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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας ήταν η διερεύνηση της τύχης του 

παθογόνου μικροοργανισμού Yersinia enterocolitica σε ανταγωνισμό με τους 

αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς των ιχθύων, σε φιλέτο τσιπούρας (Sparus aurata) και 

σε μοντέλο υπόστρωμα. Τα δείγματα αποθηκεύτηκαν σε συνθήκες τροποποιημένης 

ατμόσφαιρας (CO2: 60%, O2: 10%, N2: 30%) στους 5°C. Το μοντέλο υπόστρωμα που 

χρησιμοποιήθηκε αποτελούνταν από ζωμό τσιπούρας και άγαρ. Με την χρήση του 

μοντέλου υποστρώματος, ήταν δυνατό να ερευνηθούν οι πληθυσμιακές μεταβολές του 

Υ. enterocolitica σε συγκαλλιέργεια με τους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς.

Τα αποτελέσματα τα οποία προέκυψαν ήταν ότι τα εμβολιασμένα φιλέτα με Υ. 

enterocolitica παρουσίασαν γρηγορότερα τη στατική φάση στους πληθυσμούς της 

Ολικής Μικροβιακής Χλωρίδας, Pseudomonas spp., Aeromonas spp. και 

οξυγαλακτικών βακτηρίων σε σχέση με τα φιλέτα των μαρτύρων. Ο πληθυσμός των 

βακτηρίων που παράγουν H2S παρουσίασαν χαμηλότερες συγκεντρώσεις στα 

εμβολιασμένα φιλέτα σε σχέση με τους μάρτυρες. Επίσης ο πληθυσμός στο VRBGA 

παρουσίασε μεγάλη διαφοροποίηση μεταξύ των εμβολιασμένων και μη φιλέτων κάτι 

λογικό εφόσον και το Y. enterocolitica καταμετράται σε VRBGA. Στο μοντέλο 

υπόστρωμα το Pseudomonas spp. φάνηκε να παρεμποδίζεται σε όλες τις

συγκαλλιέργειες με μέγιστη παρεμπόδιση στη συγκαλλιέργεια με τα οξυγαλακτικά 

βακτήρια. Το Y. enterocolitica παρεμποδίστηκε στις συγκαλλιέργειες με τα 

οξυγαλακτηκά και με τους Pseudomonas spp. -  οξυγαλακτικά βακτήρια και ευνοήθηκε 

με το Pseudomonas spp.. Τέλος τα οξυγαλακτικά φάνηκε να παρεμποδίστηκαν σε 

σχέση με την μονοκαλλιέργεια σε όλες τις συγκαλλιέργειες ωστόσο στη 

συγκαλλιέργεια και των τριών παρουσιάστηκαν ως κυρίαρχα.
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1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1 Αλλοίωση ιχθύων

Η διαδικασία της αλλοίωσης αποτελεί κύρια συνέπεια της βακτηριακής 

ανάπτυξης που εμφανίζεται αρχικά σε ιστούς/όργανα με φυσιολογική χλωρίδα, όπως 

είναι το έντερο, τα βράγχια και ιδιαίτερα το δέρμα και επεκτείνεται στη σάρκα. Αυτό, 

συμβαίνει έπειτα από την νεκρική ακαμψία, με επακόλουθο την παραγωγή μεταβολιτών 

όπως η αμμωνία, το υδρόθειο, η τριμεθυλαμίνη κλπ., που παράγουν δυσάρεστες οσμές 

και γεύσεις στα ψάρια (Simeonidou et al., 1998). Η αλλοίωση των ψαριών αποτελεί μια 

δυναμική διαδικασία, η οποία εξαρτάται από διάφορους παράγοντες, όπως είναι οι 

μικροοργανισμοί, η σύνθεση του προϊόντος και οι συνθήκες αποθήκευσης (Gram & 

Huss, 1996).

Όσον αφορά την ποιότητα, η μικροχλωρίδα ενός φρέσκου ιχθύος δεν εξαρτάται 

αποκλειστικά από το είδος του ψαριού, αλλά έχει σχέση και με το φυσικό ενδιαίτημα 

αυτού. Αυτή η μικροχλωρίδα αποτελείται κυρίως από αρνητικά κατά gram βακτήρια 

(Pseudomonas, Vibrio, Shewanella, Moraxella, Acinetobacter, κ.λπ.) και σε μικρότερες 

ποσότητες από θετικά κατά gram βακτηρία (Micrococcus, Bacillus, Clostridium, 

Lactobacillus, κλπ.). Οι αναλογίες των διαφόρων ειδών βακτηρίων που εμφανίζονται 

στους ιχθύες προσδιορίζονται από γεωγραφικούς, κλιματικούς και εποχικούς 

παράγοντες (Gennari et al., 1999).

Παρόλο που οι μικροοργανισμοί είναι η κύρια αιτία της αλλοίωσης, ωστόσο δεν 

εμπλέκονται όλοι σε αυτήν. Αυτοί που συμμετέχουν κατ εξοχήν είναι οι ειδικοί 

αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί, που αρχικά παρουσιάζονται σε χαμηλή συγκέντρωση



και αποτελούν ένα μέρος της φυσικής μικροχλωρίδας. Κατά την αποθήκευση κάτω από 

συγκεκριμένες συνθήκες, οι οποίες σχετίζονται με τη θερμοκρασία και την 

ατμόσφαιρα, οι ειδικοί αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί αναπτύσσονται ταχύτερα και 

παράγουν μεταβολίτες υπεύθυνους για την επιδείνωση των οργανοληπτικών 

χαρακτηριστικών των ψαριών (Huis in’t Veld, 1996). Παρόλα αυτά, η ποιότητα 

ορισμένων προϊόντων ψαριών είναι στενά συνδεδεμένη με τη δραστηριότητα των 

βακτηρίων που εμπλέκονται στη διαδικασία της αλλοίωσης και σχετίζονται με την 

διάρκεια ζωής του προϊόντος (Koutsoumanis et al., 2002).

Οι ειδικοί αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί, που έχουν βρεθεί σε αλλοιωμένους 

ιχθύες, οι οποίοι είχαν συντηρηθεί σε πάγο, των εύκρατων και τροπικών υδάτων, είναι 

τα Pseudomonas spp. και Shewanella putrefaciens. Αντίθετα, σε ιχθύες

αποθηκευμένους σε θερμοκρασίες περιβάλλοντος κυριαρχούσαν κυρίως βακτήρια της 

οικογένειας Vibrionaceae (Gram, 1990). Επιπροσθέτως, σε ιχθύες των ψυχρών 

θαλασσών των εύκρατων κλιμάτων, οι οποίοι συντηρούνται σε κενό ή τροποποιημένη 

ατμόσφαιρα, οι ειδικοί αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί είναι κυρίως το Photobacterium 

phosphoreum και το S. putrefaciens (Dalgaard et al., 1995). Σε ιχθύες θερμότερων 

θαλασσινών νερών και σε συσκευασίες κενού ή μειγμάτων αερίων, οι οποίοι ήταν 

αποθηκευμένοι υπό ψύξη, ευνοείται η ανάπτυξη οξυγαλακτικών βακτηρίων και του 

Brochothrix thermosphacta (Drosinos & Nychas, 1996 ; Koutsoumanis & Nychas, 1999 

; Taoukis et al., 1999).
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1.2 Τσιπούρα - Sparus aurata (Linnaeus, 1758)



Τα αλιεύματα είναι μία από τις σημαντικότερες πηγές θρεπτικών για τον 

άνθρωπο από αρχαιοτάτων χρόνων και αποτελούν μια εξέχουσα θέση στις διατροφικές 

συνήθειες του ανθρώπου (Ackman, 1995). Τα κυριότερα συστατικά τους είναι 

πρωτεΐνες 6-28%, λίπη 0,1-67% και νερό 28-96% (Huss, 1995), ενώ συνολικά το 

ποσοστό του λίπους και του νερού στη σάρκα των ψαριών ανέρχεται στο 80% περίπου 

(Ackman, 1995). Ακόμη ένα πλεονέκτημα αυτών, είναι ότι αποτελούν τη μοναδική 

φυσική πηγή από την οποία μπορεί να προμηθευτεί ο ανθρώπινος οργανισμός το 

εικοσιπενταενοϊκό οξύ και το εικοσιδύο-εξαενοϊκό οξύ, τα οποία αποτελούν τους 

σημαντικότερους εκπροσώπους της σειράς ω-3 των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων και 

το λινολεϊκό οξύ της σειράς ω-6 (Montero et al., 2008).

Συγκεκριμένα, η τσιπούρα είναι ένα βενθοπελαγικό ψάρι, το οποίο διαβιεί σε 

θαλασσινά και υφάλμυρα νερά, σε βάθη από 30 έως και 150m. Ζει στην υποτροπική 

ζώνη και εξαπλώνεται στον Ανατολικό Ατλαντικό, την Μεσόγειο θάλασσα και την 

Μαύρη θάλασσα. Είναι ένα παμφάγο είδος με ιδιαίτερη προτίμηση στα μικρά ζώα 

(Στεργίου και συν., 2011). Αποτελεί ένα από τα πιο σημαντικά είδη στις υδατοεκτροφές 

με κύριες χώρες εκτροφής την Ελλάδα, την Τουρκία, την Ισπανία και την Ιταλία, με 

συνολική ετήσια παραγωγή 154.821t υπολογισμένη από τον Διεθνής Οργάνωση 

Τροφίμων και Γ εωργίας (FAO) για το έτος 2011 (http1).
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1.3 Αλληλεπιδράσεις μικροοργανισμών

Τα ωμά τρόφιμα εμφανίζουν ένα αρχικό μικροβιακό φορτίο με μια ευρεία 

ποικιλία μικροοργανισμών. Ωστόσο, μόνο μερικοί από αυτούς είναι σε θέση να



πολλαπλασιαστούν και να αναπτυχθούν σε υψηλές συγκεντρώσεις (Gram & Huss, 

1996). H μικροβιακή αλλοίωση των τροφίμων είναι μια διαδικασία που περιλαμβάνει 

την ανάπτυξη των μικροοργανισμών σε συγκεντρώσεις 10-10 cfu/g, στις οποίες οι 

μικροοργανισμοί αλληλεπιδρούν και η ανάπτυξη τους επηρεάζεται από αυτή την 

αλληλεπίδραση (Boddy & Wimpenny, 1992).

