/μθ ανάπτυξθσ (pH 5.1). 

τισ περιπτϊςεισ αυτζσ, το ζργο δίνεται από τισ παρακάτω εξιςϊςεισ για τθν ενεργότθτα φδατοσ (2) 

και το pH (3), αντίςτοιχα: 
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                                (2)     

και                                                                             (3)        

όπου                             

 
και

 

ςτισ οποίεσ, το Δaw είναι θ μεταβολι τθσ ενεργότθτασ φδατοσ, το aw f είναι θ ενεργότθτα φδατοσ μετά 

τθν μεταβολι, το f είναι γραμμικι ςυνάρτθςθ του Δaw, θ οποία εκτίνεται με όρουσ αλλθλεπίδραςθσ, 

ενϊ για το pH, το ΔpH είναι θ διαωορά του τελικοφ pHf μείον το αρχικό pHi του υποςτρϊματοσ, pHmin 

είναι ελάχιςτθ κεωρθτικι τιμι pH, ςτθν οποία μπορεί ο μικροοργανιςμόσ να αυξθκεί και f είναι μια 

δευτερογενισ πολυωνυμικι ςυνάρτθςθ (Le Marc et al., 2010).  

Για τθν ποςοτικοποίθςθ του ζργου προςαρμογισ από τισ μεταβολζσ εκατζρωκεν των ορίων 

ανάπτυξθσ, ζγιναν οι παρακάτω παραδοχζσ: i) θ μεταβολι από ςυνκικεσ ανάπτυξθσ ςε ςυνκικεσ μθ 

ανάπτυξθσ (pH 4.9 ι 12,5% NaCl) εκωράςτθκε από τον όρο Q1 αντί του κλαςςικοφ όρου Q ςτο 

πρωτογενζσ μοντζλο Baranyi, ii) ανάλογα με τισ ςυνκικεσ ςτισ οποίεσ εκτίκεται ο πακογόνοσ ςε 

ςυνκικεσ μθ ανάπτυξθσ αλλάηει θ ταχφτθτα προςαρμογισ του, θ οποία εκ των πραγμάτων δεν 

ιςοφται με το μζγιςτο ειδικό ρυκμό ανάπτυξθσ, που ςτισ ςυνκικεσ αυτζσ είναι μθδζν. Επομζνωσ, 

είτε τα κφτταρα πραγματοποιοφν κάποιο από το ζργο προςαρμογισ ςτισ ςυνκικεσ μθ ανάπτυξθσ 

(v>0), και αυξάνονται γρθγορότερα ςτθ ςυνζχεια, είτε καταπονοφνται ςθμαντικά (v<0) και 

κακυςτερείται θ αφξθςι τουσ ςτο νζο περιβάλλον. Θ τελευταία υπόκεςθ περιγράωεται από τθν 

εξίςωςθ (4): 

                                                                                   (4)   

iii) το ζργο προςαρμογισ εξαρτάται και από τισ καινοφριεσ ςυνκικεσ ανάπτυξθσ, κακϊσ όςο πιο 

κοντά βρίςκονται ςτθν διεπιωάνεια ανάπτυξθσ τόςο περιςςότερο ζργο προςαρμογισ απαιτείται 

από τα κφτταρα. Θ ςυγκεκριμζνθ παραδοχι εκωράηεται ςτισ αντίςτοιχεσ εξιςϊςεισ για τα aw (5) και 

pH(6): 

                                                             (5)  

                                (6) 

όπου βaw και βpH είναι παράμετροι, τα aw και pH είναι τα επίπεδα μετά τθν μεταβολι και awmin και 

pHmin είναι οι ελάχιςτεσ τιμζσ ςτισ οποίεσ μπορεί να πραγματοποιθκεί ανάπτυξθ του πακογόνου. Θ 
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τελευταία παραδοχι είναι ότι το ςυνολικό ζργο προςαρμογισ είναι το άκροιςμα του 

ανολοκλιρωτου ζργου προςαρμογισ ακριβϊσ πριν τθν μεταβολι (hbs, bs:before shift) με το ζργο 

που απαιτείται ςτο νζο περιβάλλον (h2) και περιγράωεται από τισ παραπάνω εξιςϊςεισ (hs= hbs+h2,  

Εξίςωςθ 7, Munoz-Cuervas et al., 2010, Le Marc et al., 2010). τθ ςυνζχεια, από το ςυνολικό ζργο 

προςαρμογισ (hs) υπολογίηεται και το Qs (τροποποιθμζνο από το Q του κλαςςικοφ μοντζλου), με 

βάςθ τθν Εξ. 1. Μια περίλθψθ τθσ περιγραωισ τθσ κεωρθτικισ βάςθσ για τισ τροποποιιςεισ που 

πραγματοποιικθκαν ωαίνεται ςτο χιμα 5.2. 

Ο υπολογιςμόσ του μζγιςτου ειδικοφ ρυκμοφ ανάπτυξθσ (μmax) τθσ L. monocytogenes ςτο νζο 

περιβάλλον πραγματοποιικθκε με τθν χριςθ του δευτερογενοφσ μοντζλου κεμελιωδϊν 

παραμζτρων (Cardinal Parameters Model, CPM; Rosso et al., 1995), τροποποιθμζνου με προςκικθ 

του όρου ξ, όπωσ ζχει προτακεί από τουσ Le Marc et al. (2002) και τουσ Mejlholm και Dalgaard 

(2007), με ςκοπό τθν βελτίωςθ τθσ περιγραωισ των αλλθλεπιδράςεων μεταξφ των περιβαλλοντικϊν 

παραγόντων κοντά ςτα όρια ανάπτυξθσ.  Σο μοντζλο αναπαριςτάται ςτθν Εξίςωςθ (8): 

                              (8) 

όπου το μmaxref είναι ο μζγιςτοσ ειδικόσ ρυκμόσ ανάπτυξθσ ςτουσ 25oC, όταν οι υπόλοιπεσ ςυνκικεσ 

είναι άριςτεσ, οι όροι τ(10) (μεταςχθματιςμόσ από το τ(Σ), με δεδομζνο ότι ςτο πείραμα θ 

κερμοκραςία ιταν ςτακερι ςτουσ 10oC), γ(pH) και ρ(aw) χαρακτθρίηουν τθν επίδραςθ τθσ 

κερμοκραςίασ, του pH και τθσ ενεργότθτασ φδατοσ, αντίςτοιχα και υπολογίηονται από εξιςϊςεισ 

που ζχουν προτακεί από τουσ Mejlholm και Dalgaard, (2007), όπωσ και ο όροσ αλλθλεπίδραςθσ ξ.  

Όλεσ οι καμπφλεσ που προζκυψαν, προςαρμόςτθκαν αρχικά ξεχωριςτά και ςτθν ςυνζχεια ςαν 

ςφνολο με τθν χριςθ των εξιςϊςεων 2 με 8 ςτο πρωτογενζσ μοντζλο Baranyi, με τθν βοικεια του 

προγράμματοσ DMFit 2.1, από το οποίο προζκυψαν τα μmax, lag, ymax, Q1, να, βaw, βpH, awmin και pHmin. 

Θ καλι ςυμωωνία μεταξφ των προβλζψεων και των παρατθριςεων εξετάςτθκε με τθν μζςθ 

απόλυτθ διαωορά (MAD) και τθν μζςθ τετραγωνικι ρίηα (RMSE).  

1. Αρχικι φυςιολογία

Qo= -ln(exp(ho)-1)

2. Ζργο που παράγεται ι 
καταναλϊνεται ςε ςυνκικεσ μθ 
αφξθςθσ

dQ/dt=ν, (ν>0 ι ν<0)

3. Ζργο προςαρμογισ ςε αφξθςθ

Hoas=hobf+a/(Δaw ι pH)m

4. Ρυκμόσ αφξθςθσ

dQ/dt=μmax, (ν=μmax)
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χιμα 5.2. Θεωρθτικι βάςθ τθσ τροποποίθςθσ του πρωτογενοφσ μοντζλου Baranyi. το ςχιμα περιγράωεται θ 

διαωοροποίθςθ τθσ ποςοτικοποίθςθσ τθσ ωυςιολογικισ κατάςταςθσ του κυττάρου (Q), ανάλογα με ςυνκικεσ 

του περιβάλλοντοσ. Με τθν διακεκομμζνθ γραμμι ςυμβολίηεται θ μεταβολι τθσ οξφτθτασ του μζςου από μία 

τιμι μθ ανάπτυξθσ (2) ςε τιμι ανάπτυξθσ (3).  

5.2.7. Επικφρωςθ του μοντζλου ςε γάλα 

Για τθν επικφρωςθ του τροποποιθμζνου πρωτογενοφσ μοντζλου Baranyi πραγματοποιικθκε 

ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes ςε γάλα ςτουσ 10oC κάτω από δυναμικζσ ςυνκικεσ οξφτθτασ και 

αλατότθτασ. Πιο αναλυτικά, πλιρεσ ωρζςκο παςτεριωμζνο γάλα του εμπορίου ενοωκαλμίςτθκε με 

102 κφτταρα/ml του πακογόνου και παρζμεινε ςε επωαςτικό κάλαμο ςτουσ 10oC. Θ ρφκμιςθ τθσ 

οξφτθτασ ι τθσ αλατότθτασ του γάλακτοσ πραγματοποιικθκε ςτθν αρχι ι κατά τθν διάρκεια τθσ 

πειραματικισ διαδικαςίασ με προςκικθ γαλακτικοφ οξζοσ ι NaCl, αντίςτοιχα. Για τθν αφξθςθ τθσ 

οξφτθτασ ι/και θ μείωςθ τθσ αλατότθτασ του μζςου, ωρζςκο μθ ενοωκαλμιςμζνο γάλα 

αναμειγνφονταν ςε αναλογία 50:50 με το ιδθ υπάρχον δείγμα. Θ μείωςθ του πλθκυςμοφ του 

μικροοργανιςμοφ κατά 0.5 logCFU/ml κεωρικθκε αμελθτζα. Σα προωίλ που επιλζχτθκαν 

αντικατόπτριηαν τισ ςυνκικεσ του αρχικοφ πειράματοσ με το εργαςτθριακό υπόςτρωμα. 

υγκεκριμζνα, ςτα δφο πρϊτα προωίλ (χ. 5.8α, β) πραγματοποιικθκαν μεταβολζσ τθσ αλατότθτασ 

μζςα ςτα όρια ανάπτυξθσ του βακτθρίου, ςτο προωίλ 3 (γ) ζγιναν μεταωορζσ μεταξφ 2.5%- 12.5% 

(aw 0.90, μθ ανάπτυξθ)- 6% NaCl, ενϊ ςτο προωίλ 4 (δ) οι μεταωορζσ πραγματοποιικθκαν μεταξφ 

των τιμϊν pH 6- 4.9 (μθ ανάπτυξθ)- 5.8. το τελευταίο προωίλ (5, ε) επιχειρικθκε θ ταυτόχρονθ ι θ 

διαδοχικι μεταβολι τθσ οξφτθτασ και τθσ αλατότθτασ του γάλατοσ πάντα ςτα όρια ανάπτυξθσ τθσ L. 

monocytogenes.  
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5.3 Αποτελζςματα και ςυηιτθςθ 

το περιβάλλον ενόσ τυροκομείου μεςαίασ κλίμακασ ςυνυπάρχουν αρχικά, ενδιάμεςα και 

τελικά προϊόντα, παραπροϊόντα τθσ παραγωγικισ διαδικαςίασ και απόβλθτα, ςυχνά ςτον ίδιο χϊρο 

(ψυγεία, παραγωγι, αποκικευςθ). Για παράδειγμα, ςε ζνα δωμάτιο-ψυγείο ενδζχεται να 

ςυνυπάρχουν παγολεκάνεσ με γάλα πριν και μετά τθν παςτερίωςθ, διαωορετικά τυριά (ωζτα, 

κεωαλογραβιζρα, μυηικρα) ςε διαωορετικά ςτάδια ωρίμαςθσ. Με λίγα λόγια, προϊόντα με 

διαωορετικζσ ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ που επιτρζπουν ι όχι τθν ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes, 

μεταξφ των οποίων δεν μπορεί να αποκλειςτεί θ πικανότατα μιασ διαςταυροφμενθσ επιμόλυνςθσ 

(Fox et al., 2009, Kousta et al., 2010). κοπό τθσ παροφςασ μελζτθσ αποτζλεςε θ προςομοίωςθ μιασ 

τζτοιασ πικανισ διαςταυροφμενθσ επιμόλυνςθσ και θ επίδραςι τθσ ςτισ κινθτικζσ παραμζτρουσ 

ανάπτυξθσ του μικροοργανιςμοφ. υγκεκριμζνα, μελετικθκαν ο χρόνοσ προςαρμογισ (lag ι λ) των 

κυττάρων ςτο νζο περιβάλλον και θ ταχφτθτα (ν) με τθν οποία προςαρμόηονται, που ιςοφται με τον 

ρυκμό ανάπτυξθσ του πακογόνου. Σο γινόμενο των δφο (λ*ν) αντιπροςωπεφει το ζργο που 

χρειάηεται να καταναλωκεί, ϊςτε να αρχίςει ο πολλαπλαςιαςμόσ των κυττάρων, ho (work to be 

done, Baranyi και Roberts, 1994). Θ ςυγκεκριμζνθ προςπάκεια ζχει γίνει ςτο παρελκόν κυρίωσ για 

κερμοκραςιακζσ και οςμωτικζσ μεταωορζσ εντόσ των ορίων ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes 

(Zwietering et al., 1994, Augustin et al., 2002, Whiting και Bagi, 2002., Mellefont και Ross, 2003, 

Mellefont et al., 2003, 2004, 2005, Swinnen et al., 2005, 2006). Θ παροφςα εργαςία αποτελεί τθν 

πρϊτθ γνωςτι προςπάκεια μελζτθσ τθσ επίδραςθσ τθσ μεταωοράσ του πακογόνου ςε περιβάλλοντα 

με αλατότθτεσ και οξφτθτεσ εκατζρωκεν τθσ διεπιωάνειασ ανάπτυξθσ-μθ ανάπτυξθσ και 

μοντελοποίθςθσ τθσ ενδιάμεςθσ ωάςθσ προςαρμογισ που ενδεχομζνωσ ειςάγεται.  

Θ επίδραςθ τθσ μεταβολισ τθσ οξφτθτασ και τθσ αλατότθτασ του περιβάλλοντοσ ςτθν κινθτικι 

ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes εξετάςτθκε ξεχωριςτά, ςτουσ 10οC ςε τιμζσ pH και ενεργότθτασ 

φδατοσ εντόσ ι εκτόσ των ορίων ανάπτυξθσ (επιβίωςθ) του μικροοργανιςμοφ. το ςχιμα 5.3 

ωαίνονται οι 60 από τισ 92 ςυνολικά (82 μεταωορζσ και 10 αρχικζσ) καμπφλεσ ανάπτυξθσ του 

πακογόνου που προζκυψαν ςε κάκε μία από τισ εξεταηόμενεσ ςυνκικεσ, προςαρμοςμζνεσ μζςω 

του προγράμματοσ DMFit 2.1 ςτο πρωτογενζσ μοντζλο Baranyi. τθν ςυντριπτικι πλειοψθωία των 

περιπτϊςεων το R2 τθσ προςαρμογισ κυμάνκθκε μεταξφ 0.97 και 0.99, δείχνοντασ τθν καλι 

προςαρμογι των πειραματικϊν δεδομζνων ςτθν καμπφλθ του μοντζλου. Επιπλζον, λόγω 

τυποποίθςθσ τθσ διαδικαςίασ ςε προκαταρτικό επίπεδο, το αρχικό επίπεδο ενοωκαλμιςμοφ του 

πακογόνου μετρικθκε ςτακερά περί των 2 λογαρικμικϊν μονάδων (/ml). H ανϊτερθ αςφμπτωτθ 

(yEnd) ςτισ περιςςότερεσ καμπφλεσ υπολογίςτθκε ανάμεςα ςτουσ 8,0 με 9,0 log CFU/ml (Xanthiakos 

et al., 2006), ενϊ μειϊκθκε αιςκθτά ςε πιο δυςμζνειεσ ςυνκικεσ (pH 5.1) ςε 7,0-7,5 log CFU/ml. Θ 

χαμθλότερθ τιμι τθσ ςθμειϊκθκε ςε pH 5.1 από κφτταρα που είχαν μεταωερκεί μετά από παραμονι 
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10 θμερϊν ςε pH 4,9 και ιταν 6,7 log CFU/ml. Θ προςαρμογι των δεδομζνων ςτο πρωτογενζσ 

μοντζλο Baranyi, πραγματοποιικθκε μεταξφ άλλων, για τον προςδιοριςμό των παραμζτρων τθσ 

κάκε καμπφλθσ, όπωσ περιγράωονται ςτθ ςυνζχεια. 
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χιμα 5.3. Καμπφλεσ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes ςτουσ 10
o
C ςε μεταβολζσ από α) pH ανάπτυξθσ (6.0, 

5.5 και 5.1) ςε όλα τα pH ανάπτυξθσ, β) aw ανάπτυξθσ (0.99, 0.95 και 0.93) ςε όλα τα aw ανάπτυξθσ, γ) μετά 

από παραμονι του ςε pH 4.9 για 1, 5 και 10 θμζρεσ και μεταωορά του ςε όλα τα pH ανάπτυξθσ και δ) μετά 

από παραμονι του ςε aw 0.90 (12.5% NaCl) για 1, 5 και 10 θμζρεσ και μεταωορά του ςε όλα τα aw ανάπτυξθσ. 

το ςχιμα τα πειραματικά δεδομζνα αντιπαραβάλλονται με τισ καμπφλεσ πρόβλεψθσ του πρωτογενοφσ 

μοντζλου Baranyi, μετά από προςαρμογι τουσ με τθν βοικεια του προγράμματοσ DMFit 2.1.  
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Αρχικά εξετάςτθκε θ επίδραςθ των μεταωορϊν μεταξφ των ςυνκθκϊν pH και aw ανάπτυξθσ. Ο 

μζγιςτοσ ειδικόσ ρυκμόσ ανάπτυξθσ (max) τθσ L. monocytogenes επθρεάςτθκε από τθν διεφκυνςθ, 

όχι όμωσ και από το εφροσ τον μεταβολϊν aw (aw), όπωσ ωαίνεται από τθν παράλλθλθ κζςθ των 

καμπφλων max ςε ςχζςθ με τισ αρχικζσ τιμζσ aw (ςυνκικεσ πριν τθν αλλαγι, χ. 5.4.α&β). 

υγκεκριμζνα, ςτισ μεταωορζσ προσ βζλτιςτεσ ςυνκικεσ aw θ τιμι του max αυξικθκε, ενϊ μειϊκθκε, 

όταν θ μεταωορά γινόταν προσ μικρότερο aw (χ. 5.4.β). Θ αλλαγι του max ςε ςχζςθ με τισ 

μεταωορζσ ςε υποςτρϊματα με pH ανάπτυξθσ ζδειξε παρόμοια τάςθ με το aw ανεξάρτθτα από τθν 

αρχικι τιμι pH (χ. 5.4.α). Εντοφτοισ, όπωσ αναμενόταν, ςθμαντικι επίδραςθ ςτο max είχαν οι τιμζσ 

pH και aw των τελικϊν υποςτρωμάτων μετά τθν μεταωορά (p<0.05; χ. 5.4.α&β). Επομζνωσ, τα 

αποτελζςματά τθσ μελζτθσ δείχνουν ότι ςε προςομοιάςεισ ανάπτυξθσ, κάτω από δυναμικζσ 

ςυνκικεσ οξφτθτασ και αλατότθτασ, ο μζγιςτοσ ειδικόσ ρυκμόσ ανάπτυξθσ, max του πακογόνου, 

προςαρμόηεται άμεςα ςτο νζο περιβάλλον, αντίςτοιχα με τθν ςυμπεριωορά του ςε μεταβαλλόμενεσ 

κερμοκραςίεσ.   

Θ ωάςθ προςαρμογισ των κυττάρων επθρεάςτθκε τόςο από τθν διεφκυνςθ όςο και από το 

εφροσ των μεταωορϊν (χ. 5.4.γ&δ). υγκεκριμζνα, οι χρόνοι προςαρμογισ τθσ L. monocytogenes 

αυξικθκαν απότομα (p<0.05) κακϊσ οι μεταωορζσ γίνονταν ςε πιο δυςμενείσ ςυνκικεσ aw (δθλ. 

ςτθν περίπτωςθ των αρνθτικϊν αλλαγϊν, χ. 5.4.δ). Αυτό ζρχεται ςε ςυμωωνία με τουσ Mellefont et 

al. (2003), οι οποίοι παρατιρθςαν αφξθςθ του ςχετικοφ χρόνου παραμονισ (Relative Lag Times, RLT) 

ςε χαμθλζσ ενεργότθτεσ φδατοσ, για τον Salmonella, αν και θ επίδραςθ αυτι ιταν λιγότερο εμωανισ 

για τθν L. monocytogenes. Οι Lebert et al. (2004) ομοίωσ, ζδειξαν εκκετικι αφξθςθ του χρόνου 

προςαρμογισ του L. innocua μετά από αφξθςι του ςε άριςτεσ ςυνκικεσ aw (0.995) και μεταωορά 

του ςε διάωορεσ τιμζσ aw ςε υγρό κρεπτικό υπόςτρωμα και ηελατίνθ, από 0.995 μζχρι τθν τιμι μθ 

ανάπτυξθσ 0.91. Σα αποτελζςματα τθσ μελζτθσ ζδειξαν επίςθσ ότι οι χρόνοι προςαρμογισ 

μειϊνονται ςθμαντικά (p<0.05) όταν οι αλλαγζσ ςυμβαίνουν προσ πιο ευνοϊκζσ ςυνκικεσ από το 

αρχικό aw (χ. 5.4.δ). Αυτό υποδεικνφει ότι κάκε πικανόσ τραυματιςμόσ λόγω χαμθλισ ενεργότθτασ 

φδατοσ, ανακάμπτεται γριγορα, όταν οι ςυνκικεσ του μζςου γίνονται περιςςότερο ευνοϊκζσ για τθν 

L. monocytogenes. Παρόμοιεσ παρατθριςεισ ςχετικά με τθν επίδραςθ των περιβαλλοντικϊν 

αλλαγϊν ςτον ενδιάμεςο χρόνο προςαρμογισ των μικροοργανιςμϊν ζχουν αναωερκεί για 

μεταβολζσ προσ χαμθλότερεσ κερμοκραςίεσ ςε μελζτεσ πρόβλεψθσ τθσ ανάπτυξθσ των Salmonella 

και Brochothrix thermosphacta (Baranyi et al., 1995, Mitchell et al., 1994) και για μεταβολζσ προσ 

υψθλότερεσ κερμοκραςίεσ ςε μελζτεσ ανάπτυξθσ του  E. coli (Swinnen et al., 2005, 2006). Επομζνωσ, 

μεταβολζσ τθσ ενεργότθτασ φδατοσ των τροωίμων επθρεάηουν ςθμαντικά τον χρόνο προςαρμογισ 

τθσ L. monocytogenes, αντίςτοιχα με τθν επίδραςθ τον μεταβολϊν τθσ κερμοκραςίασ ςτθν ανάπτυξθ 

του βακτθρίου.  
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χιμα 5.4. Επίδραςθ των μεταωορϊν pH (α, γ, ε) και aw (β, δ, η) ανάπτυξθσ ςτον μζγιςτο ειδικό ρυκμό 

ανάπτυξθσ (max, α, β), τον χρόνο προςαρμογισ (λ, γ, δ) και το ζργο προςαρμογισ (ho, ε, η) τθσ L. 

monocytogenes, μετά από ανάπτυξθ ςε διαωορετικζσ ςυνκικεσ aw και pH, ςτουσ 10
o
C. Οι τιμζσ Δaw ςτον 

οριηόντιο άξονα ιςοφνται με τθν διαωορά awτελικό-awαρχικό, όπου awτελικό είναι θ ενεργότθτα φδατοσ μετά τθ 

μεταωορά και awαρχικό είναι θ ενεργότθτα φδατοσ των αρχικϊν υποςτρωμάτων ανάπτυξθσ. Ομοίωσ, οι τιμζσ 

ΔpH ιςοφνται με τθν διαωορά pHτελικό-pHαρχικό, όπου pHτελικό είναι το pH μετά τθ μεταωορά και το pHαρχικό είναι 

το pH πριν τθν μεταωορά. Θ τιμι μθδζν αντιπροςωπεφει μεταωορζσ ςτισ ίδιεσ τιμζσ aw ι pH, οι κετικζσ τιμζσ 

αντιπροςωπεφουν τα μεταωορζσ ςε μεγαλφτερεσ τιμζσ και το αρνθτικό πρόςθμο τισ μεταωορζσ ςε μικρότερεσ 

τιμζσ.  
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ε αντίκεςθ με τισ παρατθριςεισ ςτισ μεταωορζσ τθσ L. monocytogenes μεταξφ των τιμϊν aw, 

οι αντίςτοιχεσ μεταωορζσ μεταξφ των τιμϊν pH 5.3 με 7.2 δεν επθρζαςαν ςθμαντικά τουσ χρόνουσ 

προςαρμογισ του βακτθρίου (p0.05; χ. 5.4.γ). Ομοίωσ θ επίδραςθ του πρόςκετου ζργου h0 ιταν 

ςχετικά μικρότερθ (0-0.4) ςε ςφγκριςθ με τθν αντίςτοιχθ (0-1.5) των μεταβολϊν aw (aw). Εντοφτοισ, 

μεταωορζσ κοντά ςτισ τιμζσ pH που περιορίηουν τθν ανάπτυξθ του πακογόνου (5.1) προκάλεςαν 

αξιοςθμείωτθ αφξθςθ του χρόνου προςαρμογισ του (p<0.05; χ. 5.4.γ), ςε ςυμωωνία με τουσ 

Robinson et al. (1998, 2001). Ζχει προτακεί ότι τα κφτταρα ζχουν τθν ικανότθτα να αποκακιςτοφν 

γριγορα τθν ομοιόςταςθ τουσ, όταν υπόκεινται ςε ιπιεσ καταπονιςεισ pH. Εντοφτοισ, ο 

ςυνδυαςμόσ τθσ χαμθλισ κερμοκραςίασ (10°C) με τθν περιοριςτικι τιμι pH, ενδεχομζνωσ να ζκεςε 

ζνα υψθλό ενεργειακό όριο, για τθν υπερπιδθςθ του οποίου και τθν ζναρξθ τθσ αφξθςι τουσ τα 

κφτταρα να χρειάςτθκαν επιπλζον ενζργεια. Σα παραπάνω αποτελζςματα, υποδθλϊνουν ότι ο 

ενδιάμεςοσ χρόνοσ προςαρμογισ που ειςάγεται κατά τθν μεταωορά του πακογόνου μεταξφ 

διαωορετικϊν pH κα πρζπει να λαμβάνεται υπόψθ μόνο όταν αυτι ςυμβαίνει κοντά ςτα όρια 

αφξθςισ του (pH 4.9-5.2). Θ ςθμαντικότθτα αυτισ τθσ παρατιρθςθσ ζγκειται ςτον κίνδυνο 

ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes κατά τθν διάρκεια τθσ διάκεςθσ οριςμζνων γαλακτοκομικϊν 

προϊόντων (όπωσ διάωορα ςκλθρά και θμίςκλθρα τυριά), τα οποία λόγω του χαμθλοφ (αλλά όχι 

απαγορευτικοφ) pH (5.0-5.5), μπορεί να υποςτθρίηουν οριακά τθν ανάπτυξθ του μικροοργανιςμοφ.   

Θ υπόκεςθ ότι το ζργο προςαρμογισ του βακτθρίου ςε ζνα νζο περιβάλλον είναι 

ανεξάρτθτο από τον περιβαλλοντικό παράγοντα που ελζγχει τθν αφξθςι του δεν ιςχφει για το aw. Θ 

παρατιρθςθ αυτι προζκυψε από τισ παρακάτω ενζργειεσ: αρχικά, υπολογίςτθκε το ho ςαν γινόμενο 

του max με τον χρόνο προςαρμογισ για κάκε μεταωορά και δεν παρατθρικθκε κάποια ιδιαίτερθ 

τάςθ μεταξφ του ho και του aw. τθ ςυνζχεια, εωαρμόςτθκε θ παρακάτω τροποποίθςθ:  

ho = max * (lagnew-lagsame)    (9) 

όπου lagnew είναι ο χρόνοσ προςαρμογισ τθσ L. monocytogenes μετά τθν μεταωορά ςε μία 

διαωορετικι τιμι aw από αυτιν που προχπιρχε και lagsame είναι ο χρόνοσ προςαρμογισ του 

πακογόνου μετά τθν μεταωορά του ςε νζο υπόςτρωμα με τθν ίδια όμωσ τιμι aw. Θ τάςθ που 

αποκαλφωκθκε μετά τουσ παραπάνω υπολογιςμοφσ ιταν θ εξισ: θ παρατεταμζνθ ζκκεςθ ςε 

χαμθλι ενεργότθτα φδατοσ ενίςχυςε τθν μετζπειτα προςαρμογι του ςε περιβάλλον με aw ςτο εφροσ 

από 0.93 μζχρι 0.995 (χ. 5.5). Θ διαδικαςία τροποποίθςθσ του υπολογιςμοφ του επιπλζον ζργου 

προςαρμογισ πραγματοποιικθκε και για τισ μεταωορζσ μεταξφ διαωορετικϊν pH, χωρίσ όμωσ να 

εμωανιςτεί κάποια ιδιαίτερθ τάςθ. Κατά ςυνζπεια, τα μοντζλα πρόβλεψθσ τθσ επίδραςθσ των 

μεταβολϊν αλατότθτασ ςτθν ενδιάμεςθ ωάςθ προςαρμογισ τθσ L. monocytogenes πρζπει να 

λαμβάνουν υπόψθ όχι μόνο τθν τιμι του  aw μετά τθν αλλαγι, αλλά και τθν διεφκυνςθ και το εφροσ 
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αυτισ τθσ αλλαγισ. Οι Cheroutre-Vialette και Lebert (2000) παρουςίαςαν ζνα δυναμικό μοντζλο 

ανάπτυξθσ L. monocytogenes ωσ απόκριςθ των μεταβολϊν των NaCl και pH που βαςίηονται ςτα 

περιςτροωικά νευρωνικά δίκτυα (recurrent neural networks). Παρά τθν καλι ςυμωωνία μεταξφ των 

προβλζψεων και των πειραματικϊν δεδομζνων, το μοντζλο χαρακτθρίηεται από τθν πολυπλοκότθτά 

του και τθν δυςκολία να καλφψει όλεσ πικανζσ μεταβολζσ από διαωορετικά αρχικά επίπεδα pH και 

NaCl. Σα ευριματά μασ κα βοθκιςουν ςτθν ανάπτυξθ απλοφςτερων μοντζλων ανάπτυξθσ, που κα 

βαςίηονται ςε υποκζςεισ με βιολογικό υπόβακρο ςε ςχζςθ με πικανά ωαινόμενα προςαρμογισ τθσ 

L. monocytogenes. Σζτοιου είδουσ ωαινόμενα μπορεί να ςυμβοφν κατά τθν μεταωορά τθσ L. 

monocytogenes από περιβάλλοντα με χαμθλι aw (π.χ. άλμθ) ι pH (ηυμωμζνο τρόωιμο), ςε 

περιβάλλοντα με υψθλότερα aw ι pH (π.χ. γάλα ι άλλα ωρζςκα προϊόντα) και αντιςτρόωωσ.  
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χιμα 5.5. Πρόςκετο ζργο που χρειάηεται για τθν ζναρξθ ανάπτυξθσ (additional ho*) τθσ L. monocytogenes ςε 

ςυνκικεσ ανάπτυξθσ, λόγω τθσ μεταωοράσ του από διαωορετικζσ αρχικζσ τιμζσ aw: (□) 0.995, (●) 0.97, (∆) 

0.95, (◊) 0.93. Για τον υπολογιςμό του πρόςκετου ζργου ho*, οι χρόνοι προςαρμογισ των ςυνκθκϊν που δεν 

μεταωζρκθκαν (lagsame) αωαιρζκθκαν από τουσ χρόνουσ προςαρμογισ αυτϊν που μεταωζρκθκαν (lagnew) και 

πολλαπλαςιάςτθκαν με τον μζγιςτο ειδικό αρικμό ανάπτυξθσ(max), ςφμωωνα με τθν εξίςωςθ 9. 