Οι τύποι αλληλεπιδράσεων έχουν μελετηθεί στα οικοσυστήματα των τροφίμων, 

συμπεριλαμβανομένων των ανταγωνιστικών συμπεριφορών και των αλληλεπιδράσεων, 

όπου η ανάπτυξη ενός οργανισμού ευνοείται από την ανάπτυξη ενός άλλου (Gram et 

al., 2002). Ο ακριβής μηχανισμός με τον οποίο μία ομάδα βακτηρίων κυριαρχεί πάνω 

σε μία άλλη στενά συνδεδεμένη ομάδα δεν είναι πάντα πλήρως κατανοητή (Gram & 

Huss, 1996). Μερικές τέτοιες ανταγωνίστηκες συμπεριφορές συμβαίνουν για τα 

θρεπτικά συστατικά. Αρκετοί αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί των τροφίμων εμφανίζουν 

τέτοιες ανταγωνιστικές ικανότητες. Όπως τα οξυγαλακτικά βακτήρια προκαλούν μια 

μείωση του pH και παράγουν βακτηριοσίνες (Adams & Nicolaides, 1997). Ορισμένα 

αρνητικά κατά Gram βακτήρια εμφανίζουν κατά τις αντιδράσεις αλλοίωσης να 

παράγουν ΝΗ3 και τριμεθυλαμίνη, τα οποία είναι τοξικά για κάποια άλλα βακτήρια και 

μερικές φορές ακόμα και για βακτήρια που παράγουν και τα ίδια (Ellis et al., 2000).
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1.4 Τροποποιημένη ατμόσφαιρα -  MAP

H συσκευασία υπό Τροποποιημένη Ατμόσφαιρα (Modified Atmosphere 

Packaging-ΜΑΡ) είναι η συσκευασία ενός προϊόντος σε ατμόσφαιρα η οποία έχει 

τροποποιηθεί, έτσι ώστε η σύνθεση της να είναι διαφορετική από αυτή του αέρα 

(Hintlian & Hotchkiss, 1986). Συγκεκριμένα, ο αέρας που βρίσκεται μέσα στη



συσκευασία αντικαθίσταται από καθορισμένη σύσταση αερίου ή από ένα μείγμα 

αερίων που διαφέρει από την σύνθεση του ατμοσφαιρικού αέρα. Η αναλογία του κάθε 

αερίου προσδιορίζεται με βάση το μείγμα που εισάγεται μέσα στη συσκευασία, χωρίς 

να γίνεται κανένας περαιτέρω έλεγχος κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης (Silliker and 

Wolfe, 1980).

Η τροποποιημένη ατμόσφαιρα εφαρμόστηκε στα τρόφιμα στη Βόρεια Αμερική 

και στη συνέχεια διαδόθηκε ευρύτατα, έτσι ώστε να ικανοποιήσει τις απαιτήσεις των 

καταναλωτών για φρέσκα προϊόντα με παρατεταμένη διάρκεια ζωής (Sivertsvik et al., 

2002).

Η τροποποιημένη ατμόσφαιρα σε συνδυασμό με τη συντήρηση υπό ψύξη είναι 

μία μέθοδος διατήρησης τροφίμων και χρησιμοποιείται για μία μεγάλη ποικιλία 

τροφίμων όπως φρέσκο κρέας, πουλερικά, ιχθύες, τυριά, λουκάνικα, καφέδες, φρούτα, 

λαχανικά κ.α. (Brody, 1989 ; Sivertsvik, 2002). Η χρήση της συσκευασίας MAP με 

αυξημένες συγκεντρώσεις σε διοξείδιο του άνθρακα, φαίνεται να παρατείνει τη 

διάρκεια ζωής των τροφίμων καθυστερώντας τη μικροβιακή ανάπτυξη σ’ αυτά (Stiles, 

1991).

Οι πρώτες εφαρμογές της ΜΑΡ έγιναν με εμπειρική εφαρμογή και 

χρησιμοποιούνται ακόμη και τώρα για νωπά κρέατα, σκληρά τυριά και αλεσμένο καφέ 

είναι η συσκευασία υπό κενό. (Αρβανιτογιάννης & Στρατάκος, 2011). Όπως 

αναφέρθηκε και από τους Veranth & Robe (1979) και Parry (1993) το καλοκαίρι του 

1978 χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος MAP για την μεταφορά 1.000 τόνων σολομού από το 

Anchorage της Αλάσκας στο Seattle της Washington των Η.Π.Α. Η μεταφορά διήρκησε 

10 ημέρες και το προϊόν όταν έφθασε στον προορισμό του, ήταν πολύ καλής ποιότητας.
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1.4.1 Επίδραση στα ψάρια

Η αλλοίωση των ψαριών διαχωρίζεται σε τέσσερις φάσεις. Η πρώτη φάση 

περιλαμβάνει το χρονικό περιθώριο όπου το ψάρι «χάνει» την φρεσκότητα του και 

αποκτά ανούσια γεύση. Αυτό συμβαίνει λόγω της δράσης των ενζύμων στη σάρκα του. 

Κατά τη διάρκεια των σταδίων δύο και τρία, ο αριθμός των βακτηρίων και των 

προϊόντων του μεταβολισμού τους αυξάνονται. Στην τέταρτη φάση περιλαμβάνεται η 

αποσύνθεση του τροφίμου. Η συσκευασία υπό τροποποιημένη ατμόσφαιρα επιδρά στις 

φάσεις της αλλοίωσης, επιμηκύνοντας την πρώτη και αναστέλλοντας την ανάπτυξη των 

μικροοργανισμών στην δεύτερη και τρίτη φάση. (Huss, 1995).

1.4.2 Επίδραση στους παθογόνους μικροοργανισμούς

Η ακριβής δράση της τροποποιημένης ατμόσφαιρας στους μικροοργανισμούς 

δεν είναι εφικτή έπειτα από την εμφάνιση διαφόρων παθογόνων μικροοργανισμών, 

όπως Listeria monocytogenes και Yersinia enterocolitica (Gram & Huss, 1996).

Έχει παρατηρηθεί ότι οι υψηλές συγκεντρώσεις CO2 εμφανίζουν 

παρεμποδιστικό χαρακτήρα στους μικροοργανισμούς Staphylococcus aureus, 

Salmonella, Esherichia coli και Y. enterocolitica. Ο βαθμός παρεμπόδισης αυξάνεται με 

την ελάττωση της θερμοκρασίας, αλλά μειονεκτεί λόγω πιθανής ανάπτυξης του 

Clostridium botulinum τύπου Ε το οποίο είναι ικανό να αναπτυχθεί σε θερμοκρασίες 

ψύξης σε συνδυασμό με ανοξικές συνθήκες (Αρβανιτογιάννης & Στρατάκος, 2011 ; 

Erkmen, 1996 ; Erkmen, 2000 ; Ballestra et al., 1996 ; Gill & Reichelt, 1989).



Συγκεκριμένα, όσον αφορά το Clostridium, αρκετοί ερευνητές ενδιαφέρονται 

για την ενδεχόμενη αυξησή του σε συσκευασίες τροφίμων υπό τροποποιημένη 

ατμόσφαιρα. Η επικείμενη ανησυχία είναι αρκετά εύλογη, εξαιτίας της παθογενούς 

σημαντικότητας του μικροοργανισμού. Αναλυτικότερα, το C. botulinum, παράγει μια 

νευροτοξίνη που προκαλεί παράλυση στο πρόσωπο και ταξινομείται σε τύπους A, B, C, 

D, E, F και G. Συγκεκριμένα οι τύποι A, B και F είναι σημαντικοί για τους ανθρώπους, 

ενώ το Clostridium perfrigens, είναι το είδος που προκαλεί γαστρεντερικές διαταραχές 

(Hintlian & Hotchkiss, 1986).

Όσον αφορά την παραγωγή τοξινών, θεωρείται ιδιαίτερα επικίνδυνη για ένα 

προϊόν και προτιμάται να ανιχνευθεί πριν από τον καταναλωτή. Επιπροσθέτως, 

ενδείκνυται η αποθήκευση του τροφίμου σε χαμηλές θερμοκρασίες (<3,3°C) και σε 

ατμόσφαιρες που περιέχουν τουλάχιστον 2% CO2, ώστε να αποφευχθεί η ανάπτυξη του 

C. botulinum τύπου Ε (Αρβανιτογιάννης & Στρατάκος, 2011).

Οι Lyver et al. (1998a,b) μελέτησαν την αλληλεπίδραση δύο παθογόνων 

μικροοργανισμών σε εμβολιασμένο νωπό και μαγειρεμένο surimi με 10 σπόρια L. 

monocytogenes και 104 σπόρια C. botulinum τύπου Ε. Τα surimi αποθηκεύτηκαν σε 

συνθήκες ατμοσφαιρικού αέρα με διαπερατότητα σε οξυγόνο και αποθηκεύτηκαν στους 

4 και στους 12°C για 28 ημέρες χωρίς ιδιαίτερη αλλοίωση από το C. botulinum. Η L. 

monocytogenes αναπτύχθηκε με βραδύτερο ρυθμό και τα προϊόντα είχαν ακόμη 

αποδεκτή μυρωδιά και εμφάνιση.

Από τους Debevere & Boskou (1996) μελετήθηκε η in vitro επίδραση των 

εσωτερικών και εξωτερικών παραγόντων στην αλλοίωση μπακαλιάρου, Gadus morhua, 

υπό ΜΑΡ (60%CO2 : 30%O2 : 10%N2) από το S. putrefaciens. Παρατηρήθηκε, ότι η 

αύξηση της ποσότητας του CO2 (> 50%) παρεμποδίζει την ανάπτυξη του S.
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putrefaciens και μειώνει την παραγωγή τριμεθυλαμίνης. Στο μπακαλιάρο (Gadus 

morhua) αλλά και στην ιριδίζουσα πέστροφα (Oncorhyncus mykiss) μελετήθηκε η 

ανάπτυξη των Aeromonas spp. και Y. enterolitica από τους Davis και Slade το 1995. Η 

έρευνα πραγματοποιήθηκε υπό διαφορετικές συνθήκες MAP (60%CO2 : 40%N2, 

40%CO2 : 30%N2 : 30%O2, 60%CO2 : 40%N2, 80%CO2 : 20%N2) και οι ιχθύες 

αποθηκεύτηκαν στους 0,5 και 12°C. Συμπερασματικά, παρατηρήθηκε μείωση στην 

ανάπτυξη των μικροοργανισμών κάτω από ατμόσφαιρα πλούσια σε CO2 και πολύ 

χαμηλές θερμοκρασίες.
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1.4.3 Πλεονεκτήματα και μειονεκτήματα

Η χρήση της τροποποιημένης ατμόσφαιρας στη συντήρηση των αλιευμάτων, 

εκτός από πλεονεκτήματα εμφανίζει και ορισμένα μειονεκτήματα, όπως είναι η αλλαγή 

στη σύνθεση των αερίων, που οφείλεται στη δραστηριότητα των ενζύμων της σάρκας 

και των μικροοργανισμών, η αλλαγή της ατμόσφαιρας σε περίπτωση που ανοιχθεί η 

συσκευασία και παραγωγή διάφορων δυσάρεστων οσμών, που γίνονται αντιληπτές 

κατά το άνοιγμα της συσκευασίας (Βαρελτζής, 1999).

Για την αποφυγή των μειονεκτημάτων αυτών, επινοήθηκε το σύστημα 

συντήρησης με εμπλουτισμένες ατμόσφαιρες CO2 συνεχούς ροής (Carbon dioxide 

enriched controlled flow-through atmospheres). Με το σύστημα αυτό, η ατμόσφαιρα 

των αερίων παραμένει σταθερή και οι δυσάρεστες οσμές που παράγονται στη διάρκεια 

της συντήρησης απομακρύνονται με τη ροή των αερίων (Oberlender et al., 1983).



Μία επιτυχημένη συσκευασία ΜΑΡ, επιτυγχάνεται από το συνδυασμό διαφόρων 

παραγόντων. Κάποιοι από αυτούς είναι οι ακόλουθοι: καλής ποιότητας πρώτες ύλες, 

ορθές πρακτικές υγιεινής κατά την αλιεία, επιλογή του καταλληλότερου υλικού 

συσκευασίας, ασφαλής εξοπλισμός, σωστή διατήρηση και έλεγχος της θερμοκρασίας, 

κατάλληλο μίγμα αερίων για το εκάστοτε προϊόν και σωστή αναλογία αερίου/προϊόντος 

(Soccol & Oetterer 2003).

Η ευρεία εξάπλωση της συσκευασίας MAP στην αγορά απέδειξε στην πράξη ότι 

τα πλεονεκτήματα της είναι πολύ πιο σημαντικά από τα αντίστοιχα μειονεκτήματα. Στη 

συνέχεια θα παρουσιαστούν πρώτα τα πλεονεκτήματα και στη συνέχεια τα 

μειονεκτήματα της συσκευασίας αυτής.

Πλεονεκτήματα συσκευασίας MAP

1. Παράταση διάρκειας ζωής, 50-400%, ανάλογα με το προϊόν έτσι ώστε να 

επιτευχθεί λιγότερη μετακίνηση των προϊόντων, μεταξύ των αποθηκευτικών 

χώρων και των ραφιών έκθεσης.

2. Ελαχιστοποίηση των αποβλήτων από τα ακατάλληλα προϊόντα έπειτα από το 

τέλος της ζωής τους.

3. Εξαιρετική παρουσίαση, λόγω της αργής επιδείνωσης της εμφάνισης από τον 

τόπο παραγωγής έως και την κατανάλωση και ελκυστική απεικόνιση, λόγω της 

διαρρύθμισης της συσκευασίας.

4. Ελαχιστοποίηση της χρήσης τεχνητών συντηρητικών στην συνεχώς αυξανόμενη 

«πράσινη ανάπτυξη».

5. Παροχή προϊόντων υψηλής ποιότητας.
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6. Αποφυγή απώλειας νερού, μόλυνσης κατά των χειρισμό και άσχημων οσμών 

(Sivertsvik et al.,2002).

Μειονεκτήματα συσκευασίας MAP

1. Υψηλό κόστος για προμήθεια εξοπλισμού, αερίων και υλικών συσκευασίας.

2. Απαιτείται έλεγχος της θερμοκρασίας για την πλήρη ασφάλεια του τροφίμου.

3. Απαίτηση διαφορετικών μιγμάτων αερίων ανάλογα με το είδος του τροφίμου.

4. Αύξηση του όγκου της συσκευασίας η οποία επηρεάζει και το κόστος 

μεταφοράς και τον απαιτούμενο χώρο για έκθεση του προϊόντος.

5. Απαιτείται καλή εκπαίδευση του προσωπικού για την χρήση του εξοπλισμού.

6. Τα πλεονεκτήματα τα οποία έχουν αναφερθεί παύουν να ισχύουν με το άνοιγμα 

της συσκευασίας (Parry, 1993).

1.5 Αντικείμενο και στόχοι της πτυχιακής εργασίας

Αντικείμενο της συγκεκριμένης έρευνας ήταν η διερεύνηση της τύχης του 

ψυχρότροφου παθογόνου μικροοργανισμού Yersinia enterocolitica, σε ανταγωνισμό με 

τους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς των ιχθύων. Η διεξαγωγή του πειράματος έγινε 

σε φιλέτο τσιπούρας, αλλά και σε μοντέλο υπόστρωμα, προσομοιάζοντας τις συνθήκες 

που επικρατούν κατά την συντήρηση των φιλέτων ιχθύων σε τροποποιημένη 

ατμόσφαιρα. Έτσι έγινε δυνατή η μελέτη των πληθυσμιακών μεταβολών της Υ.
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enterocolitica σε συγκαλλιέργεια ή μη με τους αλλοιογόνους μικροοργανισμούς των 

ιχθύων, ώστε να εξαχθούν συμπεράσματα για την ασφάλεια των προϊόντων.
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2 ΥΛΙΚΆ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1 Παρασκευή και σύσταση Θρεπτικών υποστρωμάτων

Τα υλικά Iron Agar, TSA και TSB προμηθεύθηκαν από την LAB M 

(Lancashire, UK). Τα MRD, MRS και VRBGA προμηθεύθηκαν από την Biolife (Milan, 

Italy) και το GSP Agar προμηθεύτηκε από την Merck (Darmstadt, Germany).

■ Iron Agar (ΙΑ)

Για την δημιουργία 1L θρεπτικού υλικού Iron Agar προσθέτονται σε φιάλη των 

1000 ml, 20g πεπτόνη, 3g εκχύλισμα κρέατος, 3g εκχύλισμα ζύμης, 3g κιτρικός 

σίδηρος, 0.3g θειοθειικό νάτριο, 5g NaCl, 0.6g L-κυστείνη και 14g άγαρ. Στη 

συνέχεια συμπληρώνουμε με απιονισμένο νερό και ρυθμίζουμε το pH στην τιμή 

7,4. Έπειτα ακολουθεί αποστείρωση στους 121°C για 15 λεπτά.

■ Mann Rogosa Sharpe agar (MRS)

Για την δημιουργία 1L θρεπτικού υλικού MRS προσθέτονται σε φιάλη 55g του 

υλικού MRS, το οποίο περιέχει (g/L) : 10g μίγμα από πεπτόνες, 5g εκχύλισμα 

ζύμης, 10g εκχύλισμα κρέατος, 20g γλυκόζη, 2g φωσφορικό κάλιο, 5g οξικό 

νάτριο, 0.2g θειικό μαγνήσιο, 0.05g θειικό μαγγάνιο, 1.08g Tween και 2g 

κιτρικό αμμώνιο. Στη συνέχεια, συμπληρώνουμε με απιονισμένο νερό και 

ακολουθεί αποστείρωση στους 121 °C για 15 λεπτά.



■ Maximum Recovery Diluent (MRD)

Για την δημιουργία 1L θρεπτικού υλικού MRD προσθέτονται σε φιάλη 9.5g του 

υλικού, το οποίο περιέχει (g/L) : 1g πεπτόνη και 8.5g χλωριούχο νάτριο. Στη 

συνέχεια, συμπληρώνουμε με απιονισμένο νερό, τοποθετούμε στο κατάλληλο 

σκεύος και ακολουθεί αποστείρωση στους 121 °C για 15 λεπτά.

■ Pseudomonas-Aeromonas Selective Agar Base (GSP Agar)

Για την δημιουργία 1L θρεπτικού υλικού GSP Agar προσθέτονται σε φιάλη 45g 

του υλικού, το οποίο περιέχει (g/L) : 10g γλουταμικό νάτριο L(+), άμυλο, 20g 

διαλύτης, 2g δισόξινο φωσφορικό κάλιο, 0.5 g θειικό μαγνήσιο, 0.35g ερυθρό 

στης φαινόλης (phenol red) και 12g άγαρ. Στη συνέχεια, συμπληρώνουμε με 

απιονισμένο νερό και ακολουθεί αποστείρωση στους 121 °C για 15 λεπτά. 

Έπειτα, τοποθετούμε το υλικό στο υδατόλουτρο μέχρι να φτάσει στους 45°C. 

Προσθέτουμε πενικιλίνη G 100.000 IU, ρυθμίζουμε το pH περίπου στο 7.2 ± 0.2 

και μοιράζουμε σε τρυβλία.

■ Tryptone Soy Agar (TSA)

Για την δημιουργία 1L θρεπτικού υλικού TSA προσθέτονται σε φιάλη 15g 

τρυπτόνη, 5g πεπτόνη σόγιας, 5g χλωριούχο νάτριο και 15g άγαρ. Έπειτα, 

συμπληρώνουμε με απιονισμένο νερό και ακολουθεί αποστείρωση στους 

121°C για 15 λεπτά. Τοποθετούμε το υλικό στο υδατόλουτρο μέχρι να φτάσει 

στους 45°C, για να μοιραστεί σε τρυβλία.
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■ Tryptone Soy Broth (TSB)

Για την δημιουργία 1L θρεπτικού υλικού TSB προσθέτονται σε φιάλη 30g του 

υλικού, το οποίο περιέχει (g/L) : 17g τρυπτόνη, 3g πεπτόνη σόγιας, 5g 

χλωριούχο νάτριο, 2.5g όξινο φωσφορικό κάλιο και 2.5g δεξτρόζη. Αργότερα, 

συμπληρώνουμε με απιονισμένο νερό, τοποθετούμε στο κατάλληλο σκεύος και 

ακολουθεί αποστείρωση στους 121 °C για 15 λεπτά.

■ Violet Red Bile Glucose Agar (VRBGA)

Για την δημιουργία 1L θρεπτικού υλικού VRBGA προσθέτονται σε φιάλη 41.5g 

του υλικού, το οποίο περιέχει (g/L): 3g εκχύλισμα ζύμης, 7g πεπτόνη, 5g 

χλωριούχο νάτριο, 1.5g χολικά άλατα, 10g γλυκόζη, 0.03g χρωστική Neutral 

red, 0.002g χρωστική Crystal violet και 12g άγαρ. Στη συνέχεια, 

συμπληρώνουμε με απιονισμένο νερό και τοποθετούμε τη φιάλη σε συσκευή 

βρασμού και αναδεύουμε με μαγνητικό αναδευτήρα, έτσι ώστε να διαλυθούν τα 

υλικά (δεν χρειάζεται επιπλέον αποστείρωση).

2.2 Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιογώνων μικροοργανισμών σε φιλέτα 

τσιπούρας

2.2.1 Προμήθεια, συσκευασία και συντήρηση φιλέτων

Για την πραγματοποίηση των πειραμάτων χρησιμοποιήθηκαν φιλέτα τσιπούρας 

(Sparus aurata) βάρους περίπου 100-120g από τις ιχθυοκαλλιέργειες «ΔΙΑΣ».



Διαχωρίστηκαν σε δύο ομάδες, τα φιλέτα της πρώτης εμβολιάστηκαν με Y. 

enterocolitica (Yersinia enterocolitica CITY 650, Yersinia enterocolitica CITY 844) 

ενώ της δεύτερης όχι. Η προμήθεια των μικροοργανισμών έγινε από τη βιβλιοθήκη 

μικροοργανισμών του εργαστηρίου και αναγεννήθηκαν σε TSB έως ότου φτάσουν σε 

πληθυσμό 107-108. Στη συνέχεια αραιώθηκαν διαδοχικά έτσι ώστε ο αρχικός 

πληθυσμός κάθε εμβολίου να είναι περίπου 103 και εμβολιάστηκαν στα φιλέτα. Στη 

συνέχεια, συσκευάσθηκαν σε απορροφητικά δισκάκια από διογκωμένη πολυστερίνη 

(SIRAP GEMA) με πλαστικό φιλμ BDF 8050F (SEALED AIR) σε συνθήκες MAP, 

συγκέντρωσης CO2: 60%, O2: 10%, N2: 30% (Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών). 