  

τθ ςυνζχεια μελετικθκε θ επίδραςθ των μεταβολϊν από αναςταλτικά επίπεδα pH και aw για 

τθν ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes ςε επιτρεπτά. Θ διάρκεια τθσ παρατεταμζνθσ ζκκεςθσ ςε 

ςυνκικεσ μθ ανάπτυξθσ δεν επθρζαςε το μζγιςτο ειδικό ρυκμό ανάπτυξθσ µmax τθσ L. 

monocytogenes κατά τθν μετζπειτα μεταωορά του ςε ςυνκικεσ ανάπτυξθσ (χ. 5.6.β). Εντοφτοισ, θ 

επίδραςι τθσ ςτον χρόνο προςαρμογισ και κατά ςυνζπεια το h0 ιταν εμωανισ (χ. 5.6). 

υγκεκριμζνα, για το ίδιο επίπεδο ενεργότθτασ φδατοσ, το ζργο προςαρμογισ (“work to be done”, 

h0) μειϊκθκε ανάλογα με τον χρόνο που τα κφτταρα παρζμεναν ςε aw 0.90 (χ. 5.6.η). Επιπλζον, οι 

χρόνοι προςαρμογισ και τα h0 που υπολογίςτθκαν ςε aw 0.93 και 0.95 μετά από 10 θμζρεσ ςτουσ 

0.90 ιταν μειωμζνα (p<0.05) ςε ςχζςθ με τισ αντίςτοιχεσ τιμζσ μετά από ανάπτυξθ ςε aw 0.995 (χ. 
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5.6.δ&η). Αντικζτωσ, δεν βρζκθκαν διαωορζσ (p0.05) ςτουσ χρόνουσ προςαρμογισ ςε aw>0.95, 

ανάμεςα ςε καλλιζργειεσ που προθγουμζνωσ παρζμειναν ςε aw 0.90 ςυγκριτικά με αυτζσ που 

αυξικθκαν ςε 0.995. Σα αποτελζςματα αυτά υποδθλϊνουν ότι τα κφτταρα είναι ικανά να 

διενεργιςουν μζροσ από το ζργο προςαρμογισ που χρειάηεται για να αυξθκοφν ςε aw 0.93-0.995, 

κατά τθν διάρκεια τθσ εξοικείωςισ τουσ ςε aw 0.90. Εντοφτοισ, οι χρόνοι προςαρμογισ και οι τιμζσ h0 

τθσ L. monocytogenes μετά από προςαρμογι ςε aw 0.90 μειϊκθκαν με τθν αφξθςθ των τιμϊν aw (χ. 

5.6.δ&η), γεγονόσ που ςθμαίνει ότι το ζργο προςαρμογισ (h0) μειϊνονταν κακϊσ αυξάνονταν το 

εφροσ τθσ αλλαγισ από τισ ςυνκικεσ παρατεταμζνθσ ζκκεςθσ. Θ παρατιρθςθ ότι θ ωάςθ 

προςαρμογισ είναι ανάλογθ του εφρουσ τθσ μεταβολισ όταν γίνεται προσ ςυνκικεσ μθ ανάπτυξθσ 

(π.χ. αρνθτικζσ μεταβολζσ) ζχει περιγραωεί για τθν βακτθριακι ανάπτυξθ ςε μεταβαλλόμενεσ 

ςυνκικεσ και προτείνει κετικι επίδραςθ τθσ κερμοκραςιακισ ιςτορίασ ςτον χρόνο προςαρμογισ 

των βακτθρίων (Gay et al., 1996, Whiting και Bagi, 2002). Πιο ςυγκεκριμζνα, παρατθρικθκε 

αυξθμζνοσ χρόνοσ προςαρμογισ μετά από μεταωορζσ από υψθλζσ κερμοκραςίεσ (25-37oC) ςτουσ 3-

4oC, ο οποίοσ δεν ιταν τόςο εμωανισ όταν προθγικθκε επϊαςθ ςτουσ 4oC (Delignette-Muller et al., 

2005). Οι μθχανιςμοί που ςχετίηονται με τθν ανκεκτικότθτα τθσ L. monocytogenes ςτθν ωςμωτικι 

καταπόνθςθ ςυμπεριλαμβάνουν τθν πρόςλθψθ ςυμβατϊν διαλυτϊν ενϊςεων, όπωσ είναι οι 

γλυκίνθ βεταΐνθ και καρνιτίνθ (Ko et al., 1994). Σα αποτελζςματά μασ υποδθλϊνουν ότι κατά τθν 

διάρκεια τθσ επϊαςθσ ςε aw 0.90, θ μεταβολικι δραςτθριότθτα των κυττάρων ςυνεχίηεται και 

πικανϊσ ευνοεί τθν ςυςςϊρευςθ των απαραίτθτων ουςιϊν που κα επιτρζψουν τθν ταχφτερθ 

εποφλωςθ και αφξθςθ των κυττάρων, όταν αυτά βρεκοφν ςε πιο ευνοϊκζσ ςυνκικεσ (χ. 5.7). 

Επιπλζον, αν και ο ρυκμόσ ανάπτυξθσ των εκκετικά αυξανόμενων κυττάρων πιςτεφεται ότι 

προςαρμόηεται ςτιγμιαία ςε μεταβολζσ τθσ ενεργότθτασ φδατοσ, τα αποτελζςματα τθσ μελζτθσ 

δείχνουν ότι ο βακτθριακόσ χρόνοσ προςαρμογισ εξαρτάται από τθν διάρκεια τθσ προςαρμογισ ςε 

ςυνκικεσ μθ ανάπτυξθσ. Μθ λαμβάνοντασ υπόψθ αυτι τθν προςαρμογι,  κατά τθν δθμιουργία των 

μοντζλων ανάπτυξθσ, μπορεί να οδθγιςει ςε υποεκτίμθςθ τθσ πραγματικισ ανάπτυξθσ τθσ L. 

monocytogenes, διακινδυνεφοντασ ζτςι, τθν αςωάλεια των τροωίμων με χαμθλι aw (0.90-0.94), 

ιδιαίτερα κοντά ςτα όρια ανάπτυξθσ του βακτθρίου. υνεπϊσ, τα δεδομζνα που εξιχκθςαν από τθν 

παροφςα μελζτθ είναι ςθμαντικά για τθν ποςοτικι μικροβιολογία κατά τθν εκτίμθςθ κινδφνου (risk 

assessment), γιατί προςωζρουν ποςοτικζσ ενδείξεισ πάνω ςτθν προςαρμογι τθσ L. monocytogenes, 

θ οποία αποτελεί μια ςθμαντικι περιοχι αβεβαιότθτασ και ςυνικωσ αγνοείται ςτα υωιςτάμενα 

μοντζλα. Περαιτζρω μελζτθ κα ζριχνε ωϊσ ςτθν ποςοτικοποίθςθ τθσ ταχφτθτασ με τθν οποία τα 

κφτταρα προςαρμόηονται, όντασ ςε κατάςταςθ μθ ανάπτυξθσ και τθν παραλλακτικότθτα του 

ωαινομζνου μεταξφ διαωορετικϊν ςτελεχϊν τθσ L. monocytogenes, που ςχετίηονται με επιδθμίεσ ι 

παραμζνουν ςτισ επιωάνειεσ επεξεργαςίασ και διάκεςθσ για μεγάλα χρονικά διαςτιματα. 
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χιμα 5.6. Επίδραςθ των μεταωορϊν οξφτθτασ (α, γ, ε) και αλατότθτασ (β, δ, η) ςτον μζγιςτο ειδικό ρυκμό 

ανάπτυξθ(max, α, β), τον χρόνο προςαρμογισ (λ, γ, δ) και το ζργο προςαρμογισ (hο, ε, η) τθσ L. 

monocytogenes, ζπειτα από παρατεταμζνθ ζκκεςθ των κυττάρων για () 1, (∆) 5 ι () 10 θμζρεσ ςε aw 0.90 

(12,5% NaCl) ι pH 4.9 και μεταωορά τουσ ςε όλεσ τισ εξεταηόμενεσ ςυνκικεσ aw και pH ανάπτυξθσ, ςτουσ 10
o
C. 
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χιμα 5.7. Χρόνοι προςαρμογισ τθσ L. monocytogenes ςε aw ανάπτυξθσ, ζπειτα από ανάπτυξθ ςε aw 0.995 (◊), 

0.97 (∆), ι παρατεταμζνθ ζκκεςθ () για 10 θμζρεσ ςε aw 0.90.  

 

ε αντίκεςθ με τισ παρατθριςεισ με τθν ενεργότθτα φδατοσ, όςο περιςςότερο παρζμενε θ L. 

monocytogenes ςε pH μθ ανάπτυξθσ (4.9), τόςο περιςςότερο ιταν το ζργο που χρειαηόταν για τθν 

ζναρξθ τθσ ανάπτυξθσ ςε πιο ευνοϊκζσ ςυνκικεσ (χ. 5.6). υγκεκριμζνα, θ τιμι του ho με τθν μείωςθ 

του pH από 7.0 μζχρι και 5.1, αυξικθκε από 0 ςε 0.7, από 0.6 ςε 2.5 και από 1.1 ςε 4.2, μετά από 1, 

5 και 10 θμζρεσ επϊαςθσ ςε pH 4.9, αντίςτοιχα (χ. 5.6.ε). Επιπλζον, οι χρόνοι προςαρμογισ και οι 

εκτιμιςεισ για το h0 ςε pH 5.1 (κοντά ςτθν μεςεπιωάνεια ανάπτυξθσ/μθ ανάπτυξθσ), μετά από 10 

θμζρεσ ςε pH 4.9 ιταν υψθλότερεσ (p<0.05) από τισ αντίςτοιχεσ τιμζσ ςε pH 7.2 και 5.5, 

ακολουκϊντασ το ίδιο ςενάριο παρατεταμζνθσ ζκκεςθσ (χ. 5.6.γ&ε). Μια πικανι εξιγθςθ του 

ωαινομζνου αυτοφ μπορεί να είναι το υψθλότερο ενεργειακό ωορτίο που κζτει το pH ςτα κφτταρα, 

ςε ςχζςθ με το αντίςτοιχο του aw ςε ςυνκικεσ μθ ανάπτυξθσ (Shabala et al., 2008, Tiganitas et al., 

2009). Θ παροφςα πειραματικι προςζγγιςθ αποτελοφταν από τρία διαδοχικά ςτάδια: (i) ανάπτυξθ 

ςε άριςτο pH, (ii) μεταωορά ςε pH μθ ανάπτυξθσ για 1, 5 και 10 θμζρεσ, και (iii) μεταωορά ςε 6 

διαωορετικζσ τιμζσ pH ανάπτυξθσ. φμωωνα με τουσ Goodson και Rowbury (1989), προθγοφμενθ 

ανάπτυξθ του E. coli ςε pH 7.0 μείωςε τθν ικανότθτα των κυττάρων να αυξθκοφν ςτο ίδιο pH μετά 

από ςφντομθ ζκκεςθ (26 λεπτά) ςε pH 3.0 (τροποποιθμζνο με HCl). Είναι πικανό ότι θ 

παρατεταμζνθ ζκκεςθ ςε pH 4.9, ςτθν παροφςα μελζτθ, ειςιγαγε αλλαγζσ ςτθν ωυςιολογία των 

κυττάρων, που τα κατζςτθςαν περιςςότερο ανκεκτικά ςε μετζπειτα ιςχυρζσ όξινεσ καταπονιςεισ 
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(Davis et al., 1996, Skandamis et al., 2008), ι μείωςαν το χαμθλότερο όριο pH για τθν ανάπτυξθ του 

μικροοργανιςμοφ. Για παράδειγμα, οι Skandamis et al. (2007) βρικαν ότι θ παρατεταμζνθ ζκκεςθ 

του E. coli O157:H7 ςε όξινα απόβλθτα απολφμανςθσ κρζατοσ (pH 4.9) επζτρεψαν τθν ανάπτυξθ των 

κυττάρων ςε χαμθλότερο pH από τα μθ εξοικειωμζνα κφτταρα. Πρζπει να αναωερκεί εντοφτοισ, ότι 

οι μθχανιςμοί ανκεκτικότθτασ του E. coli O157:H7 που ζχουν ςχζςθ με το pH είναι διαωορετικοί από 

τουσ μθχανιςμοφσ τθσ L. monocytogenes (Hill et al., 2002, Lin et al., 1996). Επιπλζον, οι μθχανιςμοί 

που προαναωζρκθκαν πικανϊσ διαωζρουν από αυτοφσ που χρειάηονται για να ςυνεχίςουν τθν 

ανάπτυξθ ςε επόμενεσ ευνοϊκζσ ςυνκικεσ. Οι Kroll και Patchett (1992) βρικαν ότι θ ανάπτυξθ τθσ L. 

monocytogenes ςε pH 5.0 πριν τθν όξινθ καταπόνθςθ ςε pH 3.5 κακυςτεροφςε τθν ανάπτυξθ ςε pH 

7, ςε ςχζςθ με τθν ανάπτυξθ ςε pH 7.0 πριν τθν καταπόνθςθ. Αντίκετα, θ προςαρμογι ςε pH 5.0 

ενίςχυε τθν επιβίωςθ του μικροοργανιςμοφ ςε pH 3.0, ςε αντίκεςθ με τα κφτταρα που είχαν 

αυξθκεί ςε pH 7.0. Ενδζχεται επομζνωσ, οι ςυνκικεσ που αυξάνουν τθν οξεοανκεκτικότθτα (όπωσ 

π.χ., θ ςταδιακι μείωςθ του pH κατά τθν διάρκεια τθσ ηφμωςθσ) ι μειϊνουν το όριο του pH που 

επιτρζπει ανάπτυξθ του πακογόνου, μπορεί να μθν επθρεάηουν το ζργο προςαρμογισ που 

χρειάηεται για τθν είςοδο ςτθν εκκετικι ωάςθ ανάπτυξθσ, όταν αυτόσ βρίςκεται ςε ευνοϊκζσ 

ςυνκικεσ. Επιπλζον ζρευνα, θ οποία κα περιλαμβάνει τισ μεταωραςτικζσ ι πρωτεομικζσ αλλαγζσ 

που ειςάγονται κατά τθν παρατεταμζνθ ζκκεςθ ςε pH μθ ανάπτυξθσ, κα προςζωερε περιςςότερεσ 

πλθροωορίεσ ςχετικά με τουσ προαναωερκζντεσ μθχανιςμοφσ. Σα παραπάνω δεδομζνα κα 

μποροφςαν επίςθσ να ςυςχετιςκοφν με το πζραςμα τθσ L. monocytogenes από το ςτομάχι (χαμθλό 

pH) ςτα ζντερα (υψθλό pH). 

Θ ταχφτθτα με τθν οποία εκτελείται το ζργο προςαρμογισ ενόσ μικροοργανιςμοφ ςε 

ςυνκικεσ ανάπτυξθσ, ςφμωωνα με το κλαςςικό μοντζλο των Baranyi και Roberts (1994), είναι ίςθ με 

τον μζγιςτο ειδικό ρυκμό ανάπτυξθσ (ν=μmax). τισ ςυνκικεσ που δεν αναμζνεται ανάπτυξθ 

κεωρείται μθδενικι, γεγονόσ που αντιπροςωπεφει τθν ςτακερότθτα τθσ ωυςιολογικισ κατάςταςθσ 

των κυττάρων του μικροοργανιςμοφ ςτισ δεδομζνεσ ςυνκικεσ. Εντοφτοισ, τα αποτελζςματα τθσ 

μελζτθσ κατζδειξαν τθν φπαρξθ κινθτικότθτασ τθσ ωυςιολογικισ κατάςταςθσ τθσ L. monocytogenes, 

ανάλογα με τθν ςυνκικθ. υγκεκριμζνα, με τθν παραμονι τουσ τα κφτταρα ςε περιβάλλον με pH μθ 

ανάπτυξθσ ωάνθκε ότι καταπονοφνται (v<0) και κακυςτερείται θ αφξθςι τουσ ςτο νζο περιβάλλον, 

ενϊ θ αντίςτοιχθ παραμονι ςε aw μθ ανάπτυξθσ προετοίμαςε τα κφτταρα για το νζο περιβάλλον 

(v>0), με αποτζλεςμα τθν μείωςθ του χρόνου προςαρμογισ τουσ ςε αυτό (Εξ. 4, χ. 5.5.). Με βάςθ 

αυτι τθν διαωοροποίθςθ που παρατθρικθκε, επιχειρικθκε θ τροποποίθςθ του κλαςςικοφ 

μοντζλου Baranyi, ϊςτε να περιλαμβάνει τόςο τθν μεταβολι τθσ ωυςιολογικισ κατάςταςθσ των 

κυττάρων (Q) ςε καταςτάςεισ μθ ανάπτυξθσ, όςο και το ζργο προςαρμογισ τουσ ςτο νζο 

περιβάλλον, ςε περίπτωςθ που μεταωερκοφν ςε ςυνκικεσ ανάπτυξθσ.  
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Πίνακασ 5.1. φγκριςθ μεταξφ των παρατθροφμενων και των προβλεπόμενων τιμϊν hs και λ (χρόνοσ 

προςαρμογισ), που προζκυψαν μετά τθν προςαρμογι του τροποποιθμζνου μοντζλου. 

Αρχικό aw/pH 
Σελικό 
aw/pH 

μmax 
(ϊρεσ

-1
) 

Παρατθροφμενεσ  Μετά από προςαρμογι των Εξ. 2, 3 

hs λ (ϊρεσ) hs λ (ϊρεσ) 

0.99 
0.97 0,094 0,9 9,9 1,3 13,9 
0.95 0,057 2,7 47,3 2,6 45,3 
0.93 0,03 3,6 122,7 3,8 128,9 

0.97 
0.95 0,053 2,2 42,1 1,6 30 
0.93 0,034 3,1 91,7 2,8 84,3 

0.95 0.93 0,025 1,4 55,2 1,8 72,5 

7 

6 0,117 0 0 0 0 
5.8 0,111 0,5 4,3 0,8 7,1 
5.5 0,01 0,43 43,4 0,44 44 
5.1 0,034 4 115,9 3,9 114,9 

6 5.8 0,101 0 0 0,1 0,9 

 
5.5 0,097 0,7 7,1 0 0 

 
5.1 0,027 0 0 0 0 

5.8 5.5 0,083 0 0 0,1 1,3 

 
5.1 0,031 0 0 0,7 23,9 

 
5.3 0,065 1,25 19,2 0,6 8,8 

5.5 5.1 0,036 0 0 2,6 72,5 

 
5.3 0,052 6 116 3,4 65,8 

5.3 5.8 0,111 0,5 4,3 0,8 7,1 

Θμζρεσ παραμονισ ςε 
aw 0.90 ι pH 4.9 

Σελικό 
aw/pH 

μmax 
(ϊρεσ

-1
) 

Παρατθροφμενεσ  Μετά από προςαρμογι των Εξ. 5, 6, 7 

hs λ (ϊρεσ) hs λ (ϊρεσ) 

1 

0.99 0,137 0 0 1,3 9,5 
0.97 0,1 0,97 9,7 1,39 13,9 
0.95 0,063 2,11 33,4 1,62 25,7 
0.93 0,027 2,52 93,7 2,45 91,1 

5 

0.99 0,135 0 0 0,52 3,9 
0.97 0,103 0,54 5,2 0,62 6 
0.95 0,06 3,28 54,7 0,84 14 
0.93 0,029 1,49 51,7 1,67 58 

10 

0.99 0,143 0 0 0,21 1,5 
0.97 0,104 0 0 0,3 2,9 
0.95 0,055 0 0 0,53 9,6 
0.93 0,029 1,26 43,8 1,36 47,4 

1 

7 0,129 0 0 0,58 4,5 
6 0,115 0 0 0,78 6,8 

5.8 0,127 1,62 12,8 0,9 7,1 
5.5 0,117 1,64 14,0 1,09 9,3 
5.3 0,067 0 0,0 1,42 21,2 
5.1 0,082 1,65 20,1 2,07 25,2 

5 

7 0,1342 0 0 1,45 10,8 
6 0,1141 0 0 1,77 15,5 

5.8 0,1197 2,52 21,1 1,96 16,4 
5.5 0,088 2,45 27,8 2,55 29,0 
5.3 0,065 5,35 82,3 3,53 54,3 
5.1 0,0234 5,72 244,4 6,33 270,5 

10 

7 0,1456 2,45 16,8 3,2 22,0 
6 0,1379 3,53 25,6 3,52 25,5 

5.8 0,1102 2,16 19,6 3,71 33,7 
5.5 0,0928 4,02 43,3 4,3 46,3 
5.3 0,0676 6,5 96,2 5,28 78,1 
5.1 0,0483 7,95 164,6 8,07 167,1 
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Θ ποςοτικοποίθςθ τθσ ωυςιολογικισ κατάςταςθσ των κυττάρων (Qs), υπολογίςτθκε ανά 

περίπτωςθ από το αντίςτοιχο ζργο προςαρμογισ, το οποίο με τθν ςειρά του εξαρτάται από τθν 

ταχφτθτα και τον χρόνο προςαρμογισ. Για τον υπολογιςμό των παραμζτρων ζγινε προςαρμογι των 

δεδομζνων αρχικά κάκε ςυνκικθσ ανεξάρτθτα από τισ άλλεσ και ςτθ ςυνζχεια όλων των ςυνκθκϊν 

ςαν ςφνολο, από τισ οποίεσ προζκυψαν διαωορετικά hs, ενϊ διατθρϊντασ το μmax ςτακερό (και με το 

δεδομζνο ότι ιςοφται με τθν ταχφτθτα προςαρμογισ) υπολογίςτθκαν οι χρόνοι προςαρμογισ (Πιν. 

5.1). Οι τιμζσ pHmin και awmin που υπολογίςτθκαν από το μοντζλο ανάπτυξθσ (CPM) ιταν 4.96 και 

0.915, αντίςτοιχα, ο ςυντελεςτισ ςυγγζνειασ ςχετικά υψθλόσ (R2= 0.95) και το τυπικό ςωάλμα τθσ 

προςαρμογισ χαμθλό (SEfit= 0.015).  Για τισ μεταβολζσ μεταξφ των ορίων ανάπτυξθσ, τα 

αποτελζςματα των Εξ. 2 και 3 ωαίνονται ςτον Πιν. 5.1, ενϊ οι τιμζσ MAD και RMSE βρζκθκαν 8 και 

9.6 για τθσ μεταβολζσ aw και 12.2 και 22.7 για τισ μεταβολζσ pH, αντίςτοιχα. Για τισ μεταβολζσ 

εκατζρωκεν των ορίων ανάπτυξθσ, οι τιμζσ των παραμζτρων των Εξ. 4-6, κακϊσ και το Q1, βρζκθκαν 

ωσ εξισ: Q1 -1.15 και 1.04, να 0.016 και -0.017, β  0,0012 και 0,80 για τισ ωςμωτικζσ και όξινεσ 

μεταβολζσ, αντίςτοιχα. Σα αποτελζςματα τθσ Εξ. 7 (ςυμπεριλαμβανομζνων των Εξ. 5 και 6) για κάκε 

περίπτωςθ ωαίνονται ςτο δεφτερο μζροσ του Πιν. 5.1, ενϊ ςτθν περίπτωςθ αυτι, οι τιμζσ MAD και 

RMSE βρζκθκαν 7.8 και 3.7 για τθσ μεταβολζσ aw και 9.8 και 12.9 για τισ μεταβολζσ pH, αντίςτοιχα. 

Ζςτι διακρίνεται θ ικανότθτα του μοντζλου να περιγράψει τισ διάωορεσ τάςεισ που είχαν ξεχωρίςει 

από τα πειραματικά αποτελζςματα. Αρχικά, τθν αφξθςθ του ζργου και του χρόνου προςαρμογισ με 

τθν μείωςθ τθσ ενεργότθτασ φδατοσ, τθν μείωςθ του χρόνου προςαρμογισ κατά τθν παρατεταμζνθ 

ζκκεςθ ςε aw 0.90, και αντίςτοιχα, τθν μείωςθ του ζργου προςαρμογισ με τθν αφξθςθ του εφρουσ 

των όξινων μεταβολϊν και τζλοσ τθν αφξθςθ του ζργου προςαρμογισ κατά τθν παρατεταμζνθ 

ζκκεςθ ςε pH 4.9. Εντοφτοισ, κακϊσ παρατθρείται αφξθςθ ςτθν παραλλακτικότθτα τθσ 

ςυμπεριωοράσ τθσ L. monocytogenes κοντά ςτα όρια αφξθςισ του, θ αφξθςθ του ζργου 

προςαρμογισ, μπορεί να προζρχεται και μζςα από τον ρυκμό προςαρμογισ και όχι αποκλειςτικά 

από τθν αφξθςθ του χρόνου προςαρμογισ.            

Από τθν επικφρωςθ του μοντζλου, θ οποία πραγματοποιικθκε ςε ωρζςκο παςτεριωμζνο 

γάλα με 5 διαωορετικά προωίλ οξφτθτασ και αλατότθτασ, ωάνθκε ότι ςτα περιςςότερα από τα 

προωίλ τα πειραματικά δεδομζνα τθσ ανάπτυξθσ του μικροοργανιςμοφ προςαρμόςτθκαν καλφτερα 

ςτο μοντζλο που ςυμπεριελάμβανε τθν επίδραςθ των μεταβολϊν ςε ςχζςθ με το αντίςτοιχο που 

δεν τθν ςυμπεριζλαβε (χ. 5.8.). Ο μζγιςτοσ ειδικόσ ρυκμόσ ανάπτυξθσ ςτισ άριςτεσ ςυνκικεσ (μmax 

ref) υπολογίςτθκε μετά από ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes ςε γάλα, λόγω του ότι κεωρείται 

μειωμζνοσ ςε ςχζςθ με τον αντίςτοιχο του εργαςτθριακοφ υποςτρϊματοσ (Xanthiakos et al., 2006), 

και βρζκθκε ίςοσ με 0.84 (ϊρεσ-1). Οι υπόλοιπεσ παράμετροι που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν ανάπτυξθ 

του μοντζλου επικφρωςθσ ςτο γάλα υπολογίςτθκαν από πειράματα ςε κρεπτικό υπόςτρωμα. τα 
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προωίλ 1 και 2, τα οποία αωοροφν μεταβολζσ αλατότθτασ εντόσ των ορίων ανάπτυξθσ οι 

προβλζψεισ ςυνάδουν ικανοποιθτικά με τα δεδομζνα. το τρίτο προωίλ, ςτο οποίο ζγινε μεταβολι 

ςε επίπεδο αλατότθτασ ςτα όρια μθ ανάπτυξθσ του πακογόνου παρατθρικθκε, μετά τθν επιβίωςι 

του, μια ενδιάμεςθ περίοδοσ προςαρμογισ κατά τθν μεταωορά του ςε 6% NaCl, ςφμωωνθ με τθν 

πρόβλεψθ του μοντζλου (χ. 5.8.γ). Αντίκετα, ςτο τζταρτο προωίλ, ςτο οποίο μελετικθκε θ 

παραμονι του μικροοργανιςμοφ ςε ςυνκικεσ pH μθ ανάπτυξθσ, θ αναμενόμενθ ενδιάμεςθ 

περίοδοσ προςαρμογισ (από τα πειράματα με το TSBYE, χ. 5.5.) δεν εμωανίςτθκε και θ κινθτικι του 

πακογόνου προςαρμόςτθκε καλφτερα ςτθν καμπφλθ του κλαςςικοφ μοντζλου (χ. 5.8.δ). Αυτό 

πικανϊσ να οωείλεται ςε τυχόν προςτατευτικζσ ιδιότθτεσ οριςμζνων από τα ςυςτατικά του 

γάλακτοσ, θ οποίεσ ενδζχεται να μείωςαν τθν επίδραςθ τθσ όξινθσ καταπόνθςθσ τα βακτθριακά 

κφτταρα (Le Marc et al., 2010). το πζμπτο προωίλ πραγματοποιικθκε ταυτόχρονθ μεταβολι του pH 

και τθσ αλατότθτασ, ςε μία προςπάκεια προςομοίωςθσ των ςυνκθκϊν που αναμζνεται να 

αντιμετωπίςουν τα κφτταρα του πακογόνου ςε ζνα γαλακτοκομικό προϊόν. Παρατθρικθκε ότι το 

τροποποιθμζνο μοντζλο, (ςυμπεριλαμβανομζνου του όρου ξ), κατάωερε να προβλζψει με ακρίβεια 

τόςο τθν μθ ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes ςτισ ςυνκικεσ των ςυνδυαςμζνων καταπονιςεων, όςο 

και τθν ενδιάμεςθ ωάςθ προςαρμογισ μετά από τθν μεταωορά του βακτθρίου ςε ευνοϊκζσ 

ςυνκικεσ (χ. 5.8.ε).  

Θ επιλογι δυναμικϊν περιβαλλοντικϊν ςυνκθκϊν για τθν επικφρωςθ μοντζλων ανάπτυξθσ ςε 

τρόωιμο ζχει χρθςιμοποιθκεί εκτενϊσ, κυρίωσ ςτισ κερμοκραςιακζσ μεταβολζσ, λόγω τθσ πρακτικισ 

υπόςταςθσ που ζχει θ προςομοίωςθ των ςυνκθκϊν κατά τθν αποκικευςθ κι εμπορία ενόσ 

προϊόντοσ (Xanthiakos et al., 2006, Gougouli et al., 2008, Panagou και Nychas, 2008, Manios et al., 

2009). Οι δυναμικζσ ςυνκικεσ οξφτθτασ και αλατότθτασ μποροφν να προςομοιάςουν μζροσ των 

εμποδίων αντιμετωπίηει ο πακογόνοσ κατά τθν παραγωγι οριςμζνων τροωίμων (τυριά, αλλαντικά). 

Επιπλζον, θ επιλογι ενόσ τροωίμου για τθν επικφρωςθ του μοντζλου, ζγινε με το δεδομζνο ότι ςτα 

τρόωιμα υπειςζρχονται παράμετροι, όπωσ θ δομι, θ λιποπεριεκτικότθτα, θ ενδογενισ χλωρίδα με 

τα παράγωγά τθσ ι θ φπαρξθ αντιμικροβιακϊν ουςιϊν, οι οποίεσ ενδζχεται να επθρεάςουν 

ςθμαντικά τόςο τθν πικανότθτα ανάπτυξθσ του πακογόνου, όςο και τθν κινθτικι του όταν αυτόσ 

δφναται να αυξθκεί (Κεω. 4.2, Xanthiakos et al., 2006, Schvartzman et al., 2010). Επομζνωσ, θ 

ικανότθτα του μακθματικοφ μοντζλου να προβλζπει με ακρίβεια τθν ςυμπεριωορά του πακογόνου 

κατά τθν διάρκεια μεταβολϊν τθσ οξφτθτασ ι τθσ αλατότθτασ ςτο γάλα, επιβεβαίωςε τθν 

χρθςιμότθτα των τροποποιιςεων που πραγματοποιικθκαν. Περεταίρω μελζτθ ςε διαωορετικζσ 

ι/και δυναμικζσ κερμοκραςίεσ (πλθν των 10oC που εξετάςτθκαν), με τθν ειςαγωγι των μεταβολϊν 

οξφτθτασ και αλατότθτασ ταυτόχρονα ι κατά τθν ωάςθ προςαρμογισ, όπωσ και από/προσ πιο 

δυςμενείσ ςυνκικεσ pH και aw, κα βοθκιςει ςτθν αφξθςθ τθσ εγκυρότθτασ του μοντζλου και τθσ 
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κεωρθτικισ του βάςθσ, ζτςι ϊςτε να μπορζςει να προεκτακεί αποτελεςματικά θ χριςθ του και ςε 

τρόωιμα.  

 

Χρόνοσ (ϊρεσ)

Χρόνοσ (ϊρεσ)

Χρόνοσ (ϊρεσ) Χρόνοσ (ϊρεσ)

Χρόνοσ (ϊρεσ)

(α) (β)

(γ) (δ)

(ε)

 

χιμα 5.8. Ανάπτυξθ του πλθκυςμοφ τθσ L. monocytogenes () ςτουσ 10
o
C ςε γάλα ρυκμιςμζνο ςε 

διαωορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ γαλακτικοφ οξζοσ και NaCl. Θ μεταβολι του pH ι τθσ αλατότθτασ ςυμβολίηεται 

με διακεκομμζνθ γραμμι με τισ τελείεσ, ενϊ ςτο τελευταίο ςχιμα θ μεταβολι του pH ςυμβολίηεται με 

διακεκομμζνθ γραμμι με τελείεσ και παφλεσ. το ςχιμα απεικονίηεται θ πρόβλεψθ του μοντζλου που 

ςυμπεριλαμβάνει τθν επίδραςθ των μεταωορϊν (ςυνεχισ) ι όχι (διακεκομμζνθ με παφλεσ). Σα επίπεδα 

αλατότθτασ του ςχιματοσ αναωζρονται ςτο πρόςκετο ποςοςτό NaCl. 
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5.4. υμπεράςματα 

τθν παροφςα μελζτθ, τα κφτταρα που μεταωζρκθκαν μεταξφ υποςτρωμάτων διαωορετικϊν 

τιμϊν pH και aw, ελιωκθςαν από το τζλοσ τθσ εκκετικισ ωάςθσ ανάπτυξθσ-αρχι τθσ ςτατικισ. Για 

τον λόγο αυτό τα αποτελζςματα δεν είναι άμεςα ςυγκρίςιμα με ςχετικζσ μελζτεσ, ςτα οποίεσ 

χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα από τθν μζςθ τθσ εκκετικισ ι το τζλοσ τθσ ςτατικισ ωάςθσ (Whiting και 

Bagi, 2002). φμωωνα με προθγοφμενεσ αναωορζσ (Mellefont  et al., 2004, 2005, Robinson, 2001), τα 

κφτταρα ςτθν εκκετικι ωάςθ είναι περιςςότερο ευαίςκθτα ςτισ ωςμωτικζσ αλλαγζσ από τα 

αντίςτοιχα ςτθν ςτατικι ωάςθ. Σα αποτελζςματά μασ αντανακλοφν τθν απόκριςθ μιασ ενδιάμεςθσ 

κατάςταςθσ. Επιπλζον, μποροφν να παρζχουν ςυμπεράςματα για τθν επίδραςθ των μεταβολϊν του 

aw και του pH ςτθν ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes και να μειϊςουν ζτςι τθν αβεβαιότθτα που 

υπάρχει ςτθν μοντελοποίθςθ δυναμικισ ανάπτυξθσ και ςτθν ποςοτικι μικροβιολογία κατά τθν 

εκτίμθςθ κινδφνου. υγκεκριμζνα, επιςθμάναμε ότι θ παραμονι τθσ L. monocytogenes ςε ςυνκικεσ 

μθ ανάπτυξθσ, όπωσ ςτθν περίπτωςθ προϊόντων με pH<4.4 ι aw <0.92 ι τον ςυνδυαςμό pH 5.0 και 

aw 0.94 δεν είναι μια περίοδοσ, κατά τθν οποία ο πακογόνοσ απλά δεν αυξάνεται. Αντικζτωσ, 

τζτοιου είδουσ ςυνκικεσ μποροφν να πυροδοτιςουν ωαινόμενα προςαρμογισ ι εξαςκζνιςθσ, τα 

οποία μποροφν να ενιςχφςουν ι να μειϊςουν τθν ανάπτυξθ του βακτθρίου, όταν αυτό μεταωερκεί 

ςε πιο ευνοϊκά περιβάλλοντα (διαςταυροφμενθ επιμόλυνςθ). υνεπϊσ, οι προβλζψεισ μοντζλων 

μικροβιακισ απόκριςθσ κοντά ςτα όρια ανάπτυξθσ/μθ ανάπτυξθσ του πακογόνου κα πρζπει να 

αντιμετωπίηονται με προςοχι και πικανϊσ οι κατάλλθλεσ τροποποιιςεισ, που κα 

ςυμπεριλαμβάνουν τα ωαινόμενα προςαρμογισ που περιγράωτθκαν, να κρίνονται απαραίτθτεσ. Θ 

επίδραςθ των μεταβολϊν τθσ aw και του pH μελετικθκαν ανεξάρτθτα, επομζνωσ, μελλοντικόσ 

ςτόχοσ κα μποροφςε να είναι θ μελζτθ τθσ επίδραςθσ ταυτόχρονων μεταβολϊν (aw και pH) ςτθν 

ενδιάμεςθ ωάςθ προςαρμογισ. Ζνασ επιπλζον μελλοντικόσ ςτόχοσ κα μποροφςε να είναι θ μελζτθ 

του ωαινομζνου ςε κφτταρα τθσ L. monocytogenes που αυξάνονται ςε ςτερεά υποςτρϊματα ι 

ακινθτοποιθμζνα ςε γαλακτϊματα (λαδιοφ ςε νερό ι νεροφ ςε λάδι). Σα αποτελζςματά μασ, αν και 

αναωζρονται ςε μονοκαλλιζργεια, μποροφν να κεωρθκοφν αντιπροςωπευτικά για τθν πικανι 

ςυμπεριωορά του πακογόνου ςτο περιβάλλον ενόσ τυροκομείου, γιατί το επιλεγμζνο ςτζλεχοσ 

απομονϊκθκε από ζνα τζτοιο περιβάλλον. Εντοφτοισ, κα ιταν επικυμθτι θ μελζτθ τθσ επίδραςθσ 

καλλιζργειασ πολλαπλϊν ςτελεχϊν ςτισ ςυνκικεσ του πειράματοσ, ζτςι ϊςτε να ςυμπεριλθωκεί θ 

πικανι διαωορετικότθτα των ςτελεχϊν ςτθν ανάπτυξθ και τθν προςαρμογι τθσ L. monocytogenes 

ςε διαωορετικά περιβάλλοντα (Shabala et al., 2008).  
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 6: ΕΠΙΔΡΑΗ ΣΗ ΥΤΙΟΛΟΓΙΑ (ΛΟΓΩ ΔΙΑΥΟΡΕΣΙΚΗ 

ΠΡΟΕΛΕΤΗ) ΣΟΤ ΠΑΘΟΓΟΝΟΤ Listeria monocytogenes ΚΑΙ ΣΟΤ ΣΑΔΙΟΤ 

ΕΠΙΜΟΛΤΝΗ ΣΗ ΤΜΠΕΡΙΥΟΡΑ ΣΟΤ ΚΑΣΑ ΣΗΝ ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΚΑΙ ΩΡΙΜΑΗ 

ΥΕΣΑ ΚΑΙ ΓΡΑΒΙΕΡΑ 

 

6.1. Ειςαγωγι 

Θ βιομθχανία παραγωγισ τυροκομικϊν προϊόντων, αποτελεί παγκοςμίωσ ζνα από τουσ 

ςθμαντικότερουσ κλάδουσ τθσ βιομθχανίασ τροωίμων, με τθν παραγωγι πολυάρικμων 

διαωορετικϊν τφπων τυριϊν, από μικρισ κλίμακασ βιοτεχνίεσ μζχρι και πολυεκνικζσ εταιρίεσ. Σα 

τυροκομικά προϊόντα κατθγοριοποιοφνται ςυνικωσ ανάλογα τθν περιεκτικότθτά τουσ ςε υγραςία 

(μαλακά, θμίςκλθρα, ςκλθρά), και ςτθ ςυνζχεια ανάλογα με τουσ μικροοργανιςμοφσ που 

χρθςιμοποιοφνται κατά τθ παραγωγι και ωρίμανςι τουσ (Little et al., 2008, Samelis  et al., 2008). Θ 

πλειοψθωία των τυροκομικϊν προϊόντων ανικουν ςτθν κατθγορία των ζτοιμων προσ κατανάλωςθ 

τροωίμων και οποιαδιποτε επιμόλυνςθ κατά τθ διάρκεια ι μετά από τθν παραγωγι τουσ ενδζχεται 

να προκαλζςει τροωιμογενείσ δθλθτθριάςεισ, όπωσ ζχουν παρουςιαςτεί και ςτο παρελκόν (Leite 

et.al, 2006, Lianou και Sofos, 2007).   

Θ τεχνολογία παραγωγισ των τυριϊν ζχει ςθμαντικι επίπτωςθ ςτα ωυςικοχθμικά 

χαρακτθριςτικά των τελικϊν προϊόντων, ενϊ παράλλθλα με τθν κατάλλθλθ ςυςκευαςία και 

αποκικευςθ, λειτουργεί ςαν ζνα ςφνολο ‘εμποδίων’ ζναντι τθσ ανάπτυξθσ των πακογόνων 

μικροοργανιςμϊν (Leistner, 2000). Με τθ διαςωάλιςθ αυτοφ του ςυνόλου εμποδίων τα προϊόντα 

κακίςτανται αςωαλι για μακροχρόνια ςυντιρθςθ υπό ψφξθ και εμπορεία τουσ ςε διαωορετικζσ 

χϊρεσ, ακόμα και θπείρουσ. Μια τυπικι τεχνολογία τυροκόμθςθσ περιλαμβάνει κρίςιμα βιματα για 

τθ ςθμαντικι μείωςθ ι ακόμα και εξάλειψθ των πακογόνων μικροοργανιςμϊν, όπωσ τθν 

παςτερίωςθ, τθν προςκικθ εναρκτιριασ καλλιζργειασ, τθν ωρίμαςθ και ςυςκευαςία και τζλοσ, τθν 

αποκικευςθ υπό ψφξθ (Mauropoulos και Arvanitogiannis, 1999; Arvanitogiannis και Mauropoulos, 

2000; Silva et al., 2003). Επιπλζον, ιδιαίτερα ςθμαντικι είναι θ μικροβιολογικι κατάςταςθ του 

αρχικοφ προϊόντοσ (νωπό γάλα), τόςο για παραγωγι τυριϊν ςτθν οποία περιλαμβάνεται το ςτάδιο 

τθσ παςτερίωςθσ (Mauropoulos και Arvanitogiannis, 1999; Silva et al., 2003), όςο κυρίωσ για τυριά 

νωποφ γάλακτοσ (raw/unpasteurized milk cheese, Millet et al., 2006, Little et al., 2008, Samelis et al., 

2009). τισ μζρεσ μασ, παραςκευάηεται παγκοςμίωσ μεγάλοσ αρικμόσ τυριϊν από μθ παςτεριωμζνο 

γάλα ι ελλιπϊσ παςτεριωμζνο γάλα (κερμιςμζνο), είτε λόγω παραδοςιακϊν τεχνολογιϊν ι λόγω 

τθσ βελτίωςθσ των οργανολθπτικϊν χαρακτθριςτικϊν που πιςτεφεται από πολλοφσ ότι ζχουν τα 

τελικά προϊόντα (Millet et al., 2006, Little et al, 2008).  
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Εξίςου ςθμαντικι είναι θ πικανότθτα διαςταυροφμενθσ επιμόλυνςθσ των προϊόντων, ζπειτα 

από επιτυχθμζνθ παςτερίωςθ του γάλακτοσ, και κακόλθ τθ διάρκεια παραγωγισ και ωρίμανςισ 

τουσ, από τισ επιωάνειεσ και τα ςκεφθ χειριςμοφ (ιμάντεσ, περιζκτεσ, ςωλινεσ, ράωια ωρίμαςθσ, 

κ.α.), το γενικότερο περιβάλλον ενόσ τυροκομείου (πατϊματα, αποχετεφςεισ) και το προςωπικό που 

τα μεταχειρίηεται (Kousta et al., 2010). Αιτία αυτοφ του ωαινομζνου είναι ότι ςε περιπτϊςεισ μθ 

ικανοποιθτικοφ κακαριςμοφ και απολφμανςθσ των επιωανειϊν και των ςκευϊν, που 

χρθςιμοποιοφνται ςτθ γραμμι παραγωγισ των τυριϊν, κφτταρα μικροοργανιςμϊν προςκολλοφνται 

ςτισ επιωάνειεσ και παρουςία οργανικισ φλθσ ςχθματίηουν βιοχμζνια (Shi και Zhu, 2009). Σα 

κφτταρα των βακτθρίων, με τθ μορωι των βιοχμενίων, ζχουν τθν ικανότθτα να επιβιϊνουν για 

μακρά χρονικά διαςτιματα ςτισ επιωάνειεσ των τυροκομείων, να δθμιουργοφν προβλιματα ςτθν 

μεταωορά κερμότθτασ κατά τθν παςτερίωςθ, και να επιμολφνουν τα προϊόντα τόςο με πακογόνουσ, 

όςο και με αλλοιογόνουσ μικροοργανιςμοφσ (Sharma και Anand, 2002, Leite et al., 2006, Wilks, et 

al., 2006). Οι πακογόνοι μικροοργανιςμοί που απαντϊνται ςυχνότερα ςτο γάλα και τα προϊόντα του 

είναι οι Staphylococcus aureus, L. monocytogenes, E. coli 0157:H7 και Salmonella spp. (Κεω. 2, Little 

et al, 2008). 

Για τθν αντιμετϊπιςθ του προβλιματοσ ζχουν κεςπιςτεί κανονιςμοί τόςο ςτισ ΘΠΑ (από τουσ 

USDA και FDA), όςο και από τθν Ευρωπαϊκι Ζνωςθ (EC 2073/2005, EC 1441/2007), που 

προςδιορίηουν τθν διαδικαςία τθσ δειγματολθψίασ και οριοκετοφν τα αποδεκτά επίπεδα παρουςίασ 

πακογόνων μικροοργανιςμϊν ςτα τρόωιμα, ανάλογα με το ςτάδιο επεξεργαςίασ και τα 

ωυςικοχθμικά τουσ χαρακτθριςτικά, τουσ οποίουσ καλοφνται να ικανοποιοφν και οι Ζλλθνεσ 

παραγωγοί (Little et al., 2008; Kagli et al., 2009, Jacxsens et al., 2009). Αξίηει να αναωερκεί ότι θ L. 

monocytogenes είναι ο πρϊτοσ μικροοργανιςμόσ που αναωζρεται ςτα κριτιρια αςωαλείασ του 

κανονιςμοφ, όπωσ επίςθσ ότι τα όριά του δεν διαωοροποιοφνται μεταξφ των διαωόρων ειδϊν 

τροωίμων (τυριά, κρζατα, κ.α.), όπωσ ςε άλλα πακογόνα βακτιρια. υγκεκριμζνα για τθν L. 

monocytogenes ο ΕΚ 1441/2007 επιτρζπει ωσ ανϊτερο όριο τα 100 CFU/g (5 δειγ/ψίεσ, EN/ISO 

11290-2) ςε προϊόντα που διατίκενται ςτθν αγορά κατά τθ διάρκεια τθσ διατιρθςισ τουσ, 

ανεξαρτιτωσ αν είναι ικανά ι μθ ικανά να υποςτθρίξουν τθν αφξθςι του. ε προϊόντα που 

διατίκενται ςτθν αγορά και προορίηονται για βρζωθ ι για ειδικοφσ ιατρικοφσ ςκοποφσ απαιτείται 

απουςία του πακογόνου ςτα 25 g (10 δειγ/ψίεσ, EN/ISO 11290-1). Επιπλζον, απουςία του 

πακογόνου απαιτείται, πριν τθν αποδζςμευςθ από τον άμεςο ζλεγχο του παραγωγοφ, ςε προϊόντα 

ικανά να υποςτθρίξουν ανάπτυξθ του μικροοργανιςμοφ, ςε περίπτωςθ που δεν μπορεί να αποδείξει 

επιςτθμονικά ότι το προϊόν δεν κα υπερβεί το όριο των 100 CFU/g κατά τθ διάρκεια τθσ διατιρθςθσ. 

Ωσ μθ ικανά να υποςτθρίξουν ανάπτυξθ αναωζρονται τα προϊόντα με pH ≤ 4,4 ι aw ≤ 0,92, τα 

προϊόντα με pH≤5,0 και aw≤0,94 και τα προϊόντα με διάρκεια διατιρθςθσ μικρότερθ από 5 θμζρεσ 
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(ΕΚ 1441/2007). τθν τελευταία κατθγορία μποροφν να ςυμπεριλθωκοφν και άλλεσ κατθγορίεσ 

προϊόντων, αρκεί να τεκμθριωκοφν επιςτθμονικά. Ο FDA, ο οποίοσ πρόςωατα άλλαξε τθν πολιτικι 

¨μθδενικισ ανζχειασ¨ ςτο ανϊτατο όριο των 100 CFU/g για τα τρόωιμα μθ ικανά να υποςτθρίξουν 

ανάπτυξθ,  ςυμπεριλαμβάνει ςε αυτι τθν κατθγορία, εκτόσ από τα παραπάνω, και τα τρόωιμα που 

περιζχουν ι ζχουν παραχκεί με αντιμικροβιακζσ ουςίεσ (πχ γαλακτικό οξφ, ςορβικά κ.α., Kraiss, 

2008). Εντοφτοισ, το επίπεδο των 100 CFU/g κριτικάρεται ζντονα ςτθν Αμερικι από τον FSIS (USDA-

FSIS), λόγω τθσ διαωορετικισ πακογζνειασ (virulence) των ςτελεχϊν τθσ L. monocytogenes, τθσ 

διαωορετικισ ωυςικισ κατάςταςθσ των ατόμων που δφναται να εκτεκοφν ςε αυτό το επίπεδο και 

γενικότερα λόγω του ότι δεν υπάρχουν επαρκι δεδομζνα να το υποςτθρίηουν. Σονίηουν, επίςθσ, τθν 

πικανι διαςταυροφμενθ επιμόλυνςθ από προϊόντα ¨μθ ικανά¨, που περιζχουν λιγότερο από 100 

CFU/g, ςε προϊόντα ¨ικανά¨ που παράγονται ςτο ίδιο περιβάλλον ι ακόμα και ςτθν ίδια γραμμι 

παραγωγισ (Kraiss, 2008). Σο τελευταίο μπορεί να ςυνδεκεί με τθν Ελλθνικι πραγματικότθτα, 

δεδομζνου ότι τα περιςςότερα τυροκομεία παράγουν μαλακά τυριά από τον ορό που παράγεται 

κατά τθν παραγωγι Φζτασ ι Γραβιζρασ (Panagou et al., 2012). Από τθ μελζτθ του κανονιςμοφ 

διαωαίνεται το πόςο ςθμαντικό είναι για ζναν παραγωγό να γνωρίηει τθ ςυμπεριωορά τθσ L. 

monocytogenes ςτα προϊόντα του ςε όλθ τθ διάρκεια του χρόνου ηωισ τουσ.  

Θ ωυςιολογία των κυττάρων τθσ L. monocytogenes είναι ζνασ από τουσ ςθμαντικότερουσ 

παράγοντεσ που επιδροφν ςτθν  ςυμπεριωορά και τθν κινθτικι του κατά τθν παραγωγι, ωρίμαςθ 

και αποκικευςθ διαωόρων τυριϊν παγκοςμίωσ. Θ προψπαρξθ του πακογόνου ςε περιβάλλοντα με 

διαωορετικά χαρακτθριςτικά (pH, aw, κερμοκραςία, υγραςία, οξζα), ο χρόνοσ παραμονισ του ςε 

αυτά και οι ενδεχόμενεσ διαδοχικζσ μετακινιςεισ του ςε διαωορετικά περιβάλλοντα αποτελοφν τθν 

προϊςτορία ι αλλιϊσ τθ ωυςιολογία του. Οι περιςςότερεσ μελζτεσ που ζχουν γίνει ςχετικά με τθ 

ςυμπεριωορά τθσ L. monocytogenes κατά τθν παραγωγι τυριϊν, ζχουν χρθςιμοποιιςει ζνα μόνο 

ςτζλεχοσ του πακογόνου ι διαωορετικά ςτελζχθ ςαν μίγμα (Erkmen, 2000, Morgan et al., 2001, 

Kagli et al., 2009, Samelis et al., 2009). Εντοφτοισ, επιμόλυνςθ δφναται να προκφψει από ποικίλεσ 

πθγζσ, όπωσ γάλα, άλμθ, επιωάνειεσ, προςωπικό, ενδιάμεςα προϊόντα, άλλα τυριά κ.α., θ κακεμία 

από τισ οποίεσ επιδρά διαωορετικά ςτθ ωυςιολογία του μικροοργανιςμοφ (Ribeiro et al., 2006). 

Πρϊτοι οι Papageorgiou και Marth (1989) μελζτθςαν τισ διαωορετικζσ ςυμπεριωορζσ δφο ςτελεχϊν 

L. monocytogenes (ScottA: ορότυποσ 4b, απομόνωςθ από νοςοφντα, California (CA): ορότυποσ 4b, 

απομόνωςθ από τυρί), κατά τθ διάρκεια ταυτόχρονων τυροκομιςεων Φζτασ, εργαςτθριακοφ 

επιπζδου. Σα δφο ςτελζχθ παρουςίαςαν αντίςτοιχθ ανάπτυξθ (από 103,5 ςε 106 CFU/g) κατά τθ 

διάρκεια τθσ παραγωγισ (μζχρι τθ μείωςθ του pH), διαωορετικι ωςτόςο επιβίωςθ κατά τθ διάρκεια 

τθσ ωρίμαςθσ, ςτο τζλοσ τθσ οποίασ οι πλθκυςμοί τουσ ανζρχονταν ςε 105 CFU/g για το ScottA και 

103 CFU/g για το CA. Επιπλζον, ενδιαωζρον ζχει να εκτιμθκεί κατά πόςο θ επιβίωςθ του πακογόνου 
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ςτο δυςμενζσ περιβάλλον ενόσ τυροκομείου ι ενόσ τυροκομικοφ προϊόντοσ, με ο, τι αυτό 

ςυνεπάγεται, το κακιςτά ιςχυρότερο ι αςκενζςτερο, από ότι κα ιταν αν προχπιρχε ςε ζνα πιο 

ευνοϊκό περιβάλλον, όπωσ αυτό του γάλακτοσ ι ςε ζνα μαλακό τυρί.  

κοπόσ τθσ εργαςίασ ιταν θ ςυγκριτικι μελζτθ των κρίςιμων παραγόντων που επθρεάηουν 

τθν ςυμπεριωορά τθσ L. monocytogenes κακόλθ τθ διάρκεια παραγωγισ και ωρίμαςθσ δφο 

δθμοωιλϊν Ελλθνικϊν τυριϊν, τθσ Φζτασ και τθσ Γραβιζρασ. υγκεκριμζνα οι παράγοντεσ που 

εξετάςτθκαν ταυτόχρονα ιταν τρείσ: α) θ τεχνολογία παραγωγισ, θ οποία μεταξφ των δφο τυριϊν 

ζχει ςθμαντικζσ διαωορζσ που αντικατοπτρίηονται και ςτα ωυςικοχθμικά τουσ χαρακτθριςτικά, β) το 

ςτάδιο επιμόλυνςθσ του προϊόντοσ ςτισ δφο τεχνολογίεσ και τζλοσ γ) θ ωυςιολογία του πακογόνου 

ςε κάκε ςτάδιο ενοωκαλμιςμοφ.   
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6.2 Τλικά και μζκοδοι 

 

6.2.1. Πειραματικόσ ςχεδιαςμόσ 

Για τουσ ςκοποφσ τθσ μελζτθσ πραγματοποιικθκαν παραδοςιακζσ τυροκομιςεισ Φζτασ και 

Γραβιζρασ από πρόβειο γάλα ςε εργαςτθριακι κλίμακα. τόχοσ ιταν θ ςυγκριτικι αξιολόγθςθ τθσ 

τεχνολογίασ παραγωγισ των τυριϊν, του ςταδίου επιμόλυνςισ τουσ με L. monocytogenes και τθσ 

ωυςιολογίασ του, όςον αωορά τθν επίδραςι τουσ ςτθ ςυμπεριωορά του πακογόνου κατά τθν 

παραγωγι και ωρίμαςθ των τυριϊν. Αρχικά, επιλζχκθκαν δφο δθμοωιλι Ελλθνικά τυριά από 

πρόβειο γάλα, με διαωορετικζσ ωςτόςο τεχνολογίεσ παραςκευισ. τθ παραςκευι Φζτασ 

αναμζνεται ςθμαντικι πτϊςθ του pH από τισ πρϊτεσ 24 ϊρεσ παραγωγισ, δεδομζνθσ όμωσ τθσ 

υψθλισ υγραςίασ του τυριοφ (6% άλμθ από τθ 2θ ζωσ τθν 15θ θμζρα) και τθσ κερμοκραςίασ τθσ 

πρϊτθσ ωρίμαςθσ (18oC), δεν αποκλείεται θ επιβίωςθ του πακογόνου, ιδιαίτερα αν ζχει αυξθκεί 

κατά τισ πρϊτεσ 24 ϊρεσ παραγωγισ. τθ τεχνολογία τθσ Γραβιζρασ υπάρχουν περιςςότερα εμπόδια 

για τον πακογόνο κατά τθ διάρκεια τθσ παραγωγισ (ανακζρμανςθ, προςκικθ αλατιοφ, λεπτόκοκκοσ 

τεμαχιςμόσ, πίεςθ), εντοφτοισ, θ κερμοκραςία τθσ πρϊτθσ ωρίμαςθσ (18oC για 7 θμζρεσ) και θ 

υψθλι τιμι pH (>5,5) ςε όλθ τθν διάρκεια τθσ ωρίμαςθσ αυξάνει τθν επικινδυνότθτα του τελικοφ 

προϊόντοσ. Σα τρία ςτάδια από το διάγραμμα ροισ των τυριϊν, που πραγματοποιικθκε ο 

ενοωκαλμιςμόσ (γάλα μετά τθν παςτερίωςθ, τυρόπθγμα μετά τον τεμαχιςμό και κεωάλι τυρί μετά 

τθν πρϊτθ ωρίμαςθ), επιλζχκθκαν ςφμωωνα με τθν αυξθμζνθ πικανότθτα να επιμολυνκοφν ςε 

αυτά, τα ενδιάμεςα προϊόντα ςτισ ςυνκικεσ ενόσ τυροκομείου. Σζλοσ, θ επιλογι των ςτελεχϊν τθσ 

L. monocytogenes με διαωορετικι ωυςιολογία,  ζγινε για να προςομοιάςει τθν ποικιλομορωία των 

ενδεχόμενων πθγϊν επιμόλυνςθσ των τυριϊν. υγκεκριμζνα, τα πλαγκτονικά (ςε αιϊρθςθ) κφτταρα 

προςομοιάηουν επιμόλυνςθ από άλλα αρχικά, ενδιάμεςα και τελικά τυροκομικά προϊόντα που 

ςυνυπάρχουν ςτο χϊρο τθσ παραγωγισ και τθσ αποκικευςθσ, παραπροϊόντα, απόβλθτα, κ.α., και τα 

βιοχμζνια (κφτταρα αποκολλθμζνα από επιωάνειεσ) προςομοιάηουν επιμόλυνςθ από επιωάνειεσ 

επεξεργαςίασ, εργαλεία ανάδευςθσ και τεμαχιςμοφ, ςκεφθ αποκικευςθσ, χζρια και ποδιζσ 

προςωπικοφ, κ.α. Σα πλαγκτονικά κφτταρα και τα βιοχμζνια  προχπιρχαν ςε TSBYE (άριςτο 

περιβάλλον), MRD (ζλλειψθ κρεπτικϊν ςυςτατικϊν), γάλα (υψθλά pH, aw), γραβιζρα (υψθλό pH, 

χαμθλι aw), και ωζτα (χαμθλό pH, χαμθλι aw). Επιπλζον, χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα 

προςαρμοςμζνα (ΟΑ) ι μθ (ΜΟ) ςε όξινεσ ςυνκικεσ.  