Έπειτα, μεταφέρθηκαν μέσα σε ισοθερμικά κιβώτια με πάγο στο χώρο του εργαστηρίου 

το συντομότερο δυνατό έπειτα από την συσκευασία τους και αποθηκεύθηκαν στους 

5°C.

2.2.2 Προετοιμασία δείγματος

Σε κάθε δειγματοληψία λαμβάνονταν δείγμα 10g εις τριπλούν από διαφορετικά 

φιλέτα και μεταφέρονταν ασηπτικά σε αποστειρωμένες σακούλες, όπου προσθέτονταν 

90ml αποστειρωμένου απιονισμένου νερού. Έπειτα, ακολουθούσε ομογενοποίηση για 

1-2 λεπτά σε συσκευή Stomacher και στη συνέχεια πραγματοποιούνταν δεκαδικές 

αραιώσεις με την μεταφορά 1ml δείγματος σε 9 ml αποστειρωμένου Maximum 

Recovery Diluent (MRD).

Οι μικροοργανισμοί που καταμετρήθηκαν ήταν:

Ύ Ολική μικροβιακή χλωρίδα σε TSA. Έπειτα από την επώαση των τρυβλίων 

στους 25°C για 1 ημέρα.
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S  Βακτήρια που παράγουν υδρόθειο (Shewanella putrefaciens) σε Iron Agar. 

Μετά από καταμέτρηση των μαύρων μόνο αποικιών έπειτα από επώαση των 

τρυβλίων στους 25°C για 2-3 ημέρες.

S  Οξυγαλακτικά βακτήρια σε MRS Agar και επώαση σε θερμοκρασία 25°C για 

3-4 ημέρες.

S  Pseudomonas spp. σε GSP Agar. Μετά από καταμέτρηση των ροζ-μωβ μόνο 

αποικιών έπειτα από επώαση των τρυβλίων στους 25°C για 1 ημέρα.

S  Aeromonas spp. σε GSP Agar. Μετά από καταμέτρηση των κίτρινων μόνο 

αποικιών έπειτα από επώαση των τρυβλίων στους 25°C για 1 ημέρα.

S  Enterobacteriaceae σε VRBGA και επώαση σε θερμοκρασία 37°C για 1 ημέρα.

Στη συνέχεια μετρήθηκε το pH των δειγμάτων σε pH-μετρο (pH 730, inoLab, 

WTW series). Στις μεταβολές των πληθυσμών προσαρμόστηκε η σιγμοειδής εξίσωση 

του Baranyi χρησιμοποιώντας το λογισμικού Dmfit (Institute of Food Research, 

Reading, UK) (Baranyi & Roberts, 1994).

2.3 Μεταβολές του πληθυσμού της Υ. enterocolitica σε συγκαλλιέργεια ή μη με 

αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς σε μοντέλα υποστρώματα ιχθύος

2.3.1 Προετοιμασία μοντέλου υποστρώματος

Για την δημιουργία του υποστρώματος ψαριού, αρχικά προμηθευθήκαμε τους 

ιχθύες από την ιχθυοκαλλιέργεια «ΔΙΑΣ» οι οποίοι και μεταφέρθηκαν σε ισοθερμικά 

κιβώτια στο εργαστήριο. Προβήκαμε στην φιλετοποίηση των ιχθύων. Τα φιλέτα 

ζυγίστηκαν και τοποθετήθηκαν σε αποστειρωμένες σακούλες stomacher μαζί με ίση



ποσότητα απιωνισμένου νερού. Ομογενοποιήθηκαν για 2-3 λεπτά. Απομακρύνθηκαν τα 

φιλέτα και φιλτραρίστηκε ο ζωμός, έτσι ώστε να απομακρυνθούν τα υπολείμματα. 

Τοποθετήθηκε ο ζωμός σε φιάλη και θερμάνθηκε έτσι ώστε να έρθει σε θερμοκρασία 

βρασμού για 5 λεπτά. Διηθήθηκε με ειδικό φίλτρο Whatman και μεταφέρθηκε σε μία 

καθαρή φιάλη έτσι ώστε να βράσει για 30 λεπτά. Μετρήθηκε το pH του τελικού ζωμού, 

ρυθμίστηκε περίπου στο 6,45 και αφέθηκε να κρυώσει. Σε Duran των 500mL 

φτιάχνεται 250mL Agar. Αποστειρώνεται και αφήνεται στο υδατόλουτρο έτσι ώστε να 

έρθει στην θερμοκρασία 45°C όπου και θα μπορεί να γίνει η ανάμειξη με τον ζωμό 

κάτω από ασηπτικές συνθήκες. Στη συνέχεια, το μοντέλο μεταφέρεται σε τρυβλία και 

ψύχεται (Dalgaard, 1995).
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2.3.2 Εμβολιασμός και μικροοργανισμοί που χρησιμοποιήθηκαν

Για τον εμβολιασμό των μοντέλων υποστρωμάτων χρησιμοποιήθηκαν οι 

ακόλουθοι μικροοργανισμοί από τη βιβλιοθήκη μικροοργανισμών του εργαστηρίου:

S  Pseudomonas spp. (Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas fragi, 

Pseudomonas vranovensis, Pseudomonas migulae),

S  Οξυγαλακτικά βακτήρια (Carnobacterium maltaromaticum,

Lactobacillus fuchuensis, Carnobacterium divergens).

S  Yersinia enterocolitica (Yersinia enterocolitica CITY 650, Yersinia 

enterocolitica CITY 844)

Οι μικροοργανισμοί αναπτύχθηκαν σε TSB και επωάστηκαν έως ότου φτάσουν 

πληθυσμό 107-108. Στη συνέχεια ακολούθησαν δεκαδικές αραιώσεις σε MRD. 

Μεταφέρθηκε στο εκάστοτε μοντέλο 1 ml από την κατάλληλη αραίωση ώστε μετά την



-  1-8

επίστρωση ο αρχικός πληθυσμός στο υπόστρωμα να είναι περίπου 5*103 cfu/g. Στη 

συνέχεια, τα μοντέλα υποστρώματα συσκευάστηκαν σε απορροφητικά δισκάκια από 

διογκωμένη πολυστερίνη (SIRAP GEMA) με πλαστικό φιλμ BDF 8050F (SEALED 

AIR) σε συνθήκες MAP, συγκέντρωσης CO2: 60%, O2: 10%, N2: 30%. Και 

μεταφέρθηκαν σε ισοθερμικά κιβώτια με πάγο στο χώρο του εργαστηρίου το 

συντομότερο δυνατό και αποθηκεύθηκαν στους 5°C.

2.3.3 Προετοιμασία δείγματος

Σε κάθε δειγματοληψία λαμβάνονταν δείγμα 1g εις τριπλούν από ένα τρυβλίο 

του εκάστοτε δείγματος, μεταφέρονταν ασηπτικά σε 9 ml αποστειρωμένου MRD και 

ακολουθούσε ομογενοποίηση για 2 λεπτά σε συσκευή τύπου Vortex. Κατόπιν 

πραγματοποιούνταν δεκαδικές αραιώσεις με την μεταφορά 1 ml δείγματος σε 9 ml 

αποστειρωμένου MRD.

Οι μικροοργανισμοί που καταμετρήθηκαν ήταν:

V Οξυγαλακτικά βακτήρια σε MRS Agar και επώαση σε θερμοκρασία 25°C για 

3-4 ημέρες.

V Pseudomonas sp. σε GSP Agar. Μετά από καταμέτρηση των ροζ-μωβ μόνο 

αποικιών έπειτα από επώαση των τρυβλίων στους 25°C για 1 ημέρα.

V Yersinia enterocolitica σε VRBGA και επώαση σε θερμοκρασία 37°C για 1 

ημέρα.

Στη συνέχεια μετρήθηκε το pH των δειγμάτων σε pH-μετρο (pH 730, inoLab, 

WTW series). Στις μεταβολές των πληθυσμών προσαρμόστηκε η σιγμοειδής εξίσωση
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του Baranyi χρησιμοποιώντας το λογισμικού Dmfit (Institute of Food Research, 

Reading, UK) (Baranyi & Roberts, 1994).
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3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

3.1 Μεταβολές της Ολικής Μικροβιακής χλωρίδας, των αλλοιωγόνων 

μικροοργανισμών και του pH σε φιλέτα τσιπούρας αποθηκευμένα σε 

συνθήκες τροποποιημένης ατμόσφαιρας στους 5°C

Οι αρχικοί πληθυσμοί για την Ολική μικροβιακή χλωρίδα στα εμβολιασμένα 

φιλέτα (ΟΜΧ Υ) και μη (ΟΜΧ C) που προσδιορίστηκαν πειραματικά ήταν 4,48 ± 0,03 

και 3,80 ± 0,11 log cfu/g αντίστοιχα. Ενώ οι τελικοί πληθυσμοί ήταν 7,94 ± 0,04 και 

8,42 ± 0,09 log cfu/g αντίστοιχα (Σχ. 1). Στα φιλέτα τα οποία εμβολιάστηκαν 

παρουσιάστηκε μεγαλύτερο ειδικό ρυθμό αύξησης σε σχέση με τα φιλέτα των 

μαρτύρων (Πιν. 2).

Αντιστοίχως καταμετρήθηκαν και οι πειραματικοί αρχικοί πληθυσμοί των 

εμβολιασμένων με Yersinia enterocolitica φιλέτων (Pseudomonas Y) και των 

μαρτύρων (χωρίς Yersinia enterocolitica) (Pseudomonas C) οι οποίοι ήταν 3,85 ± 0,11 

και 3,00 ± 0,00 log cfu/g αντίστοιχα. Οι τελικοί πειραματικοί πληθυσμοί για τα 

εμβολιασμένα φιλέτα ήταν 6,38 ± 0,27 ενώ για τους μάρτυρες 7,43 ± 0,12 log cfu/g, 

ωστόσο στα εμβολιασμένα φιλέτα εμφανίσθηκε η στατική φάση εντός 192 ωρών ενώ 

στους μάρτυρες δεν επήλθε έως το πέρας του πειράματος (Σχ. 2). Όπως και στην ΟΜΧ, 

οι ψευδομονάδες στα φιλέτα που εμβολιάστηκαν παρουσίασαν μεγαλύτερο ρυθμό 

αύξησης και δεν παρουσίασαν φάση προσαρμογής. (Πιν. 2).