 

6.2.2. Επιλογι και προετοιμαςία των βακτθριακϊν ςτελεχϊν 

Για τθν δθμιουργία των εμβολίων χρθςιμοποιικθκαν επτά ςτελζχθ τθσ L. monocytogenes, τα 

οποία αποτελοφςαν απομονϊςεισ από επιωάνειεσ τυροκομείων (Σ1-2: Πλακάκια δαπζδου, T1-9: 



162 

 

μεταλλικι επιωάνεια πιεςτθρίου, Σ1-12: Απόβλθτα, C5) και γαλακτοκομικϊν προϊόντων (T2-9: 

Ανκότυρο, 6179) τθσ Ελλάδασ και τθσ Ιρλανδίασ και από νοςοφντεσ (Scott A). Θ επιλογι των 

ςτελεχϊν ζγινε ζτςι ϊςτε να μελετθκοφν ςτελζχθ αντιπροςωπευτικά των πιο αντίξοων ςυνκθκϊν 

που μπορεί να αντιμετωπίςει το εν λόγω βακτιριο και να καταςτεί αςωαλζςτερθ θ γενίκευςθ των 

αποτελεςμάτων (Kagli et al., 2009). υγκεκριμζνα, τα απομονωμζνα ςτελζχθ από επιωάνειεσ 

επιλζχκθκαν για τθν αυξθμζνθ ανκεκτικότθτα που αναμζνεται να παρουςιάςουν ςε ςυνκικεσ 

καταπόνθςθσ, λόγω τθσ χρόνιασ παραμονισ τουσ ςε ακραίεσ ςυνκικεσ (χαμθλό aw, ζλλειψθ 

κρεπτικϊν ςυςτατικϊν, απολφμανςθ). Σα απομονωμζνα ςτελζχθ από τυρί ενδζχεται να είναι 

περιςςότερο ανκεκτικά ςε περιβάλλον με χαμθλό pH και υψθλι αλατότθτα, ςε ςχζςθ με αντίςτοιχα 

ςτελζχθ απομονωμζνα από τρόωιμα με ευνοϊκότερεσ ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ (π.χ. κρζασ ι ψάρι, 

Faleiro et al., 2003). Επιπλζον, επιλζχκθκαν ςτελζχθ από δφο χϊρεσ με διαωορετικζσ 

περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ και διαωορετικό μζςο όρο κερμοκραςίασ, ϊςτε να καλυωτεί το 

ενδεχόμενο θ μακρόχρονθ παραμονι ςε χαμθλζσ κερμοκραςίεσ (Ιρλανδία) ι υψθλζσ (Κριτθ) 

αντίςτοιχα να ζχει ειςάγει ανκεκτικότθτα ςτο πακογόνο ςε άλλεσ ςυνκικεσ καταπόνθςθσ. Σζλοσ, 

εκτόσ από μεγάλθ ςθμαςία του ςτελζχουσ Scott A ςτθ ςφγκριςθ των αποτελεςμάτων τθσ μελζτθσ, 

εξαιτίασ τθσ ευρφτατθσ χριςθσ του ςτθν παγκόςμια βιβλιογραωία, ςαν απομόνωςθ από νοςοφντα, 

ζχει υπάρξει ςε δυςμενι περιβάλλοντα, όπωσ αυτό του ανκρϊπινου ςτομάχου (pH 1,5). 

 Σα ςτελζχθ L. monocytogenes, παρζμεναν ςτουσ -22oC ςε υγρό κρεπτικό υπόςτρωμα TSBYE 

παρουςία 20% γλυκερόλθσ. Για τθν ενεργοποίθςι του κάκε ςτελζχουσ χωριςτά πραγματοποιικθκε 

επϊαςθ, 0,1 ml τθσ προθγοφμενθσ καλλιζργειασ ςε 10 ml TSBYE ςτουσ 37oC, αρχικά για 24 ϊρεσ και 

ακολοφκωσ για 16 ϊρεσ, διάρκεια ςτθν οποία το βακτιριο ειςζρχεται ςτθν ςτατικι ωάςθ ανάπτυξθσ 

(109 CFU/ml), που κεωρείται θ ωάςθ ςτθν οποία βρίςκονται οι περιςςότεροι μικροοργανιςμοί ςτα 

τρόωιμα (Skandamis et al., 2008). τθ ςυνζχεια το ςφνολο τθσ καλλιζργειασ μεταγγίςτθκε ςε falcon 

χωρθτικότθτασ 15 ml και ωυγοκεντρικθκε (3600 rpm, 4°C, 15 λεπτά). Ακολοφκθςε διπλι ζκπλυςθ 

των κυττάρων με ωυγοκζντρθςθ (ωσ άνω) κι επαναιϊρθςθ τθσ βιομάηασ ςε MRD. Ο επικυμθτι 

ςυγκζντρωςθ ενοωκαλμιςμοφ του κάκε ςτελζχουσ του βακτθρίου επιτεφχκθκε μετά από διαδοχικζσ 

δεκαδικζσ αραιϊςεισ τθσ τελευταίασ επαναιϊρθςθσ ςε MRD. 

 

6.2.3. Προετοιμαςία καλλιεργειϊν με διαφορετικι φυςιολογικι κατάςταςθ προσ ενοφκαλμιςμόό  

Σα υποςτρϊματα που χρθςιμοποιικθκαν για τθν δθμιουργία των διαωορετικϊν τφπων 

κυττάρων ιταν τα εξισ: TSBΤΕ, MRD, πλιρεσ ωρζςκο γάλα απλισ παςτερίωςθσ, Φζτα και Γραβιζρα 

ςε εμπορικζσ ςυςκευαςίεσ. Σα υποςτρϊματα που υποςτθρίηουν ανάπτυξθ του πακογόνου (TSΒΤΕ, 

MRD, γάλα) εμβολιάςτθκαν με 102-3 CFU/ml από το κάκε ςτζλεχοσ, ενϊ τα τυροκομικά προϊόντα, 

που υποςτθρίηουν επιβίωςθ, εμβολιάςτθκαν με 106-7 CFU/ml τθσ L. monocytogenes. υγκεκριμζνα, 
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κάκε δείγμα τυριοφ (100 g) τεμαχίςτθκε ςε δφο ίςα μζρθ (50 g) κι εμβολιάςτθκε επιωανειακά με 0,4 

ml (0,1 ml x 4) από τθν τελικι καλλιζργεια του κάκε ςτελζχουσ (διαωορετικό ςτζλεχοσ ανά δείγμα). 

Ακολουκοφςε τοποκζτθςθ επιωανειϊν ανοξείδωτου χάλυβα (5*2*0,2 cm) ανάμεςα ςτα δφο 

τεμάχια των τυριϊν, ζτςι ϊςτε να ςχθματιςτοφν βιοχμενικά κφτταρα και από τισ δφο πλευρζσ τουσ. 

Παράλλθλα, ποςότθτα 1 ml από τθν επικυμθτι ςυγκζντρωςθ των ςτελεχϊν μεταωζρκθκε ςε 

ςωλινεσ falcon (περιεκτικότθτασ 50 ml), οι οποίοι περιείχαν 40 ml από το κάκε υγρό κρεπτικό 

υπόςτρωμα (TSBYE, MRD, γάλα), με ςτόχο τθν τελικι τουσ ςυγκζντρωςθ ςτο υπόςτρωμα τα 102-3 

CFU/ml. τουσ ςωλινεσ προςτζκθκαν αποςτειρωμζνεσ επιωάνειεσ από ανοξείδωτο χάλυβα (ωσ 

ανωτζρω), με τρόπο ϊςτε να καλφπτονται πλιρωσ από τα υποςτρϊματα. Ακολοφκθςε επϊαςθ 

όλων των υποςτρωμάτων ςτουσ 20oC για διάςτθμα 4 θμερϊν και παραλαβι των πλαγκτονικϊν 

κυττάρων (ΠΚ) κι αποκολλθμζνων κυττάρων (ΑΚ, βιοχμενίων), με τθν μζκοδο glass beads, που ζχει 

περιγραωεί ςε προθγοφμενα κεωάλαια τθσ διατριβισ (Κεω. 3). Κάκε ζνα από τα εμβόλια του 

πειράματοσ (π.χ. γάλα πλαγκτονικά, γραβιζρα βιοχμζνια, κ.τ.λ) προιλκε από τθν ζνωςθ 1ml από 

κάκε επανάλθψθ του κάκε ςτελζχουσ που εμβολιάςτθκε ςτο ςυγκεκριμζνο υπόςτρωμα: 7 

ςτελζχθ*2 επαναλιψεισ*1ml=14ml, τα οποία ςτθ ςυνζχεια ωυγοκεντρικθκαν, εκπλφκθκαν δισ με 

MRD και το ίηθμα επαναιωρικθκε ςε 2 ml MRD για να χρθςιμοποιθκεί ςτον ενοωκαλμιςμόό των 

τυριϊν. Τπενκυμίηεται ότι μετά από τθν διαδικαςία απόξεςισ τουσ τα βιοχμζνια βρίςκονται ςε 

αιϊρθςθ (αποκολλθμζνα κφτταρα) ςε MRD. Για τθν παραλαβι των πλαγκτονικϊν κυττάρων από τθ 

Φζτα και τθ Γραβιζρα 10 g τροωίμου αναμίχκθκαν με ίςθ ποςότθτα MRD, ακολοφκθςε 

ομογενοποίθςθ και παραλαβι 1ml από κάκε επανάλθψθ του κάκε ςτελζχουσ, όπωσ ςτα υγρά 

υποςτρϊματα. Επιπλζον, μελετικθκαν κφτταρα του πακογόνου προςαρμοςμζνα ςε όξινεσ 

ςυνκικεσ (ΑΑ), μετά από τθν διπλι καλλιζργεια τουσ (ςε χρόνουσ και κερμοκραςίεσ που 

αναωζρονται ανωτζρω) ςε TSBΤΕ με προςκικθ 1% γλυκόηθσ και μθ προςαρμοςμζνα ςε όξινεσ 

ςυνκικεσ (ΝΑ), μετά από τθν καλλιζργεια τουσ ςε TSBΤΕ απουςία γλυκόηθσ. ε όλεσ τισ περιπτϊςεισ 

πραγματοποιικθκαν οι κατάλλθλεσ διαδοχικζσ δεκαδικζσ αραιϊςεισ, ϊςτε το κάκε εμβόλιο να ζχει 

τθν επικυμθτι τελικι ςυγκζντρωςθ.  

 

6.2.4.Παραςκευι των δειγμάτων Φζτασ και Γραβιζρασ κι ενοφκαλμιςμόσ 

Παραςκευάςτθκαν εργαςτθριακά δείγματα μαλακοφ τυριοφ τφπου Φζτασ και ςκλθροφ τυριοφ 

τφπου Γραβιζρασ, ςφμωωνα με τθν τυπικι γραμμι παραγωγισ από 100% πρόβειο γάλα. Θ διάρκεια 

ωρίμαςθσ των δειγμάτων τροποποιικθκε ανάλογα με το μζγεκόσ τουσ (100±10 g ςτα δείγματα 

Φζτασ και 150±10g ςτα δείγματα Γραβιζρασ), ενϊ το τζλοσ τθσ ορίςτθκε με βάςθ τθν οξφτθτα 

(pH=4,7 ± 0,05) για τα δείγματα Φζτασ και τθν υγραςία για τα δείγματα τθσ Γραβιζρασ (<38%). Ο 

Κϊδικασ Σροωίμων και Ποτϊν κακορίηει ςυγκεκριμζνα όρια για το είδοσ και τθν προζλευςθ του 
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γάλακτοσ, κακϊσ και για τα ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά, το μζγεκοσ, τθν υωι και τθν διάκεςθ των 

τελικϊν προϊόντων. Σα κεωάλια των δφο τυριϊν που παραςκευάςτθκαν ςτα πλαίςια του 

πειράματοσ κάλυπταν ςτο ακζραιο όλεσ τισ προχποκζςεισ που κζτει ο ΚΣΠ, εκτόσ ίςωσ από το 

μζγεκοσ. Αν και ςτον Κϊδικα δεν αναωζρεται ςυγκεκριμζνο μζγεκοσ και βάροσ για τα δφο τυριά 

(Βάρθ/Διάςταςθ: Διάωορα), ςτο εμπόριο κυκλοωοροφν ςυνικωσ ςε κεωάλια άνω του ενόσ κιλοφ 

(ΚΣΠ, 1998). Ωςτόςο, λόγω τθσ πολυπαραγοντικισ ωφςθσ του πειράματοσ (ςφνολο 156 κεωάλια), 

τθσ επαναλθψθμότθτασ, τθσ χριςθσ ενόσ πακογόνου μικροοργανιςμοφ, που απζκλιςε τθν 

δυνατότθτα μεταωοράσ του πειράματοσ ςτισ εγκαταςτάςεισ ενόσ τυροκομείου, τθσ ζλλειψθσ 

εξοπλιςμοφ κατάλλθλου να δεχκεί μεγάλεσ ποςότθτεσ γάλακτοσ και τυριοφ (καηάνια, 

παςτεριωτιρεσ, καλοφπια, ωριμαντιριο, ψυγεία κ.α.) και τθν ανάγκθ να είναι όλα τα ςκεφθ και τα 

εργαλεία που χρθςιμοποιικθκαν αποςτειρωμζνα, το τελικό μζγεκοσ των δειγμάτων που 

παραςκευάςτθκαν ιταν ςθμαντικά μικρότερο από του εμπορίου ωσ εκ τοφτου ιταν τυριά τφπου 

Φζτασ και τφπου Γραβιζρασ. Εντοφτοισ, από τθ ςτιγμι που τα τυριά αυτά χρθςιμοποιικθκαν 

αποκλειςτικά για τισ ανάγκεσ του πειράματοσ και κυρίωσ για χάριν ευκολίασ, ςτο κείμενο κα 

αναωζρονται ςαν Φζτα και Γραβιζρα. 

Ο ενοωκαλμιςμόσ πραγματοποιικθκε ςε τρία ςτάδια τθσ τυροκόμθςθσ των δειγμάτων τυριϊν 

ωσ εξισ: ςτο γάλα μετά τθν παςτερίωςθ, ςτο τυρόπθγμα μετά τον τεμαχιςμό του και ςε κεωάλια 

τυριοφ μετά τθν πρϊτθ ωρίμαςθ (πριν τθν ςυντιρθςθ ςτουσ 4οC). Θ αρχικι ςυγκζντρωςθ των 

κυττάρων του πακογόνου ςε κάκε περίπτωςθ ιταν 102-3 CFU/ml. Μετά τον ενοωκαλμιςμό τουσ τα 

δείγματα αποκθκεφτθκαν, ςε καλάμουσ υψθλισ ακρίβειασ, ςτθν κατάλλθλθ κερμοκραςία ανάλογα 

με το ςτάδιο τθσ τυροκόμθςθσ. 

Αναλυτικότερα, θ διαδικαςία τυροκόμθςθσ κάκε τυριοφ ξεκινοφςε με τθν παραλαβι 

ωρζςκου, νωποφ, ομογενοποιθμζνου και ωιλτραριςμζνου πρόβειου γάλακτοσ από τοπικό 

παραγωγό. Αμζςωσ μετά τθν παραλαβι ακολουκοφςε θ κατανομι του γάλακτοσ ςε αποςτειρωμζνα 

ποτιρια ηζςεωσ των 2L (ςκεπαςμζνα με αλουμινόχαρτο) και θ παςτερίωςι του ςε προκερμαςμζνα 

υδατόλουτρα (68oC για 10 λεπτά). Ο όγκοσ του γάλακτοσ ςε κάκε ποτιρι ηζςεωσ ιταν 2L, θ 

κερμοκραςία του γάλακτοσ ελζγχονταν ςυνεχϊσ με αποςτειρωμζνο ειδικό κερμόμετρο, ενϊ είχε 

προθγθκεί προκαταρτικό πείραμα για τθν επίτευξθ των επικυμθτϊν χρόνων και κερμοκραςιϊν ςτο 

υδατόλουτρο. Παράλλθλα, λαμβάνονταν δείγματα νωποφ και παςτεριωμζνου γάλακτοσ για τον 

ζλεγχο τθσ ΟΜΧ, των οξυγαλακτικϊν βακτθρίων, των ηυμϊν και μυκιτων, των εντεροβακτθρίων, 

των κολοβακτθριδίων, των μικρόκοκκων, του S. aureus και τθσ L. monocytogenes. Με το πζρασ τθσ 

παςτερίωςθσ, τα ποτιρια ηζςεωσ που περιείχαν το γάλα μεταωζρονταν ςε παγολεκάνεσ, για να 

πραγματοποιθκεί θ ψφξθ του γάλακτοσ (37oC). τα δείγματα που είχαν επιλεγεί για το πρϊτο ςτάδιο 

ενοωκαλμιςμοφ, ακολουκοφςε προςκικθ 2 ml από το κάκε εμβόλιο ςτο αντίςτοιχο ποτιρι ηζςεωσ 
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που προορίηονταν για το ςυγκεκριμζνο εμβόλιο (6 εμβόλια ανά τυρί), ζτςι ϊςτε θ τελικι 

ςυγκζντρωςθ των κυττάρων ςτο γάλα να είναι 102-3 CFU/ml και ανάδευςθ. Ανεξαρτιτωσ ςταδίου 

ενοωκαλμιςμοφ και τφπου τυριοφ, ακολουκοφςε προςκικθ, υπό ανάδευςθ, ποςότθτασ (1%) 

εμπορικοφ γιαουρτιοφ (πρόβειο, 10% λιπ/τα) και χλωριοφχου αςβεςτίου CaCl2 (0,01%), που ενιςχφει 

τθν ποιότθτα του πιγματοσ. Σα ποτιρια ηζςεωσ μεταωζρονταν ςε υδατόλουτρα (37οC), όπου το 

γάλα παρζμενε ςε θρεμία για 20 λεπτά. Ακολουκοφςε προςκικθ εμπορικισ πυτιάσ (0,01%) και 

χλωριοφχου νατρίου αναλυτικισ κακαρότθτασ (0,01%) και προςεκτικι ανάδευςθ του γάλατοσ. Μετά 

από 10-15 λεπτά γινόταν ο ζλεγχοσ τθσ πρόπθξθσ. Αν υπιρχαν ενδείξεισ ότι το γάλα άρχιηε να πιηει, 

αωινονταν ςε θρεμία ςτο υδατόλουτρο για 1 ϊρα. ε διαωορετικι περίπτωςθ προςκζτονταν θ ίδια 

ποςότθτα πυτιάσ και επαναλαμβανόταν θ όλθ διαδικαςία.  

 

Νωπό γάλα (4οC)
▼

Παςτερίωςθ (68οC-10 λεπτά)
▼

Ψφξθ (37oC)
▼

Προςκικθ καλλιζργειασ (0,5%) και CaCl2 (0,01%)
▼

Προςκικθ πυτιάσ και NaCl (0,01%)
▼

Πιξθ (1 ϊρα) 
▼

Σεμαχιςμόσ του τυροπιγματοσ, 10 λεπτά θρεμία
▼

Εξαγωγι ςε καλοφπι και ςτράγγιςθ
▼

Προςκικθ μικρισ ποςότθτασ χονδρόκοκκου αλατιοφ ςτθν επιωάνεια
▼

10 τάδιο εμβολιαςμοφ                 

20 τάδιο εμβολιαςμοφ

Σοποκζτθςθ ςτο ωριμαντιριο (180C, 1 θμζρα)
▼

Σοποκζτθςθ ςε άλμθ 6% (180C, 15 θμζρεσ) pH =4.4 (α’ ωρίμαςθ)

▼
Σοποκζτθςθ ςε άλμθ 8% (40C, 45 θμζρεσ)  (β’ ωρίμαςθ) 30 τάδιο εμβολιαςμοφ

Φζτα

Νωπό γάλα (4οC)
▼

Παςτερίωςθ (68οC-10 λεπτά)
▼

Ψφξθ (37oC)
▼

Προςκικθ καλλιζργειασ (0,5%) και CaCl2 (0,01%)
▼

Προςκικθ πυτιάσ και NaCl (0,01%)
▼

Πιξθ (1 ϊρα) 
▼

Σεμαχιςμόσ του τυροπιγματοσ
▼

Ανακζρμανςθ (ζωσ 520C, 30 λεπτά)
▼

Εξαγωγι ςε καλοφπι και ςτράγγιςθ
▼

Επιωανειακι αλάτιςθ (x3)
▼

Σοποκζτθςθ ςτο ωριμαντιριο (180C, 7 θμζρεσ) (α‘ ωρίμαςθ)
▼

υντιρθςθ (40C, 83 θμζρεσ) (β’ ωρίμαςθ)

Γραβιζρα

 

χιμα 6.1. χθματικι αναπαράςταςθ των ςταδίων μιασ τυπικισ τυροκόμθςθσ Φζτασ και Γραβιζρασ. Σο πρϊτο 

ςτάδιο ενοωκαλμιςμοφ των δειγμάτων με τον πακογόνο μικροοργανιςμό L. monocytogenes ζλαβε χϊρα μετά 

τθν παςτερίωςθ και τθν ψφξθ του γάλακτοσ, το δεφτερο κατά τον τεμαχιςμό του τυροπιγματοσ και το τρίτο 

ςτθν αρχι τθσ δεφτερθσ ωρίμαςθσ των τυριϊν.  

 

τθ ςυνζχεια λαάμβανε χϊρα τεμαχιςμόσ του πιγματοσ με τθ βοικεια αποςτειρωμζνων 

μαχαιριϊν, ςε κφβουσ των 1-2cm για τθ Φζτα ι ςε μζγεκοσ ρυηιοφ για τθ Κεωαλογραβιζρα. τα 

δείγματα που είχαν επιλεγεί για το δεφτερο ςτάδιο ενοωκαλμιςμοφ, ακολουκοφςε προςκικθ 2 ml 

από το κάκε εμβόλιο ςτο αντίςτοιχο ποτιρι ηζςεωσ που προορίηονταν για το ςυγκεκριμζνο εμβόλιο 

(6 εμβόλια ανά τυρί), ζτςι ϊςτε θ τελικι ςυγκζντρωςθ των κυττάρων ςτο πιγμα να είναι 102-3 CFU/g 

και ανάδευςθ του τυροπιγματοσ. 
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Ζπειτα από το ςτάδιο του τεμαχιςμοφ του τυροπιγματοσ, θ τεχνολογία παραγωγισ των δφο 

τυριϊν διαωζρει. Κατά τθν παραγωγικι διαδικαςία που πραγματοποιικθκε ςτο εργαςτιριο, μετά 

το τεμαχιςμό του, το τυρόπθγμα τθσ Φζτασ κατανεμικθκε ςε αποςτειρωμζνουσ αλουμινζνιουσ 

περιζκτεσ με τρφπεσ για τθν απομάκρυνςθ του οροφ. Κατά τθ διάρκεια τθσ ςτράγγιςθσ προςτζκθκε 

μικρι ποςότθτα χοντροκομμζνου εμπορικοφ αλατιοφ ςτθν επιωάνεια των δειγμάτων, ενϊ για τθν 

αποωυγι επιμόλυνςθσ οι μεταλλικοί περιζκτεσ καλφπτονταν με πλαςτικά διςκία. Μετά το πζρασ τθσ 

ςτράγγιςθσ (περίπου 2 ϊρεσ) τα δείγματα μεταωζρκθκαν με τουσ περιζκτεσ τουσ, ςε ειδικοφσ 

κλιβάνουσ, όπου παρζμειναν ςτουσ 18oC για 24 ϊρεσ. Ακολοφκθςε απομάκρυνςθ των περιεκτϊν και 

τοποκζτθςθ του κάκε δείγματοσ ςε πλαςτικι ςυςκευαςία, ςτθν οποία ςωραγίςτθκε αεροςτεγϊσ 

(ςυνκικεσ περιβάλλοντοσ) μαηί με κατάλλθλθ ποςότθτα άλμθσ 6% ϊςτε να καλφπτεται πλιρωσ. 

τθν κατάςταςθ αυτι παρζμεινε για 15 θμζρεσ ςτουσ 18oC, μζχρι τθν ολοκλιρωςθ τθσ πρϊτθσ 

ωρίμαςθσ, θ οποία ςθμάνκθκε από τθν πτϊςθ του pH ςτο 4,7. τθ τυροκόμθςθ τθσ Γραβιζρασ 

αντίκετα, μετά τον τεμαχιςμό του πιγματοσ ακολοφκθςε θ ανακζρμανςι του με ςταδιακι αφξθςθ 

τθσ κερμοκραςίασ από τουσ 37oC ςτουσ 52oC για ςφνολο 30 λεπτϊν. Σο τυρόπθγμα διαμοιράςτθκε 

ςτθ ςυνζχεια ςε αλουμινζνιουσ περιζκτεσ με τρφπεσ για να ςτραγγίξει ο ορόσ του γάλακτοσ. Θ 

ςτράγγιςθ ολοκλθρϊκθκε μετά από τρείσ επαλείψεισ με χονδρόκοκκο αλάτι ςτθν επιωάνεια του 

κάκε τυριοφ ανά μιςι ϊρα (ςφνολο 2 ϊρεσ). τθ ςυνζχεια τα δείγματα Γραβιζρασ ςυςκευάςτθκαν 

ξεχωριςτά ςε πλαςτικζσ ςυςκευαςίεσ, οι οποίεσ ςωραγίςτθκαν αεροςτεγϊσ και παρζμειναν ςτουσ 

18oC για 7 θμζρεσ, για να μειωκεί θ υγραςία τουσ, λογω του αλατιοφ και να ολοκλθρωκεί θ πρϊτθ 

ωρίμαςθ. Σα δείγματα Φζτασ που είχαν εμβολιςτεί κατά τα πρϊτα δφο ςτάδια μεταωζρκθκαν, μετά 

τθν πρϊτθ ωρίμαςθ ςε καινοφργιεσ πλαςτικζσ ςυςκευαςίεσ, με προςκικθ άλμθσ 8% , οι οποίεσ 

ςωραγίςτθκαν και τοποκετικθκαν ςε κλιβάνουσ ςτουσ 4oC. Σα αντίςτοιχα δείγματα Γραβιζρασ 

μεταωζρκθκαν απλϊσ από κλιβάνουσ των 18oC ςε κλιβάνουσ των 4oC. τα δείγματα (κεωάλια) των 

τυριϊν, που είχαν επιλεγεί να εμβολιαςτοφν ςτο τζλοσ τθσ πρϊτθσ ωρίμαςθσ, πραγματοποιικθκε 

επιωανειακόσ ενοωκαλμιςμόσ με 0,2 ml (2 επιωάνειεσ x 0,1 ml) από τθν κατάλλθλθ αραίωςθ του 

κάκε εμβολίου (12 εμβόλια ανά τυρί), ζτςι ϊςτε θ τελικι ςυγκζντρωςθ του πακογόνου ςτο τυρί να 

είναι 102-3 CFU/g. Ακολοφκθςε θ ςυςκευαςία των δειγμάτων ςε πλαςτικοφσ περιζκτεσ και θ 

ςυντιρθςι τουσ ςτουσ 4oC, όπωσ αναωζρεται ανωτζρω.  

 

6.2.5. Μικροβιολογικζσ και φυςικοχθμικζσ αναλφςεισ 

Θ χρονικι διάρκεια τθσ τυροκόμθςθσ και ωρίμαςθσ των τυριϊν κακορίςτθκε ςτισ 90 θμζρεσ 

για τθ Φζτα και Γραβιζρα, ςτθν διάρκεια των οποίων πραγματοποιικθκαν δειγματολθψίεσ για τον 

ζλεγχο τθσ πορείασ τθσ L. monocytogenes κακϊσ και των ωυςικοχθμικϊν ιδιοτιτων των τυριϊν. Για 

τθ δειγματολθψία του πιγματοσ ι των τυριϊν γινόταν ομογενοποίθςθ των δειγμάτων με MRD ςε 
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αναλογία 1:10, ενϊ για το γάλα 1 ml του δείγματοσ μεταωερόταν ςε δοκιμαςτικοφσ ςωλινεσ με 9 ml 

MRD. Ακολουκοφςε επιωανειακι επίςτρωςθ ςε τρυβλία ALOA (για τθν καταμζτρθςθ τθσ L. 

monocytogenes, 37oC, 2 θμ., EN ISO 11290-2:1998) και ςε τρυβλία TSA (για καταμζτρθςθ τθσ ολικισ 

μεςόωιλθσ μικροχλωρίδασ, 30oC, 2 θμ.). Για τον ζλεγχο τθσ μικροβιολογικισ κατάςταςθσ του νωποφ 

και παςτεριωμζνου γάλακτοσ ζγινε ενςωμάτωςθ 1ml γάλακτοσ ςε: TSA (ΟΜΧ, 30°C για 2 θμ., ISO 

4833:2003), MRS (οξυγαλακτικά, 30°C, 3 θμ., EN ISO 15214:1998), VRBG (εντεροβακτιρια, 37°C, 1 

θμ., EN ISO 5552:1997), Chromocult (Κολοβακτθρίδια, 37°C, 1 θμ., EN ISO 4832:2006), επιωανειακι 

επίςτρωςθ 0,1 ml γάλακτοσ ςε YGC (ηφμεσ και μφκθτεσ, 25°C, 5 θμ., EN ISO 6611:2004) και BP 

(μικρόκοκκοι και St. aureus, 37°C, 2 θμ., EN ISO 6888-1:1999) και προςκικθ 1ml γάλακτοσ ςε 9 ml 

1/2 Fraser (ανίχνευςθ L. monocytogenes, EN ISO 11290-1:1998). Παράλλθλα με τισ μικροβιολογικζσ, 

πραγματοποιικθκαν μετριςεισ του pH των δειγμάτων με ψθωιακό πεχάμετρο (pH 691, Metrohm), 

τθσ ενεργότθτασ φδατοσ με ενεργόμετρο (HygroLab Rotronic, Bassersdorf, Switzerland) και τθσ 

υγραςίασ των δειγμάτων ςφμωωνα με το πρότυπο ISO 5534 - IDF 4. Αναλυτικότερα, πορςελάνινεσ 

κάψεσ πλθρωμζνεσ με NaCl μαηί με μια υάλινθ ράβδο κερμαίνονταν ςτουσ 102°C για 4 ϊρεσ. τθ 

ςυνζχεια τοποκετοφνταν προςεκτικά ςε ειδικά ξθραντιρια, μζχρι να αποκτιςουν τθν κερμοκραςία 

περιβάλλοντοσ και να ςτακεροποιθκεί το βάροσ τουσ. Μετά τθν προςκικθ του δείγματοσ ςτθν κάψα 

και τθσ ενςωμάτωςισ του ςτο NaCl με τθ βοικεια τθσ υάλινθσ ράβδου, το ςφνολο κερμαίνονταν 

ςτουσ 102 °C για άλλεσ 4h. Σο ποςοςτό τθσ υγραςία υπολογίςτθκε από τουσ τφπουσ του προτφπου. 

 

6.2.6. Επεξεργαςία αποτελεςμάτων 

Από τα αποτελζςματα των μικροβιολογικϊν αναλφςεων υπολογίςτθκε ο αρικμόσ των 

μικροοργανιςμϊν ςε CFU/g ι ml, για τα ςτερεά και τα υγρά τρόωιμα αντίςτοιχα, ςφμωωνα με το 

πρότυπο ISO 15214:1998, ο οποίοσ ςτθ ςυνζχεια εκωράςτθκε ςε δεκαδικό λογάρικμο (log CFU/g ι 

log CFU/ml). τα διαγράμματα απεικονίηονται ο μζςοσ όροσ των λογαρίκμων των επαναλιψεων και 

θ τυπικι τουσ απόκλιςθ από αυτόν. Θ ςτατιςτικι ανάλυςθ των δεδομζνων πραγματοποιικθκε με τθ 

βοικεια του ςτατιςτικοφ προγράμματοσ SPSS (16.0). Επιπλζον, πραγματοποιικθκε ςφγκριςθ των 

πειραματικϊν δεδομζνων με ζνα δυναμικό ενοποιθμζνο (integrated) μοντζλο, από τθν βάςθ 

δεδομζνων GroPIN (Psomas και Skandamis, 2013, http://www.aua.gr/psomas/gropin/). Από το 

πρόγραμμα επιλζχκθκε για τθν κινθτικι ανάπτυξθσ το μοντζλο 311, ζνα gamma concept μοντζλο ςε 

γαλακτοκομικά προϊόντα (Mejlholm at al., 2010), για τθν κινθτικι κανάτωςθσ το 301, πολυωνυμικό 

μοντζλο ςε υγρό υπόςτρωμα (BHIB), που περιλαμβάνει μεταξφ άλλων τθν επίδραςθ του γαλακτικοφ 

οξζοσ (Buchanan et al., 1997) και για τθν πικανότθτα ανάπτυξθσ το 290, ζνα μοντζλο λογιςτικισ 

παλινδρόμθςθσ ςε υγρό υπόςτρωμα (ΣSB, Koutsoumanis και Sofos, 2005). 

http://www.aua.gr/psomas/gropin/
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6.3 Αποτελζςματα και υηιτθςθ 

 

6.3.1. Υγιεινολογικι κατάςταςθ νωποφ γάλακτοσ και πλθκυςμοί εμβολίων 

Υψιςτθ ςθμαςία για τθν ποιότθτα και τθν αςωάλεια ενόσ τυροκομικοφ προϊόντοσ κατζχει θ 

υγιεινολογικι κατάςταςθ του νωποφ γάλακτοσ από το οποίο πρόκειται να παραχκεί. Θ 

μικροβιολογικι κατάςταςθ του γάλακτοσ πρζπει να είναι τουλάχιςτον ικανοποιθτικι και ςε επίπεδα 

που να επιτρζπει τθν τυροκόμθςθ να λάβει χϊρα. Όπωσ είναι γνωςτό όταν το γάλα είναι 

επιβαρυμζνο μικροβιολογικά ¨κόβει¨ κατά τθν κζρμανςι του. Όςο μάλιςτα καλυτερεφει θ ποιότθτα 

του νωποφ γάλακτοσ, τόςο αυξάνονται οι πικανότθτεσ παραγωγισ ενόσ αςωαλοφσ τροωίμου με 

άριςτα οργανολθπτικά χαρακτθριςτικά. τα πλαίςια του πειράματοσ,  εξετάςτθκε λεπτομερϊσ θ 

μικροβιολογικι κατάςταςθ του νωποφ γάλακτοσ που χρθςιμοποιικθκε, με ςκοπό τθν πλθρζςτερθ 

γνϊςθ του ανταγωνιςμοφ τθσ L. monocytogenes.  
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χιμα 6.2. Τγιεινολογικι κατάςταςθ του νωποφ και του παςτεριωμζνου γάλακτοσ που χρθςιμοποιικθκε ςτισ 

εργαςτθριακζσ τυροκομιςεισ  Φζτασ και Γραβιζρασ. Μετρικθκαν θ ολικι μεςόωιλθ μικροχλωρίδα (TSA), τα 

οξυγαλακτικά βακτιρια (MRS), τα κολοβακτθρίδια (Chromocult), τα εντεροβακτιρια (VRBG), οι μικροκόκκοι 

(BPA) και οι ηφμεσ και μφκθτεσ (YGC).  

 

το ςχιμα 6.2. ωαίνονται τα αποτελζςματα τθσ μικροβιολογικισ εξζταςθσ του γάλακτοσ πριν 

και μετά τθν παςτερίωςθ που πραγματοποιικθκε ςτθν αρχι τθσ κάκε τυροκόμθςθσ. Αναλυτικά 

παρατθρικθκε ςθμαντικι μείωςθ, αλλά όχι πλιρθσ κανάτωςθ ςτθν ολικι μεςόωιλθ μικροχλωρίδα 

και των πλθκυςμό των κολοβακτθριδίων. Αντίκετα, κάτω από το όριο αρίκμθςθσ βρζκθκαν μετά τθν 

παςτερίωςθ οι πλθκυςμοί των οξυγαλακτικϊν βακτθρίων, των εντεροβακτιριων, των μικρόκοκκων 

κακϊσ και των ηυμϊν και μυκιτων, το ςφνολο των οποίο βριςκόταν ςτουσ 4 λογαρίκμουσ ςτο νωπό 

γάλα (χ. 6.2.). Επιπλζον, αρνθτικά βρζκθκαν όλα τα δείγματα νωποφ και παςτεριωμζνου γάλακτοσ, 

που εξετάςτθκαν για τθν παρουςία τθσ L. monocytogenes (EN ISO 11290-1:1998). Παρά τθν 
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επιβαρυμζνθ αρχικι μικροβιολογικι κατάςταςθ γάλακτοσ θ παςτερίωςι του μείωςε τουσ 

πλθκυςμοφσ ςε αποδεκτά από τθν νομοκεςία επίπεδα (ΕΚ 1441/2007). θμαντικι κρίκθκε θ 

απουςία παρεμποδιςτικϊν ςτο πακογόνο μικροοργανιςμϊν, όπωσ είναι τα οξυγαλακτικά βακτιρια, 

ιδιαίτερα οι εντερόκοκκοι, μζςω τθσ παραγωγισ βακτθριοςινϊν (Sulzer και Busse, 1991).  

Για τθ δθμιουργία κυττάρων τθσ L. monocytogenes με διαωορετικι ωυςιολογία 

χρθςιμοποιικθκαν επτά υποςτρϊματα διαωορετικϊν ωυςικοχθμικϊν ιδιοτιτων (TSBYE, MRD, γάλα, 

Φζτα, Γραβιζρα, TSBYE+G, TSBYE-G), τα οποία εμβολιάςτθκαν με κφτταρα του πακογόνου και 

ςυντθρικθκαν 4 θμζρεσ ςτουσ 20oC, παρουςία επιωανειϊν ΑΧ για τον ςχθματιςμό βιοχμενίων. 

Όςον αωορά τα πλαγκτονικά κφτταρα ςτα υγρά υποςτρϊματα παρατθρικθκε ανάπτυξθ του 

μικροοργανιςμοφ από τουσ 2-3 log CFU/ml, που εμβολιάςτθκε ςτουσ 7 log CFU/ml για το γάλα και 

τουσ 8-9 λογαρίκμουσ κατά προςζγγιςθ για το MRD το TSBYE. το γάλα, θ παράλλθλθ ανάπτυξθ τθσ 

ενδογενοφσ μικροβιολογικισ χλωρίδασ περιόριςε τθν περαιτζρω ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes. 

τθ Γραβιζρα και τθ Φζτα ο πλθκυςμόσ του μικροοργανιςμοφ επιβίωςε ςτα αρχικά του επίπεδα 

(106-7 CFU/ml). Όςον αωορά τα αποκολλθμζνα κφτταρα, τα ςχθματιςμζνα βιοχμζνια που 

αποκολλικθκαν με bead vortex, ςε όλα τα υποςτρϊματα, οι πλθκυςμοί κινικθκαν μεταξφ των 4 και 

5 log CFU/ml, εκτόσ από μία περίπτωςθ ςχθματιςμοφ ςε Φζτα που μετρικθκαν 3,4 log CFU/ml. Σα 

αποτελζςματα ζρχονται ςε ςυμωωνία με προθγοφμενεσ μελζτεσ, ςτισ οποίεσ οι πλθκυςμοί των 

προςκολλθμζνων κυττάρων τθσ L. monocytogenes που αναμζνονται ςε επιωάνειεσ AX παρουςία 

τροωίμων ςτουσ 20 oC κυμαίνεται μεταξφ των 3,5 και 5,5 log CFU/cm2 (Poimenidou et al., 2009). 

Σζλοσ, θ υγραςία ςτα τυριά μετρικθκε ςτο 55,7±0,9% για τθν Φζτα και ςτο 35,8±1,5% για τθν 

Γραβιζρα, τα οποία βρίςκονται ςε ςυμωωνία με τθν νομοκεςία. 
 

Πίνακασ 6.1. Πλθκυςμοί των πλαγκτονικϊν ι αποκολλθμζνων κυττάρων τθσ L. monocytogenes (μζςεσ τιμζσ 

log CFU/ml ι g ι cm
2
 ± τυπικι απόκλιςθ) μετά από παραμονι για 4 θμζρεσ ςτουσ 20

o
C ςε 

(TSBYE, MRD, γάλα, Φζτα, Γραβιζρα, ΟA: Οξεοανκεκτικά, NA: μθ οξεοανκεκτικά) παρουςία 

επιωανειϊν ανοξείδωτου χάλυβα, τα οποία χρθςιμοποιικθκαν ςαν εμβόλια ςτισ τυροκομιςεισ 

Φζτασ και Γραβιζρασ.    

 
Φζτα Γραβιζρα 

 
Πλαγκτονικά Βιοχμζνια Πλαγκτονικά Βιοχμζνια 

     TSBYE 8,8 ± 0,1 5,1 ± 0,1 8,8 ±0,1 4,9 ± 0,1 

MRD 9,6 ± 0,7 4,1± 0,7 6,7 ±0,1 4,7 ± 0,1 

Γάλα 7,7 ± 0,2 4,5 ± 0,1 6,9 ± 0,1 5,1 ± 0,1 

Γραβιζρα 6,4 ± 0,1 3,7 ± 1,1 6,4 ± 0,1 5,1± 0,1 

Φζτα 5,9 ± 0,1 3,8 ± 0,1 5,9 ± 0,1 3,4 ± 0,0  

     ΟΑ 8,9 ± 0,1 -α 8,7 ± 0,1 - 

ΝΑ 8,9 ± 0,1 - 8,9 ± 0,1 - 
α: Δεν μελετικθκαν βιοχμζνια των οξεοανκεκτικϊν και μθ κφτταρων τθσ L. monocytogenes 
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6.3.2. Συμπεριφορά τθσ L. monocytogenes μετά τον ενοφκαλμιςμό του ςτο ςτάδιο μετά τθν 

παςτερίωςθ του γάλακτοσ κατά τθν τυροκόμθςθ δειγμάτων Φζτασ και Γραβιζρασ 

τθν τεχνολογία παραγωγισ τυροκομικϊν προϊόντων θ επιτυχία του ςταδίου τθσ 

παςτερίωςθσ κακορίηει τόςο τθν ποιότθτα, όςο και τθν αςωάλεια των τελικϊν τροωίμων.   Αποτελεί 

ζνα από τα ςθμαντικότερα κρίςιμα ςθμεία ελζγχου τθσ διαδικαςίασ, λόγω τθσ ικανότθτάσ τθσ να 

κανατϊςει ςχεδόν το ςφνολο των βακτθρίων ςε βλαςτικι μορωι, των ψυχρότροωων 

μικροοργανιςμϊν, κακϊσ και των ηυμϊν και των μυκιτων που υπάρχουν ςτο νωπό γάλα 

(Mavropoulos και Arvanitoyannis, 1999). Θ φπαρξθ τθσ L. monocytogenes ςε παςτεριωμζνο γάλα, 

ενδζχεται να είναι αποτζλεςμα μιασ μθ αποτελεςματικισ διαδικαςίασ παςτερίωςθσ, λόγω τθσ 

φπαρξθσ βιοχμενίων, υπολειμμάτων τροωίμων και αλάτων ςτα τοιχϊματα των ςωλθνϊςεων και των 

παςτεριωτιρων (fouling), ι επιμόλυνςθ από το περιβάλλον, τισ επιωάνειεσ ι το προςωπικό 

(Mavropoulos και Arvanitoyannis, 1999). τισ πρϊτεσ 24 ϊρεσ τθσ τυροκόμθςθσ τα τυριά 

παραμζνουν ςε ςυνκικεσ ικανζσ να υποςτθρίξουν τθν ανάπτυξθ ι να παρατείνουν τθν επιβίωςθ τθσ 

L. monocytogenes, ανάλογα με τα ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά τουσ. το διάςτθμα αυτό θ 

ςυμπεριωορά του πακογόνου εξαρτάται από το ςτάδιο επιμόλυνςθσ του τροωίμου, τθν τεχνολογία 

του τροωίμου και τθν ςταδιακι ανάπτυξθ (ι μθ) τθσ ανκεκτικότθτάσ του ζναντι τθσ ςυνεχϊσ 

αυξανόμενθσ οξφτθτασ και τθσ αλατότθτασ των προϊόντων. τθ ςυνζχεια, κατά τθν ωρίμανςι τουσ 

τα τυριά λαμβάνουν ςταδιακά τισ τελικζσ τουσ ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ που τα κακιςτοφν αςωαλι. 

Θ χαμθλι υγραςία για τθ Γραβιζρα και θ υψθλι οξφτθτα για τθ Φζτα, αποτελοφν αναςταλτικοφσ 

παράγοντεσ για το πακογόνο και ςε ςυνδυαςμό με τθν χαμθλι κερμοκραςία ωρίμαςθσ ςυμβάλουν 

ςτθν απενεργοποίθςι του ςτα τρόωιμα. Για τθ διερεφνθςθ του ωαινομζνου, πραγματοποιικθκε 

ενοωκαλμιςμόσ κατά τθ διάρκεια τθσ τυροκόμθςθσ δειγμάτων τυριϊν με κφτταρα του 

μικροοργανιςμοφ που αναμζνεται να απομονωκοφν από ζνα τυπικό τυροκομείο, προερχόμενα 

δθλαδι από γάλα και Φζτα ι Γραβιζρα αντίςτοιχα (πλαγκτονικά και βιοχμζνια), όπωσ και από ζνα 

εργαςτθριακό υπόςτρωμα, ϊςτε να καταςτεί εωικτι θ ςφγκριςθ των αποτελεςμάτων με τθ 

βιβλιογραωία.  

τα δείγματα Φζτασ παρατθρικθκε ανάπτυξθ του πλθκυςμοφ των ΠΚ και των ΑΚ  L. 

monocytogenes μετά από ενοωκαλμιςμό ςε γάλα, με ανϊτερεσ τιμζσ τουσ 6.5 και 6 log CFU/g, 

αντίςτοιχα (χ. 6.3). Εμωανείσ διαωορζσ ςτθν κινθτικι ανάπτυξθσ παρατθρικθκαν μεταξφ των 

εμβολίων από διαωορετικά υποςτρϊματα με τα δφο ευνοϊκά (TSBYE και γάλα) να υπεριςχφουν κατά 

τουλάχιςτον 2,5 λογαρίκμουσ από τουσ τελικοφσ πλθκυςμοφσ που ζλαβαν τόςο τα ΠΚ (4,3 log 

CFU/g) όςο και τα ΑΚ (2,2 log CFU/g) που προζρχονταν από Φζτα (χ. 6.3 α, β). Όπωσ αναωζρκθκε 

ςτο Κεω. 5 τθσ παροφςασ διατριβισ, τα κφτταρα που προζρχονται από περιβάλλον με pH μθ 
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χιμα 6.3. υμπεριωορά τθσ L. monocytogenes (log CFU/ml ι g) κατά τθν τυροκόμθςθ (αριςτερά 

διαγράμματα) και τθν ωρίμαςθ (δεξιά διαγράμματα) δειγμάτων Φζτασ (α, β) και Γραβιζρασ (γ, δ), ζπειτα από 

ενοωκαλμιςμό ςτο παςτεριωμζνο γάλα με πλαγκτονικά (α, γ) και αποκολλθμζνα (β, δ, βιοχμζνια) κφτταρα τθσ 

L. monocytogenes, προερχόμενα από TSBYE, γάλα, Φζτα ι Γραβιζρα. Σο πρϊτο ςθμείο (1
θ
 θμζρα) κάκε 

καμπφλθσ ςτο διάγραμμα ωρίμαςθσ ςυμπίπτει με το τελευταίο (24 ϊρεσ) ςτο διάγραμμα τυροκόμθςθσ.  
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ανάπτυξθσ (επιβίωςθσ), όπωσ είναι αυτό τθσ Φζτασ, αναμζνεται να ζχουν μεγαλφτερο ζργο 

προςαρμογισ ςτο νζο περιβάλλον και μικρότερο ρυκμό ανάπτυξθσ, ςε ςχζςθ με κφτταρα που 

προζρχονται από περιβάλλοντα ανάπτυξθσ, ακόμα και ςτθν περίπτωςθ που το νζο περιβάλλον 

χαρακτθρίηεται από άριςτεσ ωυςικοχθμικζσ ςυνκικεσ (γάλα, pH 6,8 και aw 0,99). Ο παρατεταμζνοσ 

χρόνοσ προςαρμογισ και ο χαμθλόσ πλθκυςμόσ των ΑΚ τθσ Φζτασ, υποδεικνφει τθν ςθμαντικι 

ωυςιολογικι μεταβολι κατά τθν προςπάκειά τουσ να ςχθματίςουν βιοχμζνια ςτο αωιλόξενο 

περιβάλλον τθσ Φζτασ. Θ ςυγκεκριμζνθ ςυμπεριωορά, θ οποία εμωανίηεται και ςτισ υπόλοιπεσ 

περιπτϊςεισ ενοωκαλμιςμοφ που εξετάηονται τα αποκολλθμζνα κφτταρα τθσ Φζτασ (χ. 6.5. και 

6.6.), πικανϊσ να οωείλεται ςτθν αδυναμία ςχθματιςμοφ ιςχυροφ βιοχμενίου από το πακογόνο ςτο 

όξινο περιβάλλον τθσ Φζτασ, κακϊσ και ςτθν αδυναμία των κυττάρων, λόγω τθσ ωυςιολογίασ τουσ 

να  αντιμετωπίςουν τισ καταπονιςεισ του καινοφριου περιβάλλοντοσ (Adrião et al., 2008, Belessi et 

al., 2008).  

Κατά τθν ωρίμαςθ των δειγμάτων Φζτασ, τα οποία είχαν επιμολυνκεί με κφτταρα του 

L.monocytogenes πριν τθν προςκικθ τθσ εναρκτιριασ καλλιζργειασ παρατθρικθκε αρχικά επιβίωςθ 

των κυττάρων του πακογόνου μζχρι τθν 10θ θμζρα και ςτθ ςυνζχεια ςταδιακι μείωςι του ςε 

επίπεδα ςφμωωνα με τθ νομοκεςία (<102 CFU/ml). Θ αρχικι επιβίωςθ του μικροοργανιςμοφ 

οωείλεται ςτο ότι το pH των δειγμάτων μζχρι τθν 10θ θμζρα ωρίμαςθσ βρίςκεται ςε τιμζσ >5.2, θ 

κερμοκραςία ςτουσ 18oC, ενϊ θ ενεργότθτα φδατοσ περί του 0,97 (χ. 6.4.). Από τθν 15θ θμζρα 

ωρίμαςθσ το pH των δειγμάτων λαμβάνει τιμζσ <5.0, ενϊ τα δείγματα μεταωζρονται ςε αλατότθτα 

8% από 6% που βρίςκονταν κατά τθν πρϊτθ ωρίμαςθ, και θ κερμοκραςία μειϊνεται ςτουσ 4 oC. ε 

αυτό το ςτάδιο το πακογόνο κλικθκε να αντιμετωπίςει ζνα ςφνολο εμποδίων, ζναντι των οποίων 

ανάλογα με τθν ωυςιολογία του μειϊκθκε ι κανατϊκθκε. Σα πλαγκτονικά κφτταρα μειϊκθκαν με 

μικρότερο ρυκμό απ’ ότι τα βιοχμενικά (ΑΚ), ενϊ ιδιαίτερα τα ΠΚ που προζρχονταν από τα 

υποςτρϊματα TSBYE και γάλα διατιρθςαν τον πλθκυςμό τουσ ςε επίπεδα ανϊτερα (2,5 και 3,7 log 

CFU/g αντίςτοιχα) του ορίου τθσ νομοκεςίασ μζχρι και τθν 90θ θμζρα ωρίμαςθσ (χ. 6.3.). Αντίςτοιχθ 

επιβίωςθ παρατιρθςαν οι Papageorgiou και Marth (1989) ζπειτα από αρχικι ανάπτυξθ (6 log 

CFU/g) του ςτελζχουσ California κατά τθν τυροκόμθςθ και ωρίμαςθ Φζτασ, ενϊ το ςτζλεχοσ Scott A, 

που ςυμπεριλαμβάνεται ςτα ςτελζχθ τθσ παροφςασ μελζτθσ, παρουςίαςε μεγαλφτερθ επιβίωςθ 

(4,5-5 log CFU/g ςτισ 90 θμζρεσ). Αντίκετα, μεγαλφτερθ μείωςθ του L.monocytogenes (5,5-7 

λογαρίκμουσ) παρατιρθςαν οι Ekrmen (2000), μετά ενοωκαλμιςμό (106-7 CFU/ ml) του ςε 

παςτεριωμζνο γάλα κατά τθν τυροκόμθςθ και ωρίμαςθ 90 θμερϊν, ενόσ Σοφρκικου λευκοφ τυριοφ 

άλμθσ. Σα παραςκευαςμζνα λευκά τυριά αν και είχαν παρόμοια μζςθ τιμι pH (4.77) με αυτι των 

δειγμάτων Φζτασ και ωριμάςανε ςτουσ 4οC, ςυντθρικθκαν ςε άλμθ υψθλότερθσ αλατότθτασ 

(αρχικά 15-20% και ςτθ ςυνζχεια 9%), γεγονόσ που επθρζαςε τθν κινθτικι κανάτωςισ τουσ. 
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χιμα 6.4. Διαγράμματα τθσ Ολικισ Μεςόωιλθσ Χλωρίδασ (ΟΜΧ, log CFU/ml ι g, α, β), του pH (γ, δ) και τθσ 

ενεργότθτασ φδατοσ (aw, ε, η) κατά τθν τυροκόμθςθ και τθν ωρίμαςθ δειγμάτων Φζτασ (α, γ, ε) και Γραβιζρασ 

(β, δ, η). Θ κάκε καμπφλθ αντιςτοιχεί ςε κάκε ζνα ςτάδιο τθσ τεχνολογίασ παραςκευισ των τυριϊν που 

επιλζχκθκε για τον ενοωκαλμιςμό τθσ L. monocytogenes κατά τθν παραγωγικι διαδικαςία (1
ο
, 2

ο
, 3

ο
 ςτάδιο 

ενοωκαλμιςμοφ χ. 6.1). 
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 Θ επιμόλυνςθ με διαωορετικοφσ τφπουσ κυττάρων του L.monocytogenes ςε παςτεριωμζνο 

γάλα που χρθςιμοποιικθκε για τθν παραςκευι δειγμάτων Γραβιζρασ οδιγθςε ςε ανάπτυξθ του 

μικροοργανιςμοφ τόςο ςτα πλαγκτονικά όςο και ςτα βιοχμζνια (ΑΚ) με ανϊτερουσ πλθκυςμοφσ 

τουσ 6,5 και 7 log CFU/g για τα ΠΚ και τα ΑΚ αντίςτοιχα (χ. 6.3.). Θ αρχικι ανάπτυξθ του 

μικροοργανιςμοφ κατά τθν πρϊτθ θ μζρα τθσ τυροκόμθςθσ παρατθρικθκε μειωμζνθ ςε ςχζςθ με 

τθν αντίςτοιχθ ανάπτυξθ ςτθ Φζτα. Ο πλθκυςμόσ του πακογόνου αυξικθκε κατά 1-1,5 log CFU/g 

(ωτάνοντασ τα 4,2 log CFU/g και ςτισ δφο περιπτϊςεισ), ενϊ δεν παρατθρικθκε ςθμαντικι διαωορά 

μεταξφ των διαωορετικϊν εμβολίων.  Σα αποτελζςματα ζρχονται ςε ςυμωωνία με τα αντίςτοιχα των 

Samelis et al. (2009), οι οποίοι παρατιρθςαν ανάπτυξθ άνω των 1,5 log CFU/g, ςε γάλα με 

προςκικθ καλλιζργειασ, ςε διάςτθμα 3 θμερϊν. Μζχρι τθ δζκατθ θμζρα ωρίμαςθσ ο πλθκυςμόσ τθσ 

L. monocytogenes ανιλκε ςτουσ 6-7 log CFU/g ςτα δείγματα που εμβολιάςτθκαν με ΑΚ (χ. 6.3.δ), 

ενϊ ςθμαντικι ιταν διαωοροποίθςθ μεταξφ των εμβολίων ςτα ΠΚ, όπου παρατθρικθκε ότι τα 

κφτταρα προερχόμενα από το TSBYE μετρικθκαν ςε υψθλότερουσ πλθκυςμοφσ (7 log CFU/g), ςε 

ςχζςθ με τα αντίςτοιχα κφτταρα από το γάλα και τθ Γραβιζρα (4,5-5 log CFU/g, χ. 6.3.γ.). Θ 

διαωορά μεταξφ των δφο τελευταίων εμβολίων με αυτό του TSBYE, κα μποροφςε να αποδοκεί ςτθν 

προψπαρξι τουσ ςε γαλακτοκομικά προϊόντα με ζντονθ τθν παρουςία οξυγαλακτικϊν, μζροσ των 

οποίων αναμζνονταν να περάςει μζςω του εμβολίου ςτο γάλα τθσ τυροκόμθςθσ.  τθν παραςκευι 

των τυριϊν ωςτόςο, πραγματοποιικθκε ςτο ςφνολο των περιπτϊςεων ςχεδόν ταυτόχρονθ 

προςκικθ εναρκτιριασ καλλιζργειασ, ςε πλθκυςμοφσ τουλάχιςτον ίςουσ με αυτοφσ των εμβολίων. 

Επιπλζον, οι διαωοροποιιςεισ ςτο pH των τυριϊν που παραςκευάςτθκαν ιταν μθ ςθμαντικζσ (χ. 

6.4), ενϊ δεν παρατθρικθκε θ ίδια ςυμπεριωορά ςτθν περίπτωςθ των εμβολίων αποκολλθμζνων 

κυττάρων, ςτα οποία αναμζνονταν και κφτταρα από βιοχμζνια τθσ ενδογενοφσ χλωρίδασ των 

τροωίμων (χ. 6.3.δ). υνοπτικά, ςε περίπτωςθ που εμπλζκεται θ ενδογενισ χλωρίδα των τροωίμων 

για τθν διαωορετικι ςυμπεριωορά των εμβολίων ΠΚ-Γάλα και ΠΚ-Γραβιζρα με αυτι των ΠΚ-TSBYE, 

αυτό δεν ζγινε μζςω τθσ περεταίρω μείωςθσ του pH, αλλά μζςω διαωορετικϊν αντιβακτθριακϊν 

παραγόντων, όπωσ είναι θ παραγωγι βακτθριοςινϊν από οξυγαλακτικά βακτιρια διαωορετικά τθσ 

εναρκτιριασ καλλιζργειασ (NSLAB, Elotmani et al., 2002, Samelis et al., 2009).  

τα αρχικά ςτάδια τθσ τεχνολογίασ τθσ Γραβιζρασ περιλαμβάνεται θ ανακζρμανςθ του 

πιγματοσ με ςκοπό τον καλφτερο διαχωριςμό του από τον ορό. Κατά τθν διαδικαςία τθσ 

ανακζρμανςθσ λαμβάνει χϊρα αδρανοποίθςθ των οξυγαλακτικϊν βακτθρίων, με ςυνζπεια να 

διακόπτεται θ μείωςθ του pH του τροωίμου. τα δείγματα που παραςκευάςτθκαν ςτο εργαςτιριο, 

το pH μειϊκθκε από τθν μζςθ τιμι 6,8 του νωποφ γάλακτοσ ςε 5,9-6,0 κατά τθν διάρκεια τθσ 

πρϊτθσ θμζρασ τυροκόμθςθσ, τθν οποία διατιρθςε με μθ ςθμαντικζσ αποκλίςεισ μζχρι και τθν 90θ 

θμζρα ωρίμαςθσ (χ. 6.4.). Θ ενεργότθτα φδατοσ από τθν τιμι 0,99 ςτθν τιμι 0,97 ςτισ πρϊτεσ 7 
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θμζρεσ ωρίμαςθσ και ςταδιακά ςτθν τιμι 0,94, ςτθν οποία παρζμειναν με διακυμάνςεισ ςτθ 

διάρκεια των 90 θμερϊν. Θ μεταωορά των δειγμάτων Γραβιζρασ ςε κερμοκραςία ψφξθσ (4oC) από 

τθν ζβδομθ κιόλασ θμζρα ωρίμαςθσ, δεν είχε αρνθτικι επίδραςθ ςτον πακογόνο, οι πλθκυςμοί του 

οποίου είτε διατθρικθκαν ςτα επίπεδα τθσ αρχικισ ανάπτυξθσ ι μειϊκθκαν κατά 1-1,5 

λογαρίκμουσ CFU/g (χ. 6.3.γ και δ). ε κάκε περίπτωςθ, οι τελικοί πλθκυςμοί των 3,5 ι 7 log CFU/g 

για τα ΠΚ και των 5-6 log CFU/g για τα ΑΚ, βρζκθκαν ςθμαντικά υψθλότεροι από τα όρια τθσ 

νομοκεςίασ. Θ αρχικι ανάπτυξθ του πλθκυςμοφ του  L. monocytogenes και θ μετζπειτα επιβίωςι 

του ςε υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ ι θ μείωςι του ςε πλθκυςμοφσ πάνω από τα όρια τθσ νομοκεςίασ, 

ακόμα και για παρατεταμζνεσ περιόδουσ ωρίμαςθσ, ζχει ςθμειωκεί και ςε προθγοφμενεσ μελζτεσ 

(Ryser και Marth, 1987, Papageorgiou και Marth 1989, Gameiro et al., 2007). Από τθν αδυναμία 

ελζγχου του πλθκυςμοφ του μικροοργανιςμοφ μετά από μία επιμόλυνςθ ςτα πρϊτα ςτάδια 

παραγωγισ τυροκομικϊν προϊόντων, κρίνεται απαραίτθτοσ τόςο ο ςυνεχισ ζλεγχοσ του νωποφ 

γάλατοσ για τθν φπαρξθ του πακογόνου, όςο και ο ενδελεχισ κακαριςμόσ επιωανειϊν και 

εξοπλιςμοφ και ο ζλεγχοσ των διαδικαςιϊν, για τθν αποτροπι μιασ διαςταυροφμενθσ επιμόλυνςθσ 

ςτο παςτεριωμζνο γάλα.  