-  2-1

OMX - Φιλέτα

----------------Fit OMX Y

■  OMX Y

----------------Fit OMX C

▲  OMX C

Σχήμα 1. Μεταβολές του πληθυσμού της Ολικής Μικροβιακής Χλωρίδας (ΟΜΧ), σε φιλέτα 
ιχθύων τσιπούρας με (Y) ή χωρίς (C), Y. enterocolitica κατά τη συντήρησή τους στους 5°C. Τα 
σημεία OMX Y και OMX C εμφανίζουν τους πληθυσμούς που έδωσαν τα πειράματα ενώ τα Fit 
OMX Y και Fit OMX C είναι η προσαρμογή των δεδομένων στην σιγμοειδή εξίσωση του 
Baranyi (Baranyi & Roberts, 1994).

Pseudomonas spp. - Φιλέτα

—  Fit Pseudomonas Y 

■  Pseudomonas Y

—  Fit Pseudomonas C 

▲  Pseudomonas C

Σχήμα 2. Μεταβολές του πληθυσμού των Ψευδομονάδων (Pseudomonas spp.), σε φιλέτα 
ιχθύων τσιπούρας με (Y) ή χωρίς (C), Y. enterocolitica κατά τη συντήρησή τους στους 5°C. Τα 
σημεία Pseudomonas Y και Pseudomonas C εμφανίζουν τους πληθυσμούς που έδωσαν τα 
πειράματα ενώ τα Fit Pseudomonas Y και Fit Pseudomonas C είναι η προσαρμογή των 
δεδομένων στην σιγμοειδή εξίσωση του Baranyi (Baranyi & Roberts, 1994).

Χρόνος αποθήκευσης (h)
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Για τις αερομονάδες οι πειραματικοί αρχικοί πληθυσμοί των εμβολιασμένων 

φιλέτων (Aeromonas Y) αλλά και των αντίστοιχων μαρτύρων (Aeromonas C) ήταν 2,85 

± 0,09 και 3,48 ± 0,22 log cfu/g. Ωστόσο οι αερομονάδες ήταν ο μοναδικός 

μικροοργανισμός ο οποίος δεν εμφάνισε διαφορά στον ειδικό ρυθμό αύξησης μεταξύ 

των δύο σειρών, εμβολιασμένων και μη (Πιν.2). Οι τελικοί πειραματικοί πληθυσμοί 

ήταν 7,10 ± 0,05 για τα εμβολιασμένα φιλέτα τα οποία παρουσίασαν στατική φάση 

περίπου στις 192 ώρες και 7,64 ± 0,09 log cfu/g για τους μάρτυρες οι οποίοι δεν 

εμφάνισαν στατική φάση (Σχ. 3).

Τα βακτήρια που παράγουν H2S παρουσίασαν πειραματικούς αρχικούς 

πληθυσμούς για τα εμβολιασμένα φιλέτα (H2S Y) και μη (H2S C), 2,85 ± 0,09 και 3,48 

± 0,22 log cfu/g αντίστοιχα. Όπως παρατηρείται τα βακτήρια που παράγουν είχαν 

μικρότερο πληθυσμό στα εμβολιασμένα φιλέτα σε αντίθεση με τους μάρτυρες. Οι 

τελικοί πληθυσμοί για τα εμβολιασμένα φιλέτα ήταν 6,08 ± 0,04 και 7,43 ± 0,14 log 

cfu/g για τους μάρτυρες. (Σχ. 4).

Οι πειραματικοί αρχικοί πληθυσμοί των Enterobacteriaceae στα εμβολιασμένα 

φιλέτα (Enterobacteriaceae Y) και των μαρτύρων (Enterobacteriaceae C) ήταν 4,26 ± 

0,04 και 3,22 ± 0,04 log cfu/g. Ενώ οι τελικοί πειραματικοί πληθυσμοί ήταν 7,80 ± 0,00 

και 5,49 ± 0,05 log cfu/g αντίστοιχα (Σχ. 5). Ωστόσο στα συγκεκριμένα δείγματα 

παρουσιάστηκε 37 φορές μεγαλύτερος ειδικός ρυθμός αύξησης στα φιλέτα με το Y. 

enterocolitica και διαφορά σχεδόν 2,5 log cfu/g μεταξύ των τελικών πληθυσμών σε 

σχέση με τους μάρτυρες. Αυτό οφείλεται πιθανότατα στην ανίχνευση του Y. 

enterocolitica στο υλικό VRBGA όπου και καταγράφηκε ο πληθυσμός (Πιν.2).
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Aeromonas spp. - Φιλέτα

Χρόνος αποθήκευσης (h)

—  Fit Aeromonas Y 

■  Aeromonas Y

—  Fit Aeromonas C 

▲  Aeromonas C

Σχήμα 3. Μεταβολές του πληθυσμού των Αερομονάδων, σε φιλέτα ιχθύων τσιπούρας με (Y) ή 
χωρίς (C), Y. enterocolitica κατά τη συντήρησή τους στους 5°C. Τα σημεία Aeromonas Y και 
Aeromonas C εμφανίζουν τους πληθυσμούς που έδωσαν τα πειράματα ενώ τα Fit Aeromonas Y 
και Fit Aeromonas C είναι η προσαρμογή των δεδομένων στην σιγμοειδή εξίσωση του Baranyi 
(Baranyi & Roberts, 1994).

Βακτήρια που παράγουν H2S - Φιλέτα

Fit Βακτηρίων που 
παράγουν H2S Y

■ Βακτήρια που 
παράγουν H2S Y

Fit Βακτηρίων που 
παράγουν H2S C

▲ Βακτήρια που 
παράγουν H2S C

Σχήμα 4. Μεταβολές του πληθυσμού των βακτηρίων που παράγουν H2S, σε φιλέτα ιχθύων 
τσιπούρας με (Y) ή χωρίς (C), Y. enterocolitica κατά τη συντήρησή τους στους 5°C. Τα σημεία 
Βακτήρια που παράγουν H2S Y και Βακτήρια που παράγουν H2S C εμφανίζουν τους 
πληθυσμούς που έδωσαν τα πειράματα ενώ τα Fit Βακτηρίων που παράγουν H2S Y και Fit 
Βακτηρίων που παράγουν H2S C είναι η προσαρμογή των δεδομένων στην σιγμοειδή εξίσωση 
του Baranyi (Baranyi & Roberts, 1994).
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Enterobacteriaceae - Φιλέτα

Χρόνος αποθήκευσης (h)

—  Fit Enterobacteria Y 

■  Enterobacteria Y

—  Fit Enterobact C 

▲  Enterobacteria C

Σχήμα 5. Μεταβολές του πληθυσμού των Enterobacteriaceae σε VRBGA, σε φιλέτα ιχθύων 
τσιπούρας με (Y) ή χωρίς (C), Y. enterocolitica κατά τη συντήρησή τους στους 5°C. Τα σημεία 
Enterobacteriaceae Y και Enterobacteriaceae C εμφανίζουν τους πληθυσμούς που έδωσαν 
τα πειράματα ενώ τα Fit Enterobacteriaceae Y και Fit Enterobacteriaceae C είναι η 
προσαρμογή των δεδομένων στην σιγμοειδή εξίσωση του Baranyi (Baranyi & Roberts, 1994).

Τα οξυγαλακτικά βακτήρια παρουσίασαν πειραματικούς αρχικούς πληθυσμούς 

στα εμβολιασμένα φιλέτα (LAB Y) 2,37 ± 0,05 και στους μάρτυρες (LAB C) 1,70 ± 

0,11 log cfu/g. Τα οξυγαλακτικά βακτήρια παρουσίασαν παρόμοια συμπεριφορά με την 

ΟΜΧ όσον αφορά την στατική φάση η οποία επήλθε στις 168 ώρες για τα 

εμβολιασμένα φιλέτα. Οι τελικοί πειραματικοί πληθυσμοί ήταν 6,44 ± 0,12 και 5,93 ± 

0,04 log cfu/g για τα φιλέτα των μαρτύρων (Σχ. 6).

Οι τιμές του pH καθ’ όλη την διάρκεια του χρόνου ζωής των φιλέτων 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 1. Οι αρχικές τιμές ρΗ ήταν 6,37 και 6,34 για τα 

εμβολιασμένα φιλέτα και τους μάρτυρες αντίστοιχα. Στα φιλέτα των μαρτύρων, το pH 

εμφάνισε την μεγαλύτερη μείωση του (6,23) στις 192 ώρες και το μέγιστο του (6,38) 

στις 240 ώρες.
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LAB - Φιλέτα

Χρόνος αποθήκευσης (h)

Σχήμα 6. Μεταβολές του πληθυσμού των οξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB), σε φιλέτα ιχθύων 
τσιπούρας με (Y) ή χωρίς (C), Y. enterocolitica κατά τη συντήρησή τους στους 5°C. Τα σημεία 
LAB Y και LAB C εμφανίζουν τους πληθυσμούς που έδωσαν τα πειράματα ενώ τα Fit LAB Y 
και Fit LAB C είναι η προσαρμογή των δεδομένων στην σιγμοειδή εξίσωση του Baranyi 
(Baranyi & Roberts, 1994).

Πίνακας 1. Τιμές pH 
εμβολιασμένων (Y) και

των φιλέτων σε όλη την διάρκεια του
μη (C).

χρόνου ζωής των φιλέτων

Χρόνος (h)
pH

Φιλέτα C Φιλέτα Y

0 6,34 6,37

24 6,37 6,45

48 6,27 6,21

72 6,29 6,39

96 6,32 6,34

120 6,38 6,33

144 6,28 6,27

168 6,33 6,11

192 6,23 6,19

216 6,32 6,33

240 6,38 6,17
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Συνολικά, στα φιλέτα τσιπούρας εμβολιασμένα και μη, δίδεται ο ειδικός ρυθμός 

αύξησης, η φάση προσαρμογής, ο αρχικός και ο τελικός πληθυσμός των ολικών 

μικροβιακών χλωρίδων (ΟΜΧ), των Ψευδομονάδων (Pseudomonas), των

Αερομονάδων (Aeromonas), των βακτηρίων που παράγουν H2S, των

Enterobacteriaceae και των Οξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB) (Πίν. 2).