 

6.3.3. Συμπεριφορά τθσ L. monocytogenes μετά από ενοφκαλμιςμό ςτο ςτάδιο τεμαχιςμοφ του 

τυροπιγματοσ κατά τθ τυροκόμθςθ δειγμάτων Φζτασ και Γραβιζρασ. 

Από τα ςθμαντικότερα κρίςιμα ςθμεία επιμόλυνςθσ με L. monocytogenes κατά τθν παραγωγι 

Φζτασ και Γραβιζρασ, είναι τα ςτάδια που ακολουκοφν τθν παςτερίωςθ του γάλακτοσ, όπωσ είναι θ 

προςκικθ τθσ πυτιάσ, εναρκτιριασ καλλιζργειασ και αλάτων, κακϊσ και ο τεμαχιςμόσ του 

τυροπιγματοσ για τθν εξαγωγι του οροφ, κυρίωσ λόγω πλθμμελοφσ υγιεινισ του εξοπλιςμοφ και 

του προςωπικοφ που εργάηονται ςε αυτά (Mavropoulos και Arvanitoyannis, 1999, 2000).  

τα δείγματα Φζτασ που παραςκευάςτθκαν μετά από τυροκόμθςθ με ενοωκαλμιςμό τθσ L. 

monocytogenes ςτο ςτάδιο τεμαχιςμοφ του τυροπιγματοσ παρατθρικθκε ςτα ΠΚ ανάπτυξθ του 

πλθκυςμοφ τθν οποία ακολοφκθςε θ μείωςι του, ενϊ τα αντίςτοιχα  ΑΚ επιβίωςαν ςτουσ αρχικοφσ 

πλθκυςμοφσ για ζνα διάςτθμα και ςτθ ςυνζχεια μειϊκθκαν κάτω από το όριο αρίκμθςθσ (χ. 6.5.). 

υγκεκριμζνα, ςτα δείγματα των ΠΚ παρατθρικθκε ανάπτυξθ του πλθκυςμοφ αντίςτοιχθ με το 

πρϊτο ςτάδιο ενοωκαλμιςμοφ, με χαμθλότερουσ ωςτόςο τελικοφσ πλθκυςμοφσ (5,5 και 4,5 log 

CFU/g για το TSBYE και το γάλα, αντίςτοιχα, χ. 6.5.α). Ομοίωσ με το πρϊτο ςτάδιο, τα κφτταρα 

επιβίωςαν ςτα επίπεδα αυτά για τισ πρϊτεσ 7 θμζρεσ τθσ ωρίμαςθσ και ςτθ ςυνζχεια, λόγο τθσ 

διαωοροποίθςθσ των ωυςικοχθμικϊν τουσ χαρακτθριςτικϊν (χ. 6.4.), μειϊκθκαν ςταδιακά ςε 

πλθκυςμοφσ κάτω από το όριο ανίχνευςθσ, με εξαίρεςθ τα ΠΚ- TSBYE, τα οποία παρζμειναν κοντά 

ςτο όριο τθσ νομοκεςίασ. Σθν αρχικι επιβίωςθ (5 θμζρεσ) του πακογόνου τα δείγματα που  
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χιμα 6.5. υμπεριωορά τθσ L. monocytogenes (log CFU/ml ι g) κατά τθν τυροκόμθςθ (αριςτερά 

διαγράμματα) και τθν ωρίμαςι (δεξιά διαγράμματα) ςε δειγμάτων Φζτασ (α, β) και Γραβιζρασ (γ, δ), ζπειτα 

από ενοωκαλμιςμό κατά το κόψιμο του τυροπιγματοσ, με πλαγκτονικά (α, γ) και αποκολλθμζνα (β, δ, 

βιοχμζνια) κφτταρα L. monocytogenes, προερχόμενα από TSBYE, γάλα, και Φζτα ι Γραβιζρα. Σο πρϊτο ςθμείο 

(1
θ
 θμζρα) κάκε καμπφλθσ ςτο διάγραμμα ωρίμαςθσ ςυμπίπτει με το τελευταίο (24 ϊρεσ) ςτο διάγραμμα 

τυροκόμθςθσ.  
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εμβολιάςτθκαν με τα ΑΚ, ακολοφκθςε θ μείωςθ του πλθκυςμοφ του, ενϊ από τθν 18θ θμζρα 

ωρίμαςθσ (3θ ςτουσ 4oC) τα κφτταρα βρζκθκαν ςε επίπεδα χαμθλότερα τθσ νομοκεςίασ (χ. 6.5.β.). 

Σα διαωορετικά επίπεδα ενοωκαλμιςμοφ οωείλονται ςτθ μειωμζνθ ποςότθτα βιοχμενίου που 

ςχθματίςτθκε ςτο περιβάλλον τθσ Φζτασ, γεγονόσ που επθρζαςε και τθν μετζπειτα ςυμπεριωορά 

των ςυγκεκριμζνων κυττάρων κατά τθν διάρκεια τθσ τυροκόμθςθσ και ωρίμαςθσ και τα 

διαωοροποίθςε από τα αντίςτοιχα ΑΚ που προζρχονταν από το TSBYE και το γάλα (χ. 6.5.β.). 

τα δείγματα Γραβιζρασ παρατθρικθκε ομοιόμορωθ ςυμπεριωορά των κυττάρων του 

μικροοργανιςμοφ, όταν αυτόσ εμβολιάςτθκε ςτο δεφτερο ςτάδιο ενοωκαλμιςμοφ (χ. 6.4. γ και δ). 

Αρχικά τα κφτταρα επιβίωςαν ςτο αρχικό επίπεδο ενοωκαλμιςμοφ, ακολοφκθςε μια οριακι 

ανάπτυξθ τθσ τάξθσ των 1-1,5 log CFU/g μζχρι τθν 7θ θμζρα ωρίμαςθσ, και μετά τθν μεταωορά τουσ 

ςτουσ 4oC, οι πλθκυςμοί μειϊκθκαν ςταδιακά ςε <102 CFU/g, ενϊ ο τελικόσ πλθκυςμόσ των ΑΚ 

βρζκθκε <10 CFU/g. φμωωνα με τουσ Ryser και Marth (1987), όταν ο πακογόνοσ εμβολιαςτεί ςτο 

γάλα μετά τθν παςτερίωςι του αναμζνεται να ζχει μια ωάςθ προςαρμογισ μζχρι τουλάχιςτον τθν 

ϊρα τθσ ανακζρμανςθσ, ενϊ ςτθ ςυνζχεια δεν αναμζνεται να αυξθκεί λόγω τθσ μείωςθσ του pH. Θ 

διαωορετικι ςυμπεριωορά τθσ L. monocytogenes μεταξφ των δφο ςταδίων επιμόλυνςθσ μπορεί να 

οωείλεται ςτο ότι τα κφτταρα που εμβολιάςτθκαν ςτο παςτεριωμζνο γάλα παρζμειναν ςε ιδανικι 

για τθν αφξθςι του πακογόνου κερμοκραςία για 2 περίπου ϊρεσ πριν το ςτάδιο τθσ ανακζρμανςθσ, 

ςε αντίκεςθ με αυτά που εμβολιάςτθκαν κατά τον τεμαχιςμό του τυροπιγματοσ και είχαν ςτθν 

διάκεςι τουσ περίπου 20 λεπτά για να προςαρμοςτοφν κι ενδεχομζνωσ να αυξθκοφν. Επιπλζον, 

παρατθρικθκε διαωορά ςτθν τιμι του pH ςτθν ανακζρμανςθ πιγματοσ (1ο ςτ-pH:6.8, 2ο ςτ-pH:6.0), 

θ οποία ενδεχομζνωσ να οωείλεται ςτον ανταγωνιςμό μεταξφ τθσ L. monocytogenes και τθσ 

οξυγαλακτικισ καλλιζργειασ, ζπειτα από τον ςχεδόν ταυτόχρονο ενοωκαλμιςμό τουσ ςτο 

παςτεριωμζνο γάλα. Εντοφτοισ, θ διαωορά αυτι ςτο pH αν κι ενδζχεται να αυξιςει τθν ωάςθ 

προςαρμογισ και να μειϊςει τον ρυκμό ανάπτυξθσ (Κεω. 5), ςε καμία περίπτωςθ δεν αναμζνεται να 

ανακόψει τθν ανάπτυξθ του πακογόνου. 

 

6.3.4. Επιβίωςθ τθσ L. monocytogenes ζπειτα από επιμόλυνςθ ςτθν αρχι τθσ δεφτερθσ ωρίμαςθσ 

δειγμάτων Φζτασ και Γραβιζρασ. 

Σο πλζον ςυνθκιςμζνο ςτάδιο τθσ παραςκευισ ενόσ τυριοφ που αναμζνεται επιμόλυνςι του 

από τθν L. monocytogenes είναι θ περίοδοσ τθσ αποκικευςθσ για τθν ολοκλιρωςθ τθσ ωρίμαςθσ και 

τθν πλιρθ ανάπτυξθ των οργανολθπτικϊν και ωυςικοχθμικϊν του χαρακτθριςτικϊν. Κατά τθν 

ωρίμανςι τουσ τα τυριά αποκθκεφονται ςε ειδικά αεριηόμενα ψυγεία-καλάμουσ (αρχικά ςτουσ 16-

22 oC και ςτθ ςυνζχεια ςτουσ 4oC), είτε πάνω ςε ξφλινα ι μεταλλικά ράωια ι μζςα ςε ξφλινα βαρζλια 

ι μεταλλικά δοχεία, το ςφνολο των οποίων μπορεί να αποτελζςει εςτία επιμόλυνςθσ (Jacquet et al., 
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1993, Ribeiro et al., 2006). Σαυτόχρονα με τα τυριά προσ ωρίμαςθ, ανάλογα και με το μζγεκοσ τθσ 

επιχείρθςθσ, ςτουσ καλάμουσ ενδζχεται να υπάρχουν παγολεκάνεσ νωποφ γάλακτοσ, δοχεία με 

παραπροϊόντα (ορόσ γάλακτοσ για παραςκευι μαλακϊν τυριϊν), ςυςκευαςίεσ ι δοχεία με τελικά 

προϊόντα, κακϊσ και θ επαωι των τυριϊν με το προςωπικό (αλάτιςμα, πλφςιμο, απόξεςθ κ.α.),  

αυξάνουν τθν πικανότθτα μιασ διαςταυροφμενθσ επιμόλυνςθσ. Σο ςτάδιο τθσ ωρίμαςθσ υπό ψφξθ 

αποτελεί κρίςιμο ςθμείο ελζγχου κατά τθν παραςκευι τυροκομικϊν προϊόντων (Mavropoulos και 

Arvanitoyannis, 1999, Arvanitoyannis και Mavropoulos, 1999, Silva et al., 2003), επειδι οι ςυνκικεσ 

που επικρατοφν είναι ικανζσ να αποτρζψουν τθν επιβίωςθ των περιςςοτζρων πακογόνων κι 

αλλοιογόνων μικροοργανιςμϊν. Εντοφτοισ, το ψυχρότροωο πακογόνο L. monocytogenes, ζχει τθν 

ικανότθτα να επιβιϊνει για μεγάλα χρονικά διαςτιματα ςε κερμοκραςίεσ  <7 oC, αυξάνοντασ τθν 

πικανότθτα εμωάνιςισ του ςτο τελικό προϊόν, που κα ωτάςει ςτο τραπζηι του καταναλωτι κι 

επομζνωσ τθν επικινδυνότθτα του τροωίμου. τθ παροφςα εργαςία μελετικθκε θ επίδραςθ τθσ 

διαωορετικισ ωυςιολογίασ (προϊςτορίασ) των κυττάρων του πακογόνου ςτθν ικανότθτά του να 

επιβιϊνει ςε χαμθλζσ κερμοκραςίεσ, ςε ςυνάρτθςθ με τα ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά των δφο 

τυροκομικϊν προϊόντων, όπωσ ζχουν διαμορωωκεί κατά τθν διάρκεια τθσ πρϊτθσ ωρίμαςθσ.  

τα δείγματα Φζτασ, τα οποία εμβολιάςτθκαν ςτο τζλοσ τθσ πρϊτθσ ωρίμαςθσ (15θ θμζρα), 

με τα παραςκευαςμζνα εμβόλια L. monocytogenes, παρατθρικθκε ςθμαντικι μείωςθ (>2 log 

CFU/g) του πλθκυςμοφ τόςο των ΠΚ, όςο και των ΑΚ L. monocytogenes ςε όλα τα είδθ εμβολίων 

από τθν 3θ θμζρα, ενϊ από τθν 7θ θμζρα ςυντιρθςθσ ςτα περιςςότερα εμβόλια, ο πλθκυςμόσ των 

κυττάρων ιταν κάτω από το όριο ανίχνευςθσ (χ. 6.6. α, β). Πιο ανκεκτικά εμβόλια εμωανίςτθκαν τα 

ΠΚ από το γάλα, τα βιοχμζνια από το TSBΤΕ και τα ΠΚ από το MRD. Σα δφο πρϊτα εμβόλια ιταν 

κάτω από το όριο αρίκμθςθσ μετά τθν 11θ  θμζρα, ενϊ το τρίτο μετά τθ 18θ θμζρα. το ίδιο χρονικό 

διάςτθμα (18 θμζρεσ), οι Kagli et al. (2009) μζτρθςαν 4 λογαρίκμουσ μείωςθ του πλθκυςμοφ 

μίγματοσ ςτελεχϊν L. monocytogenes ςε Κατίκι Δομοκοφ (pH=4,5-4,6), ενϊ ςε ςχζςθ με τθν 

κερμοκραςία, για τα δείγματα που αποκθκεφτθκαν  ςε χαμθλι κερμοκραςία (5oC) ςυμπζραναν ότι 

θ διαωορζσ μεταξφ των ςτελεχϊν ιταν μθ ςθμαντικζσ (Kagli et al., 2009). Αντίκετα, αδφναμα 

αποδείχτθκαν τα ΠΚ από τθν Γραβιζρα, όπωσ και τα ΠΚ και ΑΚ από τθ Φζτα, τα οποία βρζκθκαν 

κάτω από το όριο ανίχνευςθσ από τθν 3θ  κιόλασ θμζρα τθσ δεφτερθσ ωρίμαςθσ. Σα κφτταρα του 

L.monocytogenes που ιταν προςαρμοςμζνα ςτισ όξινεσ ςυνκικεσ (ΟΑ), παρουςίαςαν μικρι 

διαωορά ςε ςχζςθ με τα κφτταρα που δεν ιταν προςαρμοςμζνα (ΜΟ) και ακολοφκθςαν τθν 

ωκίνουςα πορεία των υπόλοιπων ΠΚ (χ. 6.6.α, β). υνολικά ςτα δείγματα Φζτασ, το χαμθλό pH (4.9 

χ. 6.4.) του τροωίμου από τθν 10θ θμζρα ωρίμαςθσ ςε ςυνδυαςμό με τθν χαμθλι κερμοκραςία 

(4oC) αποδείχτθκαν κυρίαρχοι παράγοντεσ, επιωζροντασ τθ γριγορθ κανάτωςθ του πακογόνου 

ανεξαρτιτωσ ωυςιολογίασ. 
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χιμα 6.6. υμπεριωορά τθσ L. monocytogenes (log CFU/ g) κατά τθν δεφτερθ ωρίμανςι (4
o
C) ςε δείγματα 

Φζτασ (α, β) και Γραβιζρασ (γ, δ), ζπειτα από ενοωκαλμιςμό τουσ με πλαγκτονικά (ΠΚ, α, γ) και αποκολλθμζνα 

κφτταρα (ΑΚ, β, δ) L. monocytogenes, προερχόμενα από διαωορετικά υποςτρϊματα (TSBYE, MRD, γάλα, Φζτα, 

Γραβιζρα, ΟΑ: προςαρμ. ςε όξινεσ ςυνκικεσ, ΜΟ: μθ προςαρμ. ςε όξινεσ ςυνκικεσ). 
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τα δείγματα Γραβιζρασ, που εμβολιάςτθκαν ςτο τζλοσ τθσ πρϊτθσ ωρίμαςθσ (7θ θμζρα) με 

τα κφτταρα τθσ L. monocytogenes, που προχπιρχαν ςε TSBYE, TSBYE-G, TSBYE+G, MRD, γάλα, Φζτα 

και Γραβιζρα, παρατθρικθκε ςθμαντικι μείωςθ (>1 log CFU/g) του πλθκυςμοφ των ΠΚ ςε όλα τα 

είδθ εμβολίων από τθν 3θ θμζρα αποκικευςθσ (χ. 6.6.γ). Θ αντίςτοιχθ μείωςθ των ΑΚ (βιοχμζνια) 

παρατθρικθκε τθν 5θ θμζρα (χ. 6.6.δ). Πιο ανκεκτικά εμβόλια αποδείχτθκαν τα ΑΚ από τθ 

Γραβιζρα (μείωςθ 0,5 log CFU /g) και το TSBYE (μείωςθ 0,9 log CFU /g), ενϊ πιο αδφναμα τα ΑΚ από 

τθ Φζτα, τα οποία μειϊκθκαν κατά 3 log CFU /g ςτισ πρϊτεσ οχτϊ θμζρεσ τθσ ωρίμαςθσ ςτουσ 4oC. 

Αντίςτοιχα με τα δείγματα Φζτασ, ςτα δείγματα Γραβιζρασ, τα προςαρμοςμζνα ι μθ ςτθν οξφτθτα 

κφτταρα L. monocytogenes ακολοφκθςαν τθν πορεία των υπόλοιπων εμβολίων, χωρίσ ςθμαντικζσ 

διαωορζσ μεταξφ τουσ (χ. 6.6.γ). Όλα τα εμβόλια, πλθν των ΑΚ κυττάρων τθσ Γραβιζρασ και του 

TSBYE, βρζκθκαν ςτο τζλοσ  τθσ ωρίμαςθσ κάτω από το όριο τθσ αρίκμθςθσ (1 log CFU/g, χ. 6.6.γ 

και δ). Οι Samelis et al. (2009) παρατιρθςαν μικρότερθ μείωςθ του Listeria innoccua (1.1 log CFU/g) 

κατά τθν 60θ θμζρα ωρίμαςθσ Γραβιζρασ, με υψθλότερο ωςτόςο τελικό πλθκυςμό επιβίωςθσ 

(1.48±0.31 log CFU/g). υνολικά ςτα δείγματα Γραβιζρασ, τα ςχετικά ευνοϊκά για τον πακογόνο 

ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά (aw:0.94, pH:5.8), επζτρεψαν τθ βραδφτερθ μείωςθ του πλθκυςμοφ 

τθσ L. monocytogenes και τον διαχωριςμό οριςμζνων από τα εμβόλια ςε ανκεκτικότερα ι μθ. 

 

6.3.5. Συγκριτικι κεϊρθςθ τθσ επίδραςθσ του ςταδίου επιμόλυνςθσ και τθσ φυςιολογίασ των 

κυττάρων του πακογόνου L. monocytogenes ςτθν ςυμπεριφορά του κατά τθν τυροκόμθςθ και 

ωρίμαςθ Φζτασ και Γραβιζρασ 

Σα κφρια κρίςιμα ςθμεία ελζγχου ςτθ τεχνολογία τθσ Φζτασ και τθσ Γραβιζρασ αρχίηουν ςτθ 

μονάδα του γαλακτοπαραγωγοφ – ςυλλογι, ςυντιρθςθ (ψφξθ) και μεταωορά, ςυνεχίηουν με τθν 

παραλαβι του νωποφ γάλακτοσ, το ωιλτράριςμα, τθν ςυντιρθςθ ςε ςιλό (ψφξθ), τθν παςτερίωςθ 

και τθν μετζπειτα αυτισ ψφξθ, τθν προςκικθ εναρκτιριασ καλλιζργειασ και πυτιάσ, το ξθρό 

αλάτιςμα, τθν πίεςθ ςτθν Γραβιζρα, τθν ωρίμαςθ, τθ ςυςκευαςία και τθν αποκικευςθ υπό ψφξθ 

(Mauropoulos and Arvanitogiannis, 1999, Arvanitogiannis and Mauropoulos, 2000, EL-Hofi et al., 

2008). Από αυτά ξεχωρίηει αρχικά το ςτάδιο τθσ παςτερίωςθσ, κακϊσ επιβίωςθ των 

μικροοργανιςμϊν μπορεί να υπάρξει, φςτερα από ελλιπι παςτερίωςθ, λόγω υπερβολικισ 

ποςότθτασ γάλακτοσ ςτον παςτεριωτιρα, κακισ ανάδευςθσ, φπαρξθσ βιοχμενίου το οποίο 

εμποδίηει τθ μεταωορά τθσ κερμότθτασ, ενϊ και μετά τθν παςτερίωςθ, θ επιμόλυνςθ αποτελεί 

πικανό ενδεχόμενο από ςωλινεσ ι ςκεφθ (Kells et al., 2003). τθν περίπτωςθ αυτι, το μθ 

ανταγωνιςτικό πακογόνο βακτιριο L. monocytogenes βρίςκει εφωορο ζδαωοσ να πολλαπλαςιαςτεί 

εξαιτίασ του ευνοϊκοφ περιβάλλοντοσ και τθσ απουςίασ ανταγωνιςτικισ χλωρίδασ. τθ ςυνζχεια, 

κατά το ςτάδιο τθσ πιξθσ, επιμόλυνςθ μπορεί να υπάρξει είτε από τα χζρια και τισ ποδιζσ των 
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εργαηομζνων (Kells et al., 2003), ι από τον εξοπλιςμό (μαχαίρια, κόωτεσ). Μια επιμόλυνςθ ςτο 

ςτάδιο αυτό, ενδζχεται να οδθγιςει ςε επιβίωςθ ι ανάπτυξθ του πακογόνου, δεδομζνου ότι τα 

ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά των τυριϊν βρίςκονται ακόμα μζςα ςτα επιτρεπτά όρια για τθν 

ανάπτυξθ ι επιβίωςθ του πακογόνου. Σζλοσ, κατά τθν μεταωορά των προϊόντων τον χϊρο τθσ 

ωρίμαςθσ, ενδζχεται να υπάρξει διαςταυροφμενθ επιμόλυνςθ του ενδιάμεςου προϊόντοσ ςτα 

ράωια (Γραβιζρα) λόγω πλθμμελοφσ εξυγίανςθσ ι ωυςιολογίασ (ξφλινα), όπωσ και ςτα δοχεία 

(Φζτα) για τουσ ίδιουσ λόγουσ (Guillier et al., 2008). το τελευταίο ςτάδιο αναμζνεται παρατεταμζνθ 

επιβίωςθ ι κανάτωςθ τθσ L. monocytogenes, ανάλογα με τα τελικά ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά 

του τροωίμου, το αρχικό επίπεδο επιμόλυνςθσ, τθ ωυςιολογία του πακογόνου, κακϊσ και τθν 

τιρθςθ των απαιτοφμενων ςυνκθκϊν αποκικευςθσ.  

Σο ςτάδιο ενοωκαλμιςμοφ των ςτελεχϊν L. monocytogenes κατά τθν διαδικαςία παραςκευισ 

των δφο τυριϊν αποτζλεςε τον πλζον κακοριςτικό παράγοντα, οποίοσ ςε ςυνδυαςμό με τθν 

τεχνολογία κακόριςαν τθν ςυμπεριωορά του μικροοργανιςμοφ. Κατά το πρϊτο ςτάδιο 

ενοωκαλμιςμοφ ςτο γάλα παρατθρικθκε ςθμαντικι ανάπτυξθ ςχεδόν ςε όλεσ τισ περιπτϊςεισ των 

εμβολίων ςτθν Φζτα. Αντίκετα, ςτο δεφτερο ςτάδιο  ενοωκαλμιςμοφ παρατθρικθκε διακφμανςθ 

ςτθν ςυμπεριωορά του πακογόνου, ανάλογθ τθν προζλευςθ του εμβολίου. Μεγαλφτερθ ανάπτυξθ 

παρατθρικθκε ςτα εμβόλια που προζρχονταν από ευνοϊκά υποςτρϊματα, ενϊ τα πλαγκτονικά 

μειϊκθκαν με πιο αργοφσ ρυκμοφσ από τα βιοχμενικά, κατά τθ διάρκεια των 90 θμερϊν ωρίμαςθσ. 

υγκεκριμζνα, τα πλαγκτονικά κφτταρα του TSBYE που εμβολιάςτθκαν και ςτα δφο πρϊτα ςτάδια, 

μετρικθκαν > 100 CFU/g τθν 90θ θμζρα αποκικευςθσ. Σα βιοχμενικά κφτταρα τα οποία 

εμβολιάςτθκαν ςτθ Φζτα, αςχζτωσ με το ςτάδιο ενοωκαλμιςμοφ, μειϊκθκαν ςτα αποδεκτά όρια τθσ 

νομοκεςίασ, από τισ πρϊτεσ κιόλασ θμζρεσ τθσ τυροκόμθςθσ. φμωωνα με τουσ Papageorgiou και 

Marth (1989), θ αρχικι ανάπτυξθ που παρατθρικθκε ςτθ Φζτα οωείλεται ςτισ ανεπαρκϊσ 

αναςταλτικζσ ςυνκικεσ που επικρατοφν κατά τισ πρϊτεσ μζρεσ τθσ ωρίμαςθσ του τροωίμου. 

Εντοφτοισ, δεν ςθμείωςαν διαωορζσ ςτθν ανάπτυξθ μεταξφ των δφο ςτελεχϊν που μελζτθςαν, ςε 

αντίκεςθ με τα αποτελζςματα τθσ παροφςασ μελζτθσ, ςτθν οποία θ κινθτικι (αρχικά ανάπτυξθσ και 

ςτθ ςυνζχεια μείωςθσ) του πλθκυςμοφ του L.monocytogenes ωάνθκε να επθρεάηεται άμεςα από 

τθν προϊςτορία των κυττάρων του. 

Θ επίδραςθ του ςταδίου ενοωκαλμιςμοφ ςτθν Γραβιζρα ιταν περιςςότερο εμωανισ, λόγο 

του ςυνδυαςμοφ τθσ με τθν ανακζρμανςθ του πιγματοσ, όπωσ προβλζπεται από τθν παραγωγικι 

διαδικαςία. Θ μειωμζνθ ςυγκριτικά με τθν Φζτα ανάπτυξθ ςτθν Γραβιζρα, ςτο πρϊτο ςτάδιο 

ενοωκαλμιςμοφ, κατά τθν θμζρα τθσ τυροκόμθςθσ κα μποροφςε να αποδοκεί και ςτθν 

ςυμπφκνωςθ του τροωίμου κατά το ¼ περίπου, με δεδομζνο ότι το πακογόνο εμβολιάςτθκε ςε 2 

λίτρα γάλακτοσ από το οποίο παραςκευάςτθκαν περίπου 500g τυρί (3κεωάλια x175g, Schvartzman 
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et al., 2011). Ωςτόςο, κατά τθν διάρκεια τθσ πρϊτθσ ωρίμαςθσ το πακογόνο αυξικθκε ςε 

πλθκυςμοφσ αντίςτοιχουσ με τθν Φζτα. Κατά τον ενοωκαλμιςμό ςτο γάλα, παρατθρικθκε ανάπτυξθ 

ςχεδόν του ςυνόλου των εμβολίων, οι πλθκυςμοί των οποίων διατθρικθκαν ςτα ίδια περίπου 

επίπεδα κακ’ όλθ τθ διάρκεια τθσ ωρίμαςθσ, ξεπερνϊντασ κατά πολφ αποδεκτά όρια τθσ 

νομοκεςίασ για τθν L. monocytogenes. Αντικζτωσ, κατά τον ενοωκαλμιςμό ςτο τυρόπθγμα, μετά τθν 

οριακι αρχικι ανάπτυξθ που πραγματοποιικθκε ςτισ επτά πρϊτεσ μζρεσ ωρίμαςθσ, παρατθρικθκε 

μείωςθ των εμβολίων και επιβίωςθ ςε χαμθλά επίπεδα κάτω από το όριο τθσ νομοκεςίασ.  

Κατά τον ενοωκαλμιςμό μετά το πζρασ τθσ πρϊτθσ και πριν τθν ζναρξθ τθσ δεφτερθσ 

ωρίμαςθσ παρατθρικθκε μείωςθ ςτα αποδεκτά επίπεδα τόςο ςτθ Φζτα όςο και ςτθ Γραβιζρα, από 

τισ πρϊτεσ θμζρεσ τθσ ωρίμαςθσ. τα δείγματα τθσ Φζτασ θ μείωςθ ιταν γρθγορότερθ, ενϊ θ 

προζλευςθ των εμβολίων ςτθ ςυγκεκριμζνθ περίπτωςθ δε ωάνθκε να παίηει ςθμαντικό ρόλο. Μία 

από τισ πικανζσ αιτίεσ τθσ απότομθσ μείωςθσ και κατά περιπτϊςεισ κανάτωςθσ των εμβολίων κατά 

τον ενοωκαλμιςμό τουσ ςτο τρίτο ςτάδιο, ςε αντίκεςθ με τθν ςυμπεριωορά του πακογόνου ζπειτα 

από τα δφο πρϊτα ςτάδια ενοωκαλμιςμοφ, ςτα οποία παρατθρικθκε παρατεταμζνθ επιβίωςθ, 

ενδζχεται να είναι το διαωορετικό περιβάλλον που αντιμετωπίηει το πακογόνο ςτθν επιωάνεια και 

το εςωτερικό των κεωαλιϊν των τυριϊν (Morgan et al., 2001, Schvartzman et al., 2011). Ανάλογα με 

τθν τεχνολογία παραςκευισ και τθν ενδογενι ι αλλοιογόνο χλωρίδα των τυριϊν, τα ωυςικοχθμικά 

χαρακτθριςτικά ι τον ανταγωνιςμό που κα ςυναντιςει θ L. monocytogenes ςτθν επιωάνεια ενόσ 

κεωαλιοφ ενδζχεται να δθμιουργεί ζνα περιςςότερο ευνοϊκό (ι αωιλόξενο) περιβάλλον ςε ςχζςθ με 

το εςωτερικό του τυριοφ (core). Οι Giannou et al. (2009) ζδειξαν τθν μείωςθ τθσ L. monocytogenes 

μετά από επιωανειακι επιμόλυνςθ πλιρωσ ωριμαςμζνων κεωαλιϊν Γραβιζρασ, θ οποία ιταν 

ανεξάρτθτθ τθσ ςυςκευαςίασ. Εντοφτοισ, θ ίδια ομάδα ςτθν ςυνζχεια εξζταςε τθν περίπτωςθ 

επιμόλυνςθσ των τυριϊν από τα πρϊτα ςτάδια τθσ τυροκόμθςθσ, θ οποία ζχει ςαν αποτζλεςμα τον 

καταμεριςμό και τθν ενςωμάτωςθ των κυττάρων του πακογόνου ςε όλθ τθ μάηα του τυριοφ και 

κατζλθξε ςε αντίςτοιχεσ μειϊςεισ κατά τθν διάρκεια των 90 θμερϊν ωρίμαςθσ (Samelis et al., 2009). 