Πίνακας 2. Κινητικές παράμετροι (μέσοι όροι ± τυπ. αποκλιση, 3 επαναλήψεων) της Ολικής 
μικροβιακής χλωρίδας (ΟΜΧ), των Ψευδομονάδων (Pseudomonas), των Αερομονάδων 
(Aeromonas), των βακτηρίων που παράγουν H2S, των Enterobacteriaceae και των
Οξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB), σε φιλέτα ιχθύων τσιπούρας εμβολιασμένα με Y. 
enterocolitica (Y) και μη (C) αποθηκευμένα στους 5°C.________________________________

Ειδικός ρυθμός 

αύξησης (h-1)

Φάση

προσαρμογής

Αρχικός

πληθυσμός

Τελικός

πληθυσμός

(h) (log cfu/g) (log cfu/g)

OMX Y 0,030 ± 0,004 - 4,387 ± 0,249 8,557 ± 0,016

OMX C 0,017 ± 0,001 - 4,282 ± 0,006 > 8,162

Pseudomonas Y 0,029 ± 0,012 - 3,716 ± 0,226 7,031 ± 0,139

Pseudomonas C 0,019 ± 0,000 39,289 ± 3,600 3,592 ± 0,230 > 7,329

Aeromonas Y 0,027 ± 0,001 - 3,240 ± 0,021 7,777 ± 0,164

Aeromonas C 0,028 ± 0,000 69,471 ± 5,880 3,818 ± 0,092 > 7,949

Βακτήρια που 

παράγουν H2S Y
0,023 ± 0,003 - 2,509 ± 0,350 6,831 ± 0,000

Βακτήρια που 

παράγουν H2S C
0,018 ± 0,001 - 3,407 ± 0,301 > 6,935

Enterobacteriaceae Y 0,336 ± 0,224
128,276 ± 

0,310
4,388 ± 0,249 7,904 ± 0,008

Enterobacteriaceae C 0,009 ± 0,001 - 3,465 ± 0,064 > 5,444

LAB Y 0,028 ± 0,001 - 2,546 ± 0,103 6,167 ± 0,014

LAB C 0,021 ± 0,000 - 1,998 ± 0,025 6,056 ± 0,025
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3.2 Μεταβολές του πληθυσμού των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών και της Y. 

enterocolitica και μέτρηση pH σε μοντέλα υποστρώματα αποθηκευμένα σε 

συνθήκες τροποποιημένης ατμόσφαιρας στους 5°C

Η αύξηση των μικροοργανισμών Pseudomonas spp., Y. enterocolitica και των 

οξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB) καταμετρήθηκαν καθ’ όλη την διάρκεια των 

πειραμάτων σε καλλιέργειες μόνα τους, αλλά και σε όλους τους πιθανούς 

συνδυασμούς. Ο αρχικός πληθυσμός των Pseudomonas spp. σε μονοκαλλιέργεια ήταν 

3,81 ± 0,02, ενώ ο τελικός 8,70 ± 0,03 log cfu/g αν και μπήκε στη στατική φάση εντός 

168 ωρών (Σχ.8). Υπήρξε μία ομαλότητα στο pH καθ όλη την διάρκεια του πειράματος 

με μέγιστο κατά το τέλος των πειραμάτων (6,93) (Πιν. 3). Το Y. enterocolitica σε 

μονοκαλλιέργεια παρουσίασε αρχικό πληθυσμό 2,32 ± 0,07 και τελικό 7,82 ± 0,02 log 

cfu/g ωστόσο δεν επήλθε σε στατική φάση έως τις 216 ώρες (Σχ. 8). Όσο αφορά το pH 

παρουσιάστηκε μέγιστο στις 144 ώρες (6,97) αλλά και ελάχιστο στις 96 ώρες (6,09) 

(Πιν. 3). Ο ειδικός ρυθμός αύξησης του Pseudomonas spp. και Y. enterocolitica 

παρουσίασε μία ταύτιση στην καλλιέργεια ελέγχου και ήταν 0,028 h-1 (Πίν. 4). Τα 

οξυγαλακτικά βακτήρια παρουσίασαν αρχικό πληθυσμό 3,62 ± 0,10. Ενώ τελικό 8,11 ± 

0,09 log cfu/g και επήλθαν στη στατική φάση εντός 120 ωρών (Σχ. 8). Το pH εμφάνισε 

διακυμάνσεις με ελάχιστη τιμή το 6,28 που ταυτίστηκε και με το τέλος του πειράματος 

και μέγιστη 6,52 στις 72 ώρες (Πιν. 3). Ο ειδικός ρυθμός αύξησης των οξυγαλακτικών 

βακτηρίων στην καλλιέργεια ελέγχου ήταν 0,031 h-1.
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Μονοκαλλιέργεια

■  Pseudomonas spp.
♦  Yersinia enterocolitica 
▲  LAB

—  Fit P
—  Fit Y
—  Fit LAB

Q qfc t?> A*1, #  ^  q £  ή§>

Χρόνος αποθήκευσης (h)

Σχήμα 8. Καταμέτρηση των Pseudomonas spp., της Yersinia enterocolitica και των 
οξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB), σε μονοκαλλιέργεια σε μοντέλο υπόστρωμα στους 5°C. Τα 
σημεία εμφανίζουν τους πληθυσμούς που έδωσαν τα πειράματα και οι καμπύλες είναι η 
προσαρμογή των δεδομένων στην σιγμοειδή εξίσωση του Baranyi (Baranyi & Roberts, 1994).

Στη συγκαλλιέργεια Pseudomonas spp. - Yersinia enterocolitica (PY), ο 

Pseudomonas spp. παρουσίασε αρχικό πληθυσμό 3,46 ± 0,05 και τελικό 8,01 ± 0,05 log 

cfu/g. Ο αρχικός πληθυσμός του Y. enterocolitica ήταν 3,48 ± 0,05, ενώ ο τελικός 9,06 

± 0,04 log cfu/g. (Σχ. 9). Το pH παρουσιάζει μείωση από τις 24 έως και τις 120 ώρες 

και απότομη αύξηση και παρουσία μέγιστου στις 144 ώρες (7,01) (Πιν. 3). Το 

συγκεκριμένο δείγμα ήταν το μοναδικό που παρουσίασε φάση προσαρμογής και για 

τους δύο μικροοργανισμούς. Στην συγκαλλιέργεια PY to Pseudomonas spp. εμφάνισε 

μία μείωση 0,006 h-1 στον ρυθμό αύξησης του σε σχέση με την καλλιέργεια ελέγχου 

ενώ η Y. enterocolitica ευνοήθηκε κατά 0,003 h-1 (Πιν. 4).

Στη συγκαλλιέργεια Yersinia enterocolitica -  οξυγαλακτικών (YLAB) 

καταμετρήθηκε ο αρχικός πληθυσμός του Y. enterocolitica και ήταν 2,74 ± 0,03, ενώ ο 

τελικός 4,23 ± 0,05 log cfu/g. Αντίστοιχα έγινε και η καταμέτρηση των οξυγαλακτικών, 

τα οποία εμφάνισαν αρχικό πληθυσμό 3,84 ± 0,14 και τελικό 7,09 ± 0,01 log cfu/g. (Σχ. 

10). Παρουσιάστηκε στατική φάση στο Y. enterocolitica εντός 120 ωρών και στα
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οξυγαλακτικά βακτήρια έπειτα από 168 ώρες. To pH εμφάνισε ελάχιστο (6,38) στις 216 

ώρες και μέγιστο στο τέλος των πειραμάτων. Όσον αφορά τον ειδικό ρυθμό αύξησης τα 

οξυγαλακτικά βακτήρια εμφάνισαν την μέγιστη μείωση 0,018 h-1 ενώ το Y. 

enterocolitica παρουσίασε μείωση 0,005 h-1 και επικράτησε έναντι των οξυγαλακτικών 

(Πιν. 4).

Συγκαλλιέργεια
Pseudomonas spp. - Yersinia enterocolitica

Σχήμα 9. Καταμέτρηση των Pseudomonas spp. και του Yersinia enterocolitica σε 
συγκαλλιέργεια μοντέλου υποστρωμάτος στους 5°C. Τα σημεία εμφανίζουν τους πληθυσμούς 
που έδωσαν τα πειράματα και οι καμπύλες είναι η προσαρμογή των δεδομένων στην σιγμοειδή 
εξίσωση του Baranyi (Baranyi & Roberts, 1994).

Συγκαλλιέργεια 
Yersinia enterocolitica - LAB

----- Fit LAB

----- Fit Y

♦  Yersinia 
enterocolitica

▲ LAB

Χρόνος αποθήκευσης (h)

Σχήμα 10. Καταμέτρηση των Yersinia enterocolitica και των οξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB) 
σε συγκαλλιέργεια των μοντέλων υποστρωμάτων στους 5°C. Τα σημεία εμφανίζουν τους 
πληθυσμούς που έδωσαν τα πειράματα και οι καμπύλες είναι η προσαρμογή των δεδομένων 
στην σιγμοειδή εξίσωση του Baranyi (Baranyi & Roberts, 1994).



Στη συγκαλιέργεια Pseudomonas spp. -  οξυγαλακτικά βακτήρια (PLAB) ο 

Pseudomonas spp. είχε αρχικό πληθυσμό 4,65 ± 0,00, τελικό 8,66 ± 0,07 log cfu/g και 

έπειτα από τις 168 ώρες παρουσίασε στατική φάση. Τα οξυγαλακτικά βακτηρία (LAB) 

είχαν αρχικό 3,61 ± 0,12 και τελικό 8,11 ± 0,04 log cfu/g χωρίς να επέλθουν σε στατική 

φάση (Σχ. 11). Το pH είχε μέγιστο στις 216 ώρες (6,87) και ελάχιστο στις 192 (6,20) 

(Πιν. 3). Ο Pseudomonas spp. παρουσίασε μείωση 0,013 h-1 στον ειδικό ρυθμό αύξησης 

ενώ τα οξυγαλακτικά βακτήρια 0,009 h-1 και φάνηκε να κυριαρχούν τα οξυγαλακτικά 

βακτήρια (Πιν. 4).

Στη συγκαλλιέργεια Pseudomonas spp. -  Y. enterocolitica -  οξυγαλακτικά 

βακτήρια (PYLAB), ο αρχικός πληθυσμός του Pseudomonas spp. ήταν 4,29 ± 0,20, ενώ 

ο τελικός 7,62 ± 0,00 log cfu/g χωρίς την παρουσία στατικής φάσης. Το Y. 

enterocolitica είχε αρχικό πληθυσμό 4,12 ± 0,03 και τελικό 6,52 ± 0,02 log cfu/g με 

παρουσία στατικής φάσης από τις 120 ώρες. Αντίστοιχα, έγινε και η καταμέτρηση των 

oξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB), τα οποία παρουσίασαν αρχικό πληθυσμό 3,84 ± 0,14 

ενώ τελικό 7,76 ± 0,04 log cfu/g και εμφάνησαν στατική φάση εντος 144 ωρών (Σχ. 

12). Το pH παρουσίασε ελάχιστο στις 24 ώρες (6,21) και μέγιστο στις 96 ώρες (6,45). 

Κυρίαρχα φάνηκαν να είναι τα οξυγαλακτικά βακτήρια με ειδικό ρυθμό αύξησης 0,018 

h-1 έπειτα το Y. enterocolitica με 0,013 h-1 και τέλος το Pseudomonas spp. με 0,009 h-1 

(Πιν. 4). Στην συγκεκριμένη καλλιέργεια όλοι οι μικροοργανισμοί παρουσίασαν 

μείωση σε σχέση με τις μονοκαλλιέργειες.

Στα μοντέλα υποστρώματος, δίνονται ο ειδικός ρυθμός αύξησης, η φάση 

προσαρμογής, ο αρχικός και ο τελικός πληθυσμός των Pseudomonas spp., του Y. 

enterocolitica και των οξυγαλακτικών βακτηρίων στον Πίνακα 4 ενώ τα αντίστοιχα pH
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στον Πίνακα 3.
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Συγκαλλιέργεια 
Pseudomonas spp. - LAB

—  Fit LAB
—  Fit P

■  Pseudomonas spp. 
A LAB

Σχήμα 11. Καταμέτρηση των Pseudomonas spp. σε GSP Agar και των οξυγαλακτικών 
βακτηρίων (LAB) σε MRS, σε συν-καλλιέργεια των μοντέλων υποστρωμάτων στους 5°C. Τα 
σημεία εμφανίζουν τους πληθυσμούς που έδωσαν τα πειράματα και οι καμπύλες είναι η 
προσαρμογή των δεδομένων στην σιγμοειδή εξίσωση του Baranyi (Baranyi & Roberts, 1994).

Συγκαλλιέργεια
Yersinia enterocolitica - Pseudomonas spp. - LAB

Χρόνος απόθήκευσης (h)

—  Fit Y
—  Fit P
—  Fit LAB
♦  Yercinia enterocolitica 
■  Pseudomonas spp.
A LAB

Σχήμα 12. Καταμέτρηση των Pseudomonas spp., Y. enterocolitica και οξυγαλακτικών 
βακτηρίων (LAB), σε μοντέλο υποστρώμα σε συγκαλλιέργεια στους 5°C. Τα σημεία 
εμφανίζουν τους πληθυσμούς που έδωσαν τα πειράματα και οι καμπύλες είναι η προσαρμογή 
των δεδομένων στην σιγμοειδή εξίσωση του Baranyi (Baranyi & Roberts, 1994).
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Συνοψίζοντας ο Pseudomonas spp. παρεμποδίζεται σε όλες τις συγκαλλιέργειες 

με μέγιστη παρεμπόδισε στη συγκαλλιέργεια με τα οξυγαλακτικά βακτήρια. Η Y. 

enterocolitica παρεμποδίζετε στις συγκαλλιέργειες με τα οξυγαλακτικά βακτήρια και με 

τους Pseudomonas spp. -  οξυγαλακτικά βακτήρια και ευνοείτε με τον Pseudomonas 

spp.. Τέλος τα οξυγαλακτικά βακτήρια φαίνεται να παρεμποδίζονται σε σχέση με τη 

μονοκαλλιέργεια σε όλες τις συγκαλλιέργειες ωστόσο στη συγκαλλιέργεια 

Pseudomonas spp. -  Y. enterocolitica -  οξυγαλακτικών βακτηρίων εμφανίζονται ως 

κυρίαρχα.

Πίνακας 3. Τιμές pH των Pseudomonas spp., Yersinia enterocolitica, οξυγαλακτικά 
βακτήρια και όλων των πιθανών συνδυασμών τους σε εμβολιασμένο μοντέλο υπόστρωμα 
αποθηκευμένο σε τροποποιημένη ατμόσφαιρα στους 5°C.______________________________

Χρόνος

(h)

PH

Pseudomonas

spp.

Y.

enterocolitica
LAB PY YLAB LABP YLABP

0 6,30 6,53 6,47 6,44 6,45 6,48 6,40

24 6,01 6,31 6,36 6,04 6,35 6,26 6,21

48 6,18 6,23 6,31 6,12 6,31 6,31 6,25

72 6,10 6,35 6,52 6,23 6,30 6,48 6,34

96 6,15 6,09 6,43 6,17 6,37 6,36 6,45

120 6,31 6,21 6,35 6,03 6,36 6,37 6,36

144 6,93 6,97 Δ.Μ. 7,01 Δ.Μ. Δ.Μ. Δ.Μ.

168 Δ.Μ. Δ.Μ. Δ.Μ. Δ.Μ. Δ.Μ. Δ.Μ. Δ.Μ.

192 Δ.Μ. Δ.Μ. 6,38 Δ.Μ. 6,25 6,20 6,26

216 Δ.Μ. Δ.Μ. 6,44 Δ.Μ. 6,13 6,87 6,24

240 Δ.Μ. Δ.Μ. Δ.Μ. Δ.Μ. Δ.Μ. Δ.Μ. Δ.Μ.

264 Δ.Μ. Δ.Μ. 6,28 Δ.Μ. 6,38 6,39 6,30

• Δ.Μ. Δεν μετρήθηκε
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Πίνακας 4. Κινητικές παράμετροι (μέσοι όροι ± τυπ. απόκλιση, 3 επαναλήψεων) των 
Pseudomonas spp., Yersinia enterocolitica, οξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB) και των 
συνδυασμών τους σε εμβολιασμένα μοντέλο υπόστρωμα αποθηκευμένο σε τροποποιημένη
ατμόσφαιρα στους 5°C.

Ειδικός ρυθμός 

αύξησης (h-1)

Φάση

προσαρμογής(h)

Αρχικός

πληθυσμός

(logioCfu/g)

Τελικός

πληθυσμός

(logioCfu/g)

Pseudomonas spp. 0,028 ± 0,000 - 4,559 ± 0,062 8,718 ± 0,075

Y. enterocolitica 0,028 ± 0,000 - 2,392 ± 0,028 > 7,944

LAB 0,031 ± 0,004 - 5,125 ± 0,126 7,804 ± 0,049

P 0,022 ± 0,000 36,072 ± 5,015 4,605 ± 0,031 > 8,023
PY

Y 0,031 ± 0,004 61,627 ± 5,582 4,345 ± 0,602 > 9,208

LAB 0,013 ± 0,000 - 5,442 ± 0,051 7,178 ± 0,028
YLAB

Y 0,023 ± 0,005 - 2,793 ± 0,342 4,837 ± 0,044

P 0,015 ± 0,000 - 5,274 ± 0,041 8,909 ± 0,000
PLAB

LAB 0,022 ± 0,002 - 5,256 ± 0,152 7,840 ± 0,045

LAB 0,018 ± 0,005 - 5,415 ± 0,189 7,696 ± 0,105

YPLAB P 0,009 ± 0,000 - 5,412 ± 0,217 > 7,611

Y 0,013 ± 0,007 - 4,576 ± 0,324 6,046 ± 0,000
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4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ

4.1 Φ ιλέτα αποθηκευμένα στους 5°C υπό τροποποιημένη ατμόσφαιρα

Οι πληθυσμοί στα φιλέτα της ολικής μικροβιακής χλωρίδας, των 

ψευδομονάδων, των αερομονάδων, των βακτηρίων που παράγουν H2S, των 

εντεροβακτηρίων και των οξυγαλακτικών βακτηρίων εμφανίστηκαν σε αρχικές 

συγκεντρώσεις πάνω από 104 cfu/g. Τα φιλέτα εμφάνισαν τελικούς πειραματικούς 

πληθυσμούς ολικής μικροβιακής χλωρίδας 8,4 στα εμβολιασμένα φιλέτα και 7,9 log 

cfu/g στα μη εμβολιασμένα. Παρόμοιους πληθυσμούς εμφανίζει και το πείραμα των 

Begona et al. (2013) σε συνθήκες τροποποιημένης ατμόσφαιρας (CO2 : 48% / N2 : 50% 

/ O2 : 2% ) σε φιλέτα σαυριδιού στους 2°C. Οι αρχικές συγκεντρώσεις στους ιχθύες 

είναι περίπου 103 ωστόσο στα φιλέτα παρουσιάζετε μία αύξηση της ΟΜΧ δεδομένου 

του γεγονότος ότι υπάρχουν περαιτέρω επιμολύνσεις κατά την φιλετοποίηση τους. Οι 

συγκεντρώσεις των τελικών πληθυσμών ήταν ιδιαίτερα αυξημένες διότι γνωρίζουμε ότι 

κατά το πέρας του εμπορικού χρόνου ζωής των προϊόντων φθάνει σε συγκεντρώσεις 

υψηλότερες από 10 με 10 log cfu/g (Gram & Huss, 1996 ; Balamatsia et al., 2007).

Ο τελικός πληθυσμός των ψευδομονάδων (Pseudomonas spp.) ήταν 6,3 log 

cfu/g για τα εμβολιασμένα φιλέτα με Υ. enterocolitica. Όπως φαίνεται, παρουσιάζεται 

μία μείωση του τελικού πληθυσμού σε σχέση με τα φιλέτα των μαρτύρων τα οποία 

εμφάνισαν 7,4 log cfu/g. Αυτό ενδεχομένως να οφείλεται στις αλληλεπιδράσεις που 

συμβαίνουν μεταξύ των μικροοργανισμών ωστόσο κάτι τέτοιο δεν έχει μελετηθεί 

εκτενώς (Gram, 1993). Όσον αφορά τα φιλέτα των μαρτύρων οι τελικοί πληθυσμοί 

ταυτίζονται με τους πληθυσμούς που παρουσίασαν οι Kykkidou et al. (2009) σε



-  35

συνθήκες τροποποιημένης ατμόσφαιρας στους 4°C σε φρέσκα φιλέτα ξιφία, όπως και 

οι Tryfinopoulou et al. (2002) σε φιλέτα τσιπούρας αποθηκευμένα σε συνθήκες MAP 

(40% : CO2 / 30% : N 2 / 30% : O2).

Οι αερομονάδες (Aeromonas spp.) ήταν 7,1 log cfu/g για τα φιλέτα μαρτύρων 

και 7,6 log cfu/g για τα εμβολιασμένα φιλέτα. Όσον αφορά τους μάρτυρες, οι Hozbor 

et al. (2006) μελέτησαν τον πληθυσμό των αερομονάδων σε φιλέτα ατλαντικού 

σολωμού 0°C και παρουσίασαν πληθυσμούς περίπου 6 log cfu/g κάτι που 

δικαιολογείται λόγω της διαφοράς θερμοκρασίας. Κοντά στους 7 log cfu/g 

παρουσίασαν και οι Davies & Slade το 1995 σε φιλέτα ιριδίζουσας πέστροφας 

αποθηκευμένα στους 5°C σε συνθήκες 60% :C02 / 40%: N2.

Ο πληθυσμός των βακτηρίων που παράγουν H2S καταμετρήθηκε στους 6 log 

cfu/g στα εμβολιασμένα φιλέτα και στους 7,4 log cfu/g στα μη. Οι Noseda, et al. το 

1993 μελέτησαν ανάλογους πληθυσμούς σε φιλέτα Pangasius hypophthalmus 

αποθηκευμένα στους 4°C και σε συνθήκες τροποποιημένης ατμόσφαιρας (50% : CO2 / 

50% : N2). Κάτι ανάλογο μελετήθηκε από τους Dalgaard, et al. (1993), σε φιλέτα 

μπακαλιάρου του ατλαντικού αποθηκευμένα σε συσκευασίες MAP στους 0°C και 

προέκυψαν παρεμφερείς πληθυσμοί με την παρούσα έρευνα.