Θ μοντελοποίθςθ των αποτελεςμάτων τθσ μελζτθσ ζγινε με τθν χριςθ ενόσ δυναμικοφ 

ενοποιθμζνου (integrated) μοντζλου, από το πρόγραμμα GroPIN (Psomas και Skandamis, 2013, 

http://www.aua.gr/psomas/gropin/), το οποίο αρχικά εξζταςε τθν πικανότθτα ανάπτυξθσ τθσ L. 

monocytogenes με βάςθ τισ πειραματικζσ ςυνκικεσ (T, pH, aw) και ςτθ ςυνζχεια χρθςιμοποίθςε 

μοντζλα ανάπτυξθσ ι κανάτωςθσ για να περιγράψει τθν ςυμπεριωορά του. Σα μοντζλα που 

χρθςιμοποιικθκαν περιζγραψαν ικανοποιθτικά τόςο τθν πικανότθτα ανάπτυξθσ του 

μικροοργανιςμοφ, ανάλογα με τισ ςυνκικεσ, όςο και τθν κινθτικι ανάπτυξθσ ςτισ περιπτϊςεισ που 

τθν επζτρεψαν (χ. 6.7). Εντοφτοισ, παρατθρικθκε απόκλιςθ μεταξφ των πειραματικϊν δεδομζνων 

και των καμπφλων κατά τθ κανάτωςθ του πακογόνου, θ οποία μπορεί να αποδοκεί ςτο ότι το 
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μοντζλο κανάτωςθσ που χρθςιμοποιικθκε, είχε αναπτυχτεί από δεδομζνα ςε υγρό κρεπτικό 

υπόςτρωμα (BHIB, Buchanan et al., 1997), ςε αντίκεςθ με το μοντζλο ανάπτυξθσ που είχε βαςιςτεί 

ςε γαλακτοκομικά προϊόντα (Gamma concept model, Mejlholm at al., 2010). Για ακόμα μια ωορά 

μζςα ςτθ διατριβι γίνεται ωανερό, ότι τα μοντζλα που ζχουν αναπτυχκεί από δεδομζνα υγρϊν 

κρεπτικϊν υποςτρωμάτων, αδυνατοφν να ςυμπεριλάβουν τθν πολυπλοκότθτα των 

αλλθλεπιδράςεων τθσ L. monocytogenes με τθν ενδογενι χλωρίδα των τυριϊν και τα προϊόντα τθσ 

και υπερεκτιμοφν τθν ικανότθτα επιβίωςισ του ςτα τρόωιμα (Xanthiakos et al., 2006, Schvartzman 

et al., 2010, 2011, Ferrier et al., 2013). 

Θ φπαρξθ του πακογόνου από τα πρϊτα κιόλασ ςτάδια τθσ παραγωγικισ διαδικαςίασ, εκτόσ 

από τθν καλφτερθ διάχυςι του (ςτο γάλα) και ςτθν ςυνζχεια τθν ενςωμάτωςι του ςτο πιγμα, 

βοθκά ςτθν ςταδιακι προςαρμογι του ζναντι των καταπονιςεων. Θ ςταδιακι μείωςθ του pΘ από 

τθν τυροκόμθςθ και κατά τισ πρϊτεσ τθσ ωρίμαςθσ, κακϊσ και θ ςταδιακι προςκικθ αλατιοφ ςτα 

τυριά δίνει τθν δυνατότθτα ςτθ L. monocytogenes να αντιμετωπίςει ευκολότερα τισ αλλαγζσ που 

πραγματοποιοφνται ςτο περιβάλλον, επομζνωσ ζχει τθν δυνατότθτα, ανάλογα με τθν ωυςιολογία 

του, να αναπτφξει ανκεκτικότθτα ζναντι αυτϊν ι να κανατωκεί. Επιπλζον, θ αφξθςθ τθσ 

ανκεκτικότθτασ ενόσ μικροοργανιςμοφ ζναντι μιασ καταπόνθςθσ μπορεί να ζχει ςαν αποτζλεςμα 

αυξθμζνθ ανκεκτικότθτα ζναντι άλλων καταπονιςεων (cross-tolerance, Faleiro et al. 2003). 

υγκεκριμζνα, οι Skandamis et  al. (2009) ζδειξαν ότι θ παρατεταμζνθ ζκκεςθ ςε 3,5% NaCl για 

περίοδο 12 ωρϊν και ςτθ ςυνζχεια ζκκεςθ ςε pH 5,04 δθμιουργεί μεγαλφτερθ ανκεκτικότθτα ςε 

κφτταρα τθσ L. monocytogenes κατά τθν ζκκεςι του ςε υγρό κρεπτικό μζςο με pH 3,5 (όξινθ 

καταπόνθςθ), εν ςυγκρίςει με τθν παρατεταμζνθ ζκκεςθ ςε μζςα μθδενικισ αλατότθτασ, ενϊ ςτθν 

ίδια μελζτθ τονίςτθκε και θ ςθμαςία τθσ διαδοχισ των καταπονιςεων. υνειςωορά ςτθν αυξθμζνθ 

ανκεκτικότθτα του μικροοργανιςμοφ ζναντι των μθ ευνοϊκϊν pH και aw  των τυριϊν ενδζχεται να 

ζχει και ςτάδιο τθσ ανακζρμανςθσ, κατά το οποίο το πακογόνο εκτίκεται ςτθν ςταδιακι αφξθςθ τθσ 

κερμοκραςίασ ςτουσ 52oC. Οι μθχανιςμοί που ενεργοποιοφνται για τθν αντιμετϊπιςθ τθσ 

κερμοκραςιακισ καταπόνθςθσ (stress resistance mechanisms) ςυχνά κωδικοποιοφν ειδικζσ 

πρωτεΐνεσ (HSPs), κακϊσ και τον γενικό μεταγραωικό παράγοντα ςΒ, που βοθκοφν και ςτθν 

αντιμετϊπιςθ τθσ όξινθσ ι ωςμωτικισ καταπόνθςθσ (Lin και Chou, 2004, Gandhi και Chikindas, 2007, 

Sergelidis  και Abrahim, 2009).  

Θ αυξθμζνθ παραλλακτικότθτα των αρχικϊν εμβολίων ςτα ΠΚ που εμβολιάςτθκαν κατά τθν 

δεφτερθ ωρίμαςθ τόςο τθσ Φζτασ όςο και τθσ Γραβιζρασ, οωείλόταν ενδεχομζνωσ ςτον επιωανειακό 

ενοωκαλμιςμό των δειγμάτων. Πικανϊσ ςε οριςμζνα από τα εμβόλια ποςοςτό των κυττάρων δεν 

πρόλαβε να ενςωματωκεί ςτα δείγματα και μζχρι τθν ϊρα τθσ δειγματολθψίασ, θ οποία 

ακολουκοφςε τον ενοωκαλμιςμό και να ελιωκθςαν περιοχζσ αυξθμζνθσ ςυγκζντρωςθσ πλθκυςμοφ.
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χιμα 6.7. υγκεντρωτικι απεικόνιςθ τθσ ςυμπεριωοράσ τθσ L. monocytogenes κατά τθν παραγωγι και ωρίμαςθ δειγμάτων Φζτασ (α, γ) και Γραβιζρασ (β, δ) ςυγκριτικά 

με τισ καμπφλεσ πρόβλεψθσ ενόσ δυναμικοφ ενοποιθμζνου (integrated) μοντζλου, μετά από προςαρμογι τουσ ςε αυτό με τθν βοικεια του προγράμματοσ GroPIN 

(http://www.aua.gr/psomas/gropin/). Σα δείγματα παραςκευάςτθκαν ζπειτα από ενοωκαλμιςμό με το πακογόνο ςτο ςτάδιο ψφξθσ του παςτεριωμζνου γάλακτοσ (α, β) 

και ςτο ςτάδιο τεμαχιςμοφ του τυροπιγματοσ (γ, δ). Σα κφτταρα τθσ L. monocytogenes είχαν προθγουμζνωσ εξοικειωκεί (πλαγκτονικά κφτταρα ι ΠΚ, κλειςτά ςφμβολα) ι 

ςχθματίςει βιοχμζνια (αποκολλθμζνα κφτταρα ι ΑΚ, ανοιχτά ςφμβολα) ςε TSBYE (), γάλα (), Φζτα(), Γραβιζρα(). ε όλεσ τισ περιπτϊςεισ ςαν χρόνοσ ¨0¨ 

λαμβάνεται θ θμζρα τθσ τυροκόμθςθσ. 
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Προθγοφμενεσ μελζτεσ πάνω ςτθν επίδραςθ των διαωορετικϊν επιπζδων ενοωκαλμιςμοφ ςτθν 

ςυμπεριωορά τθσ L. monocytogenes κατά τθν τυροκόμθςθ, ςθμείωςαν ότι ο τελικόσ πλθκυςμόσ του 

πακογόνου εξαρτάται και από το επίπεδο ενοωκαλμιςμοφ (Rogga et al., 2005, Pinto et al., 2009, 

Angelidis et al., 2010). Oι Morgan et al. (2001), παρατιρθςαν επιβίωςθ του πακογόνου κατά τθν 

διάρκεια τθσ ωρίμαςθσ (42 θμζρεσ), ακόμα και ςτο χαμθλό αρχικό εμβόλιο των 100 CFU/g. τθ 

παροφςα μελζτθ ωςτόςο, θ παραλλακτικότθτα των διαωορετικϊν εμβολίων μειϊκθκε ςθμαντικά 

από τθν δεφτερθ δειγματολθψία (3θ θμζρα), ενϊ θ τελικι επιβίωςθ των εμβολίων δεν ωάνθκε να 

ζχει κάποιον ςυςχετιςμό με το αρχικό επίπεδο ενοωκαλμιςμοφ.  

Θ επίδραςθ τθσ προζλευςθσ (προϊςτορίασ) των κυττάρων τθσ L. monocytogenes ςτθν 

ςυμπεριωορά του κρίκθκε δευτερεφουςα ςε ςχζςθ με αντίςτοιχεσ του ςταδίου ενοωκαλμιςμοφ και 

τθσ τεχνολογίασ παραγωγισ του κάκε τυριοφ. Εντοφτοισ, ςτισ περιπτϊςεισ τισ οποίεσ ο 

μικροοργανιςμόσ εμωάνιςε μια ολοκλθρωμζνθ κινθτικι αρχικά ανάπτυξθσ και ςτθ ςυνζχεια 

μείωςθσ (Φζτα- 1ο και 2ο ςτάδιο, Γραβιζρα-1ο ςτάδιο), παρατθρικθκαν διαωορζσ μεταξφ των 

εμβολίων.  ε γενικζσ γραμμζσ τα εμβόλια που προζρχονταν από ευνοϊκά υποςτρϊματα για τθν 

ανάπτυξθ του μικροοργανιςμοφ, όπωσ ιταν αυτά του TSBYE και του γάλακτοσ εμωάνιςαν καλφτερθ 

κινθτικι και μεγαλφτερθ ικανότθτα επιβίωςθσ ςε ςχζςθ με τα εμβόλια που προζρχονταν από πιο 

αωιλόξενα για τον πακογόνο υποςτρϊματα. Σα βιοχμενικά κφτταρα (ΑΚ) παρουςίαςαν μειωμζνουσ 

υψθλότερουσ πλθκυςμοφσ και χρόνουσ επιβίωςθσ και αυξθμζνουσ ρυκμοφσ κανάτωςθσ ςε ςχζςθ 

με τα πλαγκτονικά κφτταρα. Ιδιαίτερθ μνεία ζχει γίνει για τα ΑΚ από τθν Φζτα, τα οποία 

παρουςίαςαν τθν μικρότερθ ανάπτυξθ (1ο ςτάδιο) και ταχφτερθ μείωςθ από όλα τα εμβόλια. Μία 

πικανι εξιγθςθ είναι ότι τα κφτταρα των ςτελεχϊν τθσ L. monocytogenes που ςχθμάτιςαν 

βιοχμζνιο παρουςία τθσ Φζτασ, πζρα από τθν υψθλι οξφτθτα του τροωίμου και τθν υψθλι 

κερμοκραςία επϊαςθσ (20oC), κλικθκαν να ανταγωνιςτοφν ςτο ςχθματιςμό των βιοχμενίων και τθν 

κατανάλωςθ των κρεπτικϊν ςυςτατικϊν τθν ενδογενι χλωρίδα τθσ Φζτασ, γεγονόσ που τα κατζβαλε 

(Guillier et al., 2008).   

υνοπτικά μπορεί να ειπωκεί ότι τα τελικά προϊόντα μποροφν να χαρακτθριςτοφν με 

μεγαλφτερθ επικινδυνότθτα όταν θ επιμόλυνςθ ςυμβαίνει κατά τα αρχικά ςτάδια τθσ τυροκόμθςθσ 

και κυρίωσ ςτο γάλα μετά τθν παςτερίωςθ. Θ ςυγκεκριμζνθ παρατιρθςθ τονίηει τθν ςθμαςία τθσ 

ςυγκριτικισ μελζτθσ τθσ ςυμπεριωοράσ τθσ L. monocytogenes ςε ςχζςθ με τα ςτάδια τθσ 

τυροκόμθςθσ που πραγματοποιικθκε ςτθν παροφςα μελζτθ. Οι περιςςότερεσ μελζτεσ που 

εξετάηουν τθν ικανότθτα των ωυςικοχθμικϊν παραμζτρων των τυριϊν να ελζγχουν τον πλθκυςμό 

τθσ L. monocytogenes κατά τθν διάρκεια τθσ ωρίμαςθσ κι εμπορίασ, ςυνικωσ επιλζγουν από το  

δεφτερο ςτάδιο επιμόλυνςθσ και μετά ι ςε τυριά που ζχουν ολοκλθρϊςει τθν ωρίμανςι τουσ 

(Giannou et al., 2009, Samelis et al., 2009). Επομζνωσ, καταλιγουν ςε παρόμοια ςυμπεράςματα με 
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τθν παροφςα μελζτθ, ότι θ διαμόρωωςθ των ωυςικοχθμικϊν χαρακτθριςτικϊν του τροωίμου που 

ζχει προθγθκεί, το κακιςτά αποδεκτό από τθ νομοκεςία, μειϊνοντασ τον πλθκυςμό του πακογόνου 

ςε μθ ανιχνεφςιμα επίπεδα.  τθν περίπτωςθ όμωσ ενςωμάτωςθσ του πακογόνου ςτα τυριά από τα 

πρϊτα ςτάδια τθσ τυροκόμθςθσ, ο πλθκυςμόσ του δφναται να αυξθκεί ςθμαντικά, ζτςι ϊςτε ακόμα 

και αν το τρόωιμο αωεκεί να ωριμάςει για ολόκλθρο το υποχρεωτικό χρονικό διάςτθμα που 

ορίηεται από τθν Ελλθνικι νομοκεςία, να ζχει τθ δυνατότθτα να επιβιϊςει ςε επίπεδα ανϊτερα του 

ορίου των 100 κυττάρων/g. Σζλοσ, με δεδομζνο ότι θ δεφτερθ ωρίμαςθ πραγματοποιείται ςτουσ 

4oC, κρίνεται πικανό θ L. monocytogenes να διατθρθκεί ςτα ίδια επίπεδα ςτα τελικά προϊόντα κατά 

τθ διάρκεια τθσ εμπορίασ τουσ και μζχρι αυτά να καταναλωκοφν.  



 

 

187 

6.4 υμπεράςματα 

υμπεραςματικά, το ςτάδιο ςτο οποίο πραγματοποιείται θ επιμόλυνςθ ενόσ τυροκομικοφ 

προϊόντοσ από το πακογόνο βακτιριο L. monocytogenes, μζςω άλλων τροωίμων ι του ανκρϊπου 

είτε μζςω του εξοπλιςμοφ, διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθν κινθτικι και τθν επιβίωςθ του 

πακογόνου κι ενδζχεται να τθν επιμθκφνει. Σα αποτελζςματα υποδθλϊνουν τθ ςπουδαιότθτα τθσ 

υγιεινισ των εγκαταςτάςεων ενόσ τυροκομείου και τθν προςοχι που απαιτείται κατά τα πρϊτα 

κυρίωσ ςτάδια τθσ παραγωγισ τυροκομικϊν προϊόντων, όπου επιμόλυνςθ με L. monocytogenes 

ενδζχεται να οδθγιςει ςε ανάπτυξθ του πακογόνου κι επιβίωςι του ςτο τρόωιμο για μεγαλφτερα 

διαςτιματα από μια αντίςτοιχθ επιμόλυνςθ κατά τθν δεφτερθ ωρίμαςθ, ςτθν οποία ζχει αποκτιςει 

τισ κατάλλθλεσ ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ που το κακιςτοφν περιςςότερο αςωαλζσ. Επιπλζον, 

ανκεκτικότερα εμβόλια αποδείχτθκαν εκείνα που προζρχονταν από ιδανικά περιβάλλοντα για τθν 

ανάπτυξθ του πακογόνου, όπωσ ιταν το TSBYE και το γάλα. Θ επίδραςθ τθσ ωυςιολογίασ του 

πακογόνου ςτθν επιβίωςι του μειϊνεται προσ το τζλοσ τθσ ωρίμαςθσ των προϊόντων, κακϊσ 

ολοκλθρϊνεται θ διαμόρωωςθ των τελικϊν ωυςικοχθμικϊν παραμζτρων του προϊόντοσ. Ωςτόςο, θ 

επιμόλυνςθ του προϊόντοσ ςε αρχικά ςτάδια εγκυμονεί κίνδυνο ανάπτυξθσ του πακογόνου ςε τόςο 

υψθλά επίπεδα, που οι μετζπειτα ενδογενείσ ςυνκικεσ του προϊόντοσ, όπωσ αυτζσ διαμορωϊνονται 

κατά τθν ωρίμαςθ δεν επαρκοφν να τα μειϊςουν ςε αποδεκτά για τθ νομοκεςία επίπεδα. το 

περιβάλλον ενόσ τυροκομείου, όπου ακόμα και το νωπό γάλα (μθ παςτεριωμζνο) ενδζχεται να 

βρεκεί ςτουσ περιςςότερουσ από τουσ χϊρουσ τθσ παραγωγισ κι τθσ αποκικευςθσ, χρειάηεται 

ενδελεχισ κακαριότθτα, ζτςι ϊςτε να μειωκοφν ςθμαντικά οι εςτίεσ επιμόλυνςθσ των παραγόμενων 

προϊόντων. φμωωνα με τα παραπάνω κρίνεται αναγκαίοσ ο ζλεγχοσ ςθμείων κατά τθν παραγωγι 

τυροκομικϊν προϊόντων, ςτα οποία μπορεί να πραγματοποιθκεί επιμόλυνςθ από κφτταρα L. 

monocytogenes, όπου ανάλογα με τισ ςυνκικεσ ωρίμαςθσ και αποκικευςθσ ενδζχεται να 

πολλαπλαςιαςτεί ι να επιβιϊςει, κακιςτϊντασ τα τρόωιμα επικίνδυνα για κατανάλωςθ. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 7. ΓΕΝΙΚΑ ΤΜΠΕΡΑΜΑΣΑ 
 

Θ φπαρξθ του πακογόνου μικροοργανιςμοφ L. monocytogenes ςτισ επιωάνειεσ επεξεργαςίασ 

τροωίμων αποτελεί ζνα πάγιο πρόβλθμα τθσ βιομθχανίασ τροωίμων ςε παγκόςμιο επίπεδο. Οι 

ςυνεχείσ εμωανίςεισ κρουςμάτων λιςτερίωςθσ υποδθλϊνουν ότι παρά τθν βελτίωςθ των μζτρων 

αντιμετϊπιςθσ τθσ L. monocytogenes και τθν ςυνεχι ζρευνα πάνω ςτισ ιδιότθτεσ και τθν 

ςυμπεριωορά του, υπάρχουν πολλζσ ακόμα ανεξερεφνθτεσ περιοχζσ, οι οποίεσ ενδζχεται να 

προςδϊςουν τα ςτοιχεία εκείνα που χρειάηονται για τον βζλτιςτο δυνατό ζλεγχό του. Επιμόλυνςθ 

ενόσ τροωίμου από τον πακογόνο μπορεί να προκφψει από πολλζσ πθγζσ κατά τθν διάρκεια 

παραγωγισ, αποκικευςθσ κι εμπορίασ των τροωίμων, όπωσ τθν πρϊτθ φλθ, τα ενδιάμεςα προϊόντα 

ι τα πρόςκετα, τισ επιωάνειεσ επεξεργαςίασ και τα εργαλεία που χρθςιμοποιοφνται, τα 

παραπροϊόντα, το προςωπικό, κ.α., θ κακεμία από τισ οποίεσ αναμζνεται να επιδράςει διαωορετικά 

ςτθ ωυςιολογία του μικροοργανιςμοφ. Θ ωυςιολογία των κυττάρων τθσ L. monocytogenes με τθ 

ςειρά τθσ, επθρεάηει τθν ςυμπεριωορά και τθν κινθτικι του, ανάλογα και με το περιβάλλον που 

βρίςκεται. Θ παροφςα διδακτορικι διατριβι είχε ςαν ςτόχο να μελετιςει το πϊσ δφνανται να 

ςυμπεριωερκοφν τα ςτελζχθ τθσ L. monocytogenes, προερχόμενα από διαωορετικά περιβάλλοντα 

και με διαωορετικι προϊςτορία, ςε καταςτάςεισ που προκφπτουν κατά τθν παραγωγι 

γαλακτοκομικϊν προϊόντων, κακϊσ και ςτο περιβάλλον ενόσ τυροκομείου. 

αν πρϊτο βιμα επιλζχτθκε θ δειγματολθπτικι ζρευνα (survey) των επιωανειϊν παραγωγισ 

και των προϊόντων από Ελλθνικζσ γαλακτοκομικζσ επιχειριςεισ (τυροκομεία) μεςαία κλίμακασ, κατά 

τα ζτθ 2007-2009, για τον προςδιοριςμό τθσ υγιεινολογικισ τουσ κατάςταςθσ και του επιπολαςμοφ 

τθσ L. monocytogenes ςε αυτά, κακϊσ και για τθν απομόνωςθ ςτελεχϊν του (Κεφάλαιο 2). Θ 

ανίχνευςθ των πακογόνων ζγινε αωενόσ μεν από ςθμεία που ζρχονται ςε άμεςθ επαωι με τα 

τρόωιμα (πιεςτιριο, παγολεκάνθ, πάγκουσ εργαςίασ), αλλά και από δάπεδα, τοίχουσ, απόβλθτα, 

ποδιζσ εργαηομζνων κ.α. Ο επιπολαςμόσ των πακογόνων μετρικθκε ςε χαμθλά ποςοςτά ςε ςχζςθ 

με τθ βιβλιογραωία. Σα γαλακτοκομικά προϊόντα ςε γενικζσ γραμμζσ ζχουν χαμθλότερα ποςοςτά 

επιπολαςμοφ πακογόνων ςε ςχζςθ με προϊόντα όπωσ το κρζασ και τα κρεατοςκευάςματα, τα 

λαχανικά, τα ιχκυρά κ.α. Οι χαμθλζσ τιμζσ επιπολαςμοφ μπορεί να οωείλονται ςτθν καλι κατάςταςθ 

των τυροκομείων που εξετάςτθκαν ι ςτθν μεκοδολογία που χρθςιμοποιικθκε. Μελλοντικζσ 

ζρευνεσ οι οποίεσ κα χρθςιμοποιιςουν μοριακζσ μεκόδουσ ι/και δειγματολθψία μεγαλφτερων 

επιωανειϊν μπορεί να οδθγιςουν ςε διαωορετικά αποτελζςματα. Θ γενικότερθ μικροβιολογικι 

κατάςταςθ των επιωανειϊν επεξεργαςίασ και των τροωίμων βρζκθκε αρκετά επιβαρυμζνθ, με 

υψθλοφσ πλθκυςμοφσ κολοβακτθρίων, εντεροβακτθρίων, ΟΜΧ, ηυμϊν και μυκιτων, ακόμα και ςε 

ευπακι προϊόντα όπωσ το νωπό γάλα και τα μαλακά τυριά οροφ. Θ φπαρξθ των ομάδων τθσ 
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εντερικισ οδοφ και των ηυμϊν και μυκιτων ςε προϊόντα παςτεριωμζνου γάλακτοσ υποδθλϊνει 

διαςταυροφμενθ επιμόλυνςθ από το περιβάλλον των τυροκομείων, τισ επιωάνειεσ παραγωγισ, το 

προςωπικό ι άλλα προϊόντα. Για το λόγο αυτό, οι υπεφκυνοι τθσ κάκε επιχείρθςθσ κα πρζπει να 

μεριμνοφν για τθν τιρθςθ των ορκϊν κανόνων υγιεινισ και των προτφπων από όλο το προςωπικό, 

κακϊσ και για τθν επιμελι κακαριότθτα και εξυγίανςθ των επιωανειϊν ςε όλθ τθν εγκατάςταςθ του 

τυροκομείου, είτε αυτζσ ζρχονται ςε επαωι με τα τρόωιμα ι όχι.    

Θεωρϊντασ ςθμαντικό παράγοντα επιμόλυνςθσ των τροωίμων με τον πακογόνο τα βιοχμζνια 

που ςχθματίηονται ςτισ επιωάνειεσ επεξεργαςίασ τουσ, κρίκθκε απαραίτθτθ θ αξιολόγθςθ τθσ 

ικανότθτασ κυττάρων τθσ L. monocytogenes να ςχθματίηουν βιοχμζνια ςε κουπόνια (επιωάνειεσ) 

ανοξείδωτου χάλυβα, εν ςυγκρίςει με τθν ωυςιολογία τουσ (αποκολλθμζνα ι πλαγκτονικά), τθν 

κερμοκραςία περιβάλλοντοσ και το υπόςτρωμα ςχθματιςμοφ (Κεφάλαιο 3). Σα ςχθματιςμζνα 

βιοχμζνια αποκολλικθκαν μθχανικά και μελετικθκε θ κινθτικι αφξθςισ τουσ ςε γάλα. Σαυτόχρονα, 

μελετικθκε θ ακοφςια (αβίαςτθ) αποκόλλθςθ κυττάρων, ζπειτα από προςκόλλθςι τουσ ςτο 

δυςμενζσ περιβάλλον του γιαουρτιοφ και θ αφξθςι τουσ ςε γάλα και κρζμα του εμπορίου. 

Παράλλθλα, ςχθματίςτθκαν βιοχμζνια ςε διαωορετικζσ ςυνκικεσ οξφτθτασ, αλατότθτασ και 

κερμοκραςίασ ςχετικζσ με αυτζσ ενόσ τυροκομείου, με ςκοπό τθν εκτίμθςθ τθσ 

αποτελεςματικότθτασ διαωόρων διαδικαςιϊν κερμικισ επεξεργαςίασ ι χθμικισ απολφμανςθσ ςτθν 

εξάλειψι τουσ. Σα αποτελζςματα ζδειξαν ότι θ προςκόλλθςθ των βακτθρίων ςτα κουπόνια και ο 

πολλαπλαςιαςμόσ ςτουσ ςε διαωορετικά υποςτρϊματα τροωίμων ιταν περιςςότερο εμωανισ 

ςτουσ 20oC από ότι τουσ  5oC, ενϊ ςτουσ 20°C, ςθμαντικά υψθλότεροι πλθκυςμοί προςκολλθμζνων 

κυττάρων ανακτικθκαν από κουπόνια που είχαν τοποκετθκεί ςε κρζμα, ςε ςχζςθ με αυτά που 

είχαν τοποκετθκεί ςε γάλα. Σα υπολείμματα τροωίμων, ςαν μζροσ τθσ οικολογικισ προϊςτορίασ, 

επθρζαςαν τθν ανάπτυξθ και τθν ςυμπεριωορά τθσ L. monocytogenes, επίδραςθ που διζωερε 

μεταξφ τθσ πλαγκτονικισ και βιοχμενικισ ανάπτυξθσ. χετικά με τθν αφξθςθ των αποκολλθμζνων 

κυττάρων τθσ L. monocytogenes ςε γάλα, οι διαωορζσ που παρατθρικθκαν μποροφν να αποδοκοφν 

ςτθν κερμοκραςία, τθν κατάςταςθ (π.χ. υγρό ι ςτερεό) και τθν ςφνκεςθ του τροωίμου. Μπορεί 

επομζνωσ να ειπωκεί ότι ςε περίπτωςθ επιμόλυνςθσ, ο κίνδυνοσ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes 

ενδζχεται να είναι υψθλότεροσ όταν τα βακτιρια προζρχονται από βιοχμζνια αντί από υγρά 

τρόωιμα ι υπολείμματα. υνεπϊσ, μελζτεσ που αξιολογοφν τθν επίδραςθ των διαδικαςιϊν 

ςυντιρθςθσ ι περιγράωουν μακθματικά τισ αποκρίςεισ των μικροβίων κα πρζπει να λαμβάνουν 

υπόψθ τουσ τθν διαωορετικι ςυμπεριωορά των κυττάρων όταν αυτά αποκολλοφνται από τον 

ςχθματιςμό του βιοχμενίου. αν μελλοντικόσ ςτόχοσ κα μποροφςε να τεκεί θ εκτίμθςθ παρόμοιων 

ςεναρίων επιμόλυνςθσ με πολλαπλά ςτελζχθ τθσ L. monocytogenes, όπωσ και θ αξιολόγθςθ των 

γονοτυπικϊν μεταβολϊν λόγω τθσ προςκόλλθςθσ και τθσ αποκόλλθςθσ του βακτθρίου. Επιπλζον, 
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από τθν μελζτθ τθσ ςυμπεριωοράσ των βιοχμενικϊν κυττάρων ζναντι τθσ απολφμανςθσ, προζκυψε 

ότι τα βιοχμζνια τθσ L. monocytogenes ζχουν τθν δυνατότθτα να επιβιϊνουν για μακρά περίοδο 

ενάντια ςτθν κερμικι επεξεργαςία και τθν χθμικι απολφμανςθ, ανάλογα με τθν κερμοκραςία 

περιβάλλοντοσ, το είδοσ, τθ ςυγκζντρωςθ και τον χρόνο εωαρμογισ του απολυμαντικοφ και τθν 

ωυςιολογικι κατάςταςθ των κυττάρων. Θ παρακολοφκθςθ και καταγραωι των αποτελεςμάτων του 

κακαριςμοφ και τθσ απολφμανςθσ ςε τακτά διαςτιματα είναι ςθμαντικι, λόγω τθσ δυνατότθτασ 

βελτιςτοποίθςθσ τθσ διαδικαςίασ. Περαιτζρω ζρευνα ςτουσ παράγοντεσ που μποροφν να μειϊςουν 

τθν ανκεκτικότθτα του βιοχμενίου τθσ L. monocytogenes ζναντι τθσ απολφμανςθσ, μπορεί να 

οδθγιςει ςε καλφτερθ κατανόθςθ του ωαινομζνου και να διευκολφνει τον ςχθματιςμό καινοφριων 

ςτρατθγικϊν κακαριςμοφ και απολφμανςθσ, αυξάνοντασ ζτςι τθν αςωάλεια των τροωίμων. 