Τα Enterobacteriaceae παρουσίασαν μεγάλη απόκλιση μεταξύ των φιλέτων που 

δεν είχαν εμβολιασθεί με αυτά που εμβολιάσθηκαν με το παθογόνο σχεδόν 10 cfu/g. 

Τα φιλέτα τα οποία εμβολιάστηκαν εμφάνισαν πληθυσμό 7,8 log cfu/g ενώ τα φιλέτα 

μάρτυρες 5,4 log cfu/g. Πληθυσμούς κοντά στο 5,4 log cfu/g εμφανίζουν και οι 

Arashisar et al. (2004) σε παρόμοιες συνθήκες (2.5% : O2 / 7.5% : N2 / 90% : CO2) 

στους 4°C. Όσον αφορά τα φιλέτα τα οποία εμβολιάστηκαν, παρουσίασαν



αναμενόμενα αποτελέσματα δεδομένου του γεγονότος ότι η Y. enterocolitica ανήκει 

στα Enterobacteriaceae και καταμετράτε σε VRBGA (Bottone, 1993).

Ο τελικός πληθυσμός των οξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB) ήταν 5,9 log cfu/g 

στα φιλέτα τα οποία δεν εμβολιάστηκαν, αυτό επιβεβαιώνεται και από τους Tsironi et 

al. (2011) οι οποίοι εμφανίζουν παρόμοια αποτελέσματα στις ίδιες ώρες με το πείραμα 

μας σε θερμοκρασία 5°C και συνθήκες MAP (35% : CO2). Τα εμβολιασμένα φιλέτα 

εμφάνισαν τελικό πληθυσμό 6,4 log cfu/g ,ωστόσο δεν υπάρχει ανάλογη μελέτη για να 

επέλθει σύγκριση.
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4.2 Μοντέλα υποστρώματα αποθηκευμένα σε συνθήκες τροποποιημένης 

ατμόσφαιρας στους 5°C

Ο πληθυσμός των Pseudomonas spp. μονοκαλλιέργεια εμφάνισε τελικό 

πληθυσμό 8,7 log cfu/g. Παρόμοιοι πληθυσμοί εμφανίζονται και στα αποτελέσματα 

των Eyles et al., (1993) σε μοντέλο υπόστρωμα ωστόσο δεν υπήρξε επακριβή ταύτιση, 

διότι χρησιμοποιήθηκαν διαφορετικά μίγματα αερίων στην κάθε συσκευασία. Η Y. 

enterocolitica παρουσίασε τελικό πληθυσμό σε καλλιέργεια μόνη της 7,8 log cfu/g και 

παρουσίασε αποτελέσματα τα οποία ήταν συναφή με τους Vereecken et al. (2003) αν 

και το εν λόγω πείραμα έγινε σε θερμοκρασία 37°C. Τα οξυγαλακτικά βακτήρια 

εμφάνισαν τελικό πληθυσμό 8,1 log cfu/g κάτι που έχει παρατηρηθεί και από τον 

Fran9 oise (2010) ότι μερικοί Lactobacillus και Carnobacterium μπορούν να επιβιώνουν 

και να αντιστέκονται σε διάφορες συνθήκες επιβεβαιώνεται και στην παρούσα έρευνα.

Στη συγκαλιέργεια Pseudomonas spp. -Y. enterocolitica, ο Pseudomonas spp. 

παρουσίασε τελικό πληθυσμό 8 και η Y. enterocolitica 9 log cfu/g. Σύμφωνα με τους
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Schiemann & Olson το 1984, οι οποίοι μελέτησαν την ανάπτυξη της Y. enterocolitica 

σε συγκαλλιέργειες με άλλα αρνητικά κατά Gram βακτήρια στους 32°C σε αερόβιες 

συνθήκες προέκυψε ότι η Y. enterocolitica επηρεαζόταν από την παρουσία των άλλων 

μικροοργανισμών και δεν έφτανε σε μεγάλες συγκεντρώσεις. Αντίθετα στα 

αποτελέσματα τις δικής μας έρευνας παρουσιάζεται η επικράτηση της Y. enterocolitica 

σε σχέση με τους ψευδομονάδες.

Στη συγκαλλιέργεια Y. enterocolitica - οξυγαλακτικά βακτήρια, η Y. 

enterocolitica παρουσίασε τελικό πληθυσμό 4,2 και τα οξυγαλακτικά βακτήρια 7 log 

cfu/g. Κάτι παρόμοιο αναφέρεται και από τους Vereecken et al., 2003, οι οποίοι 

μελέτησαν το παθογόνο Y. enterocolitica σε συγκαλιέργεια με το Lactobacillus sakei. Η 

μελέτη έγινε σε μοντέλο υπόστρωμα στους 37 και 4°C αυτό που προέκυψε είναι ότι η 

Y. enterocolitica εμφανίζει απότομη πτώση όταν το L. sakei παρουσιάζετε σε αυξημένες 

συγκεντρώσεις. Η ανασταλτική δράση των οξυγαλακτικών βακτηρίων οφείλετε στην 

καμπύλη παραγωγής γαλακτικού οξέως το οποίο επηρεάζει τα παθογόνα και 

εισέρχονται πρόωρα στη στατική φάση. Το ίδιο φαινόμενο παρατηρήθηκε και από τους 

Janssen et al., 2006. Οι Jeppesen & Huss το 1993 ασχολήθηκαν με την μελέτη των 

παθογόνων μικροοργανισμών L. monocytogenes και Y. enterocolitica σε 

συγκαλλιέργειες με τα οξυγαλακτικά βακτήρια Leueonostoc spp. και το Lactobacillus 

plantarumσε. Στην μελέτη που διεξήχθη σε μοντέλο μαγειρεμένων αποφλοιωμένων 

γαρίδων στους 5°C παρουσιάστηκε το ίδιο φαινόμενο σε συνθήκες αέρα.

Στην συγκαλιέργεια Pseudomonas spp. - LAB, ο Pseudomonas spp. παρουσίασε 

τελικό πληθυσμό 8,6 και τα οξυγαλακτικά βακτήρια 8,1 log cfu/g. Λόγω των συνθηκών 

MAP θεωρητικά οι ψευδομονάδες θα έπρεπε να αναστέλλονται και τα οξυγαλακτικά να 

ευνοούνται, ωστόσο τα αποτελέσματα εμφάνισαν το αντίθετο. Αυτό θα μπορούσε να



αιτιολογηθεί λόγω των στελεχών αλλά και του μίγματος των αερίων που 

χρησιμοποιήθηκαν (Koutsoumanis et al., 2000).

Στην συγκαλλιέργεια Y. enterocolitica -  Pseudomonas spp. - LAB, η Y. 

enterocolitica. παρουσίασε τελικό πληθυσμό 6,5 log cfu/g. Ο Pseudomonas spp. 7,6 και 

τα οξυγαλακτικά βακτήρια 7,7 log cfu/g. Ένα παρόμοιο φαινόμενο παρουσιάστηκε από 

τους Tsigarida et al. (2003) οι οποίοι μελέτησαν την ανάπτυξη των μικροοργανισμών 

S. putrfaciens, Brochothrix thermosphacta και Pseudomonas spp. σε μονοκαλλιέργειες 

και συγκαλλιέργειες μεταξύ τους σε αερόβιες συνθήκες στους 5°C. Τα αποτελέσματα 

τους έδειξαν ότι ο Pseudomonas spp. κυριάρχησε στα δείγματα που ήταν με την S. 

putrfaciens και στο δείγμα με τον Brochothrix thermosphacta ωστόσο δεν ευνοήθηκε 

στο δείγμα και των τριών μικροοργανισμών και κυριάρχησε το Brochothrix 

thermosphacta. Η κυριάρχηση των οξυγαλακτικών βακτηρίων φαίνεται να 

επιβεβαιώνεται και από τους Bagi & Buchanan (1993) οι οποίοι κατέληξαν στο 

συμπέρασμα ότι τα θετικά κατά Gram βακτήρια έχουν την τάση να επιβιώνουν σε 

μοντέλα καλύτερα από τα αρνητικά κατά Gram.

Γενικότερα από μελέτες έχει προκόψει ότι θα πρέπει να ερευνηθεί εις βάθος η 

αλληλεπίδραση των μικροοργανισμών είτε στη σάρκα ψαριού είτε σε μοντέλα 

υποστρώματα για να κατανοηθούν επακριβώς οι μηχανισμοί της αλλοίωσης σε ιχθύες 

(Drosinos & Nychas, 1997 ; Pin et al., 2002).
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5 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Ύ Στο μοντέλο υπόστρωμα το Pseudomonas spp. παρεμποδίζεται σε όλες τις 

συγκαλλιέργειες με μέγιστη την παρεμπόδισε του από τα οξυγαλακτικά στη 

συγκαλλιέργεια του με αυτά.

Ύ Τα οξυγαλακτικά φαίνεται να παρεμποδίζονται σε όλες τις συγκαλλιέργειες σε 

σχέση με την μονοκαλλιέργεια, ωστόσο στη συγκαλλιέργεια Pseudomonas spp. 

-  Y. enterocolitica -  οξυγαλακτικών βακτηρίων εμφανίζονται ως κυρίαρχα

Ύ Το Y. enterocolitica φαίνεται να ευνοείται στη συγκαλλιέργεια με τον 

Pseudomonas spp. στο μοντέλο υπόστρωμα και να παρουσιάζει μεγαλύτερο 

ρυθμό αύξησης σε σχέση με την μονοκαλλιέργεια.

Ύ Συνοψίζοντας, το Y. enterocolitica παρεμποδίζεται σε συγκαλλιέργειες όπου 

υπάρχουν οξυγαλακτικά βακτήρια.
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7 ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the fate of the pathogen Yersinia 

enterocolitica in competition with other fish, spoilage microorganisms on sea bream 

(Sparus aurata) fillets and on model fish substrate. The experiments were conducted in 

conditions of modified atmosphere (CO2: 60%, O2: 10%, N2: 30%) and cold storage at 

5 ° C. The model was consisted of sea bream juice and agar, thus investigation of the 

population changes of Y. enterocolitica in co-culture and monoculture with 

Pseudomonas spp. and lactic acid bacteria (LAB) was feasible.

In fillets inoculated with Y. enterocolitica the total viable counts, Pseudomonas 

spp., Aeromonas spp. and lactic acid bacteria reached faster their stationary phase 

compared to the control fillets. The H2S producing bacteria exhibited lower populations 

in fillets inoculated with Yersinia and also counts in VRBGA had a sharp increase. In 

model fish substrate Pseudomonas spp. was inhibited in all co-cultures while the 

maximum inhibition occurred in co-culture with LAB. The Y. enterocolitica was 

inhibited in co-cultures with LAB and Pseudomonas spp. - LAB and benefited in co­

culture with Pseudomonas spp.. Finally LAB were slightly inhibited in all co-cultures 

compared to its monoculture but in co-culture with Pseudomonas spp. and Y. 

enterocolitica were dominant.

Keywords: Yersinia enterocolitica, Pseudomonas spp., Lactic acid bacteria, Spoilage, 

Sparus aurata.