Επόμενοσ ςτόχοσ ιταν ο προςδιοριςμόσ του ςυνόλου των ςυνκθκϊν που απαιτοφνται για να 

ξεκινιςει θ ανάπτυξθ του πακογόνου όταν βρεκεί ςε ζνα τρόωιμο. Αρχικά, εξετάςτθκε θ ικανότθτα 

ανάπτυξθσ ι μθ τθσ L. monocytogenes, ςε υγρό κρεπτικό υπόςτρωμα (TSBYE) ςε ςχζςθ με τθν 

ωυςιολογία των κυττάρων του (βιοχμζνια, αποκολλθμζνα και πλαγκτονικά κφτταρα) και τθσ αρχικισ 

του ςυγκζντρωςθσ. τθ ςυνζχεια πραγματοποιικθκε ςφγκριςθ των ορίων ανάπτυξθσ τθσ L. 

monocytogenes (από μεμονωμζνα κφτταρα μζχρι και υψθλοφσ πλθκυςμοφσ) ςε TSBYE, γάλα και 

κατά τα πρϊτα ςτάδια μιασ τυροκόμθςθσ, ςυναρτιςει τθσ οξφτθτασ και τθσ αλατοπεριεκτικότθτασ 

του υποςτρϊματοσ (Κεφάλαιο 4). Από τα αποτελζςματα τθσ πικανότθτασ ανάπτυξθσ των 

διαωορετικϊν ειδϊν κυττάρων τθσ L. monocytogenes, μπορεί να εξαχκεί ότι εωόςον υψθλοί 

πλθκυςμοί βιοχμενικϊν κυττάρων αποκολλθκοφν από επιωάνειεσ επεξεργαςίασ τροωίμων και 

επιμολφνουν ζνα προϊόν, ςυμπεριωζρονται παρόμοια με τα αντίςτοιχα πλαγκτονικά κφτταρα, τα 

οποία προζρχονται είτε από υγρά τρόωιμα είτε από ςθμεία ςτθν γραμμι παραγωγισ που υπάρχουν 

υπολείμματα ςε υγρι μορωι. Αντίκετα, μικροί πλθκυςμοί κυττάρων προερχόμενοι από υγρά 

τρόωιμα, μποροφν να αυξθκοφν ςε περιςςότερα τρόωιμα και ςε πιο δυςμενείσ για τθν ανάπτυξθ 

του μικροοργανιςμοφ ςυνκικεσ, ςε ςχζςθ με αντίςτοιχουσ πλθκυςμοφσ κυττάρων που προζρχονται 

από τισ επιωάνειεσ. Θ γνϊςθ αυτι βοθκά ςτον ςυςχετιςμό του πλθκυςμοφ του πακογόνου και τθσ 

ςυμπεριωοράσ του, με ζνα ςυγκεκριμζνο ςθμείο του εξοπλιςμοφ επεξεργαςίασ ςτο οποίο ενδζχεται 

να βρίςκεται ωσ βιοχμζνιο και να επιμολφνει τα διερχόμενα προϊόντα (π.χ., λερωμζνεσ κοιλότθτεσ 

ζναντι υπολειμμάτων υγρϊν τροωίμων), βοθκϊντασ ζτςι ςτθ βιοϊχνθλαςιμότθτα. Επιπλζον, ωάνθκε 

ότι κατά τον ςχθματιςμό βιοχμενίου ςε διαωορετικά περιβάλλοντα μειϊνεται θ ποικιλότθτα των 

ςτελεχϊν του πακογόνου και επικρατοφν αυτά που ζχουν τθ δυνατότθτα να κυριαρχοφν ζναντι 

άλλων ςτον αποικιςμό των επιωανειϊν. Σα πλαγκτονικά κφτταρα τείνουν να πολλαπλαςιάηονται 

ταχφτερα από τα αποκολλθμζνα, και πολφ περιςςότερο από τα προςκολλθμζνα, ειδικότερα ςε 

δυςμενείσ ςυνκικεσ και χαμθλά επίπεδα επιμόλυνςθσ. Οι διαωορζσ μεταξφ των τφπων κυττάρων 
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αμβλφνονται ςε υψθλά επίπεδα επιμόλυνςθσ και ςε ςυνκικεσ που πλθςιάηουν τισ άριςτεσ. Σα 

δεδομζνα τθσ ςυγκριτικισ μελζτθσ των ορίων ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes ςε τρία 

υποςτρϊματα ζδειξαν ότι με δεδομζνεσ τισ ςυνκικεσ τθσ οξφτθτασ ενόσ τροωίμου (π.χ. ενόσ τυριοφ), 

για να καλυωκοφν τα μικροβιολογικά κριτιρια ςχετικά με τισ ςυνκικεσ που εξαςωαλίηουν τθν μθ 

ανάπτυξθ του πακογόνου, κα πρζπει να πραγματοποιθκεί προςκικθ υψθλϊν ςυγκεντρϊςεων 

άλατοσ, γεγονόσ που αντιτίκεται ςτισ νζεσ τάςεισ για ιπια επεξεργαςμζνα τρόωιμα. ε διαωορετικι 

περίπτωςθ, υπάρχει υψθλι πικανότθτα ζναρξθσ τθσ ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes και 

αντίςτοιχθ αφξθςθ τθσ επικινδυνότθτασ του τροωίμου. Σα μοντζλα που προζκυψαν από τθν μελζτθ 

ςυνδράμουν ςτθν γνϊςθ τθσ ςυμπεριωοράσ των κυττάρων L. monocytogenes ςε ςυνάρτθςθ με τισ 

μεταβολζσ των ςυνκθκϊν του περιβάλλοντοσ ςτο οποίο βρίςκεται. Εντοφτοισ, κα πρζπει να 

λαμβάνεται μζριμνα κακότι οι προβλζψεισ των μακθματικϊν μοντζλων που βαςίηονται ςε 

δεδομζνα από εργαςτθριακά υποςτρϊματα, δεν αντικατοπτρίηουν πλιρωσ τισ εςωτερικζσ ςυνκικεσ 

ενόσ τροωίμου, οι οποίεσ αυξάνουν τθν παραλλακτικότθτα τθσ ςυμπεριωοράσ του 

μικροοργανιςμοφ. Μελλοντικό ςτόχο μπορεί να αποτελζςει θ εξαγωγι περιςςότερων πειραματικϊν 

δεδομζνων ςε τρόωιμα ι ςυςτιματα τροωίμων για τθν παραγωγι μακθματικϊν μοντζλων, κακϊσ 

και τθν επικφρωςθ των υπαρχόντων με ςκοπό τθν επίτευξθ πιο ρεαλιςτικϊν προβλζψεων, τον 

καλφτερο ζλεγχο των διαδικαςιϊν και τθν παραγωγι αςωαλζςτερων προϊόντων. 

Σον κακοριςμό των ςυνκθκϊν που ο πακογόνοσ ζχει τθν δυνατότθτα να αυξθκεί ακολοφκθςε 

θ μελζτθ τθσ κινθτικισ αφξθςισ του ςε ποικίλεσ ςυνκικεσ ρυκμιςμζνθσ οξφτθτασ ι αλατότθτασ, 

κακϊσ και ςε ςυνκικεσ προςομοίωςθσ μιασ διαςταυροφμενθσ επιμόλυνςθσ ςτο περιβάλλον ενόσ 

τυροκομείου, μζςω τθσ μεταωοράσ του μικροοργανιςμοφ ςε υποςτρϊματα με διαωορετικζσ τιμζσ 

pH ι aw (Κεφάλαιο 5). τθν ςυγκεκριμζνθ μελζτθ επιχειρικθκε θ ποςοτικοποίθςθ τθσ ωυςιολογικισ 

κατάςταςθσ των κυττάρων (Q), θ οποία υπολογίςτθκε ανά περίπτωςθ από το αντίςτοιχο ζργο 

προςαρμογισ, το οποίο με τθν ςειρά του εξαρτάται από τον μζγιςτο ειδικό ρυκμό ανάπτυξθσ (max) 

και τον χρόνο προςαρμογισ (lag ι λ). Για τον max του πακογόνου βρζκθκε ότι ςε προςομοιϊςεισ 

ανάπτυξθσ, κάτω από δυναμικζσ ςυνκικεσ οξφτθτασ και αλατότθτασ, προςαρμόηεται άμεςα ςτο νζο 

περιβάλλον. Θ ωάςθ προςαρμογισ των κυττάρων ςτισ μεταβολζσ αλατότθτασ επθρεάςτθκε τόςο 

από τθν διεφκυνςθ όςο και από το εφροσ τουσ, ςε αντίκεςθ με τισ μεταβολζσ οξφτθτασ, όπου 

παρατθρικθκε διαωοροποίθςθ (ςθμαντικι αφξθςθ) του χρόνου προςαρμογισ κυρίωσ ςε μεταβολζσ 

κοντά ςτισ τιμζσ pH που περιορίηουν τθν ανάπτυξθ του πακογόνου. τθ ςυνζχεια επιχειρικθκε θ 

τροποποίθςθ του κλαςςικοφ μοντζλου Baranyi, ϊςτε να ςυμπεριλαμβάνει τόςο τθν μεταβολι τθσ 

ωυςιολογικισ κατάςταςθσ των κυττάρων (Q) ςε καταςτάςεισ μθ ανάπτυξθσ, όςο και το ζργο 

προςαρμογισ τουσ ςτο νζο περιβάλλον, ςε περίπτωςθ που μεταωερκοφν ςε ςυνκικεσ ανάπτυξθσ. 

Παρατθρικθκε ότι θ παραμονι τθσ L. monocytogenes ςε ςυνκικεσ μθ ανάπτυξθσ, όπωσ ςτθν 
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περίπτωςθ προϊόντων με pH<4.4 ι aw<0.92 ι τον ςυνδυαςμό pH 5.0 και aw 0.94 δεν είναι μια 

περίοδοσ κατά τθν οποία ο πακογόνοσ απλά επιβιϊνει. τθν πραγματικότθτα, τζτοιου είδουσ 

ςυνκικεσ μποροφν να πυροδοτιςουν ωαινόμενα προςαρμογισ ι εξαςκζνιςθσ, τα οποία μποροφν 

να ενιςχφςουν ι να μειϊςουν τθν ανάπτυξθ του βακτθρίου, αντίςτοιχα, όταν αυτό μεταωερκεί ςε 

πιο ευνοϊκά περιβάλλοντα (διαςταυροφμενθ επιμόλυνςθ). υνεπϊσ, οι προβλζψεισ μοντζλων τθσ 

μικροβιακισ απόκριςθσ κοντά ςτα όρια ανάπτυξθσ του πακογόνου κα πρζπει να αντιμετωπίηονται 

με προςοχι και πικανϊσ με κατάλλθλεσ τροποποιιςεισ, που κα ςυμπεριλαμβάνουν τα ωαινόμενα 

προςαρμογισ ι τραυματιςμοφ που περιγράωτθκαν ςτο Κεω. 5 τθσ διατριβισ. Για τον λόγο αυτό, θ 

ικανότθτα του μακθματικοφ μοντζλου να προβλζπει με ακρίβεια τθν ςυμπεριωορά του πακογόνου 

κατά τθν διάρκεια δυναμικϊν ςυνκθκϊν οξφτθτασ ι αλατότθτασ ςτο γάλα, επιβεβαίωςε τθν 

χρθςιμότθτα των τροποποιιςεων που πραγματοποιικθκαν. Θ ταυτόχρονθ εωαρμογι των 

μεταβολϊν τθσ aw και του pH, θ χριςθ μικτισ καλλιζργειασ ςτελεχϊν τθσ L. monocytogenes, κακϊσ 

και θ χριςθ ςτερεοφ υποςτρϊματοσ ι ςυςτιματοσ τροωίμου για τθν μελζτθ επίδραςθσ των 

δυναμικϊν ςυνκθκϊν ςτθν ενδιάμεςθ ωάςθ προςαρμογισ και τθν μετζπειτα ανάπτυξθ τθσ L. 

monocytogenes ςτον νζο περιβάλλον, αναμζνεται να μειϊςουν τθν αβεβαιότθτα που υπάρχει κατά 

τθ μοντελοποίθςθ τθσ δυναμικισ ανάπτυξθσ του μικροοργανιςμοφ και να αυξιςουν τθν εγκυρότθτα 

του μοντζλου και τθσ κεωρθτικισ του βάςθσ και κατά ςυνζπεια τθν αποτελεςματικι χριςθ του ςε 

τρόωιμα.   

Για τθν ολοκλιρωςθ τθσ διατριβισ, αξιολογικθκε θ ταυτόχρονθ επίδραςθ τθσ πλειοψθωίασ 

των παραγόντων που εξετάςτθκαν ςτα προθγοφμενα κεωάλαια, όπωσ είναι θ ωυςιολογία των 

κυττάρων, οι δυναμικζσ ςυνκικεσ οξφτθτασ και αλατότθτασ, θ κερμοκραςία περιβάλλοντοσ, ςτθν 

πικανότθτα και τθν κινθτικι ανάπτυξθσ τθσ L. monocytogenes, ςε πραγματικζσ ςυνκικεσ 

τυροκόμθςθσ δφο δθμοωιλϊν Ελλθνικϊν τυριϊν, τθσ Φζτασ και τθσ Γραβιζρασ (Κεφάλαιο 6). 

υγκεκριμζνα, εξετάςτθκε θ επίδραςθ τθσ τεχνολογίασ παραγωγισ, θ οποία μεταξφ των δφο τυριϊν 

ζχει ςθμαντικζσ διαωορζσ που κακορίηουν τα ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά τουσ, του ςταδίου 

επιμόλυνςθσ του προϊόντοσ ςτισ δφο τεχνολογίεσ και τθσ ωυςιολογίασ του πακογόνου ςε κάκε 

ςτάδιο ενοωκαλμιςμοφ, ςτθ μετζπειτα επιβίωςι του. Από τουσ εξεταηόμενουσ παράγοντεσ, 

περιςςότερο κακοριςτικόσ βρζκθκε το ςτάδιο ενοωκαλμιςμοφ των ςτελεχϊν L. monocytogenes 

κατά τθν διαδικαςία παραςκευισ των δφο τυριϊν και ςε ςυνδυαςμό με τθν τεχνολογία τουσ, 

κακόριςαν τθν ςυμπεριωορά του μικροοργανιςμοφ. Ιδιαίτερα ςτθν τυροκόμθςθ τθσ Γραβιζρασ, οι 

διαωορζσ μεταξφ των τριϊν ςταδίων ενοωκαλμιςμοφ ιταν περιςςότερο εμωανείσ, λόγω του 

ςταδίου ανακζρμανςθσ του πιγματοσ, το οποίο κακορίηει εκτόσ από τα ωυςικοχθμικά 

χαρακτθριςτικά του τροωίμου και τθν πικανότθτα ανάπτυξθσ του πακογόνου. Όςον αωορά τθν 

ωυςιολογία του πακογόνου προζκυψε ότι τα εμβόλια που προζρχονταν από ευνοϊκά υποςτρϊματα, 
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όπωσ ιταν αυτά του υγροφ κρεπτικοφ υποςτρϊματοσ (TSBYE) και του γάλακτοσ, εμωάνιςαν 

καλφτερθ κινθτικι και μεγαλφτερθ ικανότθτα επιβίωςθσ, κατά τθν τυροκόμθςθ και ωρίμαςθ, ςε 

ςχζςθ με τα εμβόλια που προζρχονταν από πιο αωιλόξενα για τον πακογόνο υποςτρϊματα 

(ιδιαίτερα τθσ Φζτασ). Σα βιοχμενικά κφτταρα παρουςίαςαν χαμθλότερουσ πλθκυςμοφσ και 

χρόνουσ επιβίωςθσ και αυξθμζνουσ ρυκμοφσ κανάτωςθσ ςε ςχζςθ με τα πλαγκτονικά κφτταρα. ε 

περίπτωςθ που θ επιμόλυνςθ προκφψει κατά τθν ωρίμανςθ, αωοφ δθλαδι ζχουν ιδθ διαμόρωωκεί 

τα τελικά ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά των τυριϊν, οι διαωορζσ μεταξφ ςτελεχϊν με διαωορετικι 

προϊςτορία είναι μικρζσ. Θα πρζπει να τονιςτεί ωςτόςο, πωσ τυχόν επιμόλυνςθ του προϊόντοσ ςτα 

αρχικά ςτάδια τθσ τυροκόμθςθσ, ενδζχεται να οδθγιςει ςε ανάπτυξθ του πακογόνου ςε υψθλοφσ 

πλθκυςμοφσ, ϊςτε το μετζπειτα δυςμενζσ περιβάλλον του προϊόντοσ, να μθν επαρκεί να τουσ 

μειϊςει ςε αποδεκτά για τθ νομοκεςία επίπεδα. Για ακόμα μια ωορά διαωαίνεται θ ςθμαςία τθσ 

τιρθςθσ των κανόνων ορκισ πρακτικισ ςτισ εγκαταςτάςεισ ενόσ τυροκομείου, ϊςτε θ υγιεινολογικι 

του κατάςταςθ να μθν ευνοεί τθν επιμόλυνςθ των παραγόμενων προϊόντων, κακϊσ και θ προςοχι 

που απαιτείται από το προςωπικό κατά τα πρϊτα κυρίωσ ςτάδια τθσ παραγωγισ τυροκομικϊν 

προϊόντων, τα οποία ζχουν τθν μεγαλφτερθ επικινδυνότθτα. Σο ενοποιθμζνο δυναμικό μοντζλο που 

χρθςιμοποιικθκε για τθν περιγραωι των αποτελεςμάτων, περιζγραψε ικανοποιθτικά τθν ανάπτυξθ, 

ωςτόςο υπερεκτίμθςε τθν ικανότθτα επιβίωςθσ του πακογόνου ςτο περιβάλλον των τυριϊν, επειδι 

βαςίςτθκε ςε δεδομζνα από κρεπτικά υποςτρϊματα. ε μελλοντικζσ μελζτεσ, κα μποροφςαν να 

εξεταςτοφν διαωορετικά ςτελζχθ του μικροοργανιςμοφ ταυτόχρονα και να προςδιοριςτεί θ φπαρξι 

τουσ ςτα τελικά προϊόντα με μοριακζσ μεκόδουσ για τθν εφρεςθ των επιηϊντων (ςτισ περιπτϊςεισ 

επιβίωςθσ), κακϊσ και να χρθςιμοποιθκεί ο ορόσ που προκφπτει κατά τθν ςτράγγιςθ, για τθν 

παραςκευι ενόσ μαλακοφ τυριοφ με ςκοπό τθν μελζτθ τθσ ςυμπεριωοράσ τθσ L. monocytogenes ςτισ 

πραγματικζσ ςυνκικεσ ενόσ Ελλθνικοφ τυροκομείου.   

Αν και ο αρικμόσ των περιπτϊςεων λιςτερίωςθσ που κοινοποιοφνται παγκοςμίωσ είναι 

ςθμαντικά μικρότεροσ από τον αντίςτοιχο των υπολοίπων τροωιμογενϊσ μεταδιδόμενων 

πακογόνων μικροοργανιςμϊν, θ ςοβαρότθτα τθσ νόςου και θ υψθλι κνθτότθτά τθσ ζχει ςαν 

αποτζλεςμα τθν κζςπιςθ πιο αυςτθρϊν κριτθρίων για τθν παρουςία τθσ L. monocytogenes ςτα 

τρόωιμα, ιδιαίτερα ςτα ζτοιμα προσ κατανάλωςθ. Προσ αυτιν τθν κατεφκυνςθ κινικθκε θ παροφςα 

διδακτορικι διατριβι, με απϊτερο ςκοπό να μελετιςει τα ωυςιολογικά χαρακτθριςτικά ςτελεχϊν 

τθσ L. monocytogenes που είχαν απομονωκεί από επιωάνειεσ και προϊόντα γαλακτοκομικϊν 

επιχειριςεων και να βοθκιςει ςτισ μετζπειτα εκτιμιςεισ επικινδυνότθτασ για τον πακογόνο ςε 

γαλακτοκομικά προϊόντα. Ιδιαίτερθ βαρφτθτα δόκθκε ςτθν μελζτθ τθσ ςυμπεριωοράσ τθσ L. 

monocytogenes ςτθν μορωι του βιοχμενίου ι των αποκολλθμζνων από αυτό κυττάρων κακϊσ θ 

φπαρξι τουσ μπορεί εν μζρει να εξθγιςει τθν παρουςία του μικροοργανιςμοφ ςτο περιβάλλον 



194 

 

επεξεργαςίασ τροωίμων και τα τρόωιμα. Επιπλζον, τα όρια ανάπτυξθσ του βακτθρίου ςτα τρόωιμα, 

ςυναρτιςει τθσ ωυςιολογίασ τουσ και των περιβαλλοντικϊν παραγόντων, αποτελοφν μια ςθμαντικι 

πλθροωορία για τθν βιομθχανία τροωίμων, κακϊσ οι Ευρωπαϊκοί κανονιςμοί που ιςχφουν 

διαωοροποιοφνται ανάλογα με το αν το τελικό προϊόν είναι ι όχι ικανό να υποςτθρίξει τθν 

ανάπτυξθ τθσ L. monocytogenes. Πζρα των προαναωερκζντων, θ καινοτομία τθσ μελζτθσ ζγκειται 

ςτο γεγονόσ ότι θ επικφρωςθ των μοντζλων και θ ςυνολικι ςυγκριτικι μελζτθ των παραγόντων, που 

επθρεάηουν τθν ςυμπεριωορά του μικροοργανιςμοφ, πραγματοποιικθκαν ςε τρόωιμο και ςτισ 

ςυνκικεσ τυροκόμθςθσ και ωρίμαςθσ των τυριϊν. Επιπλζον, θ ζρευνα πάνω ςτθν υγιεινολογικι 

κατάςταςθ των Ελλθνικϊν τυροκομείων δφναται να βοθκιςει τισ αρχζσ με τθν γνϊςθ των 

πραγματικϊν ελλείψεων και των προβλθμάτων που υπάρχουν. Άμεςθ εωαρμογι τθσ γνϊςθσ που 

εξιχκθ από τθν διατριβι μπορεί να πραγματοποιθκεί ςτθ βιομθχανία τροωίμων ςε ςενάρια 

επιμόλυνςθσ των προϊόντων από επιωάνειεσ και το αντίςτροωο, ι μεταξφ προϊόντων με 

διαωορετικζσ ωυςικοχθμικζσ παραμζτρουσ, ςυνειςωζροντασ ςτθν ανάπτυξθ ρεαλιςτικϊν μοντζλων 

βιοϊχνθλαςιμότθτασ, κακϊσ με αυτά τα ςενάρια μποροφμε να διερευνιςουμε τθν πθγι του 

προβλιματοσ ςε μια επιδθμιολογικι μελζτθ ι κατά τθν ανάλυςθ των εξάρςεων τροωικισ 

δθλθτθρίαςθσ. υγκεκριμζνα, μπορεί να βοθκιςει ςτθν καλυτερθ κατανόθςθ τθσ ςυμπεριωοράσ τθσ 

L. monocytogenes κατά μικοσ τθσ εωοδιαςτικισ αλυςίδασ και ςτθν εξαγωγι αςωαλϊν 

ςυμπεραςμάτων για τθν αποτελεςματικότθτα των μεκόδων μείωςθσ ι διαχείρθςθσ τθσ 

επικινδυνότθτασ. Αυτό όμωσ προχποκζτει πρωταρχικά ςυςτθματικι αποτίμθςθ τθσ επικινδυνότθτασ 

των τροωίμων και διαςφνδεςθ τθσ παρουςίασ τθσ L. monocytogenes ςτα τρόωιμα ι ςτο περιβάλλον 

επεξεργαςίασ με τθν προϊςτορία των κυττάρων και τθν προςαρμοςτικι τουσ ςυμπεριωορά.  
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Listeria monocytogenes κατα τθ μεταωορα του απο ςυνκθκεσ αυξθςθσ, ςε ςυνκθκεσ μθ αυξθςθσ 

και το αντικετο, 3ο υνζδρειο Βιοτεχνολογίασ Σροφίμων, Ρζθυμνο, 2009 (Ανάρτθςθ) 

5. Αραπάκθ όνια, Χαραλαμπία-Ειρινθ Μπζλεςθ, Παναγιϊτθσ Ν. κανδάμθσ, Επίδραςθ τθσ 

ωυςιολογίασ του πακογόνου Listeria monocytogenes ςτθ ςυμπεριωορά του κατά τθν παραγωγι 

και ωρίμαςθ Φζτασ και Γραβιζρασ, ΔΕΔΤΣ 2010 (Ανάρτθςθ) 

6. Μπζλεςθ Χαραλαμπία-Ειρινθ, οωία Μερκοφρθ, Αντωνία . Γουναδάκθ, Sol Schvartzman, 

Kieran Jordan, Ελευκζριοσ Χ. Δροςινόσ και Παναγιϊτθσ Ν. κανδάμθσ, Μοντελοποίθςθ τθσ 

κατεφκυνςθσ και του εφρουσ μεταβολϊν ςτθν οξφτθτα και τθν ενεργότθτα φδατοσ εντόσ και 

εκτόσ τθσ μεςεπιωάνειασ ανάπτυξθσ του πακογόνου Listeria monocytogenes ςτθν 

προςαρμοςτικότθτα και μετζπειτα ανάπτυξθ αυτοφ, ΔΕΔΤΣ 2010 (Ανακοίνωςθ)-1θ κζςθ ςτο 

διαγωνιςμό των ανακοινϊςεων 
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ΤΝΣΟΜΟΓΡΑΥΙΕ- ΟΡΟΛΟΓΙΑ 

HACCP   Hazard Analysis and Critical Control Points-Ανάλυςθ επικινδυνότθτασ και κρίςιμων 

ςθμείων ελζγχου 

QMRA  Quantitative Microbiological Risk Assessment-Ποςοτικι μικροβιολογία εκτίμθςθσ 

κινδφνου 

ISO  International Standardization Organization-Διεκνισ οργανιςμόσ τυποποίθςθσ 

PCR  Polymerase chain reaction- Αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ  

PFGE  Pulsed field gel electrophoresis-Θλεκτροωόρθςθ εναλλαςςόμενου θλεκτρικοφ 

πεδίου 

SPSS  Statistical Package for the Social Sciences 

OMX  Ολικι Μεςόωιλθ Χλωρίδα  

aw   Ενεργότθτασ Υδατοσ 

Α/ΜΑ   Αυξθςθ/Μθ Αυξθςθ (μεςεπιωανεια) 

ΒΚ  Βιουμενικά Κφτταρα 

ΑΚ  Αποκολλθμζνα Κφτταρα 

ΠΚ  Πλαγκτονικά Κφτταρα 

ΑΧ  Ανοξείδωτοσ Χάλυβασ 

Κουπόνια Επιωάνειεσ ανοξείδωτου χάλυβα 

ANOVA   Analysis of Variance-Aνάλυςθ παραμζτρων 

VBNC  Viable But NonCulturable-Βιϊςιμα αλλά μθ καλλιεργιςιμα 

EPS  Εξωπολυςακχαρίτθσ  

QAC   Quaternary Ammonium Compound-Σεταρτοταγείσ ενϊςεισ του αμμωνίου 

PAA   Peracetic acid-Τπεροξικοφ οξζοσ  

ΟΑ   Οξεοανκεκτικά Κφτταρα  

ΜΟ   Μθ Οξεοανκεκτικά Κφτταρα 

Cl-   Ιόντα Χλωρίου 

HCl  Hydrochloric acid-Τδροχλωρικό οξφ 

NaCl  Sodium Cloride-Χλωριοφχο Νάτριο 

NaOH  Sodium Hydroxide-Καυςτικό Νάτριο 

OLRM  Ordinary Logistic Regression Model-πολυωνυμικό μοντζλo λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ 

NLRM  Nonlinear Logistic Regression Model-μθ γραμμικό μοντζλο λογιςτικισ παλινδρόμθςθσ 

Pin   Πικανότθτα ζναρξθσ ανάπτυξθσ ενόσ κυττάρου 

CN  Αρικμόσ των απαιτοφμενων κυττάρων για τθν ζναρξθσ ανάπτυξθσ   
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Pmax  υψθλότερθ πικανότθτα τθσ ζναρξθσ ανάπτυξθσ ενόσ κυττάρου  

tau,  χρόνοσ για πικανότθτα ανάπτυξθσ ίςθ με  Pmax/2 

MPN   Most Probable Number-Πιο πικανοί αρικμοί 

gdw   gram of dry weight-γραμμάρια επί ξθρό  

μmax   Μζγιςτοσ ειδικόσ ρυκμόσ ανάπτυξθσ 

Lag ι λ  Φάςθ προςαρμογισ 

tlag   Χρόνοσ προςαρμογισ 

yo   Κατϊτερθ αςφμπτωτθ 

yend   Ανϊτερθ αςφμπτωτθ 

Q   Ποςοτικοποίθςθ τθσ ωυςιολογικισ κατάςταςθσ των κυττάρων  

ho   Εργο προςαρμογισ 

ν   Σαχφτθτα προςαρμογισ 

Δaw  Μεταβολι τθσ ενεργότθτασ φδατοσ  

ΔpH   Μεταβολι του pH 

CPM   Cardinal Parameters Model-Μοντζλο κεμελιωδϊν παραμζτρων 

TSBYE   Tryptic Soy Broth Yeast Extract 

TSAYE   Tryptic Soy Agar Yeast Extract 

MRD   Maximum Recovery Diluent 

ALOA  Listeria Agar acc to Ottaviani and Agosti 

BPW  Buffered Peptone Water  

PCA  Plate Count Agar 

MRS  de Man, Rogosa and Sharpe 

VRBG  Violet Red Bile Glucose Agar 

YGC  Yeast Glucose Chloramphenicol 

BP  Baird–Parker agar 

CCA  Chromocult Coliform Agar 

 

 


